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OBJETIVOS

" El objetivo global del trabajo, que ha sido realizado en colaboracion con la Dra. Gloria L
Solano (Universidad de Minnesota, St. Paul, MN, Estados Unidos), ha sido determinar la
posible interaccion entre el virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino
(PRRSV) y la bacteria Haemophilus parasuis, y caracterizar tanto in vivo como in vitro

la patogenia de la asociacion entre estos dos microorganismos.

Dentro de este marco o hipotesis general, en la presente tesis se han estudiado los

siguientes objetivos concretos:

1. Determinar la existencia o no de interaccion entre el PRRSv y H. parasuis en

condiciones experimentales in vivo.

- 2. Estudio patoldgico e inmunohistologico de los animales infectados con los

mencionados agentes infecciosos.

3. Estudio de los cambios ultraestructurales sufridos por los macrofagos alveolares

porcinos infectados in vitro con el PRRSv y dualmente con el PRRSv y H. parasuis.

4. Estudio de la capacidad fagocitica y de muerte intracelular de los macrofagos
alveolares porcinos infectados in vitro con el PRRSv y dualmente con el PRRSv y H.

parasuis.



CAPITULO 1:

SINDROME RESPIRATORIO Y
REPRODUCTIVO PORCINO



1.1 INTRODUCCION

El Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS) es una enfermedad del ganado porcino

e fué descrita como entidad clinica a finales de los afios 80 (Dial et al, 1989; Keffaber, 1989; Dial
et al, 1990; Loula, 1991). Inicialmente estuvo confinada a los Estados Unidos, pero actualmente es
una enfermedad de distribucion geografica muy extensa.

Los brotes epizodticos agudos de PRRS se caracterizan por alteraciones reproductivas,
especialmente visibles en Ia fase final de gestacion y maternidades, y alteraciones respiratorias en
erdos de maternidad, transicion y engorde (Loula, 1991; Collins et al, 1991; Wensvoort et al,
1991). La manifestacion crénica de la enfermedad inchuye, como rasgo caracteristico, una elevada
prevalencia de enfermedades secundarias en transicion y engorde (Christianson y Joo, 1994; Pijoan
et al, 1994). Se ha descrito una forma subclinica de la infeccion, en la cual no se observan
nﬁanifestaciones clinicas (Christianson y Joo, 1994).

Q

En los ultimos afios han sido publicados varios articulos de revision de la enfermedad y su
diagnéstico (Goyal, 1993; Christianson y Joo, 1994; Mengeling et al, 1995). El objetivo de la
piresente revision bibliografica es presentar el PRRS de una forma global, haciendo hincapié en los

aspectos que puedan ser mas relevantes para los estudios incluidos en esta tesis: lesiones, patogenia -
e/inmunidad de la enfermedad.

Joach

.2 HISTORIA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL PRRS

Durante el periodo de 1987 a 1991 el PRRS permaneci6é como una enfermedad “misteriosa” por el
hecho de no conocerse el agente causal que la provocaba (Enfermedad Misteriosa del Cerdo). No
obstante, esta denominacion fue muy variada segin paises y zonas geogrificas. Los siguientes

nombres fueron aplicados a lo que actualmente conocemos como PRRS:

* Plaga 1988-1989 (Estados Unidos)
* Enfermedad '89 (Estados Unidos)




* Sindrome de Fallo Reproductivo (Estados Unidos)

* Sindrome Respiratorio y de Infertilidad Porcino (SIRS) (Estados Unidos)

* Sindrome HAAT (sindrome de hlpertermla, abortos tardios, anorexia y pérdidas neonatales)
(Canada) |

* Aborto Infeccioso Tardio de las Cerdas (Alemania)

* Aborto Azul (Holanda)

* Sindrome Respiratorio y de Aborto Epidémico Porcino (PEARS) (Holanda)

* Enfermedad Azul del Cerdo (Francia)

* Sindrome Disgenésico y Respiratorio del Cerdo (Francia)

* Enfermedad de Ia Oreja Azul (Reino Unido)

* Nueva Enfermedad del Cerdo (Comisién Europea)

* Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS) (Comision Europea)

En Mayo de 1992 la Oficina Intemacional de Epizootias (OIE), a raiz del 1 Intemnational
Symposum on Swine Infertility and Respiratory Syndrome (St. Paul, MN, Estados Unidos), acord6
adoptar el término PRRS como denominacién general de la enfermedad, y ésta fisé inchiida en Ia
lista B del Codigo Zoosanitario htémacional (enfermedades de las cuales hay que realizar un
mforme anual para la OIE). I

A consecuencia de este hecho, los paises que declararon la enfermedad sufrieron una restriccion de
movimiento internacional de ganado !y semen porcino. Debido a esta repercusion negativa, es un
hecho ampliamente conocido que algunos paises con el PRRS diagnosticado no procedieron a su
declaraci6n oficial (Meredith, 1994),

La etiologia del PRRS fué dada a conocer en 1991 (Wensvoort et al, 1991) y confirmada
posteriormente por diversos autores (Collins et al., 1992; Plana-Duran et al,, 1992). Anteriormente
habian sido propuestos como posibles etiologias del sindrome: parvovirus porcino (PPV), virus de
la encefalomiocarditis (EMCV), enterovirus porcinos (PEV), virus de Aujeszky (ADV),
citomegalovirus porcino, virus de la encefalomielitis hemaglutinante (HEV), virus de la Influenza
porcma (SIV), virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV), virus de la diarrea viral bovina
(BVDV), virus de la Border Disease, virus de la encefalitis japonesa B, virus de la peste porcina
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clasica (HCV), Lepftospira interrogans serovar bratislava, Chlamydia psittaci y micotoxinas
(Keffaber, 1989; Bane y Hall, 1990; Bolin y Cussels, 1990; Mengeling y Lager, 1990; Van Alstine,
1990; Woollen et al., 1990).

La primera descripcion clinica del PRRS fué realizada en el estado de Iowa (Estados Unidos) en
1987, pero estudios seroldgicos retrospectivos han demostrado la presencia de anticuerpos anti-
PRRS en sueros correspondientes a animales sangrados en 1985 (Owen et al, 1992). Los estudios
epidemiologicos Ilevados a cabo en Estados Unidos en 1992 mostraron que la infeccion estaba
presente al menos en 19 estados, observandose prevalencias de entre el 20 y 83% (Morrison et al,
1992).

En Canada la enfermedad fue detectada en otofio de 1987 (Sanford, 1992; Voici et al, 1992; Dea
et al, 1992). Los sintomas observados fueron, basicamente, hipertermia, anorexia, abortos tardios y
pérdidas neonatales, que supusieron la denominacion de la enfermedad como Smndrome HAAT

(miciales de los sintomas observados).

La enfermedad se extendi6 en Europa en el inviemo de 1990-1991, detectandose inicialmente en
Alemania (Lindhaus y Lindhaus, 1991) y Holanda (Wensvoort et al, 1991). Posteriormente
siguieron brotes confirmados en Espafia (Enero 1991) (Plana-Durén et al, 1992), Bélgica (Abril
1991) (Meredith, 1991), Reino Unido (Junio 1991) (Meldrum, 1992), Francia (inviemo 1991-1992)
| (Baron et al,, 1992), Dinamarca (En&o 1992), Malta (Febrero 1992), Italia, Polonia, Luxemburgo
y Austria (Octubre 1992) y Suiza (Noviembre 1992). En Rusia también hubo la sospecha no
confirmada de PRRS en 1991, pero todos los animales sospechosos fueron sacrificados (Meredith,
1992).

También se reconoce la presencia de la enfermedad en muchos otros paises, como Chile, Brasil,
México (Correa-Giron et al. 1994), Filipinas, Japon y Corea del Sur, por lo cual, dada su vasta
localizacion, no es arriesgado el hecho de considerar al PRRS, actualmente, como una enfermedad
de distribucién mundial (Meredith, 1994).



1.3 AGENTE ETIOLOGICO

El virus del PRRS (PRRSv) es un virus pleomérfico, aunque predominantemente esférico, con
envoltura, y de un didmetro variable dfe 45 a 80 nm, con una nucleocapside cibica de 25 a 35 nm de
diAmetro (Ohlinger et alL, 1991; Benﬁfeld et al, 1992a; Wensvoort et al., 1992a; Christianson y Joo,
1994; Mardassi et al, 1994a). Su densidad es de 1.18-1.20 g/ml en gradiente de cloruro de cesio
(Benfield et al., 1992a; Wensvoort etf:‘al, 1992a; Mardassi et al., 1994a), de 1.14 g/ml en gradiente
de sucrosa (Ohlinger et al., 1991; Wei‘nsvoort et al, 1992a) y de 1.19 g/ml. en gradiente de glicerol-

i

tartrato (Wensvoort et al., 1992a).

Se trata de un virus relacionado ﬁsico-qm’mica y estructuralmente con los representantes de la
familia Togaviridae: virus de la Arteritis Viral Equina (EAV), del género Arterivirus, y virus de Ia
Lactato-Deshidrogenasa (LDV) de ios ratones y virus de la Fiebre Hemorragica de los Simios
(SHFV), incluidos como Togavirus ;pero sin clasificacion de género (Fenner et al., 1987). Este
hecho ha sugerido la re-c]asiﬁcacién de todos estos virus en la que seria lIa nueva familia
Arteriviridae (Plagemann y Moenning, 1992; Meulenberg et al., 1993b; Meulenberg et al., 1994).
Actualmente existen dos cepas de réferencia del PRRSv; una de ellas es la cepa americana que
recibio el nombre de aislamiento A'liCC VR-2332 (Minnesota Vetermary Diagnostic Laboratory,
St. Paul, MN, Estados Unidos) (Coll;hs et al 1992) y la otra es la cepa europea denominada virus
de Lelystad (Central Veterinary Institite, Lelystad, Holanda) (Wensvoort et al. 1991),

El genoma del PRRSv consta de un; molécula simple de RNA poliadenilada. La hibridacion con
clones de DNA complementario imostré una secuencia de 15,088 nucleotidos (15.1 kb)
(Meulenberg et al, 1993a). Se han ;":identiﬁcado hasta ocho fases de lectura abierta (ORFs) que
codifican para las distintas protemas vmcas Los ORF la y ORF 1b codifican por las subunidades de
la RNA polimerasa y se trata de lmas secuencias viricas mmy conservadas (Meulenberg et al.,
1993a; Conzelmann et al., 1993). Probablemente los ORFs 2 a 6 codifiquen proteinas asociadas a
membrana (proteinas M) y el ORF 7 codifique una proteina de la nucleocapside (proteina N)
(Meulenberg et al., 1993b; Meng et gl, 1994). Por su parte, el ORF 7 codifica una proteina de 15
kD, el ORF 6 una proteina de 19 kD,w el ORF 5 una de 24.5 kD (Mardassi et al., 1994b) y el ORF 3

:
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una de 26 kD (Katz et al., 1994). De los ORFs 2 y 4 aiim no se conoce exactamente su producto de
traduccion. Gran parte de la variabilidad entre cepas del PRRSv se sitia en la secuencia de
aminoacidos de los productos de ORF 6 y 7, demostrando una identidad de 96-100% entre distintos
aislamientos americanos para las dos protefnas que codifican, mientras que si se comparan la cepa
de referencia americana con distintos aislamientos europeos, el grado de homologia es del 57-59%
para la proteina M (ORF 6) y del 78-81% para la proteina N (ORF 7) (Meng et al., 1994).

El PRRSV es estable al menos durante 10 semanas a -70°C y -20°C. Después de 6 meses a estas
temperaturas, hay una pérdida de 1 log de TCIDso. Se produce una pérdida de 5 log de TCIDs, del
titulo inicial a las 13 semanas a 4°C, 2 semanas a 21°C y 2 dias a 37°C. La pérdida es de 3 log de
TCIDspen 1 hdra a 56°C. Su estabilidad 6ptima se sitila en valores de pH de 6.25 a 4°C y de pH de
6.00 a 37°C. No obstante, teniendo en cuenta la curva de crecimiento del virus y su estabilidad a la
temperatura y pH, se considera que el virus tiene poca estabilidad bajo las condiciones de
propagacion ordinarias (37°C a pH de 7.5) (Bloemraad et al., 1994).

El PRRSv no es hemaglutinante; resulté negativo en cuanto a hemaglutinacién de eritrocitos de
cerdo, oveja, cabra, vaca, rata, ratén, conejo, cobaya, humano tipo O, pato y gallina (Benfield et al.,
1992a; Wensvoort et al, 1992a; Yoon et al, 1992a).

El crecimiento del virus en titulo entre 10° y 10’ TCIDs, puede ser soportado por 3 tipos celulares:
* macréfagos alveolares porcinos (PAMs) primarios (Wensvoort et al., 1991)

* linea celular continua CL 2621 (Benfield et al., 1992a)

* linea cefular MA 104 (concretamente la subpoblacion MARC 145, considerada un clon celular de
1a linea MA 104 altamente permisivo para la replicacién de PRRSv) (Kim et al., 1993)

El virus produce un efecto citopatico en PAMs en 1-4 dias, consistente en rugosidad, agrupacion y
lisis celular. En las lineas CL 2621 y MA 104 el efecto citopatico es equivalente al observado en
PAMs pero se desarrolla mas lentamente (2-6 dias) (Benfield et al., 1992a; Kim et al., 1993). Otro
factor a tener en cuenta es el hecho de que aunque los PAMs sean algo mas sensibles para el

aislamiento virico que las lineas celulares, algunos aislamientos de PRRSv solo se¢ replican en una de



las lineas celulares y algunos otros solo en PAMs, amén de que ciertos aislamientos si se replican en
uno y/u otro medio celular pero no obstante no producen efecto citopatico (Bautista et al, 1993).

1.4 EPIDEMIOLOGIA

Debido a que la disponibilidad de tiests de diagnostico totalmente fiables es muy reciente (hasta
finales de 1992 no se aplicaron de forma rutinaria los tests de didgnostico), el mimero de
publicaciones que hacen referencia a aspectos epidemiologicos del PRRS es relativamente bajo

(Christianson, 1993).

La mayoria de articulos y comunicaciones existentes hasta el momento se basan, por lo general, en
evidencia circunstancial de la enfern_iedad y en la mayoria de casos ha habido mmchas confusiones
debido a infecciones subclinicas dé PRRS en granjas donde el problema estaba tedricamente
controlado. A pesar de ello, es pésible lograr un conocimiento general sobre la incidencia y

prevalencia, transmision y factores de riesgo asociados a la infeccion por el PRRSv.

1.4.1 Incidencia y prevalencia

La primera notificacién de un brote epizodtico de PRRS se realizd en el afio 1987. No obstante, el
primer caso de positividad frente a esﬁe virus data del aio 1985 en el estado de Iowa y en 1986 en el
estado de Minnesota (ambos en Estados Unidos). La prevalencia de 1a enfermedad clinica se
mcrement6 muy rapidamente en los afios 1988 y 1989, y los resultados de un estudio serolégico
retrospectivo de aquellos animales réa]izado a través de la prueba de innmmofluorescencia (IFA) da
una idea de este fenomeno (Zimmenlnan et al, 1993). En la Tabla 1 se mmestran los datos referidos
a un estudio en granjas del estado de: Iowa entre 1980 y 1989.



Tabla 1. Aumento de la prevalencia de animales seropositivos al PRRSv entre los aiios 1980 y
1989 exben'mentado en granjas del estado de Yowa (Estados Unidos).

ANO % ANIMALES
POSITIVOS

1980 0%

1985 9.6 %
1986 20.8 %
1987 324 %
1988 47.6 %
1989 51.7 %

Con estos datos, parece claro que el virus tuvo su aparicion en la cabaiia porcina americana en
algun momento entre los afios 1980 y 1985, y se extendié con gran rapidez. Estudios mas extensos
de la seroprevalencia realizados en Estados Unidos (Morrison et al. 1992), en un mmestreo aleatorio
en 11 estados, reflejaron los siguientes niveles (pruebas realizadas con la técnica de IFA (Yoon et al.
1992b)):

Michigan............. 82%
Iowa................... 65%
Ohio........ccouenee. 50%
Minnesota........... 41%
Iinois.................. 39%
Indiana................. 38%
Nebraska.............. 29%
North Carolina.....25%
Oregon................. negativo
Pennsylvania......... negativo
Tennessee............. negativo

En Europa no se dispone de datos sobre la prevalencia de PRRS, pero se ha observado que el
numero de brotes epizodticos ha disminuido considerablemente después de los brotes de 1991 y
1992. Al igual que en Estados Unidos, el hecho de observar un menor nivel de enfermedad clinica
se puede deber a una dismimucién de la virulencia del virus o a una cronificacion de la enfermedad.
Lo que si se ha podido comprobar es que la mayoria de granjas infectadas con el PRRSv, tanto en
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Europa como en Estados Unidos, se?mantienen persistentemente infectadas. Tres factores pueden
contribuir a este fendmeno (Chn'stiansion, 1993):

* Algunas cerdas podrian escapar a 121 infeccion epizodtica iicialmente y se podrian infectar meses
mas tarde y dar lugar a lechones vuemlcos Estos lechones serian los que diseminarian el virus hacia
cerdos sanos y, por tanto, mantendrian Ia infeccién. Ademis, se ha descrito que la inmunidad de 1a
infeccion natural no es de por vida, y una misma cerda podria volver a infectarse y mantener este

ciclo.

* Los cerdc-)s de engorde podrial; actuar como reservorios del PRRSv e infectar cerdos
recientemente destetados que han per:jdido o estan perdiendo 1a mmmmidad matema. Se han descrito
viremias de hasta 4 semanas en cerdos de engorde, de manera que el periodo de excrecion del virus
tiene que ser mas elevado ain. De ésta manera, en el mismo momento en que la seroprevalencia
positiva esta en decremento en padhaas y gestacion, en el engorde puede haber una continua
infeccion y seroconversion. 1
xz
* Periédicamente podrian ser introdlflcidas en la granja primerizas seronegativas susceptibles a la
mnfeccion como animales de reposicién, de manera que la cadena de excrecion virica es suficiente
como para que se puedan infectar e?stos animales al llegar a 1a granja a partir de otras cerdas o
lechones virémicos. ‘
Algunos autores sefialan al segundo factor como el principal en Ia persistencia de la infeccion en la
granja. En un elevado porcentaje de casos, la recirculacién virica en transicion es uno de los
principales factores que contribuyen i;a la persistencia del PRRSv en granjas (Christianson y Joo,
1994). "

Il
bl
1

1.4.2 Transmisién de la enfermedad

Los casos mejor documentados sob?e la transmisién del PRRSv son aquellos en que, en algim
momento, ha habido alguna hltrodu“,ccién de cerdos infectados dentro de una granja susceptible
(Christianson y Joo, 1994). Hasta ei momento se ha demostrado que puede haber mfeccion por
contacto entre animales después de 2, 4, 6, 8 y 14 semanas post-infeccion (PI) de uno de ellos. El
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virus se ha podido aislar de hisopos nasales, hisopos fecales y orina de cerdos infectados, de manera

que la via respiratoria, heces y orina son vias de importancia en cuanto a la excrecion virica.

No obstante, también se ha documentado la posible transmision del virus por el aire. Este tipo de
transmisién ha sido defendido especialmente en Europa y, aunque es dificil la demostracion

- definitiva de este hecho, hay evidencia circunstancial de que es real. En el Reino Unido se establecié
una especie de escala para poder demostrar que este tipo de transmision ocurre (Robertson, 1991).
El estudio inchiyo, segin la distancia respecto la gralija infectada, el porcentaje de granjas de
alrededor que se infectaban:

* a <1 k. de la granja infectada: 57% de les granjas se mfectan
* a 1-2 km. de la granja infectada: 31% de les granjas se infectan
* a 2-3 km. de la granja infectada: 11% de les granjas se infectan
* a>3 kan. de Ia granja infectada: las granjas se mantienen negativas

Aunque estos datos no son aplicables en general, dado que dependen mmcho de las condiciones
climatologicas, ambientales, etc... de cada region, si dan una idea de que pensar en transmision
aerogena del PRRSv si tiene sentido. En Dinamarca se ha sugerido que podria haber transmision
por este sistema hasta 20 km de distancia. No obstante, estos son datos no comprobados y la
evidencia mas reciente demuestra la dificultad de transmitir la enfermedad entre cerdos separados
solo por 40 cm. de distancia dentro de una misma sala (Zimmerman, 1995).

Otra de las vias de transmision investigadas es a través del semen. Se ha demostrado que el semen
total (s diluir) de un verraco infectado puede ser infeccioso (capaz de reproducir la enfermedad en
animales inoculados intraperitonealmente) hasta 43 dias PI (Swenson et al, 1994a) y que, por
pruebas de PCR, se puede llegar a encontrar virus hasta 92 dias PI (inchuyendo excrecion virica por
semen entre 3 y 9 dias antes de que el animal haya seroconvertido) (Christopher-Hennings et al.,
1994b). Igualmente, se demostré que la introduccién de semen total recogido de un verraco
recientemente infectado en el itero de una cerda susceptible, causaba en ella la infeccion (Yaeger et
al, 1l993), mientras que esto no ocuuria si el semen era diluido para su uso en inseminacion artificial

(Swenson et al, 1994b). Contrariamente a este punto, no obstante, se ha descrito que el virus puede
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ser recuperado y ser infectivo hasta seis meses después de congelado en semen diluido para

inseminacion artificial (Molitor, comumcacmn personal).

También se ha estudiado 1a posibihdad de que otras especies ammales tengan algo que ver en la
cadena de mfeccion del PRRS. Hasta ahora se sabe que algunas especies aviares (gallinas cruzadas
con raza Comish, patos de Mallard, pgtos Muscovey y gallinas de Guinea) son susceptibles al virus
(Zimmerman et al., 1993). Estos anim:ales no desarrollan ningiin tipo de sintomatologia clinica pero
el virus puede ser aislado de heces ex} distintos periodos PL También se han realizado infecciones
experimentales con rata y raton, pero;se concluyo que no existe susceptibilidad de estas especies a
la infeccion por PRRSv (Hooper et al., 1994).
Resumiendo, pueden establecerse una serie de caracteristicas de la transmision del PRRSv
(Zimmerman et al, 1994); 1

,
* el PRRSv es altamente infeccioso pira el ganado porcino
* los cerdos infectados eliminan virus por heces, orina y secreciones nasales
* la transmision por aerosol puede producxrse pero probablemente en distancias cortas
* todo animal comprado en una granja que esta infectada con PRRSv ha de ser considerado como
fuente de mfeccion E
* la infeccion de verracos supone la e;mreci()n de virus a través de semen
* el PRRSv se inactiva de forma rehtivamente rapida en un ambiente con ausencia de agua

* se desconoce el papel de otras especj:ies en la epidemiologia de la infeccion

1.4.3 Factores de riesgo ,‘(
Se consideran basicamente 4 factores de riesgo en cuanto a la extension de esta enfermedad
(Christianson, 1993; Christianson y J(;o, 1994):

* compra externa de ammales

* no realizar la cuarentena adécuada a los cerdos adquiridos

* excesiva proximidad a grmjgs infectadas

* tamafio muy grande de granja
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A pesar de todos los datos que actualmente se conocen sobre la epidemiologia del PRRS, estos no
son suficientes como para poder establecer perfectamente el patron de diseminacion que ésta ha
tenido y predecir su comportamiento futuro. Una de las areas que puede tener mas importancia y a
la que no se ha dedicado demasiado esfuerzo, es el estudio de la existencia de animales que actiien
como reservorio y que en un momento dado puedan actuar como excretores del virus (portadores

asintomaticos excretores).

1.5 SINTOMAS CLINICOS

Desde su aparicion, numerosos sintomas clinicos han sido relacionados con el PRRS, aunque
muchos de ellos podrian no deberse a este sindrome, sino a la presencia de infecciones secundarias

(Loula, 1991; Blaha, 1992; Benfield et al., 1992b; Pijoan et al., 1994).

Esto presupone que a nivel de campo es dificil poder establecer claramente los smtomas clinicos
asociados a PRRS, de manera que dividiremos éstos segin los observados en infecciones

experimentales y los observados aguda y crénicamente a nivel de practica clinica.

De forma experimental han sido desarrollados distintos modelos de enfermedad segin la fase del

ciclo de produccion:

* En cerdas a 1a mitad de la gestacion (50-60 dias de gestacion) infectadas con PRRSv, no se
observd mas que una ligera fiebre y anorexia transitoria (Christianson et al. 1993). En cerdas
infectadas entre 80 y 90 dias de gestacion (periodo considerado critico para la infecciéon con
PRRSV), y en diferente medida, se han podido describir sintomas de inapetencia, fiebre, partos
prematuros y/o retardados, disminucion de la tasa de concepcion, abortos y, mas raramente,
cianosis de orejas, dorso y vulva, y conjuntivitis (Terpstra et al, 1991; Christianson et al, 1992;
Plana-Duran et al., 1992ab; Gorcyca et al, 1993; Stockhofe-Zurwieden et al., 1993; Botner et al,
1994; Lager et al, 1994a; Mengeling et al., 1994).
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* En matemidades se pudo observar un claro aumento de animales nacidos mmertos y, en menor
medida, un mayor mimero de animales momificados. Otro sintoma tipico es el nacimiento de
mmuchos lechones débiles, de poca viabilidad que suelen morir en elevado porcentaje en la primera
semana de vida (Terpstra et al, 1991; Christianson et al, 1992; Plana-Duran et al, 1992b;
Stockhofe-Zurwieden et al, 1993; Botner et al, 1994; Mengeling et al, 1994).

* Los animales de transicion, y en @cha menor medida, los animales de engorde pueden mostrar
desde practicamente ningiin sintoma lilasta fiebre y inapetencia, problemas respiratorios como disnea
con hiperpnea y tos, edema peﬁorbicujﬁlar y escrotal y, también en mucha menor medida, cianosis de
orejas y region abdominal (Collins et': al, 1990; Pol et al,, 1991; Collins et al., 1992; Ramos et al,
1992; Yoon et al., 1992a; Collins y Rossow, 1993; Fichtner et al., 1993; Magar et al, 1993; Halbur
et al, 1994; Rossow et al., 1994a; Rossow et al., 1995a).

* En verracos la infeccion por PRRSv suele pasar desapercibida, pero se han descrito casos de
animales con ligera fiebre y inapetencia y, en algin caso, disminucion manifiesta de produccion de
volumen seminal (Swenson et al,, 1994a; Prieto et al., 1994).

En condiciones naturales la infeccion por PRRSv se ha podido observar en todo tipo de sistemas de
produccién, sea con animales conﬁnhdos en edificios o mantenidos en exteriores, en produccion
intensiva o extensiva, todo tipo de taimaﬁo de granja e independientemente del estado sanitario de

las granjas (Keffaber, 1989; Loula, 1991).

Actualmente el PRRS se divide ﬁclinicamente en enfermedad aguda, cromica y subclinica
(Christianson, 1993): '

1.5.1 Enfermedad Aguda :
La enfermedad aguda ha sido dividida cronolégicamente en tres fases (Raymakers, 1991): inicial
climax y final

FASE INICIAL.: Caracten'zag:la por inapetencia, letargia, depresion e hipertermia. Esta fase

se suele iniciar en la zona de cubricién/gestacion de la granja, en maternidad o en engorde.
i

13



Habitualmente la dispersion del virus a otras areas de la granja se suele producir
rapidamente. Esta fase inicial suele durar entre 1y 3 semanas. Ademds de estos sintomas
mas o menos inespecificos, y basicamente en Europa, también se han asociado a infeccién
~ por PRRSv la presencia de cianosis en orejas, vulva, cola, abdomen y hocico. Los sintomas
 respiratorios pueden o no ser observados, especialmente en cerdos de engorde en esta fase,

pero si son bastante acusados en lechones de maternidad. Los abortos en el dltimo tercio de

la gestacion ocurren infrecuentemente (Loula, 1991; Gordon, 1992; Hopper et al., 1992).

FASE DE CLIMAX: Esta fase se ha descrito como una "tormenta” de partos prematuros,
aume;lto del niimero de lechones nacidos mmertos, de fetos momificados, de lechones
nacidos débiles y de mortalidad pre-destete (Van Alstine 1991). Los abortos al final de la
gestacion se suelen producir entre los dias 107 y 113, y en esta fase se ha observado que
puede llegar a afectar entre el 5 y el 30% de las cerdas (Loula, 1991; Raymakers, 1991;
Hopper et al,, 1992). Las camadas pueden tener entre 0 y el 100% de animales nacidos
muertos, y el nimero de momificados (definidos como fetos que se observan edematosos,
friables, de un color marronaceo o negros) puede llegar a ser de hasta el 25%. Los cerdos
nacidos vivos durante esta fase suelen mostrarse débiles y, frecuentemente, con sintomas de
"splay-leg". En estos animales también han sido descritos sintomas como respiracion
forzada, edema periorbicular, conjuntivitis y diarrea que no responde a antibiéticos (Loula,
1991; Ahl et al,, 1992; Hooper et al., 1992). Los cerdos de engorde pueden o no manifestar
alteraciones respiratorias. No obstante, uno de los efectos mas frecuentemente descritos es
el incremento de infecciones secundarias en cerdos de engorde, y especialmente en
transicion. La mayoria de agentes bacterianos y viricos que se han asociado a la infeccién
por PRRSv en esta fase se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Agentes bacterianos y viricos que han sido asociados a la fase de climax de la

mfeccion por PRRSv (Loula, 1991; Benfield et al., 1992b; Blaha, 1992; Pijoan et al., 1994;
Halbur et al, 1995a).
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AGENTES BACTERIANOS AGENTES VIRICOS
Haemophilus parasuis Virus de laInfluenza porcina
Streptococcus suis Virus de laEncefalomiocarditis
Salmonella cholerae-suis Virus de la Enfermedad de Aujeszky
Pasteurella multocida Citomegalovirus
Actinobacillus pleuropneumoniae Coronavirus Respiratorio porcino
Paramixovirus porcino

FASE FINAL.: Es una fase caracterizada por el retomo de los parametros reproductivos de
la granja a unos niveles préximos a la normalidad previa a la infeccién por el PRRSv y un
nivel variable de enfermedad respiratoria en transicién y engorde (Christianson y Joo, 1994).

1.5.2 Enfermedad crénica

La enfermedad crénica ha sido mucho menos estudiada que los tipicos brotes epizodticos de la
enfermedad aguda. Incluso muchos de los estudios presentados sobre esta fase son contradictorios
entre si. Parece ser que la mayoria de parimetros reproductivos son aproximadamente normales,
pero, a largo plazo, se ha podido dénotar cierto grado de disminucién en cuanto a mimero de
lechones nacidos vivos y cierta reduccién en cuando a miimero por partos por cerda y afio (Dial et
al, 1990; Polson et al, 1990; Loula, 1991; Keffaber et al, 1992). No obstante, donde los
problemas crénicos asociados al PRRS son mas manifiestos es en fase de transicion, debido
probablemente a la recirculaciéon del v1rus, en un estudio incluso se ha podido aislar virus después de
-2 afios y medio después del brote 1mc1a1 (Keffaber et al, 1992). La infeccién persistente en la fase
de transicion se relaciona con una elévada prevalencia de enfermedades secundarias, especialmente
respiratorias (rinitis y neumonias), crecimiento retardado, peores indices de conversién y mayor
mortalidad (Loula, 1991; White, 199 1). Actualmente no se conocen datos sobre la prevalencia de
granjas infectadas cronicamente con PRRS

1.5.3 Enfermedad subclinica _

La enfermedad subclinica significa la presencia del PRRSv en la granja, detectado por pruebas
serologicas, pero con ausencia de sintomas clinicos asociados directamente a la patologia causada
por el PRRS (Owen et al., 1992; Cho et al, 1993). No se conoce claramente a que es debido este
fenémeno pero la posible existencia de diferencias de virulencia entre distintas cepas viricas (Halbur
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et al, 1994a) y las diferencias de estado sanitario entre granjas (Blaha, 1992; Mortensen y Madsen,
1992) podrian ser las razones.

1.6 LESIONES

La mayoria de los autores coinciden en que en caso de infecciones con el PRRSv solamente se
observan lesiones visibles macroscopicamente en el pulmén y, en casi todos los casos, éstas son
debidas a infecciones secundarias concomitantes (Done et al. 1992). En casos no complicados con
otros agentés, la mayoria de autores comciden que las lesiones solo son detectables
microscopicamente (Paton y Done, 1992; Collins et al, 1992; Rossow et al, 1994a; Rossow et al,,
1995a), aunque otros han descrito severas lesiones macroscopicas pulmonares (Halbur et al., 1993;

Halbur et al., 1994a).

A continuacion se describen las lesiones macro, si las hay, y microscopicas de los distmntos drganos

afectados por el PRRSv.

1.6.1 Pulmén
Macroscopicamente se considera que las lesiones producidas por el PRRSv son minimas, pero que

puede haber variaciones segun cepa infectante, dosis virica y tipo de animal utilizado.

En estudios realizados con la cepa de referencia americana (VR 2332) en cérdos convencionales,
éstos no mostraron ningun tipo de lesion (Collins et al, 1992; Yoon et al., 1992a; Rossow et al,
1994a), aunque un autor ha descrito lesiones intensas de consolidacién craneo-ventral y ireas
marronaceas (20-40% del pulmon) de atelectasia y edema interlobular mmitifocal (Halbur et al.,
1993).

Experimentos realizados con animales gnotobitticos han mostrado resultados variables,
apareciendo desde un cambio de color no consistente que desaparecia al perfundir los pulmones
(Rossow et al, 1995a) hasta masivos cambios de color y consistencia pulmonares (Halbur et al,
1993).
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Estudios realizados con distintas cepas europeas revelan ausencia de lesiones o ligeras éreas de
consolidacién que se distribuian como un patrén de “parcheado” por toda la superficie pulmonar
(Pol et al., 1991; Plana-Duran et al, 1992a; Ramos et al, 1992).

Microscopicamente no se han sefialado diferencias importantes entre los distintos aislamientos
americanos o europeos. Se coincide? que la lesion tipica del PRRS es una neumonia intersticial,
caracterizada por un aumento de gfosor de los tabiques interalveolares debido al aumento del
mimero de macrofagos intersticiales, degeneracion de céhilas del epitelio alveolar y presencia de
residuos necr‘éticos en alveolos, frecuéntemente acompaiiados por PMNN (Collins et al., 1990; Pol
et al, 1991; Collins et al., 1992; Yoon et al., 1992a; Plana-Duran et al., 1992a; Halbur et al., 1993;
Rossow et al., 1994a; Halbur et al, }994a; Rossow et al., 1995a). Estas lesiones pueden también
acompaiiarse de hiperplasia y proliferéci()n de neumocitos tipo IT (Collins et al., 1993; Halbur et al.,
1993; Rossow et al, 1994a; RossQw et al, 1995a), presencia de manguitos perivasculares y
peribronquiales (Rossow et al,, 1924a) y presencia de células sincitiales (Halbur et al., 1993;
Rossow et al., 1994a; Rossow et al., :1995a).

La intensidad de la lesion pulmonar se relaciona con la edad del animal (mayor intensidad en
animales jovenes) (Rossow et al., 1994a), llegandose incluso a describirse, aunque de forma muy
leve, en cerdas adultas (Stockhofe-Zurwieden et al., 1993). La presencia de neumonia intersticial ha
podido ser detectada tan precozmeqfe como a los 3 dias PI (Rossow et al., 1995). Esta lesién
evoluciona y adquiere su mayor intensidad entre los 14 y 28 dias PI (Rossow et al, 1995) y a los 35
dias PI ya se encuentra en fase de resolucién (Halbur et al, 1993). Se considera, ademas, que se
pueden observar sincitios desde los 5 dias PI y manifiesto engrosamiento de tabiques alveolares
desde e] dia 7 PI (Rossow et al., 1995).

Ultraestructuralmente se revel la presencia de células epiteliales bronquiolares vacuolizadas (Pol et
al, 1991) y presencia de células degeneradas y necrdticas en el infiltrado intersticial (neutréfilos,
Células plasmaticas y neumocitos tipo II), con hiperplasia de neumocitos tipo II (Ramos et al.,
1992).
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1.6.2 Ganglios linfaticos
La mayoria de lesiones asociadas a ganglios linfiticos han sido descritas en animales infectados con

cepas viricas americanas.

Macroscopicamente se ha descrito el aumento de tamafio de hasta 3 y 4 veces el tamafio normal de
una gran cantidad de ganglios ihxﬁticos: mandibular, retrofaringeo, traqueobronquial, iliaco,
inguinal superficial, mediastinico, mesentéricos y popliteos (Rossow et al, 1994b, 1995a).
Inusnalmente, en un caso de cerdos de 21 dias de edad expuestos congénitamente a PRRSv, se
pudieron observar numerosos espacios quisticos en cortex y médula de los ganglios linfaticos
iliacos, llenos de un liquido claro (Rossow et al., 1994b). El resto de ganglios linfaticos aumentados

de tamafio eran sOlidos a la seccion.

Microscopicamente se ha descrito una marcada deplecion de linfocitos en el ganglio linfitico
mesentérico de cerdos mfectados con la cepa europea de PRRSv (virus Lelystad), observindose
Iinfadenitis purulenta a los 6-8 dias PI (Pol et al., 1991). Con la cepa americana de PRRSv se han
descrito lesiones en multiples ganglios linfaticos de cerdos infectados, caracterizadas por hipertrofia
e hiperplasia de centros germmales, areas con linfocitos necréticos, presencia de espacios quisticos y
presencia de policariocitos en los espacios quisticos y tejido cortical (Rossow et al, 1994a.b,
1995a). Estas lesiones podian variar en distribucion y severidad, y tenian su inicio a los 3 dias PL,

manteniéndose al menos hasta los 21 dias PI (Rossow et al., 1995a).

1.6.3 Mucosa nasal

No se han descrito lesiones macroscopicas asociadas a la mucosa nasal. Microscépicamente, y en
infecciones con el virus Lelystad, se ha descrito degeneracion del epitelio ciliar, redondeamiento,
espongiosis y descamacion de capas superficiales de células epiteliales (Pol et al, 1991). Con la
cepa americana (VR 2332) se han descrito desde lesiones muy moderadas e inconsistentes,
caracterizadas por la presencia de espacios intraepiteliales con algin PMNN en su interior y
pequeilos focos de linfocitos en la lamina propia (Rossow et al., 1994a; Rossow et al., 1995a) en
alguno de los cerdos infectados, hasta ritis linfoplasmocitarias afectando a todos los lechones de la
camada (Collins et al., 1990).
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1.6.4 Encéfalo
En encéfalo solo han sido descritas lesiones microscopicas por mvestigadores que han utilizado Ia

cepa americana del PRRSv (Collins et al, 1990; Collins et al, 1992; Halbur et al, 1994a; Rossow
et al., 1994a; Rossow et al, 1995a). tlna de las posibles explicaciones de este hecho es que la lesién
encefilica suele ser una lesion relativamente tardia, apareciendo como muy pronto a los 7 dias Pl 'y
en un bajo porcentaje de los animales infectados, y, hasta el momento, no se han realizado estudios
de infeccioén secuencial con las cepaé europeas que vayan mas alld de los 8 dias PI, con un solo

animal por dia de necropsia (Pol et al, 1991).

En los caS(;s citados anteriormente las lesiones nerviosas som definidas como encefalitis
mononucleares ligeras y caracterizadas por la presencia de manguitos perivasculares
Iinfohistiociticos en vasos del cereb‘fo, cerebelo y plexo coroideo (Rossow et al, 1995a). Los
manguitos perivasculares en cerebro y cerebelo se encontraron predominantemente en la substancia
blanca (Rossow et al, 1994a). Estas lesiones fueron halladas entre los 7 y 28 dias Pl, afectando
variablemente 1 o 2 de 3 animales por grupo segim dia de necropsia (Rossow et al, 1995a).
También se observé mayor intensidad y frecuencia en animales jovenes (<4 semanas) (Rossow et
al, 1994a).

|
i

1.6.5 Corazon ‘

Las lesiones en corazon suelen aparecer tardiamente en el curso de la infeccién. Esta podria ser,

nuevamente, la razdn por la cual no ha habido descripcion de esta lesion en Europa.

Estas lesiones se detectan como muy temprano a los 14 dias PL, y se caracterizan por necrosis
multifocal de células miocardicas con focos inflamatorios de células mononucleares en
subendocardio y miocardio (Rossow et al, 1995a). A partir de los 21 dias PI se observan focos
inflamatorios mononucleares en subendocardio, miocardio y areas perivasculares, constituyendose
una manifiesta miocarditis linfoplasfhocitaria mutltifocal (Collins et al., 1990; Halbur et al., 1993;
Rossow et al., 1994a; Rossow et al., j1995a).
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1.6.6 Vasos sanguineos

La arteria Aorta en su porcién toracica y numerosas arteriolas y venas de cerdos infectados
experimentalmente con PRRSv mostraron focos de células inflamatorias mononucleares en zona

subendotelial y areas perivasculares, siendo lesiones observadas desde los 14 dias PI (Rossow et al,
1995a).

También han sido descritas vasculitis mononucleares en cerdos infectados congénitamente con
PRRSv. Estas lesiones se caracterizaban por espongiosis de células endoteliales de capilares y venas
plilmonares, con la formacién, en algunos casos, de trombos secundarios, que con frecuencia
contenian depésitos de calcio. También se observo degeneracion, necrosis e infiltrados inflamatorios
mono y polimorfonucleares en tinica media y adventicia de venas pulmonares. La observacion de
este tipo de lesiones en lechones de 2 dias de vida indica que éstas se iniciaron antes del nacimiento

(Goovaerts y Visser, 1992).

1.6.7 Tejido conjuntivo

Ha sido descrito edema del tejido conjuntivo subcutaneo (Pol et al, 1991; Rossow et al., 1995), de
grasa peritoneal y perirenal (Pol et al, 1991) y de parpados (Plana-Duran et al, 1992a). En
experimentos realizados en Europa también se ha descrito cianosis de orejas en cerdas (Terpstra et
al, 1991; Stockhofe-Zurwieden et al, 1993) y, en un solo caso, en zona ventral y caudal en
lechones (Plana-Duran et al,, 1992a).

1.6.8 Placenta y endometrio

En la mayoria de los casos no se han observado lesiones que afecten al tracto reproductivo. En
infecciones experimentales con la cepa americana del PRRSv se ha descrito una ligera miometritis
linfoplasmocitaria caracterizada por la presencia de células plasmiticas, linfocitos y macrofagos

~ asociados a pequefias venas y vasos linfaticos en el miometrio (Christianson et al., 1992).

En Europa, solo en Alemania han sido descritas evidentes lesiones del tracto reproductivo de cerdas
infectadas (Stockhofe-Zurwieden et al, 1993). Macroscopicamente se observaron placentas fetales
que se separaban de las maternas y presentaban una coloracion marrén-verdosa. En algunos casos

se observaron placas calcificadas en la superficie uterina. Microscopicamente se observo cierto
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edema endometrial, endometritis, placemms y cambios degenerativos con microseparaciones

- multifocales del drea de contacto matemno-fetal

1.6.9 Otros érganos

Microscopicamente se han descrito lésiones en otros 6rganos, de forma totalmente esporadica:

Rifion: Se ha descrito nefritis hltef‘rsticial multifocal tan tempranamente como a los 9 dias PI
(Halbur et al., 1993) 0 a los 21 dias]l;PI (Rossow et al., 1995a). Esta misma lesion ha sido también
descrita en cerdas infectadas con PRRSV (Stockhofe—Zurmeden et al, 1993).

Timo: Deplecion linfoide (Pol et al., ?199 1).

Tonsila: Deplecion linfoide (Pol et al 1991) v tonsilitis con necrosis de linfocitos (Halbur et al,

1995b). ' _

Bazo: Esplenitis reactiva y degeneracj:ién elipsoide con cariorrexis y vacuolizacion (Pol et al., 1991).
Higado: Hepatitis portal (Collins et a]., 1990).

Placas de Peyer: Deplecion linfoide :(Pol et al., 1991) y presencia de restos celulares y macrofagos
con zonas de necrosis (Halbur et al., ;1995b). |

1.7 PATOLOGIA CLINICA

fr
b

Pocos son los estudios relacionados con parametros clinicos asociados al PRRS. Basicamente se
han realizado recuentos de células sangufneas de animales infectados, con especial interés de las
variaciones de leucocitos sanguineos.i

Solo un estudio ha mostrado diferen%:ias significativas en recuento de eritrocitos, valor hematocrito,
concentracién de hemoglobina y r';'ecuento de plaquetas entre cerdos infectados por distintos
aislamientos viricos conespondiente$ a la cepa americana (VR 2332). Una caracteristica conuin a
todos estos aislamientos fue la indué:ci(m de una anemia no regenerativa entre los 3 y 28 dias PI
(Halbur et al., 1994a). :
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Asimismo se ha observado que hay una disminucion del niimero total de leucocitos hacia los 4 dias
PI y que su valor se recupera sobre los 7 dias PI en cerdos de menos de 2 meses de edad (Rossow
et al., 1994a). En cerdas infectadas a mitad de la gestacion también se ha demostrado este hecho,
siendo su valor minimo de recuento el dia 7 PI y alcanzando una recuperacion a los 11 dias PI
(Christianson et al, 1993). La disminucién de leucocitos se relaciona con Ia disminucién de
Iinfocitos, neutrofilos y monocitos, con un aumento relativo de los neutrofilos en banda (Rossow et

al, 1994a).

Estudios de médula 6sea han revelado un moderado incremento de la relacién mieloide: eritroide
(1.65:1) en cerdos mfectados con PRRSv. Esta relacion vuelve a la normalidad (1:1)
aproximadamente a los 21 dias PI (Halbur et al., 1994a).

Hasta el momento no se han realizado estudios evaluando otros pariametros hematologicos o

enzimaticos.

1.8 PATOGENIA

Tal como describe el propio nombre de la enfermedad, ésta tiene basicamente 2 componentes. Uno
~ es el reproductivo, que en condiciones de campo se caracteriza por partos prematuros y fetos
momificados, lechones nacidos muertos y lechones nacidos vivos pero débiles, y otro es el
respiratorio, afectando especialmente a cerdos de matemidad y engorde, y cuya principal

caracteristica es el desarrollo de neumonia intersticial.

La forma reproductiva ha sido estudiada en cerdas gestantes de todos los estadios fisiologicos y
verracos, y la forma respiratoria principalmente en cerdos de edades comprendidas entre 0 y 70 dias
(Christianson y Joo, 1994).

1.8.1 Patogenia del PRRS en cerdas gestantes
Desde 1991 muchos investigadores han realizado infecciones experimentales con cerdas gestantes.

En éstas, aunque se haya seguido un disefio experimental relativamente parecido, hay una serie de
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diferencias basicamente a nivel de cei)as o aislamientos viricos, dosis y mimero de cerdas infectadas

(Tabla 3).

!

Tabla 3. Prncipales experimentos siobre la patogenia de la nfeccion por el PRRSv en cerdas en
distintos estadios de la gestacion. ‘

1
¢

J

ANO PRINCIPAL N° VIA CEPA PASE | DOSIS

AUTOR CERDAS | INOC. (TCIDs, /mi)
1991 Terpstra 8 IN Lelystad 3 107!
1992 . Christianson 12 IN VR2332 3 10°3/10*°
1992 Plana-Duran ;12 IN/IV | Aislamiento 4 10°°

. Espaiiol

1993 Christianson 17 IN/IF VR2332 3 103
1993 Lager 11 IF ? ? ?
1993 | Stockhofe-Zurwieden 2 IN ? ? ?
1994 Botner 3 IN 111/92 12 10°*
1994 Lager 33 IN NADC-8 ? 10°
1994 Mengeling 16 v VR2332 ? 10°

El efecto mas estudiado es el produciido por el PRRSv en el ultimo tercio de la gestacion (Terpstra
et al, 1991; Christianson et al., 19925; Plana-Duran et al., 1992a; Stockhofe-Zurwieden et al., 1993;
Botoer et al., 1994). En la mayoria fde casos se realizo una moculacién intranasal y/o intravenosa
con dosis virica variable entre 10>’ y ilOs‘6 TCIDsy/ml en cerdas entre los 65 y 93 dias de gestacion.

I

t

Como resultado de estas infecciones experimentales, las cerdas desarrollaron sintomas clinicos
transitorios como fiebre e inapetencia de duracion entre 2 y 9 dias, y observables tras 4-7 dias PI
¥

virica. ;
i
d
]

Algunos autores han descrito un incr;emento de partos prematuros (Christianson et al, 1992; Plana-
Duran et al, 1992a), de gestacioneé prolongadas (Botner et al, 1994) o ambos (Terpstra et al.,
1991). i

La mayoria de estas cerdas parierc;n entre 8 y 15 lechones que fueron clasificados en varias
categorias (Tabla 4). |

t
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Tabla 4. Caracteristicas clinico-patologicas de lechones nacidos de cerdas infectadas con el PRRSv.

Principal Autor Mumificados/ Nacidos Sanos Débiles
Autoliticos muertos (viables<1 sem)
Terpstra 32% 47% 21%
Christianson 24% 26% 50%
Plana-Durin 22% 6% 41% | 31%
Stockhofe-Zurwieden 14% 86%
Botner et al. 8% 92%

En todos estos experimentos, en un porcentaje variable que oscilo entre el 0 y el 100% de los
lechones de las camadas, se obtuvieron aislamientos viricos y titulos serolagicos positivos al PRRSv
(Terpstra et al, 1991; Christianson et al, 1992; Botner et al, 1994). Del grupo de animales

clasificados como autoliticos/mumificados no se aislo el virus.

Estos resultados mmestran la susceptibilidad de cerdas previamente seronegativas a desarrollar la
mfeccion por el PRRSv. La recuperacion de virus en los mismos fetos indica asimismo la capacidad
de éste para cruzar la placenta (infeccion trans-placentaria) y provocar una respuesta inmune de los
propios fetos. La mayoria de autores, no obstante, estan de acuerdo en que la infeccion por PRRSv
no se relaciona practicamente con ninguna lesion en la placenta; una ligera miometritis (Christianson
et al, 1992) y placentitis ademas de microseparaciones entre placenta fetal y maternal (Stockhofe-
Zurwieden et al., 1993) son las tnicas lesiones observadas en estos experimentos. Por contra, si hay
algunas lesiones manifiestas en lechones nacidos de madres infectadas; concretamente la presencia
de neumonia mtersticial multifocal de mayor o menor intensidad en animales nacidos vivos (Plana-

Duran et al., 1992a; Botner et al., 1994), pero no aparecen lesiones en animales nacidos mmertos.

Un segundo efecto, aunque menos estudiado, es el producido por el PRRSv a mitad de gestacion.
El objetivo de este estudio fue el de conocer la susceptibilidad a la infeccion transplacentaria y la

subsiguiente infeccion de los fetos.

Se diseflaron dos experimentos: la infeccion intranasal de cerdas a mitad de gestacion y la
moculacién en saco ammidtico o imtramuscular del virus a fetos en la mitad de la gestacion

(Christianson et al., 1993). Las cerdas inoculadas siguieron un desarrollo normal de la gestacién y
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en el momento de la necropsia todos los fetos se observaron normales. Solo en una cerda se
obtuvieron 2 lechones en los que el aislamiento virico fue positivo y 2 lechones con serologia
positiva en otra cerda. Estos estudioé muestran que, si bién la infeccion transplacentaria a la mitad
de la gestacion puede producirse, est!a es infrecuente, dado que solo en 2/8 animales se confirmé la
infeccion por el PRRSv. La infecci()n: de algunos fetos por inoculacion de virus en saco ammiético y
otros via intramuscular en la misma cerda supuso la infeccién especifica de los fetos moculados,
lograndose aislar el virus de ellos a los 4 y 11 dias PL pero no se infectaron los fetos controles en el

¥

mismo utero ni la madre.

Finalmente, se han realizado estudios de patogenia en la forma de una infeccién secuencial en el
tiempo de animales susceptibles a la enfermedad. Con ello se han podido determinar las variaciones
del indice de concepcion de las cerdais (Lager et al., 1994), la posibilidad de proteccion homologa
dentro de una misma gestacion (Laéer et al, 1994a; Lager et al, 1994b), la infeccion de fetos
intrauterinamente a distintas fases de ‘la gestacion (Lager et al., 1993) y la infeccion de cerdas a los
30, 50, 70 y 90 dias de gestacion (Mgngelhg et al., 1994).

La cubricién de cerdas y su infecé:ién con PRRSv un dia post-cubricion denoté indices de
concepcion a dia 30 de la gestacion djel 63% (sobre 16 animales) y del 83% (sobre 19 animales) en
el caso de cerdas infectadas y no inf;_ectadas respectivamente. A pesar de la diferencia, ésta no fue
estadisticamente significativa (Lager gt al, 1994a).

La posibilidad de mfeccion por PRRSv dos veces en la misma gestacion no es rara en granjas
donde la circulacion virica esta présente en naves de gestacion. Experimentalmente se pudo
observar que (considerando evidencia de infeccion la deteccion de antigeno o anticuerpos contra el
PRRSv) (Lager et al., 1994a):

* cerdas infectadas dia 1 gestacion: no hubo evidencia de infeccion en lechones

* cerdas infectadas dias 1y 90 gestacién: no hubo evidencia de infeccion en lechones

* cerdas infectadas dia 30 gestacion: évidencia de infeccion en lechones de 6/7 camadas

* cerdas infectadas dias 30 y 90 gestacién: evidencia de infeccion en lechones de 5/5 camadas
* cerdas infectadas dia 90 gestacion: evidencia de mfeccion en lechones de 6/6 camadas
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* cerdas control: no evidencia de infeccion

La infeccién intrauterina fué realizada en el saco ammiotico en embriones de cerdas de 34, 45, 49,
65y 85 dias de gestacion (Lager et al., 1993). Se logro aislar el virus en algin lechén en todas las
camadas y todos los estadios contemplados, de manera que se pudo concluir que el feto puede
soportar replicacion virica en cualquier fase de desarrollo al menos desde los 34 dias de gestacion.

En un solo caso, se logro aislar virus de un feto de los considerados autoliticos/momificados.

También se observo que, aunque la replicacion virica se pueda dar en todas las fases de gestacion en
los fetos, si l;abia diferencia entre grupos. Los fetos mas jovenes parecen mas refractarios a que la
replicacion virica les provoque la mmerte, comparando con fetos en estado mas avanzado de
gestacion.

La inoculacién intravenosa de cerdas a 30, 50, 70 y 90 dias de gestacion aporto datos variables. Las
cerdas infectadaé a 30 dias de gestacion podian llevar una gestacion que considerariamos normal
hasta el final del experimento (3, 6 y 9 semanas post-infeccion) en 3 de 4 casos sin ningun
aislamiento virico positivo de los fetos, pero en uno de los casos se produjo una gran cantidad de
fetos momificados. Las cerdas infectadas a 50 y 70 dias de gestacion presentaron en 1 de 3 casos en
cada grupo la presencia de algiin lechon con aislamiento positivo. Las cerdas infectadas a 90 dias de
gestacion manifestaron sintomas de PRRS evidentes, con aislamiento del virus en un elevado

| porcentaje (>50%) de los cerdos no momificados (Mengeling et al, 1994).

A partir de todos los experimentos realizados en cerdas gestantes, se pueden apuntar una serie de

conclusiones en cuanto a la patogenia del componente reproducivo de esta enfermedad:

* Existe infeccion trans-placentaria del PRRSv (Terpstra et al, 1991; Christianson et al, 1992;
Plana-Duran et al., 1992a; Christianson et al., 1993; Stockhofe-Zurwieden et al., 1993; Lager et al.,
1994a; Mengeling et al., 1994).

* Esta tiene una incidencia mucho mayor cuando las cerdas expuestas al virus se encuentran a 3-5

semanas de Ia fecha prevista del parto (Mengeling et al., 1994).
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* La infeccion en cerdas a mitad de gestacién parece no ser un riesgo de cara a sufiir enfermedad
reproductiva clinica (Christianson et al, 1993; Lager et al, 1994a; Mengeling et al., 1994), aunque
si hay evidencia de infeccion de lechones (aislamiento y serologia positiva en alguno de los lechones

de alguna camada).

" * La infeccién en el primer dia de gestacién no supone ningén riesgo para la infeccién in utero, y
produce una mmumidad protectora contra el desafio homologo a los 90 dias de gestacion (Lager et
al, 1994a). |

!

* No se ha podido aislar virus de animales momificados, con una sola excepcion (Lager et al,
1994a), pero si de una mezcla de tejidos fetales, suero y fluidos corporales de lechones nacidos
muertos (Terpstra et al, 1991; Christianson et al, 1992; Botner et al, 1994; Mengeling et al,

1994).

* Se ha descrito una disminucion del indice de concepcion en cerdas infectadas con PRRSv en el
primer dia de gestacién, aunque ésta no resulté estadisticamente significativo (Lager et al.,, 1994a).

* Los fetos soportan replicacion vilic;a al menos desde los 34 dias de gestacion (Lager et al, 1993),
pero la probabilidad de infeccion' fetal es mmcho mayor en estados tardios de gestacion
(Christianson et al,, 1993; Lager et al, 1993; Mengeling et al, 1994). Un posible mecanismo que
explique este hecho podria ser que en estados iniciales de gestacién son 6 las capas histolgicas que
separan sangre fetal de matema, y a medida que avanza la gestacion las vasculaturas materno-fetales
se acercan hasta asumir posiciones éubepiteliales y lograr la invasion del trofoblasto por capilares
embrionarios (Christianson et al., 1993; Lager et al,, 1993).

* Las lesiones observadas en plafc:enta y utero por la mfeccion por PRRSv son minimas
(Christianson et al, 1992; Stockhqfe-Zunvieden et al, 1993), y en lechones nacidos vivos se
destaca solamente neumonia mtersumal (Plana-Duran et al, 1992ab). Los lechones nacidos

muertos y momificados no suelen preisentar lesiones (Terpstra et al., 1991; Christianson et al., 1992;
;‘
i

§
i
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Collins et al, 1992; Botner et al, 1994); en un caso se han descrito lesiones pulmonares y, en
menor medida, renales, en fetos infectados a mitad de la gestacion y sacrificados 2-3 semanas PI

(Lager y Ackermann, 1994).

* Actualmente ain no se conoce como el virus cruza la placenta, infecta los fetos y llega a matarlos.
Se ha sugerido que macréfagos infectados con el virus podrian migrar a través de la placenta como

mecanismo para que éste llegara a los fetos (Terpstra et al., 1991).

1.8.2 Patogenia del PRRS en verracos
Este apartado hace referencia a la posibilidad de la transmisién y dispersion del virus del PRRS a
través del semen como aspecto importante de la fase reproductiva de la enfermedad.

No hay muchos estudios experimentales sobre esta problematica, pero todos ellos confirman que el
semen es una fuente de excrecion virica (Yaeger et al, 1993; Swenson et al., 1994a,b), y hay varios
casos donde la evidencia epidemiologica confirma este aspecto (Edwards et al, 1992; Yaeger et al.,
1993).

Uno de los principales problemas para estos estudios es la posibilidad de realizar el aislamiento
virico adecuadamente, dado que, con frecuencia, factores citotoxicos en semen inhiben el
crecimiento de los cultivos celulares (Swenson et al., 1994a). Para resolver esta problematica se han
utilizado otras técnicas que aportan mayor sensibilidad como el bioensayo en cerdo de 4-8 semanas
(consiste en inocular intraperitonealmente un volumen de semen al lechén y confirmar su
seroconversion) (Swenson et al, 1994a,b) y, mas recientemente, el desarrollo de métodos de PCR

para semen (Christopher-Hennings et al., 1994b).

La excrecion de PRRSv en semen es muy variable segin verraco, pero se ha observado que puede
darse desde los 3 hasta, al menos, los 92 dias post-infeccion (Swenson et al., 1994a; Christopher-
Hennings et al, 1994b).

Estudios de transmision por inseminacion artificial (IA) han demostrado la reproduccion del cuadro
reproductivo en cerdas inseminadas con semen total infectado (Yaeger et al., 1993), mientras que
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no se ha logrado con semen diluido (Swenson et al, 1994b). No obstante, estos estudios han sido
realizados con un nimero bajo de animales y sus resultados no han sido claramente contrastados.

La infeccién por PRRSv en el verraco provoca una disminucion de Ia cantidad de semen producida
y un aumento del pH del mismo (Y: aeger et al, 1993; Swenson et al, 1994a; Prieto et al, 1994).
Tanto de forma experimental (Prietb et aL 1994) como de forma natural (Feitsma et al, 1992)
también ha sido descrita una disminucion de la calidad del semen.

A pesar de la escasez de trabajos relacionados con el tema, si puede concluirse que:

* el PRRSv se excreta via semen (Yaeger et al.,, 1993; Swenson et al., 1994a.b; Prieto et al., 1994;
Christopher-Hennings et al., 1994a). |

* el PRRSv puede ser infectivo en semen (Yaeger et al., 1993; Swenson et al., 1994a, 1994b). -

* el proceso de dilucion de semen pﬁede o no destruir el virus, pero probablemente la disminucién
de la infectividad es debida al simple hecho de la dilucién (Ulyshen, 1994).

* no se han observado lesiones ni macro ni microscopicas en el aparato reproductor de verracos

infectados experimentalmente (Y aegér et al., 1993; Swenson et al., 1994b).

No obstante, no se ha podido establecer aiun como el virus llega al semen ni si se nmltiplica en algim

punto del aparato reproductor masculino.

1.8.3 Patogenia de la forma respiratoria del PRRS

Se considera que la patogenia del PRRSV esta influenciada por muchos factores, entre los cuales
hay que destacar edad, sexo, estado inmmnitario, cepa virica y otros (Collins y Rossow, 1993;
Collins, 1993). Se han disefiado distintos experimentos con el objeto de establecer la patogenia de
esta enfermedad, y aunque en la mayoria se utilizan cerdos susceptibles de cualquier edad
moculados intranasalmente (Tabla 5), la moculacion intranmscular, intravenosa o intraperitoneal
también reproduce la enfermedad (Wensvoort et al., 1991; Plana-Duran et al, 1992b; Swenson et
al, 1994a, 1994b).
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Tabla S. Principales experimentos que reproducen la infeccion respiratoria asociada al PRRS con

moculacion virica por via intranasal.

ANO | PRINCIPAL CEPA VIRICA DOSIS |RUTA| TIPO DE CERDO
AUTOR (PASE) (TCIDsy/ml) (N° CERDOS)
1991 Pol Lelystad (3) 10° IN Gnotobiético (6)
1992 Collins VR2332 (3) 10° IN Gnotobidtico (4)
1992 Ramos Huesca 1 (?) 10°° IN | Convencional (12)
1992 Yoon MN 1(2) 10>° IN | Convencional (4)
1993 Halbur Homogenado de ? IN | Convencional (16)
pulmon Gnotobiético (8)
1993 Magar LHVA-1y2(7-10) | 10°*y 10*® IN | Convencional (8)
1994 Halbur VR2386 (6) 10° IN | Gnotobidtico (84)
VR2428 (6)
VR2430 (6)
ISU 984 (6)
1994 Rossow VR 2332 (2) 10+ IN | Convencional (50)
1995 Rossow VR 2332 (8) 10+ IN | Gnotobiético (30)

De los experimentos mas completos con el objeto de definir la patogenia de la enfermedad cabe
destacar aquellos que han realizado infecciones experimentales con posterior sacrificio y analisis de

los animales a tiempo secuenciado.

~ El primero de estos estudios fue realizado con 6 cerdos gnotobidticos de 6 dias de edad (Pol et al.,
1991). Estos fueron inoculados itranasalmente y sacrificados a las 24, 48, 60, 72 horas, 6 y 8 dias
PL Se observé que los animales sufiian anorexia y depresion a partir del dia 2 PI y desarrollaban
fiebre que tenia su pico a los 5 dias PI (a los 8 dias PI volvia a la normalidad). El estudio histologico
de estos animales mostré una ligera degeneracion de la mmcosa nasal, neumonia intersticial,
esplenitis reactiva y deplecion de linfocitos de 6rganos linfoides. La deteccién inmmmocitoquimica
del virus se logré en células epiteliales de los bronquiolos, de los septos alveolares y bazo.

Un segundo éxperimento fué realizado con cerdos convencionales y gnotobioticos (Halbur et al,
1993). De 16 cerdos convencionales de 5 semanas, 8 fueron noculados con un homogenado de
pulmén de cerdo infectado y 8 fueron utilizados como controles. Dos cerdos de cada grupo fueron

eutanasiados en los dias 5, 7, 10 y 15 PL Estos animales desarrollaron sintomas de depresion,
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anorexia y fiebre. En la necropsia,.a los 7 dias PI se observo la presencia de areas de ligera
depresién y cambio de color en el pulmén que coincidieron microscopicamente con focos de
neumonia intersticial, a veces con 'presencia de células sincitiales. Para el estudio en cerdos
gnotobioticos se utilizaron 8 de estos animales, 4 inoculados con un homogenado correspondiente
al pulmén de un animal clinicamente:afectado, y 4 usados como controles. Se sacrificaron a los 5,
9, 28 y 35 dias PL Todos los animales infectados desarrollaron fiebre, anorexia y alteraciones
respiratorias. Los pulmones mostraron el mismo tipo de lesion hallado en animales convencionales
hasta los 28 dias PI; los animales sa“‘:criﬁcados a los 35 dias PI tenian lesiones pulmonares mucho
mas leves. A los 28 dias PI también se encontraron nfiltrados inflamatorios moderados y

multifocales en el plexo coroideo, meninges, miocardio y cornetes nasales.

Un tercer experimento utilizo 84 cerdos gnotobiéticos de 4 semanas de edad, que fueron infectados
intranasalmente con 4 cepas viricas djferentes a una dosis infectiva de 10° TCIDsy/ml (Halbur et al.,
1994a). Animales de cada grupo segﬁn tipo de cepa virica fueron sacrificados a los 3, 7, 10, 21, 28
y 36 dias PL En todos los casos se 6bserv6 lesion pulmonar consistente en una moderada-intensa
neumonia intersticial multifocal, a éxcepcién de los animales sacrificados a los 36 dias PI; se
observaron diferencias en la intensidad de Ia lesion entre cepas viricas. En los dos tiltimos grupos de
necropsia también fueron observadas lesiones de encefalitis y miocarditis, excepto en el caso de una
de las cepas viricas utilizadas. Ademas, se detecté una anemia no regenerativa que afect6 a los
animales entre los 3 y>28 dias PI. En este trabajo, ademas de incorporar mas datos sobre efectos
lesionales secuenciales producidos ';por efecto del PRRSv, también se aportan datos sobre
variabilidad de éstas por efecto de la éepa virica.

Otro estudio de patogenia de la enfermedad icluye la infeccion con PRRSv de 50 cerdos
convencionales (16 de 4 semanas de edad, 16 de 10 semanas de edad y 18 lechones de 1 semana de
edad) (Rossow et al, 1994a). Cada grupo de edad fue dividido en controles y animales infectados,
con 2 fechas de sacrificio: 7 y 28 dias PL Los 3 grupos de edad manifestaron anorexia, depresion y
fiebre, y en los animales de 1 semana se pudo observar edema periocular y escrotal entre los 6-23 y
11-14 dias PI respectivamente. Los animales sacrificados a los 7 dias PI mostraron todos ellos una
moderada-intensa neumonia intersticéal, mas intensa en los animales mas jovenes, linfadenopatia

generalizada, ligera rinitis catarral y: algin animal de 4 y 10 semanas de edad mostr6 también
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manguitos perivasculares en encéfalo. A los 28 dias PI se mantiene la lesion pulmonar, con un
marcado aumento del grosor de los tabiques interalveolares en cerdos que fueron infectados a 1
semana de edad y con manguitos perivasculares en el pulmén de animales infectados a las 4 y 10
semanas de edad. También se observo hipertrofia e hiperplasia de nddulos linfaticos, miocarditis,
rinitis catarral y encefalitis en todos los grupos de edad.

Un tltimo experimento fué realizado con 32 cerdos gnotobidticos de 3 dias de edad (Rossow et al,
1995a). Estos animales fueron infectados intranasalmente con una dosis de 10*** TCIDsy/ml y
fueron sacn'i_i_cados secuencialmente a las 12 horas, 1, 2, 3, 5, 7, 14 y 21 dias PL Los resultados
histopatologicos mostraron que la neumonia intersticial se puede observar entre los 3 y 21 dias PI,
Iinfadenopatia entre 2 y 21 dias PL, necrosis linfoide entre los 5 y 21 dias PL encefalitis entre 7 y 21
dias PL, y miocarditis, vaécu]itis y rinitis entre los 14 y 21 dias PL La sospecha de que estas lesiones
vayan mas alla de los 21 dias es muy clara. Todos estos animales seroconvirtieron desde el dia 7 PL
Algunos animales mostraron la presencia de policariocitos en los ganglios linfaticos, pudiendo
mostrar éstos, en algunos casos, quistes microscopicos. Una tincién inmmumocitoquimica con
particulas de oro, mostro la presencia de células positivas (infectadas por PRRSv) especialmente en -
macrofagos alveolares e intersticiales de pulmén, pero también en células endoteliales y
presumiblemente macréfagos intravasculares pulmonares (Rossow et al., 1995b).

Con todos estos resultados pueden establecerse las bases de 1a patogenia del PRRS:

* el PRRSv provoca una enfermedad multisistémica, con afeccion de pulmén, o6rganos linfoides,
vasos, corazon y cerebro (Halbur et al., 1993; Rossow et al., 1994a; Rossow et al., 1995a).

* se puede detectar viremia tan pronto como a las 12 horas PI (Christianson, 1993; Collins y
Rossow, 1993) y puede llegar a persistir hasta 8 semanas en cerdos jovenes (viremias mas cortas en

animales maduros) (Wensvoort et al., 1991).

* entre los 2 y 7 dias PI aparecen sintomas clinicos inespecificos como anorexia, depresion y fiebre
(Pol et al., 1991; Collins et al., 1991; Collins et al., 1992; Halbur et al., 1993; Halbur et al., 1994a;
Rossow et al., 1994a; Rossow et al., 1995a).

32



* el PRRSv se ha podido aislar dé pulmén, macréfagos alveolares, hisopos nasales, hisopos
orofaringeos, tonsila, nédulos linfaticos, timo, médula 6sea, muisculo, suero, leucocitos, cerebro,
corazon, bazo, heces y fluido torécicio de lechones nacidos muertos o abortados (Pol et al., 1991,
Wensvoort et al, 1991; Christianson et aL, 1992; Collins et al, 1992; Plana-Duran et al., 1992a;
Yoon et al, 1992a; Christianson et al., 1993; Halbur et al, 1993; Halbur et al, 1994a; Rossow et
al, 1994a; Mengeling et al., 1994; M;ngeling et al., 1995; Rossow et al., 1995a).

* la multiplicacién del virus se produce, probablemente, de forma primaria, en macrofagos
alveolares, pero se ha sugerido la multiplicacién en macrofagos intersticiales pulmonares, células
dendriticas de organos linfoides, nﬁacr()fagos intravasculares pulmonares, células endotekiales y
monocitos (Benfield et al, 1994; Voicii et al., 1994; Halbur et al., 1995; Rossow et al., 1995b).

* ]a afeccion pulmonar y linfoide es éonsiderada como la forma habitual de los primeros estadios de
la enfermedad, mientras que la afectécién nasal, cardiaca y cerebral seria tipica de estadios tardios
(>14 dias PI) (Halbur et al., 1993; Halbur et al, 1994a; Rossow et al., 1994a; Mengeling et al.,
1995; Rossow et al., 1995a).

1.8.4 Modelo de patogenia propuegm para el PRRS
A partir de todos los datos obtemdos hasta ahora sobre la patogenia del PRRSv, se ba propuesto un
modelo patogénico para esta enfermedad (Benfield et al, 1994) (Esquema 1).

1.9 DIAGNOSTICO

El diagnostico se puede realizar, en términos generales, de 4 formas: por sintomas clinicos, por

lesiones histopatoldgicas, por deteccion de antigeno y por deteccién de anticuerpos.
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Esquema 1. Modelo patogénico propuesto para la infeccion del PRRSv.

Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino

Transmisién por inhalacion, ingestion, coito.

'

Replicacion virica en macrofagos
(alveolares, histiciocitos)

'

Tracto reproductivo Fetos Infeccion Enfermedad
masculino i Subclinica Clinica

Abortos o
Semen partos prematuros Lesiones en
i miiltiples 6rganos

Lechones nacidos
débiles

\ Y

Excrecién virica

Secreciones oro-faringeas, sangre, heces, orina

34




1.9.1 Sintomas clinicos :

Hasta el momento, han sido conteﬁlplados dos tipos de criterios, especialmente en Europa. El
primer criterio contempla 2 fases; u1éa primera en la cual se eliminan enfermedades que muestran
una sintomatologia parecida al PRRS, y una segunda en la cual se tienen en cuenta una serie de
sintomas clinicos de PRRS que afectan a cerdas gestantes y lechones de matemidad (Meredith,
1994). En cuanto a esta segunda fase, los criterios propuestos por Holanda fueron los mas
utilizados: durante un periodo de 2 semanas y no atribuibles a una enfermedad conocida, la

deteccion de al menos 2 de las 3 caracteristicas clinicas siguientes (Komijn et al,, 1991):

* >20% de lechones nacidos mmertos
* >8% de abortos y partos prematurbs
* >25% de mortalidad pre-destete

También en Holanda (Shukken et a]:, 1991) se encontro que la media de lechones nacidos mmuertos
por camada, la media de lechones n_é;cidos vivos por camada y la media de mortalidad pre-destete
eran indicativas de infeccion por PRRS. Si 2 de estos 3 parimetros se desviaban en mas de 2.33
veces la desviacion standard (con h’nﬁte de confiabilidad del 99%) en la granja, esto era diagnéstico
de PRRS. |

No obstante, el mayor problema de este tipo de diagnostico es que numerosas infecciones
moderadas o inaparentes no pueden ser diagnosticadas (Christianson, 1993).

1.9.2 Lesiones histopatologicas F

Al igual que en el punto anterior; este sistema diagnostico tiene un importante problema de
sensibilidad dado que la tipica lesién de PRRS (Collins et al, 1990; Pol et al, 1991; Collins et al,
1992; Halbur et al, 1993; Halbur et al, 1994a; Rossow et al., 1994a; Rossow et al., 1995a), la
neumonia intersticial, no es especiﬁéa de esta enfermedad y puede ser causada por otros agentes.
Un problema afiadido es el hecho de que la mayoria de casos de campo se encuentran complicados
con microorganismos secundarios y, generealmente, una bronconeumonia catarral-purulenta puede

enmascarar las lesiones pulmonares (:le PRRS (Christianson, 1993).
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Otras lesiones que podrian ayudar a caracterizar la enfermedad serian una rinitis catarral (Pol et al,
1991; Collins et al., 1992), encefalitis mononuclear y miocarditis mononuclear (Collins et al, 1992;
Halbur et al, 1993; Halbur et al,, 1994a; Rossow et al., 1994a; Rossow et al, 1995a), pero no se

han observado con la misma frecuencia que la neumonia itersticial

1.9.3 Deteccion del antigeno

Basicamente se contemplan distintas técnicas o tipos de sistema diagnéstico, incluyendo aislamiento
virico, inmunofluorescencia sobre tejido congelado, innmmoperoxidasa sobre tejido fijado en formol
e incluido en parafina, mmunocitoquimica con oro coloidal sobre tejido fijado en formol e incluido

en parafina, microscopia electronica de transmision, y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

1.9.3.1 Aislamiento virico. Se puede realizar sobre cultivos celulares de PAM primarios o lineas
celulares continnas tipo CL 2621 y MA-104. El PRRSv se ha podido aislar de suero, plasma,
células sanguineas de la serie blanca, médula 0sea, bazo, timo, tonsila, ganglios linfaticos mguinales,
peribronquiales, mesentéricos, mandibulares, pulmén, corazén, higado, ileon, mtestino grueso,
cometes nasales, traquea, muisculo longissimus dorsi, semen, orina y heces (Pol et a[, 1991;
Wensvoort et al, 1991; Collins et al., 1992; Ohlinger et al, 1992; Plana-Duran et al., 1992a;
Yaeger et al., 1993; Rossow et al., 1994a; Mengeling et al., 1994; Rossow et al., 1995a).

1.9.3.2 Inmunoperoxidasa sobre tejido congelado. Fué utilizada en los primeros estudios de
patogenia del PRRS utilizando un suero policlonal de cerdo convalescente como primer antisuero
(Pol et al, 1991). Su aplicacion sobre cortes de mucosa nasal, pulmén, bazo, higado y rifion
permiti6 discernir la presencia de antigeno en pulmén (células epiteliales de bronquiolos y
conductos alveolares, células del intersticio interalveolar y células de espacios alveolares) y bazo
(células limitantes de la pulpa roja y células de la zona margmal que envuelve el tejido linfatico
periarteriolar (PALS)).

1.9.3.3 Inmunoperoxidasa sobre tejido fijado en formol e incluido en parafina. Es una técnica
de aplicacion relativamente reciente que utiliza un antisuero monoclonal (SDOW 17, Benfield et al,,
1992a) que reconoce un epitopo muy conservado de la nucleocapside del virus. A través de esta

prueba se ha podido demostrar Ia presencia de antigeno en macrofagos alveolares y del intersticio
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pulmonar asi como en restos celulares en bronquios. También se demostrd antigeno en tonsila,
nmcosa nasal, timo, ganglios linfiticos, bazo y corazon (Halbur y Paul, 1994; Halbur et al., 1994b;
Halbur et al, 1995). ‘

1.9.3.4 Inmunocitoquimica con ox';o coloidal sobre tejidos fijados en formol e incluidos en
parafina. Se desarroll6 utilizando ?1 mismo antisuero de la técnica anterior y se aplicd sobre
pulmon, tonsila, ganglios linfaticos, bazo, timo y rifiones (Magar et al, 1993). Se logré marcaje
positivo en pulmon (macrofagos y céihllas epiteliales de los conductos alveolares), tonsila y ganglios
linfiticos. En una variacion de la técnica (Rossow, 1995b) aplicada solamente sobre tejido pulmonar
se demostrdo la positividad de celulas endoteliales y, quizas, a macrofagos mtravasculares
pulmonares, amén de otras células ya citadas por diferentes autores.

1.9.3.5 Microscopia electrénica de%transmisién. Ha sido una de las técnicas mas utilizadas con el
objeto de descubrir la presencia dei agente causal de enfermedad sea en tejidos procedentes de
animales mfectados (Pol et al., 19915 Wensvoort et al, 1992; Ramos et al., 1992) como en cultivos
celulares (Pol et al., 1992; Paton et aj., 1992; Botner et al., 1994; Dea y Athanassious, 1994).
1.9.3.6 Reacciéon en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR). Ha sido
recientemente desarrollada uMdo como secuencias de imiciacion (“primers”) fracciones
correspondientes al ORF 7 (Suarez et al. 1994) o al ORF 1b y ORF 7 (Christopher-Hennings et al.
1994b). Con esta técnica se ha podido detectar la presencia de virus en macréfagos, pulmén,
higado, rifion, bazo, ganglios linﬁiticizos inguinal y submaxilar, plasma, células blancas sanguineas,
tonsila, suero y semen. Se trata de una prueba de elevada sensibilidad y oy elevada especificidad.

1.9.4 Deteccion de anticuerpos

Hasta el momento se han realizado: distintas pruebas serologicas y modificaciones posteriores de
éstas. Basicamente se contemplan?;4 tipos de prueba: innmmoperoxidasa sobre monocapa de
macrofagos (IPMA), inmunofluorescencia sobre cultivo cetular (IFA), seroneutralizacion (SN) y
ELISA mndirecto.
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1.9.4.1 IPMA. Fue el primer test en desarrollarse (Wensvoort et al, 1991, 1992a) y, aim
actualmente, es el mas usado en Europa. Imicialmente la base celular eran PAM primarios pero
actualmente pueden utilizarse lineas celulares continuas como CL 2621 y MA-104. Sobre el
substrato celular se incuban los sueros porcinos problema, y Ia unién de innmmoglobulinas G (IgG)
de cerdo al substrato se demmestra con un conjugado de peroxidasa anti-IgG de cerdo. Permite
demostrar la presencia de anticuerpos no neutralizantes (IgG) tan tempranamente como a los 6 dias
PL Se considera un test con alta especificidad pero de sensibilidad media.

1.9.4.2 IFA. Es un test equivalente al test IPMA que se utiliza en Europa. Se desarroll6 en Estados
Unidos (Yoon et al, 1992b; Frey et al, 1992) y tiene las mismas ventajas e inconvenientes que el
test anterior. La diferencia estriba en que la presencia de anticuerpos de cerdo se demmestra
mediante un conjugado con fluoresceina. Este test ha sido modificado con el objeto de obtener una
prueba de coste economico mas bajo utilizando una placa de micropocillos en los cuales no se gasta
mas de 10 pl de reactivos para cada diagndstico (Mengeling et al., 1993). Otra modificacion de este
mismo test se ha realizado con el objeto de detectar IgM, las cuales pueden dar una serologia
positiva a los 3-5 dias PI (Park y Joo, 1994).

1.9.4.3 SN. El test de SN (Morrison et al., 1992; Frey et al., 1992) permite medir la presencia de
anticuerpos neutralizantes hasta mas de 6 meses PL utilizando la linea celular CL 2621 de base,
pero es un test de baja sensibilidad en relacion a deteccion de infecciones agudas, dado que los
anticuerpos neutralizantes se desarrollan mas tardiamente en la infeccion (30-45 dias PI). No
obstante, recientemente aparecio un test de SN modificado en el cual la adicién de complemento
permite la deteccion de los anticuerpos tan tempranamente como 9 y 11 dias PI (Yoon et al,
1994a).

1.9.4.4 ELISA indirecto. Este test ha sido desarrollado utilizando PAM primarios como célula
base, obteniendo unos resultados que van desde una especificidad igual a la IPMA y mayor
sensibilidad que esta, especialmente en brotes epizodticos de PRRS (Albina et al., 1992) hasta una
menor sensibilidad que el IPMA y unos valores de reaccion de fondo inaceptables para algunos
animales seronegativos (Edwards et al., 1992). También en Estados Unidos fué desarrollado un
ELISA indirecto con buenos resultados en cuanto a especificidad y sensibilidad (Murtaugh et al,
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1993). Recientemente se ha descrito un nuevo ELISA de bloqueo (Houben et al., 1995) el cual se
muestra mas sensible y especifico qué el IPMA aplicado tanto a sueros de casos de campo como de
casos experimentales, y con unos minimos o nulos niveles de reaccion de fondo. Ademas, la ventaja

f .
del ELISA es que se trata de una prueba que puede ser automatizada y su lectura es cuantitativa.

1.10 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

!
Desde el momento en que el PRRS quedé definido como entidad clinica, el maximo objetivo
consisti6 en esclarecer Ia naturaleza etiologica de la enfermedad. Para ello se estableci6 una lista de

agentes incriminados en la produccién de enfermedad reproductiva y/o respiratoria en el cerdo que

mchuyo (Meredith, 1994):

* Virus de la Enfermedad de Aujeszky (+)

* Virus de la Peste Porcina Africana ;

* Virus de la Peste Porcina Clasica

* Virus de la Influenza Porcina (subtipos HIN1 y H3N2)(+)
* Virus de 1a Influenza A Porcina Atfpica (neumonia proliferativa necrotizante)(+)
* Virus de la Encefalomiocarditis Vi;ica +)

* Citomegalovirus Porcino

* Parvovirus Porcmo _

* Virus de la Encefalomielitis Hemaglutiante

* Virus de la Gastroenteritis Transmisible Porcina

* Virus de la Diarrea Epidémica Virica

* Virus de Teschen-Talfan |

* Chlamydia psitacci (+)

* Erysipelothrix rhusiopathiae

* Leptospira interrogans serovar pomona (+)

* Leptospira interrogans serovar bratislava (+)

i
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De entre todos los agentes destacados solo algunos (los marcados con +) serian de mayor

importancia en cuanto a diagnostico diferencial.

En cuanto a diagnostico diferencial de enfermedad aguda reproductiva y respiratoria se recomienda
la toma de sueros pareados con tres semanas de intervalo y fetos muertos congelados o muy frescos

para realizar el aislamiento.

En cuanto al diagnéstico diferencial de enfermedad respiratoria en transicion y engorde se
recomienda la toma de sueros pareados con tres semanas de intervalo, hisopos nasales y tejido

pulmonar para aislamiento virico, y pulmén fijado en formol para la caracterizacion lesional.

En cuanto al diagndstico diferencial de cianosis de orejas hay que pensar que la cianosis puede ser
debida a severa toxemia, enfermedad respiratoria terminal o fallo cardiaco. La infeccion de cerdos
con virus de 1a Diarrea Viral Bovina también puede dar este efecto.

En cuanto al diagndstico diferencial de partos prematuros, basicamente cabe destacar la enfermedad
de Aujeszky y toxoplasmosis.

1.11 INMUNIDAD

El sistema inmunitario comprende una amplia variedad de componentes con el objeto de cooperar
en la defensa del hospedador contra agentes infecciosos. Estos componentes pueden ser
diferenciados entre sistema inmunitario no especifico y especifico. El primero de ellos comprende el
sistema del complemento, las células fagociticas (macrofagos, neutréfilos y eosindfilos), las células
asesinas naturales (NK) y distintos tipos de mterferon (IFN). Estos componentes son nmmy
importantes en el control de la infeccion durante los primeros dias de exposicion a un agente,
precediendo a la produccion de anticuerpos y a Ia respuesta inmmmitaria mediada por células del
sistema inmunitario especifico (Roth, 1992).
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Clinicamente se observa que la mmensa mayoria de cerdos infectados previamente con el PRRSv
son inmunes a la reinfeccion (Loula, 1991; Benfield et al, 1992b), aunque también se ha
demostrado en cerdas que a los 4-6 meses posteriores a la primera infeccion pueden resultar
seronegativas y por ello ser de nuevo susceptibles a cursar nuevamente Ia enfermedad (Ohlinger et

al,, 1992; Plana-Durén et al, 1992b).’

Ademis de la evidente importancia del desarrollo de anticuerpos, cabe destacar la importancia de la
inmunidad celular. Este efecto ha sido defmido por el hecho de que el calostro, fuente de innmmumidad
humoral y presunta inmunidad celular (Tuboly et al, 1988; Williams, 1993), resulta protectivo
frente la mfeccion en lechones, pero ﬂo asi una transferencia pasiva de inommoglobulinas anti-PRRS

en lechones de 1 semana de edad que"no han recibido calostro (Molitor, 1993).

1111 Inmunidad bumoral | :
Los anticuerpos pueden actuar segun varias posibilidades en cuanto a prevencion y crontrol de una
mfeccion virica: ;

* neutralizando el virus y evitando asila infeccién de las céhulas.

* opsonizando las particulas vixicas' permitiendo a células del sistema fagocitico unirse a estos
complejos a través de receptores piara la fraccion cristalizable (Fc) de las mmmumoglobulinas y
fagocitarlos. '

* colaborando en los fendmenos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

Los anticuerpos detectados por las priuebas de IPMA y IFA pueden aparecer como muy temprano a
los 6 dias PI (Wensvoort et al., 1992a; Yoon et al., 1992b) aumentando en gran medida su titulo
entre 5 y 7 dias después. Estos anticuerpos pueden persistir hasta un afio (Ohlinger et al., 1992;
Meredith, 1994).

El hecho de que puedan concurrir viremia con seropositividad a IFA o IPMA sugiere que los

anticuerpos detectados por estas pniebas no son neutralizantes. Se han podido detectar animales

virémicos hasta 2 o mas semanas después de haber seroconvertido (Wensvoort et al, 1992b;
| .

Meredith, 1994; Rossow et al., 1994@). Las pruebas de neutralizacion virica confirman este aspecto,
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dado que la seroconversion por estas técnicas no se produce hasta los 30-45 dias PI (Joo, 1995).
También se ha observado que los animales adultos desarrollan viremias mas cortas, y ello va

relacionado con el desarrollo de anticuerpos neutralizantes mas rapidamente (Collins et al., 1991).

Otros estudios han revelado la posibilidad de aislar virus de tonsila hasta 134 dias después del
ultimo aislamiento virico positivo procedente de sangre (Wills et al, 1995). Aiiadiendo el hecho de
que también se ha podido transmitir la infeccion desde cerdos de 15 semanas PI a cerdos control
por contacto (Albma et al, 1994), se puede suponer que, ain no manteniéndose una viremia
persistente, si podria haber una colonizacién virica persistente del tracto respiratorio superior,
probablemente en tonsila, de manera que ain teniendo animales seropositivos con anticuerpos

neutralizantes, estos puedan ser capaces de transmitir 1a enfermedad (Wills et al., 1995).

Es importante destacar, ademas, que los anticuerpos neutralizantes solo han podido- ser
demostrados en cultivos de lineas celulares continuas como la CL 2621; en cambio ningun
mvestigador ha podido demostrar esta neutralizacion en PAM primarios (Christianson y Joo, 1994).

Otra posibilidad que cabe contemplar por la presencia de anticuerpos anti-PRRSv y el propio virus,
podria ser Ia facilitacion de la infeccion virica llevada a cabo por células que presenten receptores a
Fc; el virus formaria inmunocomplejos, y a través de los citados receptores se unirian a macrofagos.
Tal es el caso del Virus de la Lactato-Deshidrogenasa Elevada (LDV) de los ratones, perteneciente
a la propuesta familia Arteriviridae, que, al igual que el PRRSv, mejora su replicacion en
macrofagos con la presencia de anticuerpos (Plagemann y Moenning, 1992). Este mismo efecto ha
sido demostrado para el PRRSv, tanto en condiciones in vitro (Choi et al, 1992) como in vivo
(Christianson et al., 1993; Yoon et al., 1994b). Se demostré que la produccion de antigeno virico
puede mejorar entre 2 y 4 veces por Ia presencia de anticuerpos comparado con la infeccion con
virus solo, y mejorar entre 10 y 100 veces los titulos de virus infeccioso. A través de estos
resultados se indica la posibilidad de que los anticuerpos contra el PRRSv no siempre protejan
contra la infeccion por este virus y que la presencia de complejos antigeno-anticuerpo en animales

mfectados resulte en una replicacion virica continua (Choi et al., 1992).
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A través de todos estos resultados parece ser que los tests serologicos desarrollados hasta el
momento tienen un papel al menos idudoso en cuanto a ser indicadores de la inmmumnidad de esta

enfermedad (Meredith, 1994).

1.11.2 Inmunidad celular '

Hasta el momento son mmimos los" estudios realizados con el objeto de valorar el componente
celular de la mmunidad. La infeccién; pulmonar por parte del PRRSv causa drasticos cambios en la
poblacion celular procedente de lav;do bronco-alveolar en el transcurso de la infeccion (tabla 5),
acompafiandose de una disminucién de produccion de NADPH-oxidasa y anién superdxido de estas
células a los 7 dias PL volviendo a valores normales a los 27 dias PL. También se demostré que el
virus induce un dramatico increment;) de la expresion de algunas citoquinas mflamatorias (de IL-1
beta, pero no de factor de necrosis tﬁmoral (TNF) ni de factor de crecimiento transformador beta 1
(TGF beta 1)) en el dia 7 PL, recuperando los niveles normales a los 27 dias PI (Zhou et al, 1992).

Tabla 5. Tipos de células Wdos en lavados broncoalveolares de cerdos infectados
experimentalmente con PRRSv (Zhou et al., 1992).

Tipo Celular ¢ Control 7diasPI | 27 dias PI

Macréfagos - >95% 50% 80%
Neutrofilos <2.5% 35% —
Linfocitos L <2.5% 15% 20%

La determinacion cuantitativa de | Infocitos T en sangre periférica indica que no varia
significativamente entre animales infectados y controles en el dia 7 PL pero sobre el dia 14 PI se
observa una importante diferencia entre los dos grupos. En animales infectados el porcentaje de
células CD8" y dobles negativas Muyeron a menos del 10% del total, y el mimero de células
CD4" y dobles positivas aument6 significativamente (55 y 30% respectivamente). Estos cambios
son evidentes hasta los 21 dias PI (Zhou et al., 1992). En cerdas a mitad de gestacion se realizo un
estudio hasta los 12 dias PI, en el que se observo una disminucién del mimero total de células CD4”
y CD8", observandose una ligera disrpinucién no significativa del cociente CD4/CDS8 en el grupo de
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cerdas infectadas (Christianson et al., 1993). El mecanismo por el cual se produce un cambio de
subpoblaciones T no se conoce, pero se ha sugerido la posibilidad de que se produzca una mmerte
selectiva de poblaciones T, cambios en la expresion de antigenos de superficie de células
individuales o redistribucion de subpoblaciones en tejidos y sangre (Zhou et al., 1992).

Recientemente se presentd un estudio donde se realizo un ensayo de estimulacion de proliferacion
linfocitaria a un antigeno especifico, el PRRSv en este caso, con presencia 0 no de células
presentadoras de antigeno. Se observo una respuesta de proliferacion linfocitaria antigeno-especifica
detectada en animales de 28 dias PL, obteniendo un pico maximo a los 49 dias PI y empezando a
declinar después de 77 dias PL Estas observaciones indican que la infeccion por PRRSv induce una
respuesta mmumne celular antigeno-especifica y dosis dependiente (Bautista et al., 1994; Molitor,
1995).

1.11.3 Inmunosupresion - Inmunomodulacion
Son varias las evidencias de que la infeccion por PRRSv se encuentra asociada a algun tipo de
inmunosupresion (Molitor et al., 1992; Molitor, 1993; Done y Paton, 1995):

* el PRRSv parece replicarse exclusivamente en macrofagos.

* virus relacionados genéticamente con el PRRSv (como el LDV vy el virus de la Arteritis Viral
Equina (EAV)) modulan la respuesta inmunitaria del huesped a través de replicacion en
macrofagos.

* multiples observaciones clinicas de brotes epizodticos de PRRS describen un elevado aumento de
infecciones secundarias en cerdos infectados.

* ]a infeccion experimental con la cepa americana del PRRSv (VR 2332) favorece la presentacion
de meningitis en cerdos infectados con Streptococcus suis tipo II a los 5 dias PI virica (Galina et al.,
1993).

Para testar este efecto de inmumosupresion y/o inmunomodulacién causado por el PRRSv se
valoraron 2 componentes; cambios inducidos en los componentes celulares del 6rgano primario de
replicacion (pulmon), cambios inducidos en la produccion de anticuerpos contra otros agentes e

mmunidad mediada por células. Con estos experimentos se observo que el mimero de macréfagos

44



alveolares disminuia en animales infectados (podia llegarse a una destruccion de hasta el 40% de
PAM a los 7 dias PI) y aumentaba el nimero de linfocitos y neutrofilos. Ademas, la liberacion de
anién supeféxido estaba claramente disminuida (valoracion funcional de PAM). Sistémicamente, en
animales infectados se observo una disminucion de leucocitos circulantes, un aumento de la
respuesta humoral frente a vawnaci(;nes contra enfermedad de Aujeszky y Brucella abortus y un
aumento de la inmumnidad celular valorada segin una respuesta de hipersensibilidad retardada frente
a Dmitrofluorobenzeno (DNFB). Cci)lectivamente, todos estos datos demmestran que el PRRSv
juega un papel fundamental en las alf;eraciones del sistema inmunitario del hospedador. Ademas de
la supresion de la respuesta inmunitaria inespecifica por destruccién de PAM, también se produce
una mejora de la respuesta s15temlca celular contra antigenos especificos (Molitor et al, 1992;
Molitor, 1993). La mejora de respuésta contra antigenos especificos probablemente se encuentre
relacionada con una activacién policlonal de los componentes innumitarios humorales, tal como ha

sido ya descrita en la infeccion murina por LDV (Plagemann y Moenning, 1992).

112 TRATAMIENTO Y PREVENCION

:
No existe una terapia especifica para esta enfermedad. Actualmente se considera que ante la
sospecha de un brote epizodtico de PRRS Ia terapia de mantenimiento y el uso de unas medidas
concretas de manejo, incluyendo pautas vacunales adecuadas, puedan ayudar a disminuir las
pérdidas economicas causadas por esta enfermedad (Loula, 1991; Benfield et al, 1992; Ahl et al,

i

1992; Meredith, 1994). !

En el marco del BVA Trust Symposium, celebrado a finales de 1991 con representantes de Bélgica,
Alemania, Holanda y Gran Bretaiia, se marcaron una serie de pautas sobre control de la enfermedad
y especialmente relacionadas con la posible diseminacion de ésta. Los siguientes puntos resumen
estas acciones (Ahl et al., 1992): - |

'
1

1. Administrar electrolitos a animales débiles y con diarreas.
2. Tratar a los animales enfermos 001_;1 antibidticos durante 2 dias. Un tratamiento mas largo podria

suprimir la recuperacion.
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3. Retrasar la inyeccion de hierro a 3 dias y el corte de colas a 3-5 dias.

4. Dejar de mducir los partos.

5. Asegurar la ingestion de calostro natural o artificial a los lechones al nacer y a las 4 horas de vida.
6. Tratar a las cerdas con acido acetilsalicilico (aspirina) diariamente durante 7 dias antes de parir en
1a comida en las primeras 4 y 6 semanas de duracion del brote epizodtico.

7. No servir a las cerdas antes de 21 dias después del parto; alargar el tiempo pre-destete.

8. Administrar una dieta altamente energética a las cerdas a las cuales se les desteta la camada
durante el brote epizodtico de la enfermedad.

9. Esperar un minimo de 21 dias para cubrir cerdas que han abortado mas tarde de los 70 dias de
gestacion. ‘ |

10. Servir tan pronto como sea posible a cerdas que han abortado antes de los 70 dias de gestacion.
11. Hacer diagnostico de gestacion precoz semanalmente desde las 4-5 semanas de gestacion
durante las primeras 4 semanas de brote epizoético. -

12. Realizar inseminacion artificial en todas las cerdas durante al menos 6 semanas después del
brote epizodtico; los verracos podrian estar también infectados.

13. Intentar detectar la presencia de infecciones secundarias 1o mas pronto posible.

14. Intentar mantener las rutinas normales de la granja; esto puede ser muy dificil

Con posterioridad a la publicacion de estos datos, aparecieron practicas con el objeto de erradicar el
PRRS. Estas contemplan 1a despoblacién/repoblacion total de Ia granja (Loula, 1991; Dee y Joo,
1993), siendo ésta una operacion que generalmente suponia lograr el objetivo de erradicacion pero
siendo a la vez extremadamente costosa. Otra posibilidad contemplaria la despoblacion parcial,
centrandolo especificamente en la despoblacién de la transicion (Dee y Joo, 1993; Dee et al., 1993;
Dee y Joo, 1994; Dee et al, 1994) dado que se ha comprobado que en la mayoria de granjas donde
se produce recirculacion virica ésta es mas intensa en la fase de transicion, donde lechones de mayor
.edad seropositivos infectarian a lechones recién destetados que llegan a la nave de transicion (Joo y
Dee, 1993). Finalmente, una tercera técnica consiste en la posibilidad de producir cerdos en al
menos 2 naves distintas y separadas, respetando las fases de produccion y evitando en todo caso la
coincidencia en una misma nave de animales de distinta edad (Dee y Joo, 1993). Para su realizacion
seria necesaria, ademas de un volumen suficiente de animales que permitan €] trabajo en bloques o
grupos de destete adecuados, tener otras naves donde alojar estos animales. Inchuso se han utilizado
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estas dos ultimas técnicas, despoblamon parcial y produccion en varios sitios, simmltaneamente (Dee
et al, 1993). El éxito en la erradmacmn del PRRS a través de estos métodos esta supeditado al
seguimiento de un estricto control de limpieza de la granja, movimiento controlado de animales y
aplicacion de medidas de bioseguridagl de 1a granja (Dee y Joo, 1994).

Recientemente han aparecido vacunas contra el PRRSv disponibles comercialmente en Espaiia y
Estados Unidos. La vacuna espaﬁo]a: es una vacuna frente a los procesos reproductivos de la cerda
causados por esta enfermedad, y contiene una cepa virica espafiola inactivada, con adyuvante
oleoso y un conservante. Los primeros estudios de campo han mostrado una disminucion en el
porcentaje de repeticiones, aumento :del porcentaje de fertilidad, aumento del nimero de lechones
destetados por cerda y afio, disminucién del porcentaje de abortos y disminucion del nimero de
lechones nacidos muertos (Plana-Duran y Vili-Molas, 1995). La vacuna americana es una vacuna
frente a los procesos respiratorios del cerdo causados por PRRSv y contiene un virus modificado
vivo (Polson, 1995). Los primeros estudios de campo con esta vacuna han mostrado una mejoria
clinica de los animales vacunados fre:nte a controles no vacunados, aumento del crecimiento diario,
disminucion de mortalidad y dismhﬁcién del mimero de tratamientos por cerdo y afio (Gorcyca et
al., 1995). Perspectivas futuras indican el interés de clonar proteinas recombinantes del PRRSv
producidas en un sistema de baculovirus recombinantes y utilizar éstas como antigenos vacunales
(Plana-Duran y Vili-Molas, 1995, Plana-Duran et al,, 1995).
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CAPITULO 2:

INFECCION POR
Haemophilus parasuis



2.1 INTRODUCCION E HISTORIA

La observacién inicial de un pequefio microorganismo gram-negativo asociado a la' presencia
de serositis y poliartritis en cerdos primero (Glisser, 1910) y el aislamiento de una bacteria
Haemophilus influenzae suis procedente de cerdos infectados con el virus de Influenza
después (Lewis y Shope, 1931) fueron los primeros hallazgos relacionados con un sindrome de
serositis-artritis que desde 1910 se habia designado como Enfermedad de Glisser. En 1943 se
aislo otro microorganismo de un caso con el mismo cuadro lesional anteriormente descrito, el
cual, ain coincidiendo con las bacterias afios atras descritas, fué designado como Haemophilus

suis (Hjirre y Wramby, 1943).

Estudios etiologicos posteriores (Kilian, 1974), a través de una prueba rapida que permite la
diferenciacién de especies de Haemophilus (H.), el test de Porfirina, mostraron que los
anteriores microorganismos eran realmente H. parasuis, y se considera a éste como el ag_ente
infeccioso capaz de desarrollar poliserositis y artritis, ademas de encontrarse de forma

apatogena en el tracto respiratorio de cerdos sanos (Nicolet, 1992).

Las bacterias del género H. se caracterizan por ser coco-bacilos gram-negativos, encapsulados
0 no, inmobiles y no esporulados, que forman pequefias colonias en medios enriquecidos
(Rosendal y Boyd, 1985). Estos microorganismos requieren de una serie de factores para su

crecimiento (Rosendal y Boyd, 1985; McDaniels y Cairns, 1990):

* hemina (factor X de la coagulacion)
* NAD (nicotinamida adenin-dinucleétido; factor V de la coagulacion)

En cultivo de agar-sangre, el factor X suele obtenerse de la hemoglobina de la sangre del
medio y el factor V procede de cultivos de Staphylococcus aureus u otras bacterias que lo
produzcan, coinoculadas en el substrato. No obstante, también pueden utilizarse hemina pura y

NAD junto con el resto de nutrientes con el objeto de realizar caldos de cultivo.

Taxonémicamente, el género H. se encuentra entre los miembros dependientes de factor V de

la familia Pasteurellaceae, junto con los géneros Pasteurella 'y Actinobacillus (Moller y Kilian,
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f

1990). Se trata de un género bastante heterogeneo, que incluye distintas especies que se

presentan en animales domésticos (Rosendal y Boyd, 1985) (Tabla 1).

Tabla 1. Especies de Haemophilus que causan enfermedad en distintas especies animales.

AGENTE ESPECIE ENFERMEDAD

HUESPED PROVOCADA
H. parasuis : Porcino Enfermedad de Glasser
H. somnus Bovino Meningoencefalitis
Tromoembolica
H. agni ' ~ Ovino Septicemia
H. equigenitalis Equino Metritis Contagiosa
Equina
H. paragallinarum Aves Coriza Infecciosa
H. gallinarum Aves Coriza Infecciosa

!
H
i

Del cerdo ha sido aislado especialmente H. parasuis, pero también unos grupos de H.
designados como taxén “minor group” y taxon C, desconociéndose de éstos ultimos su
significado patolégico (Kilian et al., 1978). Estudios posteriores de bacterias dependientes de
factor V aisladas del tracto respiraioﬁo superior de cerdos revelaron, ademas, la existencia de
3 taxones con caracteristicas bioqilimicas distintas a los conocidos, y que fueron designados
como D, E y F (Moller y Kilian, ?1990). De éstos tampoco se ha establecido su significado
patoldgico. '

Hasta 1985 también se incluia dentro del género H. a la bacteria Actinobacillus
pleuropneumoniae, de gran importancia como agente patdgeno respiratorio del cerdo y
causante de un cuadro lesional de pleuroneumonia fibrinosa o fibrino-necrdtica. La razén de
este cambio de clasificacién fué el descubrimiento de que no todas las cepas de A.
pleuropneumoniae eran factor V dépendientes, y de que ademas tenia una proximidad genética
mucho mas elevada con 4. lignierésii, especie tipo del género Actinobacillus, que con el resto
de representantes del género H. (Kosmdal y Boyd, 1985).

!
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2.2 AGENTE ETIOLOGICO

Se reconoce a H. parasuis como una bacteria pleomorfica, aunque basicamente se presenta
como coco o coco-bacilo, gram negativa, ureasa negativa, de longitud variable entre 1-5 pm. y
de 0.2-2 pm de ancho, no fimbriado in vifro aunque si in vivo (Munch et al, 1992). Esta
bacteria forma parte de la flora normal de la mucosa nasofaringea de los cerdos sanos, pero no

de los pulmones (Nicolet, 1992).

Laboratorialmente hay una serie de pruebas bioquimicas que defmen a este microorganismo.
No obstante, son pruebas que no dan informacion sobre la patogenicidad de H. parasuis, dado
que si permiten discernir de que especie se trata, pero no que subtipo o serovar se estd
contemplando. Las pruebas bioquimicas usadas para su caracterizacion son (Biberstein et al,

1977, Rapp et al., 1985; Eaves et al., 1989; RaBlbach, 1992):

* Hemolisis: capacidad de destruccion de eritrocitos a través de hemolisinas.
* Produccion de porfobilindgeno: capacidad de biosintetizar porfobilinogeno y porfirinas a
partir de acido delta-aminolevulinico. Prueba especifica del género H.
* Ureasa: capacidad de produccién de urea a partir de nitrogeno proteico.
* Oxidasa: presencia de enzimas oxidantes.
- * Indol: presencia del enzima triptofano reductasa.
* Reduccion de Nitratos: capacidad de convertir nitratos en nitritos.
* Fermentacion de azucares: capacidad de fermentar glucosa, lactosa, sacarosa, manitol,

xilosa, ribosa, arabinosa y galactosa.
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Tabla 2. Principales pruebas biqucas utilizadas en el reconocimiento de especie para la

bacteria H. parasuis.

PRUEBA BIOQUIMICA H. parasuis

Hemolisis negativo
Produccion de porfobilindgeno | positivo
Ureasa negativo
Oxidasa positivo
Catalasa positivo
Indol - negativo
Reduccion de nitratos poSitivo
Glucosa positivo
Lactosa negativo
Sacarosa ~ positivo
Manitol negativo

Xilosa! negativo -
Ribosa’ positivo
Arabinosa negativo
Galactosa variable

La limitacién de las pruebas bioqﬁimicas o enzimaticas estriba en no poder diferenciar entre
cepas, hecho de vital importancia, dado que esta misma especie inchiye cepas totalmente
apatogenas hasta otras que pueden jcausar la muerte del animal en pocas horas.

Atendiendo a su perfil proteico_,' a través de una prueba de electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE), se han podido describir 2 biotipos dentro de la especie H. parasuis.
Casi todas las cepas obtenidas de animales que sufiian la enfermedad de Glisser pertenecieron
al llamado biotipo II, mientras qué el biotipo I incluia la mayoria de cepas que se aislaron de
cerdos totalmente sanos como ﬂéra saprofita. De esta manera, se sugiri6 una muy clara
correlacion entre el patron peptidico y la patogenicidad de las cepas (Morozumi y Nicolet,
1986a). |

Una modificacién de la técnica anterior consistié en la realizacion de un perfil proteico con las
proteinas de membrana externas (OMPs): se rompen las células por sonicacion, se separan las

fracciones de membrana de la célula con sarcosinato sodico lauroilo, se ultracentrifugan y se
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realiza una separacion continua con SDS-PAGE. A través de este procedimiento se han
detectado hasta 18 patrones proteicos distintos, pero no se encontrd correlacién entre

patogenicidad y perfil de OMPs (Rapp et al., 1986).

No obstante, la clasificacion en biotipo I y II ha resultado bastante obsoleta, en parte por el
heho de que dentro del mismo biotipo II las diferencias de patogenicidad segin cepa son
también muy marcadas y por la aparicion de nuevas técnicas que permitian diferenciar cepas a
través de antisueros policlonales (serotipificacion). Inicialmente se acept6 una clasificacion que
contenia 7 serovares distintos (Nicolet et al., 1980; Morozumi y Nicolet, 1986), atendiendo a
la reaccion con antisueros policlonales de conejo en el test de aglutinacién sobre portaobjetos,
test de aglutinacion en tubo y test de precipitacion en gel de agar (AGPT). Recientemente se
realizd una nueva clasificacion atendiendo exclusivamente a la reaccion al AGPT,
considerandose suficientemente sensible y especifica, describiendose hasta 15 serovares
distintos, que son los que actualmente estan en vigor, y que si permiten establecer- una
clasificacion en relaciéon a la patogenicidad (Kielstein y Rapp-Gabrielson, 1992; Rapp-
Gabrielson et al., 1992a; Rapp-Gabrielson y Gabrielson, 1992).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad de Glisser, causada por H. parasuis, es una enfermedad de distribucion
mundial pero que suele presentarse esporadicamente, limitaindose a pocas granjas y con un
nivel de morbilidad muy variable por granja (Nicolet, 1992). Se acepta que la morbilidad
general de esta enfermedad es baja pero, ultimamente, y después de las epizootias mundiales
(especialmente en Europa y Norte América) de PRRS, se asume que la mortalidad puede ser
bastante mas elevada, llegando incluso a un 50% de los animales de la granja (Collins y
Rossow, 1993). En este caso, la evidencia de campo sugiere que el PRRSv ha contribuido de
forma considerable al aumento de la incidencia de enfermedad de Glisser (Vahle et al., 1994).

Tradicionalmente, esta enfermedad se relaciona con condiciones estresantes de los cerdos y

basicamente afecta a animales entre 1 y 4 meses de edad (fases de tramsicion, e inicio y

mediados de engorde), pero especialmente a lechones entre 5 y 8 semanas (Nielsen y
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Danielson, 1975). En granjas de alta sanidad y SPF este proceso puede, en algunos casos,
desarrollarse en animales de 'cualquiér edad, incluyendo adultos, y sin necesidad de situaciones

de estrés (Menard y Moore, 1990).

H. parasuis ha sido frecuentemente aislado de lesiones neumonicas tipo neumonia enzoética,
sugiriéndose que actua como microorganismo oportunista que causa lesion pulmonar en
asociacién con otros virus, bacterias o micoplasmas (Nicolet, 1992; Collins y Rossow, 1993;

Narita et al., 1994).

En cuanto a-los estudios epidemiologicos efectuados hasta el momento cabe destacar que no se
refieren a la existencia de una enférmedad concreta con un tipo de cuadro clinico y lesional
especifico, sindé que se han basado ‘en la deteccion de su agente etiologico, H. parasuis, o de
anticuerpos contra este, del cual algunos serovares si pueden causar la enfermedad pero otros
son totalmente inocuos y se pueden encontrar en el tracto respiratorio superior de cerdos sanos
(Nicolet et al., 1992). El tipo de estudios epidemiologicos que pueden dar una idea indirecta
sobre la incidencia de la enfermedad son aquellos que han estudiado la prevalencia de los
distintos serotipos en zonas geogréﬁcas concretas (Kielstein y Rapp-Gabrielson, 1992; Rapp-
Gabrielson y Gabrielson, 1992). '

De los estudios sobre la deteccion'de H. parasuis o sus anticuerpos cabe diferenciar aquellos
realizados sobre cerdos en granja' (Smart et al., 1988; Kruger et al., 1993) y en matadero
(Pijoan et al., 1983; Mousing et al.,, 1990; Moller et al., 1993), demostrando ambos que la

prevalencia de este microorganismo en la cabaiia porcina es muy elevada.

A nivel de granja se mostré que sé puede aislar H. parasuis de la cavidad nasal hasta en un
32% de los animales de muchas granjas, si bién el 85% de estos aislamientos corresponden a
serovares no patogenos (Kruger et al, 1993). Por otro lado, el estudio de los patrones de
fragmentos de DNA de las cepas;aisladas, obtenidas mediante endonucleasas de restriccion,
mdica infecciones individuales cdn una Unica cepa, aunque en una misma granja podian
coexistir distintas cepas o patrones de DNA, aunque solo una o dos solian ser las
predominantes (Smart et al., 1988):.
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Los resultados a nivel de matadero fueron similares a los muestreos de animales de granja,
dado que se logré aislamiento de H. parasuis en cavidad nasal en aproximadamente el 30% de
los animales sacrificados (Moller et al., 1993). Por contra, los aislamientos de la bacteria en
pulmoén o tonsila suponian un porcentaje muy bajo, no llegando a mas del 1% (Moller et al.,
1993) o 2% (Pijoan et al., 1983). También en matadero se ha observado que entre el 40 y el
85% de los animales sacrificados son serolégiéamente positivos a H. parasuis (Mousing et al.,
1990; Moller et al., 1993), y que la correlacion entre aislamiento y serologia es bajo, ya que
solo se pudo aislar la bacteria del 30% de los animales seropositivos. Este dato es
comprensible por el hecho de que, en caso de sufrir enfermedad, la mayoria de los animales la
sufren entre las 8 y 12 semanas, de que existen muchos serovares apatogenos y que las técnicas

de aislamiento no son de gran sensibilidad (Moller et al., 1993).

Los estudios relacionados con la distribucién de serovares en distintos paises son escasos,
debido, probablemente, a la reciente nueva clasificacion de H. parasuis en 15 serovares-y al
hecho de que su serotipificacion por AGPT es relativamente de baja disponibilidad laboratorial.
La mayoria de estos estudios han sido realizados en Alemania y Norteamérica, obteniendo los
resultados mostrados en la Tabla 3 (Kielstein y Rapp-Gabrielson, 1992; Rapp-Gabrielson y
Gabrielson, 1992).

- A través de estos estudios se concluyod que los serovares 4 y 5, de marcada patogenicidad,
especialmente el 5, son probablemente los serovares de mayor prevalencia, destacando el
importante nimero devseroﬁres patogenos en Estados Unidos, incluyendo el 12, 13 y 14.
Otros datos también indican que los serovares 5 y 2 son los de mayor prevalencia en Australia,

y el 4y 13 son los de mayor prevalencia en Brasil (Rapp-Gabrielson y Gabrielson, 1992).

Otro de los factores mas importantes que hay que tener en cuenta y que pueden jugar un papel
fundamental en la epidemiologia de esta enfermedad es el hecho de diferenciar entre animales
infectados y animales colonizados. En el primer caso se designan a aquellos animales que
padecen enfermedad causada por H. parasuis, probablemente por la ausencia de inmunidad
protectiva, mientras que los segundos presentan al microorganismo, usualmente en la cavidad

nasal, pero no obstante se encuentran inmunolégicamente protegidos (Pijoan, 1995).
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A pesar de los diversos estudios de:prevalencia de este microorganismo, se conoce muy poco
en lo referente a su transmision. Se acepta que la transmision usual de H. parasuis es
horizontal de cerdo a cerdo, pero se han sugerido otras posibles vias (Menard y Moore, 1990).
Por ejemplo, en Ontario (Canada) se aislo H. parasuis de la cavidad nasal de cerdos de algunas
granjas SPF formadas por animales procedentes de cesarea en los ultimos 4 afios y sin haber
introducido ningin tipo de animal vivo durante ese periodo de tiempo. Se sugirié que el aire

podria haber sido la via de transmision en este caso (Smart et al., 1989).

Tabla 3. Prevalencia de los distintos serovares de H. parasuis aislados en Alemania y

Norteamérica.

SEROTIPO ALEMANIA ESTADOS CANADA
UNIDOS
1 © 4.1% 1.9% 2.4% -
2 i 5.5% 11.2% 3.9% '
3 - 1.4% 1.0% ~ 1.4%
4 '17.2% 14.5% 17.2%
5 0 23.8% 13.0% 33.3%
6 . 1.7% 0% , 0.8%
7 - 2.1% 4.3% 2.4%
8 - 0% 0% 0%
9 - 4.1% 2.5% 0%
10 ; 2.4% 1.9% 0.6%
11 - 2.4% 1.8% 0%
12 - 2.8% 11.2% 2%
13 . 4.5% 12.1% 9.2%
14 - 1.7% 12.1% 5.5%
15 ©0.7% 0.8% 0%
NT © 26.2% 11.7% 21.3%
Total
Aislamientos . 290 122 119

Las observaciones sobre transmision del microorganismo entre animales seropositivos y
animales seronegativos sugieren la existencia de 2 patrones de infeccién (Nielsen, 1980). Un
primer patréon de transmision supoﬁe la introduccion de H. parasuis en una granja libre de este

patogeno. En este caso se inicia un brote epizodtico de la enfermedad que empieza entre 1y
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14 dias después de la introduccion de la bacteria. Inicialmente se observan cerdos afectados
subitamente, que suelen morir sin lesiones aparentes, aunque en algunos casos la consistencia
friable de rifiones, higado y bazo, y las hemorragias en intestino pueden ser las unicas lesiones
presentes. Los casos de infeccion posterior en la granja ya se suelen manifestar con las
caracteristicas lesiones macroscopicas de enfermedad de Glisser. Un segundo patrén ocurriria
en los casos en que animales libres de H. parasuis procedentes de granjas de alta sanidad son
introducidos en granjas convencionales. En este caso, solo los cerdos introducidos sufriran
enfermedad, dado que serian inmunolégicamente virgenes frente a esta bacteria. En otros
casos, cuando la granja se encuentra enzodticamente infectada y la presion de infeccion es baja,
la inmunidad activa contra H. parasuis no se desarrolla hasta las 4 o 5 semanas, de manera que

los animales son susceptibles a padecer la enfermedad antes de alcanzar esa edad.

2.4 SINTOMAS CLINICOS

En este apartado seria conveniente destacar la diferencia entre los que se conmsiderarian
sintomas clinicos debidos a la enfermedad de Glisser (término que designa una entidad clinica
que patologicamente se define como una poliserositis fibrinosa o fibrino-purulenta) y los

debidos a la infeccion por la bacteria H. parasuis.

La infeccion por H. parasuis puede cursar con varios cuadros clinico-patologicos que

incluirian (Hoefling, 1994):

* poliserositis fibrinosa o enfermedad de Glisser
* septicemia sin lesiones de poliserositis
* miositis aguda de misculos maseteros

* alteraciones respiratorias
2.4.1 Poliserositis fibrinosa o enfermedad de Glisser

Esta entidad se caracteriza por una presentacion subita de signos clinicos, afectando a unos

pocos animales de la granja, basicamente a los de edad comprendida entre 5 y 12 semanas. Fl
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curso de la enfermedad es agudo o sobreagudo, siendo en muchos casos los animales mas

pesados de la piara los afectados (Nielsen y Danielson, 1975; Nicolet, 1992).

Estos sintomas suelen ser hipertermia, con rango entre 40.5 y 42°C, seguido de inapetencia,
apatia y anorexia. En muchos casos se produce un fallo de la circulacion periférica y es posible
la observacion de areas ciandticas en la piel (especialmente orejas, hocico y abdomen). El
edema subcutianeo en orejas y pélﬁados es también un hallazgo posible, acompaiiandose de
enrojecimiento de la conjuntiva ocular. La respiracion suele ser normal, pero en algunos casos
se observa disnea, descarga nasal serosa y taquicardia. Los animales afectados suelen ser
reticentes al movimiento o camiﬁan muy despacio y, en muchos casos, se aprecia un
abultamiento de alguna o de casi todas las articulaciones de las extremidades, especialmente
carpales y tarsales, siendo blandas y dolorosas al tacto. En algunos brotes epizodticos aparecen
animales con sintomas nerviosos de origen central sugestivos de meningitis, con temblor
muscular, incoordinacion, postracion, pedaleo, opistotonos, imposibilidad de levantarse y
convulsiones. En algunos casos se ha observado muerte subita sin ningun tipo de sintoma
previo (Neil et al, 1969; Nielsen y Danielson, 1975; Riley et al, 1977; Kobish et al, 1980;
Madsen, 1984; McDaniels y Caims,z 1990; Menard y Moore, 1990; Nicolet, 1992; Vahle et al.,
1994). ‘

La aparicion en los ultimos afios de técnicas de destete temprano medicado y modificaciones
de éstas han supuesto la obtencion de cerdos inmunolégicamente virgenes contra H. parasuis
y, por tanto, altamente susceptibleﬂs a padecer enfermedad de Glisser en caso de entrar en
contacto con portadores asilltométipos (Wiseman et al., 1989; Kirk Clark et al., 1994). Esto ha
supuesto un cambio tanto en la epidemiologia como en la clinica y el cuadro lesional de esta
enfermedad. En estos casos, los animales susceptibles pueden ser de cualquier edad, incluso
adultos, pasando a ser una enfermedad altamente contagiosa y de mortalidad variable entre el
15 y 75% de los cerdos afectados: Los sintomas que predominan son fiebre, tos en cerdas,
cojeras, inflamacién de articulaciones, sintomas nerviosos y muerte sibita, siendo el patron
tipico de poliserositis un cuadro lesional inconstante y tardio relativamente al resto de sintomas

(Menard y Moore, 1990).

69



2.4.2 Septicemia sin lesiones de poliserositis

Los casos en los cuales no se observa el tipico cuadro lesional pueden ser debidos a que el
proceso se encuentre en una fase previa o inicial a la enfermedad de Glisser. En este caso se
observan muertes sibitas en la granja, y en la mayoria de los casos el microorganismo podria
ser aislado de distintos puntos del animal (Nielsen, 1980). Estos casos suelen mostrar lesiones
macroscopicas minimas (hemorragias petequiales en algunos drganos) y lesiones microscopicas

en varios 0rganos asociadas a septicemia, con aislamiento de H. parasuis.

La literatura-muestra un caso en el cual no se aprecio la evolucion a poliserositis fibrinosa y los
intentos de reproducir la septicemia con el aislamiento inicial en animales convencionales de 8

semanas de edad no dieron ningun resultado positivo (Peet et al., 1983).

2.4.3 Miositis aguda de misculos maseteros

Esta forma de la enfermedad ha sido descrita una unica vez. Se caracterizo por afectar a cerdas
primerizas de una granja SPF con signos clinicos de hipertermia (41-42°C), inapetencia,
debilidad, ataxia, cabeza hinchada, blanda y con extensas areas de cianosis. Siete de 30 cerdas
afectadas por este proceso murieron en un periodo no superior a 48 horas desde el inicio de los
sintomas, y el Gnico resultado positivo de diagnéstico fué el aislamiento de H. parasuis

(Hoefling, 1991).

2.4.4 Alteraciones respiratorias

Cuadros respiratorios consistentes en tos y disnea no asociados a enfermedad de Glisser han
sido descritos acompaiiados del aislamiento de H. parasuis de los pulmones. No obstante, se
considera a este microorganismo como un agente bacteriano secundario que puede actuar

asociado a otros agentes (Little, 1970; Nicolet, 1992; Narita et al., 1994).

2.5 LESIONES

Las lesiones macroscopicas que caracterizan la enfermedad de Glisser son la poliserositis y

poliartritis fibrino-purulenta. La bronconeumonia catarral-purulenta aparece también con gran
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frecuencia en las infecciones por H. : \parasuis (Neil et al., 1969; Little, 1970; Riley et al., 1977,
Kobish et al., 1980; Madsen, 1984, Nascimiento y Fagundes, 1991; Nicolet, 1992; Pohle,

i

1992; Vahle et al., 1994). ;
Aparte de lesiones en serosas, axgiiculaciones y pulmén, también han sido descritas otras
alteraciones en misculos maseteros (Hoeﬂmg, 1991) y rifion (Riley et al,, 1977; Peet et al,,
1983). i

|
A continuacion se detallan las les"iones macro y microscopicas que pueden encontrarse en
distintos Organos, teniendo en cue%nta que en un mismo animal pueden estar presentas casi
todas ellas o solo algunas o, en algl;nos casos, solo una.

g
2.5.1 Pulmon y pleura :
La lesion macroscopica en la pieura se caracteriza por una inflamacién serofibrinosa
(habitualmente mas fibrinosa que serosa) La fibrina se dispone como membranas o capas que
pueden llegar a recubrir todo el pu]mon mostrando un color amarillento o amarillo-grisaceo.
Aunque este exudado puede presel;tar un aspecto muy seco, en muchos casos se acompaiia de
considerables volumenes de liquid@) serofibrinoso amarillento en la cavidad toracica (Palmer,
1991). Microscopicamente se observa la deposicion de fibrina en la pleura con grandes
cantidades de infiltrado mﬂamatono mixto caracaterizado por la presencia de linfocitos,
macrofagos y neutrofilos. Este tlpo de lesion puede ser vista ya en un intervalo de 38-84 horas
PI (Vahle et al, 1994). La infeccion experimental con H. parasuis ha revelado prevalencias
oscilantes de pleuritis fibrinosa en lios animales inoculados, moviendose entre rangos del 50% y
el 90% (Péhle et al., 1992; Vahle e‘f al,, 1994).

|
Muchos estudios han relacionadoi directa o indirectamente la presencia de H. parasuis en
pulmon como causante de consoglidaci(m craneo-ventral que microscopicamente se define
como bronconeumonia catarral-purulenta y, en los casos mas graves, fibrino-hemorragica
(Dungworth, 1991; Pohle et al., 19“92). No obstante, en infecciones experimentales el hallazgo
de esta lesion ha sido algo inconsta{;nte, pasando desde el 0% (Vahle et al., 1994) hasta el 77%
(Pohle et al, 1992) de los animales mfectados. En este ultimo caso se correlaciond
directamente la dosis de bacteria iiglocula'da con el tipo y localizacion de cambios neumdnicos;

i,

i
s
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en algunos casos, la bronconeumonia podia presentarse como lesion unica (Pohle et al. 1992).
Otros autores han correlacionado la via de inoculacién del microorganismo con la presencia de
neumonia, de manera que animales inoculados intraperitonealmente tenian mucho menor grado
de lesion que animales inoculados intranasalmente (Nascimiento y Fagundes, 1991). La
aparicion de edema pulmonar también ha sido descrita en las infecciones por H. parasuis

(Riley et al., 1977).

2.5.2 Corazén y pericardio

La infeccion por H. parasuis en animales susceptibles suele causar la deposicion de un
exudado fibrinoso o fibrino-purulento en la superficie pericardica, provocando un considerable
aumento de su grosor. La presencia de adherencias fibrinosas y/o fibrosas con la superficie
pleural son muy frecuentes (Palmer, 1991; Nicolet, 1992; Pohle et al., 1992). En un estudio
realizado con la infeccion experimental de 118 cerdos de 6-7 semanas de edad, la pericarditis

fué descrita en un 36% de los animales (Péhle et al., 1992).

También se han descrito, en un solo caso, la presencia de equimosis y petequias en epi y

endocardio (Riley et al., 1977).

2.5.3 Higado, bazo, estomago, intestinos y mesenterio

La inflamacion serosa o serofibrinosa de la capsula del higado, del bazo, de la serosa intestinal
y del mesenterio se suele designar genéricamente como peritonitis fibrinosa o serofibrinosa,
aunque en el caso del higado y del bazo se puedan Ilamar especificamente perihepatitis y
periesplenitis, respectivamente (Kobish et al., 1980; Nicolet, 1992). La fibrina presente en la
superficie de estos organos tiene las mismas caracteristicas macro y microscopicas descritas en
la pleuritis, y se considera un hallazgo relativamente frecuente en un 36% de los caéos de

infeccioén por H. parasuis (Pohle et al., 1992).
La prevalencia de peritonitis en infecciones por este microorganismo también se ha

correlacionado con la via de infeccion; en caso de inoculacion via intraperitoneal, se observa

mayor porcentaje de animales con peritonitis (Nascimiento y Fagundes, 1991).
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También se ha descrito una apariencia friable y congestiva del higado, congestion del bazo,
fundus gastrico frecuentemente infartado o congestivo, y mucosa del intestino delgado
congestiva y, frecuentemente, con sangre en el lumen (Riley et al., 1977; Palmer, 1991).

2.5.4 Articulaciones

Usualmente son mas de una las arﬁcﬂaciones afectadas y preferentemente las de los carpos,
tarsos y atlanto-occipital. Se trata de artritis y periartritis fibrinosa o fibrino-purulenta, con
marcada presencia de fibrina depos"itada en superficies articulares y aumento del volumen de
liquido sinovial, el cual se muestraf menos viscoso de lo habitual. El tejido periarticular suele
presentar-se-distendido y edematosc) (Riley et al., 1977, Palmer, 1991; Nicolet, 1992).

2,5.5 Cerebro y meninges

Se considera que las meninges son una de las serosas mas afectadas en esta enfermedad,
llegando, en algunos casos, a ser un hallazgo en casi el 80% de los animales infectados p(;r H
parasuis (Palmer, 1991).

En casos muy severos se puede apreciar macroscopicamente una ligera opacidad de las
meninges que cubren el cerebelo y area occipital del cerebro. Histologicamente el exudado
inflamatorio, en la mayoria de los éasos afectando casi solo el cerebro y no la médula espinal,
suele ser mis obvio en las meninges basales, pero también en los surcos entre
circunvoluciones en caso de mayor cantidad de depésito de exudado inflamatorio fibrino-
purulento. En la mayoria de los}' casos se aprecia un aumento del volumen de liquido
cefalorraquideo, caracterizado por ima tonalidad blanquecina y opaca, causada por la presencia
de leucocitos (Riley et al., 1977; Pa}lmer, 1991).

A nivel cerebral también ha sido descrita una meningo-encefalitis trombética caracterizada por
un prominente depésito de fibrina en las meninges, asi como en los vasos sanguineos. En otros
casos, un edema meningeo modera:do ha sido la \inica lesion hallada en sistema nervioso central

(Riley et al., 1977).
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2.5.6 Riiion

La lesion renal, en caso de haberla, es un claro indicador de'septicemia, y se caracteriza por la
presencia de hemorragias petequiales en el cortex renal y, en algunos casos, apariencia friable
del rifion y congeétién de la médula renal Histologicamente se puede observar trombosis
glomerular que interesa tanto a arteriola aferente como eferente. Estos trombos reaccionan

positivamente a tinciones de fibrina (Riley et al., 1977; Peet et al., 1983; Palmer, 1991).

2.5.7 Otros organos

Ganglios linfaticos: Se ha descrito la presencia de congestion (Riley et al., 1977).

Piel y tejido subcutaneo: Se ha descrito casos de trombosis en vasos de la papilas dérmicas
de la piel (Riley et al., 1977, Palmer, 1991) y edema y cianosis subcutanea (McDaniels y
Cairns, 1991; Hoefling, 1991).

Misculos Maseteros: Se ha constatado esporadicamente la presencia de exudado
serofibrinoso conteniendo elevado nimero de neutroéfilos, linfocitos y macrofagos en la fascia
de los misculos maseteros y en grasa subcutanea, extendiendose en el peri y endomisio de los

citados masculos (miositis) (Hoefling, 1991).

2.6 PATOGENICIDAD Y PATOGENIA

Aunque la enfermedad de Glisser sea una entidad clinico-patologica conocida desde hace casi

un siglo, su patogenia se desconoce en gran medida.

La relacion entre la capacidad patégena o virulencia y el serovar ha sido uno de los aspectos
mas estudiados (Von Rosner et al., 1991; Kielstein y Rapp-Gabrielson, 1992; Kielstem et al.,
1992; Rapp-Gabrielson et al, 1992b; Nielsen, 1993; Kielstein et al., 1994). Esta relacién ha
sido estudiada bajo distintos puntos de vista, incluyendo lugar de aislamiento, accién sobre
cerdos libres de patdgenos especificos (cerdos SPF), y accion sobre cobayas. La localizacion
de aislamiento puede ser de vital importancia, dado que algunos serovares solo se aislan de
algunas zonas, como de la mucosa nasal, donde probablemente se encuentran saprofiticamente,

mientras que otros se aislan de pulmén y otras localizaciones sistémicas, donde,
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probablemente, son causa de enfermedad (Kielstein y Rapp-Gabrielson, 1992). El efecto sobre
cerdos SPF y cobayas, animales égpecialmente sensibles a la infeccion por H. parasuis, es
valorado teniendo en cuenta el cuadro clinico generado, considerindose de mayor virulencia
aquellos serovares que causaban ' sintomatologia de mayor severidad (Kielstein y Rapp-
Gabrielson, 1992; Rapp-Gabxielsoﬁ et aL, 1992b). Segun los tres aspectos comentados, se

establecié una relacién virulencia-serovar (Tabla 4).

Tabla 4. Niveles de virulencia asociados a los distintos serovares de H. parasuis segin

estudios de aislamiento, accion sobre cerdos SPF y accién sobre cobayas.

VIRULENCIA SEROVARES

+++ (alta) 5
++ (media) 1,10, 12, 13, 14
+ (baja) 2,4,15 ]
_+/- (muy baja) 8
- (nuld) 3,6,7,9, 11

Las diferencias de patogenicidad% o virulencia han sido tradicionalmente asociadas a la
presencia de capsula (Morozumi :y Nicolet, 1986b), OMPs (Rapp et al, 1986), perfiles
proteicos o perfiles proteicos de células enteras (Morozumi y Nicolet, 1986a), pero en ningim
caso ha sido demostrado consistentemente que las diferencias de patogenicidad se relacionen

|
con estos factores. ]

Otros componentes que se han sugerido como posibles factores de virulencia serian la
presencia de proteina§ de membrana restringidas o reguladas por hierro (IROMPs). En
condiciones in vivo, H. parasuis produce sideroforos que secuestran hierro (necesario para su
multiplicacién) de la transferrina éérica, los cuales se unirian a las IROMPs, que actuarian
como receptores y permitirian la in:coxporacién de hierro al interior celular. Concretamente se
ha determinado la expresion de al ;nenos 3 IROMPs, con pesos moleculares de 74, 82 y 100
kdal, en H. parasuis (Morton y Williams, 1989). Las IROMPs han sido descritas también en
bacterias dependientes de factor V Ede la familia Pasteurellaceae, concretamente en Pasteurella
multocida en aves (Choi-Kim et al., 1991) y en cerdos (Zhao et al, 1995). Estas proteinas no

serian expresadas en condiciones in vitro dado que los medios de cultivo suelen contener
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cantidades considerables de hierro libre, mientras que si serian expresadas en medios de cultivo
selectivos restringidos en hierro (Choi et al, 1989). Ello supone que la infeccion in vivo
permitiria desarrollar anticuerpos anti-IROMPs, los cuales han resultado ser protectivos contra
la infeccion en algunos estudios (Choi-Kim et al,, 1991). No obstante, el papel real de la
patogenicidad de las IROMPs en caso de H. parasuis no ha sido aun clarificado.

Experimentalmente se han realizado distintos estudios con el objeto de reproducir la
enfermedad y estudiar su patogenia. En ellos hay una cierta variabilidad de origen de los
animales utilizados (cerdos gnotobidticos, SPF y procedentes de destete precoz medicado),
pero el denominador comiin en todos estos trabajos fué el hecho de utilizar animales con un
minimo de carga bacteriana y la posibilidad de que no hayan entrado en conmtacto con la
bacteria anteriormente al experimento. Con ello se ha podido reproducir experimentalmente la
enfermedad inoculando H. parasuis via intranasal (Riley et al., 1977; Nascimiento y Fagundes,
1991; Kielstein et al., 1994; Vahle et al., 1994), intratraqueal (Neil et al., 1969; Riley et al.,
1977; Pohle et al, 1992; Kielstein et al., 1994), intraperitoneal (Riley et al., 1977; Nascimiento
y Fagundes, 1991; Kielstein y Rapp-Gabrielson, 1992; Pohle et al., 1992; Kielstein et al., 1994)
e intravenosa (Kielstein et al, 1994). Los resultados de la mayoria de estas infecciones
mostraron que la extension de las lesiones asi como el tipo de serosas especialmente afectadas
eran valores dependientes de la dosis y via de inoculacion. Un estudio demostro que el grado
de lesion pulmonar (bronconeumonia catarral-purulenta) si era dependiente de la dosis de

mmoculacién, pero no la extension de la serositis fibrinosa (Péhle et al. 1992).

Igualmente, estos estudios mostraron que el componente neumotropico de H. parasuis aparece
casi exclusivamente en aquellos casos donde la inoculacion fue intranasal o intratraqueal (Riley

et al., 1977; Nascimiento y Fagundes, 1991; Pohle et al., 1992; Kielstein et al., 1994).
La aparicion de sintomas clinicos varia segun via de inoculacion, pero pueden apreciarse desde
las 72 horas PL En caso de utilizar dosis elevadas de bacteria (>10’ UFC/ml), los sintomas

clinicos pueden desarrollarse en 24 horas (Vahle et al., 1994).

La rinitis observada experimentalmente, de moderada a intensa desde las 12 horas PI (Vahle et

al, 1994) y los datos procedientes de estudios de matadero, en los cuales el 98% de los
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aislamientos de H. parasuis realizados correspondieron a muestras de hisopos nasales (Moller
et al., 1993), sugieren que la mucosla nasal es el punto inicial de colonizacion bacteriana. Tras
la colonizacién nasal, es necesaria la entrada a circulacién sanguinea para poder producir lesién
en distintos puntos del organismo. Este hecho se confirma por el aislamiento de H. parasuis en
sangre ya antes de las 36 horas PI (Vahle et al., 1994). Posteriormente la bacteria se multiplica
en superficies serosas como la ple{xra, pericardio, peritoneo, sinovias articulares y meninges,
causando las tipicas lesiones dega poliserositis fibrino-purulenta y poliartritis. Aunque la
multiplicacion se produzca en mﬁltiples puntos, la recuperacion de la bacteria suele ser

esporadica, probablemente debido a la dificultad del cultivo laboratorial (Vahle et al., 1995).

Uno de los principales interrogantes sobre la patogenia de H. parasuis es como logra la
bacteria colonizar la mucosa respifatoﬁa y que eventos se producen para que pueda pasar al
torrente circulatorio. En la patdgenia de infecciones por algumas especies del género
Haemophilus, 1a adhesién del agente patogeno a la superficie de células epiteliales es una
condicion esencial para la colonizaf:ién y posterior invasion de los tejidos (Stephens y Farley,
1991; Munch et al., 1992). Mediénte estudios de microscopia electronica se ha descrito la
expresion en condiciones de cultiij/o in vivo, por parte de H. parasuis, de unos filamentos
conocidos con el nombre de fimbrias, los cuales no son expresados en condiciones de cultivo
in vitro (Munch et al., 1992). Se }1a sugerido que estas fimbrias puedan facilitar la adhesion
inicial del microorganismo a la superficie de las células epiteliales, tal como ya se ha descrito en
H. influenzae tipo b, causante de graves septicemias en la especie humana, especialmente en

nifios (Van Alphen et al., 1988; Farley et al., 1990).

En el caso de H. influenzae tipo b se ha sugerido que el esquema patogénico consiste en la
inhalacion de la bacteria, asociaci6;1 al mucus del tracto respiratorio, citotoxicidad consistente
en pérdida de uniones entre células epiteliales, pérdida de cilios y ciliostasis, adhesion selectiva
a células epiteliales no ciliadas, multiplicacion y formacién de microcolonias en la superficie
epitelial, invasion del epitelio por una via intercelular y paso de la bacteria a submucosa que,
por extension, supondria el paso ‘_‘a circulacion general provocando bacteriemia (Stephens y

Farley, 1991; Moxon y Wilson, 1991).
|
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El paralelismo entre H. parasuis y H. influenzae tipo b se basaria en el hecho de poseer ambas
fimbrias, paso previo a la colonizacién del epitelio del tracto respiratorio, pero hasta el
momento no se ha realizado ningin tipo de estudio que haya relacionado la presencia de
fimbrias con la capacidad patogénica de H. parasuis in vivo o serotipo. No obstante,
contrariamente a H. influenzae tipo b (Moxon y Wilson, 1991), en H. parasuis no hay
correlacion entre la presencia de capsula y virulencia del serotipo (Rapp-Gabrielson y
Gabrielson, 1992).

Otra de las primeras lineas de defensa contra los agentes patogenos que penetran en el
organismo via inhalatoria la forman los macrofagos alveolares pulmonares, los cuales, por sus
caracteristicas fagociticas protegen al organismo contra la mvasién bacteriana, produciendo
ademas citoquinas como IL-1 que intensifican la reaccion inflamatoria del hospedador por
estimulacién de linfocitos T (Kessinger et al., 1987). También los macrofagos intravasculares
pulmonares, adheridos a la superficie endotelial de capilares pulmonares, son un punti) de
defensa central en las infecciones de bacterias, especialmente gram-negativas, gracias a la
posibilidad de fagocitar y lisar a éstas, procediendo a su eliminacion del tracto respiratorio
(Chitko-McKown et al, 1991). Por ello, la alteracion de alguna de estas poblaciones
macrofagicas, imdn’a suponer la facilitacion de entrada y diseminacion de agentes patogenos,

causando septicemia.

2.7 DIAGNOSTICO

Tradicionalmente, la enfermedad de Glisser ha sido diagnosticada a través de las tipicas
lesiones de poliserositis y poliartritis fibrino-purulentas y el posterior aislamiento de 4.
parasuis de fluidos asociados a estas lesiones o de los propios organos afectados (Nicolet,
1992; McDaniels y Cairns, 1991). No obstante, también es sabido que la infeccion por este
microorganismo puede presentarse con otros cuadros lesionales, de manera que, en muchos
casos, no se intentaria aislar especificamente esta bacteria, y el diagndstico etiologico no seria
posible; este hecho supondria una infravaloracion bastante marcada de la presencia real de A.
parasuis como agente patologico (Peet et al., 1983; Hoefling et al., 1991). En otros casos, el

diagnostico de enfermedad de Glisser por las lesiones macroscopicas observadas puede
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sobrevalorar la presencia de H. parasuis, dado que existen otras enfermedades que cursan con

el mismo tipo de lesiones macroscopicas (Nicolet, 1992).

De todas maneras, actualmente s¢ acepta que el diagnostico de enfermedad de Glisser se
puede realizar basandose en la historia clinica, sintomas y lesiones, por deteccién de antigeno y

por deteccion de anticuerpos.

2.7.1 Historia clinica, sintomas y lesiones

La coincidencia de aspectos de manejo como la mezcla de animales de distinto origen (y
‘consecuentemente de niveles inmunitarios y de colonizacion por H. parasuis mmy variables),
sintomas clinicos mas o menos inéspeciﬁcos pero que incluyen fiebre, inapetencia, letargia,
sintomas nerviosos centrales, depai;peramiento progresivo de los animales y muertes stbitas, y
presencia de lesiones de poliserosit;,is y/o poliartritis fibrinosa o fibrino-purulenta en algunos de
los animales necropsiados, son una serie de hallazgos que orientan al diagnéstic;) de
enfermedad de Glisser (McDaniels y Cairns, 1991; Nicolet, 1992; Vahle et al., 1994; Vahle et
al., 1995).

A pesar de ello, algunas infecciox;es sistémicas como poliserositis por Strepfococcus suis o
Moycoplasma hyorrhinis pueden confundir este diagnostico, de manera que se recomienda que

en todos los casos se intente realizar alguna técnica de deteccion de antigeno (Nicolet, 1992).

2.7.2 Deteccion de antigeno

A este nivel se contemplan basicamente 2 tipos de técnicas: aislamiento bacteriano e
mmunocitoquimica sobre tejido ﬁjado en formol e incluido en parafina. La gran ventaja de
realizar el aislamiento bacteriano es la posibilidad de que posteriormente se pueden aplicar una
serie de técnicas laboratoriales que permiten caracterizar serotipo o patrén proteico de esta

bacteria y relacionarlo con su capacidad patogena.

El aislamiento bacteriano se sﬁele realizar a partir de liquidos de cavidades corporales
(liquido cefalorraquideo, peritoneal, toracico, pericirdico y articular), hisopos nasales y
traqueales, y tejido pulmonar, per6 no se considera una prueba de muy alta sensibilidad, dado

que el microorganismo es bastante dificil de aislar y, ain en casos experimentales acompaiiados
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de poliserositis y otras lesiones tipicas, en algunos casos no se logra el aislamiento (Neil et al,,

1969; Riley et al., 1977; Nicolet, 1991; Vahle et al., 1995).

Los medios utilizados para este aislamiento suelen ser (Pijoan et al., 1983; Rapp et al, 1985;
Moller et al., 1993):

* agar-triptosa conteniendo el 5% de sangre desfibrinada de caballo (agar-sangre).

* medio selectivo de Gilbride & Rosendal, el cual contiene agar-tripticasa-soy, 5% de sangre
desfibrinada de caballo, 1 pug de cristal violeta por ml., 1 pg. de lincomicina por ml., 128 pg. de
bacitracina por ml y 100 pg. de NAD por ml.

* caldo de BHI (infusién de corazon y cerebro) conteniendo 5% de suero de caballo, 5% de
extracto de levadura, 0.5 pg/ml de lincomicina, 1.5 pg/ml de bacitracina y 100 pg/ml de NAD.

* M96, medio ‘de micoplasmas conteniendo 128 pg/ml de bacitracina.

El cultivo no selectivo de agar-sangre debe realizarse con la siembra concomitante de una linea
de alguna especie de Staphylococcus (usualmente S. aureus), con la funcién de aporte de
NAD. Este primer aislamiento se realiza a temperatura de 37°C en una atmosfera de 5% de
dioxido de carbono y dejando un periodo de incubacion entre 24 y 48 horas. En caso de
crecimiento positivo, se aprecian unas colonias no mucosas a ambos lados de la estria de S.

aureys de un tamaiio muy pequeiio (entre 0.2 y 1 mm).

El resto de medios de cultivo se trata de caldos enriquecidos y selectivos, en que la presencia
de antibidticos sirve para potenciar el crecimiento de H. parasuis en detrimento de otros

MiCTOOTZanismos.

A partir del aislamiento de la bacteria, posteriormente se realizan una serie de pruebas
bioquimicas que permiten identificar 1a especie y otras técnicas que permiten identificar serovar
(test de égar-gel precipitaciéon) (Morozumi y Nicolet, 1986; Kielstein y Rapp-Gabrielson,
1992) o patrones proteicos (SDS-PAGE o “Fingerprinting” por endonucleasas de restriccion)
(Morozumi y Nicolet, 1986; Smart et al., 1988; Smart et al., 1993).
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La inmunocitoquimica sobre tejidos fijados en formol e incluidos en parafina ha sido una
técnica inmunoldgica standard de avidina-biotina sobre tejido, utilizada esporadicamente con el
unico objeto de caracterizar lesiones pulmonares debidas a H. parasuis. El antigeno bacteriano
ha sido hallado asociado a lesié)nes neumodnicas purulentas, citoplasma de neutrofilos,
macrofagos intersticiales y algunos ?nacréfagos alveolares (Narita et al. 1994).

!
2.7.3 Deteccion de anticuerpos }
Actualmente existen distintas pruebas de serologia para H. parasuis, con la limitacién de que
no se dispone de técnicas que reiconozcan especificamente los distintos serovares, con la
dificultad afiadida de que existen ci@artas reacciones cruzadas entre algunos serovares (White et
al, 1995). |
Las técnicas desarrolladas hasta ahbra han sido la fijacion de complemento, ELISA indirecto,

con modificaciones, y test de inmunofluorescencia sobre portaobjetos.

La fijacién de complemento es una técnica que permite detectar anticuerpos frente a H.
parasuis sobre los 6-8 dias PI en' caso de infecciones experimentales, pero se trata de una
técnica de lectura subjetiva y de sensibilidad y especificidad intermedia (Nielsen y Danielson,
1975). 5

El ELISA indirecto es la técnica‘?f serologica mas utilizada para la deteccion de anticuerpos
anti-H. parasuis. En una primera ciescn'pcién de esta técnica (Smidt et al., 1984) se utiliza un
antigeno bacteriano no testado en cuanto a su patogenicidad o serotipo, obteniendo unos
resultados relativamente poco espeéiﬁcos y sensibles, dado que se daba reaccion cruzada con
A. pleuropneumoniae. Recientemente se ha descrito otro ELISA indirecto en el que se utiliza
como antigeno un serovar reconocidamente patogeno de H. parasuis, obteniendo niveles
aceptables de especificidad y sensibilidad, aunque no se descarta la reactividad cruzada entre
serovares y por tanto puede no sefr util en la discriminacion entre serovares patogenos y no
patogenos (Méndez-Trigo, 1994). :No obstante, ésta no es una prueba de disponibilidad muy

frecuente en laboratorios de diagnéstico.
i
‘s
&

l
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Finalmente, ha sido descrito un test de inmunofluorescencia sobre portabojetos. Esta
prueba utiliza como antigeno un serovar 5 de H. parasuis, aunque hasta el momento se trata de
una prueba usada para sueros procedentes de animales infectados experimentalmente con el
mismo serovar y que ha demostrado una alta especificidad pero una sensibilidad media (Solano

y Pijoan, 1994).

2.8 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

A través de lé sintomatologia clinica y de las lesiones halladas macroscépicamente, la infeccion
por H. parasuis puede ser confundida con otros tipos de procesos bacterianos. Basicamente
con aquellos que producen enfermedad septicémica, y mas concretamente con aquello capaces
de desarrollar un cuadro lesional de poliserositis fibrinosa (McDaniels y Caims, 1991; Nicolet,
1992). ’

De las enfermedades que se han descrito que pueden cursar con poliserositis fibrinosa o
fibrino-purulenta cabe destacar la infeccion por Strepfococcus suis tipo II (Sanford y Higgins, .
1992), Mycoplasma hyorrhinis, Actinomyces pyogenes y Escherichia Coli (Barker, 1991). No
obstante, se considera a S. suis tipo II como un microorganismo que basicamente produce
lesion nerviosa; la inoculacion intravenosa o intraperitoneal se ha relacionado con el proceso
de poliserositis, pero esta es una via de infeccion considerada no natural. A. pyogenes y E. coli
son microrganismos que causan basicamente peritonitis, secundaria en la mayoria de casos a
procesos inflamatorios relacionados con la castracion. Se considera a la infeccion por M.
hyorrhinis como la mas facilmente confundible con la enfermedad de Glisser, y méslpor el
hecho de que éste es también un microorganismo asociado a neumonia en cerdos; no obstante,
este tipo de micoplasmosis supone un cuadro generalmente mas moderado y cronico, y no se
suele acompaifiar de cuadros nerviosos centrales. Siempre es necesario la confirmacion

microbiologica para el diagnostico final (Nicolet, 1992).
En caso de que la sintomatologia nerviosa sea la que predomine, sera necesario establecer un

diagnostico diferencial con la meningitis producida por §. suis tipo II, enfermedad de los

edemas (enterotoxemia causada por E. coli), intoxicacion por sal y cuadros nerviosos
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producidos por agentes viricos tales: como enfermedad de Aujeszky y enfermedad de Teschen-

Talfan (McDaniels y Caims, 1991; ﬁicolet, 1992).

i
4

El tipo de neumonia asociada a H. parasuis, bronconeumonia catarral-purulenta de
distribucién craneoventral, mchun? como diagnostico diferencial a la mayoria de agentes
bacterianos y micoplasmas que producen lesiones neuménicas en los cerdos. No obstante, cabe
tener en cuenta la presencia concomitante de otras lesiones que orienten el diagndstico de
 infeccién por H. parasuis (Dungwofnh, 1991).
La miositis fibrino-purulenta de mﬁﬁculos maseteros no admite confusion, dado que en el cerdo
no se ha diagnosticado este wadfo méis que una vez y asociado a H. parasuis (Hoefling,
1991). s
2.9 INMUNIDAD Y fROTECCI;(')N

|
Se admite que la proteccion frent?e a H. parasuis viene determinada por la existencia de
mmunidad humoral en el hospedadbr (Nielsen y Danielson, 1975). La enfermedad de Glisser
ha sido asociada a bajos niveles de anticuerpos circulantes. La tendencia a mantener
poblaciones porcinas aisladas con{el objeto de obtener animales colonizados por el menor
numero de patogenos posibles (porgproduccién en varios sitios, destete temprano medicado,...)
reduce la oportunidad de adquirir ix;munidad contra H. parasuis por falta de exposicion (Rapp-
Gabrielson et al., 1994) |
A través de varios estudios relacionados con el establecimiento de mmmnidad y reaccién
cruzada entre los distintos serovarefs de H. parasuis se ha podido conchuir que las cepas de esta
bacteria difieren claramente en V_Pimlencia e mmunogenicidad para el cerdo, y que estas
- diferencias parecen asociadas al serovar capsular (Kielstein y Rabfach, 1991; Miniats et al,
1991a,b; Nielsen, 1993; Kocur etgi al., 1994; Rapp-Gabrielson et al., 1994a,b; White et al.,

1995). ;.‘
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En los primeros estudios de inmunidad cruzada se comprobd que habitualmente se produce
una inmunidad adecuada frente a desafios homélogos, pero que la proteccion cruzada es un
fenémeno que ocurria con menor frecuencia e intensidad para la mayoria de serovares

(Kielstein y RabfBach, 1991).

En otros estudios se mostro que una bacterina preparada con una aislamiento de H. parasuis
del cual se habia demostrado previamente su patogenicidad, proporcionaba proteccion contra
ese mismo serovar. Sin embargo, en experimentos de vacunacion con 2 cepas de alta virulencia
y otra de baja virulencia, se observo que las dos primeras protegian tanto homéloga como
heterologamente contra las otras dos cepas (de alta y baja virulencia), mientras que los
animales vacunados con la cepa de baja virulencia quedaban protegidos homoélogamente y soélo
contra una de las cepas de alta virulencia. A pesar de que en estos estudios no se tuvo en
cuenta el serovar concreto de cada cepa, si pudo concluirse que las cepas utilizadas diferian en
su antigenicidad, y que virulencia e inmunoproteccion eran parametros relacion-ados
positivamente. Asimismo, los anticuerpos detectados en suero eran contra OMPs de la

bacteria, pero no contra lipopolisacarido o polisacaridos capsulares (Miniats et al., 1991a,b).

Experimentos consistentes en la inoculacion de cerdos con serovares del 1 al 7 y la
observacion de los titulos generados para cada uno de esos serovares por la prueba de fijacion

de complemento (FCT) dieron los resultados mostrados en la Tabla 5 (Nielsen, 1993).

Tabla 5. Resultados serolégicos de fijacion de complemento para distintos serovares

realizados a partir de sueros de animales inoculados con un serovar concreto.

SEROVAR FCT POSITIVO PARA
INOCULADO - LOS SEROVARES

1 ly3

2 2,4,5y7

3 ly3

4 2,4,5y7

5 2,4,5,6y7

6 2,4,5,6y7

7 2,4,5,6y7
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Estos experimentos sugieren la posibilidad de proteccién cruzada entre algunos serovares,
como posteriormente se comprob;’) mediante un desafio con una cepa de serovar 5. La
proteccion se extendia también a axx%&males que habian sido vacunados inicialmente con serovar
3. A partir de estos datos se sugmo que los anticuerpos detectados por la prueba de FCT
permitian diferenciar 2 grupos de szerovares antigénicamente relacionados: el formado por los
serovares 1y 3, y el formado por el 2,4, 5,6y 7, pero que estos anticuerpos no son los que
reconocen epitopos relacionados cojﬁ virulencia (Nielsen, 1993).

Los estudios vacunales y de inmuii?ﬁdad mas recientes han concluido, confirmando trabajos
anteriores, que las bacterinas de H‘ parasuis pueden conseguir una buena proteccion serovar-
especifica y, en algunos casos, cieéto nivel de proteccion frente a serovares heterdlogos. La
utilizacién de una bacterina de H. vaarasuis elaborada con los serovares 4 y 5 protegia de la
aparicion de lesiones de la enfermédad de Glisser en animales desafiados con los serovares
homélogos, en comparacién con l(ji)s grupos no vacunados. Asimismo, proporcionaba cierto
grado de proteccién a los animales:inoculados con serovares 13 o 14. No obstante, la misma
bacterina no protegia contra la inféccién post-vacunacion con los serotipos 2 y 12. Es mas,
bacterinas elaboradas con estos dos wltimos serovares fueron usadas con un posterior desafio
homélogo, y se demostrd que los d(é)s serovares son virulentos y que en la mayoria de los casos
no son protectores ni siquiera contr%l el mismo serovar (Kocur et al., 1994; Rapp-Gabrielson et
al, 1994a,b; White et al., 1995). A partir de estos resultados quedé claro que los epitopos
inmundgenos de H. parasuis no se encuentran del todo definidos, aunque parezcan incluir
determinantes que suponen especificidad de serovar y de reaccién cruzada con algunos
serovares. Ademas, la virulencia dé la cepa no nos asegura que su uso como bacterina sea
totalmente eficaz. Quizas el hecho?; de que algunas cepas virulentas sean poco inmunogenas
pueda explicar parcialmente porque: las bacterinas autdgenas no siempre son eficaces (White et
al, 1995).

:
2.10 TRATAMIENTO Y PREVENCION

1

La instauracion de medidas terapét}ticas lo mas tempranamente posible una vez detectada la

infeccion es fundamental para el cmitrol de la misma. Se recomienda un tratamiento parenteral,
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el cual deberia ser repetido en intervalos de 24 horas. Ademas, se considera necesario tratar a
todos los animales del grupo en el cual se hayan detectado algunos afectados clinicamente y, en
muchos casos, se requieren elevadas dosis con el objeto de permitir la penetracion por difusion

de antibidticos a liquido cefalorraquideo y cavidad articular (Nicolet, 1992).

I
|

H. parasuis es habitualmente sensible a penicilina, ampicilina, cloramfenicol, cotrimo‘xaz'ol
(trimetroprim + sulfonamida), bacitracina, estreptomicina y tetraciclinas, consideréndf‘ose a
éstas wltimas como los antibidticos de eleccion. Aminoglicosidos y sulfamidas son menos
efectivas, al menos in vitro. No obstante, se considera que la mejor actuacion supone la

realizacion de un antibiograma para cada caso (McDaniels y Caims, 1991; Nicolet, 1992).

A nivel preventivo es necesario tomar una serie de medidas que, basicamente, incluyen manejo
y vacunacion.

[
En cuanto al manejo se recomienda no mezclar animales procedentes de distintos origenes,
especialmente si uno de los grupos es libre de patogenos especificos (SPF), dado que el estado
inmunitario y de colonizacién por H. parasuis puede ser muy variado. También se recomienda

una reduccion de las situaciones de estrés (McDaniels y Cairns, 1991; Nicolet, 1992;). En

~algunos casos se recomienda el uso de tetraciclinas en el pienso y/o agua para anjma]%gs de

transicion en general y recién destetados especialmente, con una duracién de tratamiento de 3
0 4 semanas (Hill et al., 1993). |
La vacunacion se basa en el uso de bacterinas autégenas derivadas de un cultivo dle H
parasuis procedente de la granja, y se recomienda su uso a las 3 y 1 semanas antes de refalizar
un cambio de local de los animales. En algunos casos se logro una proteccion total, de manera
que no hubo infeccion (Wiseman et al., 1989), pero también es sabido que para ciertos
|
serovares, especialmente 2 y 12, 1a proteccion homoéloga es muy discutible (White et al., 1995).
Experimentos recientes han mostrado que la vacunacion de cerdas en el ultimo tercio de
gestacion es otra alternativa. Lechones vacunados o no, procedentes de cerdas vacunadafs, no .

desarrollaron enfermedad clinica aunque cierto porcentaje de animales mostraron niveles
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variables de neumonia, mientras que lechones vacunados o no, procedentes de cerdas no

vacunadas, desarrollaron enfermedad de Glisser (Solano et al., 1996).
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CAPITULO 3:

INTERACCION VIRICO-BACTERIANA
EN ENFERMEDADES RESPIRATORIAS
PORCINAS




3.1 INTRODUCCION

En términos de enfermedades que afectan a la especie porcina se reconoce que las alteraciones
patologicas mas frecuentes se centran en el aparato respiratorio. El pulmén, especificamente,
es un 6rgano diana para una gran cantidad de agentes etiologicos que tienen una via de e?ltrada
aerdgena. De hecho, la neumonia es considerada como la enfermedad mas costosa que afecta a
cerdos de transicion y engorde (Plana-Duran et al., 1985; Straw, 1992; Pointon et al, 1992).
Ademas, una cantidad muy importante de microorganismos se relacionan con la capaci(iad de
producir y/o complicar enfermedad respiratoria en el cerdo (Tabla 1) (Halbur et al, 51992;
Done et al.,-1993; Higgins, 1993; Nicolet, 1993). i
|

Tabla 1. Principales agentes infecciosos asociados a la produccion y/o complicacion de

enfermedad respiratoria en cerdos
VIRUS ' BACTERIAS
Influenza: HIN1 Pasteurella multocida tipo A |
HIN1 variante tipo D
H3N2 Bordetella bronchiseptica |
Aujeszky Streptococcus suis :
Sindrome Resp. y Repr. Porcino (PRRS) | Actinobacillus pleuropneumoniae
Peste Porcina Clasica (PPC) Haemophilus parasuis
Citomegalovirus Porcino Salmonella cholerae-suis
Coronavirus Respiratorio Porcino (PRCV) | Chlamydia psittaci
Adenovirus
Paramixovirus Porcino
Encefalomiocarditis (EMCV)
MICOPLASMAS PARASITOS / HONGOS 1
Mycoplasma hyopneumoniae Ascaris suum f
Mycoplasma hyorrhinis Metastrongylus spp. ;
Pneumocystis carinii |

De todos los microorganismos citados, con solo algunos de ellos se ha demostrado

experimentalmente la existencia de sinergias y asociaciones en las cuales se logra la
i

potenciacion de enfermedad respiratoria o del cuadro gemerado por el microorganismo

secundario. El objetivo basico de esta parte es establecer los mecanismos basicos por los cuales
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se puede producir este tipo de interaccidn, centrada entre virus y bacterias en general, y

especificamente en el cerdo.

3.2 MECANISMOS DE DEFENSA DEL APARATO RESPIRATORIO

Dada su conexion con el medio externo, el tracto respiratorio es un aparato dotado de una
amplia variedad de mecanismos de defensa contra agentes infecciosos, toxicos y alergenos
"(Green et al., 1977; Herscowitz, 1985; Christensen y Mousing, 1992). Tradicionalmente estos
mecanismos-han sido divididos en especificos y no especificos segun 1la participacion o no del

sistema inmunoldgico, respectivamente (Green et al., 1977).

3.2.1 Mecanismos de defensa inespecificos
Este tipo de mecanismos se encuentran representados por 3 funciones basicas: filtracion

aerodinamica, motilidad ciliar y secrecion mucosa y, finalmente, fagocitosis.

a) Filtracion aerodinamica

El tracto respiratorio es una estructura tubulo-alveolar con miltiples subdivisiones que
permiten una rapida dispersioén del aire entrante (Green et al., 1977). Mientras que la piel es un
organo perfec'tamente adaptado a prevenir la invasion de agentes potencialmente daiiinos y con
- una superficie aproximada de 1.8 m?, la superficie epitelial del tracto respiratorio actua como
una membrana de difusion selectiva que, en la especie humana, puede llegar a tener mas de 100
m’ de superficie (Christensen y Mousing, 1992). La mayoria de particulas que entran a través
de los orificios nasales impactan en las porciones anteriores del aparato respiratorio, de manera
que a nivel alveolar dificilmente pueden llegar particulas con didmetros superiores a 2 pm

(Pijoan, 1993).

b) Motilidad ciliar y secrecion mucosa

El arbol respiratorio se encuentra tapizado de un epitelio seudoestratificado cilindrico ciliado
que se extiende desde la naso-faringe hasta bronquiolos secundarios (Banks, 1992). Los cilios
actuan como organo de remocion de particulas extrafias en ausencia de patologia, de manera

que la probabilidad de colonizacion e infeccion se reduce considerablemente. Este efecto es

94



1
|
|

facilitado por la secrecién de una substancia mucosa que contiene componentes bacteﬁcidas y
bacteriostaticos como lisozima, transferrina, fibronectina (facilita la fagocitosis y dismin}lye la
adhesion bacteriana) y factores del sistema de complemento (Babiuk et al., 1988), y que fluye
por efecto de los cilios en direccion a la faringe a una velocidad aproximada de; 4-15

mm/minuto, siendo deglutida finalmente (Done, 1988). 1
1

c) Fagocitosis [

La presencia de células del sistema mononuclear fagocitico en el pulmon constituye la principal
linea de defensa inespecifica, siendo a la vez una conexion directa con los mecanismios de
defensa inmunologicos o especificos. En ausencia de alteraciones patologicas, de un lhvado
broncoalveolar se recuperan entre 5x10° y 10° células, de las cuales el 95% o mis
corresponden, a través de técnicas con anticuerpos monoclonales, a macréfagos alveolares
(PAM); el resto de células son linfocitos, polimorfonucleares neutréfilos (PMNN) y eritrocitos.
Ademas, recientemente se han descrito distintas subpoblaciones de macrofagos alveolares con

caracteristicas morfologicas y funcionales distintas, incluyendo su capacidad fagocitica (Choi et
al,, 1995).

El proceso de fagocitosis comprende varias fases, incluyendo la adhesion o interaccion de la

célula con la particula extrafia, su incorporacion en el interior celular (ingestion) formando un
fagosoma, fusion de este fagosoma con lisosomas (obtencion del fagolisosoma) y digestion de
- 1a particula via enzimitica y especies reactivas de oxigeno (en caso de digestiéon de particulas
vivas se utiliza la denominacion de “muerte intracelular”) (Ueda et al., 1981; Ito et al., 1981).
La actividad de “muerte intracelular”, basicamente referida a bacterias, se encuentra facilitada
por efecto del surfactante (producto de secrecién de neumocitos tipo II), el cual, poér otra
parte, tiene una actividad anti-bacteriana importante frente a gérmenes gram-positivoé. Los
PAM también manifiestan actividad antivirica, mediada especificamente por interferon (jIFN),

secreciéon de factores quimioticticos para otras células fagociticas y del sistema inmune,

citoquinas (interleuquinas, factor de mnecrosis tumoral (TNF), factor de crecin!niento
transformante  (TGF 8) y factores estimulantes de colonias) (Adams y Hamilton, 19?2), y
mediadores solubles como la fibronectina y factores del sistema de complemento (Babiuk et

al, 1988). '
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Finalmente, una ultima linea de defensa inespecifica pulmonar es la constituida por macréfagos
intravasculares pulmonares (PIM), también componentes del sistema mononuclear fagocitico,
los cuales se encuentran adheridos a la superficie luminal de los capilares pulmonares. Estos
macréfagos se han descrito solo en algunas especies de mamiferos domésticos y la especie
~ humana, y se considera que tienen una gran> importancia en la especie porcina (Chitko-
McKown y Blecha, 1992). Concretamente se les ha relacionado con efectos de citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC), actividad bactericida (basicamente de gérmenes
gram negativos), fagocitosis y produccion de una amplia variedad de citoquinas (Bertram,
-1986; Chitko-McKown et al., 1991, 1992).

3.2.2 Mecanismos de defensa especificos o inmunolégicos
Aunque el pulmén no es un drgano linfoide, este contiene un elevado nimero de linfocitos que

pueden encontrarse en distintos compartimientos (Pabst y Binns, 1994):

* compartimiento intravascular pulnionar
* intersticio pulmonar
o t;:jido linfoide asociado a bronquios (BALT)
* Qompartimiento intraepitelial y lamina propia del bronquio

* espacio broncoalveolar

La respuesta inmunolégica se manifiesta como secrecion de mmunoglobulinas (inmunidad

humoral) y como respuesta inmune mediada por células (inmunidad celular).

a) Inmunidad humoral

La inmunoglobulina predominante en el aparato respiratorio es de tipo A (IgA), aunque se
supone que, en muy bajos niveles, también se encuentra IgM, que es de mayor importancia en
animales recién nacidos y en respuesta inmune temprana. En las porciones mis inferiores del
tracto respiratoﬁo, cerca del alveolo, las IgG son las predominantes y tienen un origen sérico.
En caso de infestaciones parasitarias y especialmente por Metastrongylus spp., los anticuerpos

generados son de tipo IgE (Green et al., 1977; Christensen y Mousing, 1992).
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La presencia de estas inmunoglobulinas es fundamental como agentes neutralizantes de afgentes
infecciosos y como facilitadores de la fagocitosis a través de la opsonizacién de estos agentes

(Babiuk et aL, 1988).

b) Inmunidad celular
Este tipo de defensa se encuentra representado por linfocitos T, células asesinas naturales
(NK) y macréfagos activados, y se asume que es de vital importancia en el caso de infecciones

respiratorias viricas (Christensen y Mousing, 1992). ;

3.3 CONCEPTOS GENERALES DE PATOGENIA DE LA INTERACCION ViR%ICO-
BACTERIANA |

Existe evidencia clinica, epidemioldgica y experimental indicativa de que las infecciones \{zi;icas
respiratorias predisponen a la aparicién de neumonias bacterianas (Warshauer et al., 1977); la
presencia de lesion pulmonar de origen virico puede promover la invasion secundafxia de
bacterias y, a la vez, interferir con los mecanismos normales de remocion bacteriana (Sl?uson,
1982; Babiuk et al, 1988). Este efecto ha sido especialmente estudiado en el caso de los
ratones y con los virus de la Influenza y Parainfluenza 1 (virus de Sendai) (Warshauer et al,

1977; Jakab y Warr, 1981; Jakab, 1982).

Para muchos virus de tropismo respiratorio, y en las fases agudas de infeccién, las cj:élulas
epiteliales del tracto respiratorio aparecen como una de las localizaciones pﬁncipaies de
replicacion. En estas areas se establece un proceso de degeneracion del epitelio c111ar con
posterior descamacion, dejando solamente una capa basal de células de reemplazo. El gr;’rtdo de
lesion histologica maximo suele aparecer a los 7 dias PI virica, donde las vias respirato}ias se
encuentran parcial o totalmente ocluidas por la presencia de células epiteliales degeneradas y
células inflamatorias mononucleares procedentes de areas peribronquiales intensamente
infiltradas. En el parénquima pulmonar se observa hiperemia y aumento del grosor de los
tabiques interalveolares, con infiltracion intersticial de leucocitos y trombosis capilar (Jakab,
1982). La duracién y severidad del proceso patologico depende directamente de la canti(flad de
virus que pueda llegar a las porciones inferiores del tracto respiratorio (Babiuk et al., l}1988).

¥
H
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Habitualmente, el efecto dafiino del virus empieza a declinar sobre los 9-10 dias PI, y hacia las

2 semanas PI hay evidencia de reparacién en areas afectadas de la mucosa (Jakab, 1982).

También es de destacar la posibilidad de replicacion virica directamente en PAM, de manera

que su funcionalidad puede verse seriamente comprometida (Plagemann y Moenning, 1992).

La respuesta inmediata del tejido pulmonar frente a la infeccion virica incluye la produccion de
IFN, substancia de actividad antivirica y con capacidad de modular ciertas actividades de PAM
in vivo e in vitro, y la produccion de una respuesta antivirica especifica. La activacion de PAM
supone un efecto beneficioso debido al incremento de produccion de IFN y interleuquinas
relacionadas con la activacion de linfocitos, pero tambien implica un efecto daiiimo sobre el
pulmoén a través de componentes de complemento, interleuquina 1 (IL-1), factor agregante de
plaquetas, factor tisular, derivados del acido araquidénico y proteasas neutras (Jakab, 1982;
Babiuk et al., 1988). -

Realmente son muchas las modificaciones de las defensas del tracto respiratorio inducidas por
la infeccién virica. Estas modificaciones afectan tanto al componente especifico como
mespecifico de defensa, y son las responsables directas de que se pueda producir una
superinfeccion bacteriana en el pulmon afectado. A continuacion se detallan las alteraciones
producidas en el sistema de defensa pulmonar que permiten la infeccion bacteriana secundaria

(Jakab, 1982):

a) Barrera muco-ciliar: Se considera que la destruccion del epitelio muco-ciliar inhibe la
remocion fisica de bacterias, ademis de que el exudado alveolar provocado por la infeccién
virica supone un medio de cultivo muy adecuado para la multiplicacion bacteriana. Se ha
calculado que el fluido de edema pulmonar permite una proliferacion de bacterias
suficientemente rapida como para colapsar y superar el sistema fagocitico establecido por
PAM y PMNN. Ello supone a la vez la creaciéon de condiciones de anaerobiosis a nivel
alveolar, siendo la hipoxia uno de los fenomenos que disminuye la capacidad fagocitica de los
PAM.
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b) PAM: El efecto de la replicacion virica sobre los PAM puede ser muy variado, afectindose
especialmente las actividades de quimiotaxis, union a receptores de membrana (adheréncia),
fagocitosis mediada por receptores (la infeccién virica produce una alteracién de los procesos
metabolicos de las células fagociticas, de manera que la ingestion de particulas, proceso
dependiente de energia, se encuentra disminuido), fusion del fagosoma y lisosoma, y actiividad
de muerte intracelular y degradacion bacteriana, dado que se obtienen PAM con una cantidad
anormalmente baja de enzimas lisosomales (efecto que produce la supresion de los mecanismos
de digestion fagocitica) (Jakab, 1982; Babiuk et al., 1988).

i
¢) Neumocitos tipo II: En algunos casos, la lesién virica cursa con la destruccion de las
células productoras del surfactante, los neumocitos tipo II. Esta disminucién de surfactante
implica una disminucion de la capacidad fagocitica de los PAM, dado que este produc?:to de
secrecion tiene, ademas de un efecto bactericida propio, un efecto de facilitacion del proceso
de fagocitosis por parte de macréfagos. |

i
d) Sistema inmunologico: En la mayoria de los casos la maxima supresion causada tpor la
replicacién virica ocurre al mismo tiempo en que el huesped es mas susceptible a la inf]eccién
bacteriana secundaria. Este efecto se relaciona directamente con la supresion d;e los
mecanismos de defensa inmunolégicos, y concretamente con la supresion de la actividad
linfocitaria. Una razon para ello se relaciona con la induccion de células T supresoras y
elevados niveles de interlenquina 2 (IL-2), ademis de un efecto del IFN que provoca la
nhibicién de proliferacion linfocitaria in vitro y la reduccion de la respuesta de los anoéﬁos a
las interleuquinas (Babiuk et al. 1988). No obstante, la presencia de bacterias también red;uce la
efectividad de la respuesta inmune bajo mecanismos tales como: l
|
* expresion de factores de virulencia de baja antigenicidad |
* produccion de proteasas de IgA

* formacién de una pared bacteriana deficiente en aminoacidos de isomero L (de mucho mayor

. - .7 f
resistencia a la degradacion) I

Algunas bacterias, ademas, desarrollan mecanismos de resistencia a la muerte intracelular que

incluyen presencia de glicolipidos sulfatados en la pared bacteriana, incremento de nivegles de

99 !



AMP, presencia de 4cidos poliglitamicos, produccion de amoniaco y secrecion de catalasas

bacterianas.

Finalmente, y como factor asociado a la produccion de sinergias entre virus y bacterias también
se ha citado al estrés. Condiciones de hacinamiento de animales, de cambio sibito de
ubicacion, etc... pueden desencadenar una elevada secrecion de hormona adenocorticotropa
(ACTH), 1a cual, a su vez, provoca un incremento en la secrecion de cortisol. Al cortisol se le
asume un efecto supresor sobre los mecanismos de defensa especificos y inespecificos del

tracto respiratorio.

3.4 INFECCION BACTERIANA ASOCIADA A ENFERMEDAD RESPIRATORIA
VIRICA EN EL CERDO

En apartados anteriores se ha realizado una discusion general de los efectos que supone la
asociacién de virus y bacterias en el aparato respiratorio. En este apartado se pretende
caracterizar los mecanismos asociados a esta interaccion en la especie porcina en concreto y las

implicaciones que ello supone.

En el cerdo se reconoce la existencia de varios virus que, por su tropismo respiratorio,
permiten en algunos césos la superinfeccion bacteriana, con el agravamiento de la
sintomatologia respiratoria del animal o bién la facilitacion de enfermedad por parte de la
bacteria. Hasta el momento se han descrito algunas interacciones de este tipo en la especie

porcina (Tabla 2).
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Tabla 2. Principales asociaciones virus-bacteria para la especie porcina descritas ‘en la

literatura. ‘
;

PRINCIPAL AUTOR | VIRUS BACTERIA

Shope, 1931 Influenza Haemophilus suis .

Kasza, 1969 Adenovirus Mycoplasma hyopneumoniae .!

Pijoan, 1978 | Peste Porcina Clasica | Pasteurella multocida tipo D

Fuentes, 1987 Aujeszky Pasteurella multocida tipo D

Hall, 1987 , Aujeszky Pasteurella multocida tipo A (toxina)

Ramirez, 1990 Aujeszky Actinobacillus pleuropneumoniae

Iglesias, 1992 Aujeszky Streptococcus suis tipo 11

Galina, 1994 | PRRS Streptococcus suis tipo I

Narita, 1994 Aujeszky Haemophilus parasuis (serovar 4) ‘
|

El efecto de estos virus puede manifestarse a varios niveles (Galina, 1995):

a) Incremento de la adherencia bacteriana

La modificacién del microambiente natural de 1la mucosa por efecto de la replicacién?virica
permite la adhesién y proliferacion bacteriana, fenoémeno conocido como “adhe:rencia
oportunista”. En el cerdo se ha relacionado este fendmeno con el virus de Aujeszky (Fuéntes y
Pijoan, 1987) y el PRRSv (Pol et al., 1991; Collins et al., 1992). No obstante, este éfecto
puede ser producido directamente por otras bacterias, tal como el caso de Bordetella
bronchiseptica, la cual se ha demostrado como agente predisponente a la apaxicign de

meningitis causada por Streptococcus suis tipo II (Vecht et al., 1989).

.
b) Secrecion de enzimas y disminucién de quimiotaxis

Este es un fenémeno relacionado especialmente con el virus de la Influenza porcina. Estg virus
produce una neuraminidasa capaz de destruir algunas glicoproteinas mucosas que normalmente
previenen la adherencia bacteriana, y a la vez es un virus que provoca una baja respuesta a la

quimiotaxis sobre células inflamatornias.

i
i
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¢) Reduccion de remocion muco-ciliar

Este es un mecanismo relacionado como parte de la patogenia de la interaccion entre el virus
de 1a PPC, e incluso de sus vacunas, y Pasteurella multocida tipo D (Pijoan y Ochda, 1978;
Iglesias y Pijoan, 1980), y consiste en una perdida parcial o total de la funcionalidad de los
cilios (ciliostasis parcial o total), de manera que el incremento de deposicion mucosa actua

como caldo nutritivo para el posterior desarrollo bacteriano.

d) Efecto directo sobre las funciones de los PAM
A este nivel cabe destacar los virus de 1a PPC, Aujeszky y PRRS, los cuales tienen la capacidad

de replicarse en el interior de los PAM, entre otras células.

El virus de la PPC afecta tanto al proceso de fagocitosis como al de muerte intracelular en los
PAM. No obstante, este Gltimo proceso es el mas claramente afectado, de manera que se ha
postulado la posibilidad de que la alteracion se produzca a nivel de la fusién fagosc-)ma-
lisosoma (Pijoan et al., 1980).
°

El virus de la enfermedad de Aujeszky no afecta significativamente a la adherencia y ingestion
de particulas o bacterias, pero si tiene un efecto negativo sobre la fusion fagosoma-lisosoma y
de la fagocitosis mediada por receptores Fc (Fuentes y Pijoan, 1986; Iglesias et al., 1988,
1989). Por ejemplo, los PAM son células muy eficientes en el control de P. multocida, y la
infeccién con virus de Aujeszky explicaria perfectamente la disminucion de fagocitosis de esta
bacteria y por tanto la posibilidad de producir neumonia bacteriana (Fuentes y Pijoan, 1987).
Un efecto muy similar ha sido sugerido para la interaccion entre este virus y la bacteria S. suis

~ tipo II (Iglesias et al., 1992) y H. parasuis serovar 4 (Narita et al., 1994),

El PRRSv se multiplica primariamente en PAM, logrando un efecto citopatico dependiente de
dosis y cepa virica (Bautista et al., 1993). Los estudios del efecto de este virus sobre la
funcionalidad de los PAM son escasos y, en condiciones in vifro parece que hay un efecto
inicial de activacion de estas células, dado que a las 14 y 22 horas PI se produce un incremento
en la ingestion bacteriana de S. suis tipo II, en comparacion con PAM no infectados, pero a la

vez se observa una disminucion de los niveles de muerte intracelular (Galina, 1994).
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A pesar de que el efecto de la replicacion virica sobre PAM puede variar segun el tipo de virus,
recientemente se ha descrito la existencia de distintas subpoblaciones de PAM, con
caracteristicas morfologicas y funcionales distintas, de manera que no todas estas fractiones
son igualmente sensibles a la replicacion bacteriana, al menos con PRRSv. ConcretamePte se
observa que son las poblaciones de PAM mas fagociticas aquellas que son también mas
sensibles a la replicacion virica por PRRSv (Choi et al., 1994, 1995).

¢) Estado inmunitario [
El estado inmunitario del cerdo es importante para el desarrollo de las infecciones bacterlianas.
Habitualmente, la mayoria de cerdos convencionales estan expuestos en mayor o menor ?grado
a agentes viricos tales como Adenovirus, virus de Aujeszky y PRRSv, de manera que la
probabilidad de ocurrencia de infecciones secundarias es, teoricamente, mucho menor (flue la
obtenida en estudios experimentales donde usualmente se utilizan cerdos vi{genes
mmunitariamente (SPF o gnotobidticos) y dosis viricas y bacterianas muy elevadas (éalha,

1995). La posibilidad de sinergismo entre virus y bacterias esta supeditada a:

* virulencia del virus; a mayor virulencia mayor grado de supresién de las defensas anti-

- bacterianas pulmonares por efecto del virus.

* inmunidad frente al virus; reduce el grado de infeccién virica y, por tanto, complicaciones
debidas a bacterias secundarias.

* la inmunidad anti-virica no protege frente a virus heterélogos

* la eficacia de la inmunidad anti-bacteriana en la prevencion de superinfecciones baaéﬁmas
depende directamente del tipo de microorganismo que actue como patéogeno.

* ]a inmounizacion activa y/o pasiva frente a bacterias no siempre previene la superinfeccijén en
pulmones mfectados con virus. ;
Finalmente, cabria destacar que no en todos los casos de infeccion secundaria es un virus el
mmiciador. De hecho, se ha desmostrado que la bacteria puede ser un factor predisponente de
infeccion virica, como el caso de la toxina de P. multocida tipo D, la cual intensifica la
severidad de la infeccién del virus de Aujeszky (Hall et al, 1987). Ademas, en algunos
modelos experimentales se observa que las infecciones bacterianas pueden predisponefr ala
infeccion por otras bacterias, tal como son el caso de sinergia entre B. bronchiseptica 'y P.

|

}
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multocida tipo D (De Jong, 1992), el ya seiialado entre B. bronchiseptica y S. suis tipo II
(Vecht et al., 1989), y M. hyopneumoniae y P. multocida tipo A (Ciprian et al., 1988).

3.5 INFECCIONES SECUNDARIAS ASOCIADAS AL PRRS

La evidencia clinica ha sugerido que los brotes epizodticos causados por el PRRSv se
continian con una secuencia de eventos clinicos de duracion variable entre 6 meses y 2 afios
que incluyen un claro aumento de la prevalencia de infecciones secundarias, no solo

bacterianas sino también viricas (Pijoan et al., 1994).

Los procesos mas directamente involucrados de forma clinica con la presencia de PRRS
endémico han sido la meningitis estreptococica, rinitis atrofica y poliserositis. En el laboratorio
de diagnostico de Iowa State University se confirmaron 385 casos de PRRS en el transc;urso
de 1994; en 185 (el 48%) de estos casos se produjo el aislamiento o identificacion concurrente

de otros virus y bacterias (Tabla 3) (Halbur et al., 1995).

Tabla 3. Aislamiento o identificacién concomitante de virus y bacterias en 485 casos en los

cuales fue diagnosticado infeccion por el PRRSv.

AGENTE AISLADO N° CASOS/385 PORCENTAJE
Pasteurella multocida 71 18%
Streptococcus suis 45 12%
Haemophilus parasuis 40 10%
Bacterias | Escherichia coli hemolitico 30 8%
Mycoplasma hyopneumoniae 30 8%
Salmonella cholerae-suis 28 7%
Bordetella bronchiseptica , 18 5%
Actinobacillus pleuropneumoniae 13 3%
Influenza Porcina 18 5%
Rotavirus 18 5%
Virus Gastroenteritis Transmisible 7 2%
Citomegalovirus 4 1%
Virus de Aujeszky 2 0.5%
Parvovirus 1 0.25%
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No obstante, la evidencia clinica y de diagnéstico no debe de ser determinante, y mas por el
hecho de que la demostracion experiinental del PRRSv como iniciador de hlfecéiones
secundarias esta resultando muy dificil (Pijoan et al., 1994). |
La primera demostracién experimental de interaccion con el PRRSv fué realizada con
Streptococcus suis tipo Il (Galina 1994; Galina et al. 1994). La infeccion por via intranasal con
esta bacteria 5 dias PI virica resulté en la aparicion de sintomas nerviosos caracteristicjios de
meningitis. Trabajos posteriores in vitro demostraron que esta interaccion podria relacit;narse
con una alteracion relativamente tardia de los PAM, dado que en las primeras horas parece
producirse un efecto de estimulo de la fagocitosis y muerte intracelular (Galina et al., 1994).
No obstante, se han sugerido 2 hipotesis sobre la patogenia de este fenémeno: 1'

|
* el virus destruye a los PAM, los cuales serian substituidos por células inmaduras, y és:ta_s no
serian capaces de fagocitar y destruir S. suis permitiendo su posterior paso al torrente
circulatorio (septicemia y llegada al encéfalo). |
* el virus produce inflamacion y destruccién de la mucosa nasal, hecho que comport;a una
mfiltracion local de células inflamatorias y la posibilidad de que éstas fagociten a S. .fs'uis y
pasen a torrente circulatorio hasta llegar al encéfalo.

F

i
Hasta el momento ha resultado infructuoso el intento de demostrar la posible sinergia eliltre el
PRRSv y Pasteurella multocida (Carvalho et al., 1994), y los estudios de las posibles
interacciones entre éste y otros virus han reflejado resultados contradictorios. Si parece real
una interaccion con el coronavirus respiratorio porcino (PRCV), aunque muy leve, pero la
inoculacion conjunta de PRRSv y virus de la Influenza porcina ha dado resultado_é muy
variados (Van Reeth et al., 1994; Brun et al., 1994). Otro estudio experimental ha mostragdo un
efecto de mayor severidad de lesiones causadas por Mycoplasma hyorrhinis en éerdos

¢
!

fectados previamente con el PRRSv (Kubo et al., 1995). l

En conclusién, aunque se de por evidente que el PRRSv actua como iiciador de infecciones
secundarias por un efecto de inmunosupresion basicamente a nivel pulmonar, los estudios
experimentales con objeto de demostrar esta depresion inmunolégica han mostrado,

sorprendentemente, una respuesta mejor contra antigenos exogenos en animales infectados que

!
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en los controles, atribuyéndose este hecho, al menos en parte, a una activacién policlonal de
los componentes del sistema inmunitario. Este efecto complica mas aun la patogenia de la
interaccion del PRRSv con otros agentes y dificulta la explicacion de la evidencia clinica

(Molitor, 1994; Pijoan et al., 1994).
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CAPITULO 4:

ASOCIACION IN VIVO ENTRE EL
VIRUS DEL PRRS Y
Haemophilus parasuis




4.1 INTRODUCCION

El uso reciente de nuevas técnicas de produccion porcina tales como el destete precoz medicado,
produccion en multiples sitios y trabajo en lotes de animales fisiologica e inmunolc’)gicamente
similares ha supuesto una mejora muy notable en el estado sanitario de la cabafia porcina, pefo ala
vez ha llevado a la obtencion de animales mucho mas susceptibles a la infeccién por multiples

gérmenes (Wiseman et al., 1989; Kirk Klark et al., 1994).

Las observaciones clinicas de los ultimos afios concuerdan con un incremento de Clertas
enfermedades o entidades patologicas asociadas a la aparicion de una nueva enferniaedad
caracterizada por provocar sintomas respiratorios en animales de todas las edades, especiah!nente
en transiciéon, y alteraciones reproductivas: Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino

(PRRS) (Benfield et al., 1992; Collins y Rossow, 1993). i

Se ha sugerido que el virus del PRRS predispone a los cerdos a sufrir infecciones secundarias
debido a su efecto sobre los mecanismos de defensa inespecificos de las vias r&epira’éoﬁas:
inflamacion de la mucosa nasal y destruccion de macrofagos alveolares (Molitor, 1993; Pijoan et
al., 1994).
|

- Uno de los cuadros que se ha descrito clinicamente como de mayor auge relacionado con el PRRS
ha sido el de poliserositis fibrinosa asociada a la infecciéon con Haemophilus parasuis (Pijci)an et
al., 1994; Vahle et al., 1994, 1995). No obstante, la evidencia clinica no es suficiente com<f) para
caracterizar adecuadamente una supuesta interaccion virico-bacteriana. El objetivo de este trfabajo
es el de demostrar si realmente existe esta interaccion entre el virus del PRRS y Haemozvhilus
parasuis y, en el caso de que exista, intentar caracterizar los mecanismos patogénicos dé esta
asociacion a partir de las lesiones macro y microscopicas que se produzcan y técnicas de deteccion

de antigeno.
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4.2 MATERIAL Y METODOS

4.2.1 Modelo experimental ir vivo de interaccion entre PRRSv y Haemophilus parasuis con

cerdos convencionales libres de PRRS (Experimento 1).

Animales: Se utilizaron 12 cerdos convencionales de 4 semanas de edad y de ambos sexos
procedentes de una granja declarada libre de PRRS. El dia de llegada fueron repartidos
aleatoriamente en dos naves aisladas, identificados con crotales correlativos del n® 276 al 287 y

sangrados.

Inéculo virico: Para la infeccion de los animales se utilizo la cepa de referencia americana del
PRRSv, VR 2332, con 3 pases de cultivo celular en linea continua CL 2621 y en dilucién de 10*¢
TCID50/ml. La inoculacion se realizé via intranasal a través de un método de catéter-aspersion

con 2 ml. de la suspension virica citada.

Inoculo bacteriano: Se utilizd una solucion compuesta por una mezcla en partes iguales de dos
cepas de Haemophilus parasuis: cepa 29755, de serovar 5, procedente de los laboratorios de Jowa
State University (Ames, IA, Estados Unidos), y de demostrada virulencia (Rapp-Gabrielson y
Gabrielson, 1992), y cepa 5992, de serovar desconocido, procedente del aislamiento de un caso de
campo de un cerdo con meningitis fibrinosa y cedida por el Minnesota Veterinary Diagnostic
Laboratory (Universidad de Minnesota, St. Paul, MN, Estados Unidos). Se utilizo una dosis tinica
de 10°® Unidades Foﬁnadoras de Colonias (UFC)/ml., y la inoculacion fue realizada via intranasal
por catéter-aspersion, via intratraqueal por inyeccion directa en traquea o via intraperitoneal por

inyeccion directa en cavidad abdominal, segun grupo, con 1 ml. de la suspension bacteriana.

Diseiio experimental: Los animales fueron divididos en dos grupos (A y B), con 9 animales el
primero y 3 el segundo. A los 3 dias de la llegada, los animales del grupo A fueron inoculados con
el PRRSv, a excepcion de uno de ellos (n° 279) en el cual se intentd determinar la posible
infeccion por contacto con el resto de animales, y los animales del grupo B fueron inoculados con
placebo. Seis dias PI virica fué inoculada la bacteria en dilucién Unica por las tres vias

anteriormente citadas (3 animales por via de inoculacién); los 3 animales del grupo B fueron
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inoculados uno por via LN., uno por via LT. y el tercero por via I.P. Los animales del grupo A

fueron sacrificados a los 3, 5 y 7 dias PI bacteriana, y los del grupo B uno fue sacrificado a los 5

dias y el resto a los 7 dias PI bacteriana. Los animales fueron revisados clinicamente cada di

3y se

tomo la temperatura rectal de todos ellos durante el periodo experimental. Se realizo extraccion de

sangre a los 7 dias PI virica y el dia de sacrificio con el objeto de realizar pruebas de serologia y

aislamiento virico. El disefio experimental se muestra resumido en la Tabla 1.

Tabla 1. Esquema del disefio experimental realizado para el modelo de reproduccion in vivo de

interaccion entre el PRRSv y H. parasuis en cerdos convencionales libres de PRRS (Experimento

1y
GRUPO TIPO DE ANIMAL N° DIA DE

INOCULACION* NECROPSIA***

277 3

IN. 282 5

284 7

276 3

A LT 279%* 5

280 7

278 3

LP. 281 5

283 7

, LN. 285 5

B 1T 286 7

1P 287 7

* Inoculacién bacteriana: I.N. = inoculacion via intranasal; I.T. = inoculacién via intratraqueal; LP.

= inoculacion via intraperitoneal..
** Cerdo no inoculado con PRRSv. Contacto con el resto de animales.

*%* PDijas PI bacteriana.

Anatomia Patologica / Histopatologia: Los animales fueron necropsiados por una técnica

rutinaria de necropsia obteniendo las muestras para microbiologia con la mayor esterilidad posible.

Para su posterior examen histopatologico se recolectaron muestras de cerebro, cometes nasales,

pulmén, corazén, higado, rifién, bazo, tonsila, timo, ganglios linfaticos submandibulares,
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retrofaringeos y mesentéricos, y intestino. Estos tejidos fueron fijados en formalina tamponada al
10%, deshidratados en serie creciente de alcoholes, embebidos en parafina, cortados en secciones

de 4 um. de ancho y tefiidos con hematoxilina/eosina (H/E).

Inmunocitoquimica de PRRSv: A los tejidos correspondientes a los animales inoculados con
PRRSVv se les aplico una técnica de avidina-biotina-peroxidasa para la deteccion del virus, descrita
previamente en la literatura (Halbur et al.,, 1994). Brevemente, los tejidos fijados en formol y
embebidos en parafina fueron cortados en secciones de 5 um. y situados en portaobjetos con
adherente (3_f(trietoxisilil)-propilamina). Inicialmente se realizé la inhibicion de la peroxidasa
endogena en una solucién del 3% de agua oxigenada al 33% en metanol durante 30 minutos.
Posteriormente se realizé un tratamiento enzimatico con Proteasa tipo XIV (P-5147, Sigma) al
0.1% durante 8 minutos. Se utilizo como antisuero primario a dilucién 1:1000 el antisuero
moﬁoclonal SDOW 17, que reconoce especificamente una proteina codificada por el ORF 7 de la
cepa americana del PRRSv (Nelson et al, 1993). La incubacién con el antisuero primario se
realizd durante 12-14 horas a 4°C de temperatura. Los antisueros secundarios (cabra anti-raton
biotinilado) y terciario (complejo avidina-biotina-peroxidasa) se utilizaron a diluciones de 1:200 y
1:100, respectivamente, ambos con incubacion de 50 minutos a temperatura ambiente. Se efectu6
un revelado de 8 minutos con una solucion de 3,3’ 4,4’-Tetraaminobifenil (3,3’-Diaminobenzidina
(DAB)) (120 mg. DAB/200 m!. tampén salino fosfato (TBS)) y agua oxigenada al 33% (120 pl.
afiadidos a la solucion anterior). Se utilizaron los tejidos de los animales no inoculados con PRRSv

como controles negativos para esta técnica.

Inmunocitoquimica de Haemophilus parasuis: A los tejidos correspondientes a los animales
inoculados con H. parasuis se les aplico una técnica de avidina-biotina-peroxidasa péra la
deteccion de la bacteria. Los tejidos fijados en formol y embebidos en parafina fueron cortados en
secciones de 5 pum. y situados en portaobjetos con adherente (3-(trietoxisilil)-propilamina).
Inicialmente se realizo la inhibicion de la peroxidasa endégena en una solucion del 3% de agua
oxigenada al 33% en metanol durante 30 minutos. Se utiliz6 como antisuero primario a dilucién
1:1500 un antisuero policlonal anti-H. parasuis serovar 5 cepa Nagasaki (cedido por A. Méndez-
Trigo, Laboratorios Oxford, Worthington, MN, Estados Unidos). Este antisuero fue previamente

adsorbido con polvo de higado de cerdo a concentracion de 100 mg/ml. durante 5 minutos con el
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objeto de reducir la reaccién de fondo inespecifica. La incubacién con el antisuero primario se
realizé durante 12-14 horas a 4°C de temperatura. Los antisueros secundarios (cabra anti-conejo
biotinilado) y terciario (complejo avidina-biotina-peroxidasa) se utilizaron a diluciones de 1:400 y
1:100, respectivamente, ambos con incubacion de 50 minutos a temperatura ambiente. Se ef;‘ecmc’)
un revelado de 2 minutos con una solucion de DAB (120 mg. DAB/200 ml. TBS) yi agua
oxigenada al 33% (120 pl. afiadidos a la anterior solucién). Como controles negativos se utilizaron
los animales no inoculados con la bacteria correspondientes al experimento 3. {

»
Virologia: A las muestras de suero correspondientes al dia de llegada, 7 dias PI virica y Qia de
necropsia se les aplico una técnica de seroIogia y aislamiento virico. También se aplico la técMca
de aislamiento virico a una mezcla de tejidos que contenia pulmén, bazo, tonsila y ga.r}glios
linfaticos mesentéricos y retrofaringeos. La técnica serologica utilizada fue el Te%t de
Immunofluorescencia Indirecta (IFA) previamente descrita en la literatura (Yoon et al., 199&51), y
el aislamiento virico fué realizado en cultivos de PAM y/o células de la linea MARC-145
midiéndose el efecto citopatico causado y realizando inmunofluorescencia sobre ellos (Bautifsta et

al. 1993, Kim et al. 1993).

Bacteriologia: Brevemente, hisopos de meninges, liquido pericardico, liquido abdominal, liquido
articular, cavidad nasal y pulmén fueron cultivados en placas de Agar-sangre con una estria rhadre

~ de Staphylococcus aureus 'y en placas de Agar-chocolate. El hisopo nasal también fué cultivado en

|

medio PPLO enriquecido con NAD y adicionado con Bacitracina y Lincomicina. Todc|>s los

cultivos realizados se incubaron en estufa con 5% de CO, durante 60 horas a 37°C. Las colonias

obtenidas fueron testadas bioquimicamente a través de las pruebas de la ureasa, crecimiento
|
dependiente de NAD, tincion de gram, test del acido levulinico, oxidasa y catalasa.

4.2.2 Modelo de reproduccién experimental de la infeccion por Haemophilus parasdis en

r
|
|
l

Animales: Se utilizaron 16 cerdos convencionales de 3 semanas de edad y de ambos sexos

cerdos convencionales libres de PRRS (Experimento 2).

procedentes de una granja declarada libre de PRRS. El dia de llegada fueron repartidos
| |

1
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aleatoriamente en dos naves aisladas, identificados con crotales correlativos del n° 351 al 366,
sangrados y se les tomo6 un hisopo nasal a la mitad de los animales de cada grupo (escogidos

aleatoriamente) para intentar aislar la bacteria.

Inéculo bacteriano: Se utilizaron 2 cepas de H. parasuis: cepa 29755, de serovar 5, procedente de
los laboratorios de Iowa State University (Ames, IA, Estados Unidos), y cepa 42088, de serovar 4,
cedida por Laboratorios Oxford (Worthington, MN, Estados Unidos). Se utilizaron 2 dosis por
grupo: 10 y 10° UFC/ml. La inoculacién fue realizada via intranasal por catéter-aspersion en la
mitad de los animales de cada grupo y via intratraqueal a través de broncoscopio en la otra mitad,

con 1 ml. de la suspension bacteriana.

Diseiio experimental: Los animales fueron divididos en dos grupos (A y B), con 8 animales cada
grupo. Los animales del grupo A fueron inoculados con la cepa 29755 y los del grupo B con la
cepa 42088. De cada grupo, la mitad de los animales fueron inoculados con una dosis baja (10
UFC/ml.) y la otra mitad cén la dosis superior (10° UFC/ml.). El sacrificio de los animales se
realizb a los 4 y 8 dias PI bacteriana, atendiendo segun cepa, dosis y via de inoculacién. Los
animales fueron revisados clinicamente cada dia y se tomé temperatura rectal de todos ellos

durante el experimento. El esquema del disefio experimental se muestra en la Tabla 2.

Anatomia Patologica / Histopatologia: Se recogieron las mismas muestras que en el

experimento 1, con el mismo tipo de procesado.

Inmunocitoquimica de Haemophilus parasuis: En los mismos términos expuestos para el

experimento 1.
Virologia: En los mismos términos expuestos para el experimento 1, con la diferencia de que solo
hubo una extraccion de sangre el dia de la llegada de los animales y muestras de sangre y tejidos

correspondientes al dia de la necropsia.

Bacteriologia: En los mismos términos expuestos para el experimento 1, con la salvedad de que

se utilizd liquido cefalorraquideo en lugar de hisopo de meninges.
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Tabla 2. Esquema del disefio experimental realizado para el modelo de reproduccion de la

infeccion por H. parasuis en cerdos convencionales libres de PRRS (Experimento 2).

GRUPO ~ TIPODE DOSIS** [ ANIMAL N° DIA DE

INOCULACION* NECROPSIA***
10 351 4
IN. 358 8
10° 354 4
A 4 353 8
10 355 4
IT. 352 8
10° 356 4
357 8
10 363 4
IN. 366 8
10° 361 4
B 359 8
10 365 4
IT. 362 8
10° 364 4
360 8

* LN. = inoculacion via intranasal; I.T. = inoculacién via intratraqueal
** Dosis expresada en unidades formadoras de colonias (UFC) por ml.

*** Djas PI bacteriana.

4.2.3 Modelo experimental in vivo de interaccién entre PRRSv y Haemophilus parasuis con

cerdos convencionales libres de PRRS y H. parasuis (Experimento 3).

Animales: Se utilizaron 30 cerdos convencionales de entre 9 y 12 dias de edad y de ambos sexos

procedentes de 5 camadas distintas de una granja declarada libre de PRRS y de H. parasuis. E
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de llegada fueron repartidos aleatoriamente en cuatro naves aisladas, identificados con crotales

correlativos del n® 1 al 33 (con ausencia de los n° 7, 25 y 26) y sangrados.

Inéculo viral: Para la infeccion de los animales se utilizd la cepa de referencia americana del
PRRSv, VR 2332, con 3 pases de cultivo celular en linea continua CL 2621 y en dilucién de 10°
TCID50/ml. La inoculacion se realizo via intranasal a través de un método de catéter-aspersion

con 1 ml. de la suspension virica citada.

Inéculo bacteriano: Se utilizb la cepa 29755 de H. parasuis, de serovar 5. Se utilizo una dosis
tnica de 10" UFC/ml,, y la inoculacién fue realizada via intratraqueal a través de broncoscopio,

con 1 ml. de la suspension bacteriana.

Disefio experimental: Los animales fueron divididos en cuatro grupos (A, B, C y D), con 10
animales para los grupos A y B, y 5 animales para los grupos C y D. Durante los 6 dias previos al
inicio del experimento los animales fueron mantenidos con una dieta especial suplementada con
antibidticos (Oxitetraciclina y Neomicina). Los animales fueron inoculados acorde con el esquema

mostrado en la Tabla 3.

A los 4 dias de la llegada, los animales de los grupos A y C fueron inoculados con el PRRSv.
Cinco dias PI virica fué inoculada la bacteria en dilucion tnica via I T. a los animales de los
grupos A y B. La fecha teorica de sacrificio de los animales fué a los 5 dias PI bacteriana; no
obstante, algunos animales, por su condicion critica basada en postracion, hipotermia y sintomas
nerviosos centrales, fueron eutanasiados previamente a la fecha prevista. Los animales fueron
revisados clinicamente cada dia y se tomo la temperatura rectal de todos ellos durante el periodo
experimental. Se realizd extraccion de sangre el dia de llegada de los animales, el dia de

inoculacién bacteriana y dia de necropsia.
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Tabla 3. Esquema del disefio experimental realizado para el modelo de reproduccién in vivo de

interaccion entre el PRRSv y H. parasuis en cerdos convencionales libres de PRRS y H. parasuis

(Experimento 3).
GRUPO | N°CERDOS | INOCULO | INOCULO DIADE
/ GRUPO PRRSv H. parasuis | NECROPSIA
A 10 SI SI 10"
B 10 NO SI 10"
C 5 SI NO 10
D 5 NO NO 10

" Desde el dia 0 de experimentacion.

" Fecha prevista de eutanasia.

Anatomia Patologica / Histopatologia: Se recogieron las mismas muestras que

experimento 1, con el mismo tipo de procesado.

Inmunocitoquimica de PRRSv: En los mismos términos expuestos para el experimento 1.

en el

Inmunocitoquimica de Haemophilus parasuis: En los mismos términos expuestos para el

experimento 1.

Virologia: En los mismos términos expuestos para el experimento 1.

Bacteriologia: En los mismos términos expuestos para el experimento 2.

1

Test de inmunofluorescencia de Mycoplasma hyopneumoniae: Secciones congéladas

procedentes de 16bulo medio pulmonar fueron usadas para realizar un test de Inmunofluorescencia

Indirecta (Messier et al., 1989) con el objeto de determinar la presencia de M hyopneumbniae

usando un anticuerpo policlonal.
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Anilisis estadistico: Se usé el test de medidas repetidas de analisis de la varianza para el analisis
de los datos de temperatura. Para la significancia lesional (meningitis y poliserositis) asi como de

la mortalidad se utiliz6 un modelo linear aditivo para datos categéricos de analisis de varianza.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Modelo experimental in vivo de interaccion entre PRRSv y Haemophilus parasuis con

cerdos convencionales libres de PRRS (Experimento 1).

Evaluacion clinica: Todos los animales sobrevivieron al periodo experimental. Los cerdos del
grupo A presentaron una ligera hipertermia al segundo dia PI virica, aunque ésta fue muy leve
comparada a la temperatura de los animales que no habian sido desafiados con el PRRSv (grupo
B). Ambos grupos mostraron hipertermia entre el primer y tercer dia PI bacteriana, aunque fue
ligeramente superior en los animales del grupo A. En todos los casos los periodos de hipertermia
coincidieron con pérdida del apetito, depresion de los animales y tendencia al hacinamiento. La

evolucion de las temperaturas rectales durante la fase experimental se muestra en la Figura 1.

Figura 1. Temperaturas rectales medias de los grupos de animales del Experimento 1 durante

el periodo experimental.

GRUPOS
—A
—B

TEMPERATURA RECTAL (°C)

3 -2 1001 2 3 4 5 67 8 9
DIAS DE EXPERIMENTACION
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Anatomia Patolégica: Macroscopicamente no se aprecio un cuadro de poliserositis en ninguilo de
los animales del experimento. Solamente un animal del grupo A (n° 283), de inocul{aci(m
bacteriana intraperitoneal, mostr6 presencia de fibrina en la superficie de la pleura pulmonar de
l6bulos medio y diafragmatico del pulmén izquierdo (pleuritis fibrinosa unilateral). A nivel
pulmonar, el animal n° 279 mostr6 cierto grado de consolidacién pulmonar craneo-ventral, y el n°
276 present6 manchas de color grisaceo-rojizo repartidas por todo el parénquima pulmonar, dando
un patrén de parcheado (neumonia lobulillar). Ambos animales correspondian al grupo A y ﬁ;eron
inoculados intratraquealmente con la bacteria. :
Aparte de las lesiones pulmonares, en el animal n® 277 (grupo A) se presenté linfadenitis punilenta
que interesaba al ganglio inguinal superficial derecho e hidronefrosis del rifibn derecho; ien el
animal n°® 278 (grupo A) se apreciaron unos puntos blanquecinos y endurecidos en la superﬁcie e
interior del musculo esterno-mastoideo; y en el animal n° 285 (grupo B) se presentd sinusitis

|

i

frontal purulenta.

Histopatologia: En mayor o menor grado, todos los animales del grupo A manifestaroxi una
reaccion pulmonar de tipo intersticial (neumonia intersticial), caracterizada por el engrosamiento
de tabiques alveolares causado por el relleno de un infiltrado inflamatorio mononuclear
(especificamente células macrofégicas y linfoplasmocitarias) (Figura 7) y la presencia de c;’lulas
inflamatorias del mismo tipo en el interior de los alveolos que, en algun caso, précticarinente
llegaban a colapsar los alveolos (Figura 8). En algin animal se pudo observar una clara reafccién
inflamatoria mononuclear perivascular, peribronquiolar y peribronquial (Figura 9). Fenémenos de
reepitelizacién, células sincitiales y hipertrofia de neumocitos tipo II, descritos en la litergatura
asociados a la infeccién por PRRSv, no fueron observados. En 3 de los animales (n° 276, é77 y
|

284) esta neumonia intersticial fue leve, y en el resto de los animales fue mas severa.

En 2 de los 3 animales del grupo B (n° 286 y 287) se pudo observar en mayor grado del normal la
presencia de células de morfologia macrofagica en el interior de alveolos, sin presentarse un patron

neumonico.
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En el grupo A, el animal n° 279 mostté areas de infiltrado inflamatorio basicamente
polimorfonuclear con afectacion bronquial y bronquiolar (bronconeumonia catarral-purulenta)
(Figura 10), y el animal n° 283 mostr6 un foco con gran reaccion inflamatoria de caracter celular
mixto con zonas de fibrosis, fibrina y pus afectando a pulmén y pleura (pleuroneumonia fibrino-

purulenta).
Otras lesiones observadas fueron:

* rinitis purulenta (presencia de exudado purulento en la superficie de la mucosa nasal, con
aumento de células mononucleares en la submucosa) (Figura 11):

Grupo A: n° 276, 277 y 281.

* nefritis intersticial multifocal leve (ligera presencia de infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario
en el intersticio del cortex renal):

Grupo A: n° 277.

Grupo B: n° 287.

* enteritis catarral ligera (presencia de ligero exudado inflamatorio linfoplasmocitario en la
mucosa del yeyuno).

Grupo A: n°278.

* despoblacion linfocitaria de ganglios linfaticos (4reas con disminucién de concentracion de
células linfoides en ganglios linfaticos cervicales):
Grupo A: n° 280.

* calcificaciones nodulares en musculo esterno-mastoideo:

Grupo A: n° 278.
hmunocitoquimica de PRRSv: Se aprecié marcaje positivo en tejido pulmonar en 6/9 animales

(Figura 12), en tonsila de 1/9 animales (cerdo n° 280) (Figura 13) y en placas de Peyer en 1/9

animales (cerdo n° 278) (Figura 14) (tabla 4). El resto de 6rganos de los animales inoculados con
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PRRSv y los 6rganos correspondientes a animales inoculados exclusivamente con bactergia no
mostraron marcaje positivo. A nivel pulmonar se observé marcaje en el citoplasma de macré;fagos
alveolares y intersticiales. El nivel de marcaje fue muy bajo; en algunos casos solo se obser‘:varon
de 3-10 células positivas por pulmén valorado, y con 3-4 cortes por pulmon. El marcaje en t(l)nsila
y en placas de Peyer aparecio en células que correspondian a morfologia macrofagica, y en un

bajo ntimero.

i

Tabla 4. Resultado inmunocitoquimico de PRRSv correspondiente a los animales del grupo A del

Expérimentb 1.

L

ANIMAL N° PULMON TONSILA PL. PEYER
276 + - I
277 T - -

278
279
280
281
282
283
284

|
|
:

]
]
+

+| +H{+] +|
1
]

Inmunocitoquimica de H. parasuis: No se observd marcaje especifico en ninguno de los tejidos

estudiados.

l
Virologia: Los sueros iniciales revelaron serologia y aislamiento negativo para PRRSv. Los

resultados serologicos correspondientes al dia de sacrificio, asi como el aislamiento virico en los
sueros obtenidos ese mismo dia se muestran en la tabla 5. Los resultados de aislamiento de virus

en tejido y la serologia de los animales a los 7 dias PI virica fueron negativos.

Bacteriologia: Los resultados de aislamiento selectivo de H. parasuis practicado en los 6rganos y

fluidos comentados fueron negativos.
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Tabla 5. Resultados virolégicos de los cerdos de los grupos A y B del Experimento 1.

Grupo | Animal N° ECP 7 Dias PI' | Serologia Sacrif.” | ECP Sacrificio’

276 + 1:256 +

277 - 1:1024 +

278 + 1:1024 +

279 + - +

A 280 + 1:1024 -
281 + 1.64 -

282 + 1:1024 -

283 + 1:1024 -

284 + 1:256 +

285 - - -

B 286 - X .
* 287 - - -

! Efecto citopatico correspondiente a sueros de los animales a los 7 dias PI virica.
?Resultados de serologia por IFA correspondientes a los sueros del dia de sacrificio.

> Efecto citopatico correspondiente a sueros de los animales al dia de sacrificio.

% En este animal si fue observado efecto citopatico positivo, pero no fue debido a PRRSv.

4.3.2 Modelo de reproduccion experimental de la infeccion por Haemophilus parasuis en

cerdos convencionales libres de PRRS (Experimento 2).

Evaluacién clinica: Las temperaturas medias de los dos grupos no mostraron alteraciones
ostensibles durante el periodo experimental. No obstante, de forma individual, 3 animales
manifestaron sintomas de hipertermia, depresion y anorexia. El animal n°® 356 (grupo A, dosis de
10° UFC/ml. y inoculacién 1.T.) empez6 a mostrar estos sintomas al dia siguiente de la inoculacién
bacteriana; a los 2 dias PI se encontré en decubito lateral y con sintomas aparentemente de origen
central, por lo cual se optd por sacrificarlo y necropsiarlo. El animal n® 361 (grupo B, dosis de 10°
UFC/ml. y inoculacién I.N.) mostr6 una ligera hipertermia a los 3 dias PI, con claros sintomas de
depresién y anorexia el dia de sacrificio (4 dias PI). El animal n° 359 (grupo B, dosis de 10°
UFC/ml. y inoculacion IN.) se encontrd con ligera hipertermia 3 dias PI bacteriana, y postrado

con sintomas de origen central el dia 5 PI bacteriana, por lo que se opto por sacrificar y necropsiar.
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La evolucién de las temperaturas medias de los grupos A y B se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Temperaturas rectales medias de los grupos de animales del Experimento 2 durante

el periodo experimental.

GRUPOS
—A

---B

TEMPERATURA RECTAL (°C)

2 41 0 1 2 3 4 5 6 7
DIAS DE EXPERIMENTACION

* El dia 0 corresponde al dia de inoculacion bacteriana

Anatomia Patolégica: Un animal de cada grupo de experimentacion desarrolld lesiones

compatibles con la enfermedad de Glésser.

El cerdo n® 356 (grupo A) mostré un exudado fibrinoso depositadb en serosas pleural (Figura 5),
pericardica, hepatica, esplénica, mesentérica y articulares, con presencia masiva de liquido
amarillento y translicido en cavidades toracica y abdominal (poliserositis y poliartritis fibrinosa).
El pulmén presentaba adherencias a la pleura costal y pequefias areas de comsolidacion en los

16bulos medios. No se aprecio ningin tipo de lesion encefélica.

El cerdo n° 361 (grupo B) present6 exudado fibrinoso depositado en serosas hepatica, esplenica,
mesentérica y articular, con masiva presencia de liquido amarillento y translicido en cavidad
abdominal (peritonitis (Figura 4) y poliartritis fibrinosa). No se aprecié ningun tipo de lesion

encefalica.
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El cerdo n° 359 (grupo B), a pesar de presentar una sintomatologia evidente y ser sacrificado por

ello, no presentd ningn tipo de lesion macroscopica.

En el grupo B, el animal n°® 364 (dosis de 10° UFC/ml. y inoculacién LT.) present6 un pequefio
anillo de consolidaciéon pulmonar alrededor del 16bulo medio del pulmon derecho, y el cerdo n°

365 (dosis 10> UFC/ml. y inoculacion L.T.) presenté edema pulmonar.

Histopatologia: El acimulo de exudado fibrinoso en las superficies serosas de los animales n° 356
(grupo A) y 361 (grupo B) se caracterizo por la presencia de una gran cantidad de fibras de fibrina
entrelazadas entre ellas y conteniendo una cantidad variable de exudado inflamatorio celular en el
cual predominaba el polimorfonuclear neutrofilo (Figuras 15 y 16). En alglin caso se logrd
observar la presencia de colonias bacterianas en las superficies serosas. En solo uno de los dos

casos (cerdo n° 356) se pudo apreciar alteracion meningea

En los animales n° 356 (grupo A) y 364 (grupo B) se pudo apreciar areas focales de infiltrado
inflamatorio bésicamente polimorfonuclear con obstruccion de bronquios y bronquiolos
(bronconeumonia catarral-purulenta). El animal n°® 365 (grupo B) present6é un manifiesto edema

pulmonar.
No se observaron lesiones microscopicas en otros 6rganos.

Inmunocitoquimica de H. parasuis: Se apreci6 marcaje positivo en tejidos correspondientes a los
animales n° 356 (grupo A) y n° 361 (grupo B) (tabla 6). El marcaje positivo en ambos casos se
circumscribi6 al citoplasma de células de aspecto macrofagico contenidas en los exudados fibrino-
purulentos de las visceras afectadas, y de forma difusa por estos exudados inflamatorios (Figuras
17 y 18). No obstante, en ambos casos, pudo detectarse un minimo marcaje positivo en células
macrofagicas de las Placas de Peyer y ganglios linfaticos, no asociadas a inflamacioén de estos
organos. El resto de tejidos correspondientes a los animales no afectados de poliserositis fibrinosa

fueron negativos a la técnica inmunocitoquimica.
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Tabla 6. Resultado inmunocitoquimico de Haemophilus parasuis correspondiente a los ani

n° 356 (grupo A) y n° 361 (grupo B) del Experimento 2.

[TEIDO

CERDO N° 356

CERDO N° 361

ENCEFALO

-+

PULMON

PLEURA _

PERICARDIO

CAPSULA HEPATICA

CAPSULA ESPLENICA

PERITONEO

+H |+ +[+]

+] ] +]

males

Virologia: Todos los sueros testados para serologia y aislamiento del PRRSv, correspondientes al

dia de llegada de los animales y al dia de sacrificio, resultaron negativos. También el aislamiento

virico de tejidos resultd negativo.

Bacteriologia: Los hisopos nasales tomados en la llegada a algunos de los animales fueron

negativos, pero a la necropsia se pudo aislar H. parasuis en 2/16 animales, concretameAte en

aquellos que macro y microscopicamente habian presentado lesiones de poliserositis (n® 356 y

361). Ademas, en 5/16 animales también se aislaron Haemophilus spp. (ureasa positivos) del

pulmén.

4.3.3 Modelo experimental in vivo de interaccién entre PRRSv y Haemophilus parasuis con

cerdos convencionales libres de PRRS y H. parasuis (Experimento 3).

Evaluacién clinica: En cuanto a la temperatura rectal de los animales, se aprecié una diferencia

significativa (p<0.05) entre grupos; la temperatura media de los dias 0, 4, 5, 6 y 7 del periodo

experimental fue superior en los animales inoculados con la bacteria (grupos A y B) que ¢
animales controles negativos o inoculados con el PRRSv solamente. Un dia después
infeccion bacteriana (dia 6 PI virica), esta diferencia fue mas evidente. Ademas, en el dia 6

animales del grupo B tuvieron una temperatura significativamente superior (p<0.05) que el

127

>n los
de la
PI los

resto




de grupos. Los grupos A y C también mostraron un aumento de temperatura rectal entre los dias 1
y 3 PI virica, pero éste no fue significativamente superior (p>0.05) a la del resto de grupos. La

evolucion de las temperaturas medias de los grupos se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Temperaturas rectales medias de los grupos de animales del Experimento 3 durante

el periodo experimental.
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DIAS DE EXPERIMENTACION

* El dia 0 corresponde al dia de inoculacién virica y el dia 5 al de inoculacién
bacteriana

Sintomas clinicos evidentes como anorexia y depresion fueron minimamente mostrados por los
animales de los grupos A y C con posterioridad a la inoculacién virica, pero después de la
inoculacién bacteriana (grupos A y B), si fueron observados sintomas evidentes de anorexia,
letargia, depresién y sintomas nerviosos de origen central tales como nistagmo, temblores y

pataleo en decibito. La severidad de estos sintomas fue mayor en los animales del grupo B.

En el grupo A (animales inoculados con virus y bacteria) aparecieron 3 animales (n° 9, 20 y 28)
muertos de forma subita, sin la previa aparicion de sintomas de ningin tipo. Estos animales
murieron durante la noche a los 2 (n° 20 y 28) y 3 (n° 9) dias PI bacteriana. Ningtin animal del
grupo B muri¢ de forma stbita, aunque el hecho de aparecer algunos de ellos con hipotermia,

postracion y sintomas nerviosos de origen central, fue el motivo de ser sacrificados en prevencion
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a muertes nocturnas que pudieran ocasionar la pérdida de muestras microbioldgicas. Este hecho
también se observo en algunos de los animales del grupo A. Concretamente, fueron sacrificados
anteriormente a la fecha prevista de necropsia (6 dias PI bacteriana) los animales: *
|
l
Grupo A: n° 8 (2 dias PI bacteriana) "

n° 14, 15, 27 (3 dias PI bacteriana)

n° 19 (4 dias PI bacteriana) L

Grupo B: n° 11, 16, 22, 26 (2 dias P bacteriana)
n° 3, 21, 30 (3 dias PI bacteriana)
n° 4 (5 dias PI bacteriana)

A pesar de que la mortalidad sabita fue del 30% (3/10) de los animales del grupo A y ifo se
produjo en animales del grupo B, esta diferencia entre grupos no fue estadisticamente significativa
(p>0.05). }
i
Anatomia Patolégica: En los grupos A y B hubo animales que desarrollaron lesiones tipicas;de la

enfermedad de Glasser (Figura 6).

En el grupo A se pudo apreciar una intensa reaccion inflamatoria de caracter predominantefnente

fibrinoso en la pleura (pleuritis fibrinosa) en el animal n° 19. A su vez, este present6 un liquido

cefalorraquideo relativamente turbio y con coloracion blanquecina. El resto de los animales no
| |

manifestaron un proceso que afectara macroscopicamente a las serosas, pero se pudieron observar

distintos hallazgos:

* presencia de filamentos de fibrina en peritoneo: n° 8, 14 y 20.

r
* presencia de filamentos de fibrina en cavidad pericardica; n° 9y 15.
* presencia de liquido articular turbio: n° 8, 14 y 27.

* presencia de liquido cefalorraquideo turbio: n° 20 y 28.
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También se detectaron pequefids areas de consolidacion pulmonar craneo-ventrales en los

animales n° 8 y 27.

En el grupo B se pudo apreciar una intensa reaccion inflamatoria de caracter basicamente fibrinoso
en distintas serosas de 7 de 10 animales, tal como se muestra en la tabla 7. Aparte de estas

lesiones, también se pudo observar:

* presencia de hilos de fibrina en pericardio y peritoneo: n° 29.
* presencia de liquido articular turbio: n° 4, 22, 29y 30.

* presencia de liquido cefalorraquideo turbio: n° 4, 11y 22.

Tabla 7. Lesiones macroscopicas de serositis fibrinosa en los animales del grupo B del
Experimento 3. .

Animal N° | Pleuritis | Pericarditis Perihepatitis Periesplenitis Serositis
mesentérica
3 + - - + -
4 + + + + +
10 - - - - -
11 + - ; ; :
16 + - - - -
17 - - - - -
21 + - - - -
22 + R + - -
29 - _ - - -
30 + + - + -

También se observaron pequefias areas de consolidacion pulmonar craneo-ventrales en los

animales n° 11, 21, 29 y 30.
En los grupos C y D no se observaron animales con ningun tipo de lesiébn macroscopica, con

excepcion del cerdo n° S5, del grupo C, en el cual se le apreci6 una pequefia area de

bronconeumonia en la parte apical del 16bulo medio izquierdo.
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Histopatologia: El estudio histopatologico confirmé los hallazgos de necropsia. Las serositis
fibrinosas consistieron en la deposicion de fibrina y una cantidad variable de células inflamatorias,
especialmente células mononucleares, siendo un infiltrado mixto en los puntos donde el aciimulo
celular fue mayor. La existencia de lesiones en las serosas dependié de cada animal, pero en
conjunto fueron pleura y meninges las afectadas en animales del grupo A, y pleura (Figura 22),
pericardio, peritoneo y meninges en animales del grupo B. Las lesiones de serositis excluyendo la
afectacion de meninges presentd una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre los
animales del grupo A (un animal con pleuritis) y los del grupo B (7 animales con al menos una

serosa afectada).

Lesiones de meningitis (Figuras 23), en algunos casos acompafiadas de coroiditis (Figura 24) y
ependimitis, caracterizadas por presencia de exudado fibrinoso y acimulo de infiltrado
inflamatorio basicamente mononuclear fueron observadas en 4 de 10 animales (40%) en el grupo
A, y 5 de 10 animales en el grupo B (50%). La diferencia entre grupos no fue estadisticamente
 significativa (p>0.05).

Ninguno de los animales de los grupos C y D mostraron inflamacién en serosas.

En todos los animales de los grupos A y C (grupos inoculados con PRRSv) se presentaron de
ligeras a moderadas neumonias intersticiales caracterizadas por el aumento del grosor de los
tabiques interalveolares y una leve infiltracién de células de aspecto macrofagico en el interior de
alveolos. Esporadicamente se pudo observar la presencia de células sincitiales en el interior de los
alveolos (Figuras 19 y 20). Unicamente en el cerdo n° 31, con inoculacion virica, no se observd

neumonia intersticial.

Otra de las lesiones observadas con cierta frecuencia en los animales inoculados con virus fue una
leve a moderada despoblacion linfocitaria en ganglios linfaticos (Figura 21); esta lesion fue
observada en 3 de 10 animales en el grupo A (n° 19, 27 y 28) y 4 de 5 animales en el grupo C (n°

5, 12, 18 y 23). También se describi6 en el cerdo n° 10 del grupo B.

Otras lesiones observadas fueron:
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* rinitis catarral (con un aumento de celularidad en la submucosa y/o presencia de pequefios
quistes epiteliales con células inflamatorias mononucleares en su interior):

Grupo A:n° 8,9y 14.

Grupo B: n° 11.

* tonsilitis purulenta (con presencia ligera o moderada de células polimorfonucleares y con
presencia ocasional de colonias bacterianas):

Grupo A:n° 9y 28

Gmpo B:n®4y29.

* bronconeumonia catarral-purulenta (con presencia de infiltrado inflamatorio polimorfonuclear
que colapso alveolos, bronquios y bronquiolos):

Grupo A: n°2, 8,27 y 28.

Grupo B: n° 4, 11, 21, 29 y 30.

* linfadenitis purulenta de ganglio linfatico inguinal superficial (con intensa presencia de infiltrado
inflamatorio basicamente polimorfonuclear distribuido por todo el parénquima): n° 30, del grupo

B.

El cerdo n° 16 (grupo B) del experimento 3 presentd edema intersticial e infiltracion de los
tabiques interlobulillares con un componente inflamatorio fundamentalmente polimorfonuclear.
Concomitantemente se observd una marcada distension de los vasos linfaticos pleurales y del
tabique interlobulillar, presentado un contenido inflamatorio formado casi exclusivamente por
polimorfonucleares neutréfilos (Figura 25). Esta misma lesion, aunque de forma mas moderada,

también fue observada en el animal n° 30 (grupo B).

Los animales del grupo A que murieron de forma subita (n°® 9, 20 y 28) mostraron minimas
lesiones microscopicas. En los tres animales se detectd una congestion pulmonar muy intensa que
acompafiaba a las lesiones de neumonia intersticial (leves) y en uno de los animales (n° 9) se

observod la presencia de hemorragias pulmonares. En estos mismos animales se observaron
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fenébmenos de coagulacion intravascular diseminada (CID) en capilares pulmonares, siendo
especialmente intensa en el cerdo n° 9 (Figura 26). En los animales 9 y 28 se detect6 la presencia

de colonias bacterianas en tonsilas.

Las lesiones microscOpicas de los cerdos de los grupos A y B se encuentran detalladas en las tablas

8 y 9, respectivamente.

Inmunocitoquimica de PRRSv: Se detect6 antigeno virico en 6/10 animales del grupo A y 5/5
animales del grupo C (tabla 10). No se observé marcaje positivo en ninguno de los tejidos
correspondiéntes a los animales de los grupos B y D. El antigeno fue detectado en macrofagos
alveolares, aunque en muy bajo nimero; en células macrofagicas en el miocardio (Figura 27); en
células de aspecto macrofagico en tonsila, timo y placas de Peyer; y, finalmente, en células
inflamatorias tipo macréfago en exudado fibrinoso meningeo. En todos los casos el nivel de
marcaje entendido como nimero de células positivas a la técnica de inmunocitoquimica fue muy

bajo.

Inmunocitoquimica de Haemophilus parasuis: Se apreci0 marcaje positivo en tejidos
correspondientes a 9/10 cerdos del grupo A y a 8/10 cerdos del grupo B (tabla 11). No se observo
marcaje en ninguno de los tejidos correspondientes a animales de los grupos C y D. El marcaje
positivo se circunscribid, en la mayoria de los casos, al citoplasma de células de aspecto
macrofagico contenidas en los exudados fibrino-purulentos de las visceras afectadas, y de forma
difusa por estos exudados inflamatorios (Figura 28, 31 y 32). Ademas, también se observaron
células de aspecto macrofagico con antigeno en tonsila de 4/10 cerdos en el grupo A y 5/10 cerdos
en el grupo II. En algunos animales (n° 9, 19 y 28 del grupo A, y n° 21 del grupo B) se observo
presencia de antigeno distribuido multifocalmente en células mononucleares de la pulpa blanca del
bazo (Figura 34), asi como en células contenidas en capilares sa.nguineos de corazon (Figura 33) e
higado (menos en el animal n° 28). En el pulmon se detectd antigeno bacteriano en 7/10 animales
en ambos grupos, tanto de forma extensiva en el citoplasma de células inflamatorias en caso de
neumonias como en el interior del citoplasma de macrofagos alveolares (Figura 29); la
distribucién del antigeno siempre fue multifocal y siguiendo un patron lobulillar. En la pleura solo

se observo marcaje positivo en animales del grupo B. Los pulmones con infiltracién inflamatoria

133



en tabiques interlobulillares y distension de vasos linfaticos también mostraron antigeno en el
interior de las células inflamatorias (Figura 30). El resto de tejidos correspondientes a los animales

no afectados de poliserositis fibrinosa resultaron negativos a la técnica inmunocitoquimica.

Virologia: Los sueros iniciales revelaron serologia y aislamiento negativos para PRRSv. Los
resultados seroldgicos de los cerdos de los grupos A y C correspondientes al dia de sacrificio
(entre 7 y 11 dias PI virica), asi como el aislamiento virico en los sueros obtenidos el dia de la

necropsia se muestran en la tabla 12. El aislamiento de tejidos fue negativo.

Bacteriologvia: H. parasuis fue aislado en 9 de 10 animales (90%) tanto en el grupo de infeccion
mixta virico-bacteriana (grupo A) como en el grupo de infeccién bacteriana (grupo B) en el dia de

la necropsia. En los grupos C y D los aislamientos fueron negativos para todos los animales.
Test de fluorescencia para Mycoplasma: El test de anticuerpo fluorescente para la deteccion de

Mycoplasma hyopneumoniae en los todos los animales que presentaron zonas de consolidacion

craneo-ventral resulté negativo.
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Tabla 12. Resultados virologicos de los cerdos de los grupos A y C (animales inoculados con

PRRSv) del experimento 3.
Grupo | Animal N° | ECP 5DiasPI' | Serologia Sacrif.” | ECP Sacrificio®

1 + 1:64 +

) T 1.1024 T

8 + 1.64 -

9 + 1.256 -

A 14 + 1:256 -
15 + 1:256 -

19 + 1:.256 -

20 + - +

27 + - -

28 + - -

5 + 1.256 +

12 - 1:256 -

C 18 + 1:1024 -
23 + 1:1024 +

31 - ' - -

! Efecto citopatico correspondiente a sueros de los animales a los 5 dias PI virica.
?Resultados de serologia por IFA correspondientes a los sueros del dia de sacrificio.
3 Efecto citopatico correspondiente a sueros de los animales al dia de sacrificio.

139



Aed

Figu‘ra'i. Peritoneo. Peritonitis fibrinosa desarrollada por un un cerdo conVencionail libre de PRRSv
 inoculado intranasalmente con H. parasuis (cepa 42088) a dosis de 10° UFC. Cerdo n° 361 (experimento
- 2). L . : '

T . B
e .

o Figura S. Pulmon. Pleuritis fibrinosa desarrollada por un cerdo convencional libre de PRRSv inoculado

- intratraquealmente con H. parasuis (cepa 29755) a dosis de 10’ UFC. Cerdo n° 356 (experimento 2). -
Figura 6. Pulmén. Pleuritis fibrinosa desarrollada por un cerdo Qohvéncional libre de PRRSv y H.
parasuis inoculado intratraquealmente con la bacteria (cepa 29755) a dosis de 10" UFC. Cerdo n® 4

- . {(experimento3). . '
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ento del grosor de los tabiques interalveolares debido a la
presencia de células inflamatorias mononucleares. Cerdo n° 284, 13 dias PI virica y 7 PI bacteriana
(experimento 1). Tincion de H/E. Aumento original: 100x.

Figura 8. Pulmén. Neumonia intersticial. Presencia de células inflamatorias mononucleares en el
interior del espacio alveolar. Los tabiques interalveolares se encuentran muy ligeramente aumentados de
grosor. Cerdo n°® 281, 11 dias PI virica y 5§ PI bacteriana (experimento 1). Tincién de H/E. Aumento
original: 50x.

Figura 9. Pulmon. Infiltrado inflamatorio mononuclear perivascular. Este proceso se desarrollo en todos

los casos en los cuales se presentd neumonia intersticial. Cerdo n° 280, 13 dias PI viricay 7 PI
bacteriana (experimento 1). Tinciéon de H/E. Aumento original: 100x.
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inflamatorio

infiltrado

Bronconeumonia catarral-purulenta. Presencia de

Figura 10. Pulmodn.

contacto con otros

»

basicamente polimorfonuclear en el interior de alveolos y bronquiolos. Cerdo n° 279

animales infectados con el PRRSv y 5 dias PI bacteriana (experimento 1). Tincion de H/E. Aumento

original: 25x.

Figura 11. Mucosa nasal. Rinitis purulenta. Presencia de infiltrado inflamatorio polimorfonuclear en la

superficie de la mucosa nasal. Cerdo n° 277, 9 dias PI virica y 3 PI bacteriana (experimento 1). Tincion

de H/E. Aumento original: 5x.
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intersticio pulmonar. Cerdo n° 281, 11 dias PI virica y 5 PI bacteriana (experimento 1). Tincion de
hematoxilina. Aumento original: 100x.

Figura 13. Tonsila. Deteccién inmunocitoquimica del PRRSv en células de aspecto macrofagico y/o
dendritico en el parénquima de la tonsila. Cerdo n® 280, 13 dias PI virica y 7 dias PI bacteriana
(experimento 1). Tincién de hematoxilina. Aumento original: 100x. v

Figura 14. Placa de Peyer. Deteccion inmunocitoquimica del PRRSv en células de aspecto macrofagico

y/o dendritico en una placa de Peyer. Cerdo n® 278, 9 dias PI virica y 3 dias PI bacteriana (experimento
1). Tincion de hematoxilina. Aumento original: 160x.

143



Figura 15. Bazo. Periesplenitis fibrinosa. Depésito de un infiltrado inflamatorio mixto con gran
cantidad de fibrina en la superficie de 1a capsula esplénica. Cerdo n° 356, 2 dias Pl bacteriana con la
cepa 29755 (experimento 2). Tincion de H/E. Aumento original: 25x.

N N
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Figura 16. Higado. Perihepatitis fibrinosa. Deposito de un infiltrado inflamatorio mixto con gran
cantidad de fibrina en la superficie de la capsula hepatica. Cerdo n° 361, 4 dias PI bacteriana con la cepa
42088 (experimento 2). Tincion de H/E. Aumento original: 25x.

Figura 17. Bazo. Deteccién inmunocitoquimica de . parasuis en el interior de células inflamatorias y
libre entre el exudado fibrino-purulento de la capsula esplénica. Cerdo n°® 356, 2 dias PI bacteriana con
la cepa 29755 (experimento 2). Tincién de hematoxilina. Aumento original: 25x.

Figura 18. Higado. Deteccién inmunocitoquimica de A. parasuis en el interior de células de aspecto
macrofagico y libre entre el exudado fibrinoso correspondiente 2 la superficie de la capsula hepatica.
Cerdo n° 361, 4 dias PI bacteriana con la cepa 42088 (experimento 2). Tincion de hematoxilina.
Aumento original: 200x.
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interior del espacio alveolar. Los tabiques interalveolares se encuentran ligeramente aumentados de
grosor. Presencia de células sincitiales. Cerdo n° 12, 10 dias PI virica (grupo C, experimento 3). Tincién
de H/E. Aumento original: 50x.

Figura 20. Pulmoén. Neumonia intersticial. Presencia de células inflamatorias mononucleares en el
interior del espacio alveolar. Los tabiques interalveolares se encuentran aumentados de grosor. Cerdo n°
12, 10 dias PI virica (grupo C, experimento 3). Tincion de H/E. Aumento original: 100x.

Figura 21. Ganglio linfatico. Despoblacion linfocitaria masiva en el ganglio linfatico mediastinico.

Cerdo n° 19, 9 dias PI virica y 4 PI bacteriana (grupo A, experimento 3). Tincion de H/E. Aumento
original: 10x.

145



Figura 22. Pulmon. Pleuritis fibrinosa. Presencia de un intenso exudado fibrino-purulento en la serosa
pleural. Cerdo n° 30, 3 dias PI bacteriana (grupo B, experimento 3). Tincion de H/E. Aumento original:
25x.

Figura 23. Encéfalo. Meningitis fibrinosa. Presencia de un muy intenso exudado fibrinoso en la
superficie meningea del cerebelo. Cerdo n° 29, 5 dias PI bacteriana (grupo B, experimento 3). Tincion
de H/E. Aumento original: 16x.

Figura 24, Encéfalo. Coroiditis fibrino-purulenta. Presencia de un exudado fibrino-purulento a nivel de
vellosidades coroidales en el techo del IV ventriculo cerebral. Cerdo n® 29, 5 dias Pl bacteriana (grupo
B, experimento 3). Tincién de H/E. Aumento original: 16x.
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Figura 25. Pulmén. Edema intersticial e infiltracion de los tabiques interlobulillares con un componente
inflamatorio  polimorfonuclear. Vaso linfitico totalmente lleno de células inflamatorias
polimorfonucleares. Cerdo n® 16, 2 dias PI bacteriana (grupo B, experimento 3). Tincion de H/E.
Aumento original: 50x. : | .

‘Figura 26. Pulmoén. Congestion masiva del parénquima pulmonar. Coagulacién intravascular
diseminada. Cerdo n° 9, 8 dias PI virica y 3 PI bacteriana (grupo A, experimento 3). Tincién de H/E.
Aumento original: 100x.
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Figura 27. Corazén. Deteccion inmunohistoquimica del PRRSv en células de aspecto macrofagico
situadas entre las fibras del miocardio. Cerdo n° 31, 10 dias PI virica (grupo C, experimento 3). Tincion
de hematoxilina. Aumento original: 160x.

Figura 28. Pulmén. Deteccion inmunohistoquimica de H. parasuis en el infiltrado inflamatorio fibrino-
purulento de la serosa pleural. Cerdo n° 4, 5 dias PI bacteriana (grupo B, experimento 3). Tincion de
hematoxilina. Aumento original: 33x. :

Figura 29. Pulmén. Deteccién inmunohistoquimica de /. parasuis en el interior de células macrofagicas

dels espacio alveolar. Cerdo n° 30. 3 dias PI bacteriana (grupo B, experimento 3). Tincién de
hematoxilina. Aumento original: 40x. '
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inflamatorio
interlobulillar y en el interior de células inflamatorias contenidas en un vaso linfatico distendido. Cerdo
n® 16, 2 dias PI bacteriana (grupo B, experimento 3). Tincion de hematoxilina. Aumento original: 20x.

Figura 31. Encéfalo. Deteccion inmunohistoquimica de A. parasuis en el exudado inflamatorio fibrino-
purulento de la serosa meningea del cerebro. Cerdo n° 21, 3 dias PI bacteriana (grupo B, experimento 3).
Tincion de hematoxilina. Aumento original: 50x.

Figura 32. Encéfalo. Deteccién inmunohistoquimica de H. parasuis en el exudado inflamatorio fibrino-

purulento de 1a serosa meningea del cerebelo. Cerdo n° 21, 3 dias Pl bacteriana (grupo B, experimento
3). Tincion de hematoxilina. Aumento original: 10x.
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Figura 33. Corazon. Deteccidn inmunochistoquimica de H. parasuis en células presentes en células del
interior de los vasos sanguineos del miocardio. Cerdo n° 21, 3 dias PI bacteriana (grupo B, experimento
3). Tincién de hematoxilina. Aumento original: 50x.

' Figura 34. Bazo. Deteccion inmunohistoquimica de H. parasuis en células de aspecto macrofagico en la
pulpa blanca del bazo. Cerdo n° 9, 8 dias PI virica y 3 PI bacteriana (grupo A, experimento 3). Tincion
de hematoxilina. Aumento original: 100x.

Figura 35. Rifién. Deteccion inmunohistoquimica de A. parasuis en celulas del intersticio y de tibulos

renales. Cerdo n° 21, 3 dias PI bacteriana (grupo B, experimento 3). Tincién de hematoxilina. Aumento
original: 100x.
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4.4 DISCUSION

Estos estudios representan la primera tentativa de demostrar experimentalmente una pbsible
interaccion entre el PRRSv y H. parasuis. El origen de estos estudios se baso en la sospecha de
esta interaccién en base a datos clinicos y seglin datos de laboratorios de diagndstico, en.cuya
casuistica de los ultimos 5 afios, con una amplia extension del PRRS en todas sus formas clinicas,
hubo un significativo aumento de lesiones de poliserositis en las zonas geograficas donde el PRRS
tuvo una destacada incidencia (Molitor, 1993; Pijoan et al., 1994; Done y Paton, 1995; Vahle et
al., 1995).

El tercer experimento, realizado con cerdos procedentes de una granja libre de PRRSv y de H.
parasuis, y con una dosis de inoculacion bacteriana de 10’ UFC/ml. a los 5 dias PI virica, muestra
la existencia de un efecto del PRRSv sobre la subsiguiente infeccion con H. parasuis. Este efecto,
observado en los animales del grupo A, resulta en menor severidad de sintomas clinicos y lesiones
que en el grupo de inoculacion exclusivamente bacteriana (grupo B), pero con mortalidad sabita
de algunos de los animales. Los animales del grupo B tuvieron mayor prevalencia de poliserositis,
con afeccion de las serosas pleural, pericardica, sinovial, peritoneal y meningea, mientras que los

animales del grupo A solo presentaron afectacion pleural y meningea.

Los experimentos 1 y 2 fueron realizados con animales del mismo origen, procedentes de granjas
libres de PRRSv pero no de H. parasuis, y solo se logré reproducir poliserositis en 2 de los 16
animales (12%) del experimento 2. Esto se encuentra en oposicion a la elevada prevalencia
encontrada en el grupo B del experimento 3 (afectacion de 7 de 10 animales, 70%) con unas
condiciones de disefio experimental muy similares. A pesar de que hay diferencias de via de
inoculacion entre los experimentos (via LN., LT., y LP. en el experimento 1, via IN. y L.T. en el
experimento 2 y sélo via LT. en el experimento 3) y de dosis inoculada (10° UFC/ml. en el
experimento 1, 10? y 10° UFC/ml. en el experimento 2, y 10" UFC/ml. en el experimento 3) la
mayor diferencia entre ellos estriba en el origen de los animales. A tenor de los resultados, el
hecho de disponer de unos animales libres de PRRSv pero especialmente libres de H. parasuis

proporcioné la posibilidad de encontrar un modelo adecuado de reproduccion de enfermedad de
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Glésser en el cual, como minimo, se pueda reproducir significativamente la enfermedad en el 50%-

de los animales inoculados..

La dosis minima de inoculacioén para poder reproducir la enfermedad de Glisser no se encuentra
estandarizada, y los distintos autores han utilizado dosis muy variables que, en la mayoria de los
casos, se relaciona directamente con el origen de los animales. Las dosis utilizadas varian entre 10
hasta 10" UFC/ml, y el tipo de animal escogido para realizar este tipo de experimentos
habitualmente ha sido el cerdo gnotobidtico, o el derivado de cesarea y privado de calostro en su

defecto (Kobish et al., 1980; Pohle et al., 1992; Kielstein et al., 1994; Vahle et al.,, 1994).

A estos efectos, y en las condiciones de estudio expuestas, el experimento 3 muestra que la
inoculacién previa con el PRRSv si tiene un efecto marcado sobre la infeccion bacteriana. Este
efecto parece desglosarsé en dos componentes: menor nivel lesional y mayor mortalidad stbita.
Una posible explicacion de la diferencia entre el grupo A (animales inoculados con virus y
bacteria) y el grupo B (animales inoculados con bacteria) del experimento 3 en cuanto a las
lesiones observadas, podria ser el reconocido efecto inmunomodulador del PRRSv. Algunos
autores (Molitor et al., 1992; Ohlinger et al., 1992; Molitor, 1993) han mostrado que a los 7 dias
PI virica se ha producido una marcada disminucién en el porcentaje de capacidad funcional de
liberacion de anion superdxido por parte de los macrofagos alveolares, ademas de producirse una
masiva destruccion de este tipo celular. No obstante, y paraddjicamente, también se ha descrito un
efecto de mejora en cuanto a respuesta humoral y celular sistémica en animales infectados con el
PRRSv. Estos dos efectos del virus podrian ayudar a explicar los efectos observados en el
experimento 3. La destruccién local y disminucion de funcionalidad de PAM facilitaria la
multiplicacion bacteriana en el pulmén y una rapida diseminaéién al resto del organismo. Ello
supone que en cuestion de relativamente poco tiempo se produciria una bacteriemia muy marcada
por microorganismos gram-negativos (H. parasuis), y por tanto niveles muy elevados de
substancias tipo LPS. Todo ello podria ejercer un efecto de shock séptico muy rapido que acabaria
con la vida de los animales afectados. La rapidez de este proceso coincide con el hecho de no
haber hallado lesiones en los animales afectados de muerte subita, con excepcion de marcada

congestion pulmonar, hemorragias pulmonares y C.LD., cuadro perfectamente compatible con
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shock séptico. El aislamiento sistémico de la bacteria (datos no mostrados) y los resultados

inmunocitoquimicos en estos animales apoyarian esta hipotesis.

Contrariamente, los animales que pudieran sobrevivir a esta fase tenderian a desarrollar menos
lesiones generalizadas producidas por la bacteria debido a que a nivel sistémico ‘existe una
respuesta humoral y celular incrementada por efecto del virus. A pesar de ello, la bacteriemia si se
produciria, tal como muestra el aislamiento sistémico de H. parasuis en estos animales (datos no

mostrados) y los resultados inmunocitoquimicos.

El PRRSv no causd una elevacion muy marcada de la temperatura rectal de los animales
inoculados de los experimentos 1 y 3. Estos hallazgos se encuentran en consonancia con los de
otros autores, los cuales relacionan la infecciéon del PRRSv con una ligera hipertermia entre los

dias 2 y 4 PI (Collins et al., 1992; Rossow et al., 1994; Halbur et al., 1995b, 1996). )

La inoculacion de H. parasuis también caus6 hipertermia que oscilé entre 40.3 y 41°C segin
grupo. No obstante, el aumento de temperatura rectal individual relacionado con la inoculacion de
la bacteria fue mucho mas variado que en el caso del virus. Ello podria ser debido a que la
infeccion con H. parasuis no fue homogénea en todo el grupo de animales inoculados
(especialmente claro en los experimentos 2 y 3) por lo que se desprende de los datos clinicos y
patolégicos (algunos animales desarrollaron claros sintomas y lesiones de enfermedad de Glasser y
otros no), y ello supone una disminucion de la temperatura rectal final para el grupo. Este aumento
de temperatura rectal PI bacteriana ha sido descrito previamente por otros autores (Neil et al.,
1969; McDaniels y Cairns, 1990; Nicolet, 1992). No obstante, de forma individual, algunos de los
animales que enfermaron de Glisser tuvieron hipertermia hasta 42.5°C y, en fase agonica,
hipotermia de hasta 37°C. Quiza sea la variabilidad individual lo que causé que en el grupo B del
experimento 2 tenga una disminucion de temperatura rectal media del grupo que se situe a 39°C

en el dia 1 PI. De todas maneras, ésta es una temperatura que se encontraria en animales sanos.
Tanto los animales del experimento 2 como los del grupo B del experimento 3 que enfermaron de

Glasser desarrollaron sintomas clinicos de depresién y postracion, pero en ningun caso se observo

muerte del animal no precedida de sintomas clinicos previos. Aunque la mortalidad fuera un
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efecto observado solamente en el grupo A del experimento 3, es de resefiar también que
estadisticamente este hecho no fue significativo respecto el grupo B, probablemente debido a un
tamafio de muestra excesivamente pequefio. De todas maneras, hay que‘tener en cuenta que en el
grupo B no murié ningﬁn animal, entre otras cosas porqué aquellos que mostraban un estado
critico eran sacrificados. No obstante, serian animales que, a nivel de campo, podrian al menos ser
medicados ya que clinicamente mostraron sintomas, mientras que los animales que murieron del

grupo A fue de forma totalmente inesperada y sin sintomas previos.

Dos de los cerdos del experimento 2, 1 del grupo A y 7 del grupo B del experimento 3 mostraron
las tipicas lesiones de poliserositis fibrino-purulenta asociadas a la enfermedad de Glasser. La
intensidad, extension y localizacion de estas lesiones se encuentran totalmente de acuerdo con las

sefialadas por otros autores previamente (Neil et al, 1969; Riley et al., 1977; Nicolet et al, 1992).

Solo en el caso de la afeccion meningea no se encontré diferencia significativa entre los animales
de los grupos A y B del experimento 3. La razén por la cual no hubo diferencias entre afeccion de
meninges pero si en cuanto al resto de serosas entre los dos grupos es desconocido. Algunos
autores han sefialado que en ciertos brotes de enfermedad de Glasser la lesion meningea puede
llegar a estar presente en el 80% de los animales afectados, y en muchos casos ser la iinica serosa
afectada (Palmer, 1992; Pohle et al., 1992). La variabilidad en virulencia existente entre serovares
podria explicar parcialmente este hecho, pero ello no explicaria la diferencia observada en el

experimento 3.

Las lesiones atribuidas al PRRSv, especialmente la neumonia intersticial, estuvieron presentes en
casi todos los animales inoculados con el virus. No obstante, las lesiones observadas en los
pulmones en el momento de sacrificio (rango que oscilé entre los 9 y 13 dias PI virica en el
experimento 1 y 7 y 10 dias PI en el experimento 3) fueron relativamente moderadas, y eh los
animales del grupo A del experimento 3, especialmente leves, en comparacion a otras infecciones
experimentales que utilizan unas dosis de infeccién muy parecidas (Pol et al., 1991; Collins et al.,
1992; Halbur et al., 1993, 1995b, 1996, Rossow et al., 1994, 1995a). La mayoria de autores que
muestran lesiones pulmonares significativas asociadas a PRRSv han utilizado animales

gnotobidticos o, en su defecto, cerdos derivados de cesarea y privados de calostro (Pol et al., 1991;
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Collins et al., 1992; Rossow et al., 1995a; Halbur et al., 1995b, 1996), probablemente mucho mas
sensibles a la infeccion por el PRRSv y al desarrollo de lesiones provocadas por el virus. En la
literatura se ha descrito un elevado margen de variabilidad lesional causada por el PRRSv, y entre
los factores relacionados con ello cabe destacar el origen de los animales, edad de los animales,
dosis de indculo virico y nimero de pases del virus en cultivo celular (Collins et al., 1992; Van
Reeth et al.,, 1995; Halbur et al., 1995b, 1996). A pesar de ello, una explicacion definitiva que
explique un moderado efecto del PRRSv sobre estos animales, es desconocida. Por otro lado, la
mayoria de los cerdos infectados en estos experimentos fueron sacrificados entre los 7 y 12 dias PI
virica. Quiz4 no sea éste un tiempo suficientemente prolongado como para poder observar un
efecto patdgeno muy marcado en animales convencionales de alta sanidad como los utilizados
aqui, y especialmente para poder encontrar lesiones como miocarditis, encefalitis y otras

alteraciones que aparecen mas tardiamente en el transcurso de la enfermedad.

Los cerdos n° 16 y 30 presentaron adicionalmente una marcada distensiéon de los vasos linfaticos
pleurales y del tabique interlobulillar, presentando un contenido inflamatorio formado casi
exclusivamente por polimorfonucleares neutrofilos. Esta lesion podria ser debida a una extension
del proceso inflamatorio pleural o bién a partir de un proceso neuménico tipo bronco-neumonia
catarral-purulenta. No obstante, solo el cerdo n° 30 presentd lesion neumodnica y ambos
presentaron una intensa pleuritis fibrino-purulenta. Ello sugeriria que la primera de las hipdtesis es
la méas probable. La lesion observada, ademés, podria tener implicaciones fisiopatologicas
importantes, dado que la presencia de pus y bacteria (demostrado por la técnica
inmunocitoquimica) en vasos linfaticos pleurales, supone que este contenido linfatico seria
recogido en los ganglios linfaticos mediastinicos y traqueo-bronquiales y conducido a circulacion
general (vena Cava Craneal o vena Braquiocefalica) a través del conducto torécico. De esta
manera se permitiria un mantenimiento mas alargado de la bacteriemia y se facilitaria la

posibilidad del shock séptico.

Las lesiones observadas en los animales que murieron subitamente en el grupo A del experimento
3 fueron basicamente C.1D. , hemorragia pulmonar y congestion masiva de todos los 6rganos.
Lesiones muy similares fueron observadas en cerdos experimentalmente inoculados con

suspensiones bacterianas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli a
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dosis proximas a 10° UFC/cerdo con el objeto de reproducir un modelo de fallo respiratorio agudo
en el cerdo (Dehring et al., 1982). En este trabajo no se observaron lesiones macroscopicas en los
animales inoculados y sblo se detectaron lesiones microscopicas consistentes en edema, congestion
y hemorragia pulmonar. Ademas, se lograron aislar las bacterias de 6rganos internos como bazo,
higado y rifion, confirmando un proceso septicémico. Por otro lado, se produjeron muertes solo en
los grupos donde fueron inoculadas bacterias gram-negativas (P. aeruginosa y E. coli) mientras
que no se dieron en el grupo de animales inoculados con una bacteria gram-positiva
(Staphylococcus aureus). En los 3 animales del grupo A del experimento 3 también se logro aislar
H. parasuis de localizacion sistémica (datos no mostrados), y aln mas evidente resulta con los
datos de inmunocitoquimica para los animales n® 9 (antigeno circulante en miocardio, higado y
bazo) y n° 28 (antigeno circulante en miocardio y bazo). La CID es un proceso patologico
secundario a distintas enfermedades. Basicamente se relaciona con complicaciones obstétricas,
infecciones, tumores y dafio tisular masivo (Cotran et al., 1989). Dentro del grupo de las
infecciones, la sepsis por bacterias gram-negativas es la causa mas frecuente de CID. Por ello, a
 través de las lesiones observadas, microbiologia (datos no mostrados) e inmunocitoquimica, se
puede atribuir la muerte sibita de los 3 cerdos del grupo A del experimento 3 a un proceso de

septicemia y consecuentemente un proceso de shock séptico.

Tradicionalmente, otra de las lesiones asociadas a la infecciébn por H. parasuis es la de
bronconeumonia catarra.l-puruleﬁta (Riley et al., 1977; Nascimiento y Fagundes, 1991; Pohle et
al., 1992). No obstante, también es sabido que esta bacteria es un habitante normal de la flora del
tracto respiratorio anterior de los cerdos (Pijoan et al., 1983; Moller y Kilian, 1990; Kruger et al.,
1993; Moller et al., 1993) y, en la mayoria de los casos, la ocurrencia de bronconeumonia por H.
parasuis se considera como infeccion secundaria a otros agentes viricos y/o bacterianos (Narita et
al.,, 1994; Vable et al., 1995). En el experimento 3, 4 animales del grupo A y 5 del grupo B
desarrollaron neumonias en distintos grados, detectandose inmunocitoquimicamente antigeno de
H. parasuis en todas ellas. Por ello se sugiere que esta bacteria podria ser, esporadicamente, un
agenté etiolégico primario relacionado con la produccion de neumonia porcina. Este fenémeno ya
ha sido caracterizado en caso de infeccion con H. parasuis con dosis de 10'° UFC/ml. (Pohle et al.,

1992).
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En los estudios inmunohistoquimicos se han aplicado 2 técnicas de avidina-biotina-peroxidasa
para la deteccién de PRRSv y H. parasuis. Ambas técnicas han sido previamente recogidas en la
bibliografia, especialmente la utilizada para detectar el PRRSv (Halbur et al., 1994; Halbur et al.,
1995a). Podriamos considerar la técnica de deteccion de H. parasuis usada en estos estudios como
la primera utilizaciéon de una técpica inmunocitoquimica para la deteccion de este antigeno
bacteriano en los distintos 6rganos de cerdos infectados experimentalmente. Solo existe una cita
bibliografica previa en la cual se utiliza esta técnica con el objeto de demostrar antigeno bacteriano
en pulmoén de animales inoculados con virus de la enfermedad de Aujeszky y que, casualmente, se

infectaron con H. parasuis (Narita et al., 1994).

La deteccion del PRRSv en los tejidos correspondientes a los animales del experimento 1 se
realiza basicamente en pulmén (6/9 cerdos) y, en un solo caso, en tonsila. La deteccion de
antigeno virico se realiza en 2/3 animales por grupo sacrificado a los 9, 11 y 13 dias PI virica.
Estos datos se encuentran de acuerdo con los resultados obtenidos por’otros autores con una
técnica de inmunocitoquimica con oro coloidal (similar sensibilidad a la técnica de avidina-biotina
peroxidasa (Larochelle y Magar, 1995)) en los cuales se detecta antigeno entre 1 y 21 dias PI
(Rossow et al., 1995b). No obstante, y acorde con €l grado lesional moderado de pulmoén, la

cantidad de células positivas a la técnica fue relativamente baja.

En el experimento 3, esta deteccion de antigeno ain fue menor a nivel puimonar: 4 de 10 cerdos
en el grupo A y 2 de S en el grupo C. No obstante, miocardio y tonsila se mostraron como buenas
muestras para estos animales para la deteccion de antigeno. La deteccion de antigeno virico en
corazon y tonsila ha sido previamente descrita entre los 4 y 9 dias PI en cerdos nacidos por cesarea
y privados de calostro de 3 semanas de edad (Halbur et al., 1995a). De forma similar, en el
experimento 3 se utilizaron animales de practicamente lé misma edad y correspondientes a 7-10
dias PI virica. La razon por la cual no se observa marcaje en corazon y practicamente tampoco en
tonsila en los animales del experimento 1 es desconocida, pero quiza se relacione con el hecho de

ser animales de mayor edad (10 dias mayores a los del experimento 3) y de origen distinto.

La deteccion de antigeno de H. parasuis solo se realizo en animales de los experimentos 2y 3, y

con una correspondencia de practicamente el 100% entre positividad por la técnica
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inmunocitoquimica y lesiones. En la mayoria de los casos de serositis fibrino-purulenta hubo
deteccion de antigeno bacteriano. Ademas, H. parasuis fue detectado en células monociticas
circulantes de distintos 6rganos como miocardio, higado y bazo, hecho que confirma el caracter

septicémico que se reconoce en la enfermedad de Glasser.

También fue detectado antigeno bacteriano en el interior de células macrofagicas y otras células
inflamatorias (polimorfonucleares neutrofilos) del pulmén en casos de bronconeumonia catarral-
purulenta. Este hecho sugiere que H. parasuis podria ser una causa primaria de esta lesion.
También fue detectado antigeno bacteriano en las lesiones correspondientes a los animales n° 16 y
30 del grupo B del experimento 3. En ambos casos se pudo detectar antigeno en el interior de los
tabiques interlobulillares, e incluso en el interior de células polimorfonucleares de los vasos
linfaticos. En estos animales, en cambio, no se detectd antigeno en el interior de alveolos o células
inflamatorias del interior de alveolos, por lo que la hipotesis de que este infiltrado inflamatorio

tiene su origen en la pleura se refuerza.

Los resultados inmunocitoquimicos de deteccion de H. parasuis se correlacionaron cerca del
100% con los resultados de aislamiento microbiologico (datos no mostrados). De hecho, las
muestras de tejido cerebral y pulmonar revelaron mayor sensibilidad que las muestras de liquido
cefalorraquideo y pulmoén utilizadas para el aislamiento microbiolégico. Por contra, no hubo
diferencias en cuanto a muestras de peritoneo, y el liquido pericardico resultd ser mejor muestra

para el aislamiento microbioldgico que el pericardio para inmunocitoquimica.

En conclusion, la técnica inmunocitoquimica para la deteccion de antigeno de H. parasuis tiene
una buena correlacién con el aislamiento bacteriano, y se puede considerar como un sistema de
diagnéstico muy util para la enfermedad de Glasser. Especialmente porque H. parasuis es un
microorganismo de aislamiento relativamente dificil debido a sus necesidades de cultivo (Little,
1970; Morozumi y Nicolet, 1986; Morikoshi et al., 1990). Ademas, esta técnica permitiria la
realizacion de estudios de patogenia y retrospectivos. No obstante, en este estudio se ha utilizado
un antisuero primario policlonal anti-serovar 5 (serovar homoélogo al de la inoculacién), y la

técnica podria no ser efectiva en caso de infecciones con otros serovares. Esta sospecha se basa en
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que, al menos a nivel vacunal, la proteccion cruzada entre serovares es limitada (Kocur et al.,

1994; White et al., 1995).

En los experimentos 1 y 3 se demuestra que la infeccién virica fue reproducida en todos los
animales en los cuales se inoculé el PRRSv, con la excepcion del animal n° 31 del grupo C del
experimento 3. Para todo el resto de los animales se confirma que se trata de un hecho comin la
observacion de efecto citopatico a partir de muestras de suero entre 5 y 7 dias PI virica y una
seroconversion entre los 7 y 12 dias PI virica, tal como se ha descrito previamente (Wensvoort et

al. 1991; Yoon et al. 1992b; Mengeling et al. 1995).

4.4.1 Resumen

En resumen, en las condiciones experimentales de este trabajo, la infeccion de cerdos libres de
PRRSv y H. parasuis, con el citado virus y seguido con la infeccion intratraqueal S dias después
con H. parasuis serovar 5, no resulta en un incremento de enfermedad de Glésser en comparacion
a aquellos animales inoculados Unica y exclusivamente con la bacteria, pero si en un incremento
de la mortalidad. Estos hallazgos contrastan con las observaciones de campo, donde a la infeccién
enzodtica con PRRSv se le atribuye un incremento en la incidencia de poliserositis debida a H.

parasuis.

Ademas, la inoculacion de H. parasuis serovar 5 en cerdos convencionales libres de PRRSv
inoculados intranasal o intratraquealmente con una dosis entre 10° y 10* UFC/ml. no permite su

uso como modelo de reproduccion de poliserositis fibrinosa (enfermedad de Glasser).
Las hipdtesis que podrian explicar la relacion que parece haber entre el aumento del PRRSv,

especialmente entre los afios 1991 y 1993 (Meredith, 1994), y el aumento de poliserositis, son

diversas. Entre ellas cabria destacar:
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* que la poliserositis observada no fuera debida a H. parasuis especificamente, sind que existieran
otros microorganismos como Mycoplasma hyorrhinis, Escherichia coli u otros que actuaron en

asociacion con el PRRSv.

* que el comercio continuo de animales, especialmente de paises como Holanda y Alemania,
hubiera introducido en nuestro pais nuevos serovares de H. parasuis contra los cuales no existia
una proteccion adecuada y resultara en la aparicion casi epizottica de enfermedad de Glisser,
coincidiendo casualmente con la entrada del PRRSv en Espafia. Este fenomeno seria explicable
dado que no existe proteccion cruzada para todos los serovares de H. parasuis (Kocur et al., 1994;

Rapp-Gabrielson et al., 1994; White et al., 1995).

* e] disefio experimental planteado en estos estudios no satisface las condiciones que se presentan
a nivel de campo; quiza otro protocolo con distintos momentos de desafio bacteriano y virico
permitirian mostrar asociacion entre ambos agentes tal y como se sospecha por los datos clinicos y

de diagndstico laboratorial.

4.4.2 Adendum

Con posterioridad a la realizacién de estos experimentos (el experimento 3, ultimo en orden
cronoldgico, finalizo en Septiembre de 1994), fue publicado en el Journal of Veterinary
Diagnostic Investigation, 7 (3), 313-320, 1995, el trabajo “Porcine Reproductive and Respiratory
Syndrome: NEB-1 PRRSV infection did not potentiate bacterial pathogens” realizado por los
autores V.L. Cooper, AR. Doster, R A. Hesse y N.B. Harris, de la Universidad de Nebraska. En
este trabajo se estudian grupos de infeccion doble con el aislamiento NEB-1 del PRRSv y otras
bacterias (Salmonella cholerae-suis, Pasteurella multocida, Streptococcus suis y Haemophilus
parasuis) con el objeto de demostrar la posible interaccion entre el virus y las bacterias. En el caso
de H. parasuis existen unas diferencias substanciales en cuanto al disefio experimental respecto a
nuestro trabajo (dosis, via de inoculacion, nimero de animales por grupo y edad de ellos), pero la

conclusion final supuso una no diferencia clara entre los grupos con solo bacteria y los grupos con
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virus y bacteria. De esta manera, al igual que nosotros, no pudieron demostrar la posible

interaccion entre estos dos microorganismos tal como se sospecha en condiciones de campo.
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CAPITULO 5:

ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DE
MACROFAGOS ALVEOLARES PORCINOS
INFECTADOS IN VITRO CON PRRSv
Y DUALMENTE CON PRRSv Y
Haemophilus parasuis



5.1 INTRODUCCION

El PRRSv es un virus relacionado fisico-quimica y estructuralmente con los representantes de la
familia Togaviridae: virus de la arteritis virica equina (EAV), del género Arterivirus, y virus de
la lactato-deshidrogenasa de los ratones (LDV) y fiebre hemorrigica de los simios (SHFV),
incluidos en la familia pero sin clasificacién de género (Fenner et al., 1987). Este hecho ha
sugerido la reclasificacién de todos estos virus en lo que seria la nueva familia Arteriviridae

(Plagemann y Moenning, 1992; Meulenberg et al., 1993, 1994).

La célula diana primaria para todos estos virus es el macrofago. El LDV, SHFV y PRRSv
tienen una replicacién in vitro restringida a cultivos primarios de macréfagos y lineas celulares
de rifion de mono (MA-104). El EAV, contrariamente, tiene capacidad de replicacion en
muiltiples lineas celulares (Plagemann y Moenning, 1992; Meulenberg et al., 1994).

El LDV y el PRRSv presentan la capacidad de producir efectos inmunomoduladores in vivo.

Estos efectos se caracterizan por causar efectos sistémicos consistentes en el aumento o

disminucion de respuestas frente a antigenos exégenos y actividad linfocitaria tipo T (Plag'emann’ -

y Moenning, 1992; Molitor et al. 1992). Concretamente, el PRRSv causa destruccién de PAM
(produce la destruccién del 40% o mds de este tipo celular a los 7 dias PI) y disminucién de la
funcionalidad de los PAM restantes por descenso de la produccion de anién superéxido (Molitor
et al. 1992; Molitor, 1993). Ademis, tanto LDV como PRRSv desarrollan el fenémeno de
aumento de replicacion dependiente de anticuerpo tanto in vivo como in vitro (Choi et al., 1992;

Plagemann y Moenning, 1992; Christianson et al., 1993; Yoon et al., 1994).

La replicacion del LDV es especialmente efectiva en cultivos de macréfagos procedentes de
ratones de 1-2 semanas de edad, pero solo un maximo de 1-4% de estas células son infectadas
productivamente (Plagemann y Moenning, 1992). Este hecho mantiene un marcado paralelismo
con el PRRSv, donde de un cultivo de PAM procedentes de un cerdo joven (menos de 8
semanas) solo un 1-10% de las células resultan infectadas de forma productiva in vitro,
incluyendo que ademds existe una susceptibilidad variable de los PAM a la replicacion del
PRRSv dependiendo del cerdo del cual se han extraido (Choi et al., 1995; Van Reeth, 1995). La |

reciente descripcién de la existencia de subpoblaciones de PAM en el cerdo con diferencias de
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susceptibilidad a Ia replicacion del PRRSv en ellas podrfan explicar este fenémeno.
Paralelamente, se demostré que las subpoblaciones de PAM en las que la multiplicacion virica

es mas eficaz son también aquellas de mayor capacidad fagocitica (Choi et al., 1995).

En este iltimo fenémeno se basarfan algunas de las hipdtesis sobre la patogenia de las
interacciones sugeridas entre el PRRSv y otros agentes bacterianos y viricos. El virus provocaria
una destruccion importante de PAM, los cuales serfan substituidos por células inmaduras que no
serian capaces de fagocitar y destruir a otros agentes, permitiendo su posterior paso al torrente
circulatorio provocando septicemia o bién afectando directamente al pulmén provocando

neumonia (Pijoan et al., 1994).

Uno de los agentes que con mas asiduidad ha sido asociado clinicamente a la infeccion por
PRRSv es H. parasuis como productor de brotes de poliserositis en granjas que previamente han
sufrido brotes epizodticos de PRRS (Molitor, 1993; Pijoan et al., 1994; Vahle et al., 1995). Los
mecanismos de esta posible asociacién se desconocen actualmente, pero basindose en que los
PAM juegan un papel central en la defensa contra bacterias (fagocitosis y liberacion de
citoquinas tipo IL-18, TNF y IFN (Kessinger et ’al., 1987)), se ha sugerido un papel importante
de los PAM en la patogenia de las infecciones duales relacionadas con el PRRSv (Van Reeth,
1995).

El objetivo de este trabajo es estudiar posibles interacciones in vitro entre el PRRSv y H.
parasuis en cultivos primarios de PAM y describir los cambios ultraestructurales de estas células
infectadas con el virus y/o la bacteria, con especial interés en si los PAM infectados con PRRSv

son capaces de fagocitar a H. parasuis y en que medida.

5.2 MATERIAL Y METODOS

Obtencion de PAM: Los PAM fueron obtenidos a partir de cerdos de 4-6 semanas de edad
procedentes de una granja libre de PRRS y H. parasuis. Los animales fueron sacrificados por
inyeccion intravenosa de 2 ml. de una solucion de pentobarbital sodico. Traquea y pulmones fueron

extraidos de la cavidad toracica, y se les practicé un lavado broncoalveolar. Para ello se introdujo
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un volumen de 200 mL de tampon fosfato salino (PBS) 0.1 M (pH = 7.2), y se realiz6 un masaje
firme y constante de todos los 16bulos pulmonares de duracion entre 1 y 2 minutos, y finalmente se
recupero el liquido de lavado por decantacion en frascos estériles de plastico siliconizado y base
conica de 250 ml. de volumen. El liquido fue centrifigado durante 15 minutos a 1600 1pm y se
descarto el sobrenadante. El sedimento celular fue resuspendido en 50 mlL de medio RPMI-1640
con antibioticos (penicilina/estreptomicina, neomicina y gentamicina) y antifingicos (fungizona), y
se realizo contaje y viabilidad celular utilizando un hematocitometro (camara de Neubauer) y Ia
tincion de azul tripano. Finalmente, la concentracién de células fue ajustada a 2x10° PAM/ml. de
medio.

Inéculo virico: Se utilizo la cepa de referencia americana, VR-2332, con 5 pases de cultivo en la
linea celular CL 2621. Se realizé una infeccion de 1 MOI (1 multiplicidad de infeccion), que
correspondié a una particula virica procedente de una suspension de 10° TCIDS0/ml. por PAM
presente en cultivo. -

Inéculo bacteriano: Se utilizd la cepa 29755 de H. parasuis, de serovar 5. Se realizd una
inoculacion de 25 bacterias por PAM presente en cultivo, procedentes de una suspensién de 10°
UFC/ml. La bacteria fiie opsonizada durante 45 minutos a 37°C con suero hiperinnmmne de cerdo

contra el serovar 5 de H. parasuis al 10%.

Disefio experimental: Se realizaron dos experimentos para determinar las caracteristicas
ultraestructurales de los PAM infectados in vifro con PRRSv (experimento 1), y para estudiar el
efecto sobre estas caracteristicas en el caso de infeccion doble con PRRSv y H. parasuis
(experimento 2). En ambos experimentos, los PAM fueron incubados en rotacion en una estufa a

37°C'y con una atmosfera de 5% de diéxido de carbono (CO,) durante todo el periodo de estudio.

En el experimento 1 las muestras de PAM fueron recogidas a las 2 (nmestra (M) 1), 14 (M2), 22
(M3), 34 (M4) y 48 (MS) horas PI e inmediatamente fijadas con una mezcla del 1.5% de
glutaraldehido y 1.5% de para-formaldehido. Las tres primeras muestras (M1, M2 y M3),
correspondientes a 2, 14 y 22 horas PL fueron recogidas sinmltaneamente, dado que el protocolo
de infeccion para estas muestras supuso infectar primero M3, 8 horas después M2 y 20 horas
después M1, de manera que cumplieron el tiempo PI simuitaneamente. Por ello solo se utiliz6 un
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