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Introduction

INTRODUCTION

Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS) is
one of the most economically important diseases of swine industry.
PRRS is caused by PRRS virus (PRRSV), which is nowadays
divided into two distinct genotypes: type 1 or PRRSV-1 and type 2
or PRRSV-2 (also named as European and American, respectively),

both sharing between 55-70% of genetic homology.

The main hallmarks of the pathogenesis of PRRSV infections
are the sustained viremia, the capability to cause persistent infections
and the inefficient immune response. Neutralizing antibodies are
raised at later stages, and cell-mediated immunity is delayed in

comparison with other viral infections.

PRRSV has a specific tropism for differentiated macrophages
from lung and lymphoid organs, being controversial the role of
antigen presenting cells (APCs) during PRRSV infection. Due to its
role in the transition from the innate to the adaptive immune
response, APCs could give us detailed information regarding the

immunopathogenesis of PRRSV infection.
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The involvement of regulatory T cells (Tregs), likewise, is
pretty important since they can block, inhibit or suppress the function
of activated T cells.

The behaviour of APCs during PRRSV infection has been
studied in different in vitro studies, nevertheless there are no ex vivo
or in vivo studies about its role during PRRSV infection. In addition,
the study of the interaction between these cells and PRRSV, during
the first stages after infection, as well as, the engrossment of Tregs
during PRRS, is determining to deep in the knowledge of the

immunobiology of this syndrome.

This PhD Thesis was financially supported by the Spanish
Ministry of Education and Science, project number AGL2009-
12438/GAN. The PhD student, Irene Magdalena Rodriguez Gomez,
performed her predoctoral studies supported by a fellowship from the
program “Formacion del Profesorado Universitario” from the

Spanish Ministry of Science and Innovation (AP-2007-02607).
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INTRODUCCION

El Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (del inglés
Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome, PRRS) es una de
las enfermedades infecciosas mas importantes del sector porcino
mundial. EI PRRS esta causado por un virus, conocido con el mismo
nombre que la enfermedad (virus del PRRS, PRRSV), en el que
actualmente, se distinguen dos genotipos, el tipo 1 o genotipo
Europeo y el tipo 2 o genotipo Americano, los cuales comparten

entre un 55-70% de homologia.

Este sindrome esta caracterizado por cursar con una viremia
prolongada, ocasionar infecciones persistentes y una respuesta
inmune ineficaz tras la infeccion. Respuesta inmune en la que la
aparicion de anticuerpos neutralizantes es tardia y la respuesta celular

erratica durante las primeras semanas de infeccion.

El PRRSV tiene un tropismo marcado por las células de la
estirpe monocito/macrofago del pulmén y de los érganos linfoides,
existiendo en la actualidad controversia sobre el papel de las células

presentadoras de antigeno (del inglés antigen presenting cells, APCs)
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en la patogenia de esta enfermedad. Las APCs desarrollan un papel
unico durante la respuesta inmune, debido a que son el puente de
unién entre la respuesta inmune innata y la respuesta inmune
adaptativa. Por tanto, su estudio durante el transcurso del PRRS
podria darnos informacion sobre aspectos aun desconocidos de la

patogenia de esta enfermedad.

De igual manera, el estudio de las células efectoras es crucial
para comprender por qué es ineficaz la respuesta inmune en el PRRS.
En este sentido, se ha descrito la existencia de una poblacion celular,
los linfocitos T reguladores o células T reguladoras (del inglés
regulatory T cells, Tregs) que podrian modular la respuesta inmune
mediante el blogueo, inhibicion o supresion de las células T

activadas.

Aunque existen varios estudios in vitro sobre el papel y los
cambios que experimentan las APCs durante el transcurso del PRRS,
no existen estudios ex vivo o in vivo que muestren el comportamiento
de estas celulas. Asimismo, es necesario estudiar la interaccion

PRRSV-APCs durante las primeras horas post-infeccion, asi como,




Introduccién

el papel potencial de las Tregs durante el curso de la infeccién por
PRRSV, para conocer mejor la inmunopatogenia de esta enfermedad.

La realizacion de este trabajo ha sido posible gracias al
Proyecto de Investigacion AGL2009-12438/GAN. La doctoranda,
Irene Magdalena Rodriguez Gomez, desarroll6 sus estudios de
doctorado gracias a una beca del programa ‘“Formacion de

Profesorado Universitario” del Ministerio de Ciencia e Innovacion

(AP-2007-02607).
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1.- BACKGROUND - REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1.- SINDROME REPRODUCTIVO Y RESPIRATORIO

PORCINO

1.1.1.- Resefia histérica del Sindrome Respiratorio y Reproductivo

Porcino

A finales de la década de los 80 un nuevo sindrome,
caracterizado por fallos reproductivos en cerdas, y problemas
respiratorios en cerdos, reduciendo el rendimiento e incrementando
la mortalidad, fue descrito por primera vez en Estados Unidos
(Keffaber, 1989; Hill, 1990; Loula, 1991). En el afio 1990, un
sindrome de caracteristicas similares, fue resefiado en Europa
(White, 1991). Después de denominarlo con diversos nombres, tales
como “Enfermedad misteriosa del cerdo” o “Enfermedad de las
orejas azules del cerdo”, fue finalmente bautizado como “Sindrome
Respiratorio 'y Reproductivo Porcino” (del inglés Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome, PRRS) (Benfield et al.,

1999; Hill, 1990).
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El agente causal fue aislado por primera vez en el Instituto
Central Veterinario de Holanda, en Lelystad (Wensvoort et al.,
1991), aislandose poco tiempo después un virus similar a partir de
los casos americanos (Benfield et al., 1992; Collins et al., 1992). Al
agente aislado en Holanda se le llamo Lelystad virus (LV), mientras
que al aislado en EEUU recibi6o el nombre de ATCC-VR-2332

(Wensvoort et al., 1991; Collins et al., 1992).

Actualmente, se considera una enfermedad endémica,
distribuida a nivel mundial, ya que sélo Chile, Suecia, Suiza, Nueva
Zelanda y Australia son considerados paises libres del PRRS (Garner
et al., 1997; Mota et al., 1997; Corbellini et al., 2006; Neumann y

Morris, 2008; Frossling et al., 2009).

Segun diferentes estudios, el PRRS es la enfermedad que
mas costes ocasiona al sector porcino mundial, estando cifradas sus
pérdidas en unos 560 millones de dolares al afio en EEUU (Neumann
et al., 2005). Un estudio econdmico reciente sefiala que los brotes
epidémicos que se presentaron en granjas danesas supusieron unas

pérdidas de unos 126 euros por cerda (Nieuwenhuis et al., 2012).
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Ademas, en los Gltimos cinco afios las pérdidas econdmicas se han
agravado debido a la aparicion de cepas altamente virulentas. Asi, la
reciente pandemia de la “Enfermedad de las orejas azules” o
“Sindrome de la fiebre elevada”, que se present6 en China en 2006 y
que afectd a millones de cerdos, se caracterizd por causar una
mortalidad de entre el 20% y el 100% (Tian et al., 2007; Tong et al.,
2007; An et al., 2010). Del mismo modo, la infeccion con el aislado
altamente virulento 1-18-2 que emergiéo en EEUU en 2007 llevd
igualmente a importantes pérdidas econdmicas (Murtaugh et al.,
2010).

Todo ello, justifica los estudios realizados y en curso sobre
esta enfermedad que sigue suponiendo un reto para el sector porcino
a nivel mundial. Con el fin de evitar, controlar y, en la medida de lo
posible, erradicar esta enfermedad, se esta haciendo uso de todas las

estrategias disponibles, incluida, la vacunacion.

1.1.2.- Etiologia

El agente causal del PRRS, conocido como PRRS virus
(PRRSV), es un virus ARN de pequefio tamafio (50-65nm), cadena

sencilla, sentido positivo y envuelta (Meulenberg et al., 1993)
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(Figura 1). EI PRRSV pertenece al Orden Nidovirales, Familia
Arteriviridae y Género Arterivirus (Fauquet et al., 2005). Comparte
género con otros arterivirus como el virus de la Arteritis Virica
Equina, el virus de la Fiebre hemorragica del simio o el virus
elevador de lactato-deshidrogenasa del raton (Benfield et al., 1992;

Meulenberg et al., 1994; Cavanagh, 1997).

Soluble and
secreted form
of the GR,
protein
PRRSYV structural proteins:
GP,,
E

X

GP,
——=<¢ GP,
e  GP;
- M
- N

Multimer complexes:

- B=—— M/GP;heterodimer

‘ N homodimer

%-_Q GP,,/E/GP,/GP,
multimer

Figura 1.- Representacion esquematica de la particula del PRRSV (Music y
Gagnon, 2010).

El ARN de este virus, de aproximadamente 15kb, presenta 9
fragmentos de lectura abierta (del inglés Open Reading Frames,
ORFs) que codifican tanto proteinas no estructurales como

estructurales. El 75% del genoma lo comprenden los fragmentos 1ay
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1D, los cuales son traducidos en 14 proteinas no estructurales que son
requeridas para la replicacion viral y que poseen actividades
replicasa, proteasa y polimerasa (Snijder y Meulenberg, 1998; Music
y Gagnon, 2010). El resto del genoma (fragmentos 2a, 2b, 3-7),
codifica proteinas estructurales no glicosiladas y glicosiladas. Los
fragmentos 2b y 6 codifican las proteinas no glicosiladas E y M,
respectivamente, ambas situadas en la envuelta. Los fragmentos 2a,
3, 4 y 5 codifican las proteinas estructurales glicosiladas GP,, GPs3,
GP, y GPs, también dispuestas en la membrana del virion, siendo la
ultima de mayor tamafio que el resto. Las proteinas GPs y M estan
asociadas formando un heterodimero. Por ultimo, el fragmento 7,
codifica la proteina N de la nucleocapside (Kapur et al., 1996;
Meulenberg y Besten, 1996; Andreyev et al., 1997; Dea et al., 2000a;
Wu et al., 2001; Music y Gagnon, 2010). Las funciones de estas
proteinas son muy diversas, el heterodimero GPs-M es requerido
para la infectividad de los arterivirus (Snijder et al., 2003); la
proteina E es esencial para facilitar la union del virus a su célula
diana (Lee y Yoo, 2006); las proteinas N, M y GPs son necesarias

para la formacion de la particula virica (Wissink et al., 2005); y la
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proteina N es altamente inmunogena, teniendo un alto valor
diagnostico y siendo utilizada para la deteccidn de anticuerpos frente
a esta enfermedad (Dea et al., 2000b). Cabe mencionar que, a
diferencia de lo que se venia creyendo, la proteina N no conforma
una hermética capside de morfologia icosaédrica, sino que se dispone
de forma asimétrica tapizando el ARN viral (Dokland, 2010; Music y

Gagnon, 2010).

Se conocen 2 genotipos de este virus, el tipo 1 o genotipo
Europeo (PRRSV-1) que emergié en Europa, cuyo prototipo es el
virus LV, y el tipo 2 o genotipo Americano (PRRSV-2), cuyo
prototipo es el aislado ATCC-VR-2332 (Keffaber, 1989; Wensvoort
et al., 1991; White, 1991; Collins et al., 1992; Fauquet et al., 2005;
King et al., 2012). Ambos genotipos comparten entre un 55-70% de
homologia (Meng et al., 1994; Andreyev et al., 1997; Nelsen et al.,
1999; Mateu et al., 2006), existiendo, dentro del genotipo Europeo,
una marcada diversidad genética y patogénica entre las cepas
aisladas en el Este y el Oeste de Europa. Esta diversidad se pone de
manifiesto con problemas en el diagndéstico, tanto a nivel serologico

como mediante PCR (Truyen et al., 2006), y justifica la actual
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division del PRRSV-1 en diferentes subtipos (Stadejek et al., 2006).
Asi, utilizando la ORF7 como marcador independiente del PRRSV-
1, se reconocen tres subtipos dentro del genotipo Europeo: subtipo 1
0 Europeo vy, subtipos 2 y 3 0 de Europa del Este (Stadekej et al.,

2008).

Como la mayoria de virus ARN, no es un virus resistente a
condiciones desfavorables de temperatura, pH y exposicién a ciertos
detergentes. A temperaturas por encima de 37 °C apenas sobrevive
entre 25 minutos y 24 horas (Benfield et al., 1992). Asimismo, el
cloroformo y el éter parecen ser bastante eficaces a la hora de romper
la envuelta e inactivar la replicacion viral (Benfield et al., 1992). Sin
embargo, el virus es estable entre pH 6.5 — 7.5 (Bloemraad et al.,
1994) y soporta bajas temperaturas (entre -20 °C y -70 °C) durante

largos periodos de tiempo (Benfield et al., 1992).

1.1.3.- Epidemiologia del PRRS

1.1.3.1.- Comportamiento o patrén epidemioldgico

Mientras que la mayoria de enfermedades infecciosas pueden

clasificarse segun el tipo de presentacion en epidémicas o endémicas,
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el PRRS cuenta con aspectos de ambas formas (Blaha, 2000), ya que
cursa de forma epidémica cuando infecta por primera vez un
colectivo de cerdos susceptibles o cuando una cepa, para la cual no
habia proteccion inmunoldgica cruzada, circula por primera vez en
una granja afectada de PRRS. Este comportamiento epidémico esta
asociado con la forma reproductiva de la enfermedad, donde se suele
producir un pico de abortos, momificaciones, mortinatos y nacidos
débiles que se resuelve en el tiempo y que confiere una cierta
inmunidad (Dewey, 1999). Por otro lado, el comportamiento
endémico de la enfermedad estd asociado a la forma respiratoria vy,
en la cual, la casuistica, entendida como el nimero de animales que
muestran sintomatologia respiratoria, no es tan elevada pero siempre
hay casos debido a un fallo en la respuesta inmunoldgica frente a la

enfermedad (Drew, 2000).

1.1.3.2.- Transmision

La transmision de esta enfermedad, como a continuacién se
describe, puede ocurrir de forma directa, tanto vertical como

horizontal, o bien de forma indirecta a través de fémites, insectos,
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vehiculos de transporte o el aire, en los cuales el virus es capaz de
sobrevivir durante un periodo de tiempo mas o menos prolongado, y
diseminarse.

En cuanto a la transmisién directa, por contacto de animales
sanos con secreciones Yy/o excreciones de animales enfermos,
podemos diferenciar la transmision vertical, de la madre al feto, la
cual ha sido puesta de manifiesto en diversos estudios entre el
segundo Yy tercer tercio de la gestacion (Christianson et al., 1993;
Karniychuk et al., 2011) y la transmision horizontal, por contacto de
un cerdo sano con sangre, saliva, aerosoles, orina, semen, heces,
leche o calostro de cerdos infectados (Yaeger et al., 1993; Yoon et
al., 1993; Rossow et al., 1994a; Swenson et al., 1994; Wills et al.,

1997; Bierk et al., 2001; Wagstrom et al., 2001).

El PRRSV ha sido aislado de suero hasta 3 meses post-
infeccion, de saliva y muestras tomadas de orofaringe hasta 42 y 84
dias post-inoculacion (dpi), respectivamente, y de muestras de orina
obtenidas por cistocentesis hasta 14 dpi (Duan et al., 1997; Wills et
al., 1997; Labarque et al., 2000). En la tonsila, en concreto, se ha

llegado a detectar el virus mas alla de los 251 dpi mediante PCR,
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aunque el aislamiento so6lo se consigui6 hasta los 56 dpi (Wills et al.,
2003). En el caso del semen procedente de cerdos infectados
experimentalmente, el virus se aislo entre 43 y 92 dpi (Swenson et
al., 1994; Christopher-Hennings et al., 1995; Prieto y Castro, 2005).
Con respecto a las heces, existe controversia segun los estudios
revisados, ya que mientras que en algunos se sefiala la presencia del
virus entre 28 a 35 dpi, en otros, no se detectd el virus en las
muestras fecales (Yoon et al., 1993; Wills et al., 2000). En el caso
del calostro o de la leche, el virus se ha aislado de cerdas infectadas
experimentalmente y vacunadas mediante vacunas vivas atenuadas,
sin embargo, la inoculacion después de la vacunacién hizo que no se
detectara en las secreciones lacteas (Wagstrom et al., 2001; Kang et

al., 2010).

Con respecto a la trasmision indirecta, ésta tiene lugar ya que
diversos tipos de fémites (botas, monos, guantes, agujas, etc.),
vehiculos de transporte, insectos (Aedes vexans, Musca domestiqua,
etc.) e incluso el aire, son capaces de transportar particulas viricas
viables (Otake et al., 2002a; 2002b; Dee et al., 2005a). De este modo,

se ha descrito la importancia de las botas y los monos de trabajo
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como fuentes de transmision del virus (Otake et al., 2002a). EI mal
uso de las agujas también supone un modo de transmision de la
enfermedad (Otake et al., 2002b; Dee et al., 2003). El uso de medios
de transporte contaminados que no han sido sometidos a un secado
con aire caliente a alta velocidad y/o desinfectados con amonios
cuaternarios, supone una fuente de transmisién mecanica (Dee et al.,
2004a; 2005a; 2005b). Ademas, las moscas (Musca domestica) y
mosquitos (Aedes vexans) también pueden actuar como vectores bajo
situaciones experimentales (Otake et al., 2002c; 2003a; 2003b; 2004;
Schurrer et al., 2005). Sin embargo, pequefios mamiferos como
roedores, perros, gatos y aves parecen no ser capaces de servir como
vectores mecanicos o biologicos (Wills et al., 2000) y aungue
planteada como hipotesis de transmision y diseminacion, que los
patos contaminasen el agua que posteriormente beberian los cerdos,
ésta parece una via de transmision poco probable (Zimmerman et al.,
1997; Trincado et al., 2004). Si se conoce que el PRRSV puede vivir
en aguas residuales y limpias entre 7 y 11 dias, respectivamente
(Pirtle y Beran, 1996; Dee et al., 2005c). Por ultimo, cabe citar la

transmision mediante el aire, la cual es una de las grandes incognitas,
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debido a los resultados tan dispares que muestran los estudios y, en
los cuales la virulencia de la cepa implicada podria tener también
connotaciones importantes (Dee et al., 2009; Pitkin et al., 2009;
Otake et al., 2010). En general, se ha visto que un uso adecuado y
controlado de estas fuentes que pueden actuar como origen de
transmision, asi como, el desarrollo de estrategias de manejo,
reducen el nivel de contaminacion del PRRSV y su diseminacion
mecanica (Otake, et al., 2002d; Dee et al., 2004b; Schurrer et al.,

2006).

1.1.4.- Patogenia

Como todos los arterivirus, este virus que se replica de forma
general en células de la linea monocito/macrofago, induce una
prolongada viremia y da lugar a infecciones persistentes (Plagemann

y Moenning, 1992).

La replicacién del virus se caracteriza por tener dos periodos
bien delimitados, las dos primeras semanas post-infeccion, donde se

produce un pico de replicacion virica, y una cola de replicacién, que
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puede extenderse hasta 6-7 semanas post-infeccion (Duan et al.,

1997; Labarque et al., 2000).

Estudios realizados in vivo demuestran que la célula diana de
este virus es el macréfago alveolar porcino (del inglés porcine
alveolar macrophage, PAM), pero también se replica en otros
macrofagos residentes del pulmon (como son los macréfagos
intersticiales e intravasculares), subpoblaciones de macréfagos de la
tonsila, nddulos linfaticos y bazo y, macrofagos intravasculares de la
placenta y el cordon umbilical (Duan et al., 1997; Lawson et al.,
1997; Thanawongnuwech et al., 2000; Gomez-Laguna, et al., 2010a).
Ademas, se ha descrito un cierto tropismo de algunas cepas
altamente virulentas (aislado JXwn06-81c) a células epiteliales (Li et
al., 2007). Aungue el antigeno virico ha sido identificado en células
dendriticas interdigitantes (Haynes et al., 1997), si se produce o no
una replicacién efectiva en estas células ain es un tema de
controversia. Un estudio in vitro llevado a cabo por Loving et al.
(2007) muestra como a diferencia de las células dendriticas derivadas
de monocitos (del inglés Monocyte-derived Dendritic Cells,

MoDCs), las células dendriticas aisladas directamente de pulmon no
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fueron permisivas para el PRRSV. Sin embargo, diversos estudios in
vitro demuestran como el virus si es capaz de replicarse en
monocitos (Charerntantanakul et al., 2006), macrofagos derivados de
monocitos  (Charerntantanakul et al., 2006), @ MoDCs
(Charerntantanakul et al., 2006; Loving et al., 2007; Wang et al.,
2007; Flores-Mendoza et al., 2008; Park et al., 2008; Silva-Campa et
al., 2009; 2010; Wongyanin et al., 2010) vy, células dendriticas
derivadas de médula oOsea (del inglés Bone Marrow-derived
Dendritic Cells, BMDC) (Chang et al., 2008; Gimeno et al., 2011).
El PRRSV también es capaz de replicarse en lineas celulares, si bien
es cierto que esta replicacion esta limitada a la linea celular MA-104
(células de rifién de mono verde) y sus derivadas, las células MARC-
145, CL2621 y CRL11171 (Kim et al., 1993; Mengeling et al.,

1995).

La infeccion comienza con la internalizacién del virus dentro
del macréfago y la consiguiente liberacion del material genético en el
citoplasma. El primer contacto se establece entre el virus y el
heparan sulfato, aminoglucosido caracterizado por su asociacién a

proteinas de la membrana plasmaética de la célula (Vanderheijden et
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al., 2001; Delputte et al., 2002). A continuacion, el complejo
formado por el heterodimero GPs-M se unird a la parte amino
terminal de la proteina sialoadhesina, lo cual proporciona una union
de mayor estabilidad que la formada por el heparan sulfato
(Vanderheijden et al., 2003; Delputte et al., 2005; Van Breedam et
al.,, 2010). Esta estabilizacion activa un proceso de endocitosis
mediado por clatrinas y el virus se internaliza en el macréfago dentro
de un endosoma. En este endosoma las proteinas GP, y GP,4 entran
en contacto con la molécula receptora del virus CD163. Esta ultima
unién, junto con un microambiente acido, seran determinantes para la
liberacion del ARN en el citoplasma del macréfago (Nauwynck et
al., 1999; Calvert et al., 2007; Van Gorp et al., 2008; 2009; Das et
al., 2010; Van Breedam et al., 2010; Van Gorp et al., 2010). Al
tratarse de un virus ARN de cadena simple y sentido positivo, el
propio ARN viral actta como ARN mensajero. El ciclo de
replicacion comienza con la expresion de los genes de las ORFla y
1b, cuya traduccién dara lugar a las diferentes proteinas no
estructurales de accion replicasa (Kroese et al., 2008), y

posteriormente, el resto del genoma sera transcrito y traducido. Tras

25



Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino

el ensamblaje habra tenido lugar la primera progenie de viriones

(Music y Gagnon, 2010).

En el transcurso de la infeccion podemos sefialar dos fases,
una primera fase de infeccion aguda, caracterizada por una viremia
que puede durar hasta un mes en animales adultos y hasta 3 meses en
lechones, con un pico de replicacion virica mas o menos conservado
entre cepas a nivel pulmonar durante la primera semana de infeccion
(Duan et al., 1997; Labarque et al., 2000), y una segunda fase, o
estadio crénico, en el que aunque la viremia se resuelve, el antigeno
virico puede quedar persistente y ser aislado de los 6rganos linfoides

secundarios incluso hasta 300 dias post-infeccion (Wills et al., 2003).

Desde el medio externo y tomando la via oro-nasal como
puerta de entrada, el virus parece viajar de manera practicamente
directa a los pulmones donde se replica activamente en la poblacion
de macrofagos residentes del pulmén, principalmente en PAMS.
Durante la replicacion, la célula es conducida hacia un estadio de
anti-apoptosis, de forma que cuando la replicacién ha culminado la

célula entra en apoptosis (Costers et al., 2008). A partir de este
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momento, los monocitos, procedentes del torrente sanguineo,
infiltrarian el pulmén y se diferenciarian en macrdfagos. Esta teoria
explicaria las dos fases de replicacion del virus, antes descritas y, el
por qué de la concomitancia de infecciones secundarias durante las
infecciones con el PRRSV (Van Reeth et al., 1996; Thacker, 2001).
A continuacion, se produciria la diseminacion sistémica, viajando al
resto de érganos, principalmente, tonsila, nédulos linfaticos y bazo,
donde se replicaria en los macréfagos intersticiales de estos 6rganos,
lo cual explicaria su persistencia (Wills et al., 1997; Allende et al.,
2003). En este sentido, el ARN virico ha sido detectado hasta 251 dpi
en organos linfoides (Albina et al., 1994; Wills et al., 1997; Batista et
al., 2004) (Figura 2). Bierk et al. (2001) han demostrado como cerdas
experimentalmente infectadas son capaces de infectar cerdas
centinela hasta 86 dpi. En otro estudio realizado en cerdas que fueron
inoculadas entre los 85-90 dias de gestacion, los lechones fueron
ARN positivos en suero hasta 210 dias-postparto. Asimismo, cerdos
centinela que fueron alojados con los mismos a los 98 dias post-parto
desarrollaron anticuerpos especificos frente al PRRSV 14 dias

después (Benfield et al., 1997).
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Finaliza la viremia
=  Persistencia en 6rganos

100-250 dpi
Persistencia menor Eliminacion del virus

Figura 2.- Representacion esquematica modelo de la via de diseminacion del
PRRSV en el cerdo (modificado de Prieto et al., 2005).

1.1.5.- Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de esta enfermedad varian
dependiendo del aislado implicado (tipo 1 vs tipo 2; subtipo 1 vs
subtipos 2 y 3; condiciones de campo vs condiciones a nivel
experimental) y del colectivo afectado (edad/fase productiva, estado
del sistema inmune, etc.). De hecho, diversos estudios
experimentales ponen de manifiesto como la cepa utilizada afecta a

la clinica presentada, hallazgos macroscopicos y microscopicos
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(Halbur et al., 1995a; Mengeling et al., 1996; Karniychuk et al.,
2010). A pesar de que la mayoria de signos clinicos descritos en
campo han sido reproducidos a nivel experimental, a nivel de campo
las infecciones y co-infecciones con otros virus y bacterias podria
confundir, enmascarar y complicar la presentacion clinica (Rossow,

1998).

La forma reproductiva esta caracterizada por abortos durante
el tercer tercio de gestacion, partos prematuros y un incremento en el
nimero de mortinatos, fetos parcialmente autolisados y/o
momificados y nacidos débiles en cerdas tanto nuliparas como
multiparas (Terpstra et al., 1991; Christianson et al., 1992; Plana-
Duran et al.,, 1992). La exposicion de las cerdas al virus parece
provocar una infeccién transplacentaria y un fallo reproductivo al
final de la gestacion, mientras que, tras la inoculacién in utero, tanto
la madre como los fetos son susceptibles a la infeccion en cualquier
momento independientemente del tiempo de gestacion (Christianson
et al., 1993; Lager y Mengeling, 1995). Las cerdas afectadas pueden
desde no mostrar sintomatologia a presentar anorexia, fiebre,

letargia, neumonia, agalaxia, edema subcutdneo y en las
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extremidades, retrasos en la vuelta a celo y, en contadas ocasiones, la

muerte (Terpstra et al., 1991; Mengeling et al., 1994).

Los cerdos infectados en utero o bien a las pocas horas o dias
después del nacimiento muestran una sintomatologia muy dispar
dependiendo del aislado implicado y que varia desde una severa
disnea y taquipnea, hasta en ocasiones edema periocular y palpebral,
conjuntivitis, inapetencia, fiebre, eritema cutaneo, diarrea y signos
nerviosos. La mortalidad en estos animales se acerca al 100%

(Rossow et al., 1994a; 1995; 1996b; 1997).

En cuanto a las manifestaciones respiratorias, éstas se
presentan, principalmente, en cerdos en las fases de transiciéon y
cebo. En ellos se observa fiebre, letargia, retraso en el crecimiento y
una marcada disnea, a consecuencia de la neumonia que sufren los
animales (distrés respiratorio) (Rossow et al., 1994a; Van Reeth et
al., 1996; Labarque et al., 2002). En condiciones de campo, estas
infecciones por PRRSV suelen ir acompafiadas de infecciones
secundarias, tanto viricas (virus de la gripe, SIV; circovirus porcino

tipo 2, PCV2; coronavirus respiratorio porcino, PRCV; virus de la
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enfermedad de Aujeszky, ADV) como bacterianas (Streptococcus
suis, Haemophilus parasuis, Bordetella bronchiseptica, Mycoplasma
hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Salmonella spp.)
que complican el cuadro y aumentan la mortalidad (Zeman et al.,
1993; Done y Paton, 1995; Thacker et al., 1999; Brockmeier et al.,
2000; Thanawongnuwech et al., 2000; Xu et al., 2010; Fablet et al.,

2011).

Los animales de mayor edad y los verracos suelen ser
asintomaticos y solo en algunos casos se ha descrito una disminucion
de la libido (Feitsma et al., 1992; Hopper et al., 1992). ElI semen
procedente de verracos infectados experimentalmente con el PRRSV
muestra espermatozoides con motilidad disminuida, anomalias
morfologicas y acrosoma defectuoso (Prieto et al., 1996), aunque
otros autores no han encontrado alteraciones (Yaeger et al., 1993;

Swenson et al., 1994).

Merecen mencion especial la clinica y signos clinicos
observados durante el transcurso de la infeccion con cepas altamente

patdgenas como las responsables de los brotes de China y Europa del
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Este, especialmente, Bielorrusia (Li, et al., 2007; Tong, et al., 2007;
An et al., 2010; Karniychuk et al., 2010; Zhou y Yang, 2010). Se
trata de una presentacion sobreaguda, donde todos los animales de la
granja se ven afectados en el trascurso de 3 a 5 dias,
independientemente del momento productivo en el que se
encuentren, y teniendo una duracion de 1 a 2 semanas. Los datos de
morbilidad y mortalidad, se establecen entre el 50-100% vy el 20-
100%, respectivamente. Con respecto a la mortalidad, ésta es
practicamente del 100% en los lechones de las naves de paridera,
70% en las naves de cerdos en transicion y 20% en las naves de
cerdos de engorde. En el caso de las cerdas en gestacion, se cita en la
literatura que mas del 40% abortan e incluso un 10% mueren. En los
cerdos afectados, la temperatura corporal alcanza los 41-42 °C,
ademas los animales se muestran letargicos, anoréxicos, deprimidos
y con la zona de las orejas, jeta, extremidades, glandulas mamarias,
vulva y resto de piel del cuerpo rojizas. La sintomatologia
respiratoria es evidente, con tos, estornudos y severa disnea.
También aparece secrecion ocular, edema periocular y conjuntivitis,

asi como, diarrea, constipacion o sintomatologia nerviosa en algunos
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animales (Li, et al., 2007; Karniychuk et al., 2010; Zhou y Yang,

2010).

1.1.6.- Cuadro lesional

Al igual que la sintomatologia, las lesiones dependen, en gran
medida, de la cepa implicada, la edad del animal y factores genéticos
y ambientales. Ademas, las situaciones de estrés supondran una
mayor incidencia de infecciones secundarias (Halbur et al., 1995a;

1995b; Kristensen, 1995; Rossow et al., 1995; Wills et al., 1997).

El pulmdn, considerado como 6rgano diana, puede aparecer
desde normal hasta con una neumonia intersticial de multifocal a
difusa, la consistencia es gomosa y no colapsa (Figura 3). En la
mayoria de las ocasiones, las lesiones pulmonares aparecen
enmascaradas por las lesiones debidas a infecciones secundarias o
concomitantes por otros virus y/o bacterias que dan lugar al
denominado complejo respiratorio porcino (Halbur et al., 1993; Done
y Paton, 1995; Halbur et al., 1995a; 1996; Gomez-Laguna et al.,
2009; Martinez-Lobo et al., 2011). Ademas, segin demuestran

diversos trabajos, las cepas del tipo 2 parecen ser mas
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neumovirulentas que las del tipo 1 (Halbur et al., 1995c; 1996;

Johnson et al., 2004; Martinez-Lobo et al., 2011).

Los nodulos linfaticos se muestran aumentados de tamario y
con consistencia desde solida a poliquistica (Rossow et al., 1994b;
Done y Paton 1995; Halbur et al., 1995b; 1995c; Rossow et al.,
1995). Otras lesiones macroscopicas observadas es la presencia de
edema subcutaneo, sobre todo a nivel ocular (Rossow et al., 1994b;
1995). La hemorragia en el corddn umbilical, que se ha observado en
algunos casos podria ser debida a infecciones por el PRRSV en
hembras gestantes, pero debido a que ésta puede ser ocasionada por
desgarros en el momento del parto, no se considera una lesion
especifica de este sindrome (Lager y Halbur, 1996) (Resumen, tabla

1).
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Hallazgos macroscopicos

Lesiones microscopicas

No colapsa

Neumonia intersticial
(engrosamiento septos,

Pulmén | Consistencia gomosa hiperplasia e hipertrofia
neumocitos tipo 11, infiltrado
Neumonia intersticial alveolos)
~ Hiperplasia e hipertrofia
Lechones Aumento de tamafio perp . P
L centros germinales
(transicion/cebo) No6dulos
linfaticos | Consistencia sélida- .
L Necrosis de centros
poliquistica .
germinales
Edema subcutaneo
Otras Vasculitis

Edema periocular

No caracteristicos
Fetos Vasculitis

Hemorragia corddn umbilical

Endometritis . L

Cerd Necrosis y apoptosis células

erdas . epiteliales

Lesiones en placenta

No caracteristicos No caracteristicos

Verracos

No relevantes

No relevantes

Tabla 1.- Resumen de los hallazgos macroscopicos y lesiones microscopicas
relevantes durante el transcurso del PRRS (Fuente propia).

A nivel microscopico las lesiones mas importantes se

corresponden con una neumonia de tipo intersticial y lesiones en
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organos linfoides. Lesiones encontradas en otros 6rganos cComo vasos
sanguineos, corazon, o cerebro dependen claramente de la virulencia

y patogenicidad de la cepa implicada (Rossow, 1998).

La neumonia intersticial, se caracteriza por un engrosamiento
del septo debido a una infiltracion de macrofagos y, en menor
medida, de linfocitos, que se acompafia de una hiperplasia e
hipertrofia de los neumocitos tipo Il, asi como de la presencia de
detritus, material proteinaceo, macrofagos alveolares v,
ocasionalmente, células sincitiales en el alveolo (Figura 3). En
ocasiones se ha descrito una hipertrofia del tejido linfoide asociado a
bronquios (Collins et al., 1992; Halbur et al., 1993; Zeman et al.,
1993; Rossow et al., 1994a; Cooper et al., 1995; Done y Paton, 1995;
Halbur et al., 1995c; Rossow et al., 1995; 1998). A nivel de la
mucosa nasal, también se ha descrito la presencia de un infiltrado
inflamatorio, constituido por macréfagos, linfocitos y células
plasmaticas, y pérdida de los cilios de las células epiteliales de la
mucosa (Halbur et al., 1995c; Rossow et al., 1996b). El dafio de la
barrera mucociliar facilita la infeccién pulmonar por patdgenos

oportunistas.
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FETO PLACENTA

CONTROL 7 dpi

Figura 3.- Iméagenes de un feto y una muestra de placenta de una cerda infectada
con el PRRSV (UU Karniychuk, Universidad de Gante). Imagenes a nivel macroscépico y
microscépico de cerdos no inoculados (CONTROL) o inoculados con el PRRSV (7 dpi),
donde se observan las lesiones tipicas del PRRSV, ausencia de colapso pulmonar (hallazgo
macroscopico — 7 dpi) y engrosamiento de los septos (lesiones microscépicas — 7 dpi)

(Fuente propia).
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En la tonsila y en diferentes nddulos linfaticos
(retrofaringeos, mediastinicos, traqueobronquiales, aorticos, etc.) se
observa una hiperplasia e hipertrofia de los centros germinales,
sefialandose, en ocasiones, la necrosis de los mismos y la presencia
de sincitios celulares (Collins et al., 1992; Rossow et al., 1994b;
Cooper et al., 1995; Halbur et al., 1995b; 1995c; Rossow et al., 1995;
Lawson et al., 1997).

La presencia de vasculitis se ha descrito con ciertos aislados
considerados de mayor virulencia, tanto en fetos abortados como en
lechones. Las lesiones consisten en un infiltrado de linfocitos y
células plasmaticas en la tunica media de los vasos afectados, que se
puede extender de forma transmural y acompafarse de necrosis
fibrinoide en raras ocasiones (Christianson et al., 1992; Goovaerts y
Visser, 1992; Halbur et al., 1993; Rossow et al., 1995; Lager y
Halbur, 1996; Rossow et al., 1996a; 1996b).

A nivel cardiaco se puede encontrar un infiltrado de células
linfoides a nivel subendocardico, subepicardico y miocéardico. Este
hallazgo se ha observado en estadios tardios de la infeccion (£21dpi)

y en fetos abortados en el tercer tercio de gestacion (Christianson et
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al., 1992; Halbur et al., 1993; Rossow et al., 1994a; Cooper et al.,
1995; Halbur et al., 1995c; Rossow et al., 1995; Lager y Halbur,

1996; Rossow et al., 1996b; 1997).

Las lesiones a nivel de tejido nervioso son poco frecuentes,
aunque destaca la infiltracion de los plexos coroideos por histiocitos,
la existencia de manguitos perivasculares, de tipo mononuclear, y
focos de gliosis. Al igual que ocurria con las lesiones en vasos
sa