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1. INTRODUCCIÓN



Introducción

1.1. DEFINICIÓN E HISTORIA DE LA ENFERMEDAD

El síndromereproductory respiratorioporcino (SRRP) es una enfermedadde reciente

apariciónque afecta a la especieporcinay secaracterizapor inducir un fallo reproductivoen las

cerdasy por produciruna sintomatologíarespiratoriaen los cerdosde todas las edades.Fue

descritapor primeravez en Carolinadel Norte, Minnesotay Iowa, en Los EstadosUnidos de

Américadel Norte (EE.UU.) en los años 1987 y 1988 (Dial y Parsons,1989; Keffaber, 1989;

Hill, 1990), aunqueestudiosserológicosretrospectivosrealizadosutilizandoserotecasobtenidas

parael controlde la enfermedadde Aujeszkyhan puestode manifiestola presenciade animales

seropositivosa partirde 1985(Hill el al., 1992).Dadoqueen esemomentono seconocíacuálera

la etiologíade la enfermedad,éstafue denominadaenfermedadmisteriosadel cerdo(Dial etal.,

1990).Un síndromesimilar fuedescritoenCanadáenel otoñode 1987(Morin y Robinson,1991;

Deaeral., 1992a),siendoaisladoel agentecausalpocotiempodespués(Deaeral., 1992a,by c).

Sin embargo,estudiosretrospectivoshanreveladola presenciade suerospositivosa partirde 1979

en la provinciade Ontario(Carmanel al., 1995). En los años88 y 89 alcanzóun picode incidencia

en EE.UU. (Stevensoncf al., 1993) y en el año 1990 la enfermedadya sehabíadetectadoen 11

estadosde EE.UU. y dosprovinciasde Canadá(Ontarioy Québec)(Hill, 1990; Sanford, 1992;

Voicueíal., 1992).

En Europase detectóun síndromesimilar a laenfermedadmisteriosa en noviembrede

1990 en Miinster (Alemania)(Lindhausy Lindhaus,1991),aunque,al igual queha sucedidoen

EE.UU., sehan detectado,en estudiosretrospectivos,granjasseropositivasa partir del año 1988

(Ohlinger, 1992a). Desdesu descripciónen Alemania,seha difundido rápidamentepor todoslos

paíseseuropeos.Así, en enerode 1991, se reconocióoficialmentequehabíaalcanzadoHolanda,

aparentementepor difusiónaerógena,aunquelos primerossíntomasde la enfermedadya habían

aparecidoen algunasgranjasholandesasen diciembrede 1990. En Españase detectaronlos

primeroscasosen enerode 1991 en un lote de 300 lechonesimportadosde Alemania que

mostraronalteracionesrespiratorias(Planael al., 1992b). Poco después,en dos explotacionesde

ciclo cerradosituadascercade dondehabíanaparecidolos problemasrespiratorios,se identificó

una enfermedadcaracterizadaporun aumentoen el númerode abortosdurantelaúltimafasede la

gestacióny en lamortalidaddurantelalactaciónlacualalcanzóun 70%.Aunquela etiologíano fue

determinada,su sintomatologíaera similara la de la nuevaenfermedadreconocidapocosmeses

antesen Alemania.Desdeestazona,apesarde queseordenóel sacrificioobligatoriode todoslos

animalesen las granjasafectadas,se haextendidopor todo el país.Tambiéna Dinamarcallegó la

enfermedadprocedente,aparentemente,de Alemania,aunqueestavez por difusión aerógena,

siendodescritaenenerode 1992. Enmarzode1991 seconfirmósupresenciaenBélgicayenabril

deesemismoaño, en un seminariosobrela enfermedadllevadoa caboen Bruselaspor la Unión
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Introducción

Europea,seafirmóquehabía3000granjasafectadasen Alemania,1400en Holanda,30 en Bélgica

y 2 en España, a la vez que se describióun descensode los casosque se presentabanen los

lugaresdondeprimerohabíaaparecido.En el mesde mayo de esemismo año se detectéen el

ReinoUnido, en primerlugaren South Humberside,desdedondese extendióaotrasregionesa

pesarde las medidasrestrictivastomadasporel gobiernode acuerdocon la Unión Europea.En

octubreaparecieronlos primerossíntomasen Francia,siendo confirmadala presenciade la

enfermedaden Bretañaen noviembreporel aislamientodel agentecausaly porpruebasserológicas

(Albinael aL, 1992; Baronel al., 1992).A pesarde que la comisiónde la Unión Europeahizo

obligatoriasu notificacióne impusolimitacionesal movimientode animalesprocedentesde granjas

infectadasen marzode 1991, la enfermedadseha extendidopor todaEuropaen un breveperiodo

de tiempo, levantándosepor ello las medidasde control a finalesde 1992, momentoen que la

Unión Europeaestimóque eraenzoóticaen Alemania,Holanda,Bélgica,España,El ReinoUnido,

Franciay Dinamarca.En noviembrede esemismo año aparecióen Suizay un año despuésen

Austria. En Italia y Poloniase ha confirmadosu presenciaserológicamente,produciéndoseel

primer broteen Italiaen octubrede 1992, momentoen que tambiénaparecióen Luxemburgo.Sin

embargo,y a pesarde su ampliay rápidadifusión, la importanciade la enfermedadparecehaber

disminuidodesdelos primerosbrotes,posiblementedebidoaldesarrollode unainmunidadfrentea

la mismadespuésde la primeraepizootia.

Su presentaciónno se ha limitado a Norte Américay Europa,y así, en febrero de 1992

aparecieronindicios clínicos de la enfermedaden Malta. De la misma manerahan aparecido

indicios de la misma en Chile, queno hansido confirmadosserológicamente,y en otros paísesde

Sudamérica,comoBrasil y México,aunqueno se ha notificadooficialmentesu presencia.En 1992

sedescubrióenJapón(Kuwaharaetal., 1994; Shimizuetal., 1994),aislándoseposteriormenteel

agentecausal(Murakami,el aL, 1994; Shimizuel aL, 1994). Estemismoaño se identificó en

Filipinasy en laRepúblicade Corea(KangeraL, 1994).

A pesardel gran númerode paísesafectados,la verdaderaextensiónde la enfermedad

parecesermayorde la queoficialmenteseha reconocido,ya que,por un lado, los paísesquehan

notificado la enfermedadhan sufrido pérdidaseconómicasdebidoa las limitacionesal comercio

internacionalque en un principio fueron impuestasy, por otro lado, la presentaciónclínicaha

cambiadoen los últimosaños,dandolugara laexistenciade granjasseropositivasen las quenunca

se ha reconocidola sintomatologíacaracterísticade laenfermedad.En la actualidadseencuentraen

la lista B de las enfermedadescontagiosasdelaOficinaInternacionalde Epizootiasy, portanto,no

esobligatoriasu declaración.

Debido a su amplia y rápidadifusión por todo el mundo, la enfermedadha recibido
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Introducción

distintas denominacionesen los diferentespaísesdondese ha descrito.La primera de ellas

(enfermedadmisteriosadel cerdo) seacordéen 1990 en Denver (EE.UU.), en un seminario

organizadoporel Instituto parala Conservacióndel Ganado.Sin embargo,cuandoaparecióen

Europasele dio la denominaciónde abortoazulen Holanda,enfermedadde las orejasazulesen EJ

Reino Unido y síndromedisgenésicoy respiratoriodel cerdoen Francia.Posteriqrmenteen

EE.UU. y Canadáseha utilizado el nombrede S1RS (siglade laspalabras“swine infertility and

respiratorysyndrome”)(Collins el al., 1991) y en Europade PEARS (sigla de las palabras

“porcineepidemicabortionandrespiratorysyndrome”)(Terpstrael al., 1991). LaUnión Europea

acordóen 1991 denominara la enfermedadPRRS(siglade las palabras“porcine reproductiveand

respiratorysyndrorne”).Posteriormente,laOficinaInternacionalde Epizootiasha decididoadoptar

estaúltimadenominación,lacualtambiénhasido adoptadaenel SimposiumInternacionalsobrela

enfermedadllevado a cabo en St. Paul (Minnesota)en 1992. En Españase ha traducidola

denominaciónadoptadaporla Unión Europeay sedenominaala enfermedadSRRP.

1.2. ETIOLOGÍA

1.2.1. Identificación del agentecausal

Varios agentesetiológicosfueronconsideradosposiblecausadel SRRP, incluyendouna

varianteantigénicadeun virus influenzatipo A, el virus de la encefalomiocarditis,elvirus de la

enfermedadde Aujeszky,el parvovirusporcino,el virus de la influenzaporcina,el virus de la

encefalomielitis,el virus de la pesteporcina,enterovirusporcinos,citomegalovirusporcinos,

paramixovirus,Chíamidiapsillaci, Leptospira interrogans serovariantespomonay bratislava,

ademásde micotoxinasy deficienciasde vitaminaE y de selenio(Joo, 1988; Keffaber, 1989;

Bilodeane!al., 1991; Baneel aL, 1992;Brun etaL, 1992; Caríton,1992). Detodosestosagentes

los quemáspesotuvieronfueronel virus de la encefalomiocarditisy el virus influenzatipo A. El

primerofue propuestocomo posible causade la enfermedadya que algunosfetos afectados

presentabanunatasade anticuerposmayorde 1/16frenteaestevirus y, en algunoscasos,sepodía

aislarde los mismos,ademásde aislarsede algunosanimalescon sintomatologíarespiratoria.En

segundolugar, en ocasiones,seobservabanlesionesde miocarditisy encefalitis.Por último, con

estevirus se podíanreproducirlas infeccionestrasplacentariasy la muertede los fetos tras la

inoculaciónexperimental.Sin embargo,se observó que no todas las cerdasafectadas

seroconvertíanaestevirus y que el aislamientoy la deteccióndel mismopor ininunofluorescencia

no siempreeranposibles(Jooel aL, 1990). En cuantoal virus de la influenzatipo A, éstefue

aisladoen Canadáy utilizadoparareproducirla sintomatologíarespiratoriadel SRRPenlechones.

Apoyabalahipótesisde su importanciaen la presentaciónde la enfermedadel que algunascerdas

que abortabanpresentaranun aumentoen la tasade anticuerposfrenteal mismo. Sin embargo,se
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Introducción

ha demostradoque la enfermedadque produceestevirus, denominadaneumoníaproliferativay

necrotizante,esunaentidadpatológicadistintadel SRRP(Martineauetal., 1992).

La controversiaquedóresueltaen el veranode 1991 cuandoWensvoortel al. en el Instituto

VeterinarioCentral (Lelystad,Holanda)aislaronun nuevovirus, al que ellosdenominaronvirus

Lelystad(LV) en 16 de 20 lechonesafectadosy en 41 de 63 cerdasestudiadas.Ademásobservaron

que el 75% de las cerdasafectadashabían seroconvertidoa este virus y reprodujeron

experimentalmentela enfermedadinoculandointranasalmenteel virus Lelystad a 8 cerdas

gestantes,pudiendorecuperarlode las cerdasy los fetosde las mismas(Pol el aL, 1991;Terpstra

el aL, 1991;WensvoorteraL, 1991).

Poco despuésde suaislamientoen Holandase aisléen Alemania(Ohlingerelal., 1991b),

España(Planaeral., 1992b), el ReinoUnido (Patonel al., 1991),Francia(AlbinaelaL, 1992a,b;

Baron eta).,1992), Dinamarca(B0tnerel al., 1994)y Canadá(DeaelaL, 1992a-c).En EE.UU.

seidentificó un virus antigénicay estructuralmenterelacionadocon el virus Lelystadcomo agente

productordela enfermedad.Estevirus, aisladoen la lineacelularCL-2621, seha consideradocepa

de referencia,recibiendola denominaciónATCC VR-2332(Collins el al., 1992). En estudios

realizadoscon estacepa,seha demostradoque produceun fallo reproductivocuandoseinoculaa

cerdasgestantespor la vía intranasal(Christiansoneral., 1992) y que cerdasde granjasafectadas

presentananticuerposfrenteal mismo(Morrison el al., 1992c). Posteriormente,Yoon er al.

(1992a)aislaronotros virus que, junto con el virus Lelystad,dabanreaccionescruzadascon

anticuerposmonoclonalesdesarrolladosfrentea la nucleocápsidede lacepaVR-2332.

1.2.2. Clasificación taxonómica

En cuantoa la morfología,la organizacióndel genoma,la estrategiade replicacióny la

composiciónproteica,el virus del SRRP(VSRRP) se pareceal virus elevadorde la lactato-

dreshidrogenasa~del ratón (VLD), al virus de la arteritisequina(VAE) y al virus de la fiebre

hemorrágicadel los simios (VFHS). Comoconsecuenciaseclasificó,juntocon los otros tresvirus

mencionados,en el géneroArterivirus de la familia Togav¡ridae, estandomás directamente

relacionadocon el VLD y másdistantementecon el VAE, al queseasemejaen la organizacióndel

genoma(Conzelmannel aL, 1993; Meulenbergel aL, 1993a;Meulenbergel al., 1994). Sin

embargo,no presentareaccionescruzadasconningunodelos dosvirus mencionados,no infectaa

ratonesy no creceen macrófagosperitonealesde ratón(céluladondesecultiva in vitro el VLD).

Los virus pertenecientesa estegrupose asemejana los togavirusen las característicasdel

virión, el tamaño del genomay la presenciade una nucleocápsidecon simetríaicosaédrica
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(Benfield el al., 1992a,b;Ohlinger el al., 1992b; Plagemanny Moennig, 1992), pero la

organizacióndel genomay la estrategiade replicaciónguardanmayorrelacióncon los coronavirus

y los torovirus(Godenyeta)., 1993;Meulenbergel al., 1993a,b).Debidoa estasconsideraciones

se ha propuestorecientementeincluir al VSRRP, junto con el VLD, el VAE y el VFHS, en un

nuevo grupode virus ARN de polaridadpositivaque constituiríala familiaArreriviridae y que se

diferenciaríade los coronavirusy los torovirus en sus característicasmorfológicascomo son el

diámetrodel virión y la longitud del genoma(Plagemanny Moennig. 1992; Meulenberg,1~3a;

Meulenbergel al., 1994). Sin embargo,el término Arreriviridae se refiere a la enfermedad

producidapor el VAE exclusivamente,por tanto, se ha propuestola denominaciónMultiviridae,

haciendoreferenciaa la formación de múltiplesARNs mensajerossubgenómicos(Plagemanny

Moennig, 1992) y también la de Mamurnaviridae (macrophaoemultiple RNA viruses),

denominaciónqueincluye,además,en la denominaciónla céluladianade estosvirus (Conzelmann

eraL, 1993).

1.2.3. Variabilidad

Una de las característicasmásimportantesdelVSRRPesla gran variabilidadque ha sido

descrita entrelas distintascepasaisladas.Así, en estudiosrealizadosutilizando anticuerpos

policlonalesy monoclonales,se ha demostradoque, aunquelas cepaseuropeasy americanas

compartendeterminantesantigénicos,existendiferenciasantigénicasimportantes,tanto entrelas

cepasamericanasy las europeascomo entrelas distintascepaseuropeasy americanasentresí,

demostrándosediferenciasen distintosepítoposde todaslas proteínasvíricas(Wensvoorter uf,

1992; Bautistael al., 1993, 1994; Nelsonel al., 1993;Benflelderal., 1994; Kwang eral., 1994;
Drew el al., 1995; Katz el al., 1995; Magareral., 1995a).Así, en EE.UU. se han establecido6

gruposantigénicosteniendoen cuentalas variacionesantigénicasen la nucleocápside(Nelsonel

al., 1996).De la mismamanerasehan documentadodiferenciasen la virulenciade distintascepas,

tanto europeascomo americanas(Halbur el aL, 1994b, 1995b, 1996; Jo0 y Yoon, 1994;

Mengelingelal., 1996d).

Recientementese handonadoy secuenciadoparcialmentelos genomascorrespondientesa

varios aisladoseuropeosy americanos,encontrándoseunaheterogeneidadgenómicasimilar a la

heterogeneidadantigénicadescritapreviamente.Comparandolos fragmentosde lecturaabierta

(ORFs) del genomadel virus de la cepaVR-2332con la del LV y otrosvirus de la mismafamilia,

se ha visto que, aunqueestámásrelacionadocon el LV que con otros arterivirus,la homología

encontradaes menorde lo que cabriaesperarparados virus queproducenla mismaenfermedad.

Sustituciones,deleccionesy adicionessehanproducidoa lo largode lasecuencia(Murtaughel al.,

1 995a). Las proteínasproducidastambiénsediferenciantantoen el pesomolecular(PM) comoen
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el puntoisoeléctricoy los puntosde glicosilación.

Teniendoen cuentacadaunade las ORFs, en la ORF 2 se ha demostradounahomología

del 65% y unaidentidadde aminoácidos(aa)del 63% entrelacepaeuropeaLV y la americanaVR-

2385(Morozov el al., 1995; Murtaughel al., 1995a).En cuantoa la ORE 3 sehan encontrado

identidadesde aaen la proteínaquecodificaentredistintascepasamericanasy la europeaLV que

oscilanentreel 54% y el 64%y homologíasdel64% entrelacepaVR-2332y la LV (Mardassiel

al., 1995; Morozov el aL, 1995; Murtaughel aL, 1995a). En la ORE 4 se han encontrado

homologíasde entreel 69%y el 85% e identidadesde aaqueoscilanentreel 64% y el 68%entre

cepasamencanasy europeas,siendo el porcentajede similitud del 86% entredistintascepas

americanasentresí (Kwangel al., 1994;Mardassielal., 1995; Morozov el al., 1995;Murtaughel

al., 1995a). En laORESsehadescritouna variabilidadmuy grande,existiendounahomologíade

sólo el 54% entrela cepaVR-2332y laLV (MengeraL, 1994).La identidadde aaoscilaentreel

52% y el 59% entrecepasamericanasy europeas,aunqueentredistintascepasamericanasesde

un 90% (Mardassiel aL, 1995; Murtaughel al., 1995a).La ORE6, por el contrario,estámuy

conservada,oscilandosu identidadde aaentreel 57%y el81% entrecepaseuropeasy americanas

y alcanzandoel 96%entrelasdistintascepasamericanas(Mardassieral., 1995;Mengeral., 1995;
MurtaugheraL, 1995a). En la ORE 7 la homologíade nucleótidososcilaentreel 63% y el 65%

entrelas cepasamencanasy europeas,con unaidentidadde aaentreel59% y el 81% (Mardassiel

al., 1994b, 1995;Mengel al., 1994, 1995;Murtaugheral., 1995a). Sin embargo,si secomparan

las cepasamencanasentre sí la identidadoscilaentreel 96% y el 100% (Mardassiel al., 1995;

Mengerat,1995).

Los árbolesfilogenéticosconstruidosbasándoseen los genesquecodificanlas proteínasE,

M y N han demostradoquelos aisladoseuropeosy los americanoscaenen dos gruposdistintos,

sugiriendoque representandos genotiposdistintos(Mengeral., 1995;Suárezeral., 1996b).Este

hechoha sido apoyadoen un estudiorealizadoteniendoen cuentalas OREsde la 2 a la7 queha

demostradounasdiferenciasdel 35%entrecepasamericanasy laeuropeaLV, a lavezqueprueba

quelas cepasamericanasson bastantesimilaresentresí, con un porcentajede similitud que supera

el90%(Kapureral., 1996).

Sehan observadofenómenosderecombinaciónintragénicosy de conversióngénicaen las

OREs 2, 3, 4, 5 y 7, pero no en la ORF 6. Sin embargo,es muy frecuentela apariciónde

mutacionessilenciosasentodaslas ORFs, esdecir, sustitucionesqueno cambianla secuenciade

aa,indicandounapresiónevolutivahaciala conservacióndeciertassecuenciasdeaa(Kapur eral.,

1996). Por otra parte,es de destacarque las mutacionescon muchafrecuenciaaparecenen el

mismoaa,sugiriendouna selecciónpositivaparaescapara la respuestaimmune(Murtaughel al.,

7



Introducción

1995b).

1.2.4. Características morfológicas y físico-químicas del virus

Medianteestudiosde microscopiaelectrónicaseha observadoque el VSRRP es un virus

esférico,con envolturay con un tamañomediode 62 nm que puedeoscilarentre45 y 80 nm.

Contieneuna nucleocápsideisométricade 25 a 35 nm, aunquea vecesse havisto icosaédricay

presentaunasproyeccionesde superficiede unos5 nm (Ohlingereral., 1991b;Wensvoorteral.,

1991; Benfieldel al., 1992a,b;Kim el al., 1993). Es difícil de visualizaren preparacionesque

contenganrestoscelulares,pero en preparacionesvíricaspurificadas,utilizandola técnicade la

tinción negativa,apareceen formade paniculasovoidesde 50-60nm (Benfield er aL; 1992a,b;

Christiansonet al., 1992). Los virionesdel virus Lelystadaparecenen cortesde macrófagos

infectadoscomopanículasesféricasde45-55nm con unanucleocápsidede 30a35 nm y rodeadas

de una membranacon unadoblecapalipídica.

El virus seinactivacon un tratamientocon cloroformoo éter,indicandoque contieneuna

envolturalipídica.

Tieneunadensidadde 1,18 a 1,19 g/mL en gradientesde clorurode cesioy de 1,14 g/mL

en gradientesde sacarosa(Ohlinger el al., 1991b; Wensvoortel al., 1991; Benfield er al.,

1992a,b).

El VSRRPno hemoaglutinaeritrocitosde cerdo,oveja,cabra,ternera,ratón,rata,conejo,

cobaya,pato,políoni humanostipo O (Yoon el al., 1992a;Wensvoortcí al., 1991;Benfieldel al.,

1992a,b).

1.2.5. Genoma y proteínas víricas

El ácidonucleicoesun ARN de cadenasencillade polaridadpositiva,de unas15088pares

de basesqueterminaen una cadenade adeninasde longitud variablecon un máximode 20 en su

extremo3’. Se ha visto quela organizacióndel genomaessimilaral delVAEque contiene8 OREs

que se solapanentresí (Meulenbergel al., 1993b)de las cualeslaORElay la ORF lb ocupan

cerca dcl 80% del genomadel virus y codificanla polimerasavírica, la cual transcribeel ARN

genómicoen moléculascomplementariasdepolaridadnegativaquesirvende moldeparala síntesis

de los ARNs genómicosy subgenómicos.El resto del genomaestá constituidopor 6 ORFs

pequeñas,parcialmentesuperpuestas,de lascuales,la queseencuentraen el extremo3’ codificala

proteínade la nucleocápsidey estáprecedidapor unaORE quecodificaunaproteínade membrana

8
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muy conservada(proteínaM). Recientementeseha identificadauna nuevaORE, a la que han

denominadoORE3-1 con capacidadparacodificar45 aa, aunqueno se sabesi codifica alguna

proteínao realizaalgunafunciónbiológica(Mengeral., 1996).Los patronesdehibridaciónapartir

de los oligonucleátidosdemuestranuna correlaciónentrelasOREsde la 1 a la7 y los ARNs del 1

al 7.

En la actualidadseconocela secuenciacompletadel virus Lelystady secuenciasparciales,

tantodeotrosaisladoseuropeoscomode aisladosamericanos.El conocimientodeestassecuencias

hapermitidoconstatara nivel molecularla gran diversidadqueya sehabíaobservadoen estudios

serológicos.Ademássehan llevadoa cabomuchostrabajosencaminadosa la identificacióny

caracterizaciónde las proteínasdel virus. Así, utilizandoanticuerposmonoclonalesy sueros

hiperinniunesse hanidentificadovariasproteínasen usadoscelulares.Las primerasen reconocerse

fueronuna proteínade 15 kDaquepareceser la proteínade la nucleocápside(proteínaN) y dos

proteínasaparentementede la envoltura,una de 18-19 kDa (proteínaM) y otra de 24-26kDa

(proteínaE) (Nelson ci aL, 1993). Por su parte,Benfield er al. (1994), utilizando sueros

hiperinmunesobtenidosen cerdosgnotobióticos,han identificado5 proteínaslas cualestienenun

PM de 15, 16, 19, 22 y 26 kDaenlacepaVR-2332y de 15,15,5,18,22y 26 kDaen lacepaLV.

Posteriormente,y por la expresiónde las correspondientesORFs, bienen el sistemade

baculoviruso bien en un sistemade transcripcióny traducciónin Wrro se han estudiadolas

proteínascodificadasporlas OREsde la 2 a 1a7. DichasORFsposeenunasecuenciaquecodilica

proteínasde entre128 y 265 aminoAcídosenla cepaLV y de entre123 y 256 en la cepaVR-2332

(Murtaughelal., 1995a),algunasde las cuatessonproteínasestructuralesdelvirus y otras tienen

unafunción aún desconocida.Todaslas OREs presentansitiosdeN-glicosilación,lo cualindica

quetodas las proteínaspuedenserglicoproteinas.Las proteínascodificadaspor lasOREsde la2 a

la 5 contienenunaregiónN-terminal muyhidrofóbicaseguida,exceptoen la de la ORE4, de una

señalde ruptura,que puedeactuarcomo secuencialíder y paniciparen el transportehaciael

reticulo endoplasmático.Las regioneshidrofóbicashalladasen los carboxi-terminalesde las

proteínasde las OREs2 y 4 y en la zonacentralde la proteínade la ORE 5 puedencorrespondera

regionesde anclaje.

Las proteínasM, E y N se han detectadopor Western-bloten virus purificados,en

extractosde célulasinfectadas,tanto con aisladoseuropeoscomoamericanosy como proteínas

expresadasen el sistemade transcripcióny traducciónin vitro o en e! sistemade baculovirus,lo

cual permiteconcluir que se tratade proteínasestructurales(Bautistaer al., 1994;Meulenberger

al., 1995b).En el restode proteínasno estáclarasufunción.
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La ORE 2 codificaun péptidode 30 de kDa de PM, cuandoseexpresaen un sistemade

transcripcióny traducciónin virro enpresenciademembranasmicrosomales,esdecir, cuandoestá

glicosilado,mientrasque suPM sin glicosilaresde 26 kDa.Lafuncióndeestaproteínatodavíano

hapodido serestablecida.Cuandola ORE 2 seexpresaen ausenciade membranasmicrosomales

seproduce,ademásde la proteínade 26 kDa,otrade menorPM cuya significaciónno~seconoce

(Meulenbergeral., ]995b).

La ORE 3 codificauna proteínade aproximadamente30 kDa (Murtaugh, 1995a).Esta

proteínapresentauna delecciónde 12 aa en la regióncarboxi-terminalen la cepaVR-2332 y

contiene7 puntospotencialesde glicosilación, lo cual podríadar lugara un aumentoen su PM.

Esto podríaexplicarel que otros autores(Meulenbergel al., 1995a;Wieczorek-Krohmerel al.,

1996)hayandescritoel productode la ORE3 comounaproteínade entre40 y 50 kDade PM. Este

hechohaquedadoconfirmadoal expresarla proteínaen un sistemade transcripcióny traducción¡ti

vb-o. Con estesistemase ha observadoque el PM de la proteínasin glicosilaresde 27 kDa,

mientrasquecuandoestáglicosiladallegaa45 kDa(Meulenbergeral., 1995b).Aunquesu función

no estátotalmentedeterminada,esposibleque seaunaproteínaestructural(van Nieuwstadter al.,

1995).

La ORE 4 codificauna proteínaquepresentaun PM de aproximadamente19 kDa cuando

estásin glicosilary de entre30 y 40 kDacuandoestáglicosilada(Meulenbergel al., 1995b;

Murtaughcí al., 1995a). Presentauna secuenciacarboxi-terminaly amino-terminalhidrofóbica,

con 4 sitios posiblesde glicosilacióny 5 dominios,presuntamente,de proyeccionesdemembrana.

Utilizando técnicasde inmunomicroscopíaelectrónicase ha determinadoque es una proteína

estructuralqueformapartede la superficiedelvirión (Wieczorek-Krohmer¿iaL, 1996).

El productode la ORE5 seha denominadoproteínaE. Presentaun PM de20 kDacuando

no estáglicosiladay de 25 kDacuandosilo está.ContieneunaregiónhidrofóbicaN-terminaly

dos sitios de N-glicosilaciónen la cepaLV y tres en la VR-2332. Con tratamientoscon

endoglicosilasassehademostradoqueestaproteínaestransportadaal aparatode Golgi, dondese

modificanlos oligosacáridosunidos a la regiónN-terminal(Meulenbergci aL, 1995b). Entre los

aa65 y 130 presentadominiospotencialesde proyeccionesde membrana(MurtaugheraL, 1995a).

En gradientesde sacarosamigraconla fracciónde densidad1,10 g/mL (Bautistael al., 1996a),lo

cual indica que se tratade una proteinaestructural.Aunqueno se conocela topologíade esta

proteína,se suponeque se andaa la membranamediantela región hidrofóbicainterna. Es
característicala capacidadde estaproteínaparainducir la apariciónde apoptosis,como se ha

demostradopor laaparicióndefenómenosde citotoxicidadcaracterizadaporla condensaciónde la

cromatina,la degradacióndel ADN cromosómicocon fragmentacióninternucleosomaly la
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degradacióndel ARN ribosómicode las célulasinfectadasconun virus vacciniarecombinanteque

contienela ORE 5 (Suárezel al., 1996a).La apoptosises inducidatambiénen cultivoscelulares

infectadoscon una cepaadaptaday con una cepade campo,quedandopordemostrarsi ¡ti vivo se

producetambiénestefenómeno.

La proteínacodificadapor la ORE 6 (proteínaM) es una proteínade 18 kDa, la cual,

aunquepresentaun sitio posiblede glicosilación,no se glicosila,al menosfi vb-o (Murtaughel

al., 1995a).Es extremadamentehidrofóbica,ya que presenta3 dominiosmuy hidrofóbicosen la

mitad N-tern,inal que se suponeque son dominiosde proyeccionesde membrana.Presentaun

perfil comparableal de algunasproteínasde membranatalescomolasM de los coronavirus,del

VAE o del VLD. Estosdatossugierenuna topologíay función similares.Podría serunaproteína

integralde membranade modo que los tres segmentoshidrofóbicosconstituyeranel punto de

anclajey el extremocarboxi-terminalestuvieraasociadoa la superficiede la misma.Su condición

de proteínaintegral de membranaexplicaríasu bajainmunogenicidad,ya que sólo esreconocida

débilmentepor el suerode los animalesenfermos.

La proteínacodificadapor la ORE 7 (proteínaN) es unaproteínabásica,cuyasecuencía

muestrauna homologíaimportantecon otrasnucleoproteinaspor lo que desdeun principio se

supusoque debíaserla proteínaconstituyentede la nucleocápside.Estehechoquedóconfirmado

por su presenciaen gradientesde sacarosaen la última fracción, con una densidadde 1,18 g/mL.

La mitadamino-terminalesunaregiónmuy conservadaquepresentade un 26% a un 28% de aa

muy básicos.Se creeque estos residuosbásicospuedenfacilitar la interaccióncon el ARN del

genomadel virus (Murtaugher al., 1995a$j. Es una proteínamuy abundanteque es reconocida

fuertementepor los suerosde los animalesinfectadosya que da lugar a una respuestainmune

bastantefuerte.Además, al mostraruna secuenciabastanteconservada,induceuna reactividad

cruzadaentrelos antisuerosdesarrolladosfrentea distintascepas,tantoeuropeascomoamericanas,

aunqueno suficienteparagarantizarun diagnósticogrupoespecifico.

1.2.6. Replicác¡6n del virus

Durantela replicaciónvírica, segúnse ha observadoen las célulasinfectadas,seproducela

formaciónde 6 ARNs mensajerossubgenómicosque contienenen su extremo3’ una colade

adeninasy en el extremo5’ unasecuencialíderidénticaparatodos ellosque derivadel extremo5’

del genomadel virus y que seune a las zonas3’ medianteun sitio de unión que precedea cada

ORE el cual contienela secuenciaAACC (Conzelmanel aL, 1993; Meulenbergel al., 1993b;

Mengel al., 1994).En un estudiorecienteseha puestodemanifiestoquelos ARNs mensajeros

subgenómicosson polimórficosy queel número(6ó 7) y el tamañoexactode los mismosdepende
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delaisladoqueseestudie(Mengeral., 1996).

EstosARNs mensajerosexpresanlas proteínascodificadaspor las ORFs del genoma.De

ellas las más estudiadasson las proteínasE, M y N. La primerasufreuna disminuciónde PM

durantesu maduracióndebidoalapérdidade hidratosde carbonoricos enmanosa.Estosucedeen

el retículoendoplasmático,dondetambiénsufreun procesode glicosilacióny plegamiento,el cual

esnecesarioparasu transporteal aparatode Golgi. La pérdidade hidratosde carbouocontinúaen

la cisternaproximaldel aparatode Gol gi. La proteínaM y la proteínaN no sufrencambiosde PM

durantesu maduración.Se ha observadoquela incorporaciónde la proteínaM y laproteínaE al

virión esen formade heterodímerosunidos porpuentesdisulfuro. Sin embargo,la proteínaE se

incorporade forma más eficientea estoscomplejosque la proteínaM, la cual lo hacemás

lentamente.Estefenómenosepodríaexplicarporel hechode que la proteínaM tiendea formar

dímerosunidosporpuentesdisulfurosenlas célulasdurantela replicaciónvírica,mientrasqueno

sepresentade estaformaen las panículasvíricas,porlo cualse tieneque producirunadisociación

de estosdímerosparaquesepuedaensamblarcon laproteínaE. Pareceserque la interacciónentre

estasdos proteínasprecedeal ensamblajedel virus, aunqueno estáconfirmado.Es probablequeel

ensamblajedel virus empiezeenel retículoendoplasmático,dondeestánlas proteínasE y M unidas

por puentesdisulfuro. Posteriormenteestos dímerosinteraccionancon la proteínaN que

permaneceen el citosol,fundamentalmenteen la regiónperinuclear.Las vesículasquecontienenla

nucleocápsidesehan observadoen el Teticuloendoplasmáticoliso a las 6 horaspost-infección

(pi.) y desdeaquí son transportadasal aparatode Golgi. A las 9 horas pi. ya se observan

partículasvíricasen la luz del retículoendoplasmáticoliso y en la región de Golgi, liberándosela

primeraprogeniedel virus porexocitosisentrelas 9 y las 12 horasp.i. (Pol eíal., 1992).Al final

del tránsito del retículoendoplasmáticoal aparatode Golgi la proteínaE adquieresu estructura

madura(Mardassiel al., 1996).La replicacióndel virus selimitaalcitoplasma(Pol eral., 1992).

Por otraparte,esposibledetectarla síntesisdelas proteínasvíricasen célulasinfectadasa

las 20 horasp.i., aunqueel momentoóptimode detecciónde las3 proteínasprincipalesesentrelas

42 y las 48 horasp.i.. La primeraproteínaque sedetecta,a las 20 horasp.i. es la de 19 kDa,

seguida,a las 24 horasp.i., por la de 26 kDa,mientrasquela de 15 kDa sólo sepuededetectara

partirdelas30horasp.i. (Bautistaeral., 1996).

1.2.7. Crecimiento en cultivos celulares

El VSRRP crececon títulosqueoscilanentre105 y 10~ dosisinfectantes50 en cultivosde

tejidos(DI50CT)en trestipos delineascelulares:

1. Macrófagosalveolaresporcinos(MAP) (Wensvoortel al., 1991).
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2. La lineacelularprocedentede riñón de mono denominadaCL-2621 (Benflelderal., 1992a,b)

3. El clon MARC-145de la lineacelularprocedentede riñón de monoMA- 104(Kim el aL, 1993).

El efectocitopático(ECP) queproduceen los MAP esmuy rápido, empezandocon un

redondeamientode las células,seguidode un agrupamientoy lisis de las mismasque se produce

entre 1 y 4 díaspi.. La replicaciónvírica se limita al citoplasmade las célulasinfectadas.Las

célulasinfectadaspresentanmitocondriashinchadasque han perdidosus crestasy gránulos,

indicandounadegeneracióncelular(Pol elal., 1992).

El ECP que se produceen las lineascelularesse desarrollamáslentamente,apareciendo

entre2 y 6 díasp.i., aunqueesbastantesimilaral queseproduceen los cultivos de MAP, yaque

seproduceun redondeamientoy agrupamientode las célulasprimero, seguidode un fenómenode

picnosisy la lisis de las mismas(Benfieldeí al., 1992; Kim el al., 1993).Al igual quesucedeen

los MAP, la replicacióndel virus en la lineacelularCL-2621 selimita al citoplasma,comose ha

demostradomediantela técnicadela inmunofluorescencia(Benfielderal., 1992a).

1.2.8. Capacidad de supervivencia

Al ser un virus con envolturasu capacidadde supervivenciaen el medio ambienteno es

muy grandey, además,estácondicionada,en oranmedida,por los cambiosde pH a los que es

relativamentesensible.Así, los títulos infectivosse reducenen un 90% a PH mayorde 7 ó menor

de 5 (Benifield el al., 1992a,b).La vida mediade la cepaLelystad,a 40C, esmáximacon un

pH=6,25 (50horas)y mínimaa pH=8,5(33,3 horas)y a pH=5 (18,8horas).El almacenamiento

a pH=6 y temperaturade 37’C da lugara unavida mediade 6,25 horas,que disminuyesi sesube

o bajael pH. El virus esestableenmediosdecultivo conun pH de 7,5 durantelargosperiodosde
tiemposi se mantienea temperaturasde -700C ó -20’C. Así, el título del virus no sufreningún

cambiodurantelas primeras10 semanasde almacenamiento,aunqueal cabode 6 mesesseobserva

una disminuciónde 1 logaritmo (log) en las DI
50CT respectoal título inicial en lotes de virus

almacenadosa ambastemperaturas.Sin embargo,en los 6 mesessiguientesno se producen

cambiosa -70’C y sí una pérdidade 0,5 log DI50CT a -20
0C. Por el contrariolas temperaturas

altasafectannegativamenteala supervivenciadel virus y asíseha demostradounapérdidade 5 log

DI
50CT respectoal título inicial si sealmacenael virus en mediode cultivo a pH=7,5 durante13

semanasa 4’C, durante2 semanasa 21
0C o durante2 díasa 37~C. Porúltimo, 1 hora a 56’C

produceuna disminuciónen el titulo inicial de3 log DI
50CT (Bloemraaderal., 1994).Trabajando

con la cepaVR-2332 se ha observadounareduccióndel 50% en la infectividadtras 12 horasa

37
0C y una inactivacióncompletaal cabo de 48 horasa 37’C o de 45 minutosa 56’C. Sin
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embargo,no seobservóningúncambioen la infectividaddespuésde 1 mesa 40C ó 4 mesesa

-70’C (Benfieldel al., 1992a,b).

Se ha estudiadola supervivenciadel virus en la carne(Bloemraadel al., 1994) y se ha

comprobadoque esposibleencontrarloen las amígdalas,los ganglioslinfáticos, el pulmón, el

sueroy, ocasionalmente,en el tejidomuscularcuandosesacrificananimalespocodespuésde la

infección.Sin embargo,no se detectaen el hígado,el corazón,el riñón o la médulaóseani

tampocoen el tejido muscularcuandopasanmásde 48 horasdesdeel sacrificio. Su título en el

tejido muscularo en los órganosno sufre prácticamentealteracionespor el almacenamientode

hasta48 horasa 4’C. El aislamientoesporádicoen el tejido muscularsedebeprobablementea la

presenciadelvirus en el plasmasanguíneoquese encuentraen los capilares.Lavidamediaen esta

localización,teniendoen cuentaelpH del tejidomuscular,esde entre23 y 43 horas.Tambiénhay

que teneren cuentala influenciade la temperatura,que afectaa la supervivenciadel virus, yaqueal

cabo de 24 horasa 25’C sólo el 47% de las muestrasde tejido positivasen el momentodel

sacrificiolo siguensiendo.Esteporcentajesereduceal 14% alas48 horasy al7% a las72 horas.

Sin embargo,si se mantienenlas muestrasa 4’C ó a -200C el virus sepuedeaislardel 85% de las

muestraspositivas(van Alstineel al., 1993).

El VSRRP es bastantesensiblea los agentesquímicosutilizadosnormalmentepara la

desinfecciónde localesen las granjas.Como consecuencia,no se puededemostrarla presenciade

virus infectivo despuésde tres semanasde vaciary desinfectarun edificio dondesehabíanalojado

cerdospositivos(Albinaelal., 1992c).

1.3. EPIZOOTIOLOGÍA

1.3.1. Incidencia y prevalencia

El origen del VSRRP no se conoce,sin embargo,se asumede forma generalque las

pandemiasque aparecieronen Américadel Norte y en Europatienenel mismo origen, aunque,

aparentemente,no seimportaroncerdosprocedentesdeEE.UU. aAlemaniay ademássesabeque

las cepasamericanasy europeasdel virus tienenun porcentajede similitudbastantebajo.

Los primeroscasospositivospor serologíaal VSRRPaparecieronen 1985 enel estadode

Iowa y en 1986en el estadodeMinnesota(EE.UU.)(Owen eraL, 1992).Laincidenciaclínicadel

SRRP aumentórápidamenteen estepaísen los años 1988 y 1989 (Keffaber, 1989; Dial el al.,

1990)al igual quela seroprevalencia(Hill eral., 1992)y en 1992 la enfermedadsehabíanotificado

en 19 estados(Morrison el al., 1992b).En un estudiorealizadoutilizandosuerosobtenidosen
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1990 seestimó que la prevalencia era del36% de las granjas (Bautista eral., 1993),mientrasque

en 1992 el 56,3% de las granjasfueron positivas,con un 35,1% de suerospositivos(Cho eral.,

1993).En 1993 la seroprevalenciaoscilabaentreel40% y el 60%en las zonasmásproductorasde

cerdos,en muchoscasossin que sepresentaransíntomasde la enfermedad(Boeckman,1993).

Actualmentese consideraque se encuentraentreel 60% y el 80% (Zimmerman,1995). La

incidenciade la presentaciónclínicade la enfermedadpareceestardisminuyendoen EE.UU.,

aunqueno se sabesi sedebeaun descensorealo a la existenciadecepasdel virus avirulentasque

produceninfeccionessubclinicas(Annelli, 1992; Sanford, 1992).De todasformas dadoque más

del 50% de lasgranjasdel paísestáninfectadas,cabeesperarque disminuyala incidencia.En

Canadátambiénestápresentela enfermedaddesdeel año 1987, año en que se detectóen las

provinciasde Québecy Ontario,extendiéndoseposteriormenteincluso a lugaresde difícil acceso.

Así, en 1993 sedescubrióen laisladelPrincipeEduardo(Lópezetal., 1994)yen la actualidadse

consideraque entreel 40% y el 80% de las granjasde la zonaoestey centrode Canadáson

positivas(Carmaneral., 1995), habiendopresentadosintomatologíamásdel 50% de las mismas.

El gradode infecciónde otrasprovinciasse ha estimadoque seencuentraentreel 20% y el 40%

(Sanfordy Moore, 1995). Estudiosserológicosllevadosa cabocon aisladoscanadienseshan

reveladounarelaciónantigénicaclaraentrelos aisladoscanadiensesy los americanos(Mardassiel

al., 1994a).

En la Unión Europealaenfermedadsedescribióen 1990en Alemania,aunqueenestudios

de seroprevalenciasehan encontradogranjaspositivasdesde1988(Ohlinger, 1992a).Lainfección

se ha extendidorápidamentedesdesu lugarde apariciónpor laszonasdondela densidadporcinaes

mayory a finalesde 1992 seconsiderabaenzoóticaen Alemania,Holanda,Bélgica,España,E

Reino Unido, Franciay Dinamarca.En un estudiollevadoacaboen 1992, utilizandomuestrasde

sueroprocedentesde Francia,Bélgica,Holanda, Chiprey El Reino Unido se determinóque el

34,6% de las granjasy el 21,3% de los animalespresentabananticuerposfrente al VSRRP

medidospor unatécnicadeELISA. Sin embarco,estosdatosno puedenserinterpretadoscomoun

indicativo dela prevalenciarealdela enfermedad,ya quelasmuestrasestánsesgadas,al proceder

de granjasdondese sospechabasu presencia(Buffereau,1992). Lo que sí se puededecircon

certezaes que alcanzósu máximaincidenciadesdefinales de 1990 hasta1992 y que desde

entoncesel númerode brotes que han aparecidoesmenordebidoposiblementeal establecimiento

de unainmunidaden gran partede la poblaciónporcinay aposiblescambiosen patogenicidaddel

virus. Así, en Holanda,la máximaincidenciasepresentóen el inviernode 1990-1991,momento

en quese notificaronmásde 1300 casos,estimándosequeel 80% de la poblaciónsevio afectada

por estebrote. Actualmentese creeque la mayoría de las granjasestáninfectadasde forma

endémicay que entreel 50% y el 70% de las cerdasson seropositivas(Wensvoort, 1994),

oscilandola seroprevalenciaen los cebaderosentreel 80% y el 100%.En cuantoa los lechones,el
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50% de las granjaspresentananimalespositivosentrelas 4 y las 9 semanasde vida (Nodelijk el

al., 1996a). En Alemanialaincidenciamáximasepresentóen el mismomomentoque en Holanda,

con más de 3000 casosnotificadosy en Bélgicaen 1991, con 50 brotes notificados,

diagnosticándosepor últimavezendiciembrede 1991.En Franciael pico de incidenciaseprodujo

entrenoviembrede 1991 y mayode 1992, presentándoselos casosfundamentalmenteen la región

de Bretaña.En la actualidadla presenciadel virus sehanotificado en las regionesde Bretaña,Le

Nord Pas-de-Calais,Mayenne,Maine-et-Loire,Loire-Atlantique,Vendée,Manche y Orne

(Nicolas, 1993).En Austria los primeroscasosno se produjeronhasta1993 y un añodespuésse

habíannotificado 129 brotes. En El ReinoUnido la enfermedadaparecióen junio de 1991 y’ a

pesarde que setomaronmedidasmuy extrictasparaevitarla extensiónde la misma,en 1995 se

admitióque el virus se habíaextendidopor todoel paísdesdesu aparicióncuatroañosantes,

extiméndoseque entreel 40% y el 50% de las granjasestabaninfectadas(White, 1995). En

Luxemburgoestépresentedesde1992 y en Poloniay en Italia se ha detectadosu presencia

medianteestudiosserológicos,detectándoselos primeroscasosclínicosen Italiaa finalesde 1992.

Laseroprevalenciaha ido aumentandoenItaliaen estosúltimosaños.Así, en 1994el 36,9% de las

granjaseranpositivasy en 1995 el porcentajehabíaaumentadoal 64,2% (Pozzi, 1996). En

Eslovenia,aunquenunca se hapresentadoclínicamentela enfermedad,se ha establecidoque un

1,2% de las granjasson seropositivas(Valencak,1996).En la RepúblicaCheca,ha sido notificada

una prevalenciadel 17% de las muestrasy 30% de las granjas(Valíceketal., 1996). En Rusia

hubo unasospechade una granjainfectadaen 1991. Los animalesfueron sacrificadosy nuncase

han detectadoanticuerposfrentea la enfermedadcon posterioridad.En Dinamarcael porcentaje

actualde granjasseropositivasseencuentraentreel 25% y el 30%y contendenciaa aumentar.Este

esel únicopaísqueemprendióun plande controlde la enfermedadquecomenzóen marzode 1996

con una duraciónprevistade 3 añoscuya finalidad eraconseguirque el porcentajede granjas

positivasno fueramayordel 25% afinalesde 1998. Paraalcanzaresteobjetivoel primerpasoque

dieronfue la detecciónde las granjaspositivasmedianteserología,seguidode la vacunaciónde

todos los cerdosde reemplazoy los verracosde las granjaspositivas,preveyéndoseademásla

vacunaciónde los lechonesdestetados(Mousing er al., 1996). Sin embargo,esteplan ha sido

recientementeabandonadodebidoa la apariciónde brotesde la enfermedad,debidosa la cepa

vacunalempleada,trassu aplicacióna los animales.

En Sudaméricasehan detectadosignosde la enfermedaden Chile. Por otraparte,en Brasil

y México se han realizadoimportacionesde cerdos procedentesde Europay EE.UU.

respectivamente,con lo cualla probabilidadde que hayasido introducidala enfermedaden estos

paísesesalta. Sin embargono se han llevadoacaboestudiosserológicosparadetectaríapresencia

del virus.
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En Asia se detectóla presenciade la enfermedaden muestrasde sueroprocedentesde

animalescon neumoníacrónicaen Japónen 1992,aislándoseun virus antigénicamenterelacionado

con las cepaseuropeasdel VSRRP capaz de reproducirexperimentalmentela enfermedad

(Kuwaharae? aL, 1994). Un estudioretrospectivorealizadocon posterioridadha indicadoque

existíanmuestrasde sueropositivasdesdeel año 1987. En la actualidadse sabequeestápresente

en el 95,7%de las regionesde Japón,aunquesólo hanmostradosignosclínicosde la enfermedad

el 10%de las granjaspositivas(Meredith,1995). El virus seha aisladoconfrecuenciadeanimales

que padecenla enfermedaddenominadaHeko-Heko,descritaen 1989 y que se caracterizapor

produciruna neumoníacrónicaen lechonesde 1-2 mesesdeedad.Normalmenteva acompañado

de Mvcoplasmahvorhinis, lo cual agravael problema(Shimizu er al., 1994). En Filipinas se

notificó su presenciaporprimeravezen 1993 y en laRepúblicade Coreaun estudiorealizadoen

1993 demostróunaseroprevalenciadel 6,25% de los animalesy un 17,6%delas granjas(Kanger

al., 1994). Entrelos años1994y 1995 la seroprevalenciafuedel 10,6% delos animalesy el 22%

de las granjas(Kang el al., 1996) y en la actualidadson positivasa la enfermedadel 43% de las

cerdasen produccióny el 69,9% de las granjas(Cheonetal., 1996). Lascepasdel virus aisladas

muestranuna oransimilitud con las cepasamericanas,estandobastantealejadasde las europeas

(Kimeíal., 1996).

Españaseconsideraoficialmenteexentade la enfermedad.Sin embargo,en una encuesta

realizadapor los LaboratoriosHipra, Amer(Girona)se demostróqueun 62,5%de las hembrasen

granjasde producciónde lechones,un 61,2% de las hembrasde granjasde ciclo cerradoy un 75%

de los cerdos de cebaderoeran positivos, produciéndoseun aumentoen la seropositividad

posteriormente,ya que el mismo estudio,llevado a cabo un año después,dio los siguientes

resultados:76,5%de lashembrasen granjasdeproducciónde lechones,un 69,8%de hembrasde

las explotacionesde ciclo cenadoy un 82,2%de los cerdosde cebaderofueronseropositivos.

1.3.2. Persistenciade la infección

El VLD, el VAE y el VFHS puedenproducir infeccionesasintomáticaspersistentesque

puedendurar toda la vida del individuo (Plagemanny Moennig, 1992). En el casodel VSRRP

todavíano seha demostradofehacientementesu capacidadparaproducirestetipo de infecciones.

Sin embargo,se ha podidoaislarde laorofaringede un animal infectado157 díasdespuésde la

infección experimental(Wills el aL, 1995a), de las glándulasbulbouretralesde un verraco

infectado101 díasantes(Christopher-Henningseral., 1995a)y del suerode un animalde 210días

de vida que nacióinfectado(Benfield er aL, 1997). Tambiénse hacomprobadoque el virus se

puedeeliminardurantelargosperiodosde tiempo. Así, un estudiode eliminaciónha demostrado

que, aunquelos animalesinfectadosalas 4 semanasde vida no eliminancantidadsuficientede
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virus para infectar a animalessusceptiblespuestosen contactocon elfos cuandotienen

aproximadamente13 semanasde vida sí puedenhacerlo inclusoa las 22 semanasde vida, si se

sometena condicionesde estréso setratancon corticoesteroidesy aúnen presenciade títulosaltos

de anticuerposneutralizantes(Albina er al., 1994). Sin embargo,el tratamientocon

corticoesteroidesno ha dadoel mismo resultadoen todos los casos(Terpstrael al., 1992). Hay

que destacartambiénque los animalesque naceninfectadospuedeneliminar el virus durante

periodosde tiempomuy largosde formaque centinelaspuestosen contactocon eUosentre64 y

112 díasdespuésdel nacimientose infectanen la primerasemana(Benfieldel al., 1997). En

funciónde estosresultadospareceprobableque existansubpoblacionesde cerdospersistentemente

infectadosen granjascon problemascrónicosde SRRP, los cualesno siempreson fácilesde

identificarya que, aunquenormalmenteson cerdosretrasados,en ocasionespuedenteneruna

apanencianormal.Estetipo de animalestienenuna importanciaepidemiológicagrandeal seruna

fuentede infección paraotros animalesseronegativos,fundamentalmentecuandose mezclan

despuésdel destete.

Tambiénsesabeque el virus puedepermaneceren poblacionesinfectadasal menosdurante

seismesesdespuésde que cesenlos síntomasde laenfermedad,perose creequeestefenómenose

debea la infección de animalessusceptiblesque no se habíaninfectadoantes.De hecho,los

resultadosobtenidoshastala actualidadindican que la mayoríade las granjaspermanecen

persistentementeinfectadastras un broteagudo(Keffaber e? al., 1992; Lonla, 1992; Ohlingeret

al., 1992a;Stevensonel al., 1992;Terpstraeral., 1992; Thacker,1992; Yoon eraL, 1992a).Así,

se ha demostradoque cerdoscentinelasintroducidosen una granja4 mesesdespuésde la

desapariciónde la enfermedaden su formaclínicadesarrollansintomatología1 díadespuésde su

introducción,presentandotítulosde anticuerposdetectablesa los 7 díasde su entradaen la granja,

lo cualdemuestrala presenciade unaforma subclínicade la enfermedaden la poblaciónestudiada

(Bilodeauel al., 1994).

Se han descritoal menostres factoresquepuedencontribuir a queunagranjapermanezca

infectadapermanentemente:

1. Aunquela mayoríade las cerdaspresentesen una granjaen un broteagudode la enfcnnedad

seroconvienen,se ha demostradoque entreun 15% y un 25% puedenescapara la infecciónen el

primer momento(Terpstrael al., 1992; Robert e? al., 1993) e infectarsemesesmás tarde,

contribuyendoal mantenimientode la circulacióndel virus. Además,la seroprevalenciava

disminuyendocon el tiempotrasun brote.Así, cuatromesesdespuésde la presentaciónclínicade

la enfermedad,aproximadamenteel 90%de las cerdasson seropositivas,sin embargo,al cabode

un año el porcentajede cerdasseropositivasdisminuye, llegandoa ser solamentede un 30% al
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cabode dos añosde la infeccióninicial (Loula, 1992).

2. Los cerdosen crecimientopuedenactuarcomoreservoriodel virus e infectar a los lechones

destetadoscuandopierdenla inmunidadmaternal.En estesentidocabedestacarque se han

observadoviremiasde hasta4 semanasen lechonesen crecimiento,de formaquepuedeneliminar

el virus potencialmenteduranteperiodosde tiempo muy largosy que puedenexistir animales

persistentementeinfectadoscuandola infecciónseha producido¡ti urero, lo cual da lugara la

eliminacióndel virus al menosdurante112 días tras el nacimiento.Como consecuencia,los

lechonesdestetadosse infectancuandodesaparecela inmunidadmaternala la edadde 3 a 6

semanas(Joo y Dee, 1993; Albina el al., 1994; Freesey Jo0, 1994), al entraren contactolos

lechonesrecién destetadoscon el virus eliminadopor lechonesde más edad (Loula, 1992;

Stevensone? aL, 1992; Thacker, 1992). Esto puededar lugar a que, al mismotiempo que

disminuyela seroprevalenciaen las madresde una granja,los cerdosen crecimientose infecteny

seroconviertan.Así, en granjasque han presentadoproblemasreproductivoscon anterioridad,

aunqueno se puedaconstatarque el virus circulaen ese momentoen las salasde gestacióno

partos,es posibledetectarlomuchasveces en las lechoneras(Stevensonel aL, 1992). No es

sorprendentepor tanto que en los cerdosdestetadossea frecuenteaislarel virus cuandolos

animalestienenentre6 y 12 semanasde viday observarseroconversionesen estemismoperiodo.

3. En la mayoría de las granjasse introducen periódicamentecerdasde renuevoque son

normalmentesusceptiblesa la enfermedadde formaque sepuedemantenerla cadenade infección

con la eliminacióndel virus extendiéndosehastaquellegueel lote siguiente.

Sin embargo,la existenciade subpoblacionesdentrode unagranja,esdecir,la convivencia

de animalesseronegativos,de animalescon infeccionesagudasy de animalescon títulos de

anticuerposquevan disminuyendosimultaneamenteenuna granjainfectadade forma crónicahace

pensarque la circulacióndel virus en estasgranjaseslimitada,quizádebidoal pococontactoque

existeentrelascerdasen los sistemasdeproducciónactuales(Deeetal., 1996b).De estamanera,

sehapostuladoqueel queel virus continúecirculandoenunagranjadependefundamentalmentede

las medidasde manejoy de la estructurade la misma(Keffabere?aL, 1992; Freesey Joo, 1994;

Torrison eíal., 1994). A pesarde la posiblecirculaciónconstantedelvirus en una granja,sehan

descritopocoscasosde nuevosbrotesdebidosa la excreccióndelvirus por animalespersistenteo

latentementeinfectados(Potter,1994; Patony Drew, 1995). En estesentidohay que teneren

cuentaquela circulacióndel virus entrelos animalesdestetadossepuedeproducirsin queexistaun

fallo reproductivoenlas granjas(Stevensone?al., 1993).
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1.3.3. Mecanismosde transmisión

La enfermedadpuedeentraren una granjapor transmisiónaerógenao por el trasladode

animalesinfectados(Komijn el al., 1991; Robertson,1992a)y en estecasola transmisiónpuede

serporaerosoleso por contactodirecto(Wensvoorteral., 1991;Terpstrael al., 1991).

La transmisiónpor la vía acrógenase ha descritoen un gran númerode casos,

especialmenteen Europay, aunquees difícil probarlo definitivamente,existenevidenciasque

indicanqueestetipo de transmisiónjuegaun papel importanteen la difusión del virus. Así, se ha

descritoque las condicionesmetereológicasque tuvieron lugardurantela primeraepidemiadel

virus en Alemaniay Holandaa principiosde 1991 eranidóneasparala transmisiónporestavía,

con humedadesrelativasaltasy la presenciade nubesqueevitaríanla dispersiónverticaldel virus,

vientossuavesy sostenidoslo cualreduciríael potencialde dispersiónhorizontaly temperaturas

bajasque aumentaríansu supervivenciaen el ambiente(Komijn eraL, 1991). En El Reino Unido

tambiénse ha sospechadouna transmisiónpor la vía aerógena,tanto cuandoaparecióla

enfermedadpor primera vez, dado que no se habíanrealizadoimportacionesde animales

procedentesde los paísesdondeya se habíadescritolaenfermedad,comoposteriormente,unavez

establecidasmedidasde control y limitado el movimientode animalesprocedentesde granjas

infectadas,cuandose extendiólocalmente(Edwardsel al., 1992).Los brotesquehanaparecidoen

Dinamarcatambiénsehanatribuidoa una transmisiónaerógenay, si esteesel origen del virus en

estepaís,implica que puedeviajarhasta20km (Mortenseny Madsen,1992).Sin embargo,sólo

ha podidoser demostradala transmisiónen distanciasde hasta2 km. El riesgode transmisión

aumentapor tanto en las distanciascortas,al aumentarla densidadde los animales,siendo

especialmenteimportantelaproporciónde animalesde cebadero,al aumentareltamañode la granja

y al aumentarla intensidadde la ventilación(Blahay Btiker, 1995).

En la transmisiónaerógenaes importantelacapacidadde supervivienciadel virus en el

medio ambiente.Sin embargo,al serun virus con envoltura,éstano es muy grande.Aunque

puedesobrevivirdurantelargosperiodosde tiempo, inclusoaños,en tejidoscongelados,su vida

mediaa 210C son 20 horasy a 40C St) horassi el pHesel óptimo. Sin embargo,la vida mediadel

virus disminuyeapH másbajosdeSémayoresde7.

Como ya se ha mencionadoanteriormente,tambiénesposiblerecuperarlode canalesde

cerdosen el mataderodespuésde 48 horasa 40C (Bloemraade? al., 1994),aunquese creeque la

importanciaepidemiológicade estehechoesmuy baja,ya que los aislamientosen muestrasde

animalesde mataderoson esporádicos(Frey e? aL, 1995). Utilizando una técnica de
inmunohistoquimica,se ha podido detectarel virus en célulasmuscularesaisladasde animales
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sacrificadosa los 7 díaspi. ademásdedetectarseen los pulmones,las amígdalasy los ganglios

linfáticos. Sin embargoa los 14 días p.i. sólo se ha podido detectaren los pulmonesy las

amígdalas,pero no en el tejido muscular.Tampocoha sido posible detectarloen muestras

obtenidasde animalesprocedentesde granjasinfectadas(Magare! al., 1995b).

Los casosmejor documentadosde transmisiónde la enfermedadson los debidosa]

movimientode animalesenfermos(Varewyck, 1991; Dee, 1992; Edwardsel al., 1992; Gordon,
1992; Robertson,1992b).Estos animalespuedentransmitirlaenfermedadpor contactohasta14

semanasdespuésde la inoculaciónexperimental(Terpstraer al., 1992)e inclusoexisteun casode

transmisióndespuésde 99díasde la infecciónexperimental(Zimmermanetal., 1992).El virus se

puedeeliminarpordistintas vías, siendo posibleaislarlode hisoposnasales,de la saliva,de la

orina, de secrecionesprepucialesy las hecesde los animalesinfectados(Edwardse?aL, 1992;

Christiansonel al., 1993; Yoon el al., 1993; Wilfs eral., 1995b;Teuffenel al., 1995)aunqueel

aislamientoa partirde las hecesno siempreesposible(Rossowel al., 1994a;Wills el al., 1995b).

Seha descritoun periodode eliminacióndel virus porlas secrecionesnasalesy lashecessimilara

la duraciónde laviremia, aunqueno estanfácil aislarel virus de estaslocalizacionescomolo esde

la sangre(Yoon eral., 1993).Además,existenevidenciasepidemiológicasyexperimentalesdeque

el virus sepuedeextenderporel uso de la inseminaciónartificial si seutiliza semenobtenidoen la

faseagudade lainfección(Robertson,1992b;YaegereíaL,1993)ya queesposible aislarelvirus

del semende verracosinfectadosexperimentalmente(Swensonel aL, 1994;Christopher-Hennings

el al, 1995a), aunqueno siemprede forma continua(Swensone? al., 1994b; Teuffert e? al.,

1995).

Una vez que la infecciónapareceen una granjase extiendemuy rápidamente.Así, en los

primeros 18 mesesde la apariciónde la enfermedaden El ReinoUnido, el 75% de las cerdas

estudiadashabíanseroconvertidoen un periodode 3 semanasdesdeel momentoen quesehabía

sospechadode supresenciaenla granja.Terpstrae?al. (1992)demostraronqueaproximadamente

cl 90% de lascerdasseroconvertíanen un plazode 3 mesesdesdeque la enfermedadaparecíapor

primeravez. Paralos lechonesdestetadosla fuentede infecciónmás importanteparecenserlos

lechonesdemásedadconlos que entranencontactodespuésdel destete(Stevensoneral., 1993,

1994; DeeyJoo, 1994a).

Otraforma importantede transmisiónesla transmisiónvertical,ya queel virus es capazde

atravesarla barreraplacentariae infectara los fetosen el utero lo que da lugara la apariciónde

lechonesque puedenservirémicos,presentaranticuerposfrente al virus o ambascosasen el

momentodel nacimiento(TerpstraeraL, 1991; Christiansone?aL, 1992, 1993;MengelingeraL,

1994).
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En cuantoal papelque puedanjugarlos fomites, en un estudioexperimental,el VSRRP

sólo seha podido aislaren el día0 de muestrasde alfalfa,viruta, paja,plástico,botasde aguay

aceroinoxidablemantenidasentre25’C y 270C. Sin embargosepuedeaislarduranteun periodode

11 díasen el aguade la canalización,de 9 díasen aguade pozo y de 4 a 6 días en soluciones

tamponadas.Dela saliva,la orinay las hecessólo seha podidoaislarel díade la contaminación.

Estos resultadosindicanque es un virus muy lábil en el ambientey que la única fuente de

contaminacióna teneren cuentaseríala contaminacióndel aguade bebidapor los animalesque

esténeliminandoelvirus (PirtleeraL, 1996).

No se conoceningunaotra especieanimalsusceptiblea la infecciónpor estevirus ni se ha

podidodemostrarque las rataso los ratonesactúencomoreservorio(Hooper el al., 1994). Sin

embargo,los datosobtenidospor Zimmermanne? al. (1993)parecenindicarque ciertasaves

migratoriaspuedenser infectadas,eliminandoel virus por las hecesentrelos días 5 y 24 p.i.,

actuandopor tantocomo vectores,y llevandola enfermedada zonasmuy distantesdel foco inicial

de infección.Tampocosehandescritocasosde infeccionesporestevirus en personasrelacionadas

de algunamaneracon los cerdosy no seha podido demostrarque se produzcaseroconversiónen

personasquemanejanel virus en el laboratorio(Paton,1995).

1.3.4. Factores de riesgo

Distintos autoreshan estudiadolos factoresde riesgoasociadosa la presentaciónde la

enfermedad(Fiedíer,1991; Vogel el al., 1991; Bane eral., 1992; EdwardseraL, 1992; Blahay

Buker, 1995). Los que han demostradoteneralgunaimportanciaen la presentaciónde la

enfermedadson los siguientes:

1. La adquisiciónde animales.En un estudiorealizadoen El ReinoUnido sedemostróque las

granjasseropositivashabíanintroducidounamediade 100 cerdasde reposición,mientrasque las

seronegativassólo habíanintroducidounamediade 27. En un estudiollevadoa caborecientemente

en Dinamarcasólo seha podidoasociarla entradade la enfermedadenlasgranjascon la entradade

animalesde reposiciónprocedentesdegranjaspositivasy con lacomprade lechonesde 25 kg para

cebarlos(MousingeraL, 1995).

2. El no respetarlos periodosde cuarentenacuandoseintroducennuevosanimalesen una granja.

En el estudioanteriormentemencionadosepuso de manifiestoque sólo 12 de las 32 granjas

infectadashabíanrespetadoun periodode cuarentena,mientrasque en el casode las granjas

seronegativas,lo habíanrespetado9 de las 11 estudiadas.

3. La proximidadde lagranjaaotrasgranjasinfectadas.

4. El tamañode la granja.Granjasde másde50 cerdastienenmásprobabilidadesdeinfectarse.
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5. El tipo de construcción.Las granjasque tienentodassusdependenciasen un sólo edificio

presentanunamayorincidenciade laenfermedad.

6. El tipo de suelo. Las granjas con suelo de rejilla presentan mayor riesgode infecciónpor este

virus.

7. El tipo de almacenamientode purines.El riesgoaumentasi se almacenanlos purinesen fosas

bajolos animales.

8. La entrada de camionesy otros vehículos.La entradade vehículosa la granja, como sucedecon

todaslas enfermedadesinfecciosas,aumentael riesgode infección.

9. La limpieza y desinfecciónde los locales.Éstosdebenlimpiarse y desinfectarsecada vezque se
vacíen,ya que la falta de higienehacemásprobabletanto la entradacomoel mantenimientode la

enfermedad.

10. Medidasde manejo.Un buensistemade manejo,unido ala limpiezasistemáticade los locales

disminuyelagravedadde la sintomatología,cuandola enfermedadestápresenteen unagranja.

11. Tipo de explotación.Seha observadoquela incidenciade la enfermedadesmayoren granjas

en las quelos animalesestánconfinadosqueen los sistemasextensivos.

12. La presenciade micotoxinasen el pienso.Parecerserque lapresenciade fumonisinaaumenta

el riesgode presentaciónde la enfermedad,ya quepor sí mismaescapazde produciredemade

pulmón.

13. La presenciade ratasy ratonesen la granja.

En cuantoa la posibilidadde quela enfermedadresulteendémicaen unagranja,un trabajo

llevadorecientementea caboen EE.UU. utilizandomodeloslogísticosparaidentificarlosfactores

de riesgoindica que las variablesque aumentanlas probabilidadesde queuna granjase infecte

endémicamenteson:

1. Quela granjase hagasupropiareposición.

2. Quelassalasde partostenganun númerodejaulasqueoscileentre10 y 20.

3. Quela poblachinde lagranjaestéenvejecida.

4. Queel tamañode lagranjaestécomprendidoentre101 y 500 cerdas(Baysingere! aL, 1997).

1.4. IMPORTANCIA ECONÓMICA

Las pérdidas producidas por la enfermedadson muy variables,tanto en extensión comoen

duración y es importantedistinguir entreaquellasproducidasen la forma epidémicade la

enfermedady las producidascuandoesendémica.

En los casosmás agudos,las pérdidaseconómicasse deben,fundamentalmente,a un
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aumentode la mortalidaden lactacióny aun descensoen elnúmerodelechonesnacidosvivos, con

trabajosconcretosseñalandounaspérdidasde entre1 y 2,5 cerdoscebadospor cerday año

(Blackburn, ¡991; MortensenyMadsen,1992;BrouwereraL, 1994)ydeentreun O%y un 20%

en la producciónanual (van Alstine, 1991; Lindhausy Lindhaus, 1991; Raymarkers,1991;

Zimmermany Johnson,1991).Tambiénseha descritoun aumentoen el intervaloentrepartos,el

cual va asociadoa un aumentoen el númerode díasno productivosy a un aumentoenla tasade

renovación(Brouwerer al., 1994). Sin embargo,las compensacionesde preciosen el mercado,

debidoa la faltade animales,hacenmuy difícil la valoraciónde las pérdidaseconómicasdebidasa

la infecciónpor el VSRRP(Raymarkers,1991).

Por el contrario, en los casoscrónicos de la enfermedadlas principalespérdidas

económicassederivande la importanciaque adquierenlasinfeccionessecundariasen los animales

en crecimientoy en cebo, responsablesde los casosde rinitis y neumoníaobservadoscon

frecuenciaen el campoy de la consecuentereducciónen la tasade crecimiento,con un aumentoen

la tasade conversióny unadisminuciónen la gananciamediadiariade pesoque puedesufrir una

reducciónde entreun 15% y un 50% segúnlos distintosautores,lo cualtraecomoconsecuencia

un aumentoen el númerode díasde permanenciade los animalesen la granjay en el númerode

cerdosde bajopesoquevan al matadero(Dial eral., 1990;Mooreeral., 1990;vanAlstine, 1991;

Loula, 1991; Keffabereral., 1992; Dee, 1996a). Además,hay que teneren cuentalas pérdidas

producidaspor el aumentoen la tasade mortalidadque seobserva,la cualpuedeoscilarentreun

10% y un 25% despuésdel destete,aunquelo normalesque se presentencifras del doblede la

mortalidadque habíaantesde aparecerel SRRP(Mooreel aL, 1990; Keffaberel aL, 1992). Este

aumentoen la tasade mortalidadva acompañadode un gastoexcesivoen medicación porcada

cerdoproducido,el cual puedeaumentarentreel 50% y el 100% (Kertaerter al., 1994; Dee,

1996a).

1.5. PATOGENIA

1.5.1. Distribución orgánica del virus

No se conocecon exactitudcuál es el mecanismopor el cual el VSRRP escapazde

producir su acciónpatógena.Los datosdisponiblesen la actualidadprocedende observaciones

clínicasy de la reproducciónexperimentalde laenfermedad.

Son susceptiblesal VSRRPcerdosde todaslas edades,queno hayanestadopreviamente

en contactocon el agentecausal,cuandoson inoculadosporlas víasoral, oronasal,intramuscular,

intravenosa,intraperitonealóintrauterina(Christiansoneral., 1992, 1993; Collins eral., 1992b;
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Yaegereral., 1993; Rossowet al., 1994a, 1995; Swensonet al., 1994a,1995a;Gradil e? al.,

1996). El periodode incubaciónesvariable,peroen los animalesinoculadosexperimentalmente

los síntomasde la enfermedadaparecennormalmenteentrelos días2 y 7 pi. (Terpstraeral., 1991;

Wensvoorteral., 1991;Christiansonel al., 1992;Planaeral., 1992b;Rossow e?al., 1994a,1995;

Halburel al., 1995a).Sin embargo,esteperiodoesdiferentecuandolo quese consideraesuna

granjay no los animalesdeformaindividual.Así, en la epidemiade GranBretaña,seestimóqueel

intervalo de tiempo transcurridoentrela introducciónde animalesinfectadosen una granja

seronegativay la apariciónde los primerossíntomasoscilabaentre14 y 37 días,en Bélgicaentre

10 y 18 díasy en EE.UU. entre3 y 24 días(Meredith,1995). Las diferenciasobservadasen el

periodode incubaciónpuedenreflejar,por un lado, diferenciasen la patogenicidadde las cepas

estudiadasy porotro, diferenciasen cuantoala víade exposición,las condicionesde producción,

etc.Es de destacarademás,queel tiempotranscurridoentreel momentode contactocon el virus y

la apariciónde los primerossíntomasdependedel tipo de sintomatologíaque consideremosy de

los gruposde edad. Así, los síntomasinespecíficosy los respiratorios,que se presentan

principaLmenteen animalesjóvenes,aunquepuedenafectara animalesde todos los gruposde

edad,son los primerosque semanifiestany los problemasasociadosa la reproducciónaparecen

unasdos semanasmás tarde.De estaforma, mientrasque el periodo de incubaciónhastala

apariciónde los signosde anorexiay de la fiebrepuedeoscilarentre3 y 5 días, las anomalíasen el

parto y el aumentoen la mortalidadde los neonatosno seproducenhastaentre14 y 28 díasmás

tarde(Lonla, 1991).

La vía de penetracióndel virus esla oronasaly desdeaquísedirigea suscélulasdianaque

parecenser, segiin seha detectadopor técnicasde inmunohistoquimica<IHQ), primariamentelos

macrófagosy tambiénlos monocitosy las célulasdendríticas,que son célulaspresentadorasde

antígenosy especialmentericasen la glicoproteinadel complejomayorde histocompatibilidadde

claseII (Halburel aL, 1996).Estateoríaparececonfirmarseporel hechode que alas 12 horaspl.

el virus sepuededetectarmediantetécnicasde IHQ en célulasdel epiteliobronquial,en célulasdel

endotelioarteriolar,en monocitosy en macrófagosintersticiales,intravascularesy alveolares

cuandoserealizancortesdepulmón,ademásdedetectarseen macrófagosdelepitelio dela mucosa

nasaly de las amígdalas(Rossower al., 19%a). La replicacióndel virus esmuy rápida.Se han

detectado,en estudiosrealizados in vitro, antígenosvíricos en el citoplasmade las células

infectadasa partirde las 6 horasp.i. y a las 9 horasp.i. aparecenlas primeraspanículasvii-kas

ensambladas(Pol y Wagenaar,1995), liberándosela primeraprogeniede virus entrelas9 y las 12

horaspi. (Pol eraL, 1992).

Por otro lado, aunquea las 12 horasp.i. el virus se puededetectarenlos tipos celulares

anteriormentemencionados,pareceserquela primerareplicacióndel virus seproduceen los MAP,
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aunqueexisteciertacontroversiaen esteasuntoya queciertosautoresopinanqueéstase podría

producirene!epitelionasaly bronquial(¡‘ol eral.. 1991),explicandode estemodo las lesionesde
degeneraciónde ambasmucosasobservadasen los casosde SRRP.Desdelos MAP, el virus se

diseminapor el restodel organismo,por la vía hematógenay posiblementelinfática. Como

consecuencia,esposibledetectarlode formabastanteconstanteen los órganoslinfoidesy en la

sangretrasla infección.En estaúltima localizaciónse puedeencontrartanto en su lomita libre,

comolo demuestraelhechode que seaposibleaislarlodel suerode los animalesvirémicos,como

ligado a los leucocitoso monocitoscirculantes,pudiéndoseaislarde la serieblancaapartirdel día

1 p.i. (Rossow e? al., 1994a).Esta última localizaciónes previsibleal habersedemostrado,en

estudiosrealizadosiii vino, queel virus escapazde infectara los monocitoscirculantes(Voicu el

al., 1994). Estefenómenoexplicaríalaleucopeniaquesehaasociadoala enfermedad,habiéndose

descritouna reducciónde hastaun 30% en los leucocitoscirculantesdurantela faseagudade la

infección.

Laduraciónde lavíremiaesbastanteprolongada,siendoposibledetectarel virus desdelas

12 horas p.i. (RossoweraL, 1995)hasta incluso el día 63 p.i. (Vézinael al., 1996).,aunqueel

periodomedioesde 28 días. Hay que destacarque la presenciade anticuerposcirculantes,que

aparecenhaciael día7 p.i. no evita laviremia,demostrándoseque el virus permanecetantoen la

circulacióncomoen distintosórganos,aúnen presenciade los mismos(Rossoweral., 1994a11.

A pesarde la largaduraciónde laviremiano sehadeterminadodeformaconcluyentesi los

animalesinfectadospuedenactuarcomoportadoreso no. Sin embargo,sesabeque la aplicación

de corticoesteroidesexógenoshacequeanimalesinfectados16 semanasantesvuelvanaeliminarel

virus, comoha quedadodemostradopor la infeccióndeanimalesseronegativosque convivíancon

ellos(Albinaeral., 1994). Por otraparte,sehapodidorecuperarel virus de la orofaringede un

animal a los 157 díasp.i. (Wills eral., 1995a)e inclusoa los 210 días de vida en el casode un

animal infectado in wero (Benfleid el al., 1997). Todosestos datosparecenapuntara una

persistenciade la infeccióncon el VSRRP, aunqueseránnecesariosestudiosmásamplios para

poderafirmarlodefinitivamente.

El procesode diseminaciónpor lavíahematógenaesbastanterápido y permiteque el virus

llegue a distintaslocalizaciones.Como consecuenciase ha detectadoen la mucosanasal,el

pulmón,el corazón,los ganglioslinfáticos, el timo, el bazo,el intestino,el hígado,las glándulas

adrenales,las amígdalas,el cerebroy la médulaósea,encontrándosefundamentalmenteen los

macrófagospresentesen estaslocalizaciones.

En el epiteliodelamucosanasalaparecea partir de las 12 horasp.i., pudiendodetectarse
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posteriormente hasta el día 21 p.i., aunque no de forma constante. El virus se localiza
fundamentalmenteen los macrófagosquese encuentranen lamucosay la submucosay, con menor

frecuencia, en las glándulas serosasdel epitelio (Halbur e? al., 1996; Rossowet aL, 1996a),

habiéndosecomprobadoquelas zonasdondeseencuentracorrespondena zonasde inflamación.El

virus seha detectadotambiénen célulasdel epiteliobronquial(Pol et al., 1991)y seha observado

que produceuna destrucciónespecíficadel epitelio traquealen cultivos de anillostraqueales(Park

eral., 1996a).

En el pulmón,órganopreferenteparala localizacióndel virus, sepuededetectardesdeel

día 1 hastapor los menosel día 28 p.i., siendo los lóbulos anteriory medio los másafectados

(Halburet al., 1996). En los primerosmomentosde lainfección,el virus sepuededeterminarpor

técnicasde inmunohistoquimicaen las célulasepitelialesde los bronquiolos,en las células

endotelialesde las arteriolas,en las célulasmononuclearesde los septosalveolaresy en los

macrófagosintersticiales,intravascularesy alveolares,pero a partir del día 3 p.i. se detecta

fundamentalmenteen los macrófagosintersticialesy sobretodo en los alveolares.Sin embargo,

por técnicasde IHQ seha observadoque la tinción esmásintensaentrelos días14 y 21 p.i. en las

célulasendoteliales,los monocitosy los macrófagosalveolares,intersticialese intravasculares

(HalburetaL, 1996;Rossow e?al., 1996a).Porotraparte,MAP obtenidosen lavadospulmonares

puedenserpositivosal VSRRPhastael día 70 p.i. (Mengelinge? aL, 1996c).Ademásde en las

localizacionesanteriormentemencionadas,el virus seha detectado,de forma aislada,en algunos

neumocitostipo 11, perono sehapodido confirmarla replicacióndel virus en los mismos(Halbur

eral., 1996).

Por otra parte, se ha observadoque tanto los MAP como los macrófagosintersticiales

pulmonaressetiñen cuandoserealizantincionesparadetectarIgGs, indicandoquelos anticuerpos

frenteal VSRRPpuedenjugar un papelespecíficoen el desarrollode las lesionespulmonares.

Apoyaestateoríael hechode quelas lesionespulmonarescausadasporel VSRRPseanmásgraves

y los títulosvitos en el pulmónmásaltoscuandoel título de anticuerposfrenteal virus detectado

por IFI alcanzasu pico máximotras la infección (Rossowe? aL, 1996). Estehecho,unido a la

incapacidadde los anticuerposparaneutralizarel virus en cultivos de macrófagosalveolares,ha

hechoquese considereprobablequelos anticuerposfacilitenla infecciónde los mismosmediante

la formaciónde inmunocomplejosque seuniríana los macrófagosmediantela fracciónFc de las

inmunoglobulinas.

La distribuciónde las lesionespulmonareses multifocal, indicandoquesedesarrollan

despuésde laviremia,ya que, en casocontario,seguiríanunadistribuciónbronq~iolar.
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Otra de las localizacionespreferentesdel VSRRP son los ganglios linfáticos. En ellos, las

célulasque son positivascon mayor intensidadson las célulasde los centrosgerminalesque

presentanhiperpíasiay necrosisfocal, las cualesson mayoritariamentemacrófagoso células

dendriticasy estandoen muchoscasosvacuolizadase inflamadas.El antígenosedetectacon

muchamenorfrecuenciaen macrófagosdel tejidolinfoide perifoliculary enlas trabéculasde tejido

conectivo.En esta localizaciónse puedeencontar,al menos, entre los días 1 y 28 p.i.,

detectándoselamayorcantidadentrelosdías2 y 7 p.i. (Halbureral., 1996), aunquelas lesiones

de necrosisy de hipertrofiae hiperpiasiade los centrosgerminalesson másfrecuentesy marcadas

entre los días 14 y 21 pi. (Rossowe? aL, 1995), variandoen intensidady distribución.La

multiplicacióndel virus en los ganglioslinfáticospodríaexplicar,por su liberaciónconstanteal

torrentecirculatorio,la existenciade unaviremiatanprolongada(Rossoweral., 1995).

Otro órganolinfoide dondetambiénse detectadeforma bastanteconstanteel virus son las

amígdalas,encontrándoseen estalocalizacióndesdeel día 1 hastaal menosel día 28 p.i.. La

distribucióndel antígenoesdispersaperoaparececon mayorfrecuenciaen el epiteliode las criptas

y en sus alrededoresy tambiéndentro de los folículos. En el epitelio de las criptas aparece

fundamentalmenteen célulasquepuedensermacrófagoso célulasepitelialesylo mismosucedeen

los folículos linfoides hiperplásicosy en el tejido reticularhipertrófico dondese encuentraen

células con aparienciade macrófagoso célulasdendríticas.Las célulasinfectadasson muy

positivas,perosin embargosonescasas(HalbureraL, 1996)

El virus se detectatambiénen el timo, donde las célulaspositivasestáncon mayor

frecuenciaen la médulay se asemejanfundamentalmentea los macrófagosy enmenormedidaa

célulasinterdigitales.Además,en la cortezase observanalgunosmacrófagospositivos.En esta

localizaciónsepuededetectarel virus entrelos días2 y 21 pi.. Se ha especuladoque lapresencia

y multiplicacióndel virus en las célulasdel timo podríadarlugarafenómenosde inmunotolerancia

(Halbur eraL, 1996).

En el bazo, órganodonde tambiénse ha encontradoel virus, las célulaspositivasse

encuentrannormalmenteen la pulpablancay son macrófagosy célulasdendríticasde los folículos,

y, conmenorfrecuencia,sonpositivostambiénlos macrófagosy las célulasreticularesde la zona

marginal.En estalocalizaciónsepuedeencontrarel virus, deformano constante,entrelos días1 y

28 pi. (Halbureta!., 1996).

El antígenovírico aparecetambiénen el ileon, fundamentalmenteen los macrófagosy las

célulasdendriticasde las placasde Peyer,aunquetambiénse observanalgunosmacrófagos

positivos en la láminapropiay en las vellosidadesintestinales.El virus puedeencontrarseen esta
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localizaciónentrelos días 1 y 21 p.i., perosu presenciaesmuchomásconstanteentrelos días2 y

5 p.i. (Halbur e?al., 1996).

En el corazónse puededetectarel antígeno entre el día 3 y el día 21 pi. y, en cualquier

caso, su presenciaes escasay se encuentrabastantediseminado,apareciendoen macrófagos

dispersosen el miocardio,en linfocitosT y E que rodeana los vasossanguíneosy en células

endotelialesde pequeñoscapilareso vasoslinfáticos(1-lalburer al., 1996, Rossow eral., 1996a).

Su presenciase asociacon focos de miocarditiscaracterizadapor una necrosisde las célulasdel

miocardio,con un acúmulode macrófagosy linfocitos en lazonasubendocardial,enel intersticio

del miocardioy en los espaciosperivasculares(Rossower al., 1995).Esta miocarditis observada

podríaser consecuenciade una reacciónautoinmuneporque la cantidadde antígenoque se

encuentraen estalocalizaciónno la justifica (Rossowet al., 1996a).Además,es unalesión de

presentacióntardía, apareciendode formaconstantea partir del día21 p.i. (Rossow eraL, 1995)

cuandoya hanaparecidolos anticuerpos,lo cualapoyaríaestateoria.

Ademásde las localizacionesanteriormentedescritas,existenotras donde tambiénes

posibleencontarel virus, aunquede forma esporádica.Entreellas destacael hígado,dondese

puededetectarentrelos días2 y 7 p.i., asociadoa las célulasde Kupffer y a los macrófagosdelos

sinusoides,el riñón dondeseencuentradeformaesporádicaen célulasconaspectodemacrófagos

en la médularenaly en el intersticiopélvicoentrelos días3 y 7 p.i., las glándulasadrenales,donde

se Jocalizaen los macrófagosentrelos días3 y 10 p.i. (Halbur e?al., 1996)y el cerebro, el

cerebeloyeltallocerebralen el día7p.i. (Shin eral., 1996a).En el cerebroseha identificado en
los macrófagosdel plexocoroideoy adyacentesa arteriolastambiénenel día 14 p.i. (Rossowet

al., 1996a). En estaúltimalocalizaciónseha descritounainflamaciónperivascular,aunqueno está

clarosi es específicao respondea la vasculitisgeneral,descritatambiénen otros tejidos.La

vasculitisvaríaen intensidady gravedady se asociaa la reaccióninflamatoriaperivascularque

apareceen distintosórganos(Rossoweral., 1995).Esta lesiónpodría dar lugar a un aumentode la

permeabilidaddel endoteliode formalocal, dandolugar a la apariciónde los edemasque se han

asociadoal SRRP,aunqueéstostambiénpodríanserconsecuenciade un aumentode la presión

linfáticaeferentesecundariaa unalinfadenopatíalocal.

La presenciadel virus en las localizacioneshastaaquí descritasy los fenómenos

inflamatoriosque la acompañanexplicanla mayoríade las lesionesobservadasen los animales

infectados.

Sin embargo,lapatogeniade la enfermedadrespiratoriasedebefundamentalmente,junto a

unadestruccióndel sistemamucociliarproducidacomoconsecuenciade la rinitis que ocasionala
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presenciadel virus en la mucosanasaly que facilita la invasión de agentessecundariosal

comprometerunade las barrerasde defensadel sistemarespiratorio,a la destrucciónde los MAP

queseproduce,lacualpuedeoscilarentreun 50%y un 65% en un plazode7 díasp.i. (Molitor er

al., 1992;Zhoueral., 1992;Molitor, 1993).Estareducciónesevidenteen laproporciónde MAP

recobradosen los lavadospulmonaresque,si biennormalmenteconstituyenel95% de las células

recobradas,trasla infecciónsolamentealcanzael 50%.Además,sealteralacapacidadde liberación

del anión superóxido y se suprime el NADPH en los macrófagos infectadoscpn lo cual se

comprometeuno de los principalescomponentesde la respuestapulmonar.Estaalteraciónno se

prolongaen el tiempoya queen el día28 p.i. los macrófagospulmonareshanvueltoarecuperarsu

funcionalidad(Molitor, 1993). Ademásse ha especuladoque los macrófagosactivadosy en

procesode degeneraciónpuedenliberarinterleukinasquepodríanmediarlos cambiosinflamatorios

observadosen el pulmón. Así, la presenciade antígenosvíricos en el pulmónnormalmentese

asocíaa fenómenosde inflamación,con un engrosamientode los septosalveolaresy un gran

númerode macrófagosy detrituscelularesen la luz delos alveolosqueseencuentranparcialmente

ocluidos por neumocitostipo II hipertrofiadose hiperplásicos.El aumentode las células

intersticialesen el pulmónpuedecontribuir al mal funcionamientopulmonar,dando lugara la

apariciónde disneay al eritemacutáneo.De estamanera,el mecanismode defensarespiratorio

puedeaparecerdisminuidoduranteun periodode hasta4 semanas,momentoen que la respuesta

inmune ya está perfectamentedesarrollada(Done y Paton, 1995). Las lesionespulmonares

apareceneldía3p.i., persistiendohasta,al menos,el día21 p.i. (Rossoweral., 1995).

1.5.2. Efecto del VSRRP en los verracos

Los verracosinfectadoscon el VSRRPpuedendesarrollarlos signosclínicos asociados

normalmenteala enfermedadaunque,en ocasiones,presentanunainfecciónsubclínicaqueno da

lugar a la apariciónde ningún síntoma. Así, en un estudiorealizadoen cinco centrosde

inseminaciónartificial infectadosse comprobóque sólo el 25% de los animalespresentaban

sintomatología(Feitsmae? al., 1992).Cuandoaparecensíntomas,éstossuelenteneruna duración

muy corta,oscilandoentre1 y 3 días. En concretosehanobservadodepresióny anorexia(Yaeger

eral., 1993;SwensonaaL, 1994b), fiebre que puededurar las dos primeras semanasp.i. (Yaeger

ci al., 1993; Swensone? al., 1994a;Christopher-Henningse? al., 1995a), signosrespiratorios

caracterizadospor la aparición de estornudosy tos durante1 día despuésde la inoculación

(Swensoneral., 1994a)y pérdidade la libido (Feitsmae? al., 1992; Hopper e? aL, 1992). La
viremia en la mayoríade los verracosduraentre9 y 21 días, habiéndosedetectadoviremiasde

hasta31 días(Swensone?aL, 1994a;Christopher-Henningse?aL, 1995a).

Por otra parte,en distintoscentrosde inseminaciónse han detectadoalteracionesen la
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calidadespermáticade los verracosinfectados(de iong etal., 1991a;Feistmaet al., 1992).Estos
cambiosparecenempezardos semanasdespuésde la infeccióne incluyen reduccionesen la

motilidad, un aumentoen el númerode acrosomasanormalesy aumentosen las alteraciones

morfológicás,fundamentalmenteen lamorfologíade las cabezas.Estasalteracioneshacenque el

númerodeeyaculadosque son rechazadosen los centrosdeinseminaciónaumentede un 2% a un

12%, habiéndosedescritouna reducciónen el númerode dosisque se obtienendiariamente4

semanasdespuésde la infección,paravolver a los nivelesnormales7 semanasdespués(FeitsmaeS

aL, 1992). Sin embargo,los estudiosexperimentalesque se han llevado a cabo con cepas

virulentasno han conseguidoaclararestepunto, obteniéndoseresultadosque no son definitivos.

Así, en algunostrabajos,sólo sehan observadoreducionesen el volumendel eyaculadoy cambios

en el pH del semen,que no han sido atribuidosa la infecciónpor el virus, sino a cambiosen el

esquemade alimentaciónde los animales,ya que empezaron1 semanaantesde la inoculación

(Swensoneral., 1994a).Sin embargo,en otros trabajossehan observadoestasdisminuciones

acompañadasdeun aumentoen la concentraciónquepuededurarhastael día 14 p.i. (Yaegereral.,

1993) o no, observándoseuna disminuciónen el volumen, sin cambiosaparentesen la

concentraciónentrelos días9 y 29 p.i. (Shin er al., 1995). Por el contrario,otros autoreshan

encontradodiversasalteracionesentrelos días25 y 35 p.i. (Teuffertet al., 1995).También en un

estudiollevado a caboparavalorarel efectode la vacunacióncon una vacunaviva (Prime Pac

PRRS®, Schering Plough Animal Health) se pudo observar una disminución de un 35% en el

porcentajede espermatozoidescon movimientoprogresivoen el grupo de los testigostras la

contraprueba,aunqueestadisminuciónfue de sólo un 5% en el grupode verracospreviamente

vacunados,sin que el virus vacunalhubieracausadopreviamenteningunaalteración(Hutchinson

eral., 1997). Un estudiosimilar llevadoa caboconotravacunaviva modificada(RespPRRSc~,

BoehringerIngelheimVetmedica)ha dadolugar a resultadoscontradictoriosya que mientras

algunosautoreshan encontradoalteracionesen la calidadespermáticatras la vacunacion,

consistentesfundamentalmenteen disminucionesde la motilidadprogresivay un aumentode las

morfoanomalías,debido principalmentea un aumentoen las gotascitoplasmáticasproximales,

seguidode un aumentoen las gotascitoplasmáticasdistalesy de una reflexión de la pieza

intermedia(Christopher-Henningser al., 1996b), otros autores no han encontrado ninguna

alteracióntrasla vacunación(NielseneraL, 1995;Shin eraL, 1995).

Ademásde su efectoen la calidadespermática,el hechode que el VSRRP pertenezcaa la

familiaArreriviridae, cuyosmiembrosse caracterizanpor su predilecciónpor los macrófagosy el

aparatoreproductormasculino,ha levantadola sospechade queestevirus puedapersistiren esta

localizacióny eliminarsecon el semen,como seha demostradocon el VAE quepuedepersistiren

los testículosde los sementales,eliminándosepor el semendurantelargosperiodosde tiempo

(Timoneye?al., 1986).La posibilidadde queel VSRRPseelimineen el semenplanteael riesgode
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la introducción del SRRP en una granja negativadebido a la compra de verracosque eliminenel

virus o al usode la inseminaciónartificial. Dehecho,en algunasepidemiaséstaha sido la causa

más probablede entradadel virus en algunasexplotaciones(Robertson,1992; Yaegere? aL,

1993). Como consecuenciade lo anteriormenteexpuesto,se han realizadodiversosestudios

experimentalesparadeterminarsi esposibleo no la eliminacióndel virus porestavíay, si esasí,

estudiarladuracióndela misma.En ellosse ha demostradoqueel virus puedesereliminadoporel

semena partir del día 3 p.i., aunqueen ocasionesde forma intermitentey con una extensión

bastanteprolongadaen el tiempo,con un periodomediode eliminaciónde virus de unos39 días.

Así, utilizandouna técnicade transcripcióninversay reacciónen cadenade la polimerasa(RT-

PCR) y un bioensayo,el VSRRP ha sido detectadoen el semena partir del día 3 p.i. y ha

permanecidoen el mismo,bienseadeforma constanteo intermitente,duranteperiodosde tiempo

variablesdeformaquela últimadetecciónpositivaoscilóentrelos días25 y 92p.i., aunqueen los

últimos días no existebuenacorrelaciónentre la detecciónpor la técnicade RT-PCR y los

resultadosdel bioensayo,detectándosevirus infectivo por última vezel día67 pi. (Christopher-

Henningseral., 1995a).La discrepanciaentreambosmétodosde detecciónsepuededebera dos

posibilidades.Unade ellasseríaque el virus yano esinfectivoapartir del día67 p.i. y laotra es

queestépresenteen cantidadesdemasiadobajasparapoderproducirunainfecciónen los lechones

inoculados,En otro trabajo realizadoutilizando4 verracosse detectóvirus infectivo desdeel día3

p.¡. hastalos días 13, 25, 35 y 47 p.i. respectivamente,pero no más tarde (Swensone? aL,

1994a).Sin embargo,la eliminacióndel virus en el semenno siempreha podido serdemostrada

duranteperiodosde tiempotanprolongados,detectándoseexcepcionalmenteen otros estudiosen

losdias7y8p.i.(SwensoneraL, 1994b)oeneldia14p.i. (Teufferteral., 1995).

Hay que destacarque inclusoanimalesvacunadoscon una vacunaatenuadae inoculados

con unacepavirulentaa las 2 semanasde la segundadosisdelavacunahandemostradoeliminarel

virus desdela primeraextracciónde sementrasla inoculación(en eldía4 p.i.), oscilandoel tiempo

de eliminación,entre4 y 28 días,periodoque sin embargoha sido menorque en los testigosno

vacunados(SwensoneraL, 1995b).En esteestudioseobservóque los animalesquemostraron

anticuerpos,aunquesólo detectadospor immunoblotting,como respuestaa la vacunación,

eliminaronel virus duranteperiodosde tiempomáscortos.Por otraparte, en pruebasrealizadas

con la vacunaviva modificadaRespPRRS®,aunquealgunosautoresno han podidodetectarel

virus en el semende los animalesvacunados(Nielsen eral., 1995), otros silo han hecho durante
periodosde tiempo variablesentre los días6 y 39 post-vacunación(Molitor y Shin, 1995;

Christopher-Henningse?al., 1996b),aunquela cantidadde virus excretadafuemuy baja(Molitor

y Shin, 1995). En cuantoa lacapacidadde la vacunaparaevitar laeliminacióndel virus virulento

por el semenexistecontroversiaya que, mientrasen algunosestudiosno se detectael virus

despuésde la inoculacióncon una cepavirulenta (Molitor y Shin, 1995; Shin er aL, 1996), en
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otros se ha detectado,aunqueduranteperiodos de tiempo más cortos que en los testigos,

eliminándoseen el semenentrelos días4 y 24 despuésde la contraprueba(Nielsene? al., 1995;

Christopher-Henningse?al., 1996b).Lo que sí ha quedadodemostradoesuna reducciónen la

duraciónde la viremiatrasla inoculacióncon unacepavirulenta.Por otraparte,seha determinado

que la exposiciónpreviaal VSRRPevita la infección y eliminaciónde virus por el semen

subsecuentea unainoculaciónhomóloga(Christopher-Henningseral., 1 995a).

Es importanteteneren cuentaque el virus sehapodido detectaren el semenaunqueno
existaviremiay sí anticuerposneutralizantes,lo cualha demostradoque ni la determinaciónde la

viremiani la presenciade anticuerposson indicadoresde la posibilidaddeencontrarel virus en el

semende los animalesinfectados(Christopher-Henningser al., 1995a;Swensone? al., 1995b).

Sin embargo,hastala actualidadno se ha podido demostrarla infecciónpersistenteen ningún

trabajo,aunquetampocosepuededescartartotalmenteestaposibilidad,al menossi secomparael

VSRRPcon el VAE, el cualpuedeeliminarseconel semendurantepeñodosde hasta2 añostrasla

infección del semental(Timoney eral., 1986). En el casodel VSRRP la eliminaciónmáslarga

descrita,comoya se ha mencionado,es de 92 días, detectándoseel virus en las glándulas

bulbouretralesde estemismo verracoen el momentodel sacrificioen el día 101 p.i. (Christopher-

Henningse?aL, 1995a).

Cuando se ha intentadodeterminaren qué fracción del semenva vehiculadoel virus

algunosautoreshan observadoqueno sepuededetectarde formafiable en la fraccióndel plasma

seminaly sien lafracción celular(van Woenseleral., 1994;Christopher-Henningseral., 1995b).

Sin embargo,el semenobtenidode verracosvasectomizadosha demostradocontenervirus, lo cual

indicaríaque tambiénse puedeasociara la fracción no espermáticadel semen(Christopher-

Henningse? al., 1995c). Ademáses posibleencontrarel ARN del virusno sólo en el semen

completo,sino tambiénen el plasmaseminal y, en la fracción celular,unido a célulasno

espermáticasy alascolasde los espermatozoideso en el semencompleto,indicandoqueel virus

sepuedeencontrartantoen la formalibrecomoasociadoacélulas(Molitor y Shin, 1995).

Ademásde con su localización,tambiénsehaespeculadocon el origenque tieneel virus

que seeliminaen el semen.Algunosautoresopinanque podríaaparecercomoconsecuenciade la

contaminaciónde estesemencon célulassanguíneas(Oblinger, 1992b). Sin embargo,el virus se

puededetectaren estalocalizacióndespuésde quedesaparezcala viremia(Christopher-Henningsel

al., 1995a), indicandoque debeexistir otro lugar de replicaciónvírica que seael origen del virus

eliminado.Supresenciaen el semenasociadoa célulascon morfologíasimilaramacrófagosparece

indicarque seencuentraen los macrófagosseminales,a los que llegadacomoarnsecuenciade su

replicaciónen los ganglios linfáticos y su diseminacióna través de los monocitosy los
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macrófagos.Estatepríase apoyaen el hechode que cuandose ha intentadoaislarel virus de los

distintoscomponentesdel aparatogenital,paraversi algunade estaslocalizacionespodríaservirde

soporte para la replicacióndel virus se ha visto que normalmentelos órganosdel aparato

reproductorestudiadosson negativos(Ohlinger, 1992b;Yaegerel al., 1993; Swensonel al.,

1994a),habiéndoseaisladosólo deformaesporádicade algunosde ellos,comohasido el casode

su detecciónen el día 101 p.i. en una glándulabulbouretralde un verracoque eliminóel virus

durante92 díasdespuésde su inoculaciónexperimental(Cbristopher-Henningselal., 1995a). Sin

embargo,cuandose han empleadotécnicasde hibridación in .si?u se han observadoseñales

positivasen muestrasde testículos,en los espaciosintersticialesquerodeana los vasossanguíneos

queseencuentranentrelos túbulosseminíferos,y tambiénen muestrasde epidídimo,en las cuales

aparecíancélulaspositivascon morfologíadiferentea la de los espermatozoidesen la luz de los

túbulos, en las muestrasde próstatay en las muestrasde glándulasbulbouretrales(Shin el al.,

1996a).

Por otraparte,hay queteneren cuentaque la eliminacióndel virus porel semenplanteala

posibilidadde la transmisiónvenereade la enfermedad.En la actualidadestaposibilidad está

aceptada.Sin embargo,existeuna ciertacontroversiaya que,aunqueen algunostrabajosse ha

conseguidotransmitirel virus (Yaegerel al., 1993; Swensoneral., 1995a;Gradil eral., 1996;

Lagerel al., 1996b),en otrosno ha sido así (Swensonel aL, 1994b;Teuffert el aL, 1995).Así, 6

cerdasinseminadascon semenobtenidoen los días4, 8 y 12 p.i. no seroconvirtieronal virus y

parieronlechonessanos(Teufferte? al., 1995) y 5 cerdasinseminadascon semenobtenidode

verracosinfectadosexperimentalmenteen los días del 7 al 9 p.i. permanecieronclínicamente

normalesdurantetodo el periodode estudio,sin quefueraposibleaislarel virus ni delas muestras

de sangreobtenidasni del aparatoreproductorrecogidoen el momentode la necropsiael día34

post-inseminación.Ademásno seroconvirtieronduranteel tiempoqueduró el estudio,aunqueel

semenobtenidoen los días7 y 8 p.i. conteníael virus, comoquedódemostradoen un bioensayo

realizadocon el mismo(Swensonel al., 1994b).Porotro lado, en un estudiollevadoa cabopor

Gradil eral. (1996) los resultadoshansido variables,ya quemientras8 de 10 cerdasa lasque se

les habíasincronizadoel celo y habíansido inseminadascon semenobtenidoenlos días4, 5, 7 y

8 pI. seroconvirtieronal VSRRP, cuandorepitieronel experimentoutilizandocerdasque habían

salidoa celode formanatural,ningunade las 10 cerdasinseminadascon semenobtenidoen los

díasentre5 y 10 pi. seroconvirtió.Sin embargo,esposibleque el virus no estuvierapresenteen

el semenutilizadoen la segundapartedel estudioyaque en un bioensayollevadoa caboutilizando

semenobtenidoen los días7 y 8 p.i. no sepudo demostrarseroconversióndelos lechones.Por el

contrario,existenotros trabajosenlos quesehademostradola transmisióndel virus en todos los

casosya quetras inseminara cerdasjóvenescon una mezcíadesemendedos verracosinoculados

con el virus 6 díasantesde la fechaprevistade salidaa celode las cerdas,éstasdesarrollaron
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síntomasde la enfermedady posteriormenteseroconvertieron(Yaegere? al., 1993)y lo mismoha

sucedidocon 16 cerdasinoculadascon el virus por la vía intrauterinadespuésde habersido

cubiertasutilizandola montanatural.Enesteúltimo casosólo sepudodemostrarla seroconversión

entrelos días 14 y 16 p.i. sin quelos animalesdesarrollasenningúnsíntomade la enfermedad

(Lagereral., 1996b).Por último, cuandosehan inseminadocerdascon semenal quesele había

añadidoel VSRRP y con semenprocedentede verracosinoculadosexperimentalmentese ha

demostradola transmisiónen amboscasosya que el virus se ha podido aislaren el día 5 post-

inseminacióndel pulmón, lasamígdalas,los ganglioslinfáticos iliacosy los ovariosde las cerdas

inseminadas(Swensonel al., 1995a).

Lasdiferenciasencontradasen laposibletransmisióndel virus porla víavenereasepueden

atribuira variosfactores:

1. Las cepasde virus empleadasen los distintosestudios.Se handescritograndesdiferenciasen

virulenciaentredistintascepas,lo cual podríaconducira una diferenciaen la capacidaddel virus

parareplicarseen el aparatoreproductorde los verracosy eliminarsecon el semen.

2. La dosis de virus empleadaen los distintostrabajos.La dosismínimanecesariaparaque se

produzcala transmisiónporestavía no ha sido determinada,pero puedeserun factorimportante,

dadoque las cantidadesde virus presentesen el semenno sonmuy altas.En estesentidoes

importanteel métodode cubriciónempleadoy el tiempoque hayapasadodesdeque se infectó el

verraco.En principio la montanaturalaumentaríael riesgode transmisióndebido,al menos,a que

el uso de la inseminaciónartificial introduceun factorde dilución, disminuyendola cantidadde

virus presenteen el semen.Porotraparte,esde suponerquela cantidadde virus eliminadaporlos

verracosseamayoren la faseagudade la infeccióny que la adiciónde virus obtenidoen cultivos

celularesen el laboratorioal semenempleadoaumentelacantidadde virus presenteen el mismo.

3. La posibilidadde queel virus puedapersistiren algúnórganodel aparatoreproductor.

Otro factor en teneren cuentaen la transmisiónvenéreade la enfermedades el status

inmunológicode la hembraen el momentode la cubrición y si la vacunaciónde las cerdaspuede

evitarestetipo de transmisión.Sin embargo,hastalaactualidad,no existendatosaesterespecto.

1.5.3. Efecto del VSRRP en las cerdas

En cerdasinoculadascon el virus en distintosmomentosdela gestacióno bieninseminadas

con semenqueconteníael virus sehaobservadouna sintomatologíapareeidaala observadaen los

verracos,es decir, en ocasionesla infección pasadesapercibidaclínicamentey los animales

permanecennormalesa lo largó del periodo de estudio(Swensonel aL, 1994b; Lagery

35



Introducción

Mengeling, 1995; Gradil e? aL, 1996; Lager e? aL, 1996b>, mientrasque en otras ocasiones

presentansignostransitoriosde depresióny anorexia(Christiansoneral., 1991; Planael al., 1992;

B0tneretal., 1994; Parkeral., 1996c), acompañadosde temperaturasfebrilesentrelos 2 y los 5

díasp.i. (Terpstrael al., 1991; Christiansoneral,, 1991, 1992, 1993). En algunoscasossehan

descritozonascianóticasen la piel, especialmenteen las orejasy signosrespiratoriostransitorios

(Terpstrael al., 1991).

En cuantoal efectoquela infecciónporestevirus puedetenerenla reproducción,en primer

lugarexistecontroversiaacercadel efectoque lapresenciadel virus en el sementieneenla cerda.

En algunoscasossehandescritoretornoscíclicosa celo,a los 21 díasdela inseminación(Yaeger

el al., 1993),pero en otros no ha sido así, ya que, aunqueen algunostrabajossehan observado

tasasde concepciónmásbajasen las cerdasinfectadasqueen las cerdastestigos,no siempreha

sido así y, en cualquiercaso, nunca se ha podido demostrarque existan diferencias

estadísticamentesignificativasentrelos resultadosobtenidosen ambosgrupos(Swensonel al.,

1994b, 1995a; Lagerel al., 1996b).Así, en uno de los estudiosrealizados(Swensonel al.,

1 994b)se observóuna tasade concepciónmásbajaen los animalesinseminadoscon semenque

conteníael virus que en el grupode las cerdastestigos,ya que en el primergrupoun 20% de los

animalesestabangestantesen el momentodel sacrificio, llevadoa cabo a los 34 días de la

cubrición, y en el segundolo estabanun 66%. Resultadossimilaresa los anterionnente

mencionadoshan sido obtenidosporLagereraL (199619.En su estudio,un 63% de las cerdas

quedarongestantesdentrodel grupo de cerdasinoculadaspor la vía intrauterinaen el día 1 de

gestaciónfrenteal 83% en el grupo de las testigos,sin que se observarandiferenciasen el

mantenimientode la gestaciónni en el tamañode la camada(9,7 lechonesen el grupode las

inoculadasy 9,2 en elgrupode las testigos),lo cualindicaquetampocoexistíandiferenciasen la

tasade fertilización. Por último, Swensonel al. (1995a)obtuvieronun porcentajede cerdas

gestantesdel 66% en el grupo de las expuestasal VSRRPfrentea un 50% en el grupode las

testigos.Además,cuandose han inoculadocerdasen el día de la cubrición, no sólo no se ha

producidoun fallo reproductivosino que,además,seha conseguidounaproteccióntotal frentea

una nuevainoculacióncon una cepahomólogaen el día90 de gestacióny una protecciónparcial

conunacepaheteróloga(Lagere?al., 1995).

Los resultadosde estostrabajosindicanque la inoculacióncon el VSRRP no tieneun

efectoclarosobrelas tasasde concepcióny fertilizacióny, en el casode quetengaalguno,no se

conocecuálesel mecanismoque puedecausarla disminuciónen la tasade concepciónobservada

en ocasiones,ya que sehademostradoque lascerdaspuedenconcebiraún enpresenciadel virus,

indicandoqueésteno interferiríacon la concepciónni lafertilización(Swensonel al., 1995a).Sin

embargo,el VSRRP se ha aisladoen el día 5 post-inseminaciónde los ovarios de cerdas
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inseminadascon semencontaminadoexperimentalmentey, aunquelas cerdashabíanconcebidoy

presentabanembrionesque sedesarrollabannormalmente,no sesabeel papelque podríatenersu

presenciael esta localizaciónen el posteriormantenimientode la gestación(Swensone? al.,

1995a).

Por otra parte,la mayoríade los casosde SRRP que se presentanen el campocursan

fundamentalmentecon un fallo reproductivoen el último tercio de gestación.De estaforma, se

puedenpresentarpartosprolongadosy difíciles (Mengelingel al., 1994)y partosprematuros

(Terpstraetal., 1991;Christiansonetal., 1992;Planaeral., 1992)otardíos(B0tnere?al., 1994;

MengelingelaL, 1996d).

Cuandoseha estudiadoen condicionesexperimentalesel efectoque el VSRRP tieneen las

cerdasa lo largode la gestaciónseha descubiertoque en los dos primerosterciosde la mismasu

importanciaes relativamentebajacuandose comparacon el efectoquetieneen el último tercio.De

esta forma, cuando se inoculan cerdasal final de la gestaciónse puedenreproducir

experimentalmentelos síntomasobservadosen el campo.Los resultadosobtenidosen los

diferentestrabajosmuestranunanimidaden el efectoquetiene el virus sobre los fetos en este

periodo,ya que se ha demostradoen repetidasocasionesun fallo reproductorbastanteconstante

caracterizadopor abortostardíoso partosprematurosy el nacimientode lechonesmuertoso

nacidosdébiles,los cualesestán,en muchoscasos,infectadosal nacimiento.Así, en el primer

trabajorealizadoreproduciendoexperimentalmentela enfermedadcuandotodavíano se había

aisladoel agentecausal,se observóque la mitad de las cerdasinoculadaspresentaronabortos

tardíoso partosprematuros,pariendohasta7 díasantesde la fechaprevistadel partoy quemásdel

50% de los lechonesnacieronmuertos,encontrándosetanto lechonesnacidosmuertoscomofetos

momificadosque habíanmuertoal final de la gestación(ChristiansoneraL, 1991). Resultados

similareshasido obtenidosenla mayoríade los trabajosrealizadosinoculandocerdasalrededordel

día 90 de gestación(Terpstrae? aL, 1991; Christiansone? aL, 1992; Lagereral., 1994).En e!

primerode ellos el tamañomediode la camadafue de 7,7 lechonesnacidosvivos (representando

un porcentajedel 60%) y 4,6 lechonesnacidosmuertos.Además,el 40% de los primerosfueron

lechonesnacidosdébilesquemurieronen las primerassemanasde vida. El porcentajede camadas

infectadasfue del 75%, aislándoseel virus del43,8%de los lechonesnacidosdébilesy del85%de

los lechonesnacidosmuertosestudiados.Además,el 22,8%de las muestrasde sangrey el 55,6%

de lasmuestrasde líquido ascíticoestudiadaspresentabananticuerposfrenteal VSRRP. Por su

parte,Christiansone? al. (1992)consiguieronadelantarlos partosentre2 y 7 días,obteniendoun

tamañomediode carnadade 5,8 lechonesnacidosvivos y 6 nacidosmuertos.En estecaso,el

100%de lascamadasestabaninfectadascon un porcentajede lechonesinfectados,considerandoen

su conjuntotanto los lechonesnacidosvivos como los nacidosmuertos,del 65,8%.Por último,
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Lagerel al. (1994)reprodujeronlos abortostardíosya que el 33% de las cerdasinoculadasen el

día90 de gestaciónabortaronentrelos días14 y 17 p.i., presentandoel restoun alto númerode

fetos que habíamuertorecientemente.En el único trabajo realizadoal final de la gestación

utilizando una cepaespañoladel virus, los resultadosobtenidosestuvieronen la linea de los

anteriormentemencionados.En esteestudioseprodujeronpartosprematurosy el tamañomediode

la carnadafue de 7,7 lechonesnacidosvivos, de los cuales3,3 eranlechonesnacidosdébilesque

murieron en el primer día de vida, y 3 lechonesnacidosmuertosde los cuales2,3 eran

momificados.El virus se pudo aislarde 1 de los lechonesnacidosmuertosy de 7 de los 10

lechonesnacidosdébiles(Planael aL, 1992). Sin embargo,tambiénexistenestudios (B0tnere?

aL, 1994)en los que no se han podidoreproducirlos síntomascaracterísticosde la enfermedad,

aunqueel 100% de las camadasestabaninfectadasy se pudo aislarel virus del 50% de los

lechonesnacidosvivos y nacidosmuertos,detectándoseademásanticuerposen el 11,8% de los

lechonesnacidosvivos. TampocoBenfieldel al. (1997)han podidoreproducirlos abortosy el

númeroelevadode lechonesnacidosmuertosqueescaracterísticode la enfermedad,aunqueen su

estudioel 50% aproximadamentede los lechonesse clasificaroncomo lechonesdébilesal

nacimientoy el 80% eranvirémicos.EstoslechonesdesarrollaronunainfecciónporSíreprococcus

suis y su mortalidaden lactaciónalcanzóel 45%. Además,como característicamás llamativa,

presentaronuna disneamuy marcadalacualestosautoreshanpostuladoque sedebea la infección

in ulero de los fetos y que no es posible reproduciríacuandola infección seproducetras el

nacimiento.

Por otra parte,se sabeque los lechonesque nacenvírémicospresentanvirémiasmuy

prolongadas,disminuyendoa partirde las 6 ó 7 semanasde vida. En estosanimales,el virus se

puedeaislardelas amígdalasy los ganglioslinfáticoscuandose sacrificanentrelos 60 y los 130

días de vida, habiéndosedetectadoel virus incluso a los 210 díasde vida. Sin embargo,la

distribucióndel virus a estaedades mucho más limitada que la que existeen el momentodel

nacimientocuandoes posibleaislarlode prácticamentetodoslos órganos.Estosresultadosapuntar

a la posibilidadde que la infecciónin ulero dé lugar a laapariciónde animalespersistentemente

infectados(Benfielderal., 1997).

Las diferenciasen los resultadosde los trabajosllevadosa caboen el último tercio de

gestaciónse puedendeber adiferenciasde patogenicidadentredistintascepas.Estasdiferenciasse

han puestode manifiestocon mayorclaridadcuandose han inoculadocerdascon distintascepas

del VSRRPal final de la gestación.Así, en un trabajorealizadoutilizando4cepas,3 de ellasde

altavirulenciay 1 de bajavirulencia,se observóque sólo una de ellas(un aisladode campo)

producíaabortostardíos,a los 108 díasde gestación.El restode los animalesparieronen las

fechasprevistas,aunqueexistierondiferenciasen las camadasde las cerdasde los distintos
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grupos, siendoalgunasprácticamentenormales,mientrasque en otras aparecieronlechones

nacidosmuertosy momificados.En cuantoa la presenciadel virus en los mismos,hay que

destacarque el VSRRP se aisló del 44% de los lechonesy los fetos procedentesde todaslas

cerdas,en igual proporciónde los lechonesnacidosvivos y de los lechonesnacidosmuertos,

habiéndoseaisladoincluso de 3 lechonesmomificados.Además28 lechonesnacidosvivos, 13

lechonesnacidosmuertosy 2 fetos momificadosfueron seropositivos(Park e? aL, 1996c).

Resultadossimilaresse han obtenido inoculandocerdas,aproximadamenteen el día 90 de

gestación,con cadaunade4 cepasdiferentes,incluyendo3 cepasamericanasvirulentasy la cepa

de la vacunaRespPRRS®(Mengelingel aL, 1996d). Cuandose compararonlos resultados

obtenidosse observarondiferenciasimportantesen el númerode lechonesnacidosvivos, muertos

y fetos momificados,obteniéndosecamadasnormalesen las cerdasinoculadascon la cepade la

vacunaRespPRRS®.Tambiénen estecasoel virus se pudo aislarde los fetos o lechones

procedentesde todaslas cerdasinoculadas,aunquela frecuenciade aislamientoen los fetosque

habíanmuertoal final de la gestaciónfuemásbajaqueen los lechonesnacidosvivos o muertos(el

16,6% frente al 56,2%). De la misma maneraquedódemostradoque, independientementedel

efectoque pudieranproducir en la reproducción,todas las cepasutilizadashabíanproducido

viremiasdetectablesy sehabíandistribuidoportodo el organismoya queel virus sepudo aislarde

muestrasobtenidasde todaslas cerdasinoculadasa lo largo del periodode estudioy de los

macrófagosalveolaresde al menoslamitadde ellasen el momentodel sacrificioen el día49 p.i.,

aun cuandoen estemomentoya no sedetectabaen el suero.Además,fue posibledeterminarla

presenciade anticuerposfrenteal virus en el sueroo los fluidos torácicosde 1 ó más lechoneso

fetosde 13 de las 16 cerdasutilizadas.Los resultadosde estostrabajosindicanque todaslas cepas

estudiadas,incluyendolas cepasde bajavirulenciay la cepavacunal,puedenatravesarla barrera

placentariae infectara los fetos. Sin embargo,no todasproducenlos mismosefectosadversosen

la reproducción.

Ademásde los estudiosrealizadosen el último terciode la gestaciónya mencionados,se

han llevadoa cabo otros inoculandocerdasen distintosmomentosde la gestaciónparaver si

existendiferenciasen el efectoquetienela inoculacióncon el VSRRPa lo largode la misma.Los

resultadosobtenidoscuandose han infectadocerdasen los días30, 50, 70 y 90 de gestación

indican que el VSRRP se aislaen un porcentajemás alto, con diferenciasestadísticamente

significativas,en los fetos, en los lechonesnacidosmuertosy en los lechonesnacidosvivos

procedentesde cerdasinoculadasen el día 90 de gestaciónque en los procedentesde cerdas

inoculadasen el día 70 de gestacióno antesde estemomento.Así, ningunade las camadas

procedentesde las cerdasinoculadasen el día30 de gestaciónestabainfectada,mientrasqueen los

días50 y 70 de gestaciónel 33,3% de las camadasestabaninfectadascon un porcentajede fetos

positivosdel 3,2%y el 10,5% respectivamente.En el día 90 de gestación,por el contrario,el

39



Introducción

100%de las camadasestabaninfectadasy el 75%de los lechonesnacidosvivos o nacidosmuertos

eranpositivos. Además,tal como se ha demostradoen los trabajosllevadosa caboen el último

terciode la gestación,algunosde los lechonesprocedentesde cerdasinoculadasenel día 90 de

gestaciónpresentabananticuerposfrenteal virus antesdemamarel calostro.Sin embargo,ninguno

de los lechonesprocedentesde cerdasinoculadasen los días50 ó 70de gestaciónfueronvirémicos

ni presentabananticuerposen el momentodel nacimiento,aislándoseel virus únicamenteenun feto

procedentede una cerdasacrificadaa los 41 díaspi. e inoculadaen el día50 de gestacióny de 2

fetos de una cerda inoculadael día 70 de gestacióny sacrificadatambién41 días después

(Mengelingel al., 1994). Por otra parte,hay que destacarque sólo una de las cerdasque

terminaronla gestaciónpresentóun partoprematuro(en el día 1111 de gestación).Lamayoríade los

lechonesnacidosvivos de las cerdasque se dejaronparir estabandébilesy presentabansignos

respiratoriosaunqueno tan gravescomoparahaberproducidola muertede los lechonesque

muñeronen las semanassiguientesalparto.

Resultadossimilaresa los anterioreshansido obtenidosen otros trabajoscomoel realizado

porLagerel al. (1996a)en el cualsólo un 25%de las camadasprocedentesdecerdasinoculadasen

el día 30 de gestaciónse infectaron,frente al 100% de las camadasprocedentesde cerdas

inoculadasen el día90 de gestación,o el realizadopor Christiansoneral. (1993)en el cualno se

pudo aislarel VSRRP de ningunode los fetosprocedentesde cerdasinoculadasintranasalmente

entrelos días45 y 50 de gestacióncuandosesacrificaronen los días7, 14 621 p.i., mientrasque

de las cerdasquesedejaronterminarlagestaciónseobtuvieron2 lechonesnacidosvivos virérnicos

en 1 carnaday fue posible detectaríapresenciade anticuerposen 2 nacidosmuertosde la otra.

Además, los fetos de las cerdassacrificadastras la inoculaciónse estabandesarrollando

normalmentey el númerode lechonesnacidosvivos y muertosfue normalen las que se dejaron

terminarlagestación.

Porel contrario,tambiénexistenevidenciasde queesposiblequeseproduzcanalteraciones

al comienzode la gestacióncomo lo demuestrael trabajollevadoa caboporLagereral. (1994)en

el cual,aunquetodaslas camadasprocedentesde cerdasexpuestasel día 1 de gestaciónaparecían

normalesalrededordel día 111, el 83% de las procedentesde cerdasexpuestasen el día30 de

gestaciónpresentabansignosde que sehubieraproducidoun fallo reproductor,con un 30% de

abonosentrelos 6 y los 10 díaspi. y un 10% másde cerdasquehabíanperdido la gestación

antesdel día50 (Lagereral., 1994). Estetrabajo,por tanto,ponede manifiestola posibilidadde

que seproduzcanabortostempranoscomo consecuenciade la infecciónporel VSRRP.

Los resultadosobtenidoscuandosehan inoculadocerdasen los distintosmomentosde la

gestaciónhan llevadoa plantearlacuestiónde si la faltade efectodel virus observadaen laprimera
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mitad de la mismase debea unaincapacidadde los fetosparapermitir la replicacióndel virus o a

unafaltade habilidadde esteúltimoparaatravesarlabarreraplacentaria.Pararesolverestacuestión

se han realizadoinoculacionesdirectasa los embrioneso fetos aproximadamenteen el segundo

tercio de gestación.De estaforma, inoculandolos embrioneso fetos de uno de los cuernos

uterinosde cerdasgestantesdesdeel día34 hastael día85 de gestaciónse ha comprobadoque

tanto unos como otros son susceptiblesa la infecciónpor el virus y que las cerdaspueden

seroconvertirtrasla inoculaciónde los mismos,indicandoque el virus tienecapacidpdparacruzar

la placenta,al menosendirecciónmaterna,e infectara la cerda.En el momentode la necropsia,

entre 17 y 31 días p.i. el virus se pudo detectarenlos fetos inoculadosy, en algunoscasos,

tambiénen algunosde los fetos del cuernouterinoque actuabacomotestigo,deduciéndosepor la

posiciónde los mismosquesu infecciónno habíasido pordiseminaciónintrauterinadel virus sino

por infeccióntranspíacentaria.Porotrapartehay quedestacarquelos fetosexpuestosal virus entre

los días45 y 85 de gestaciónpresentabanconfrecuenciaalteracionescausadaspor el virus desdela

presenciade edemasy hemorragiasa la muertey momificaciónde los mismos. Sin embargo,los

embrioneso fetosinoculadosantesde estemomentono presentabandeforma constantelesiones,

aunquesi fueron positivoscuandose estudióla presenciadel virus en ellos. Resultadosparecidos

seobtuvieroninoculandocon el VSRRP por lavíaintramuscularo intraamnióticafetosde entre45

y 50 díasin ulero, solo o con anticuerposespecíficos,ya quefue posibleaislarel virus en los días

4 y II p.i., demostrándoseademásque la presenciade anticuerposespecíficospotenciala

multiplicación del virus (Christiansonel aL, 1993). Los resultadosde estosestudiosllevaron a

plantearla posibilidadde que,aunqueel virus se puedereplicaren fetos de cualquieredad,la

capacidadde producirlesionesy muertefetal sólo seadquiereen la segundamitad de la gestación

(LageryMengeling,1995).

Hayqueteneren cuentaala horade valorarel efectode la infecciónpor el virus durantela

gestaciónque en la mayoríade las ocasionesno se ha podidoaislardé tejidosprocedentesde fetos

quehubieranmuertoen el utero,estuvieranmomificadoso no. Sin embargo,confrecuenciaseha

encontradoun númeromuyalto defetosmuertoscuyamuertehabíasido posteriora la exposición

de su madreal virus, en función del tamañoque tenían,y en los cualesno ha sido posible

determinarotra causade muerte,de forma que éstase ha atribuido al efecto del VSRRP

(Christiansonelal., 1993;Mengelingel al., 1994, 1996d).

Otracuestióna teneren cuentaescómollegael virus a los fetos. Aunqueno sesabecuáles

el mecanismoexacto que producesu infecciónen el caso del VSRRP, en general los virus

patógenospuedenatravesarla unión materno-fetalen forma de virus libre en la circulacióny/o

comovirusasociadosa ciertascélulasmaternalesque migrana travésde la barrera.Una vezen la

zonafetal, los virus puedeninfectarlos tejidosplacentarioso entrara la circulacióny/o al amniosy
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asíal feto. Enestecaso,aunquela rutaamnióticapareceserimprobable,esposible.

Detodo lo anteriormenteexpuestosededucequelos embrionesy fetosal principio y hacia

la mitad de la gestacióntambiénsonsusceptiblesa la infecciónpor el VSRRP. Sin embargo,el

porcentajede infecciónes muy bajo o nulo cuandose infectaa la madrepor la vía oronasal,

demostrándoseestainfecciónsólo cuandoseinoculandirectamentelos fetos(Christiansonel al.,

1993; Lagery Mengeling,1995). Dehecho,no seconoceen quémomentode la gestaciónse han

infectadolos lechonesque han nacidovirémicos,aún cuandola infecciónde la madrehayasido

hacialamitad de la gestación,pudiendoocurrir, al menosen algunasocasiones,que los fetos se

infectenpocassemanasantesdel nacimiento,ya en el último terciode gestación.Estateoríaes

posibleya quealgunascerdaspuedenpermanecerinfectadasduranteal menos99 días(Zimmerman

e? al., 1992).Teniendoen cuentalos factoresmencionados,es posiblequela probabilidadde que

seproduzcaun fallo en la reproduccióndependafundamentalmentede la incidenciade la infección

transpíacentariaque podríareflejardiferenciasen las característicashistológicasde la barrera

placentariaya que al principio de la gestaciónexisten6 capashistológicasque separanla

circulaciónmaternay fetal, mientrasque al avanzarla gestación,la vascularizaciónse hacemás

íntima,tomandounaposiciónsubepitelialy produciéndoseunainvasiónde los trofoblastospor los

capilaresfetales.Comoconsecuencialos capilaresmaterno-fetalesde laplacentaseconviertenen

un órganode intercambiomás eficazal avanzarla gestación(Christiansonel al., 1993). Sin

embargo,la mayorincidenciade infeccióntranspíacentariaal final de la gestaciónsepuededeber

simplementea una mayoroportunidaddebidoal mayoraportesanguíneoy al mayorintercambio

materno-fetalen estemomento.

La infecciónde los fetos en el úterose puedeproducirpordos mecanismosdistintos: 10 por

difusión intrauterinay 2’ porinfeccióntranspíacentaria.En el caso del VSRRPtodavíano se ha

establecidocon certezacuál de los 2 mecanismosesel implicado.En algunostrabajosse afirma

queesposiblequeel primertipo de infecciónhayaocurridoya queseencuentranfetos en distinto

estadode autolisis y tambiénfetos vivos (Christiansonel al., 1992). Sin embargo,enotros se

sospechadel segundotipo de infeccióndebidoa la distribuciónde los fetos infectados(Lagery

Mengeling,1995).

Ademásde encontrarseen los fetos,el VSRRPha sido aisladode los ovariosde cerdas

inoculadasen el momentode la cubrición (Swensonel al., 1995a)y de la placentade cerdas

inoculadasexperimentalmente(Christiansonel aL, 1993; Mengelinge?al., 1994). Estudiosde

microscopiaelectrónicahan reveladola presenciadel virus en la superficiede las células

endotelialesde los vasossanguíneosde la placentamaternay, en ocasiones,en el sistemade

canalesintercelularesentrelas célulasepitelialesuterinasy en las célulasendotelialesde los
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capilaresde laplacentafetal (Stockhofe-Zurwiedenel al., 1993).No sólo esposibleencontrarel

VSRRPen estalocalizaciónsino que con frecuenciaseproducenlesionestalescomomiometritis,

endometritisy placentitismultifocal caracterizadapor una vasculitismultifocallinfohistiocíticacon

unainfiltración celularperivascularen el endometrioy la partematernade la placenta,siendola

láminapropiadel endometriola másafectada,perosin quese afecteel ladofetal de la placenta

(Christiansonel al., 1992;Stockhofe-Zurwiedenel al., 1993; Lagery Halbur, 1996).Ademásse

han observadocambiosdegenerativoscon la presenciade microseparacionesmultifocalesde las

capasepitelialesde la unión materno-fetalque dan lugar a la separaciónprematurade la unión

materno-fetal(Stockhofe-Zurwiedenel al., 1993). Por otra parte,tambiénse ha descritola

presenciade áreashemorrágicasen el cordónumbilicalquehistológicamentecorrespondena una

arteritisnecrotizanteconzonasde hemorragiaperiarterialesqueseencuentranconmayorfrecuencia

en los lechonesque son virémicos.Las alteracionesdel sistemavasculardel endometrio,la

placentamaternay de la zona de contactomaterno-fetaljuegan un papel importanteen la

producciónde unainsuficienciaplacentariay puedenconducira unahipoxia fetal,dandolugara la

apariciónde abortosa término,lechonesnacidosmuertosy lechonesnacidosdébiles,pudiendoser

ésteel mecanismoque da lugar al fallo reproductivocaracterísticode la enfermedad,aunque

tambiénpodríanserconsecuenciade las lesionesen el cordónumbilical que danlugarafenómenos

de hipoxiaporla interrupcióndel flujo normalde sangrea travésdel mismodebidoa la necrosisde

las paredesarterialesy la hemorragiaque seproduce en el tejido perivascular,seguidode la

distensióndel cordóny laoclusiónde los vasosumbilicales(LageryHalbur, 1996).

Estemecanismode producciónde la muertefetal, comoconsecuenciade lasalteracionesde

la vascularizacióndel endometrioy/o a la presenciade una arteritisnecrotizantedel cordón

umbilical, explicadaporquéno se suelendetectarlesionesni en los lechonesnacidosvivos ni en

los nacidosmuertosprocedentesde cerdasinoculadasal final de la gestación(Christiansonel al.,

1992; Planael al., 1992; B0tner el al., 1994), ya que la muertese produciríaporhipoxia. Sin

embargo,sí sehan descritolesionespulmonaresen fetos expuestoin ulero al VSRRP, siendode

mayorgravedady frecuenciaen los fetosexpuestosal virus entrelos días45 y 49 de gestación.

Las lesionesencontradasson hemorragiasfocalesen el intersticiodel mesenquimaquerodeaaJos

bronquiosy los vasossanguíneos,con necrosisde lamusculaturalisaquerodeaa los bronquiosy

las célulasmesenquimatosassubyacentesa las célulasdel epiteliobronquial,que, en ocasiones,

presentafocos de necrosis.Además,con frecuenciase encuentrancélulasmononuclearesen el

intersticioperibronquial.El virus sepuedeobservarmediantetécnicasde inmunofluorescenciaen

seccionesde los pulmones(Lagery Ackerman,1994)y, en el casode los lechonesnacidosvivos

puedendesarrollarlesionesde neumoníaintersticialmultifocal (Planael al., 1992; B0tnerel al.,

1994). Ademásde estaslesionescaracterísticas,se han descritootras incluyendoedemasque

puedenapareceren el cordónumbilical y tambiénalrededordel higadoy el bazoy enel mesenterio
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que rodeaal colonespiral.Tambiénes posibleque aparezcanfetos cubiertosde meconioo una

mezclapegajosade meconioy líquido amniótico(Lagery Halbur, 1996).

1.6. SINTOMATOLOGÍA

Una de las principalescaracterísticasde los brotes de SRRP es la variabilidaden la

sintomatologíaobservada(Fiedíer,1991; White, 1992; Doney Paton, 1995), con la descripción

cadavez más frecuentede infeccionessubelínicas(Robertson,1992a;Morrison el al., 1992b).

Además,esprácticamenteimposiblemedirlos efectoscausadospor la infecciónporel VSRRPpor

sí solo ya que,normalmente,secomplicacon infeccionessecundarias(Loula, 1991;deJonge/al.,

1991a;Blackburn,1991; Blaha, 1992),siendoestasúltimaslas quedeterminanfrecuentementela

presentaciónde la enfermedad(Doney Paton, 1995). De estaforma, se hacomprobadoque en

granjascon un alto nivel sanitariola enfermedad,por sí misma,no esmuy grave(Blaha, 1992;

Mortenseny Madsen,1992). Debido a las característicasanteriormentemencionadas,se han

atribuidolasdiferenciasclínicasde laenfermedaden lasdistintasgranjasatresfactores:

1. Diferenciasen lavirulenciade los distintosaislados.

2. Infeccionesconjuntascon otrosvirus o bacterias.

3. Diferenciasenel manejo,el flujo de animalesy las instalacionesen las distintasgranjas(Polson,

1996).

La sintomatologíasistémica,queesla primeraenaparecer,puedeincluir la muertede los

animalesafectados,especialmenteen la faseagudade la infección (Hoppere? al., 1992), pero

suelenpredominarla anorexia,la pirexia, la agalaxia,la letargiay, en ocasiones,la cianosiscii la

piel (Meldrum, 1991). La anorexiase suelepresentaren realidadmásbien comouna inapetencia

transitoriaque aparecea lo largode variosdíasen distintos animalesde formaque no suelenestar

afectadosmásdel 20 ó el30% al mismotiempo(Blackburn, 1991; Loula, 1991;Gordon, 1992).

La pirexia tampocoafectaa todos los animalesde forma que sólo un 30%, comomáximo,

presentantemperaturaselevadasque raravez superanlos 40cC, aunquepuedenalcanzarlos 410C.

En cuantoa la cianosis, aparecesólo en algunoscasosy ha sidodescritaconmayorfrecuenciaen

Europaque en EE.UU., superandoraravez el 5% de los animalesafectados(de Jong el aL,

199la). La coloracióncianóticasepresentasobretodo en las orejas,lavulva, las extremidadesy

ciertaszonasde la piel quepresentanplacaseritematosas.La duraciónde la mismasuelesermuy

corta, de horashabitualmente,aunquepuededurar desdeminutosa algunosdías. Normalmente

apareceentre5 y 7 díasdespuésde la apariciónde los signosclínicosde la enfermedad.Estos

síntomasinicialespuedenempezaren cualquiergrupode edady, en la mayortade los casos,se

extiendenrápidamentea otraszonasde producción.En granjasde ciclo cerradoestafaseaguda
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puedeafectaraentreel 5% y el 50% de los animales(deJongelaL, 1991a;White, 1992)

Los signosrespiratorios,que incluyen la presenciade disneay polipnea,puedenser

observadoso no en la faseagudaen los animalesadultos,peroson los síntomasque predominan

normalmenteenlos animalesmásjóvenes,apareciendofrecuentementeunarespiraciónabdominal

en los lechonesqueestánenlactacióny en los reciéndestetados.

A las 2 ó 3 semanasdelos primerossíntomasempiezana aparecerlos problemasasociados

a la reproducción,quepuedendurar de 4 a 5 meses,afectandoa un ciclo reproductivocompleto

dentrode una granja,aunquecon frecuenciasepresentandurante8 a 12 semanas.Los abortos,

característicaimportantedelaenfermedad,sepuedenpresentaren cualquiermomentodesdelos 22

díasde gestaciónhastalos 109 días, aunqueson muchomás frecuenteslos tardíosy tambiénlos

partosprematurosy tardíos.Así, los partosprematurosafectana entreun 5% y un 30% de las

cerdasduranteun brote(delong el al., 1991a;Loula,1991;Raymarkers.1991; Vogel e?al., 1991;

Hopperel al., 1992).Las camadasafectadascontienenunamezclade lechonesnacidosmuertos,

fetos momificados y fetos maceradosademásde lechonesnacidosdébiles y lechones

aparentementenormales.El porcentajede lechonesnacidosmuertos,que puedealcanzarel 35%

(de long er al., 1991a;Loula, 1991; Hoppereral,, 1992), alcanzasu máximoal principiode la

apariciónde los síntomasreproductivosy posteriormentedisminuyeparadar lugara un aumento

en el númerode fetos momificadosque puedellegaral 25% (de Jongel al., 1991a;Loula, 1991;

Hopperel al., 1992) al cabodealgunassemanas.Aunqueel tamañode los fetosmomificadosva

disminuyendoconformeavanzaen duraciónel brote,esmuy raro queaparezcanfetosde menosde

17 cm. El efectoneto del aumentoen el númerode lechonesnacidosmuertosy de fetos

momificadoses una reducciónmediade 4 lechonesen el númerode lechonesnacidosvivos

duranteun brotede la enfermedad(Polsonelal., 1990).

Otra característicaque se ha asociadocon el SRRP es la infertilidad, que incluye

repeticionesacíclicasy anoestros(Keffaber, 1989; Hoefling, 1990;Gordon, 1992; Hopperel al.,

1992), aunqueexisteuna cierta controversiaen estetema,ya que, en ocasiones,no seobservan

cambiosen el porcentajede repeticionesni se alterael intervaloentrepartos (GrosseBeilagey

GrosseBeilage,1993).

En los verracos,ademásde la sintomatologíasistémicadescritaal principio de este

apartado,se ha observadouna pérdidade la libido (Feitsmael aL, 1992; Hopperel aL, 1992)y

unareduccióntemporalen la calidadespermática,incluyendounareducciónenla motilidadde los

espermatozoidesy un aumentoen el porcentajede morfoanomalías(de Jongetal., 1991a;Feitsma

el aL, 1992;Teuffertel al., 1995),queha conducidoaunadisminuciónde entreel 2% y el 10%en
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el númerode eyaculadosutilizablesen los centrosde inseminaciónartificial duranteal menos3

semanas,empezando4 semanasdespuésde la apariciónde los síntomasclínicos(Feitsmael al.,

1992).

La mortalidady la morbilidadde los lechonesen lactaciónes una de las principales

característicasde la enfermedadya que, entre los lechonesque nacenvivos, el porcentajede

lechonesdébileses muy alio, especialmentesi el partoha sido prematuro,pudiendoafectar,en

algunascamadas,al 100% de los animales(Blackburn, 1991; Raymarkers,1991; Ahí el al.,

1992). Estoslechonessuelenserdemasiadodébilesparamamar,dandolugar a la apariciónde

mastitisen las cerdasy provocandoun aumentoen la mortalidadenlactaciónal aumentarel número

de lechonesquemuerenporinanicióny poraplastamientodurantela primerasemanade vida(Dial

elal., 1990; Blackbum,1991;Dee, 1992; l-lopper el al., 1992).Otracomplicaciónquesepresenta

en los lechoneses la apariciónde los síntomasrespiratoriosdel SRRPque dan lugara una

respiraciónabdominal,acompañadade estornudos,conjuntivitis y edemaparpebral(Keffaber,

1989; de Jong el al., 1991a;Ahí el al.,1992; Hopperel al., 1992), limitándoseeste último

normalmentea la primerasemanade vida (Rossow e? aL, 1994a).Tambiénsehan observado

diarreasque no respondenal tratamiento,aunqueno sonuna característicaconstante(Keffaber,

1989; Blackburn,1991; Ahí el aL, 1992). Por otraparte,sehan descritoalteracionescirculatorias

en los lechonesreciénnacidos,apareciendohemorragiasimportantesen el cordónumbilical, al

cortarleslacolao al castradosy hematomasde cranextensiónen los puntosde inyeccióndel hierro

(Hopperel al., 1992).Además,sueleapareceruna linfopeniay una leucopeniaen los animales

afectados(Rossow e? aL, 1994a). En EE.UU. se ha descrito,como consecuenciade lo

anteriormenteexpuesto,un aumentoen la mortalidaden lactacióndesdeel 3,1%antesde un brote

de la enfermedadhastael 7,4% de mediadespuésdel mismo(Stevensone? al., 1993), aunque

puedealcanzarun 80% si se consideranlos datosde producciónde determinadassemanasde

formaaislada(Loula, 1991). En Europa,durantelos primerosbrotes,semanejabancifrasdel40%

de mortalidaddurantela lactacióna causa,fundamentalmente,de las infeccionessecundarias

asociadas(Meldtum, 1991).

Lafaseagudapuededurarvariosmesesy normalmenteva seguidadeunaformacrónicaen

la que se presentanproblemasrespiratorios,fundamentalmentedespuésdel destete,porlo queha

recibido la denominaciónde “síndromerespiratoriodel post-destete”que, en EE.UU., se ha

descritoquepuededurarhasta2 años(Loula, 1991)y esla formamásfrecuentede presentaciónde

la enfermedaden estepaís en la actualidad,dando lugar a unaspérdidaseconómicasmuy

importantes(Dee, 1996). La principal característicade estesíndrome,tanto cuandose presenta

antescomo cuandose presentadespuésdel destete,esel desarrollode enfermedadessecundarias

(Blaha,1992; White, 1992;Pijoanel al., 1994).Así, sehanencontradoconfrecuenciaotrosvirus
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asociadoscon el VSRRPtalescomoel virus de la influenzaporcinay el coronavirusrespiratorioen

El ReinoUnido, el virus de la encefalomiocarditisen EE.UU. (Carlson,1992) y paramixovirus

tantoen EE.UU. (Halburel al., 1993) comoen Francia(Brun e? al., 1992); en Canadásele ha

atribuido un papel importanteal VSRRP en la presentaciónde la enfermedaddenominada

neumoníaproliferativay necrotizante(Magarelal., 1994).Además,la prevalenciade determinadas

enfermedadesbacterianasaumentatrasun brotede SRRP(Collins y Rossow, 1993;Zemanel al.,

1993). Entreellasdestacala presenciadeHaemophilusparasuis, Síreptococcussuis, Salmonella

choleraesuis, Aclinohacillus pleuropneutnoniae,Mycoplasmakvopneumoniaey Pasleurella

mnultocida en EE.UU. y de Mvcoplasmakvorhinis en Japón(Shimizu a aL, 1994), el cual,

aunqueen condicionesnormalespresentauna patogenicidaddudosa,producegraveslesiones

pulmonarescuandose encuentraen animalesquepadecenSRRP(Kawashimaelal., 1996).

Los cerdos afectadosduranteel cebo puedenpresentarlos signostípicos de SRRP,

mostrandodisnea,polipnea,conjuntivitis y rinitis y ademáslos de las enfermedadessecundarias

quelo acompañan.Normalmentepresentanunamalarespuestaa los tratamientoscon antibióticosy

a las vacunaciones,produciéndoseesporádicamentemuertes,que hacenque se duplique la

mortalidaden el cebo duranteun brote de la enfermedad.Tambiénse ha observadoque la

frecuenciade lesionespulmonarespuedeaumentardesdeun 30% a un 70%en los cerdosnacidos

duranteun brotede SRRP y que laproducciónanualde lechonespuededisminuir entreun 5% y

un 20% (Doneel al., 1996). Aún así, esmuy difícil determinaríaimportanciadel SRRPperse

durantela fasede ceboya queesprobablequelamayoríade los cebaderosesténinfectadossin que

sepresentensíntomasde la enfermedad.Así, en inoculacionesexperimentalesse ha demostrado

que la infecciónpor el VSRRP pasa clínicamenteinadvertida,detectándosesintomatología

caracterizadapor la presenciade fiebre,alteracionesrespiratoriasy pérdidasen la producción

únicamentecuandose inoculajunto con otros virus comoel virus de la influenzaporcinao el

coronavirusrespiratorioporcino(vanReethel al., 1996a,b).

Normalmentelos síntomasde SRRPaparecenprimeroen los reproductores,luegoen los

lechonesy por último en el cebadero,aunqueseha descritoqueun síndromesimilara la influenza

porcinaen el cebaderopuedeprecedera la apariciónde la sintomatologíaen las salasde partos

(Albina el al., 1994).

En muy rarasocasionessevuelveapresentaren unagranjaun brotedelaenfermedaden su

forma aguda(de Jong el al., 1991b), aunquese sabeque el virus puedecontinuarrecirculando

durantelargos periodosde tiempo tanto en la zonade los reproductorescomo en el cebadero

(¡-larris el al., 1992; Keffaberel al., 1992; Terpstrael al., 1992; Thacker,1992; Stevensonel al.,

1993), dando lugar a la apariciónde una forma crónicade la enfermedadcaracterizadapor la
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apariciónde problemasen las cerdasde renuevoy problemasrespiratoriosen las lechoneras.Sin

embargo,hay que destacarque la mayoríade las granjasvuelvena sus parámetrosreproductivos

normalesdentrodelos 6 mesessiguientesa un brotey quelos efectoscrónicosdel SRRPsonmás

marcadostaflto en las lechonerascomoen el cebadero(Stevensonel al., 1994).Así, el VSRRP se

ha podidoaislar en lechonerashasta2 añosy mediodespuésdel primerbrote (Keffaberel al.,

1992;Stevensonel al., 1994)y en cerdosde cebaderosehandetectadoanticuerposfrenteal virus

de 1 a 2,5 añosdespuésde un broteagudo,indicandounarecirculacióndel virus durantela fasede

crecimiento(Loula, 1992;Stevensonel al., 1992, 1994).

Ademásde las formasde presentaciónde la enfermedadhastaaquíexpuestas,se ha puesto

de manifiesto,con el desarrollode técnicasserológicasparala detecciónde anticuerposfrenteal

VSRRP, que existen muchasgranjasseropositivasen las que nuncase ha presentadola

enfermedaden su formaclínica(Edwardsel aL, 1992;Morrison el aL, 1992; Cho el aL, 1993).

Estefenómenoseha intentadoexplicarporlas diferenciasen patogenicidadde las distintascepas

del virus tal comoha sidodemostradoinoculandocerdosgnotobióticos(Paulelal., 1992)y por las

diferenciasen el síalus sanitariode las distintasgranjas(Blackburn,1991; Blaha, 1992;Mortensen

y Madsen,1992;PaulciaL, 1992).

1.7. LESIONES

En los casosde SRRP en los que el procesono estácomplicadopor la apariciónde

infeccionessecundariasesmuy frecuenteque no seaprecienlesionesmacroscópicas(Donee;aL,

1992). Lo mismo sucedecon los cambioshistológicosobsenados,que suelensermínimosy

limitados al aparatorespiratorio,salvo queexistancomplicaciones.Como consecuencia,se puede

decirque no se producenlesionespatognomónicasy que los efectosclínicos y patológicosde la

enfermedaddependen,en gran medida, de los patógenos,sobretodo respiratorios,enzoóticosen

la granja.

1.7.1. Lesiones macroscópicas

En lechonesde 6 ó 7 kg infectadosexperimentalmenteseha podidoobservar,de forma

constantea partirdel día9 pi. y de formaesporádicaantesde estemomento,la apariciónde áreas

de consolidaciónpulmonar,especialmentemarcadasen lazonaventralde los lóbulosmediosy el

lóbuloaccesorio,aunquepuedenaparecertambiénen lazonacranialde los lóbuloscaudaly apical

(Ramosel al., 1992). Es una consolidaciónmultifocal moderadaque se caracterizapor la

presentaciónde una coloraciónoscura(Halbur el aL, 1995a).En ocasionesse ha descritola

presentaciónde un edemainterlobularyde zonasgrisáceasde atelectasiaqueafectanal 30-40%del
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pulmónen el día 28 p.i.. Además,en otros órganos,seha descritola apariciónde edemasy de

hiperplasiaenlos ganglioslinfáticos(Pol elal., 1991; Halburel al., 1995a;Vézinael al., 1996)y

de edemasen la grasaperirrenal,peritonealy subcutáneay en los músculos(Pol eral., 1991).

En cerdos en crecimientose producenlesionessimilares, observándosefocos de

consolidaciónpulmonar, congestiónde los ganglios linfáticos submandibularesy zonas

hemorrágicasen laserosadel intestinogrueso(Planael al., 1992b).

Cuandosehaninfectadoexperimentalmentecerdasgestantesseha observadoquetantolos

lechonesnacidosmuertoscomolos nacidosdébilespresentabangran cantidadde un líquido

transparenteen la cavidadtorácica(Planaelal., 1992b),mientrasquelos lechonescon un aspecto

normal al nacimientoteníanpequeñosfocos de consolidaciónpulmonarde aspectogrisáceoal

sacrificio,a laedadde Sa 12 días.

1.7.2. Lesionesmicroscópicas

Las lesionesmicroscópicasobservadasen el pulmón, cuandono existeninfecciones

secundarias,se limitan a la apariciónde una neumoníaintersticial de gravedadvariable,con el

hallazgode una neumoníacatarralen algunoscasos(Pol el aL, 1991; Paton y Done, 1992). Es

unaneumoníaintersticialproliferativamultifocal caracterizadapor unahipertrofiay unahiperpíasia

de los neumocitosde tipo 2, una infiltración moderadaen los septosalveolaresde células

mononuclearesy un acúmulode macrófagos,detrituscelularesy célulasinflamatoriasen los

espaciosalveolaresy en lasvíasaéreasbajas(Halbure? aL, 1994a, 1995a;Rossow e?al., 1994a,

1995). Ultraestructuralmenteseha observadounadegeneraciónde los macrófagosalveolaresy de

las célulasepitelialestanto del pulmóncomode la mucosanasalcaracterizadapor lapresenciade

una excesivavacuolizacióndel retículoendoplasmático.Ademásde porMAP y célulasepiteliales,

los detrituscelularesestánconstituidosporrestosnecróticosde neutrófilos,célulasplasmáticasy

neumocitostipo 2 (Ramosel al., 1992). En otros estudiosse handescritolesionesmás extensas

del aparatorespiratorio,incluyendola presenciade uná rinitis que ha aparecidoen algunospaíses

como Holanda(Pol el al., 1992) y EE.UU. (Collins el al., 1992; Rossow el al., 1992)

caracterizadapor la pérdidade los cilios en las célulasepiteliales,vacuolizaciónde lasmismasy

descamaciónde la superficiedel epitelio.

Tambiénse hadescritounalinfoadenopatíacaracterizadapor la hipertrofiay la hiperpíasia

de los centrosgerminalesde los ganglioslinfáticos,el bazoy las amígdalas,acompañadode una

necrosisfolicular, un aumentoen el númerode macrófagosen los sinusoides,la apariciónde

sincitiosy, en algunasocasiones,de estructurassimilaresa quistesrodeadasde célulasgigantes
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multinucleadas(Rossow el aL, 1994a,b;Halbur el al., 1995a). Además se han detectado

hemorragiassubcapsularesenlos ganglioslinfáticos(Rossowel al., 1995).

Otraslesionesdescritas,aunqueno de formatan constante,son cambiosen los vasos

sanguíneos(Goovaertsy Visser, 1992), perivasculitis(Hoefling, 1990; Collins el al., 1992),

miocarditismultifocalconacúmuloperivasculardecélulasmononucleares(Hoefling, 1990;Collins

el al., 1992; Rossow eí al., 1994a;Halbur el al., 1995a),esplenitis,con una deplecciónde

linfocitos y unavacuolizacióndelos macrófagosdelapulparojadel bazo(Pol elal., 1991;Patony

Done, 1992), deplecciónde los ganglioslinfáticos,las criptasamigdalaresy el timo (Ohlingerel

aL, 1991a;Pol e? aL, 1991) y encefalitisdifusa no supurativacaracterizadapor el acúmulo

perivascularde célulasmononucleares(Collinsel al., 1992).

En los lechonesnacidosmuertosy nacidosdébilesla lesiónmicroscópicapredominantees

una neumoniaintersticialmultifocal con un engrosamientode los septos alveolaresy una

infiltración de célulasmononucleares(Ramosel al., 1992). Las únicaslesionesfetalesdescritas

son una hemorragiaextensadel pulmón con degeneracióny necrosisbronquial (Lagery

Ackerrnan,1994> y la presenciade arteritis,miocarditisy encefalitis(RossowetaL, 1996b>.La

miocarditisse caracterizaporla pérdidade fibrasmuscularesy la sustituciónde las mismaspor

tejidoconectivoconpequeñosfocos intersticialesde linfocitosy célulasplasmáticas.La arteritisse

caracterizapor la apariciónde linfocitosy macrófagosrodeandoa las arterias,enla túnicamediay,

en ocasiones,en la capasubendotelial,existiendoademásfocos de necrosisendotelial.En el

cerebrola lesión observadaes una inflamaciónmononuclearmultifocal. Sin embargo,estas

lesionesson muy esporádicasy los fetos procedentesde abortos normalmenteno presentan

ningunalesión.

En la placentase ha observadounalesión inflamatoriay degenerativajunto con partículas

semejantesal virus en las célulasendotelialesde los capilarestanto dela placentafetal comode la

maternay, en algunasocasiones,en las célulasepiteliales(Stockhofe-Zurwiedenel al., 1993). En

el cordón umbilical se ha descritola presenciade áreashemorrágicasque histológicamentese

correspondencon una arteritisnecrotizanteen la que aparecenáreasde hemorragiaperiarteriolar

(LageryHalbur, 1996).

Las infeccionespor el SRRP producenuna reducciónmuy marcadaen el númerode

macrófagosalveolaresque sepuedenrecogeren un lavadobronco-alveolar(Molitorel al., 1992).

En los cerdos normaleslos macrófagosalveolaresconstituyenel 90% ó más de las células

recuperadas,mientrasque en las infeccionesagudaspor el VSRRPestapropo;cióndisminuyeal

50%, produciéndoseun aumentoen el númerode neutrófilosy linfocitos. Además,seproducela
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destruccióndel sistemamucociliarque constituyeun mecanismode defensamuy importantedel

aparatorespiratorio(Doney Paton, 1995).Tambiénseha observadouna reducciónen el número

de linfocitosy monocitoscirculantes,sobretodo de linfocitos1, tantoCD4+ comoCD8+, dentro

de los 3 días siguientesa la inoculación,volviendoa los nivelesbasalesa partir del día 14 p.i.

(Cliristiansonci al., 1992; Zhouel al., 1992; Doney Paton,1995). Tambiénse hanobservado

nivelesmuy altosdela glicoproteinaácidaalfa-l, queesunaproteínaindicadoradel gradode daño

tisular, en el suerode lechonesprocedentesde granjasinfectadas(Baneelal., 1992).

1.8. RESPUESTA INMUNOLÓGICA

Existen evidenciasde que tanto los cerdosde cebaderocomo las cerdasque padecenel

SRRPdesarrollanuna respuestainmuneque los protegede reinfeccionespor el VSRRP (Lonla,

1991; Beilagey Beilage, 1992; Benfield el al., 1992b; Gorcycael al., 1993). Así, se ha

demostradoquecerdasinfectadaspreviamenteno transmitenel virus a los fetos ni sufrenun fallo

reproductivocuandosereinfectanenel último terciodela gestación(Gorcycaeta!., 1993;Lagerel

al., 1994). Sin embargo,existendatosque parecenindicar quecuandolos animalessereinifectan

más de 5 mesesdespuésde la primerainfecciónsí puedendesarrollarde nuevola enfermedad

(PlanaDuráneral., 1992a).

La primeraevidenciade la existenciade una respuestainmunees la producciónde

anticuerposespecíficosfrenteal VSRRP quesepuedendetectara partir del día 6 6 7 pi., lo cual

no impidequelos cerdospuedanpermanecervirémicosdurantelargosperiodosde tiempo(Paton

elaL, 1991;EdwardselaL, 1992;YoonciaL, 1993;HalburetaL,1996),detectándoseelvirus en

el sueroinclusoen el día 63 pi. (Vézinael al., 1996>. La coexistenciade virus y anticuerpos

duranteesteperiodode tiempollevó a pensarque los anticuerpostempranosno son capacesde

neutralizarel virus y que, posiblemente,hastaque no aparecenlos anticuerposneutralizantes,que

son de apariciónmástardía,no seconsigueeliminarel virusde la circulación.Estahipótesisestá

apoyadapor el hechode que las cerdas,que desarrollanlos anticuerposneutralizantesmás

rápidamenteque los animalesde cebadero,presentanviremiasmáscortasqueéstos(Collins el al.,

1991). Sin embargo,no seha podido demostrarla capacidadde neutralizacióndel virus por los

anticuerposen cultivos de MAP, perfilandola posibilidaddeque los anticuerpos,posiblemente,en

lugar de eliminarel virus, faciliten la infección de los macrófagosmediantela formaciónde

inmunocomplejosque se uniríana estosúltimos mediantela fracciónFe de los anticuerpos.Esta

posibilidadestáapoyadapor estudiosiii vivo en los quesehademostradoqueel virus escapazde

multiplicarseen los macrófagosalveolaresy de eliminarseen animalescon anticuerpos

neutralizantes,pudiendoinfectara otroscerdos(Oblinger,1995).Es más,sehademostradoquela

presenciadeanticuerposhaceque sealcancentítulosvíricosde 10 a 100 vecessuperiorescuando
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seinfectancon el VSRRPcultivosde macrófagos(Choi elal., 1992),aunqueestaestimulaciónde

la replicaciónvírica dependede la cepaque se estudie(Yoon el aL, 1995b).Además,existen

evidenciasde queestefenómenoseproducetambiénitt vivo, ya queseha demostradoque,cuando

se infectanfetos porcinoscon una mezclade virus y anticuerpos,se estimulala replicacióndel

virus (Christiansonetal., 1993).

En cuantoa la cinéticade apariciónde los anticuerpos,los primerosen aparecer,que son

las lgMs, por la técnicade lainmunofluorescenciaindirecta(IR), sepuedendetectaralfinal de la

primerasemanap.i., alcanzandoun picoentrelos 14 y los 21 díasp.i. y disminuyendoa partirde

esemomentohastanivelesnodetectablesentrelosdías3Sy63 p.i. (Loembaetal., 1996; Vézina

el al., 1996). Las IgGs aparecena continuación,alcanzandosu pico máximoentrelas 3 y las 4

semanasp.i. y permaneciendosin cambiosapreciablesduranteal menos6 semanasparadisminuir

posteriormentehastanivelesno detectablesa partirde los 300 díasp.i. (Loembae? al., 1996;

Vézinaeíal., 1996). Lacortaduracióndelas IgMs haceque sepuedanutilizarparadiferenciarlas

infeccionesagudasy crónicas,mientrasque la cinéticade las IgGs haceque no sepuedanutilizar

paradetectaren quémomentode la infecciónseencuentrael animal.Porotraparte,enlos estudios

realizadospara determinarla presenciade anticuerposneutralizantesse concluyó que son

anticuerposde aparicióntardía,de forma que no se puedendetectarbastalos días 51-70p.i.

(Nelsonel al., 1994). En estudiosposterioresse ha observadoque se puedendetectarcon títulos

bajos(<l:8) apartirdelas3-4semanasp.i.(Vézinaeíat,1996), einclusoapartirdeldía11 p.i.,

realizandouna modificaciónen la técnicade seroneutralización(SN) (Yoon el al., 1994a).El título

de estosanticuerposvan aumentandohastael día 127 p.i., momentoen que alcanzansu pico

máximoparadisminuira continuaciónhastanivelesno detectablesen el día262 p.i. (Nelsonel al.,

1994).

Si lo quese estudiaeslaproducciónde anticuerposfrentealas distintasproteínasdel virus,

se ha demostradola presenciade anticuerposespecíficosfrentea las proteínasM y N apartir de la

segundasemana,p.i.(Loembae?al., 1996)y apartir de la sextasemanap.i. sepuedendetectaren

el suerode animalesconvalecientesanticuerposfrentea las proteínascodificadaspor lasORFs 3,

4, 5, 6 y 7, aunqueson mayoritarioslos dirigidosfrentea lasproteínascodificadaspor las ORFs6

y 7 (proteínasM y N respectivamente)(van Nieuwstadtelal., 1995).

Aunque,segúnseha indicadoanteriormente,la duraciónde los anticuerposen el suerode

los animalesque han pasadola infecciónpuedeser de hastaprácticamenteun año, se ha

demostradoquea los 6 mesesde un broteunatercerapartede los animalessonnegativos(Robert

elal., 1993).

52



Introducción

Los lechonesnacidosde cerdasinfectadaspuedenno presentaranticuerposen el momento

del nacimiento,siendopositivosantesdel destetepor la inmunidadpasivaconferidapor su madre,

de forma quese ha podidoestablecerunacorrelaciónentreel título de anticuerposde lamadrey el

título de los lechonesa las dos semanasde vida (HoubeneraL, 1995b).A pesarde que no seha

esclarecidoel papelquejueganlos anticuerposen la infecciónporel virus, ya queconvivenambos

en el suerode los animalesenfermos,seha demostradoquelos lechonesque mamancalostrode

cerdasinmunesestánprotegidosfrentea la infección (Molitor, 1993). Sin embargo,no se

consigueel mismo efectocuandose administrananticuerposúnicamente,sugiriendola importancia

que puedetenerla inmunidadde basecelular(Molitor, 1993).Además,existecontroversiaen este

punto ya que la protecciónqueseconsigueno estotal deformaqueadministrandomayornúmero

de DI50CT a los animalescon inmunidadmaternal,éstos sepuedeninfectar(Morrison e? al.,

1996). Por otraparte,se ha demostradoque el virus eliminadopor lechonesinfectadosin ulero

puedetransmitirsea otros lechonesde la mismacamada,aunquemamenel calostrode su madir

(Joo y Park, 1996),siendoestoslechonessusceptiblesa la infeccióncon una nuevacepa.Estos

hallazgosindicanque no siemprese produceuna protecciónmaternalpor la ingestiónde calostro,

quizádebidoal desarrollode unainmunidadinsuficienteen las cerdasduranteel periodode tiempo

transcurridoentrelainfecciónyelpartosi éstasucedealfinal delagestación(ParkyJ00, 1996).

Por otra parte,los lechonesnacidosvirémicospuedenseguirsiéndolohastalas 6-8 semanasde

vida, independientementede la ingestióndel calostro(Mengelingeíal., 1994;B0tnerel aL, 1994>.

Aunque,dado quela presenciade anticuerpospuedefavorecerla multiplicacióndel virus,

se ha planteadola posibilidadde que estefenómenopuedasucederen los lechonesque han

recibidounainmunidadpasivacuandoéstacaepordebajode los nivelesprotectores(Yoon el al.,

1994b), se ha comprobado,en las granjasdondecirculaelvirus, que los lechonesno se infectan

hastaque desaparecela inmunidadmaternaly que los lechonesnacidosde madresinfectadas

presentanuna sintomatologíaclínica más grave cuandono presentannivelesdetectablesde

anticuerpos(Albina el aL, 1994; Morrison el aL, 1996). Los anticuerposmaternalesdisminuyen

rápidamentetrasel destete,alcanzandoun mínimoa partir de las 4 semanasde vida, momentoen el

que, en las granjasdondeestácirculandoel virus, se infectanlos lechones,produciéndosela

seroconversiónentrelas6 y las 12 semanasde vida(Houbenel aL, 1995b).

En lo que se refierea la respuestainmunede basecelular,en los primerosexperimentos

realizadossedescribióuna leucopeniaque alcanzabaun pico en el día 7 p.i., detectándoseuna

linfopeniaentrelos días3 y 11 p.i. que afectabatanto a los linfocitos T como a los B y una

reducciónen el númerode monocitoscirculantesen el día7 p.i. paravolvera los valoresnormales

en el día 14 p.i. (ChristiansoneíaL, 1993).Posteriormentese ha demostradoquela infecciónpor

el VSRRP, ademásde la respuestainmune de basehumoraldescrita,da lugar a una respuesta
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inmunede basecelularespecíficay dependientede la dosis, que se puededetectartanto poruna

proliferaciónde linfocitos T como por una reacciónde hipersensibilidadretardada,siendo la

respuestaproliferativainducidapor lacepaVR-2332másespecíficaquelainducidapor lacepaLV

(Bautistael al., 1996b). En estudiosrealizadosin vilro se ha demostradoque la respuestade

proliferaciónde los linfocitos estárestringidapor el complejomayor de histocompatibilidad,

implicandofundamentalmentea los linfocitosCD4~ y queempiezaalas 4 semanasp.i. alcanzando

un máximoa las 7 semanasy disminuyendodespuésde 11 semanasp.i. (Bautistaelal., 1996b).

Sin embargo,enestepunto existeciertacontroversiaya que en estudiosrealizadosin vivo se ha

demostradoque seproduceuna disminuciónen el númerode linfocitosCD4~ y CD2~ enel día3

p.x. queen el casode los CD4+ continúaduranteal menos14 díasmientrasquelos CD2~tiendena

aumentarpostenormente.Por su partelos CD8~ disminuyenligeramenteen el día 3 p.i. y luego

aumentan,alcanzandosu máximoentrelos días28 y 35 p.i. (Shimizu elaL, 1996).Por otro lado,

no se han observadodiferenciasen las subpoblacionesde timocitos,sugiriendoque el virus no

modulaunadiferenciaciónde linfocitos T en el timo, produciendo,porel contrario,unaactivación

policlonal de los linfocitosde la sangreperiféricaen los días7 y 14 p.i. (Vézinael aL, 1996).

Por otra parte, existenmuchos datos de campo que indican un posible papel

inmunosupresordel VSRRP, habiéndosedemostradoexperimentalmenteque la infecciónpor el

VSRRPproduceunaexacerbaciónde la infecciónproducidaporSíreptococcussuis, Salmonella

cholerasuis,el coronavírusrespiratorioporcino y el virus de la influenzaporcina(Galina el al.,

1994;van Reetheíal., 1996b;Willselal., 1997).Sin embargo,existecontroversiaenestepunto,

ya que algunosautoreshan demostradoque la inoculaciónpreviacon el VSRRP no produce

ningunadiferenciaen el desarrollode síntomasy lesionesen cerdosinfectadoscon Haemophilus

parasuis, Sírepíecoccussuis, Salmonellacholerasuis,Pasíeurellanzulíocida(Cooperel al., 1995;

Carvalhoel al., 1995),Mvcoplasmnahyopneumoniae(Albinaetal., 1995;vanAlstineeral., 1996),

Acrinobacilluspleuropneurnoniaeo el virus de la influenzaporcina(Pol el al., 1995). Además,

cuandose ha estudiadola respuestade anticuerposfrentea distintosantígenos(Brucellaaboríusy

una vacunainactivadafrentea laenfermedaddeAujeszky) seha visto que los animalesinfectados

previamentecon el VSRRPproducenunarespuestamayorquelos animalesno infectados(Molitor

e? al., 1992) y presentanmayor resistenciaa una inoculacióncon una cepavirulenta tras la

vacunacióncon vacunasrecombinantes,al menosen el casode la enfermedadde Aujeszky(Albina

elal., 1995).Y lo mismohasucedidocuandose ha medidola respuestade basecelular,midiendo

la respuestade hipersensibilidadretardadatrasla inoculaciónde dinitrofluorobenzeno.Enestecaso

se ha observadouna respuestamás alta y más largaen los animalesinfectadoscon el VSRRP

(Molitor eral., 1992).Por tanto, sepuedeconcluirque la infecciónpor el VSRRP da lugara una

respuestainmunemayorfrentea antígenosespecíficos(Molitor eíal., 1992;OhlingereíaL,1992a;
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Albina el al., 1995) la cualse ha atribuidoa una activaciónpoliclonal de los componentesde la

respuestainmunesimilara la descritaen la infecciónporel VLD (Molitor, 1993).

Sin embargo,algunosautoreshan encontradouna mayor susceptibilidada ciertas

infeccionesrespiratoriascomolasproducidaspor el virus de la influenzaporcinao el coronavirus

respiratorioporcino (Groschupel al., 1993) y la han atribuidoal efectoadversoque la infección

produceen los macrófagosalveolares,ya que seproduceuna destrucciónde entreun 50% y un

65% de los mismosen un plazode 7 díasp.i., alterándoseademásla capacidadde liberacióndel

anión superoxidoen los macrófagosinfectadoscon lo cual se comprometeuno de los principales

componentesde la respuestapulmonar.Estaalteraciónno esmuy largaen el tiempoy en eldía28

pu. los macrófagospulmonareshanvueltoa recuperarsu funcionalidad(Molitor, 1993).,

1.9. DIAGNÓSTICO

El diagnósticode la enfermedadpuedebasarseen la sintomatología,las lesiones

anatomopatológicasalasqueda lugar, la detecciónde anticuerposfrenteal virus ola determinación

del agenteen sí mismo,bienseapor aislamientoo pordetecciónvírica.

1.9.1. Diagnóstico clínico

Es difícil realizarun diagnósticoadecuadobasándoseen la sintomatologíade la enfermedad

ya que la forma de presentaciónde la misma varíamuchode una granjaa otra. Además,las

infeccionessecundariasque suelenacompañarlodificultan el diagnóstico.Por otra partehay que

tener en cuentaque otrasinfecciones,tanto víricascomo bacterianas,puedenproducir una

sintomatologíasimilar. Es el caso de las producidaspor el virus de la influenzaporcina,tanto las

cepastípicascomolas atipicas,el parvovirusporcino,el virus de la enfermedadde Aujeszky, el

virus de la encefalomiocarditis,el coronavirusrespiratorioporcino y el citomegalovirusporcino

dentrodelas infeccionesvíricasy las producidasporLeprospirain?errogans,serovariantespornona

y brauislava entrelas bacterianas(Keffaber,1989; Collinsel al., 1991;Brun eral., 1992;Caríson,

1992;Yoon eral., 1996).

Sin embargo,cuandoaparecióla enfermedad,y antesde quesedesarrollaranotrasformas

de diagnóstico,éstesebasabaen la sintomatologíay distintasnormasfueron establecidasen los

distintospaísespara atribuir un broteal SRRP. Las más popularesson las desarrolladasen

Holanda,dondeconsiderabanque se debíasospecharde SRRP si, una vezeliminadastodaslas

otrascausasposiblesde laenfermedad,secumplían,en un plazode dos semanas,al menos2 de

los 3 requisitossiguientes:
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1. Queel númerode lechonesnacidosmuertossuperarael 20%;

2. Queel númerode abortosfueramayordel 8% y

3. Quela tasade mortalidaden la primerasemanade vida alcanzaraal menosel 25% (de iong el

al., 1991b).

Sin embargo,sólo los casosmásgravesde laenfermedadcumplíanestosrequisitosy, en

algunoscasos,únicamenteun examenexhaustivode los datosde producciónpodíademostrarque

habíaexistido unainfecciónporel VSRRP (Schukkene? al., 1992),de tal formaque en muchos

casosla presenciade la enfermedadhaquedadosin confirmar.

1.9.2. Diagnósticoanátomo-patológico

Tambiénes muy difícil de llevar a caboya que normalmenteno se observanlesiones

macroscópicasen la necropsiay si se observanse limitan a focosde neumoníaintersticial que

puedenserfácilmenteenmascaradospor las lesionesproducidaspor otrosagentessecundarios.

Para el análisishistopatológicose ha recomendadoremitir cerebro,corazón,pulmón, bazo,

ganglioslinfáticosy los cornetesnasales.Comoya se hamencionado,la lesiónmás característica

apareceen el pulmóny secaracterizapor serunaneumoníaintersticialcon un engrosamientode los

septos alveolaresy la presenciade célulasmononucleares,fundamentalmentemacrófagos.La

lesiónpuedeserobservadaen cerdosde todaslasedades,perolos cerdosmásjóvenesson más

adecuadospara estetipo de diagnóstico,ya que la probabilidadde que existauna infección

secundariaesmásbaja.Una lesiónsimilar a éstapuedesercausadapor otrosagentesinfecciosos

comoel virus de la influenzaporcina(cepasHINI, H3N2 y cepasatípicas)y el coronavirus

respiratorio.En los ganglios linfáticos se observahipertrofia e hiperpíasiade los centros

germinales,acompañadode una necrosisfolicular y un aumentoen el númerode macrófagosen

los sinusoides.Tambiénseobservala apariciónde sincítiosy de estructurassimilaresa quistes

(Rossoweral., 1994a,b;Halbure?aL,1995a).

Otraslesionesquesehan asociadoen ocasionescon el SRRPson:

1. Rinitis caracterizadapor la pérdidade los cilios en las célulasepiteliales,vacuolizaciónde las

mismasy descamaciónde la superficiedel epitelio.

2. Encafalitisno supurativacaracterizadapor el acúmuloperivascularde célulasmononucleares

distribuidoportodoel cerebro.

3. Miocarditismultifocal,con un acúmuloperivascularde célulasmononucleares.
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1.9.3. Diagnóstico serológico

Poco despuésdel aislamientodel VSRRP se empezarona desarrollartécnicaspara

determinarla presenciade anticuerposfrenteaestevirus. La primeratécnicaque sedesarrollófue

una técnicade inmunoperoxidasaen monocapa(IPMA) que fue desarrolladaen Lelystad y

ampliamenteutilizadaentodaEuropa(Wensvoorteral., 1991).Estatécnicase basaen ladetección

de anticuerposespecíficosunidos a MAP previamenteinfectadoscon el VSRRPy posteriormente

fijados. Fue modificada,adaptándolaa la utilizaciónde célulasde la líneacelularCL-2621 para

evitar los problemasqueda trabajarcon cultivosde macrófagos(Frey el al., 1992; Wensvoortel

al., 1992). Utilizandoestatécnica,aparecentítulossignificativosde anticuerposabs6 díasp.i.,

alcanzandoun pico(títulos de hasta1:40000) alas5 ó 6 semanasp.i.. La duraciónde los mismos

puedeserde 1 añoaproximadamente,aunquealgunosanimalesson negativosa los 4-6mesesde la

infección.La especificidadde la técnicapareceser muy buena(Ohlingerel al., 199la), sin

embargola sensibilidadno es buena,ya que un 25% de los animalesafectadosno muestran

seroconversión(Wensvoorteral., 1991).

Con la misma frecuenciacon que se ha utilizado la técnicade IPMA en Europaha sido

utilizadalade la ¡FI en EE.UU.. Fue adaptadaporYoony col. (1992b)ytieneunasensibilidady

una especificidadsimilaresa las de la técnicade IPMA. Los anticuerposespecíficosfrenteal

VSRRPsepuedendetectara los 6 díasp.i. (Yoon eual., 1992b)y en estudiosexperimentalesseha

determinadoque todos los cerdosempleadoshabíanseroconvertidoen el día7 p.i. con títulosde

1:20 y que el pico de anticuerposse alcanzabaa las 4 semanasde la inoculacióncon títulos del

orden de 1:2560 (Frey el al., 1992; Rossow el aL, 1992). Originalmenteseutilizaban MAP

infectadoscon el VSRRP, pero posteriormenteseha adaptadoel usode la técnicaala lineacelular

CL-2621 (Frey el al., 1992; Bautistael aL, 1993b).En un estudiorealizadoen EE.UU. se ha

observadoqueel 71,4% de las muestrasprocedentesde granjascon una historiaclínicade SRRP

presentabantítulos de al menos1:4, mientrasque sólo un 1,3% de lasmuestrasprocedentesde

granjasno afectadaspresentabantítulos de esa magnitud (Yoon el al., 1992b). Estudios

comparativoshan puesto de manifiestoque la técnicade IPMA y la técnicade IFI han dado

resultadossimilares(Fichtnerel al., 1994). Recientementese ha desarrolladouna técnicade ¡FI

parala detecciónde anticuerposdel tipo IgM, haciendoposibleasí ladetecciónde animalesen la

faseagudade la enfermedad(Parke? al., 1995).Estos anticuerpossepuedendetectarapartir del

día5 y hastalos días28 a 63 p.i. segúnlos distintosautores(Park el al., 1995; Loembael aL,

1996;Vézinael aL, 1996).

Tambiénse ha adaptadola técnicade la SN para detectaranticuerposneutralizantes

desarrolladosfrentea estevirus. No sepuederealizaren cultivos de MAP ya quelos anticuerpos
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medianla opsonizacióndel virus por los macrófagos,dandolugara un aumentoen la replicación

del virus, en lugarde auna neutralización(Choiet aL, 1992). Sin embargo,sí sepuederealizarsi

se usan las líneascelularesen las que se puedereplicarel virus itt vifro (MA-104 y CL-2621)

(Benfield e? aL, 1992b).Los anticuerposneutralizantesno sedetectanhastalas6-8semanaspi.,

por lo cualestatécnicano sehaconsideradolo suficientementesensiblecomoparaserutilizadaen

infeccionestempranas(Christopher-Henningsel al., 1992; Frey el al., 1992) y ademása los 2

mesesde la infecciónmuchosde los suerossonnegativos.Posteriormenteseha realizadouna

modificaciónde la mismade formaque,si serealizaen el clonMARC-145 dela lineacelularMA-

104 con unasuplementaciónde sueroporcinoseronegativo,a unaconcentraciónfinal del 20%,se

aumentala sensibilidady se puedendetectaranticuerposa partir del día 11 p.i. y duranteun

periodode tiempomáslargoquecon la técnicade IH. Estefenómenoseexplicaposiblementepor

el hechode que la neutralizacióntempranaS2 estimulapor la presenciadel complemento,que

aportael sueroporcinoañadido,ya que los anticuerpostempranospuedentenerunabajaafinidad

de unión al virus o una bajacapacidadde neutralizarla infectividadvirica (Yoon e? al., 1994a).

Estatécnicaes especialmenteútil en los estudiosserológicosde granjasdondeya ha pasadola

infecciónprimaria,siendopocoadecuadaparala detecciónde los casosagudos.

Investigadoresfrancesesy españoles,en un proyectode colaboración,elaboraronla

primeratécnicainmunoenzimática(ELISA) paraladetecciónde anticuerposfrenteal VSRRP que

ha sido utilizadade forma rutinariaen Francia.Es una técnicaindirectaque utiliza un antígeno

preparadoencultivos de MAP. Cadasueroseenfrentaadosantígenos(positivoy negativo)con el

fin de detectarreaccionesinespecíficas.La sensibilidad,especificidady concordanciacomparada

con la técnicadeIPMA son 1; 0,72 y 0,85 parasuerosindividualesy 1; 0,89 y 0,94 paragranjas,

respectivamente(Albina et al., 1992c; Albina y Buffereau, 1993). Aunqueestosautoreshan

afirmado que esta técnicatiene mayorsensibilidadque la técnicade referencia(TPMA), en

particularparaanimalesqueestánseroconvirtiendo,y quesuespecificidadesmuy alta,hay autores

queopinanque la sensibilidadesmenorquela de IPMA (Edwardsel al., 1992).Estatécnicade

ELISA deteeta~nticuerposa partir de las 2 semanasp.i. y tiene la ventajade sermásbatatay

sencillade realizarquelatécnicadeíPMA.

En la actualidadse han desarrolladotécnicasde ELISA en distintoslaboratorios,tanto

directascomoindirectas,de bloqueoo utilizandoproteínasvíricasexpresadasenbaculoviruspara

tapizarlas placas.Ademásse han desarrolladotécnicasque permitenla detecciónde IgM para

diagnosticar infeccionestempranasy poderdistinguir infeccionesagudasy crénicas(Edwardsel

al., 1992; BIaba el al., 1995; 1-Ioubene? al., 1995a).Una de las técnicasdesarrolladasutiliza un

antígenovírico obtenidoen la lineacelularMARC-145, solubilizadocon triton X-100 paraevitar

las reaccionesde fondoqueaparecíandebidoal tipode antígenoutilizadoparatapizarlas placas.La
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especificidady la sensibilidadde estatécnicasondel 100%y el96,6% si secomparaconla técnica

de ¡FI (Cho el al., 1996). Tambiénse hadesarrolladounatécnicade ELISA de bloqueoen fase

líquidautilizandoanticuerposmonoclonalesdesarrolladosfrentea la cepade referenciadel virus

italiana (Cordioli er al., 1996). En Bélgica utilizan parala detecciónde anticuerposfrente al

VSRRP una técnicade ELISA debloqueoque utiliza un antígenounido a la placamedianteun

anticuerpode captura(Houbenelal., 1 995a)

El intensotrabajollevadoa caboen el desarrollode técnicasde ELISA que facilitenel

diagnósticoserológicode la enfermedadhahechoque existanactualmenteen el mercadoELISAs

quepermitenla detecciónde anticuerposfrentea estevirus. Lasdosmásconocidasson unatécnica

ELISA comercializadapor IDEXX® que es una técnicaindirectaque utiliza antígenosde cepas

europeasy amencanasparatapizarlas placas,asegurandoasí la detecciónde anticuerpos

desarrolladosfrenteacualquierade los tipos antigénicos,cuyasensibilidadoscilaentre0,68 y 0,91

y la especificidadentre0,75 y 0,97 (Nodelijk eta!., 1996b)y unatécnicade ELISA comercializada

por Ingenasa(IngezimPRRS®) que utilizabaen un principiocomo antígenouna proteínavírica

recombinante(productode la ORF7) expresadaen un sistemade baculovirus.La sensibilidady

especificidadde la técnica comparadacon la técnicade IPMA era del 84% y del 94%

respectivamentepero presentabael problemade presentarreaccionesinespecíficas(Drew, 1995).

Para mejorar la sensibilidady especificidadse han obtenido anticuerposmonoclonales

desarrolladosfrentea la nucleocápsidedelvirus y sehadesarrolladouna ELISA de bloqueoquees

capazde detectaranticuerposdesdeel día 10 hasta,al menos,el día210 p.i. (SanzeraL, 1995).

Estudiosrealizadoscomparandodistintastécnicasdediagnóstico,incluyendoIPMA, IR y

distintasELISAS han dado comoresultadouna buenaespeciflcidaden general,siendola más

sensiblela de IPMA realizadasobrecultivos de MAP, igualadasolamentepor una ELISA de

bloqueoutilizadaenBélgica (Drew, 1995;Yoon elaL, 1995c).La primeradetectaanticuerpos2 ó

3 díasantesque la segunday es mássensibleen la detecciónde anticuerposmaternales,mientras

que la segundatiene mayorsensibilidaden la detecciónde anticuerposfrentea cepasamericanas

(Nodelijk etal., 1996b).

Las pruebasserológicaspuedendar problemasteniendoencuentala variaciónantigénica

del VSRRP(Beilagee?al., 1992;Frey elal., 1992;Wensvoortelal., 1992;Bautistaeta!., 1993b;

Yoon e? al., 1995a)comose ha puestode manifiestocuandoseha sometidoapruebasde IR y de

SN a suerosbritánicospositivospor la técnicade IPMA (Edwardse?aL, 1992). Entrelas cepas

aisladasen los distintos paíseseuropeosno existendiferenciassustanciales(Wensvoorte? al.,

1992;Kapur e?al., 1996;Suárezelal., 1996b;),pero sí entrelas cepaseuropeasy lasamericanas

(Wensvoorte? al., 1992) y entrelas distintascepasamericanas(Wensvoortel al., 1992). Como
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consecuencia,parala detecciónde anticuerposfrenteal VSRRPse recomiendala utilizaciónde

técnicasdesarrolladasy validadasen la zonadonde se encuentranlos animalesque se van a

estudiarparaevitarestetipo de problemas.

Además,teniendoen cuentala granextensiónquepresentahoy en día la enfermedad,una

tomade sangreno essuficienteparadeterminarsi la infecciónha sido recienteo no, porlo quese

necesitanmuestraspareadassiempreque se realizeun estudiode presenciade anticuerpos.Una

muestrade 30 animalesofreceun nivel de confianzadel 95%paradetectarunaseroprevalenciadel

10% ó mayor(Deael al., 1992c). Si laprevalenciaesmayor, lo cualesmuy frecuentesi se están

estudiandocerdosde cebadero,serásuficienteuna muestrade 10 animales,que permitedetectar

con un nivel de confianzadel 95%una seroprevalenciadel 30%ó mayor(Morrisone? al., 1992a).

La mayoríade los lechonesseroconviertenen las lechoneras,de formaque animalesde 3-4meses

de edadson un buenindicadorde la presenciade la enfermedad(Thacker, 1992).Así, en granjas

en que la enfermedadesendémica,la mayoríade los lechonessonnegativoscuandose destetan,

pero entreel 80% y el 100% de los animaleshan seroconvertidoa las 8 ó 10 semanasde vida

(Freesey Joo, 1994). Por el contrario, la mayoríade las cerdasen estetipo de granjasson

seronegativas(Stevensonel al., 1994). Ademásesfrecuentedetectaranticuerposen lechonesque

naceninfectados,siendotambiénposibleque estosanticuerposconvivancon el virus circulante.

Por tanto,la infeccióntranspíacentariasepuededemostrarno sólo porla existenciadelvirus sino

tambiénde anticuerposespecíficosen la sangrede los lechonesantesde mamarel calostroy en el

liquido ascíticode los lechonesnacidosmuertoso nacidosdébiles (Terpstrael al., 1991;

ChristiansoneraL, 1992).

1.9.4. Determinación del VSRRP

Paraladeterminacióndel virus sepuedeintentarsu aislamientoo biensudetección.

1.9.4.1. Aislamiento ‘i’írico

El aislamientovíricoconstituyeunatécnicadiagnósticamuy importante,peropocoutilizada

debido a la infraestructuranecesariaparallevarlaa cabo.Es posible aislarel virus de varios

órganosy tejidos incluyendoel pumón, la médulaósea,el bazo, el timo, las amígdalas,los

ganglioslinfáticos,el corazón,el cerebro,elhígadoy el riñón, aunquelamuestraqueharesultado

sermásadecuadaparael aislamientoesel suerode animalesenfermos(vanAlstineeíal., 1993),

los líquidosfetalesy el pulmón de los fetos, el sueroo los órganoslinfoides (Bloemraade? aL,

1994) y los MAP recogidosmediantelavadopulmonar(Mengelinger al., 1995).El uso de MAP

proporcionauna ventajaya que, ademásde su utilizaciónparael aislamientovírico a partir de
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lisadosde los mismos,puedenserutilizadosparala detecciónde antígenosvíricosmedianteuna

técnicade IR 1 horadespuésde serañadidosal soportede cultivo, dandopor tantoun diagnóstico

muy rápido.Además,esposiblela utilizaciónde MAP procedentesde animalesvivos, los cuales

han demostradodar resultadospositivosduranteperiodosde tiempomás prolongadosque las

muestrasde suero(9 semanasp.i. frentea4 semanasp.i.). En estecasolos mejoresresultadosse

han obtenidorealizandococultivosde MAP con célulasde lalineacelularMARC-145 (Mengeling

el al., 1996c).Si lo queseobservansonproblemasasociadosala reproducción,la mejormuestra

la constituyenlechonesnacidosmuertoso nacidosdébiles,especialmenteel suero de estos

animales.

Se ha demostradoque, aunqueel virus se puedeaislarhasta8 semanasdespuésde la

infeccióndel pulmón,el suero,el plasmao las célulassanguíneas(Ohlingerel aL, 1992a;Patonel

al., 1992), las muestrasprocedentesde animalesen la faseagudade la enfermedadson más

recomendables.

En cualquiercaso, las muestrasempleadasdebenestarfrescas,ya que los procesosde

autolisisinactivanrápidamenteel virus (Boeckman,1993).Éstapuedeserla causade quelos fetos

momificadosno seanuna buenamuestraparaintentarel aislamientovírico (Christiansonel aL,

1992).

En el laboratorioel virus se puedecultivar en MAP obtenidospor lavadopulmonar

(Wensvoorteral., 1991)o en líneascelularesestablecidasprocedentesderiñon demono(CL-2621

y MA-104) (BenfleId er al., 1992a,b;Kim el al., 1993). Sin embargo,algunosaisladoscrecen

solamenteen algunode los tiposcelulares,con másfrecuenciaen MAP, sobretodo si se intenta

realizarel aislamientoa partir de muestrasde suero,por lo que se recomiendala utilizaciónde

ambostipos de células(Bautistael aL, 1 993b).El ECPproducidoporel virus ha sido descritopor

Pol e? al. (1992) y Patonel a!. (1992a)y consisteen un redondeamientoy agrupamientode las

células, seguidodel desprendimientodel soporteen que se cultivancomo consecuenciade la

muertecelular.El virus alterala homeostasiscelularhaciendoque desaparezcanlas proyecciones

de superficiedelas células.

Sin embargo,las cepasde campopresentangrandesvariacionesen sus característicasde

cultivo, produciendoalgunasun ECP obvio a los 3 ó 4 díasde cultivo y necesitandootras tres

pasesen un periodode3 a4 semanasparaponerlode manifiesto.Tambiénsehandescritoaislados

que no producenECP de tal maneraque es necesariorealizartincionesinmunológicaspara

determinarsu presencia.Entrelas tincionesutilizadasestánla inmunofluorescenciadirecta(IFD)

(Yoon el al., 1992b), la 1PMA (Wensvoorteral., 1991) y una tinción con oro coloidal (Magarel
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al., 1993).

1.9.4.2. Detección vírica

Losmétodosdedetecciónvírica incluyentincionesinmunológicasquesehanutilizadopara

determinarla presenciadel virus en corteshistológicosde tejidoscomo elpulmóno el bazo.Estas

incluyentécnicasde inmunofluorescenciadirectaen cortesde pulmóno bazoutilizandoanticuerpos

monoclonalesconjugadosconfluoresceína(Benfleld e?al., 1992a;Nelsonel al., 1992), lascuales

han demostradoser útiles en el diagnósticode la enfermedadcuandose asociaa problemas

reproductivos(Zemaneral., 1993), técnicasde inmunoperoxidasaen tejidosfijadosconformalina

o solución de Bouin (Halbur el aL, 1994a),con las que se observauna tinción específicaen el

citoplasmade las célulasinfectadasy técnicasde ininunohistoquimica(Magare? aL, 1993), que

ofrecenla ventajade permitirevaluar a la vez la presenciade antígenosvíricos y las lesiones

histológicas,ademásde permitir la realizaciónde estudiosretrospectivosutilizando tejidosfijados

con formalinay embebidosen parafina(Larochelleel al., 1994). La sensibilidadde este tipo de

técnicases comparablea la obtenidautilizandotécnicasde inmunoperoxidasa,sin embargo,las

reaccionesinespecíficasson muchomenosfrecuentes(LarochelleyMagar, 1995).

Igual que sucedecon las técnicasde inmunohistoquimica,la hibridación itt siíu también
permitela deteccióny localizacióndelvirus en las célulasy los tejidosafectados.La diferenciaes

queen esteúltimo casosedetectanlos ácidosnucleicosespecíficosdel virus. Recientementeseha

descritounatécnicade hibridación itt silu queutiliza comomarcadorparala deteccióndel virus en

muestrasde tejidosfijados con formalinay embebidosen parafinala digoxiginina (Larochelleel

al., 1996).Estatécnicahademostradosermássensiblequela innxunohistoquímica,ofreciendouna

sensibilidadsimilara la obtenidamedianteel aislamientovírico, pero con la ventajade ser más

rápidaysencilladerealizar(LarochelleyMagar,1996).Otra posibilidadesrealizarunatécnicade

hibridaciónin sitie utilizandocomomarcadorlabiotina(Parke?al., 1996b).

Ademásse ha desarrolladola técnicadela transcripcióninversay la reacciónen cadenade

la polimerasa(RT-PCR) parala deteccióndel virus, tantoen el laboratoriocomopara muestras

clínicas,incluyendomuestrasde semen(Mardassiel al., 1994c;Suárezel al., 1994;van Woensel

el al., 1994; Christopher-Henningse? a!., 1995b;Shin e? al., 1996b).La primeratécnicade Rl’-

PCRfue la desarrolladaporSuárezelal. (1994).Estatécnicaamplificaun fragmentode ADN que

correspondea unasecuenciadeterminadade la ORF7 del ARN del virus Lelystad.Los primeros

cebadoresdiseñados,de 28 oligonucleótidoscadauno, definenun segmentoamplificadode 312

paresde basesentrelas bases14639 y 14950.Esteamplicónsedetectacomouna bandaen un gel

de agarosaal 1 ,5% teñidocon bromurode etidio. La sensibilidadobtenidaen sobrenadantesde
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cultivos de MAP infectadoscon el \ISRRP es de 6,7 DI50CT y en muestrasclínicasde 102

DI50CT. La técnicadesarrolladapor van Woenselel al. (1994) detectahasta30 DI50CT en

sobrenadantesde cultivos de MAP o en muestrasde semen.La técnicadesarrolladapor

Christopher-Henningsel al. (1995b)utiliza dos gruposde cebadores,uno de elloscorrespondea

un fragmentode la ORF lb y el otro correspondea un fragmentode la ORF 7. Estatécnica,

utilizadafundamentalmenteparala deteccióndel virus en muestrasde semen,permitela detección

del 10 viriones/mLy hademostradotenermuy buenacorrelacióncon el bioensayo,obteniéndoseel

mismoresultadoen el 94% de los casos.La técnicadesarrolladapor Mardassiel al. (1994c)

permitela diferenciaciónde cepaseuropeasy canadiensesya queutiliza dosparesde cebadores,

uno generalque reconoceunazonaconservaday otro que no reconocelascepaseuropeas.Por

último, la técnicadescritapor Shin e? al. (1996b)esuna técnicamultiplequepermitedetectaría

presenciadel virus de la enfermedadde Aujeszky,el coronavirusrespiratorioporcinoy el VSRRP

en muestrasde semen.La sensibilidadparalacepaamericanaVR-2332esde 0,01 DI50CT y para

lacepaeuropeaLV esde 0,1 DI50CT. Ademásde las técnicasde RT-PCR,se ha desarrolladouna

técnicade ELISA-PCRque marcalos productosde PCR con digoxigininadurantesu obtención,

paradespuéshibridarlosutilizandounasondamarcadacon biotina que es reveladamedianteuna

técnicade ELISA (Valíceketal., 1996).

Otra forma de detecciónvírica son los bioensayos,consistentesen la inoculaciónde

muestrassospechosasde contenervirus a lechonesseronegativosde entre4 y 8 semanasde viday

observarsi se produceunaseroconversión,pruebade que lamuestraerapositiva. Seha utilizado

principalmenteparadetectaríapresenciade virus enmuestrasde semen(Swensonel al., 1994a,b;

Christopher-Henningse? aL, 1995b; Nielsenel al., 1995) inoculandoa lechonespor la vía

intraperitoneal.Tiene como ventajasel ser muy sensibley detectarvirus infectivo y como

inconvenienteel seruna pruebacaray larga.

1.10. TRATAMIENTO

No existeun tratamientoespecificoparala enfermedady lo únicoque sepuedehaceres

aplicarmedidaspaliativas.

Los cerdosquemuestranunasintomatologíarespiratoriadebenseralojadosen navesen las

que hayauna buenacalidadde aire, dondeno existancorrientes,evitandolamezclade animalesy

la superpoblaciónparaevitar en lo posibleel estrés.Ademásesconvenientesubir la temperatura

mediade la sala(Muirhead,1992). Se ha descritouna disminuciónen los efectosque producela

enfermedadcuandolas condicionesambientalesy de alojamientosonbuenasy cuandola densidad
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de animalesno esmuy alta (White, 1992). Se debendaralimentosde buenapalatabilidady alta

energíaa todos los animalesafectadospara evitar, en la medidade lo posible, la pérdidade

condicióncorporalduranteelperiodode inapetencia(White,1991).

Los antibióticossehan utilizado,bienpor la vía parenteralo bien en el aguao el pienso,

paracontrolarlasinfeccionessecundarias(Hopperelal., 1992).Muirhead(1992)ha recomendado

añadirtetraciclinaal piensode gestacióndurante4 semanas,furazolidonaal pienso de lactacióne

inyectara los lechonescon antibióticosdelargaduraciónalos 3, 6 y 9 díasde edad,ademásde dar

tetraciclinas,sulfonamidaso tilosinadurante3 ó 4 semanasalos cerdosen crecimiento.

Tambiénsehan aplicadoantiinflamatorios,especialmenteácidoacetilsalicílico,salicilatos,

flunixin y dipirona(Ahí el al., 1992; Gordon, 1992;White, 1992). El ácido acetilsalicílicoseha

utilizadoa la dosisde 8 g/cerdaldíadurante7-10 días,pero debeserusadocon precauciónporque

los salicilatosson teratogénicosal principio de la gestación.Tantolos salicilatoscomo otros

fármacosse hanutilizado por su efectoanti-prostaglandínicoparaevitar los abonosy los nacidos

muertoscon resultadosvariables.

Parareducir la mortalidadperinatalse ha intentadoasegurarque los lechonesingieranel

calostroen el momentodel nacimientoy a las 4 horas,ademásde darleselectrolitos,glucosay

calostronaturalo artificial. Ademássedebeintentarque lascondicionesenelnido seanadecuadas

paraquelos lechonesesténconfortables.Tambiénseha administradosuerode animalesquese han

recobradode la enfermedadobtenidoen el mataderoparaconseguirunabuenainmunidadpasiva,

perolos resultadoshansido, al menos,dudosos.

Comomedidaparareducirel estrésen los lechonesreciénnacidosse ha propuestoevitarel

cortede los colmillos, especialmenteen los lechonesnacidosdébiles,y retrasarla inyecciónde

hierrohastalos 3 díasdeedady el cortedela cola, si se realiza,hastalos 5 días(Ahí el al., 1992;

White, 1992).Por su parteKavanagh(1992)ha sugeridoretrasarla inyecciónde hierrohastalos

14 díasde edady la suspensiónde lámparasa ambosladosde la parteposteriorde la jaula de

partosparamejorarel ambientedel neonato.Tambiénsedeberealizarunahemostasiaen el cordón

umbilicalparaevitarlas hemorragiasqueen ocasionessehandescritoasociadasa estaenfermedad.

Es importanteevitarla inducciónde los partosy los acoplamientosde los lechonessólo se deben

realizaren las primeras24 horasde vida paraigualarel tamañode las distintascamadas,evitando

cambiarlosde salade partos(McCaw, 1995).

Las cerdasqueabortano pierdentodala camadasedebendejarsin cubrirhastael momento

en que deberíanser cubiertasen condicionesnormalespara evitar tanto los problemasde
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infertilidadquesepresentanen el primercelodespuésde un abonoo un partoprematurocomolos

problemasdeflujo de animalesen lagranja.Además,si sepresentanproblemasderepeticiones,se

debenaumentarenun 10% ó un 15%las cubricionessemanalesparaintentarmantenerconstanteel

númerodepartosporsemana(Muirbead,1992). Por tanto,paraconseguiresteobjetivo sedebe

intentarrebajarel númerode cerdasde desechoque seeliminanen lagranjadurantelafaseaguda

de un brote.

Paramitigarlosproblemasde infertilidadque se puedenpresentaren los verracosse debe

recurrira la inseminaciónartificial o al menosa utilizardistintosverracosen cadamontaquese les

da a las cerdasparareducirel riesgode repeticiones.

En granjaspersistentementeinfectadas,donde apareceninfeccionessecundariasen

lechonerasy recríade formacontinua,sepuedeintentarla repoblacióncon animaleslibres de la

infección,siemprey cuandola granjaestésituadaen una zonadondeel riesgo de reinfecciónsea

bajo.

1.11. PREVENCIÓN Y CONTROL

1.11.1. Profilaxis higio-sanitaria

Como medidasde prevenciónpara evitarla entradadel virus en una granja,hay que

extremarlas precauciones,respetandolos periodosde cuarentena,restringiendoel accesode

visitantesa la granja,imponiendoun cambiode ropa obligatorioa la entradade las instalacionesy

evitandola entradade vehículosdentrodel perímetrode las mismas.Estasprecaucionesparecen

habersurtido efectoen algunospaisescomoBélgica y El ReinoUnido, perono han conseguido

frenarla extensiónde lainfección en otros como esel casode Holanda.Inclusogranjascerradas,

conmedidasde seguridadtalescornoladuchaobligatoriay el cambioderopa antesdeentrarenlas

instalaciones,han sido infectadas,probablementedebido a la difusión aerógenadel virus,

especialmenteen áreasdondela densidadde poblaciónde cerdoses muy alta y las condiciones

atmosféricasfavorables.

Teniendoen cuentala posibilidaddedifusiónaerógenadel virus, parala construcciónde

nuevasgranjas,sedebenelegir zonasde unabajadensidadde animales,lo máslejosposiblede

granjasqueya esténfuncionando,especialmentelas másgrandes.El riesgode infeccióndebidoa

ladifusión localde laenfermedaddisminuyeal aumentarladistancia,con distanciasdemenosde 3

km especialmentepeligrosas,y disminuirladensidadde población(BlahayBúker, 1995).
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En muchoscasos,la entradade la enfermedaden una explotaciónseha debidoa la

introducciónbiende animalesdestetadoso bien decerdasderenuevo.Estascerdasde 6 ó 7 meses

de edad,si procedende granjasque esténinfectadasde forma enzoótica,puedenser virémicas

cuandoingresanen la nuevagranja(Dee el al., 1993).Además,las pruebasserológicasen las

de procedenciano siempreasecuranel estadorealde lasmismasya quealgunosanimalesgranjas

puedenser negativos,aunqueexistala infecciónen la granja,especialmentesi éstaha sido

enzoóticadurantealgún tiempo, si la infecciónestáen periodode incubacióno si seha producido

despuésde la extracciónde sangre.Como consecuencia,se debenrealizarsiempredos pruebas

serológicas,una antesdel movimientode los animalesy la otradespués,al final del periodode

cuarentenaen la granjaque los recibe. Si los animalespermanecenseronegativosal final de ese

periodosepuedeasumirel riesgode introducirlosen la explotación,ya que sólo los animalesen

periodode incubaciónsonseronegativos.Lasmuestraspareadassonimprescindiblesen el casode

quealgunosanimalesesténinfectados,ya que nospermitenconocer,mediantela seroconversióno

el aumentode los títulos de anticuerpos,la actividaddel virus en ese grupo. Porotraparte,al no

ser seropositivostodos los animalesde una granja infectada,no son significativos los datos

obtenidosen individuosaislados,de forma que se debenanalizarmuestrasde un grupo de

individuosqueesténen íntimocontactounoscon otros.

Si por el contrariolaexplotaciónpresentaun statusserológicopositivoy sevan a introducir

cerdasde renuevoseronegativas,éstassedebenintroducircon3 ó 4 mesesde edadparaque se

infectenen el periodode crecimientoy evitar la presentaciónde problemasen la reproducciónal

infectarsedespuésde la cubrición. Si no se realizauna buenaaclimataciónpuedenaparecer

problemasreproductivoscrónicos(Deey Joo, 1994b).Si no se conocecon certezacuál es la

situaciónde la granja, esunamedidamuy recomendableel sometera los animalesque llegana un

periodode cuarentenay luegoexponerlosalechonesqueesténen las lechoneras.

Otra posiblefuente de infección la constituyenel semen,los embrionesy los fetos

obtenidosporhisterectomía.Aunquelos embrionesy los fetos sepuedeninfectarin ulero ya que

el virus escapazde atravesarla barreraplacentaria,no constituyenun peligro real, ya queno es

una prácticahabitualni el transplantede embrionesni la obtenciónde animalespor histerectomía.

Por el contrariola adquisiciónde semencontaminadosí puedeconstituirun riesgoimportanteya

que,aunqueexisteciertacontroversiaal respecto,seha demostradotanto la eliminaciónde virus

porel semen(Swensone? al., 1994a;Chústopher-Henningsel al., 1995a)comola transmisióna

cerdasinseminadascon semenque contieneel virus (Yaegerer al., 1993; Swensonel al., 1995a;

Gradil eral., 1996;Lagerelal., 1996b).

Otra cuestióna teneren cuentaes la introducciónde verracosen los centrosde

66



Introducción

inseminaciónartificial. Se puededecirque sedebenteneren cuentalos mismosprincipios que

cuandoseintroducencerdasde renuevoen una granja respetandolos periodosde cuarentenay

realizandopruebasserológicasduranteal menos60 días,asegurandoasíque los animalesque se

van a introducirsonseronegativos(Benfield el al., 1995). Sin embargo,se ha demostradoque,

con un periodode cuarentenaadecuado,esposibleintroducir verracosseropositivosen un centro

de inseminaciónartificial o en una granja sin que existaun peligro real paralos animales

seronegativosqueya estáne.n el centroo en la granja(Potter, 1994;Patony Drew, 1995).

Cuandola prevalenciadelaenfermedaden unazonaen concretoesmuy baja,la extensión

de la enfermedadse puedecontrolarmedianteun programade controlaplicadoal movimientode

animales,a lainseminaciónartificial y al movimientode vehículos(le Potierel al., 1995).

Tambiénexistenuna serie de medidasgenerales,aplicablesa cualquierenfermedad

infecciosa,que debenser tenidasen cuentaparaevitar la entradade la enfermedaden las granjas.

Entreellasestánel hechode que el riesgode introducir cualquierenfermedaden unagranjaes

mayorcuantasmásvecesse introduzcananimalesy cuantosmás origenesse mezclen.Como

consecuencia,es preferibleintroducir más animalesde cadavez y con menosfrecuencia,

intentandoquetodostenganla mismaprocedencia.

Además, la introducciónde animalessusceptiblesa la enfermedad(centinelas)y la

vigilanciaclínicade los mismosduranteel periodode cuarentenade los animalesque llegana la

granjapuedeayudaradetectaríapresenciadelvirus.

La limpiezade los localesy el uso de desinfectantesesuna medidanecesaria.Así, se ha

demostradoque los efectosclínicos de la enfermedadson mínimos cuandose desinfecta

regularmente(PlanaDuráneral., 1992a). Se ha demostradoqueel VSRRPessensiblea distintos

tipos de desinfectantes,entreellos una mezclade peróxido, surfactantesy ácidosorgánicose

inorgánicos(Virkon S®, Antec International),que puedeserutilizadoa unadilución 1:700 y una

mezclade ácidosorgánicos,surfactantesy biocidas(FarmFluid S®, Antec International),quees

eficazaunadilución 1:900.

Si la enfermedadestápresenteen unagranja,existenunaseriede medidasde control que

se puedentomarparaintentarlibrarla de la misma. Paraello esfundamentalconocerdóndees

activoel virus. Existen4 zonasen unagranjadondepuedecircularel virus:

1. Lazonadondeseencuentranlos animalesde reposición(en periodode aclimatación).

2. Poblaciónde reproductoresquenuncahantenidocontactoconla enfermedad.
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3. Las lechoneras.

4. Los cebaderos,especialmentecuandolos animalestienen18±2 semanas(Polson,1996).

Si la circulacióndel virus estámuy extendidaentrelos distintosgrupos,una posibilidad es

la repoblacióncon animalesseronegativos.Paraello se debevaciarla granja, lavarcon aguaa

presióna másde 94’C, desinfectarcon formaldehidotres vecesy dejarlaen periodo de vacio

sanitariodurante14 días (Deee?al., 1993). Estamedidapuedeserútil siemprey cuandola granja

seencuentreen una zonadondeel riesgode reinfecciónseamuy bajo.

Existen otras medidasde control que se puedenimplantar,sin embargo,para ello es

necesariocomprobarqueel virus no estácirculandoen los reproductores,yaque ningunamedida,

salvo la repoblación, surtirá efectosi los animalesadultosestáneliminandoel virus, infectándose

unosa otros y a sus lechones(Deeer aL, 1996a).Paracomprobarsi los animalesadultosestán

eliminandoel virus es necesariala realizaciónde perfilesserológicos(Dee y Jo0, 1996).Titulas

muy altosde anticuerposen las cerdaso en los lechonesrecién destetadospuedenindicarque el

virus estácirculando,sobre todo si la seroprevalenciaes mayordel 20%. La circulacióndel

VSRRP en los reproductoressepuedecontrolarmedianteel manejode las cerdasde reposición.

Paraello sedebentomardostipos de medidas(Deeeral., 1994):

1. Cerrarlagranja,evitandola introduccióndenuevosanimalesduranteun periodode al menos4

meses,paralo cual se puedenutilizar animalesdel cebaderopara la renovacióno se pueden

introducir los animalesde reposiciónde los 4 mesesa la vez, en lugar de seguirun programa

semanalo mensual,adaptandoparaello las instalaciones.

2. Adecuarlas instalacionesparafacilitar el periodode aislamientoy aclimataciónde los animales

de reposiciónque entrenen la granja.Las instalacionesde aislamientodebenestarfuerade la

granjay, si ellono fueraposible,debenal menostenerespaciosaéreosseparadosdel restode los

animalesqueseencuentranen producción.El periodode aislamientoy aclimatacióndebedurarde

25-30días a45-60ya quelos periodosde viremiason muy largosen estaenfermedad.Ademásel

manejode la reposicióndebe seguir el sistemade “todo dentro-todofuera”, limpiando y

desinfectandoentrelos distintosgrupos. Duranteesteperiodode tiempose debenrealizardos

tomasde sangrecon un intervalode entre30 y 60 días.

Una vez controladala circulacióndel virus entrelos reproductores,y, si se sabeque el

virus estácirculandoen un grupoconcretode edad,unaposibilidadesrealizaruna depopulación

parcialque consisteen unamodificacióntemporaldel flujo de animales,sacandode la granjael

grupode edaden el que se creeque circula el virus paralimpiar, desinfectary dejarunosdíasen

periodode “vacio sanitario”las instalacionesenlas quesealojan. El protocoloquehay que seguir
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parallevaracabounadepopulaciónparcialesel siguiente:

1. Se debensacarde lagranjalos animalesen los quecirculael virus, los cualesno debenvolver a

entraren el sktemaen ningúnmomentode su ciclode producción.

2. Se debenlavary desinfectarlas instalaciones3 vecescon aguacalienteentre90’C y 94’C y

desinfectantesquímicoscomoelformaldehidoo el fenol, todoello en un periodode 14 días.

3. Lasfosasde purinessedebenlimpiar y desinfectarentrelos ciclosde limpiezaydesinfecciónde

lasinstalaciones.

4. Las habitacionesdebenpermanecervacíasposteriormenteun tiempomínimode 2 ó 3 días.

En ocasiones,sehallevadoacabosacandode la misma,en unagranjade ciclo cerrado,los

cerdosen crecimientoy engorde,dondese habíademostradomedianteserologíaque el virus era

activo (Kang el al., 1994; Shin el al., 1994). Sin embargo,lo más frecuentees realizaruna

depopulaciónparcial de las lechoneras,ya que normalmentees aquídondese mantieneactivo el

virus, rompiendoasí el ciclo de transmisiónde la enfermedadde los animalesmásviejos a los más

jóvenesy conseguirasí animalesde cebaderonegativosa la enfermedad(Dee y Joo, 1994a;

Kawashimaeral., 1994;Dee elal., 1996c,d).Estaprácticase ha llevadoacaboen granjasdonde

los perfilesserológicosindicabanseroprevalenciasmenoresdel 10-20% en los animalesen

gestacióny en lechonesde 3-4semanas,de entre25% y 50% en cerdosde 5-6 mesesy mayores

del 80% en los animalesde 8 a 10 semanasde vida (Deey Joo, 1994a).Este sistemaseha

empleadoen EE.UU., Europay Asia y, aunqueno eseficazenla erradicaciónde laenfermedaden

todoslos casos,sí consiguequemejorenlos datosde producciónen laslechoneras,disminuyendo

lamortalidady los costespor tratamientosde enfermedadessecundariasy aumentandola ganancia

mediadiaria de pesomejorandopor tanto la economíade la mayoríade las granjas(Dee y Joo,

1994a;Dee, 1996a;Deeeral., 1996d).Estaestrategiaesespecialmenterecomendableen zonascon

una alta densidadde población,dondees difícil utilizar el sistemade producciónen múltiples

sitios. Además,tienelasventajasdeserrelativamentebarato,deno interrumpirdemasiadoel flujo

de animalesy de ayudara controlarotrospatógenosenzoóticosenlas granjascomolos causantes

de la neomoníacnzoóticay la enfermedadde Glássero las infeccionespor el coronavírus

respiratorioporcino.Comodesventajasfiguranel hechode que su aplicacióndependedel patrón

de circulacióndel virus en la granjay la necesidadde encontrarun sitio paralos lechonesmientras

sellevaacabo.

En EE.UU. hanutilizadolos sistemasde Isowean®,el desteteprecozsegregado,el destete

precozmedicadoy el desteteprecozmedicadomodificado,unidomuchasvecesa la utilizaciónde

sistemasde producciónen multiplessitios paraintentarerradicaríaenfermedaden algunasgranjas

(Dee, 1993;DeeeraL, 1993; Christiansonelal., 1994a;Loula, 1995). Estossistemastienenpor
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finalidadmantenera los animalespor lotesde edadesen distintaslocalizacionesparadisminuir la

transmisiónque de formanaturalseproducede los animalesmásviejosa los másjóvenes.Para

que tenganeficaciaes necesarioque no haya lechonesvirémicosen lactación,hechobastante

frecuentesi el virus no recirculaen los reproductores,ya quenormalmentelo quesucedeesquelos

lechonestienenanticuerposmaternalesque desciendena las4 semanasde vida aproximadamente

paraproducirsela seroconversiónen animalesde 6 a 7 semanasde edad.Si se compruebaeste

hecho, los lechonessepuedendestetarcuandoaún sonjóvenes,muchasvecesentrelos 12 y los

14 díasde viday trasladarlosa lechonerasconstruidasfuerade lagranja.Al cabode 12 semanasen

estesegundositio, los lechonesse puedentrasladara cebaderos,ubicadostambiénlejosde las

lechoneras,o terminarsu ciclo en estesegundositio. Aunqueestesistemapuedefallar y sepueden

infectarlas lechoneras,en cualquiercasoel alto nivel sanitarioque proporcionaestesistemade

producciónhaceque la infección no produzcalas pérdidasque produceen los sistemas

convencionales(Dee er aL, 1993). El desteteprecoz,acompañadode producciónen múltiples

sitios, esespecialmenteadecuadocuandolaseroprevalenciaenlos reproductoreses alta(Deeel al.,

1993). Además se ha empleadocon buenosresultadospara eliminar los agentesviricos y

bacterianosasociadosal SRRP(White, 1995), siemprey cuandoesténbiendiseñadosy seevitela

mezclade animalesde distintasedades.

La prácticade un sistemade “todo dentro-todofuera”,consistenteen establecergruposde

animalesquetengantodos la misma edady entreny salganala veza una zonade producción,es

fundamentalpara la erradicaciónde la enfermedady estan importanteevitare! movimientode aire

entre las distintassalascomo evitar el contactofísico directo entrelos animales.Es más, en

espaciosde aire muy grandesno siemprese obtienenbuenosresultados.Además,las salasse

debenlimpiar y desinfectarentrecadanuevogrupo de animales.Estesistemapermiteevitar el

contactode los animalesmásjóvenesconlos másviejos,rompiendodeestaformala recirculación

del virus.

Sin embargo,hay que teneren cuentaque, aunquelos sistemasde desteteprecoz

segregado,desteteprecozmedicado,desteteprecozmedicadomodificado,producciónenmultiples

sitios y “tododentro-todofuera” soneficacesparala totaleliminacióndeciertospatógenoscomola

enfermedadde Aujeszkyo la neumoníaenzoótica,no lo son con otros comoSíreplococcussuis,

Hae¡nophilusparasuis o el SRRP, por lo cual, los resultadosobtenidoscon estemétodoson

variables,sin quesepuedagarantizarlaeliminacióndel virus con estaprácticade manejo.

Otro sistemaque ha sido descritopara el control de la enfermedades el denominado

MCREBEL(ManagementChangesto ReduceExposureto BacteriatoEliminateLosses)(McCaw,

1995, McCawer al., 1996). Estesistemaestáencaminadoa reducirtanto los agentessecundarios
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como el VSRRP en las salasde partosy las lechoneras.Paraello serecomiendanuna seriede

medidasque a continuaciónsecitan:

1. Realizaracoplamientossólo en las primeras24 horasde vida, evitandoigualarlas camadas

cuandoalgún lechónse quedepequeñoo existananimalesenfermos,mover los lechoneso las

cerdasentredistintas salasy el uso de nodrizasparasacaradelantea los lechonesenfermoso

retrasados.

2. Eliminarlos animalesenfermosqueno tienenposibilidadesde recuperación.

3. Evitarel manejoinnecesariode los lechones,especialmenteparala administraciónrutinariade

antibióticoso inyeccionesextradehierro.

4. Evitarel movimientode los animalesretrasadosa otrashabitacionescon animalesmásjóvenes.

Paraello sedebeneliminarlos lechonesqueno tenganel pesoy el estadodesaludnecesarioal

destetey de nuevo a las 10 semanasde vida y se debeutilizarel sistemade “todo dentro-todo

fuera” en las lechoneras,dejando2 ó 3 díasparala limpiezay la desinfecciónde las salasentrelos

lotes.

5. Evitar los sistemasde retroalimentaciónutilizadosparaestimularla inmunidadconsistentesen

dara las cerdasgestanteslos restosde las placentasy los lechonesnacidosmuertos.

Con el uso de este sistemaha sido posibleeliminarla enfermedaden algunasgranjas,sin

utilizarparaello medidascomplementarias(McCawy Henry,1995).

En cuantoa los intentosde controlarla enfermedada nivel internacional,la comisiónde la

Unión Europeaen su directiva91/109de marzode 1991 estableciómedidasde control parael

movtmientode cerdos,obligandoa los estadosmiembrosa notificar los municipiosen los que

habíaaparecidola enfermedady prohibiendola exportacióndesdeestaszonashastaquelas granjas

afectadasse hubierandeclaradolibresde la misma(lo cual sucedíaen un periodode 8 semanas

desdela desapariciónde los signos clínicos). Sin embargo,la ampliay rápidadistribucióndel

VSRRPhizo que selevantaranestasmedidasen octubrede 1992. Por otraparte,algunospaíses

hanestablecidomedidasde control,prohibiendolasimportacionesde cerdosdepaísesafectados.

1.11.2. Profilaxis médica

La primeravacunafrente a la enfermedadcomercializadaen el mundo fue lanzadaal

mercadoen 1993 en Españapor Cyanamidbajoel nombrede Cyblue®.Es una vacunamuerta,

con adjuvanteoleosoque contiene1055 DI5oCT deunacepaespañoladel VSRRPobtenidaen

cultivos de MAP, lo cual ha hechodifícil su introducción en otros países,debidoal riesgode

contaminacióncon otrosagentesinfecciososquesuponeel uso de MAP. La vacunava dirigidaa la
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protecciónfrentea los problemasasociadosa la reproducciónen cerdasde reposicióny cerdasen

producción.En cuantoa la administraciónéstadeberealizarsepor la vía intramuscular.En la

primovacunaciónse debenaplicardos dosis separadaspor un intervalode 21 días, evitandola

vacunacióndesde10 díasanteshasta10 días despuésde la cubricióny 10 díasantesdel parto.

Posteriormentese recomiendala revacunacióndurantela lactación,lo cual estimulala producción

de IgAs las cualestienenun papel importanteen la inmunizaciónprevia de los lechonesal

secretarseen la leche.En lascerdasde reposición,la vacunaciónsedeberealizarsistemáticamente

a los 6 mesesde edad, seguidade una revacunacióna los 21 días. Cuando sele realizaron

contrapruebasa la vacuna,esdecir, se inocularonexperimentalmentecon unacepavirulentadel

virus cerdaspreviamentevacunadas,entrelos días67 y 84 de gestación,seobtuvocomoresultado

una proteccióndel 70% en relación con la prevenciónde las alteracionesde la reproducción

comparadocon los testigosno vacunados.Deestaforma, en las cerdasvacunadas,el porcentajede

lechonesvivos una semanadespuésdel parto fue del 73%, comparadocon el 11,9% en las no

vacunadas.Además,el 90% de los animalesvacunadoscontraprobadoscon la cepavirulenta

mostraronsignosde celoal destete,fueroncubiertasy quedarongestantes,mientrasqueel 90% de

las cerdasno vacunadaspresentaronrepeticionescíclicas(PlanaDuráneí al., 1995a).Por otra

parte,aunquela producciónde anticuerpostrasla vacunaciónesmuy limitada, los animalesqueno

presentabananticuerposen el momentode la contrapruebaresultaronestarprotegidos,indicando

que se desarrollauna inmunidadde base celularque juegaun papel muy importanteen la

protecciónfrentea la infecciónporestevirus. Los estudiosde campo,despuésde la aplicaciónde

másde 1 millón de dosis,han sugeridoun beneficiosignificativo en el porcentajederepeticiones,

el númerode lechonesnacidosvivos por cerday año, el porcentajede abortos,el númerode

lechonesdestetadospor cerday año y el númerode lechonesnacidosmuertos(PlanaDuran,

1994).

Otravacunalanzadarecientementeal mercadoespañoleslacomercializadaporLaboratorios

Syva bajo ladenominaciónPYRSVAC-183®.Es unavacunaviva atenuadapreparadacon la cepa

ALL. 183 a una concentración>1050DI50CT queha obtenidolicenciaparasuutilizaciónencerdos

de cebo,pero no en reproductores.Puedeserutilizadaa partir de las 3 semanasde vida y está

indicadaparala prevenciónde la forma respiratoriadela enfermedad.Al ir destinadaalechonesy

animalesde cebollevaun diluyenteacuosoy seadministraunasoladosisporlavíaintramuscular.

A nivel mundial la vacunaque hasta la actualidadha tenido mayor difusión es la

comercializadapor BoehringerlngelheimAnimal HealthIncorporationla cualobtuvo licenciapor

primeravez en 1994en EE.UU. (Gorcycae? al., 1995a).Fue la primeravacunaviva modificada

lanzadaal mercadoen el mundo y estápreparadacon la cepade referenciaamericanadel VSRRP

ATCC VR-2332. Se comercializaen EE.UU. por los LaboratoriosNobí bajo el nombrede

72



Introducción

RespPRRS@y en el restode paísesdondeestápermitidapor Boehringerlngelheim Vetmedica

bajo el nombre de lngelvacPRRS MLV®. Está autorizadaúnicamentepara animalesen

crcc¡micnto,dondepareceevitarla apariciónde los signosclínicosde laenfermedadasociadosala

formarespiratoriaqueafectaa los cerdosen crecimiento,aunquerecientementeha sido modificada

su licenciaen EE.UU. y se permitesu aplicación bajo el nombrede RespPRRS/ReproTMen

hembrasen producciónno gestantespara controlarlos problemasasociadosa la reproducción

(Lagery Mengeling,1997). La pautade vacunaciónen los lechonesconsisteen la aplicacióndc

unasola dosispor la vía intramuscularentrelas 3 y las 18 semanasde vida. En los estudiossobre

estavacunarealizadoshastala actualidadse ha podido demostrarque su aplicaciónen lechones

produceuna viremiadetectabley bastantelargaya que es posibledetectarel virus vacunal en el

suerodc los animalesvacunadosal día siguientede la vacunación,siendotodavíavirémicos25

díasdespuésaproximadamenteun 30% de los animales.Sin embargo,sí produceunaprotección

frentea la infecciónconcepasvirulentasya que SOlO el 30% de los cerdosvacunadospresentan

virernia trasla inoculacióncon cepasvirulentas,siendomenorladuracióndela misma,cuandose

produce,que en los cerdostestigos(Gorcycael aL, 1995a).Además,diferentesestudios,tantode

campocomoexperimentales,han demostradoque la vacunaesefectivaparala prevenciónde los

signosclínicos de la enfermedad,provocandouna disminuciónen la leucopeniaasociadaa la

mismay en las lesionespulmonaresque produce.Tambiénescapazde limitarla difusión de las

cepasvirulentasdel virus ya que aumentael númerode DI50CT necesariasparaproduciruna

infeccióny disminuyela magnitudy duracióndela eliminacióndel virus. Deestaforma,el 40% de

los animalescentinelaspuestosen contactocon los animalesvacunadosy contraprobadoscon una

cepavirulentano seroconviertenen un periodode 28 días(Gorcycaet al., 1995a,b;Kang e?aL,

1996a). Algunosautoreshan descritouna disminuciónen el número de días al matadero,al

presentarlos animalesvacunadosunagananciainediadiaria de pesomejordesdelas lechuneras

hastael final del periododecebo(Sanfordy Nuhn, 1996). Sin embargo,estosresultadosno han

sido apoyadospor otros estudiosque demuestranun peor comportamientode los animales

vacunados,comparadosconlos testigos(Pretzere?al., 1997).

En cuantoa la producciónde anticuerpostras la vacunaciónse ha determinadoque los

animalesvacunadospresentananticuerposdetectablestantopor técnicasde IH comode ELISA a

partirde la segundasemanadespuésde lavacunación,apareciendolos anticuerposneutralizantesa

las4 semanasde la vacunación.La duraciónmediade estosanticuerpososcilaentre112 y 118 días

(Gorcycae?aL, 1995a;Roofe?aL, 1995; Kangel al., 1996a). Laestimulacióndelainmunidada

queda lugarla vacunaciónhaceque, si se inoculanlos animalesvacunadoscon unacepavirulenta,

se produzcaun aumentoen el título de anticuerposneutralizantesa partirdel día7 pI. (Gorcycael

aL, 1995a). Ademásde la respuestainmunede basehumoraldescrita,la vacunaciónda lugaral

desarrollode una respuestainmunede basecelularcaracterizadapor un proliferaciónde linfocitos
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T y unarespuestade hipersensibilidadretardadaquesigueel mismopatrónen animalesvacunados

que en animalesinfectadoscon cepasvirulentas(Bautistael al., 1996b).

Aunque la vacunasólo ha adquirido licencia para su aplicaciónen reproductores

recientementey bajo determinadascircunstancias,sehan llevadoa cabodistintosestudiospara

determinarsu comportamientoen animalesadultos,demostrándoseque el virus vacunalproduce

una viremiadetectable,aunquede menorduraciónque en los animalesno vacunadqs(Gorcycael

al., 1997b; Lagery Mengeling, 1997), encontrándoseen los lavadospulmonaresdurantelargos

periodosde tiempoy eliminándosepor distintasvías. Ademásescapazde atravesarla barrera

placentaria,pudiendodar lugar al nacimientode lechonesvirémicos los cualespresentanuna

apariencianormal, sin que sea posible diferenciarlosde los animalesno infectados(Lagery

Mengeling,1997).Tambiénhay queteneren cuentaque,debidoa la eliminacióndel virus por los

animalesvacunados,esposiblequelos lechonesnacidosde cerdasvacunadasadquieranel virus de

sus madresdespuésdel nacimiento(MengelingelaL, 1996a). Los estudiosde seguridadllevadosa

cabo vacunandocerdasseronegativasen el último tercio de gestación,bien sea con la dosis

terapeúticao con dosis 10 vecessuperioresa la misma, parecenindicarquela vacunaciónno da

lugara alteracionesen la reproducción(Gorcycaelal., 1997a).En las pruebasde eficaciallevadas

a cabovacunandocerdas28 díasantesde la cubricióne inoculándolascon cepasvirulentas,tanto

homólogascomo heterólogas,alrededordel día 90 de gestación,se ha demostradoque la

vacunaciónda lugar a la apariciónde anticuerposneutralizantes,produciéndoseuna respuesta

anamnésticatras la inoculacióncon cepasvirulentas.Además,cuandola inoculaciónserealizacon

la cepahomólogase evita la apariciónde los síntomasasociadasa la reproduccióntalescomo

abortostardíoso partosprematuros,siendolas camadasde los animalesvacunadosen cuantoal

númerode lechonesnacidosvivos, muertosy momificadosy en cuantoal crecimientode los

lechonessimilar a las de los animalesno vacunadosy no inoculadoscon cepasvirulentas y

superiora las de los animalesinoculadoscon cepasvirulentasperono Vacunados.Porotraparte,la

viabilidadde los lechonesnacidosvivos esmejorenlascerdasquehansido vacunadas,sin quese

puedademostrarel nacimientode lechonesinfectadosen el útero (Gorcycael al., 1996b; 1997a).

Cuandola inoculaciónserealizacon unacepaheterólogatambiénseobservaquela vacunaevitala

apariciónde los problemasasociadosa la reproducción,aunqueun 15% de los lechonesnacen

infectadosy un 8% presentananticuerposfrenteal virus (Gorcycaelal., 1997a).Por el contrario,

cuandola vacunaseadministraa cerdasgestantesentrelos días50 y 55 de gestación,aunqueno

aparecensíntomassistémicosy disminuyesignificativamenteel porcentajede lechonesnacidos

muertosy momificados,de los lechonesnacidosvivos de animalesvacunadosun 33% son

lechonesdébilesfrenteaun 96% en el grupode cerdasno vacunadas,muriendoenlos primeros21

días de vida el 56% de los lechonesprocedentesde las madresvacunadasy un 96% de los

procedentesde las no vacunadas.Los lechonesnacidosvivos procedentesde cerdasvacunadasno
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sólo presentanunabajaviabilidad sino queademásenelprimerdíadevidaun 92%y un 90% son

positivosa la presenciade anticuerpospor las técnicasde JPMA y de SN respectivamentefrenteal

53% y el 0% respectivamenteen los lechonesde cerdasdel grupono vacunado(Gorcycael al.,

1997b).Tambiénseha demostradoquela duraciónde la inmunidadala queda lugarla vacunación

essuficienteparaprotegeracerdasvacunadasen su primeragestaciónde la exposicióna unacepa

virulentaen la segundagestación(Mengelingel al., 1996a). Secreeque la vacunaconfiereuna

inmunidadprotectorafrentea la cepahomólogaque comienzadentrode los primeros80 días

despuésde la vacunacióny seextiendeporun periodode al menos600 días (Lagery Mengeling,

1997).Tambiénseproduceproteccióncruzada,siempreque la cepaseaantigénicamentesimilar,

comenzandodentrode los 30 díasque siguena la vacunacióny aumentandocon el tiempo hastaal

menoslos 5 ó 6 mesespost-vacunación.Si la cepano essimilarse desarrollauna ligerarespuesta

protectoraperodependedelacepaquese estudie(Lagery Mengeling,1997).

Un aspectoimportantede la vacunaciónde reproductoreses la protecciónfrente a la

infecciónpor cepasvirulentasquepuedanconferira los lechonestras el nacimiento.Sin embargo,

en estepunto existecontroversia.Mientrasalgunosautoresafirmanque los lechonesnacidosde

cerdasvacunadaspresentananticuerposneutralizantesde origen maternala las 4-5 semanasde

vida, lo quelos hacemásresistentesa laenfermedad,comosedemuestraporunamenorincidencia

de viremia,un menornivel de leucopenia,unamenorincidenciade fiebrey unamejor gananciade

pesocomparándoloscon lechonesprocedentesde cerdassin vacunarcuandose inoculancon una

cepavirulenta(Gorcycací al., 1996a),otros no observandiferenciascon lechonesprocedentesde

cerdasno vacunadascuandoseinoculana las 2-3 semanasdevidaconcepasvirulentas(Mengeling

el al., 1 996a>.

En los verracoslos efectosde lavacunaciónno estánclarosya que,aunqueseproduceuna

disminuciónde la viremiatras la inoculacióncon una cepavirulentay algunosautoresno han

podidodetectarel virus en el semende los animalesvacunados(Nielsenel al., 1995), otroshan

podido detectarloduranteperiodosvariablesentrelos días6 y 39 post-vacunación(Shin er aL,

1995; Christopher-Henningseral., 1996b>. En cuantoa la respuestaque se produce frente a la
inoculacióncon unacepavirulenta,mientrasen algunosestudiosno sedetectael virus despuésde

la misma(Molitor y Shin, 1995; Shin el al., 1996),enotros esposibledetectarloduranteperiodos

muy cortos de tiempoentrelos días4 y 24 despuésde la contraprueba(Nielsenel al., 1995;

Christopher-Henningsel al., 1996b).Por otraparte,dadoque el virus parececapazde producir

alteracionesen la calidadespermáticade los verrcosinfectados,se hanrealizadoestudiosparaver

si el virus vacunaltiene algúnefecto sobrela misma,habiéndoseobtenidoresultadosvariables.

Aunqueen algunosestudiosno sehan observadodiferenciasen la calidadespermáticadespuésde

la vacunación(Nielsenel al., 1995), en otros se haobservadounadisminuciónde la motilidad
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progresivay un aumentode lasformasanormales(Christopher-Henningse?al., 1996b).

En pruebasde proteccióncruzada,vacunandoanimalese inoculándolosposteriormentecon

aisladoseuropeos,se hademostradoque la vacunaofreceunaproteccióncruzadafrenteal virus

Lelystad. estimulandouna respuestaserológicatanto frente a cepasamencanascomoa cepas

europeasy reduciendolos días de fiebre, así comoel nivel y la duraciónde la viremia tras la

infeccióncon el virus europeo(GorcycaetaL, 1995a;Kangel al., 1996a).

A pesarde que estavacunano tienelicencia parasu uso en los reproductores,seha

utilizado en estosanimalesen determinadoscasos.Deestaforma, seutiliza en EE.UU. en cerdas

dereposicióncuandosonseronegativasy sevan a introducirbienen una granjaque hapadecidola

enfermedaden el pasadoo bien en granjasdondese ha comprobadoserológicamente,por la

existenciade subpoblaciones,quela infecciónesactivaen los reproductores,aún en ausenciade

síntomasasociadosalareproducción(Dee, 1996b).Sin embargo,la seguridaddelavacunapuede

no sersuficienteparala realizaciónde estaprácticayaque,enocasiones,despuésde la vacunación

se han producidoaumentosen el númerode lechonesnacidosdébiles,nacidosmuertosy

momificadosy tambiénproblemasde repeticiones,disminuyendola tasade partosun 10% (Loula,

1996). Para la aplicaciónde la vacunaen reproductoressehan seguidodistintosprotocolosde

vacunación.En las cerdasde reposiciónsehan aplicadodosdosisseparadas30 días. En animales

en producciónse han seguidodistintaspautasde vacunación.Una de ellases la aplicaciónde la

vacunacada3 meses,de formaquetodos los animalesson expuestosrápidamenteal virus vacunal

con la ventajade queseeliminanrápidamentelas subpoblaciones.El inconvenienteesqueel virus

vacunalpuedeatravesarla barreraplacentariacuandose aplicaen el último terciode gestación,

dando lugar al nacimientode animalesinfectadosque puedentransmitir la infección a sus

compañerosde camada.Paraevitar esteproblemase ha desarrolladootra pautaque ha sido

denominada“6/60”. Consisteen laaplicaciónde lavacunael sextodíadespuésdel parto, el día60

de gestacióno en ambosmomentos.La desventajaesque la inmunizaciónesmás lenta,de forma

que semantienenmástiempolas subpoblaciones,pudiendodar lugara la eliminacióndel virus de

campoy por tantoa la infecciónde animalessusceptibles.Sin embargo,esmásseguraya que no

sevacunancerdasen el último terciode gestación.Laterceraformadeaplicaciónde lavacunatiene

en cuentala cinéticade desarrollodela inmunidadde basecelular.Consisteen vacunara todoslos

animalesque esténpordebajode los 70 díasde gestación,incluyendolas cerdasen lactación,las

destetadasy los verracosen el mismodíay a lascerdasde másde 70 díasde gestación,en el dia7

post-parto.A los 30 días de la dosis inicial se aplicauna segundadosis, siguiendoel mismo

protocolo.Una vez inmunizadatoda la población,paramantenerun nivel inmunitarioalto se

vacunanlas cerdasen el día7 del periodode lactación.Estesistematienela ventajade eliminar

rápidamentelassubpoblaciones,ya quetodoslos animalesrecibendosdosisde vacunaen el plazo
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de 2-3 mesesy ademásevita la vacunaciónen el último terciode gestación(Dee, 1996b).En

cuantoa los lechones,en ocasionessehaadministadounaprimeradosisalos 2-3 díasdeedadpor

la vía intranasaly una segundadosis a las 2-4 semanasde estaren las lechoneraspor la vía

intramuscularcon buenosresultados,aunquecon el inconvenientedeltrabajoadicionalquesupone

la vacunación.Paraevitaresteinconveniente,y dadoslos buenosresultadosobtenidos,se ha

empezadoavacunara los lechonesporlavíaintramuscularunasólavezantesde los 5 díasdevida

(Loula, 1996).

A finalesdel veranode 1996ha obtenidolicenciaen EE.UU. una vacunacomercializada

por los laboratoriosSchering-PloughAnimal l-lealthbajoel nombredePrimePacPRRS®.Es una

vacunaviva modificadarealizadacon una cepaamericanadel VSRRP aprobadaparaserutilizada

en cerdasde reposicióny cerdasen producciónpara prevenirlos problemasasociadosa la

reproducciónqueproduceel SRRP.En las pruebasrealizadasparala obtencióndela licenciaseha

visto quesólo el 1,8% de las cerdasvacunadasmostraronuna disminucióndel apetitoduranteun

periodocorto de tiempo trasla inoculacióny ningunode los 1467 lechonesinoculadosmostró

ningúntipo de reacciónadversa.Encuantoala protecciónque confierela vacuna,se ha visto que

eseficaztantocuandose contrapruebacon unacepavirulentahomólogacomocuandose utilizauna

cepaheterólogaen la contraprueba.Cuandolacepautilizadaen la contrapruebaerala homólogalos

datosobtenidosfueron:90% de lechonesnacidosvivos en las cerdasvacunadasfrenteal74%en el

grupode las testigos;1% de lechonesde bajopesoen el grupode cerdasvacunadasfrenteal 17%

en el grupo de las cerdasno vacunadas;89% de lechonesviablesen el grupo de las cerdas

vacunadasfrenteal 62% en las no vacunadas;17% dcmortalidadenlos lechonesen lasprimeras7

semanasde vidafrenteal 38% de mortalidaden los lechonesnacidosde cerdastestigosy 0% de

lechonesvirémicosen las primeras7 semanasde vida en lechonesnacidosde cerdasvacunadas

frenteal 100%en el grupode las cerdastestigos.Cuandola contrapruebase realizabacon unacepa

heterólogalos resultadosobtenidosfueron: 75% de lechonesnacidosvivos en las cerdas

vacunadasfrenteal47%en elgrupode lastestigos;1% de lechonesde bajopesonacidosdecerdas

vacunadasfrenteal 10% en el grupode las testigos;92%de lechonesviablesal nacimientoen las

cerdasvacunadasfrenteal 36%en las testigos;5% de mortalidadde los lechonesen las 2 primeras

semanasde vidaen el grupode las cerdasvacunadasfrenteal90% en los lechonesdel grupode las

cerdasno vacunadasy 5% de lechonesvirémicosal nacimientocuandolas madreshabíasido

vacunadas,frenteal 69% de los lechonesen el grupode las cerdasno vacunadas.La vacunase

debeadministrarporlavía intramuscularen unasóla dosisde 3 a 6 semanasantesde la cubrición

tantoencerdasdereposicióncomoen cerdasenproducción.

Estavacunano estáautorizadaparasu uso en lechonesni en verracos.A pesarde ello se

hanllevadoa caboestudiosparavalorarsu eficaciaen la prevenciónde los problemasrespiratorios

77



Introducción

asociadoscon frecuenciaal PRRSen los lechonesy de la presentaciónde la enfermedaden los

verracos.En cuantoa su efectoen el primercaso,vacunandolechonesde 3 semanasde vida e

inoculándoloscon unacepavirulenta, homólogao heteróloga,a las 7 semanasde vida se ha

observadoque, aunquelavacunaciónda lugara la apariciónde un periodode viremiadetectable,la

duracióndel mismoes menoren el grupo de animalesvacunadosque en los testigoscon una

duraciónmediainferior a 2 semanas.Esta viremiada lugar a la eliminacióndel virus en los

animalesvacunados,comoha quedadodemostradopor la infección de un 20% de animalesno

vacunadosque estabanen contactocon el grupo de los vacunados.En cuantoal desarrollode

anticuerpos,seha demostradoque lavacunadalugara laproducciónde anticuerposneutralizantes

a las 2 semanasde la vacunación.La inoculacióncon una cepahomóloga4 semanaspost-

vacunacióndemostróque la vacunaciónpreviadabalugar a unareducciónen la duraciónde la

viremia y evitabala transmisiónhorizontal del virus. Por su parteel título de anticuerpos

neutralizantessufrió un aumentomuy significativo en la primerasemanatras la inoculación.En
cuantoa la sintomatologíay las lesionesasociadasa la infecciónpor el VSRRP, la primerasevio

notablementereduciday lassegundasexperimentaronunareducciónestadísticamentesignificativa,

comparadocon el grupo de animalesque no habíansido vacunadospreviamente.Cuandola

inoculaciónexperimentalse realizócon una cepaheterólogase produjouna respuestafebril entre

los 4 y los 9 días p.i. en los animalespreviamentevacunados,mientrasque la duraciónde la

mismafue desdeel día 1 hastael día14 en los animalesno vacunados.Tambiénlaviremiafuemás

cortaen los animalesvacunados.La vacunacióndio lugar a la estimulaciónde una respuesta

inmunefrentea la cepaheteróloga,detectándoseanticuerposneutralizantes1 semanaantesque en

los animalesque no habíansido vacunadosy a la disminuciónen la gravedady extensiónde las

lesiones.En resumen,la eficaciade la protecciónfrentea una cepaheterólogaresultósermenor

quefrentea unacepahomóloga,aunquesí se observarondiferenciasestadisticamentesignificativas

comparadocon el grupode animalesno vacunados(Hesseel al., 1997).

En cuantoal estudiollevadoa cabocon verracoslos resultadosobtenidosdemuestranque

lavacunación,con dosis200 superioresa las utilizadasen las cerdas,no da lugara la apariciónde

ningún síntoma,mientrasqueesposibledetectarviremiaen un númeroreducidode animales(un

25%de los verracosutilizados).Sin embargo,el virus vacunalseeliminóenel semendel 50%de

los verracosvacunados,aunqueno másalládel día 17 post-vacunación.A pesarde la presenciadel

virus en el semen, la calidadespermáticano sufrió ningún cambio tras la vacunación.La

inoculacióncon unacepavirulentano dio lugara la presentaciónde una viremiadetectableni a la

eliminacióndel virus en el semende ninguno de los verracosvacunados.La inoculacióncon una

cepavirulenta no dio lugara alteracionessignificativasen la calidadespemática,aunquesí se

produjouna disminuciónen el porcentajede espermatozoidescon movimientosprogresivosen los

animalesno vacunadosque no fue posibledemostraren los vacunados.En los primerosesta
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disminuciónfue de un 32% mientrasque en los segundosfue de sólo el 5%. En cuantoa la

detecciónde anticuerpos,utilizandounatécnicade ELISA, sólo 3 de los 4 verracosutilizados

habíandesarrolladoanticuerposen el día 35 post-vacunación.Sin embargo,todos ellos

presentaronanticuerposneutralizantes.La inoculaciónexperimentalno dio lugar a cambios

significativosen los títulos de anticuerpospresentesen los animalesvacunados,mientrasque los

no vacunadosseroconvirtierof¡dos semanasdespuésdela inoculación(l-Iutchinsonel al., 1997).

Diversos grupos están investigandoen el desarrollode posiblesvacunas,tanto

recombinantes(Sanzcí al., 1995),comoutilizandocepasatenuadas.En cuantoa lasprimeras,en

la actualidadse estánrealizandopruebascon variasposiblesvacunascuyo antígenoseobtieneen

célulasinfectadascon baculovirusque expresanlasproteínascodificadasporla ORE3, la ORF5,

la ORF7 o todasellas.En los estudiosrealizadosvacunandocerdascon las proteínascodificadas

porcadauna de lasORE anteriormentemencionadasy contraprobándolascon unacepavirulenta

sehademostradoquelos mejoresresultados,medidosporel porcentajede supervivenciade los

lechonesseconsiguencuandoseincluyenlas proteínascodificadaspor lastresORFs (PlanaDurán

e? al., 1 995b). En cuantoa las vacunaspreparadascon cepasatenuadas,se estanrealizando

estudiosparadeterminarel gradode atenuaciónde distintascepas.En España,seestánrealizando

pruebascon una vacunapreparadacon unacepaespañolaatenuadaporpasessucesivosen cultivos

de MAP (LaboratoriosHipra). En EE.UU. tambiénseestánrealizandoestudiossimilares.Así, un

trabajorealizadocon tres cepasamericanasatenuadaspor pasesseriadosen lineascelulares

(NADC-8, NADC-9Y NVSL-14) y la cepade la vacunaRespPRRS®ha demostradoquela más

segurade las cuatroesla cepade la vacunaRespPRRS~,aunquetodas han demostradouna

patogenicidadmucho másbaja que la de los aisladosoriginales.Ningunade ellasafectóa la

gestacióno a la gananciamediadiaria de pesoposteriorde los lechonescuandose inocularon

cerdasenel día90 de gestación,peroel 25,3%de los lechonesnacieroninfectadosy el 88,4%se

habíaninfectadoel día21 de vida, indicandoqueesnecesanaunamayoratenuación.Sin embargo,

cuandose inoculan estasmismascerdasen su segundagestacióncon una mezclade cepas

virulentas,solamente1 de 71 lechonesnacióinfectado,indicandoel desarrollode una inmunidad

protectoraa largoplazo(MengelingelaL, 1 996a,b).

En cualquiercaso, no se debeemprenderun programade vacunaciónsin realizar

previamenteun diagnósticoadecuado,sin conocercómo esla circulacióndel virus en la granjay

sin teneren cuentaquéotros factoresestáninfluyendoen la presentaciónde la enfermedady que,

por tanto,necesitansercorregidos.
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Trasla identificaciónde la enfermedaden 1987y especialmentedespuésdel aislamientodel

agentecausala finales de 1990 sediseñaronuna serie de estudiosencaminadosa conocerla

patogeniadé la infecciónpor el VSRRP en las hembrasal final de la gestación,debido,sin duda,a

que la sintomatologíaasociadaa los brotes de la enfermedadse caracterizabapor un fallo

reproductivoen el que la apariciónde abortostardíosy partosprematuroseranlos signos más

frecuentes(Meldrum, 1991; Loula, 1991; de long e?al., 1991a;Hoppere? al., 1992). Así, un

númeroimportantede los estudiosde patogeniaque se han llevadoa cabosehan centradoen el

efectodel VSRRPen el último terciode gestación(Terpstraer al., 1991; Planael al., 1992;

Christiansoneí al., 1992; B0tneretal., 1994;Lagereíal., 1994; Mengelingetal., 1996d;Parkel

al., 1996c). Sin embargo,no seha prestadodemasiadaatenciónal efectoque la infeccióncon el

VSRRP podríaproducir en las hembrasen las primerasetapasde la gestación.En cuantoa los

efectosque la infección por el VSRRP puedecausaren los verracos,en un principio no se

estudiaron,limitándoselos datosdisponiblesa observacionesllevadasa cabo en centrosde

inseminaciónartificial. Posteriormentesehanllevadoa cabounaseriede trabajoscuyosresultados

son,en ocasiones,contradictorios,sin quede forma concluyentesehayaestablecidocuálessonlas

consecuenciasquela infecciónporestevirus tieneen los mismos.Dadala importanciaqueambas

cuestionespuedentenertantosobrelos rendimientosproductivoscorno sobrela epidemiologíade

la enfermedad,nuestraatenciónsecentróen dosáreasclaramentediferenciadas:

A. La infección por el VSRRP en el verraco.

B. La infección por el VSRRP en las hembras al comienzo de la gestación.

Dela consideraciónde cadaunadeellasderivanunasenede objetivosdestinadosal mejor

conocimientodeambascuestiones.

A. EFECTODE LA INFECCION POR EL VSRRP SOBRE EL VERRACO

En esteáreadetrabajonos propusimosuna seriede objetivosencaminadosa esclarecerlos

efectosmás relevantesque la infecciónpor el VSRRP tiene en los verracos.Los objetivos

propuestossonlos siguientes:

A.1. Estudio de la sintomatología.

Algunosestudiosde campoapuntana que los verracosinfectadoscon el VSRRPpueden
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desarrollarlos signosclínicosde caráctersistémicoque se asociannormalmentea la enfermedad.

Sin embargo,enocasiones,sehandescritoinfeccionessubclínicas,yaquequesólo un 25%de los

verracosde centrosde inseminaciónartificial infectadospresentansignosclínicos(Feitsmael al.,

1992).Cuandoaparecensemanifiestancomoanorexia,fiebre,signosrespiratoriosy pérdidade la

libido (FeitsmaetaL, 1992; Yaegereral., 1993; Swensonelal., 1994a,b;Christopher-Hennings

el al., 1995a). En vista de la escasainformacióndisponible cuandoempezónuestroestudio,el

primerobjetivo quenos propusimosfuecaracterizarla sintomatologíaquedesarrollanlos verracos

adultostrasla infeccióncon el VSRRP.

A.2. Estudio de la infección sobre la calidad espermática.

Esteestudioseplanteódebidoa la discrepanciaexistenteentrelas observacionesllevadasa

caboen distintoscentrosde inseminaciónartificial, que encuentranuna disminuciónen la calidad

espermáticadel semende verracosque han sido infectadospor el VSRRP(de Jong el aL, 1991;

Feitsmaer aL, 1992), y los resultadosobtenidosen algunasinfeccionesexperimentales,que

únicamenteencuentrancambiospocosignificativos(Swensoneral., 1994a;Yaegerel aL, 1993;

Shin cí al., 1995). La limitada informacióndisponibley las discrepanciasexistentesen los

resultadosobservadosen los trabajosllevadosacaboen esteaspecto,justificanel estudiodetenido

del mismo.

A.3. Estudio sobre la posible eliminación del VSRRPpor el semen.

Esteaspectose ha tenidoen cuentadebidoa que, en ocasiones,seha atribuidola entrada

del virus en algunasgranjasal uso de semencontaminadocon el virus (Robertson,1992; Yaegereí

al., 1993). Sin embargo,existenmarcadasdiferenciasen los resultadosobtenidosen los trabajos

de eliminacióndel virus por la vía genitalexistenteshastala actualidadya que,mientrasalgunos

autoresafirman que la eliminaciónse producede forma constantedurantelargosperiodosde

tiempo(Swensonel al., 1994a;Christopher-Henningset al., 1995a,b,c),otros sólo han podido

determinarsu presenciade formaintermitenteduranteperiodosde tiempomuy limitados(Swenson

el al., 1994b;Teufferte?al., 1995). Como consecuencia,paraobtenerun mejor conocimientode

esteaspectonos propusimosestudiarel patrónde eliminacióndel VSRRP en el semende los

verracosinfectados.
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A.4. Estudio de la distribución orgdnica del virus tras la infección y su

eliminación.

En la actualidad,existeun gran desconocimientoen estepunto debidoa quelos trabajosde

distribución y eliminaciónrealizadossehan llevadoa caboutilizandofundamentalmentelechones

como animalde experimentación(Rossow ci al., 1994a, 1995; 1996a;Halbur el al.., 1996), cuyo

comportamiento,en este aspecto,puede ser distinto al de los animalesadultos. Como

consecuencia,y debidoa la importanciaquela eliminacióndel virus puedeteneren la transmisión

de la enfermedad,especialmentesi se introducenanimalesque esténeliminandoel virus en una

granjaseronegativa,seplanteóun estudioparadeterminaríadistribuciónorgánicay la eliminación

del virus despuésde la infecciónexperimentalde machosadultos.

A.5. Determinación de la procedenciadel virus que se elimina por la vía genital.

Como un aspectoparticularde la distribuciónorgánicadel virus y una vez conocidala

posibilidadde eliminacióndel VSRRP en el semende los verracosinfectados,nos propusimos

conocercuálesel origen del virus que se eliminapor lavía genital,estudiandosi su presenciase

debeala multiplicacióndel virus en algúnórganodel aparatogenitalo, porel contrario,procedede

la contaminaciónde las secrecionesprepuciales.

A.6. Estudio sobre la posibilidad de la transmisión venereadel VSRRP tanto en
cerdas seronegativasal virus como en cerdaspreinmunizadas.

Esteestudiose planteócomoconsecuenciade la polémicaque la eliminacióndel VSRRP

por el semenha levantadoacercade su transmisiónpor estavía. De hecho,la entradade la

enfermedaden determinadasgranjasse ha atribuido al uso de semenprocedentede animales

infectados(Robertson,1992; Yaegerel al., 1993). Sin embargo,los trabajosllevadosa cabopara

determinarla posibletransmisióndel virus por el uso de semeninfectadohan dadoresultados

contradictorios(Yaegere?al., 1993; Swensonetal., 1994b, 1995a;Teuffertelal., 1995; Gradil el

al., 1996). Las discrepanciasexistentesentrelos distintos trabajosllevadosa cabojustifican el

estudiodetalladode esteaspecto,especialmenteteniendoen cuentala importanciaepidemiológica

que pudieratener.La utilizacióndeanimalestantoseronegativoscomopreinmunizadosparallevar

a cabo esteestudio se debea dos razones.Por un lado al desconocimientodel efectoque la

existenciade una inmunidaddesarrolladapreviamentepuedatenersobre la transmisiónde la

enfermedadporestavíay por otro al aujequetieneen la actualidadel empleode vacunasde uno u
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otro tipo para prevenirla sintomatologíaque normalmentese asociaa la infección. Como

consecuenciadecidimosemplearla ¡inicavacunafrentea la enfermedadque en esemomentotenía

licenciaennuestropaís.

A.7. Estudio del efecto que la presencia del VSRRP en el semen puede tener

sobre la eficacia reproductiva.

Existen algunostrabajosque han descritouna reducciónen la tasade concepcióntrasla

inseminacióncon semencontaminadocon el virus (Yaegerel aL, 1993; Swensoner al., 1994b;

Lagerel al., 1996). Sin embargo,en ningúncasoha quedadoclaroel efectoqueel usode semen

contaminadotienesobrelas tasasde concepcióny fertilizacióny sobreel desarrolloembrionario,

ya que lasdiferenciasencontradasnuncahan sido estadísticamentesignificativas.Sin embargo,en

lasepizootiasde la enfermedadse handescritocon frecuenciaun aumentoen las repeticionesy una

disminuciónen el tamañode las camadas.Ante la ausenciade resultadosconcluyentesen lo quese

refiere a la incidenciade la enfermedadsobre la eficaciareproductiva,se diseñó un estudio

encaminadoa conocerel efectoque la presenciadel VSRRP en el semenpuedetenersobrela

reproduccióntantoen animalesseronegativoscomoen animalespreviamentepreinmunizados.

B. ESTUDIO DE LA INFECCIÓN POR EL VSRRP SOBRE CERDAS AL

COMIENZO DE LA GESTACIÓN

Paraconocerel efectoque la infecciónpor el VSRRP tienesobrelashembrasen el primer

tercio de gestaciónse tuvieronen cuentavarios aspectosque se concretaronen los siguientes

objetivos:

B.1. Estudio de la sintomatología

Al igual que sucedíaen el casode los verracos,la infecciónpor el VSRRP en las cerdas

puededar lugar a una ausenciade síntomas,pasandopor tantodesapercibida(Swensonel aL,

1994b;Lagery Mengeling,1995;Gradil e? al., 1996; Lagerel al., 1996b)o por el contrariopuede

dar lugara la apariciónde signosde depresióny anorexia(Christiansone? aL, 1991; Planael aL,

1992;B0tnerelal., 1994;Parkelal., 1996c)y ala presentaciónde temperaturasfebriles(Terpstra

eral., 1991; Cbristiansonet aL, 1991, 1992, 1993). Como consecuenciade las discrepancias

obtenidasen las distintasobservacionesllevadasa cabo, el primer objetivopropuestoen esta

segundaáreade trabajofueel estudiode la sintomatologíaen lascerdas.
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8.2. Estudio del efecto de la infección por el VSRRP en el momento de la

cubrición sobre las tasas de concepcióny fertilización.

Decidimosestudiaresteaspectoya que no seconocesi la infecciónde la cerdaen este

momentopuedeinterferircon el procesode fertilización. La informacióndisponibleprocedede

estudiosllevadosa caboinseminandocerdascon semencontaminadocon el VSRRP, sin que

existanresultadosconcluyentesyaque, aunqueen ocasionesse ha observadoun mayorporcentaje

de repeticiones(Yaegere?al.,1993;Swensoneral., 1994b;Lagerelal., 1996), no siempreha

sido así (Lagerel al., 1995).La faltade informacióndefinitivasobreel efectoqueel VSRRPtiene

sobrelas tasasde concepcióny fertilizaciónjustificaun estudiodetalladode estepuntodebido ala

importanciaquede ello sederiva.

8.3. Estudio del efecto de la infección por el VSRRP al comienzo de la gestación

sobre el desarrollo embrionario.

Esteaspectosetuvoen cuentadebido a que enalgunasepizootiasde laenfermedadsehan

descritorepeticionesacíclicas,indicandoquequizáseaposiblequeseproduzcao bienla expulsión

o bienla reabsorciónde los embrionestrasla infecciónde la madreporel virus en las primeras

semanasde la gestación,dandolugarpor tantoauna salidaacelo más tardede la fechaprevista.

Por otra partese desconocesi el VSRRP puedetenerun efectodirecto sobrelos embrionesal

comienzode la gestacióno si su presenciapuededar lugara alteracionesen las condicionesdel

útero en estemomento,interfiriendocon el procesode implantaciónembrionaria.Ambascosas

provocaríanla muertede los embrionesbiende formadirectao indirectainterfiriendocon el medio

ambientede los mismos.Comoconsecuenciade todo lo anteriormenteexpuesto,y paradilucidarsi

algunade las hipótesisanteriormenteexpuestases cierta, se planteóun estudioencaminadoa

conocerel efectoque sobreel desarrolloembrionariotienela infecciónde la cerdapor el VSRRP

en el momentode la fertilización,trasla eclosiónde los embrionesde lazonapellucidapero antes

de la implantación,en el momentode la implantacióny despuésde la misma.

B.4. Estudio de la susceptibilidad de los embriones a la infección por el VLSRRP.

Esteestudiose llevó a cabodebidoa que los pocostrabajosrealizadosparadeterminarel

efectoquetiene el virus sobrelos embrionesal comienzode la gestación(Mengelingel al., 1994;

Lagery Mengeling,1995; Lagerel al., 1994, 1996a)no determinande formaconcluyentesi la
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infecciónporel VSRRP es posibleenestemomentoo no. Los resultadosparecenindicarque,

aunquelos embrionesy fetossonsusceptiblesa la infecciónporel VSRRPdesdeel principiode la

gestación,la probabilidadde infeccióntranspíacentalaumentaal avanzarla misma.Porotraparte,

la informaciónrespectoa la susceptibilidadde los embrionesal VSRRPantesde laimplantaciónes

muy limitada(Swensonetal., 1995a). Comoconsecuenciade todo lo anteriormenteexpuesto,se

planteóesteestudioparaconocerlasusceptibilidadde los embrionesal VSRRPcuandola cerdase

infectaen el momentode la fertilización,trasla eclosióndelos embrionesdela zonapellucidapero

antesde la implantación,enelmomentode laimplantacióny despuésde la misma.

8.5. Estudio in vitro del efecto que el VSRRP tiene sobre los embriones en el
estadio de entre 4 y 16 células, determinando el papelprotector que pueda tener la

zona pellucida, la susceptibilidad de los embriones a la infección por el virus en
los primeros estadios del desarrollo y el efecto que la presencia del virus pueda

tener en el desarrollo embrionario.

La zonapellucida ha demostradojugarun papelprotectorfrentea la infección con otros

virus (Bolinera)., 1983; Dulacy Singh, 1988; Singh e?al., 1984; Singhy Thomas,1987a,b).Sin

embargono existeningún trabajoqueestudieesteaspectoen la infección con el VSRRP.Como

consecuencia,hemosquerido determinarsi la zonapc/lucida tiene un papel relevanteen la

protecciónde los embrionesfrenteaestevirus. Además,esteestudiopermiteestablecersi la falta

de susceptibilidadde los embrionesantesde la implantacióna la infecciónporel VSRRP se debea

una falta de susceptibilidadreal o a la incapacidaddel virus paraalcanzarlosembrionesque se

encuentranlibresen la luz uterina.
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Materiales y Métodos

3.1.Cultivos celularesy virus utilizados

Todoslos experimentossellevaronacaboutilizandoelpase70 en MAP de lacepa5710del

VSRRP, aisladaen el nortede Españaen 1992 y cedidaporel Dr. EnriqueEspuña(Laboratorios

Hipra). Los lotes de virus utilizadospararealizartodos los estudiosse obtuvieroninoculando

cultivos deMAP. Para su obtenciónse utilizabanlos pulmonesde lechonesde4 semanasde vida

obtenidosasépticamenteinmediatamentedespuésdel sacrificio llevadoa caboseccionandola vena

yugulary realizandouna sangríaa muerte,tras la administraciónintramuscularde 0,1 g de

azaperona(Stresnil®,LaboratoirosEsteve).Una vezextraídoslos pulmones,se ocluíala entrada

de la traqueacon la ayudade unaspinzasde Crile y setrasladabana unacabinade flujo laminar

dondeserealizaban3 lavadosde los mismoscon unasoluciónsalinatamponadaestéril(PBS) con

una concentración137 mM de NaCí (Merck); 2,68 mM de KCI (Merck); 1,47 mM de KH2PO4

(Merck) y 16,3 mM de Na2HPO4(Merck) con un pH de 7,2 suplementadacon una mezcla

antibióticaque contenía,a la concentraciónfinal, 200 UI/mL de penicilinaGsódica,200 pg/mL

de sulfato de estreptomicinay 0,5 pg/mL de anfotericinaB (Gibco-BRL). Los lavadosse

realizaban utilizando una bomba peristáltica que permitía la introducción del PBS

(aproximadamente300 mL en cadalavado)por la traquca.El líquido de lavado era extraído

posteriormentepor lamisma vía, con la ayudade dichabomba,a la vezque serealizabansuaves

masajesen la superficiedel pulmón para ayudaral desprendimientode los MAP. El líquido

recobradode los pulmones,el cualconteníalos MAP, eracentrifugadoa 600g durante10 minutos

y el sedimentosuspendidoen un mediode cultivo celularesencialmínimo, preparadocon salesde

eagle y modificadopor Dulbecco(DMEM) (Gibco-BRL), suplementadocon la misma mezcla

antibióticadescritaanteriormente.Posteriormentesevolvíaa centrifugaren las condicionesarriba

indicadasy el sedimentoobtenido se suspendíaen 50 mL de DMEM, suplementadocon

antibióticos.Una vez hechoesto,se contabalacantidadde célulasobtenidasparaajustarlaa la

concentracióncelulardeseada,utilizando comodiluyenteDMEM suplementadocon antibióticosy

un 10% desuerofetalbovino(SFB) (Gibco-BRL). Las concentracionescelularesempleadasen los

distintossoporte§utilizadosparael cultivo eranlas siguientes:

1. Frascosde cultivo celularde 75 cm
2 de superficie:9 x 10~ células/frasco,en un volumentotal

de 30mL de II3MEM suplementadocon antibióticosy un 10%de SFB.

2. Placasde cultivo celularde 96 pocillos: 27 x 103 células/pocillo,en un volumen total de 200

pL/pocillo de DMEM suplementadocon antibióticosy un 10%de SFB.

3. Placasde culxivocelularde 24 pocillos: 2,2 x 106 células/pocillo,en un volumentotal de 1 mL

de DMEM suplementadocon antibióticosy un 10% de SEE.
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3.1.1 Producción de los lotes de virus utilizados

Paraproducirlos lotesde virus utilizadosen estetrabajosesembrabanlos MAP en frascos

de cultivo celularde75 cm2 de superficie(Nune). Al cabode entre5 y 12horasde incubacióna

370C en unaatmósferaque conteníaun 5% de CO
2 en aire,el mediode cultivo eradescartadoy se

añadían2 mL de un inóculo quecontenía5 x 10~ DI50CT/mL delVSRRP. Despuésde 1,5 horas

de adsorcióna 37
0C en una atmósferacon un 5% de CO

2 en aire, seañadían30 mL de DMEM

suplementadocon antibióticosy un 10%de SFB. Al cabode 3-4 días,cuandoaproximadamenteel

80-90% de las célulasmostrabanel ECP característicodel virus, los frascosde cultivo eran

congeladosa -80’C y sometidosa 3 ciclosde congelacióny descongelación.Posteriormentesu

contenidoeracentrifugadoa 600 g durante15 minutosparasepararlos detritus celulares.El

sobrenadanteobtenidosetitulabay seguardabaa-80
0C hastasuutilización.

3.1.2. Titulación del virus

Paratitular tanto los lotes de virus empleadosen los distintosestudioscomolas muestras

clínicasquehabíanresultadopositivasal realizarel aislamientodel virus seempleabael mediode

cultivo DMEM comodiluyentey serealizabandilucionessedadasde la muestraen base10. Estas

dilucionesse inoculabanen placasde 96 pocillos sembradaspreviamentecon MAP, siguiendola

técnicaanteriormentedescrita.Los cultivossemanteníana370C en unaatmósferaqueconteníaun

5% de CO
2 en aire, realizandodiariamentela lecturade las placashastael díaSp.i. paraobservar

el ECPcaracterísticodel virus. El título vírico secalculabautilizandoel métododescritoporReedy

Muench(1938),expresándoseenla formade D]j0CT/mL.

3.1.3. Aislamiento del virus en las muestrasclínicas

Pararealizarel aislamientovíricoen las muestrasobtenidasen los distintosexperimentos

llevadosa cabose utilizaroncultivos de MAP preparadosde la formadescritaen el apartado3.1 de

estecapítulo.En algunoscasosse utilizaronplacasde cultivo celularde 24 pocillos (Nune)y en

otroscasosplacasdecultivo celularde96 pocillos (Nunc). En elprimercaso,unavezsembrados

los MAP y despuésde entreSy 18 horasde incubacióna37
0Cen unaatmósferade 5% de CO

2 en

aire, sedescartabael mediode cultivo y seañadíanlas muestraspor duplicado,poniendo200 pL

de cadamuestraporpocillo. Al cabode 1,5 horasde adsorcióna 37
0Cen unaatmósferade 5% de

CO
2 en aire,se retirabael inóculoy seañadía1 mL de DMEM suplementadocon antibióticosy un

10%de SFB a cadapocillo. A los 4 y 5 díasde incubacióna 37’C en unaatmósferade 5% de CO2

en aire, las placasseexaminabanparaobservarel ECPcaracterísticodel virus. En el quintodíade
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incubación,despuésde examinarlas placas,éstaserancongeladasy descongeladas3 veces,los

restoscelulareseliminadosmedianteuna centrifugacióna 40C a 600 g durante15 minutosy el

sobrenadanteinoculadode la forma anteriormentedescritaen otrasplacasde cultivo celular

sembradascon MAP. Estasplacasseobservabanduranteotros5 díasparaconfirmarla presencia

del virus enlas muestras.

Cuandose utilizabanplacasde cultivo celularde 96 pocillos, pararealizarel aislamiento

virico la inoculaciónde las muestrasy el tratamientoposteriorde los cultivos se realizabade la

mismamaneraquecuandose utilizabanlas placasde cultivo celularde 24 pocillos con la única

excepciónde quecadaunade las muestrasseinoculabaen 4 pocillosde una placa,utilizandocomo

inóculo 100 p¿L de la muestraen cadapocillo. Pasadas1,5 horasque se dabancomoperiodode

adsorciónlasmuestrasse retirabany seañadíana cadapocillo 200 pL de DMEM suplementado

con antibióticosy un 10% deSF13.

Como testigonegativoseutilizabandos pocillosen cadaplacade cultivo celularde 24 y 4

pocillos en cadaplacade cultivo celularde 96. Estos pocillos eran inoculadoscon DMFM

suplementadocon antibióticosy un 10% de SF13. Como testigo positivo se utilizabanmuestras

procedentesde los animalestestigosa las que sehabíanañadido104, 10~ y 102 DI
50CT/mL del

VSRRP.

Para determinaríasensibilidadde los lotes de MAP se inoculabanlos cultivoscon 10~,

104, 103, 102, 10’ y 1 DIsoCT/pocillodel VSRRPpreparadashaciendodilucionessedadasde un

lote de virus con un título conocido.

3.2. Deteccióndel VSRRP medianteel empleo de la técnicade RT-PCR

La técnicade RT-PCRsellevó a cabosiguiendoelmétododescritoporSuárezetal. (1994)

con unamodificaciónen la técnicadeextraccióndel ARN.

Parasu realizaciónel primerpasoera la extraccióndel ARN del virus, paralo cual se

mezclaban500 pL de lamuestracon el mismovolumendefenol (Merck)equilibradoconTE(fenol

blanco).Seagitabadurante1 minuto y secentrifugabaen unaminifuga a 16000revolucionespor

minuto(rpm) duranteSminutosa temperaturaambiente.Se recogíael sobrenadantecon cuidadoy

se le añadían250 pL de fenol equilibradocon TE y 250 pL de cloroformo-isoamílico(Merck).

Estepasoserepetía2 ó 3 veceshastaqueel sobrenadantequedabalimpio. A estesobrenadanteya

limpio sele añadía1 mL de cloroformo-isoamílieo,seagitabadurante1 minutoy sedejabareposar
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parasepararlas fases,recogiendoel sobrenadanteuna vez separadas.El ARN obtenidose

precipitabaañadiendoal sobrenadanteque habíamosrecogido50 pL de TNE (lOx) y 1 mL de

etanolfrío (Merck). Seagitababien la mezcíadurante1 minutoy sedejaba1 hora a -800C. Pasado

estetiempo secentrifugabaen unaminifuga a 4’C y 16000 rpm durante20 minutos.El sedimento

obtenidose lavabacon 200 pL de etanolfrío al 75%y secentrifugabaen la minifugadurante2 ó 3

minutos.Posteriormenteseretirabael sobrenadantey se secabael sedimentodurante5 minutos

con un secador.Estesedimentose suspendíaen 25 pL de aguatratadacon dietilpirocarbonato

(DEPC)(SigmaChemicalCo.).

El fenol blancosepreparabamezclandovolumenesigualesde fenol y del tampónTE,

agitandobieny centrifugandoposteriormenteduranteSminutosa 600 g parasepararlasfases.

Una vez hechoesto, se retirabala faseacuosay serepetíael procesodos veces.El tampónTE

utilizadoesuna solución10 mM deTris (Merck)y 1 mM de EDTA (Merck). El tampónTNE(lOx)

sepreparabaconTris 1 M con un pH=’7,S; EDTA 0,5 M y NaCí (Merck~SM.

Unavez extraídoel ARN, el siguientepasoeraproducirel ADN complementarioparalo

cualse poníanen un vial tipo eppendorflos 25 pL de aguatratadacon DEPCque conteníanel

ARN, 2 pL de una mezclaqueconteníaigual proporcióndecadauno de los 4 deoxinucleótidos(d-

citosina;d-guanidina;d-timidina y d-adenosina)(BoehringerManheim)a una concentración10

mM paracadauno de ellos, 8 pL del tampónque acompañaa la enzimatranscriptasainversa

(Promega)(cuya composicióna la concentraciónfinal en lareacciónesla siguiente:50 mM deTris-

HCI pH=8,3; 50 mM de KCI; 10 mM de MgCI
2; 0,5 mM de espermidinay 10 mM de DTT) y 3,5

pL del cebadorinversoa una concentraciónde 1,42 pg/pL. Estamezclasedejaba5 minutosa

65
0C y luego 10 minutosa temperaturaambiente.Posteriormentese añadían1 pL de la enzima

transcriptasainversaobtenidade virionespurificadosdel virus de la amieloblastosisaviara la

concentraciónde 5000 U/mL (AMV ReverseTranscriptase,Promega)y 0,25 pL de un inhibidor

deARNasasa la concentraciónde 40000U/mL (rRNAsin®, Promega).Estamezclaseincubaba1

horaa 420C.

Porúltimo seamplificabaelADN complementarioproducidomediantela reacciónde PCR.

Paraello, a cadavial de reacciónsele añadíana3pL delproductoresultantede la reacciónanterior,

5 pL del tampón que acompañaa la enzimapolimerasatermoestable(cuya composicióna la

concentraciónfinal en la reacciónes 10 mMTris-HCl pH=8,8; 1,5 mM de MgCI
2; 50 mM de KCI

y 0,1% de Triton X-100), 1,5 pL de una mezcíadelos 4 deoxinucleótidos(BoehringerManbeim)

aunaconcentración10 mM paracadauno de ellos, 1 pL del cebadorinverso(a la concentraciónde

150 ng/pL, 1 pL del cebadordirecto(a la concentraciónde 150 ng/pL), 0,25pL de la enzima
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ADN polimerasatermoestable(Dynazyme®,FinnzymesOY) a la concentraciónde 2 U/pL y 38

pL deaguatratadaconDEPC.Paraevitarlaevaporacióndurantelos ciclosde amplificacióna cada
uno de los vialesde reacciónsele añadíaunagotade aceitemineral(SigmaChemicalCo.). Todas

las reaccionesde PCRsellevabana caboen un termociclador(ThermalCycler - Techne,modelo

PHC-3, TechneInc.) programadode la siguientemanera:

1. 1 ciclo de 1 segmento:temperaturade940C durante2 minutos.

2. 35 ciclos,cadaunode elloscon los 3 segmentossiguientes:

- Segmento1: desnaturalizacióna 94’C durante1 minuto.

- Segmento2: anillamientoa600C durante1 minuto.

- Segmento3:extensióna72’C durante1 minuto.

3. 1 ciclode 1 segmento:extensiónfinalalatemperaturaa720CdurantelOminutos.

Los oligonucleótidosempleadospara la técnicade RT-PCR fueron sintetizadosen un

sintetizadorautomático(PharmaciaLKB. GeneAssemblerPlus - Pharmacia)con el programa

“GeneAssemblerPlus”, versión 1.4, en el Laboratoriode Secuenciacióndel Departamentode

Microbiologíade la Facultadde Farmaciade la UniversidadCompletensede Madrid y la

concentraciónde los mismossedeterminópor espectrofotometríacon un espectrofotómetro(PYE

Unican,Phillips).

Los productosde la reaccióndePCR sevisualizabanmedianteelectroforesisen gelesde

agarosay postenorvisualizaciónbajo luz ultravioleta.Los gelesde agarosase preparabancon

agarosa[Nu Sieve3:1 (FMC Bioproducts)]al 1,5% en el tampónTBE [Tris base(Merck) 89,2

mM. ácidobórico(Merck) 89 mM. 4 mL/L de EDTA (Merck) 0,5 M y con un pH=8] y eran

teñidoscon bromurode etidioa la concentraciónde 0,5 pg/mL. Las muestrasse cargabanen el

gel, trassu inclusiónen un tampónde cargaqueconteníaun 30% de glicerolen agua,un 0,25%de

azul de bromofenoly un 0,25%de xileno-cianol.Comomarcadorde pesomolecularseutilizabael

1 Kb DNA Ladder(Gibco/BRL)a la concentraciónde 100 ng/pL. La electroforesisserealizabaen

una soluciónde TBE empleandoun alimentadorde electroforesis(PS 2500 DC Power Supply,

HoeferSci. Inst.) a unaintensidaddecorrienteeléctricade80 voltios duranteaproximadamente45

minutos. Las bandasde ADN sevisualizabanbajo luz ultravioleta (302 nm de longitud de onda)

en un transiluminadorLKB-2011Macrovue.

3.3. Detecciónde anticuerposfrente al VSRRP mediantela técnicade IPMA

Parala realizacióndela técnicadeIPMA seutilizabancultivosdeMAP eñ placasdecultivo

celularde 96 pocillos preparadassegúnseha descritoen el apartado1 de estecapítuloe infectados
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con 102 DIsoCT/pocillodel VSRRP.Al cabode 2 6 3 díasde cultivo, cuandoya se empezabaa ver

el ECP, pero antesde quesehubieradespegadoel tapiz, selavabala placa3 vecesconun mezcla

de PBS [preparadocon una concentración137 mM de NaCí (Merck); 2,68 mM de KCI (Merck);

1,47 mM de KH2PO4 (Merck) y 16,3 mM de Na2HPO4(Merck) con un pH de 7,2] y agua

destiladaen la proporción1:2. Posteriormentese dejabasecarla placaduranteaproximádamente1

hora (hastaque estuvieratotalmenteseca)a 37
0C y secongelabaa -200C durante45 minutospara

romperlas célulasy permitir la exposiciónde los antígenosque se encuentrannormalmenteen el

interior de las mismas.

A continuaciónse fijabanlas célulasdurante5 minutoscon paraformaldehido(Merck) al

4% (peso/volumen)en PES,preparadode la formaanteriormentedescrita,a 40C y se lavabanen

unamezcíadePBS y aguadestiladaenlaproporción1:2 un totalde 3 veces.

Luego se añadían100 pL/pocillo de una dilución 1:50 de un sueropositivo o bien

diluciones 1:2en una solución 0,15 M de NaCí (Merck)con un 0,05% de Tween20 (Merck) de

los suerosque seestabanestudiandoy se dejabanincubardurante1 horaa 370C en una cámara

húmeda.

Pasadoestetiempose lavaba2 vecesla placacon una soluciónde lavadocompuestapor

BBS preparadode la formaanteriormentedescritay suplementadocon un 0,05%deTween20 y se

incubabadurante1 hora a 370C con ProteínaA-peroxidasapreparadacon 2,5 pg de ProteínaA-

peroxidasa(SigmaChemicalCo.) en 10 mL de la soluciónde lavado.

Posteriormentesevolvíaa lavarla placa2 vecescon la soluciónde lavadoy se añadían50

pL/pocillo del sustratoreciénpreparado.El sustratosepreparabaañadiendo5 mg de 3-amino-9-

etil-carbazol(ETC) (SigmaChemicalCo.) a 0,75 mL de dimetilformamida(DMF) (Merck),

mezclándolo,despuésde disolverlobien, con 12,5 mL del tampónsustrato[una solución0,05 M
de acetatosódico(Merck) con un pH=5 ajustadocon ácidoacético]y añadiendo6,25 pL de

peróxidode hidrógenoal30%.

Se incubabaacontinuaciónla placadurante15-30minutosa temperaturaambientey en la

oscuridadhastaque empezabaa aparecerel color. Pasadoestetiemposelavabadosvecesla placa

con la soluciónde lavadoy se leíanlos pocillos en un microscopioinvertido (Leitz). Los pocillos

dondese habíaincubadoun sueropositivo,si la técnicaestababienrealizada,conteníanunosMAP

quepresentanunacoloraciónrojo burdeoscon formade anilloen el citoplasma.
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3.4. Detecciónde anticuerposfrente al VSRRP mediantela técnica de ELISA

Para la detecciónde anticuerpospor la técnicade ELISA se empleabauna técnicade

competicióncomercializadaporIngenasa(lngezimPRRS®)queutilizacomoantígenounaproteína

vírica recombinante(productode la ORF 7) expresadaen un sistemade baculovirusy como

conjugadoanticuerposmonoclonalesdesarrolladosfrentea la nucleocápsidedel virus. Estamisma

técnicase utilizó tanto parala determinaciónde los suerospositivosy negativoscomoparala

titulaciónde los suerospositivos.

3.5. Disefio experimentalparallevar a cabo los objetivos A.1, £2 y A.3

Parallevara cabolos objetivosA. 1; A.2 y A.3, esdecir, paraestudiarla sintomatología

asociadaa la infecciónpor el VSRRPen los verracos,el posibleefectode la infeccióncon este

virus sobrela calidadespermáticay la eliminacióndel VSRRPa travésdel semense diseñéel

siguien’e expenmento:

3.5.1. Animales utilizados y mantenimiento de los mismos

Paraeste experimentose utilizaron 12 verracoscruce de Landracex Large White

seronegativosal VSRRPutilizandounatécnicadeIPMA. Duranteaproximadamente4 mesesantes

del inicio de lapruebalos animalessemantuvieronen gruposdeS y 2 animalesrespectivamenteen

establosaisladoscon camade paja.Los animalesfueronalimentadoscon2 kg/díade un piensoque

conteníaun 16,5%de proteínay un 72,5%de nutrientesdigestibles(Nutriganse).Al comienzode

la prueba,cuandolos animalesteníanaproximadamente10 mesesde vida, sólo It animales

pudieronserutilizados,ya queuno de ellosno seadaptóala técnicade recogidade semen.

Diariamenteseobservóla ingestade alimentode todos los verracosy la posiblepresencia
de signosclínicos. Ademásse tomaronlas temperaturasrectalesde todos ellos desdeel día 29

antesde la inoculaciónhastaeldía48 despuésde lamisma.

3.5.2. inoculación experimental y tonta de muestras

Cincode los verracosutilizados(numeradosdel 2 al 6) constituyeronel grupoA y fueron

inoculadosintranasalmentecon 6 x 106 DI50CT del VSRRP suspendidasen 5 mL de DMEM.

Otros cuatroverracos(numeradosdel 7 al 10) constituyeronel grupo 13 y fueron inoculados
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intranasalmentecon 6 x 104 D150CT del VSRRP suspendidasen 5 mL de DMEM. Los dos

verracosrestantes(númerosti y 12) fueron empleadoscomo testigosy fueron inoculados

intranasalmentecon el sobrenadantede un cultivo de MAP sin infectartratadode la mismamanera

quelos queconteníanel virus. Lasinoculacionesserealizarondespuésde la recogidade semendel

día O con laayudade una cánulade polietilenoadaptadaa una jeringade conoLuer (Terumo),

introduciendo2,5 mL del inóculoen cadaunade las fosasnasalesdurantela inspiracjón.

A todos los verracosse le tomarondosmuestrasde sangreantesde la inoculación,una

durantelos primerosdíasdel periodode aclimataciónylaotra3 díasantesde comenzarlaprueba.

Así mismo,despuésde la inoculaciónsetomaronmuestrasde sangreen los días3, 9, 15, 25 y 72.

Las muestrasde sangreseobtuvieronpor punciónde la venayugularempleandoel sistemade

extracciónde sangreVacutainer®(BectonDickinson)utilizandotubos no siliconadosde 10 mL y

agujasde 21G x 1’ 2”

Ademásde las muestrasde sangre,se tomaronmuestrasde hecesy de las secreciones

nasalesy prepucíalesen cadauno de los díasde recogidade semenmedianteel empleode hisopos

estériles.Los hisoposeran sumergidosen 2 mL de DMEM suplementadocon antibióticos

inmediatamentedespuésde su obtencióny almacenadosa -8O’C hastasu procesamientopara

realizarladetecciónvírica.

En cadauno de los díasde recogidade semense hacíanalícuotasde 4 mL de semen

completo(mezclade la fracciónrica y la fracciónpobre)que eranalmacenadasa -80
0C hastasu

utilizaciónparala detecciónvírica.

3.5.3. Recogida de semeny valoración de la calidad espermática

Las recogidasde semenserealizabanmanualmenteuna veza la semana,recogiendopor

separadola fracciónrica y la fracciónpobredel eyaculadoen dos termospreviamentecalentadosa

37’C y cubiertoscon una gasaestérilparaevitarlacaídade latapiocasobrecl eyaculado.Los días

de recogidafueronlos días-49, -42, -35, -28, -21, -14, -7,0, +3, +7, +14, +21, +28, +35, +42,

+49, +56, +63 y +72, siendoeldíaO el díadela inoculaciónexperimentalde los verracos.

Despuésde la recogida,semediael volumentantode la fracciónricacomo de la fracción

pobredel semenmediantela utilizaciónde probetas.

La motilidad se medíacalculandoel porcentajede espermatozoidesmóviles,teniendoen
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cuentasi la motilidaderaprogresivao no, observandoa200aumentosen un microscopiode fondo

claro(Nikon) una gotade semenque habíasido colocadasobreun portaobjetos(Menzel-Glaser)

calentadoa 370C y tapadacon un cubreobjetos(Menzel-Glaser)tambiénprecalentadoa 37tC.

La concentraciónse determinaba,tanto en la fracción rica como en la fracción pobre,

realizandouna dilución 1:100 del semenen suerofisiológico formoladopreparadoañadiendo3

milL de formol (formalinaal 35-40%,Merck) en una solución 154 mM de NaCí (Merck) y

realizandoun recuentoen una cámarade Bdrker.

Las formasanormalessevalorabanrealizandoun recuentode 200 espermatozoidesen un

microscopiode contrastede fases(Zeiss)a 1000 aumentos.Pararealizarelrecuentosetuvieronen

cuentalas alteracionesen la morfologíade lacabeza,de lapiezaintermediayde lacola,asícomola

presenciade gotascitoplasmáticasproximalesy de gotascitoplasmáticasdistales.El recuentose

llevabaa caboutilizandoespermatozoidesfijadospreviamenteconuna soluciónfijadorapreparada

con glutaraldehidoal 2%. Paraprepararestasolución se le añadían8 mL de glutaraldehido

comercialal 25% (Merck) a 92 mL de una solución en aguadestiladade glucosa 146,3 mM

(Merck), citrato trisódico dihidratado(Merck) 34 mM y bicarbonatosódico (Merck) 23,8 mM.

Parafijar los espermatozoidesse añadían100 pL de la fracción rica del semena un tubo que

contenía2 mLde estasoluciónfijadora.

El estadode los acrosomassevalorabautilizandola técnicade Pursely Johnson(1974),

fijando los espermatozoidesen la soluciónde glutaraldehidodescritay utilizandoun microscopio

de contrastede fasesa 1000 aumentospara la valoración. Los acrosomasse clasificaronen

normalesy alterados,incluyendoen esteúltimo grupotantoa los acrosomasdañadoscomo a los

ausentes.

La pruebade la resistenciaosmótica(ORT)sellevabaa cabosiguiendola técnicadescrita

porSchilling etal. (1984), valorandoelestadode los acrosomastrasun periodode15 de minutos

de incubacióna370C en unasoluciónisotónicay de un periododeincubaciónde 2horasa 370C en

una soluciónhipotónica.La soluciónisotónicautilizadafueel diluyentede semenMRA@ (Kubus

SA) preparadosegúnlas instruccionesdel fabricante(39 g del diluyenteen polvo disuelto en un

litro de aguadestilada)y calentadopreviamentea 370C. La solución hipotónicase preparó

mezcladoen cantidadesigualesel diluyenteMRA® y aguadestilada,calentándolatambién

previamentea 370C. A 3 mL de las solucionesisotónicae hipotónicase le añadían200 pL de

semeny seincubabana 370C duranteun periodode 15 minutosenel casode la soluciónisotónica

y de 2 horasen el casode la soluciónhipotónica.Pasadoestetiempose recogían200 pL de cada

una de las solucionesy sefijaban en 2 mL de la soluciónfijadorautilizadaparavalorarlasformas
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anormalesy los acrosomas.

3.5.4. Determinación del VSRRP en las muestras obtenidas

3.5.4.1. Preparacióndelas muestras

Las muestrasde semen utilizadaspara la detecciónvírica fueron congeladasy

descongeladastres vecespara romper los espermatozoidesy posteriormentedivididas en 4

alícuotas.Deellas, unapartefue utilizadapararealizarlapruebabiológica,otraparala realización

de la técnicade RT-PCRy el restosedividió a su vezen otrasdospartesque fueronsometidasa

dos tratamientosdistintosparaintentareliminarlatoxicidaddel semenparalos cultivos celularesy

posteriormenteutilizadasparainocularcultivosdeMAP. El primerodeestostratamientosserealizó

siguiendoel método de Kabrs et al. (1977) y consistióen mezclarel semen(0,5 mL) en la

proporción1:1 con DMEM queconteníaun 1% de un inhibidor de la tripsinaprocedentede la soja

(SigmaChemicalCo.), incubandola mezclaatemperaturaambientedurante1 hora. Posteriormente

se realizarontres ciclosde congelacióny descongelaciény secentrifugaronlasmuestrasa 1500g

durante15 minutosaSC. Los sobrenadantesseutilizaronparainocularcultivosde MAP parael

aislamientodel virus. El segundoprocedimientose realizósiguiendoel método de Medveczkyy

Szabo (1981) para lo cual se centrifugó el semena 1500 g durante45 minutos a SC.

Posteriormentese volvió a centrifugarel sobrenadantea 2500g durante45 minutosa SC y 1 mL

de estesegundosobrenadantesemezclócon 9 mL de DMEM suplementadocon antibióticosy un

15% de SF13 pararealizarunadilución 1:10. Estamezcíaseincubóa 28’C durante3Ominutosy

con ellaseinocularoncultivosde MAP paraintentarel aislamientovrnco.

Las muestrasde sangre se dejarona temperaturaambientehastaque coagularon.

Posteriormentese centrifugarona600 g durante10 minutosa4~C y serecogieronlas muestrasde

sueroen condicionesdeesterilidad.Estasmuestrassealmacenaronen tubosdeSmL a -800C hasta

su utilizacióntantoparadeterminarla presenciade anticuerposcomoparadeterminarla presencia

del virus, paralo cual se descongelarona 37’C, se diluyeronen la proporción1:4 en DMEM

suplementadocon antibióticosy sefiltraron por filtros de jeringade 0,45 pm de tamañode poro

(Acrodisc®, Gelman).Estasmuestrasfueron inoculadasen cultivos de MAP para intentarel

aislamientovíricoy utilizadaspararealizarlapruebadeRT-PCR.

Los hisoposnasales,prepucialesy fecalesquese habíacongeladoa -800C sumergidosen 2

mL de DMEM fuerondescongelados,agitadoscon la ayudade un agitadory los 2 mL de medio

recogidoscon la ayudade unaagujade 20 0 x 112” (Terumo)y unajeringade 5 mL (Terumo)y
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filtrados porun filtro dejeringade 0,45 pm detamañode poro. Estasmuestrasfueroninoculadas

en cultivos de MAP paraintentarel aislamientovírico y utilizadaspararealizarla pruebade RT-

PCR.

3.5.4.2. Métodosde deteccióndeanticuerposutilizados

Parala detecciónde anticuerposen las muestrasde sueroobtenidasde los animales,así

comopara la titulación de las muestraspositivas,se utilizó la técnicade IPMA descritaen el

apartado3.3 de estecapitulo.

3.5.4.3., Métodosdedetecciónvíricaempleados

Parala detecciónvírica seutilizaroncultivosde MAP paraintentarel aislamientovirico, la

pruebade RT-PCR y una pruebabiológica, inoculandolechonesseronegativosal VSRRP con

muestrasde semen.

Paraintentarel aislamientovírico todaslas muestrasfueron inoculadaspor duplicadoen

placasde cultivo celularde 24 pocillos sembradaspreviamentecon MAP segúnel procedimiento

descritoen el apartado3.1.3 de estecapítulo.

Lapruebade la RT-PCRsellevó acabosiguiendola técnicadescritaen el apartado3.2 de

estecapítulo.

La inoculaciónexperimentalde los lechonesse llevó a caboutilizando animalesde 5

semanasde vida seronegativosal VSRRPmediantela técnicade IPMA. Los lechonesfueron

identificadose inoculadospor lavíaintranasalconcadaunade las muestrasde semenobtenidasde

todos los verracosen los días ±3,+7 y +14, utilizandoparala inoculación0,5 mL de semen

mezcladocon0,5 mL de DMEM. Las inoculacionesse llevarona cabointroduciendoen cadafosa

nasal0,5 mL del inóculodurantela inspiraciónconlaayudade unacánulade polietilenoadaptadaa

una jeringade cono Luer. A los 10 díasde la primerainoculación,todos los lechonesfueron

inoculadosnuevamente,estavezporlavíasubcutáneacon unaemulsióncompuestapor0,5 mL de

semeny 0,5 mL de adyuvanteincompletode Freund.

Comotestigopositivose utilizó un lechónquefue inoculadocon unamuestrade semende

uno de los verracosdel grupo de los testigosal que se le habíanañadido10~ DI5oCT/mL y los

lechonesinoculadoscon el semenprocedentede los verracosdel grupode los testigosfueron
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utilizadoscomotestigosnegativos.

A todos los lechonesseles extrajo sangreen el día 28 despuésde la segundainoculación

mediantepunción de la vena yugularutilizando el sistemaVacutainer®.De estasmuestrasde

sangrese obtuvoel suero,siguiendoel métododescritoanteriormente,el cualfue utilizadopara

determinarla presenciade anticuerposfrenteal VSRRPmediantela técnicade IPMA descritaen el

apartado3.3 de estecapitulo.

3.5.5. Análisis estadísticos

Los valoresobtenidosparalos distintosparámetrosde calidadespermáticaentrelos días

-49 y +49 fueron sometidosaun analisisde varianzautilizandotrespruebasestadísticasdiferentes:

la pruebade Ficher, la pruebade Wells y la pruebade Brown-Forsythepara valorarla

homogeneidadde los gruposde verracosparalos distintosparámetrosestudiados.Pararealizarla

comparaciónde los resultadosobtenidosantesy despuésde la inoculacióncon el VSRRP se

utilizaronlas pruebasestadísticasanteriormentemencionadas,ademásde la pruebapareadade

Turkey y la pruebade rangosmultiples de Duncan, y tambiénla pruebapareadade Dunnet,

aplicadautilizandola mediade los valoresobtenidosen los distintosdías antesde la inoculación

experimentalcomo testigo y comparándolocon los valoresobtenidostras la inoculación.Las

pruebasestadísticasserealizaronaplicandoel paqueteestadísticode Dixon (1992).

3.6. Diseñoexperimentalpara llevar a cabo los objetivos A.1, A.4 y A.5

Para completarel objetivo A.1, consistenteen el estudiode la sintomatologíade la

enfermedaden los verracos,y llevar a cabolos objetivos A.4 y A.5, es decir, estudiarla

eliminacióndel virus por las distintasvías, así como la duraciónde la misma,la distribucióndel

VSRRP por los distintos órganosdespuésde la infección, teniendoen cuentalos lugares

preferentesde aislamiento,y la procedenciadel virus que se elimina con el semense diseñóel

siguienteexpenmento:

3.6.1. Animales utilizados y mantenimientode los mismos

Para este expenmentose utilizaron 20 verracoscrucede Landracex Large White

seronegativosal VSRRP medianteunatécnicadeELISA. Desdesu llegadaalas instalacionesdela

facultady duranteladuracióndelapruebalos verracosse mantuvieronen gruposde 5 enestablos

aisladoscon camade paja. Los animalesfueron alimentadoscon 2 kg/día de un pienso que
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conteníaun 16,5%de proteínay un 72,5% de nutrientesdigestibles(Nutriganse).Al comienzode

lapniebalos animalesteníanaproximadamenteámesesdevida.

Diariamenteseobservóla ingestade alimentoy la posiblepresenciade signosclínicos en

cadauno de los verracos.Ademássetomaronlastemperaturasrectalesde todosellosdesdeel día

de la inoculaciónhastael momentodel sacrificiode cadauno.

3.6.2. Inoculación experimental de los animales con el VSRRP y sacrificio de los

IDi SIP! OS

Todos los animalesfueron identificadoscon una numeracióncorrelativadel 1 al 20 e

inoculadasen el díaO, díadel comienzodel experimento,con 5 x 106 DI50CT del VSRRPpor la

vía intranasal,paralo cualseintrodujeron2,5 mL de lasuspensiónvíricautilizadacomoinóculoen

cadauno de los orificios nasalesdurantela inspiracióncon la ayudade una cánulade polietileno

adaptadaaunajeringade conoLuer.

Los animalesfueron sacrificadossecuencialmente,a partirdel día2 p.i. y hastael día37

con la siguientecadenciade sacrificios:verracosnúmeros1 y 2 en el día2 p.i.; verraconúmero3

eneldia3p.i.; verracosnúmeros4y5eneldía4p.i.; verraconúmero6eneldiaSp.i.; verracos

números7 y 8 en el día 6 p.i.; verraconúmero9 en el día7 p.i.; verracosnúmeros10 y 11 en el

díaSpl.; verraconúmero12 en el día9 pl.; verracosnúmeros13 y 14 en eldía 10 p.i.; verracos

15 y 16 en el día 13 p.i.; verraconúmero17 en el día 17 p.i.; verraconúmero18 en el día23 p.i.;

verraconúmero19 en el día30 p.i. y verraconúmero20 en el día37p.i..

Parael sacrificiode los animalesseles administraronporla vía intravenosa,en lavenade

laoreja,con laayudade unapalomilla de0,65 x 20mm(Venofix®, Braun), 1 g de ketaminabase

y 50 mg de clorbutol (lmalgéne®,RhóneMérieux),sangrándolosposteriormenteamuerte.

3.6.3. Toma de muestras

A todoslos animalesselesextrajosangredos vecesantesde la inoculaciónexperimental,la

primeraen el momentode su adquisicióny la segundaen el día0, antesde realizarlainoculación

con el VSRRP. Despuésde la mismasetomaronmuestrasde sangreenel momentodel sacrificio

y, a todoslos animalesquepermanecíanenesemomentoenelestudio,en los dias4,6,9, 13, 17,

23 y 30 p.i.. La~ muestrasde sangreseobtuvieronmediantepunciónde lavenayugular,utilizando

el sistemade extracciónde sangreVacutainer®.
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En el momentodel sacrificiose tomaronmuestrasde orinay hecesy de las secreciones

nasales,orofaríngeasy prepuciales.Las muestrassearmase tomaronporcistocentesisutilizando

paraello agujasde 200 x ~I 2” y jeringasde 5 mL. Parala obtencióndel restode lasmuestrasse

utilizaronhisoposestérilesquefueron introducidosporambasfosasnasales,en laoro-faringe,en

el prepucioy en el recto. Inmediatamentedespuésde su obtenciónlos hisoposfueronintroducidos

en tubos previamenterotuladosquecontenían2 mL de DMEM suplementadocon antibióticosy

congeladosa -800C hastasu procesamientoparala determinaciónde la presenciadel virus. Las

muestrasde orina fueronintroducidasen tubos de 5 mL previamenterotuladosy congeladasa

-80’C hastasuprocesamientoparala determinaciónde la presenciadel virus.

En la necropsiase tomaronmuestrasde los siguientesórganos:gangliossubmandibulares

derechoe izquierdo,amígdalas,gangliosparatraqueales,gangliosmediastínicos,timo, pulmón,

hígado,bazo,gangliosmesentéricos,placasdePeyery gangliosinguinalessuperficialesderechoe

izquierdo.Todaslas muestrasfueron almacenadasa -8O’C hastasu utilizaciónparaintentarla

deteccióndel virus.

Ademásse recogiótodo el aparatoreproductor,del cual setomaronmuestrasde ambos

testículos,de las glándulasbulbouretralesderechae izquierda,delasvesículasseminalesderechae

izquierda,de la próstatay de ambos epidídimos,los cualesfueron diseccionadosy extraídos

enteros,para posteriormenteseccionarlosteniendoen cuantasu división anatómicaen cabeza,

cuerpoy cola.Tambiénse recogieronlos gangliostesticularessiemprequefueronvisibles.Todas

lasmuestrasseguardaronindividualmenteen bolsasrotuladasa -800C hastasu procesamientopara

determinarla presenciadel virus en lasmismas.

Antesdela secciónde los epidídimosen cabeza,cuerpoy colaseextrajosemendela cola

del epidídimo,paralo cual secanularonlos canalículosde lacoladel epidídimocon una agujade

25 0 x 5 8 (Terumo) y se introdujeroncon unajeringa2 mL de diluyentede semenMRA®

preparadosegúnlas instruccionesdelfabricante.La mezclade diluyentey semenquesalíaporel

conductodeferenteerarecogidaen placasde cultivo celularde 4 pocillos (Nunc). Se tomaron

muestrasde semende ambosepidídimoslascualesfuerontratadasporseparado.

De las glándulasanejas,setomaronmuestrasdel líquido seminalmediantepunciónde las

vesículasseminalestantoderechacomo izquierdacon la ayudade una aguade 18 G x 1 1/2”

(Terumo)y unajeringa de 5 mL. Las muestrasde líquido seminalfueronintroducidasen tubos

estérilesde 5 mL que fueron rotuladosy almacenadosa -800C hastasu procesamientoparala

determinacióndela presenciadel virus.
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3.6.4. Determinación del VSRRP en las muestras obtenidas

3.6.4.]. Preparacióndelas muestras

Las muestrasde sangrese dejaron a temperaturaambientehastaque coagularony

posteriormentefueroncentrifugadasa40Ca 600 g durante10 minutosparasepararel suero,el cual

fue obtenidoen condicionesdeesterilidady guardadoen tubos estérilesa -800Chastasu utilización

tantoparaintentarel aislamientovíricocomoparadeterminarla presenciade anticuerpos.

Las muestrasde orina se centrifugarona 40C a 1000 g durante10 minutosy los

sobrenadantesfueronfiltradospor filtros dejeringa de 0,45 ym de tamañode poro y almacenados

en tubosestérilesde 5 mLa-800C hastasuutilizaciónparaintentarel aislamientovírico.

Los distintoshisoposobtenidosfueronagitadoscon la ayudade un agitadoren los 2 mL de

DMEM en que habíansido sumergidosy el DMEM recogidocon la ayudade una agujay una

jeringa y filtrado utilizandofiltros de jeringa de 0,45 ym de tamañode poro. Las muestrasya

filtradas fueron almacenadasen tubos estérilesa -80’C hastasu utilización paraintentar el

aislamientovirico.

Los líquidos seminalesfueron diluidosen la proporción1:20 enDMEM suplementadocon

antibióticosy posteriormentefiltradospor filtros de jeringa de 0,45 pm de tamañode poro y

almacenadosa LOt hastasu utilizaciónparaintentarel aislamientovírico.

Las muestrasde semensecentrifugarondurante10 minutosa 1000 g. Los sobrenadantes

fueron recogidos,filtradospor filtros dejeringade 0,45pm de tamañode poro y almacenadosa

-80t hastaque se utilizaronparaintentarel aislamientovírico. El sedimento,dondeestabanlos

espermatozoides,se suspendióen 2 mL de P135 estéril, preparadodela mismaforma queparala

obtenciónde los MAP, y sevolvió a centrifugara 1000g durante10 minutos.Los sobrenadantes

fuerondescartadosy los sedimentossetrataronde lamismaformaquelaprimeravez. Despuésde

volver a suspenderlos espermatozoidesen PBS estéril despuésde la terceracentrifugación,se

congelarony descongelaron3 vecespara romperlos,se centrifugarona 1000 g durante10

minutos, se recogieronlos sobrenadantes,que se filtraron por filtros de jeringade 0,45 pm de

tamañode poro y secongelarona -80’C hastaque fueronutilizadosparaintentarel aislamiento

virico.

Los órganosrecogidosen la necropsiase maceraroncon DMEM suplementadocon

antibióticosen la proporción1:9 (peso:volumen>con la ayudade un homogenizadortipo Potter.
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Los maceradosse centrifugarona 1000g durante20 minutospararetirarlosrestoscelularesy los

sobrenadantesse filtraron por filtros de jeringa de 0,45 pm de tamañode poro y fueron

almacenadosa -80’C hastasu utilizaciónparaintentarel aislamientovírico.

3.6.4.2. Métodosempleadosparala determinacióndeanticuerpos

Los anticuerposespecíficosdesarrolladosfrenteal VSRRPfueron detectadosmediantela

técnicade ELISA descritaenel apartado3.4. Los suerospositivosfueron tituladosempleandola

mismatécnica.

3.6.4.3. Métodosde determinaciónvíricaempleados

Parala determinacióndel virus en las muestrasobtenidasse utilizó la técnicade aislamiento

vírico en cultivos de MAP y, en las muestrassesemen,una pruebabiológicaconsistenteen la

inoculaciónexperimentalde lechones.

3.6.4.3.]. Aislamientovq’rico

El aislamientovírico se llevó a cabo inoculandotodaslas muestrasporcuadruplicadoen

placas de cultivo celularde 96 pocillos previamentesembradascon MAP siguiendo el

procedimientodescritoen el apartado3.1.3.de estecapítulo.

3.6.4.3.2. Pruebabiológica

Parala pruebabiológicase utilizaronlechonesde 4 semanasde edadseronegativosal

VSRRP utilizando una técnicade ELISA. Los animalesfueron identificadose inoculados

intraperitonealmentecon una mezclade las muestrasde semende ambosepidídimosde un mismo

animal,empleandotantolos sobrenadantesde la primeracentrifugacióndel semencomolos restos

de los espermatozoidesobtenidostras las sucesivascentrifugacionesy ciclos de congelacióny

descongelación.El volumentotal inoculadofue de aproxidamente4 mL.

Como testigo positivose inoculó un lechóncon una muestrade semenprocedentede un

cerdoseronegativoal VSRRPtratadade la misma forma que las muestrasobtenidasde los

animalesen estudioal que se le habíanañadido105 DI50CT y como testigonegativoun lechón

inoculadocon unamuestrade semenprocedentede un cerdoseronegativoal VSRRP.
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3.7. Diseño experimentalparallevar a cabo los objetivos A.6 y A.7

Parallevara cabolos objetivosA.6 y A.7, esdecir,paraestudiarla transmisiónvenereade

laenfermedad,tantoen animalesseronegativoscomo preinmunizadosy paraestudiarel efectoque

la presenciadel virus en el semenpuedateneren las tasasde concepcióny fertilización,asícomo

en el desarrolloembrionariosediseñóel siguienteexperimento:

3.7.1. Animales utilizados y mantenimientode los mismos

Parallevar a caboesteestudiose utilizaron21 cerdascrucede Landracex LargeWhite

seronegativasal VSRRPutilizandounatécnicade ELISA. Duranteun periodode aproximadamente

2 mesesantesdel comienzode la prueba,los animalesfueron mantenidos en condicionesde

aislamientoen gruposde 7 en establoscon camade paja.Dos verracosseronegativosal VSRRP,

utilizandouna técnicade ELISA crucede Landracex LargeWhitede aproximadamente11 meses

de edadal inicio de lapruebafueronmantenidosen condicionesde aislamientoen el mismoedificio

y fueron utilizadosparala detecciónde los celosen las cerdasdel estudio.

Todoslos animalesfueronalimentadosdurantela duraciónde la pruebacon 2kg/díade un

piensoqueconteníaun 16,5% de proteínay un 72,5% de nutrientesdigestibles(Nutriganse).

Diariamentese observóa los animales,anotandola ingestade alimento y la posible

presenciade signosclínicos.Ademássetomaronlas temperaturasrectalesde todosellos desdeel

díaO hastael momentodel sacrificiode los animales.

3.7.2. Sincronización de celos e inseminación artificial

A partirde los 1’70 díasdevida todaslascerdasfueron expuestasdiariamentedurante10

minutospor la mañanay otros 10 minutospor la tardea la presenciade uno de los verracos

utilizados,tantoparadetectarla salida a celo de las cerdascomoparaestimularla llegadade la

pubertad.Cuandotodaslas cerdashabíanpresentadosignosexternosde celoalmenosunavezse

llevó acabola sincronizaciónde los mismos.

Los celossesincronizaronmediantela administraciónpor lavía oral de 20 mg/cerda/díade

altrenogest(Regumate®,Hoechst-RousselVeterinaria)durante18 díassiguiendolas instrucciones

del prospecto.A las 24horasde terminarel tratamientocon elprogestágenoseadministraronporla

vía intramuscular800 UI de PMSG(Serigan®,LaboratoriosOvejero)y a las 72horas400 UI de

hCG (Coriogan®,LaboratoriosOvejero).Desdeel momentoen que seterminóel tratamientode
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sincronizaciónlascerdasfueronexpuestaspor la mañanay por la tardea la presenciadel macho

parallevara cabola detecciónde celos. Todaslas cerdasque mostraronsignosexternosde celo

entrelas 24 y las48 horasde la aplicaciónde la hCG fueron inseminadas3 vecesen total con un

intervalode 12 horasentrecadainseminación,empezandoen el momentoen que sedetectéel celo.

Parallevara cabolas inseminacionesartificialesse utilizarondosisde semenprocedentes

de verracosseronegativosal VSRRPdel centrode inseminaciónartificial de ProinsergaSA

(Segovia).Lasdosisde semenfueron almacenadasen unaestufaa 15C hastael momentode su

utilización, momentoen el cualse calentaronen un baño maríaa 350C durante10 minutos. A

continuaciónse introdujeronlentamenteen el útero con la ayudade catéteresde inseminación

artificial previamentefijadosen el cuellodel útero.

El segundodíade celosedenominódía0.

3.7.3. Trataínientos empleadose inoculación experimental

Las cerdasfuerondivididasen 3 gruposde 7 animalescadauno:

- GrupoA, constituidopor 7 cerdas(numeradasdel 1 al 7) seronegativasal VSRRPque fueron

inseminadascon semenal que se le habíanañadidoexperimentalmenteVSRRP. Paraello se le

añadierontantoa la primeracomoa la terceradosisseminal20mL de un lote de virus con un título

de l0~ DI
50CT/mL inmediatamenteantesde la inseminación.La segundainseminaciónserealizó

con semenexclusivamente.En total cadacerdafue inoculadacon 4 x 106 DI50CTdel VSRRPpor

la vía intrauterina.

- Grupo B, formadopor 7 cerdas (numeradasdel 8 al 14) que habíansido vacunadas

previamente. Las cerdasde estegrupo recibieronuna dosis de la vacunamuertaCyblue®

(Cyanamid)por la vía intramuscular7 semanasantesde la exposiciónde los animalesal virus y

una segundadosis 4 semanasantes de dicho momento.Las cerdasde estegrupo fueron

inseminadascon semenal que sele habíaañadidoexperimentalmenteel VSRRP. El protocolode

inseminaciónseguidofue el mismo queseutilizó con las cerdasdel grupoA. Cadacerdarecibió

portantoun total de 4 x 106 DI50CTdel VSRRPporlavíaintrauterina.

- GrupoC, constituidopor7 cerdas(numeradasdel 15 al 21)quefueronutilizadascomotestigosy

quefueroninseminadasdela mismaformaquelas cerdasde los gruposA y B perocon semenque

no conteníael VSRRP,sino 20 mL del sobrenadantede un cultivo de MAP sin infectartantoenla
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primeracomoen la terceradosisseminal.

Todaslas cerdasfueronsacrificadasen el día20±1de gestaciónmedianteaturdimientocon

unacorrienteeléctricacontinuay posteriorsangradoa muerte.

3.7.4. Toína de muestras

Duranteel periododel estudio setomaron6 muestrasde sangre.Las dos primerasse

recogieronantesde la inoculaciónexperimental,una de ellas al principio del periodo de

aclimataciónde los animalesy la otra3 díasantesdel díade salidaa celoesperado.Despuésde la

inoculaciónde los animalessetomaronmuestrasde sangreen los días3, 6, 15 y 20. Lasmuestras

sesangresetomaronsiguiendoel métodoanteriormentedescrito.

Los díasde extracciónde sangrese tomarontambiénmuestrasde las secrecionesnasales

con la ayudade hisoposestérilesquefueron introducidosen profundidaden las fosasnasales.Los

hisoposfueronintroducidosinmediatamentedespuésde suobtenciónen tubos quecontenían2 mL

de DMEM suplementadocon antibióticosy almacenadosa -80’C hastasu utilizaciónparalos

estudiosde deteccióndelvirus.

En la necropsiase recogieronmuestrasdel pulmón, lasamígdalas,los ganglioslinfáticos

submandibulares,los ganglioslinfáticosinguinalessuperficialesy los ganglioslinfáticosuterinos.

Todas las muestrasfueron guardadasindividualmenteen bolsasrotuladasa -800C hastasu

utilizaciónparaintentarel aislamientovírico. Ademásserecogiótodoel aparatoreproductor.

En los ovariosse contaronlos cuerposluteosy posteriormentesesepararony se guardaron

individualmentea -8O~C hastasu procesamientoparaintentarelaislamientovírico. Unavez hecho

esto,se extendieronlos cuernosutennos,cortandoel mesometriocon laayudade unastijerasde

Mayo, y se abriéronlongitudinalmenteporel bordeantimesometrial.Los embrionespresentesse

contaron,senumeraronporsu posiciónenel úteroy posteriormentefueronextraídosy observados

paraver si presentabanalguna lesión macroscópica.Una vez hechoesto, los embrionesse

guardaronindividualmenteen bolsas rotuladasa -800C hastasu utilización para intentarel

aislamientovirico.

Ademássetomaronmuestrasdel líquido amnióticoy de la pareduteriná.Las muestrasde

líquido amnióticose obtuvieronmediantepunción del sacoamnióticocon una agujade 20 G x

1) 2” (Terumo)y extraccióncon unajeringade 5 mLy seguardaronentubosestérilesde 5 mL que
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fueronalmacenadosa-80’C hastasu utilizaciónparaintentarel aislamientovirico. Las muestrasde

la pareduterinase guardaronindividualmenteen bolsashastasu procesamientoparaintentarel

aislamientodel virus.

3.7.5. Determinación del VSRRP en las muestras obtenidas

3.7.5.1. Preparaciónde las muestras

Parala obtencióndel suero,las muestrasde sangreextraídasa los animalesse dejaron

coagulara temperaturaambientey posteriormentefueron centrifugadasa 600 g a 40C durante10

minutos.El suerofue obtenidoen condicionesde esterilidady guardadoen tubosestérilesde 5 mL

a -800C hastasu utilizacióntanto para intentarel aislamientovírico como para determinarla

presenciadeanticuerpos.

Los hisoposobtenidosfueron agitadoscon la ayudade un agitadoren los 2 mL de DMEM

en quehabíansido sumergidosy el DMEM recogidoy filtrado utilizandofiltros dejeringade 0,45

pm de tamañode poro. Las muestrasya filtradasfueron almacenadasen tubos estérilesa-800C

hastasu utilizaciónparaintentarel aislamientovírico.

Los órganosrecogidosen la necropsiase maceraroncon DMEM suplementadocon

antibióticosen la proporción1:9 (peso:volumen)con la ayudade un homogenizadortipo Potter.

Los maceradossecentrifugarona 1000g durante20 minutospararetirarlos restoscelularesy los

sobrenadantesfueronrecogidosy filtradospor filtros dejeringade 0,45 pm de tamañode poro y

fueron almacenadosa -80’C hastasu utilizaciónparaintentarel aislamientovínco.

Los líquidosamnióticosfueronfiltradospor filtros dejeringá de 0,45 pm de tamañode

poro y almacenadosen tubos estérilesde 5 mL a -80’C hastasu utilizaciónpara intentarel

aislamientovírico.

Los embrionesfueronmaceradosenteroscon DMEM suplementadocon antibióticosen la

proporción 1:9 (peso:volumen)con la ayudade un homogenizadortipo Potter. Los macerados

obtenidosfuerontratadosde la mismaformaquelos maceradosde otrosórganos.

3.7.5.2. Métodosde detecciónde anticuerposempleados

La presenciade anticuerpossedetectómedianteel usode la técnicade ELISA descritaen el

apartado3.4 de estecapítulo,tantoparadeterminarla existenciade los mismoscomoparatitular
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los suerospositivos.

3.7.5.3 Métodosde determinaciónvíricautilizados

Todaslas muestrasfueron inoculadasporcuadruplicadoen placasde cultivo celularde 96

pocillos sembradascon MAP parallevara caboel aislamientovírico, tal como seha descritoen el

apartado3.1.3 de estecapítulo.

3.7.6. Análisis estadísticos

Paraver si existíandiferenciassignificativasen las tasasde concepción,el númerode

embnonesvivos y muertosy el númerode embrionesinfectadosentrelos 3 gruposen estudiose

empleóla pruebadel X2. Cuandolos valoresesperadoseranmuy pequeñosy el númerode

individuosmenorde 20 seutilizó lapruebade la probabilidadexactade Fisher.

3.8. Diseño experimentalparallevar a cabo los objetivos B.1, B.2, B.3 y B.4

Paraestudiarla sintomatologíaasociadaa la infección en las cerdasal comienzode la

gestación,el efectode la infecciónporel VSRRPen el momentode la cubriciónsobrelas tasasde

concepcióny fertilización,el efectode la infecciónporel VSRRP al comienzode la gestaciónsobre

el desarrolloembrionarioy la susceptibilidadde los embrionesa la infecciónpor el VSRRP se

diseñaronlos siguientesexperimentos:

3.8.1. Exposición al VSRRP en el día O de gestación

3.8.1.1. Animalesutilizadosy mantenimientodelos mismos

Para este experimentose utilizaron 25 cerdascruce de Landracex Large White

seronegativasal VSRRP,utilizandouna técnicadeELISA. Las cerdasfueronmantenidasdurante

aproximadamentedosmesesantesdel inicio de lapruebaen condicionesde aislamientoen grupos

de 4 ó 5 animales, en establosconcamade paja. Ademásse utilizarondos verracoscrucede

Landracex Large White seronegativosal VSRRP, utilizando una técnicade ELISA, de

aproximadamente11 mesesde edadal inicio de laprueba,quefueronmantenidosen condiciones

de aislamientoen el mismoedificio que las cerdasy fueronutilizadosparala detecciónde celosen

las mismas.
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Todoslos animalesfueronalimentadosdurantela duraciónde lapruebacon 2 kg/díade un

piensoqueconteníaun 16,5%de proteínay un 72,5% denutrientesdigestibles(Nutriganse).

Diariamenteseobservóla ingestade alimentoy la posiblepresenciade signosclínicosen

los animales.Ademássetomaronlas temperaturasrectalesde todos los animalesdesdeel díaO

hastael momentodel sacrificiodelos animales.

3.8.1.2. Sincronizaciónde celose inseminaciónartfficial

A partirde los 170 díasde vidatodaslas cerdasfueronexpuestasdiariamente,en gruposde

4 ó 5 animales,duranteunos 10 minutospor la mañanay otros 10 minutospor la tardea la

presenciade uno de los verracosutilizadospara estefin. La sincronizaciónde los celosy

posteriormentela inseminaciónartificial se llevaron a cabo,cuandotodas las cerdashabían

presentadosignosexternosdecelo al menosuna vez, de laforma descritaen el apartado3.7.2 de

estecapítulo.

Parallevar a cabolas inseminacionesartificialesse utilizarondosis seminalespreparadas

con semenprocedentede verracosseronegativosal VSRRPdel centrode inseminaciónartificial de

ProinsergaSA (Segovia).

El segundodíade celosedenominódía0.

3.8.1.3. Tratanzlentosempleadose inoculaciónexperimental

Las cerdasfuerondivididasen 4 gruposen el momentode la inseminaciónartificial:

- Grupo A, constituidopor6 cerdas,numeradasdel 1 al 6, por fueron inoculadascon el VSRRP

en el díaO de gestacióny fueronsacrificadasen el día10 de gestacion.

- Grupo B, formadopor6 cerdas,numeradasdel7 al 12, quesirvieroncomotestigosa las cerdas

del grupoA y que recibieronen el momentode la inoculaciónel sobrenadantede un cultivo de

MAP sin infectarcon el ‘VSRRP. Las cerdasde estegrupofueron sacrificadasen el día 10 de
oestacion.
b

- Grupo C, constituidopor6 cerdas,numeradasdel 13 al 18, quefueroninoculadasconel VSRRP

en el díaO de gestacióny sacrificadasen el día20 de gestación.
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- Grupo D, constituidopor7 cerdas,numeradasdel 19 al 25, que sirvieroncomotestigosa las

cerdasdel grupoC por lo quefueron tratadasde la mismaformaqueellasperofueroninoculadas

con el sobrenadantede un cultivo de MAP sin infectarcon el VSRRP.

Las cerdasdelos gruposA y C fueron inoculadasen el díaO de gestacióncon5 mL porla

vía intranasaly otros 5 mL por la vía intravenosa,en la venade la orejacon la ayudade una

palomillade 0,65 ix 20 mm (Venofix®, Braun), de un lote de virus con un título de 105

D150C1’/mLdespuésde laúltimainseminación.En total cadacerdafueinoculadacon 106 DI50CT

del VSRRP. Las cerdasde los gruposB y D fuerontratadasde la mismamaneraperoutilizando

para la inoculaciónel sobrenadantede un cultivo de MAP sin infectar. Los animalesfueron

sacrificadosmediantesangríaa muerte,previoaturdimientocon unacorrientecontinua.

3.8.1.4. Tomade~nuestras

Duranteel periododel estudiose tomaron5 muestrasde sangreen las cerdasde los grupos

A y B y 6 en las cerdasde los gruposC y D. Las dosprimerasmuestrasseobtuvieronen todoslos

animalesantesdela inoculaciónexperimental,la primeraal principio del periodode aclimatacióny

la segunda3 días antesdel díade salidaa celoesperado.Despuésde la inoculaciónseobtuvieron

muestrasdesangreen los días3, 6 y lOen las cerdasde los gruposA y B y en los días3, 6, 15 y

20 en las cerdasde los gruposC y D. Todaslas muestrasde sangreseobtuvieronpor punciónde

lavenayugularsiguiendoel métododescritoen el apartado3.5.2 de estecapitulo.

Los días de extracciónde sangrese tomarontambiénmuestrasde las secrecionesnasales

con la ayudade hisoposestériles,que fueron introducidosen profundidaden unade las fosas

nasales.Los hisoposfueron sumergidosinmediatamentedespuésde su obtenciónen tubos que

contenían2 mL de DMEM suplementadocon antibióticosy fueron almacenadosa-80
0C hastasu

procesamientoparallevaracaboel aislamientovirico.

En la necropsiaserecogieronmuestrasdel pulmón,las amígdalas,los ganglioslinfáticos

submandibulares,los ganglioslinfáticosinguinalessuperficialesy los ganglioslinfáticosuterinos.

Todaslas muestrasfueronalmacenadasindividualmenteen bolsasa -800C hastasu procesamiento

paraintentarel aislamientovírico.

Además,en lanecropsiase recogiótodo el aparatoreproductor.Los ovarios se separaron

del restoy los cuerposluteosfueroncontadoscomoindicadordel númerode embrionesesperado.

Además,serecogieronen todaslas cerdasmuestrasde la pareduterina.Tantolo~ ovarioscomolas
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muestrasde la pareddel úterose guardaronindividualmentea-800C hastasu procesamientopara

realizarel aislamientovírico.

Inmediatamentedespuésdel sacrificio, en las cerdasde los gruposA y B, los cuernos

uterinosfueronextendidos,cortandoel mesometrio,y seccionadostransversalmenteen la zonade

unión con el cuerpouterino.El extremoabiertofue ocluido con la ayudade unaspinzasde Crile y

medianteunacanulade polietilenosecanulóel oviductoparaintroduciren el cuernouterino,con la

ayudade unajeringa,25 mL de unasoluciónde lavado[NaCí(Merck) 137mM; KCI (Merck) 2,68

mM; KH
2PO4 (Merck) 1,47 mM; Na2HPO4(Merck) 16,3 mM; D-glucosa(SigmaChemicalCo.)

5,55 mMy 2 gIL de BSA (SigmaChemicalCo.)] calentadapreviamentea 37’C al bañomaría.Fi

líquido de lavadofue desplazadopor el interior del cuernouterinohaciaun lado y hacia el otro

moviendohaciaarribay haciaabajoaltemativamenteambosextremosdel cuernoparaarrastraren

su movimiento los embrionesque se encontraranen la luz del mismo.Cuandose hubo repetido

esteprocesovariasvecesserecogióel líquido sobreunaplacade Petri estéril de 94 x 16 mm de

diámetro(Falcon), tambiéncalentadapreviamentea 37
0C dejandocaerel líquido del interiordel

cuernouterinoporgravedadsobrela placay apretandosuavementelapareddel úteroparaextraer

todo el líquido. Este procesoserepitió dos vecespararecuperarel máximo númeroposible de

embriones.Los embrionesfueron identificadoscon laayudade una lupaestereoscópica(Nikon) a

entre8 y 50 aumentosy clasificadosde acuerdocon su aspectomacroscópico.Despuésde su

clasificaciónlos embrionesfueronlavados5 vecesen 2 mL de PBS estéril con la ayudade una

nuevamicropipetacadavez y almacenadosa -800C hastasuutilizaciónparala determinacióndel

virus en gruposde entre4 y 6 embrionesen tubosestérilescon 2 mL de PBS estéril. Los líquidos

utilizadosparalos lavadosde los cuernosuterinosfueron recogidosy almacenadosa -800C hasta

su procesamientoparala determinacióndel virus y de lapresenciade anticuerpos.

En las cerdasde los gruposC y D los cuernosuterinosfueron extendidos,cortandopara

ello el mesometrio,y abiertoslongitudinalmentepor el borde antimesometrial.Los embriones

presentesenel úterofueroncontados,identificadosdeacuerdoconsuposicióny examinadospara

determinarla presenciade lesionesmacroscópicas.Una vez hechoesto, todos los embriones

extraídosy almacenadosindividualmenteen bolsasa -80’C hastasu procesamientoparaintentarel

aislamientodel virus. Ademásse tomaronmuestrasdel líquido amnióticomediantepuncióndel

sacoamniótico con la ayudade una agujade 20 G x 1 2” y unajeringadc 5 mL. Los líquidos

amnióticosobtenidosfueronalmacenadosa -800C hastasu utilizaciónparaintentarel aislamiento

del virus.
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3.8.1.5. DererminacióndelVSRRPenlas muestrasobtenidas

3.8.1.5.1. Procesamientode las muestras

Las muestrasde sangrese dejarona temperaturaambientehastaque coagularony se

centrifugarona 600 g a 40C durante10 minutospara ayudara la retraccióndel coágulo.

Posteriormente,las muestrasde suero se extrajeronen condicionesde esterilidady fueron

almacenadasa -800C hastasuutilizaciónpararealizarel aislamientovírico y ladeterminaciónde la

presenciade anticuerposfrentealVSRRP.

Los tuboscon los hisoposnasalesfueron agitadoscon la ayudade un agitadory los 2 mL

de DMEM recogidoscon unajeringay filtradospor un filtro de jeringade 0,45 pm de tamañode

poro.

Las muestrasde los distintosórganosrecogidosen lanecropsiafueron maceradascon un

homogenizadortipo Pottercon DMEM suplementadocon antibióticos en la proporción 1:9

(peso:volumen).Los maceradosfueroncentrifugadosa 1000 g a 4’C durante20 minutos para

eliminarlos restosde tejidosy los sobrenadantesfiltradospor filtros de jeringade 0,45 pm de

tamañode poroy almacenadosa -80T hastasu utilizaciónparaintentarelaislamientovírico.

Los embrionesde 10 díassuspendidosen 2 mLdePBS estéril fueronsometidosa 3 ciclos

de congelacióny descongelaciónpararomperlosy posteriormentealmacenadosa -800C hastasu

utilizaciónparaintentarel aislamientovinco.

Del líquido de lavadoutilizadopararecuperarlosembrionesde 10 díasseseparó1 mL que

fueutilizadoparadeterminarla presenciade anticuerposfrenteal VSRRP.El restofue centrifugado

a 140000g a 4~C durante2 horasy el sedimentofue suspendidoen 2 mL de PBS estéril.

Posteriormentese centrifugóa 1000 g a40Cdurante10 minutosparaquitarlos restoscelularesy el

sobrenadantefue filtrado por filtros de jeringa de 0,45 pm de tamañode poro y almacenadoa

-800C hastasuutilizaciónpararealizarel aislamientovírico.

Los embrionesde 20 días fueron maceradosenteroscon DMEM suplementadocon

antibióticosen la proporción1:9 (peso:volumen)con la ayudade un homogenizadortipo Potter.

Estosmaceradosfueron centrifugadosa 1000 g a 40C durante20 minutosparaeliminarlos restos

de tejidosy los sobrenadantesfueronfiltradosporfiltros dejeringade 0,45pm de tamañode poro

y almacenadosa -800C hastasu utilizaciónparaintentarel aislamientovirico.
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Las muestrasde líquido amnióticofueron filtradaspor filtros de jeringade0,45 pm de

tamañode poro y almacenadasa-80’C hastasil utilizaciónparaintentarel aislamientodel virus.

3.8.1.5.2.Métodosde detecciónde anticuerposempleados

La presenciade anticuerpossevalorómedianteel empleodelatécnicadeELISAdescritaen

el apartado3.4 de estecapítulo.Lasmuestrasde sueropositivasfueron tituladasutilizandoesta

mismatécnica.

3.8.1.5.3.Métodosde detecciónvíricaempleados

Paradeterminarla presenciadel VSRRP en las distintasmuestrasrecogidasse utilizó el

aislamientovíricoen cultivosde MAP, tal como sedescribeen el apanado3.1.3 de estecapitulo.

Para ellose inocularontodaslas muestraspor cuadruplicadoen placasde 96 pocillos previamente

sembradascon MAP.

3.8.1.6. Ana/isisestadísticos

Paraver si existíandiferenciasestadísticamentesignificativasen la tasade concepcióny en

el númerode embrionesvivos respectoal total seutilizó la pruebadel X2. Cuandolos valores

esperadoseranmuy pequeñosy el número de casosmenorde 20 se utilizó la pruebade la

probabilidadexactade Fisher.

3.8.2. Exposición al VSRRP en los días 7, 14 y 21 de gestación

3.8.2.]. Animalesutilizados’.’ mantenimientode los mismos

Paraesteestudiose utilizaron25 cerdascrucede Landracex LargeWhite sin anticuerpos

frente al VSRRP medidos por una técnicade ELISA. Las cerdasfueron alojadasdesde

aproximadamentedos mesesantesde comenzarlapruebaen gruposde 4 ó 5 animalesen establos

aisladoscon camade paja. Dos verracoscrucede Messianx Ibéricosin anticuerposdetectables

frenteal VSRRPmedianteunatécnicade ELISA fueron alojadosen condicionesde aislamientoen

el mismoedificioquelas cerdas.Las dosisde semenparallevara cabola insemínaciónartificial

provinieronde dos verracosde razaLargeWhite, seronegativosal VSRRPmedianteel empleode

una técnicade ELISA, pertenecientesal Departamentode ReproducciónAnimal del Instituto

Nacionalde InvestigacionesAgrarias.
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Todos los animalesfueron alimentadosdurantetodala pruebacon 2 kg/día de un pienso

con un 16,5% de proteínay un 72,5%denutrientesdigestibles(Nutriganse).

Los animalesfueronobservadosdiariamenteparacomprobarla ingestade alimentoy la

posible presenciade signosclínicos.Además,se tomaronlas temperaturasrectalesdesdeel día O

hastael día2l p.i..

3.8.2.2. Sincronizaciónde celose inseminaciónartfficial

Desdequelas cerdasteníanaproximadamente170 díasdevidafueronexpuestasal contacto

directodel verracodos vecesal díaporun periododeunos 10 minutosengruposde4ó5animales

tanto paradetectarlos animalesen celo comoparaestimularla llegadade la pubertad.Cuando

todos los animaleshabíanmostradosignos externosde celo al menosuna vez se empezóel

tratamientode sincronizaciónde celos, que sellevó a cabosegúnse ha descritoen el apartado

3.7.2 de estecapitulo.

Todos los animalesquemostraronsignosexternosde celoentre24 y 48 horasdespuésde

finalizar eJ tratamientode sincronizaciónfueron inseminadosartificialmente,utilizando semen

provinientede los dos verracosdisponiblesparatal fin.

Parala preparaciónde las dosisdesemenserecogiósemen,utilizandolatécnicamanual,a

los dos verracosdisponiblespara estefin. El semenfue contrastadomidiendosu motilidad, el

porcentajede formasanormalesy la concentraciónespermáticay las dosis espermáticasfueron

preparadasutilizandounaconcentraciónde 4000x 106 espermatozoides/dosisen un volumentotal

de 100 mL. Las dosisfueron preparadasdiluyendoel diluyentede semenMRA@ (KubusSA) en

agua destiladasegún las instruccionesdel fabricante,añadiendoa continuaciónal semen

contrastadola cantidadnecesariade diluyente,previamentecalentadoa 370C, para alcanzarel

volumendeseado.Lamezclase distribuía,una vezhomogeneizada,en los fracosutilizadospara

llevar a cabola inseminaciónartificial, previamentecalentadosa37’C. Una vezrellenoslasfrascos

se dejabandurante3 horasatemperaturaambiente,parabajarlentamentelatemperaturay semetían

en una estufa a 150C, dondese manteníanhastasu utilización. Nunca se utilizarondosis que

hubieransidopreparadasconmásde36 horasde antelación.

La inseminaciónartificial sellevó a cabosiguiendoel métododescritoen el apartado3.7.2

de estecapitulo.
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El celofue O gestación.

3.8.2.3. Inoculaciónexperimental

Despuésde la inseminaciónartificial los animalesfuerondivididosen 6 grupos:

- GrupoA, constituidopor 5 cerdas,numeradasdel 1 al 5, expuestasal VSRRP en el día7 de
cestacion
b

- Grupo B, constituidopor 3 cerdas,numeradasdel 6 al 8, quesirvieronde testigosa lascerdas

del grupoA y quefueron expuestasal sobrenadantede un cultivo de MAP sin infectaren el día7

de gestación.

- Grupo C, constituidopor 6 cerdas,numeradasdel9 al 14, que fueronexpuestasal VSRRP enel

día 14 de gestación.

- GrupoD, constituidopor3 cerdas,numeradasdel 15 al 17, que sirvieronde testigosa las cerdas

del grupoC y que fueronexpuestasal sobrenadantede un cultivo de MAP sin infectarenel día 14

de gestación.

- GrupoE, constituidopor 5 cerdas,numeradasdel 18 al 22, quefueronexpuestasal VSRRPen el

día21 de gestación.

- Grupo F, constituidopor3 cerdas,numeradasdel 23 al 25, que sirvieronde testigosa lascerdas

del grupoE y que fueronexpuestasal sobrenadantede un cultivo de MAP sin infectarenel día21

de gestación.

Lascerdasdelos gruposA, C y E fueroninoculadaspor lavíaintranasalcon5 mL deuna

suspensiónvírica con un títulode3,15 x JQ6 DI50CT/mL por lo que recibieronuntotal de 1,6 x

l0~ Dl~0CT del VSRRP.Las cerdasde los gruposB, Dy F recibieron5 mL por la vía intranasal

del sobrenadantede un cultivo de MAP sin infectarcon el virus. Las inoculacionesse llevarona

cabointroduciendo2,5 mL de la suspensiónvirica utilizadacomoinóculoporcadaunade lasfosas

nasalesen el momentode la inspiracióncon la ayudade unacánulade polietilenoadaptadaa una

jeringade conoLuer.

Todos los animalesfueronsacrificados,mediantesangríaamuerteprevioaturdimientocon
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unacorrienteeléctricacontinuaen el día21±1p. i..

3.8.2.4. Tomade muestras

En total setomaron5 muestrasde sangreen todaslas cerdas.Las dosprimerassetomaron

antesdela inoculaciónexperimental,unaen el periodode aclimataciónyla otra3 díasantesde la

inoculación.Despuésdela inoculacióncon el VSRRPsetomaronmuestrasde sangreen los días

5, 7 y 21 p.i.. Lasmuestrasde sangresetomaronporpunción en la venayugularporel sistema

descritoen el apartado3.5.2. Todoslos díasde extracciónde sanaresetomaronmuestrasde las

secrecionesnasalescon la ayudade hisoposestérilesqueeranintroducidosen profundidaden las

fosasnasalesy sumergidosinmediatamentedespuésde su obtenciónen tubos estérilescon 2 mL

de DMEM suplementadocon antibióticos.

En la necropsiase recogieronmuestrasde los ganglioslinfáticossubmandibularesy del

pulmón, que fueron inmediatamentecongeladasa -800C hastasu procesamientoparaintentarla

detecciónvírica. Ademásserecogiótodo el aparatoreproductor,del cualse separaronlos ganglios

linfáticos uterinosy los ovarios,en los cualesse contaronlos cuerposluteos presentescomo

indicadordel númerode embrionesesperado.A continuacióntantolos ovarioscomolos ganglios

linfáticosuterinosfueroncongeladosindividualmentea -800C hastasu procesamientoparaintentar

la detecciónvírica.

Los cuernosuterinosfueron diseccionados,rompiendoel mesometrioparaextenderlosy

cortandotransversalmentecon laayudade unastijerasde Mayoen la zonade unión con el cuerpo

uterino. A continuaciónfueronabiertosporel bordeantimesometrialy los embrionespresentesen

cadauno de los cuernosfueroncontados,identificadosporsu posiciónen el úteroy observados

paradeterminarla presenciade lesionesmacroscópicas,traslo cualfueron extraídosy guardados

individualmentea-800C hastasu procesamientoparala detecciónvírica.

Además,setomaronmuestrasde líquido amnióticomediantela puncióndel sacoamniótico

con la ayudade unaagujade 200 x 11:2” y unajeringadeSmL antesdeextraerlosembrionesdel

útero. Estas muestrasfueron almacenadasen tubos estérilesde 5 mL a -8O’C hastasu

procesamientoparala deteccióndel virus.
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3.8.2.5. DereccióndelVSRRPen las muestrasobtenidas

3.8.2.5.1. Procesamientode las muestras

Las muestrasde sangresedejaroncoagulara temperaturaambientey posteriormentefueron

centrifugadasa 600 g a 4’C durante10 minutospara obtenerel suero que fue extraídoen

condicionesdeesterilidad.Estesuerofue almacenadoen tubosestérilesa-800C hastasu utilización

paradeterminarla presenciadel virus o de anticuerposespecíficosfrenteal VSRRP.

Las muestrasde los distintosórganosobtenidasen la necropsiafueron maceradascon

DMEM suplementadocon antibióticosen la proporción1:9 (peso:volumen)con la ayudade un

homogenizadortipo Potter. Los maceradosfueron centrifugadosa 1000 g a 4’C durante20

minutospara eliminarlos restosde tejidos y los sobrenadantesfueron filtrados por filtros de

jeringade 0,45 pm de tamañode poro y almacenadosa -80’C hastasu utilizaciónparadeterminar

la presenciadelvirus.

Los embrionesprocedentesde las cerdasde los gruposA, B, C y D fueron macerados

enteroscon DMEM suplementadocon antibióticosen la proporción1:9 (peso:volumen)y tratados

de la mismaformaque las muestrasde los distintosórganos.Los embrionesprocedentesde las

cerdasde los gruposE y F fueron abiertosparaextraerlos órganosinternos,los cualesfueron

utilizadospararealizarlosmaceradoscon DMEM suplementadocon antibióticosen la proporción

1:9 (peso:volumen).Estos maceradosfueron tratadosde la misma maneraque los macerados

procedentesde otrasmuestras.

Las muestrasde líquido amnióticofueron filtradaspor filtros de jeringade 0,45 pm de

tamañode poroy almacenadasa -800C hastasu utilizaciónparala determinaciónde la presenciadel

virus.

3.8.2.5.2.Métodosde detecciónde anticuerposutilizados

Parala detecciónde anticuerposespecíficosfrenteal VSRRP en lasmuestrasde suerose

utilizaronlastécnicasdeIPMA y de ELISA, descritasenlos aparatados3.3 y 3.4 de estecapítulo

respectivamente.Estastécnicasfueron empleadastanto parala detecciónde muestraspositivas

comoparala titulaciónde dichasmuestras.
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3.8.2.5.3. Métodosde detecciónvíricaempleados

Paradeterminaríapresenciadel VSRRPseutilizaronlas técnicasde aislamientovirico y de

RT-PCR.

Las pruebasdeaislamientovíricosellevaronacaboinoculandocadamuestrapor duplicado

en placasde cultivo celularde24pocillos previamentesembradascon MAP tal comosehadescrito

en el apartado3.1.3. de estecapitulo.

La pruebade laRT-PCRsellevó a cabosiguiendola técnicadescritaen el apañado3.2. de

estecapítulo.

3.9. Diseño experimental para llevar a caho el objetivo R.5

Paraestudiarin virro el efectoque el VSRRPtiene sobrelos embrionesen el estadiode

entre4 y 16 células,sediseñóel siguienteexperimento:

3.9.1. Animales utilizados y mantenimiento de los mismos

Para llevara caboesteestudiose utilizaron 14 cerdascrucede Landracex LargeWhite

seronegativasal VSRRPpor unatécnicade ELISA, Duranteaproximadamentedosmesesantesdel

inicio de la pruebalos animalesfueron mantenidosen grupos de 3 ó 4 en condicionesde

aislamientoen establoscon camade paja.Un verracocrucede Messianx Ibéricoseronegativoal

VSRRP utilizandouna técnicade ELISA, de aproximadamente11 mesesde edad,fue mantenido

encondicionesde aislamientoen el mismoedificio que las cerdas.

Paraprepararlas dosis de semenseutilizarondosverracosLargeWhite seronegativosal

VSRRPperteneéientesal Departamentode ProduccionesAnimalesde la EscuelaTécnicaSuperior

de IngenierosAgrónomosde la UniversidadPolitécnicade Madrid.

Los animalesfueron alimentosdurantetoda su estanciacon 2 kg/díade un piensoque

conteníaun 16,5% de proteínay un 72,5% de nutrientesdigestibles(Nutriganse).

3.9.2. Virus utilizado

La incubaciónde los embrionesen presenciadel VSRRPse llevó a cabocon un lote de

virus preparadosegúnseha especificadoen el apartado3.1.1 de estecapítulo,pero, dadoquelos
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títulos víricos obtenidosen cultivos de MAP raravezsuperanlas 106 DI50CT/mL, parallevara

cabolas microinyeccionesfue necesarioconcentrarel virus. Paraello secentrifugaron100mL de

un lotedevirus con un títuloinicialde 1,1 x 106 DI50CT/mLa140000g a4
0Cdurante2horasy el

sedimentose suspendióen 5 ml de PBS estéril.Posteriormentese centrifugóa 3000 g a 40C

durante5 minutosparaquitarlos detrituscelulares,setituló nuevamentey seajustóel título a 1O~

D1
50C1’/mLcon PBS estéril.

3.9.3. Sincronización de celos e inseminación artificial

Todas las cerdasfueronexpuestasa la presenciadel verracodurante10 minutospor la

mañanay otros 10 minutospor la tardedesdelos 170 díasde vida.Lasincronizaciónde los celosy

la inseminaciónartificial de las cerdasse llevó a cabo, una vez que todaslas cerdashabían

mostradosignosexternosde celoal menosuna vez, siguiendoel procedimientodescritoen el

apartado3.7.2. de estecapítulo.Las dosisse semenseprepararonsiguiendoel métododescritoen

el apartado3.8.2.2de estecapitulo

El segundodíade celofue consideradodía0.

3.9.4. Recolección de los embriones

En el día2, a las 36 horasaproximadamentede la supuestaovulación,las cerdasfueron

sacrificadasmedianteunasangríaa muertetras el aturdimientollevadoa cabopor la aplicaciónde

una corrientecontinua.Tras el sacrificio se recogieronlos aparatosreproductores,los cuales

fueron mantenidosa 37
0C medianteel empleode cajasisotérmicashastael momentoen que se

recuperaronlos embriones.Una vezen el laboratorio,los ovariosfuéron separadosy los cuerpos

luteoscontadoscomoindicadordel númerode embrionesque deberíamosencontraren el cuerno

uterinoipsilateral.Una vez hechoestose diseccionaronlos oviductosy los cuernosuterinos,

rompiendoparaello el mesometrio,y se cortaronestos últimos transversalmenteen la zonade

unión al cuerpouterino. A continuaciónse colocaronunaspinzasCríeen el extremoabiertodel

cuernouterinoy, con la ayudade unacánulade polietilenoy unajeringa,se introdujeron25 mL

del medio de cultivo denominadoBeltsville embryo culture medium (BECM), previamente

calentadoa 371?con la ayudade un bañomaría,por el oviducto.Una vezintroducidoel líquido se

le hizo desplazarsepor el interiordel cuernouterinohaciaun ladoy haciael otro moviendohacia

arriba y hacia abajo alternativamenteambos extremosdel cuerno para arrastraren su

desplazamientolos embrionesque seencontraranen la luz del mismo.Cuandosehubo repetido

esteprocesovanasvecesse recogióel líquido sobreuna placade Petriestéril de94 x 16 mm de
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diámetro(Falcon),tambiéncalentadapreviamentea 370C dejandocaerel líquido del interiordel

cuernouterino por gravedad,colocandoel extremoabiertoencimade la placa.Cuandono se

obteníantodos los embrionesu ovocitosque deberíanestarpresentesen el cuernouterino,de

acuerdoal dúmerode cuerposluteosexistentesen el ovario ipsilateral,se repetíael procesopara

obtenerel máximonúmeroposiblede embrionesy/o ovocitos.

Los embrionesasí recuperadosfueronvisualizadoscon la ayudade unalupaestereoscópica

a entre8 y 50 aumentosy trasladadosa otraplacade Petriestéril de 60 x 15 mm de diámetro

(Falcon)a la quese le habíanañadidoSmL de BECM previamentecalentadoa371?con la ayuda

de unamicropipeta.En total se recogieron124 embrionesen el estadiode entre4 y 16 célulasque

fueronutilizadosen el experimento.

La composicióndel medioBECM quese utilizó pararealizarloslavadosesla siguiente:

Lactatosódico(SigmaChemicalCo.)

Lactatocálcico(SigmaChemicalCo.)

Cloruro sódico(SigmaChemicalCo.)

Cloruropotásico(SigmaChemicalCo.)

Cloruro magnésico(SigmaChemicalCo.)

Bicarbonatosódico(SigmaChemicalCo.)

Hepes(SigmaChemicalCo.)

D-glucosa(SigmaChemicalCo.)

D-manitol(SigmaChemicalCo.)

L~glutamina(SigmaChemicalCo.)

Taurina(SigmaChemicalCo.)

Piruvatosódico(SigmaChemicalCo.)

EDIA (SigmaChemicalCo.)

Rojo fenol (SigmaChemicalCo.)

Gentamicinabase(SigmaChemicalCo.)

FracciónV de la seroalbúminabovina(BSA) (SigmaChemicalCo.)

25,2 mM

2,14 mM

90 mM

4,83 mM

0,54 mlvi

2,14 mM

10,9 mlvii

0,554mM

llmM

1,03 mM

7,03 mM

0,273 mM

0,079 mM

0,079 mM

32,4 mg/L

lOg/L

Parasu preparaciónsedisolvíantodos los componentes,de uno en uno y en el ordenen

que se han citado, en aguaNanopurecon laayudade una baritamagnética,salvo la BSA que se

dejabadisolverpor sí misma.A continuaciónseajustabael pH a 7,2 con unasoluciónde NaOH 2

N y sefiltrabautilizandofiltros de campanade 0,22 pm de tamañode poro(Acrocap®,Gelman).

Las micropipetasse prepararonmanualmenteutilizandoparaello pipetasPasteur(Chase
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Instruments)a las quese les calentabala puntaa la llama,extirándolaposteriormenteantesde que

se enfriaraparaconseguiruna puntacon un diámetroexternode aproximadamente1 mm. Estas

pipetasPasteurasí preparadasseconectabana un tubo de siliconade aproximadamente1 m de

longitud en el que se habíainterpuestoun filtro dejeringaparaevitar posiblescontaminacionesy

queterminabaen unaboquillaparaabsorbero expelerel líquido.

3.9.5. Exposición de los embriones al VSRRP

En las dos horas siguientesa la recolección,los embrionesprocedentesde las distintas

cerdasfueron mezcladosy divididos al azaren 4 grupos,colocandoaproximadamenteel mismo

númerode embrionesde cadauno de los estadiosutilizadosen el estudioen cadagrupo. E

tratamientoquerecibiócadauno de los gruposfue el siguiente:

- Grupo 1: los embrionespertenecientesaestegrupofueron incubadosen presenciadel VSRRP.

Paraello, al mediode cultivo empleadoparacultivar los embrionesselehabíanañadido4,45 x 10~

DI50CT del VSRRP.

- Grupo 2: los embrionespertenecientesa estegruposirvieron como testigosa los embrionesdel

grupoanteriory fueron cultivadosde la mismamanera,peroen ausenciadel VSRRP.

- Grupo3: los embrionespertenecientesa estegrupo fueronexpuestosal VSRRP, no en el medio

de cultivo sino en el interiorde la zonapellucida. Paraello los embrionesfueron sometidosa una

técnicade microinyecciónque permitíaatravesarlazonapel/uckLe inyectarel virus en su interior,

pero fuera de los blastómeros.Para la micromanipulaciónse utilizó un micromanipuladory un

microscopioinvertido (Nikon) con una magnificaciónde100 aumentos.Parael micromanipulador

se utilizaronmicroagujascomerciales(Femíotips®,Eppendorf)con un diámetrode aperturade

o 5+0,2pmy mieropipetasfabricadaspornosotroscon laayudadeunamicroforjay un pulidorde

micropipetas.Cadaembriónrecibió entre1 y 2 nL del lote de virus preparadocon un título de 10~

DI50CT/mL, lo quesignificaque cadaembriónfue expuestoaentre10 y 20 DI50CT del VSRRP.

- Grupo 4: los embrionespertenecientesa estegrupo fueron utilizadoscomo testigos de los

embrionesdel tercergrupoy fueron manipuladosde la mismaforma, salvo que en lugarde ser

inoculadoscon el virus fueroninoculadosconPBS estéril.

Parasu cultivo los embrionesfueron trasladadosen gruposde 4 ó 5 aplacasde cultivo

celularde 4 pocillos (Nune)que contenían0,5 mL por pocillo del medio de cultivo BECM-3
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(Dobrinskyy Johnson,1994) con lamodificaciónde la exclusiónde lafracciónV de la USA en su

formulación.Los tresprimerospocillos fueronutilizadosparalavarlos embrionesy en el cuarto

fueron cultivadosdurantetodala duraciónde laprueba.Losembrionesfueronmantenidosa371?

en unaatmósferade 5% de CO2 en airedurante72horas.

La composiciónde mediode cultivo utilizadoparamantenerlosembrionesesla siguiente:

Cloruro sódico(SigmaChemicalCo.) 94,8 mM

Cloruropotásico(SigmaChemicalCo.) 6,04 mM

Sulfatomagnésico(SigmaChemicalCo.) 1,18 mM

Clorurocálcico(SigmaChemicalCo.) 1,70 mM

Bicarbonatosódico(SigmaChemicalCo.) 25,1 mM

D-glucosa(SigmaChemicalCo.) 5,55 mM

L-glutamnina(SigmaChemicalCo.) 1,03 mM

Piruvatosódico(SigmaChemicalCo.) 0,364mM

Lactatosódico(SigmaChemicalCo.) 23.5 mM

Rojo fenol(SigmaChemicalCo.) 0,003 mM

Para su preparaciónse disolvían todos los componentesen agua Nanopurey se

suplementabacon 15 mL/L de unasoluciónde aano esencialesMEM (SigmaChemicalCo.) y con

20 mL/L de una solución de aa EME (SigmaChemicalCo.). Posteriormentese ajustabala

osmolaridada 290 mOsmy el pH a 7,2 y se filtraba porfiltros de campanade 0,22 pm de tamaño

de poro.

3.9.6. Estudio del efecto del VSRRP sobre el desarrollo embrionario

Pasadaslas 72 horasde cultivo los embrionesfueron estudiadosa entre8 y 50 aumentos

con la ayudade una lupa estereoscópicapara determinarel grado de desarrolloque habían

alcanzado.El efectode la exposiciónde los embrionesal ‘VSRRP sobreel desarrolloembrionario

fue llevado a cabocomparandoel desarrolloalcanzadopor los embrionesde los grupostestigos

con el alcanzadopor los embrionesexpuestosal virus. Los criterios seguidospara valorarel

desarrolloembrionarioin viti-o fueronlos siguientes:

1. Los embrionesque seguíanen el mismo estadode desarrolloen que fueronobtenidoso que

estabandegenerando,a juzgar por su morfología, se clasificaroncomo embrionesno

desarrollados.
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2. Los embrionesquehabíanllevadoa cabo1 ó 2 divisiones,esdecir, los que, por ejemplohabían

pasadode4 a8 ó 16 células,seclasificaroncomoembrionescon desarrollomoderado.

3. Los embrionesque habíanalcanzadoel estadode mórula o blastocistose clasificaroncomo

embrionescon un gradode desarrolloavanzado.

Las diferenciasentrelos distintosgruposfueron analizadasutilizandounapruebadeX2.

3.9.7. Determinación del VSRRP en los embriones

3.9.7.]. Preparacióndelos embriones

Al cabo de 72 horas de cultivo, y despuésde habervaloradoel grado de desarrollo

alcanzadopor los distintosgruposde embriones,éstosfueron lavadosparaeliminarlos posibles

restosdevirus en los embrionescultivadosen presenciade virus y paraquitarlos restosdel medio

de cultivo en los demás.Para ello se pasaronlos embriones,en los gruposen que fueron

cultivados,10 veces(en el casodelos embrionescultivadosen presenciadel virus) ó 5 veces(en el

restode los embriones)a un pocillo nuevocadavezquecontenía2 mL de PBS estéril.Pararealizar

los lavadosse utilizaronplacasde cultivo celularde 24 pocillosy unamicropipetanuevaparacada

uno de ellos. Se estimóque cadalavadosuponíaunadilución 1:100del medioen quehabíansido

cultivadoslos embriones.

Despuésdellavadode los embriones,7 de los quehabíansidoincubadosenpresenciadel

VSRRP y 5 de sus testigosy 4 de los que habíansido microinyectadoscon el VSRRPy 4 de sus

testigosfueronutilizadospararealizarunatécnicade IED y el restofueron congelados;en grupos

de 4 ó 5 a -801? con 2 mL de PBS estéril. Estosembrionesfueron sometidosa 3 ciclos de

congelacióny descongelaciónpararomperlos embriones.Las muestraspreparadasde estamanera

fueron utilizadasparala detecciónvírica.

3.9.7.2. Técnicasde detecciónvíricaempleadas

Parala detecciónvírica seemplearonlas técnicasde aislamientovírico, la técnicade RT-

PCRy latécnicadelalFD.

El aislamientovírico se llevó a cabo inoculandotodaslas muestrasde embrionespor

duplicadoen placasde cultivo celularde 24 pocillos sembradaspreviamentecon MAP siguiendoel
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métododescritoen el apartado3.1.3 de estecapitulo.

La técnicade RT-PCR sellevó a cabosiguiendoel métododescritoen el apartado3.2. de

estecapitulo.

Parala realizaciónde la técnicade la IFD los embrionesse secaronalaireen portaobjetos

excavados(Menzel-Glaser)que habíansido desengrasadospreviamente.Despuésse fijaron en

acetona(Merck) fríadurante20 minutos.Pasadoestetiemposeañadieron100pL deun anticuerpo

monoclonaldesarrolladofrentea laproteínacodificadaporlaORF-7del VSRRP, cedidoporel Dr.

Antonio Sanz(Ingenasa),a la dilución 1:800 y se incubaronlos portaobjetosen una cámara

húmedaa371?durante45 minutos.Al cabode estetiempolos embrionesfueronlavadosen PBS

con laayudade unamicropipetaparaeliminarlosrestosdel anticuerpomonoclonal.Posteriormente

seañadierona los portaobjetosdondesehabíancolocadode nuevolos embriones100 pL de un

sueroanti-IgGde ratón producidoen conejoy conjugadocon isotiocianatode fluoresceína(Sigma

ChemicalCo.). Los portaobjetosse incubaronde nuevo en cámarahúmedadurante45 minutosa

37CC Despuésde estasegundaincubaciónse lavaronnuevamentelos embrionescon PBS para

eliminar los restosdel conjugado,se colocaron en un portaobjetos,se añadióuna gota de

fluoprep®(Bio Mérieux) y se cubriócon un cubreobjetosdesengrasado.Laspreparacionesfueron

observadasen un microscopiodefluorescencia(Nikon) a 40 aumentosparaobservarla presencia

de fluorescenciaespecíficaen los embriones.
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IV. RESULTADOS



Resultados

4.1. Estudio de la infección por el VSRRP en el verraco: sintomatología asociada
a la misma, efecto sobre la calidad espermática y eliminación del virus por la vía

seminal (objetivos A.1, Al y A.3)

4.1.1. Signos clínicos observados

Ninguno de los verracos del grupo A (verracos del 2 al 6) mostró ningún síntomade

padecerun procesorespiratorio,permaneciendonormalesdurantetodo el experimento.Tampoco

mostrarontrastornosen el apetito,comiendonormalmentesu ración diaria de pienso. Las
temperaturasrectalesduranteel periododeestudiosemuestrana la tabla1, en la cual sepuede

observarun ligero aumentodespuésde la inoculacióncon el VSRRP, aunqueesteaumentosólo

fueestadísticamentesignificativo enel casode los verracos2, 4 y 5. Sin embargo,sólo el verraco

número6 superólos 39,’7’C. temperaturapor encimade la cual establecimosque se podía

considerarque el animal teníafiebre, y fue solamenteen el día 2 p.i., como se muestraen las

figuras 1, 2, 3, 4 y 5, que muestranlas temperaturasrectalesde los verracos2, 3, 4, 5 y 6

respectivamente.

En el grupoB, todoslos animales,salvo el verraconúmero7, permanecieronnormalesa lo

largo del periodode estudio.El verraconúmero7 por el contrario,presentódepresióny anorexia

durantelos días 1, 2 y 3 p.i., rehusandosubiral potro en eldía3pl.. Encuantoalastemperaturas

rectales,los verracosde estegrupotambiénmostraronun ligero aumentoen los díasquesiguieron

a Jainoculacióncon el VSRRP, como se puedeobservaren la tabla2, dondesemuestrandichas

temperaturasantesy despuésde la inoculacióncon el VSRRP.El análisisestadísticodelas mismas

mostródiferenciassignificativasentrelas temperaturasobtenidasantesy despuésde la inoculación

experimental.Sin embargo,tal como se observaen las figuras6, 7, 8 y 9, que muestranlas

temperaturasrectalesde los verracos,7, 8, 9 y 10 respectivamente,sólo los verracos7, 9 y 10

alcanzaronen una ocasiónunatemperaturaconsideradafebril, siendode39,80C en el casode los

verracos7 y 10 y de 40,00C en el casodelverraconúmero9.

Los verracosdel grupoC permanecieronnormalesa lo largode todoel experimento.La

tabla3 y las figuras 10 y 11 muestranlas temperaturasrectalesde los animalesde estegrupo, las

cualespermanecierondentrode los límites de la normalidad,con la únicaexcepcióndel verraco

número 1, el cualen el día 10 antesde la inoculaciónexperimentalmostróunatemperaturarectal

de 39,80C sin que mostraraningunaotra sintomatologíani podamosatribuir a ningún factor

conocidoesteaumento.Sin embargo,no existierondiferenciasestadísticamentesignificativasen

las temperaturasrectalesde los verracosde estegrupo antesy despuésde la inoculacióncon el

sobrenadantede un cultivo de MAP.
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Resultados

Tabla1. Temperaturasrectalesdelos verracosdel grupoA antesy despuésde la inoculaciónconel
VSRRP

VERRACO N”2 VERRACO 1.403 VERRACO 1.404 VERRACO N05 VERRACO N06

OlA Antes Después Antes Después Antes Después Antes Después Antes Después

O 37,0 37,fl* 31,9 379* 36,0 36,0* 37,4 374* 38,4 38,4*
1 38,3 37,7 37,8 38,2 36,5 37,3 3’7,8 36,7 38,3 37,6
2 37,8 39,2 38,5 39,5 37,4 38,9 31,9 39,2 38,1 40,8
3 38,3 38,6 38,2 38,3 37,6 38,5 38,4 38,1 38,4 38,6
4 382 39,1 38,5 38,5 37,9 39,4 38,3 39,3 38,5 39,0
5 38,1 39,3 38,0 38,6 38,1 39,0 38,5 38,6 38,7 38,7
6 38,3 39,2 38,6 38,2 37,9 38,1 38,2 39,2 38,5 37,8
1 36,5 38,1 31,9 38,2 37,0 37,1 38,2 38,4 37,9 38,9
8 38,1 39,0 38,8 38,7 37,5 38,7 38,2 38,5 38,5 38,5
9 37,9 38,1 38,6 38,3 38,0 38,7 37,7 38,8 38,6 39,2
10 37,5 38,8 38,2 39,0 37,0 38,4 38,2 38,4 38,7 38,7
II 38,1 38,7 39,2 38,2 38,3 37,8 38,5 38,0 38.9 38,8
12 38,2 39,0 38,8 38,3 37,8 37,1 37,5 38,4 37,6 32,6
13 38,7 38,3 38,3 38,1 37,3 37,5 38,2 31.9 38,5 38,3
14 38,8 38,1 38,5 38,2 37.7 37,3 38,3 37,8 38,6 38,1
15 38,1 38,1 37,9 38,5 38.2 37,1 37,9 38,0 38,8 32,9
16 37,7 38.3 37,0 38,3 38,8 37,5 38,2 38,3 38,3 38,7
17 37,3 38,5 36,5 38,4 36,5 38,1 37,9 38,0 38,5 38,6
18 38,2 38,3 37,6 38,2 37,0 37,8 38,4 38,4 38,1 38,5
19 37,9 38,3 37,1 37,9 37,4 38,0 38,3 38,3 38,7 38,4
20 38,4 37,9 38,3 37,5 38.0 37,0 38,3 38,1 39,3 38,3
21 38,4 38,4 38.1 38,2 37.5 38,0 38,6 38,2 38,1 38,7
22 38,4 38,1 38,4 38,3 37,5 38,4 37,9 38,3 38,0 38,4
23 38,8 38,0 38,8 38,4 37,7 38,3 38,3 38,4 38.6 38,8
24 38,7 37,8 38,6 38,0 38,3 38.4 38,0 38,5 38,2 38,1
25 38,6 37,8 38,0 38,4 37.6 38,4 37,9 38,5 38,8 38,3
26 37,1 38,5 31,9 38,5 37,2 38,2 38,3 38,3 38,1 38,2
27 38,3 38,4 38,0 38,7 38,7 38,3 38,2 38,7 38,9 38,2
28 38,1 38,8 31,0 38,3 36,9 38,6 38,2 38,7 38,9 38,5
29 NT 38,6 NT 38,1 NT 38,1 NT 38,5 NT 39,2
30 NT 38,2 NT 38,5 NT 38,3 NT 38,4 NT 39,2
31 NT 38,5 NT 38,6 NT 38,4 NT 38,4 NT 38,6
32 NT 38,5 NT 38,7 NY 38,4 NT 38,2 NT 38,6
33 NT 38,5 NT 38,0 NT 38,2 NT 38,0 NT 38,9
34 NT 38,1 NT 38,5 NT 37,1 NT 37,9 NT 38,6
35 NT 38,2 NT 38,3 NT 38,0 NT 38,6 NT 38,5
36 NT 38,8 NT 38,6 NT 38,5 NT 38,6 NT 39,0
37 NT 38,7 NT 38,5 NT 37,8 NT 38,4 NT 38,1
38 NT 38,4 NT 37,8 NT 38,0 NT 38,1 NP 38,1
39 NT 38,1 NT 37,5 NT 37,2 NT 38,2 NT 38,3
40 NT 38,1 NT 38,0 NT 37,8 NT 38,2 NT 38,9
41 NT 38,2 NT 38,0 NT 38,3 NT 39,1 NT 38,0
42 NT 38,0 NT 38,2 NT 37,8 NT 38,3 NT 38,9
43 NT 38,1 NT 38,6 NT 38,2 NT 38,2 NT 38,6
44 NT 38,5 NT 38,9 NT 37.3 NT 38,2 NT 38,3
45 NT 31,7 NT 38,6 NT 37,0 NT 37,3 NT 37,5
4t NT 38,3 NT 38,7 NT 37,3 NT 38,1 NT 38,3
47 NT 38,5 NT 38,7 NT 37,5 NT 38,2 NT 38,3
48 NT 38,5 NT 38,6 NT 38,4 NT 38,3 NT 38,7
49 NT 38,4 NT 38,7 NT 31,4 NT 38,2 NT 38,3

*: ene) dm0 las temperaturasse tomaron antes dellevaracabola ;nocu)aciéneon el ‘VSRRP,
NT: temperatura no tomada.
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Resultados

Tabla2. Temperaturasrectalesde los verracosdel
eIVSRRP

grupoB antesy despuésde la inoculacióncon

VERRACO N0 7 VERRACO N0 8 VERRACO N” 9 VERRACO N0 10

DÍA Antes Después Antes Después Antes Después Antes Después

0 36,5 36,5*
1 38,2 37,3
2 37.9 37,0
3 38,0 39,0
4 38,1 38,3
5 38,0 38,6
6 38,2 38,6
7 3>7,9 39,2
8 38,5 38~4
9 37.8 38.2
10 37,3 37,3
II 37,8 39,2
12 36,4 39,8
13 37,1 38,7
14 37,6 38,0
15 37,8 38.7
16 3’7,2 38,0
17 36,5 37,8
18 37,! 37,8
19 37,9 39,4
20 37.9 38,5
21 37,7 37,8
22 37.9 38.0
23 38.5 31,8
24 38.0 37,8
25 38,2 37,4
26 37,2 37,8
27 37,8 38,0
28 37,0 38,2
29 NT 38,3
30 NT 38,0
31 NT 38,0
32 NT 38,0
33 NT 37,8
34 NT 37,8
35 NT 38,2
36 NT 38,1
37 NT 38,0
38 NT 38,3
39 NT 38,2
40 NT 38,5
41 NT 39,2
42 NT 38,8
43 NT 38,8
44 NT 38,8
45 NT 37,5
46 NT 38,0
47 NT 38,1
48 NT 38,5
49 NT 38,0

en cl día0 las temperaturassc

NT: temperaturano tomada.

37,8
37,8
38,2
38,3
38,6
38,9
38,6
38,2
38,6
38,7
38,4
38,8
38,5
38,8
38,6
37,8
38,1
38,0
37,8
38,0
38,5
38,5
38,2
38,4
38,8
38,7
37,8
38,6
37,8
NI’
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

37,8*
38,7
38,0
39,7
38,8
39,0
38,7
38,5
38,2
38,2
38,0
38,4
37,4
38,4
38,2
37,5
38,1
37,9
38,3
38,3
37,9
38,2
38,6
38,1
38,5
38,6
38,4
38,5
38,6
38,3
38,3
38,8
38,3
38,4
38,6
38,3
38,1
38,3
38,4
38,1
38,3
38,4
37,5
38,5
38,4
38,2
38,3
38,0
38,5
38,2

38,1
38,4
38,5
38,4
38,7
39,0
38,4
38,2
38,3
38,2
38,5
38,6
38,1
38,4
37,9
38,6
37,8
38,0
3>7,8
38,3
37,7
37,8
38,4
38,0
38,6
38,3
38,4
38,2
3>74
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

38,1*
38,2
38,4
40,0
38,4
39,0
38,9
38,2
38,9
38,4
38,8
38,3
38,5
38,3
38,3
37,5
38,1
38,3
38,0
38,6
38,3
38,7
38,9
39,2
38,9
38,7
38,7
38,6
38,3
38,2
38,5
38,5
38,2
38,4
38,4
38,6
38,7
38,4
38,6
38,5
38,5
38,7
38,5
38,3
38,6
38,3
38,3
38,4
38,6
38,4

37,4
37,8
38,3
38,1
38,3
38,5
38,0
37,0
38,1
38,0
37,6
37,8
37,7
37,3
37,3
37,0
37,6
37,5
38,3
37,3
38,1
37,8
38,3
38,1
37,5
38,1
37,3
37,7
37,2
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

374*
38~2
39,3
37,7
38,2
39,8
38,2
39,5
39,3
39,0
38,0
38,9
38,6
38,7
38,3
38,3
38,3
38,2
38,3
38,7
38,4
38,3
38,3
38,2
38,4
38,3
38,3
38,0
38,1
38,3
38,7
38,5
38,3
38,2
38,3
38,2
38,3
38,3
38,4
38,4
37,9
38,3
37,8
38,0
38,2
38,1
37,5
38,2
38,2
38,1

tomaronantesdc llevar acabola inoculaciónex~nmentalconel VSRRP.
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Resultados

Tabla3. Tem~eraturasrectalesde los verracosdel grupoC antesy despuésde la inoculacióncon el

VERRACO N0 11 VERRACO N” 12

DÍA Antes Después Antes Después

0 38,0 38,0* 38,0 38,0*
1 39,0 38,5 38,0 37,5

• 38,0 38,0 38,5 38,0
3 38,2 38,0 38,8 37,9
4 38,4 38,2 38,6 38,0
5 38,0 38,0 38,0 39,0
6 39,0 38,5 37,0 38,5
7 38,5 38,0 38,0 38,0
8 39,0 38,5 38,0 37,5
9 38,5 38,5 38,5 38,0
10 39,8 38,2 38,2 38,3
11 38,2 38,2 38,8 38,5
12 38,0 38,0 37,0 38,5
13 38,0 38,5 37,0 38,7
14 39,0 39,0 38,0 38,8
15 39,5 38,0 37,8 39,0
16 38,0 38,5 38,0 38,0
17 37,4 37,0 38,0 37,6
18 37.5 36,5 38,5 36,0
19 38,0 38,5 38,0 38,0
20 38,5 38,0 38,5 38,1
21 38,0 37,9 38,0 37,8
22 37,3 38.0 38.9 38,0
23 37,8 38,5 38,4 37,5
24 38,0 38,5 39,3 38,6
25 38,2 39,0 38,4 38,0
26 38,3 39,0 38,6 38,5
27 38,4 38,1 38,0 38,0
28 38,0 38,3 38,5 38,5
29 NT 39,5 NT 38,2
30 NT 38,0 NT 38,1
31 NT 38,5 NT 38,0
32 NT 38,0 NT 38,0
33 NT 37,5 NT 38,5
34 NT 38,5 NY 37,9
35 NT 38,5 NT 37,9
36 NT 38,6 NI’ 38,5
37 NT 38,0 NT 39,0
38 NT 38,4 NT 38,4
39 NT 38,2 NT 38.1
40 NT 38,0 NT 37,5
41 NT 38,5 NT 38,6
42 NT 38,0 NT 38,5
43 NT 38,2 NT 38,0
44 NT 37,9 NT 38,2
45 NT 38,1 NT 38,0
46 NT 38,3 NT 38,5
47 NT 38,5 NT 38,2
48 NT 38,6 NT 38,6
49 NT 38,4 NT 38,4
encl díaO las temperaturas se tomaronantesde la inoculación

expenmentalconel sobrenadantede un cultivo dc MAP sin inocular.
NT: temperaturano tomada.
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Temperatura considerada febril

Días

Pre-in ocu ¡ación Post-inoculaciónFigura 1. Temperaturasrectalesdel verraconúmero2, pertenecienteal grupoA, duranteel periodo

deestudio.

Temperatura considerada febril

40 60 Días

P re-inoculación Post-inoculación

Figura2. Temperaturasrectalesdel verraconúmero3, pertenecientealgrupoA, duranteel periodo
de estudio.

40 -

39 -

s

1u, 38

37 -

36
-40 •2O o 20 40

39-

1
1~ 38-

37 -

36
-40 -20 o 20

130



Resultados

Temperatura considerada febril

o 20 40

P re-inoculación

Figura3. Temperaturas
de estudio.
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37-

36
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Post-inoculacIón

rectalesdel verraconúmero4, pertenecienteal grupoA, duranteel periodo

Temperatura considerada febril

-20 20 40 60 Días

Pre- inoculación Post-inoculaciónFigura4. Temperaturasrectalesdel verraconúmeroS,pertenecienteal grupoA, duranteel periodo

de estudio.
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41

40

u

>1
t

39

38

37

60 Días

Figura5. Temperaturasrectalesdel verraconúmero6, pertenecienteal grupoA, duranteel periodo
de estudio.
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Figura6. Temperaturasrectalesdel verraco
de estudio.

Post-inoculación

número?,pertenecienteal grupoB, duranteel periodo
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40-
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3.7

-40 -20

Temperatura considerada febril

o

P re-inoculación Post-inoculación

Figura?.Temperaturasrectalesdel verraconúmero8, pertenecienteal grupoB, duranteel periodo
de estudio.
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Figura 8. Temperaturasrectalesdel verraco9, pertenecienteal grupo B, duranteel periodo
de estudio.
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Figura 9. Temperaturasrectalesdel
periodode estudio.
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verraconúmero 10, pertenecienteal grupo B, duranteel

60 Días

Figura 10. Temperaturasrectalesdel verraconúmero 11, pertenecienteal grupo C, duranteel
periodode estudio.
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Temperatura considerada febril

o 20 40

P re - Inoc lución

Figura II. Temperaturasrectalesdel
periodode estudio.

Post-inoculación

verraconúmero12, pertenecienteal grupo C, duranteel

4.1.2. Efecto de la inoculación con el VSRRP sobre la calidad espermática

Los resultadosobtenidosen las valoracionesde semenpara cadauno de los verracos
utilizadosen esteestudio,tantoantescomodespuésde la inoculacióncon el VSRRP, semuestran

en las tablasde la 4 a la 14. Las tablas15, 16 y 17 muestranlos valoresmediosobtenidosen el

grupo A, el grupo B y el grupo C respectivamente,antesy despuésde la inoculacióncon el
VSRRP.

Comosepuedeobservarenlastablas,el volumentotaldel eyaculado,así comoel volumen

de la fracciónrica y el volumen de la fracción pobre, varíanmucho a lo largo del periodode

estudio,aunqueexisteuna tendenciageneralizadaa que seproduzcaun aumentoen los mismos,
como consecuenciadel aumentoen la edadde los animales.Sin embargo,estadiferenciasólo es
estadísticamentesignificativa en los verracosde los gruposAy 13 si consideramosel volumentotal

del eyaculadoy el volumende la fracciónpobre y en los verracosdel grupoA si consideramosel
volumende la fracción rica (p.cO,O1 en todos los casos).En cuantoa la concentracióntotal de

espermatozoides,tambiénse observauna granoscilaciónen los valoresobtenidosen los distintos
animalesa lo largo del periodode estudio,existiendo,tambiénen estecaso, unatendenciaal
aumento,la cualesestadísticamentesignificativaen el casode los verracosdel grupoA (p.O,OS).
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El analisisdel porcentajede espennatozoidesmóviles en los verracosdel grupoA reveló
unadisminuciónestadísticamentesignificativa(p>cO,Ol) despuésde la inoculacióncon el VSRRP

(con un 15,8% menosde espermatozoidesmóvilescomo media)desdeel día 14 hastael día42

p.í., volviéndosepostenormentea los valoresque presentabanantesde la inoculacióncon el
VSRRP.Si observamoslos valoresobtenidosparacadaverracodeformaindividualse apreciaque

estadisminuciónse ha producidoen4 de los 5 verracospertenecientesa estegrupo(verracos2, 4,
5y6) con unadisminuciónmediadel27,5%; el 9,4%; el 21,9%y el 13,8%respectivamente.

El analisisestadísticodel porcentajemediode espermatozoidesmóvilesen el grupo13 no

revelóningunadiferenciaestadísticamentesignificativaentrelos valoresobtenidosantesy después
de la inoculaciónexperimental.Sin embargo,se produjouna disminuciónmediadelporcentajede
espermatozoidesmóvilesdelS,1%despuésdelainoculacióncon elVSRRP.Si setienenencuenta

los datosobtenidosen cadauno delos animalespertenecientesaestegrupodeformaindividual, se

puedeapreciarque hubo2 animalesque mostraronuna disminuciónmásacusada(verracos?y 9,

con disminucionesdel 13,1% y del 10.6% respectivamente),siendo éstamayorentrelos días7 y
35 p.i.. Por el contrario,los 2 verracosrestantesde estegruposólo mostraronunadisminución
muy moderadaen los valoresmediosde espermatozoidesmóviles, siendodel3,8% en el verraco8

y del 5,6% en el verraco10, observándoseunadisminuciónmásmarcadaentrelos días14 y 28

p.l..

Cuandose compararonestadísticamentelosporcentajesde espermatozoidesmóviles enlos
verracosdel grupoC antesy despuésde la inoculacióncon el sobrenadantede un cultivo de MAP

sin infectarno se observóningunadiferenciaentre los valoresobtenidosantesy despuésde la

misma.Estudiandoindividualmentea los animalesde estegrupose observaque ambosmantienen
valores muy similarespara este parámetroantesy despuésde la inoculaciónexperimental,
disminuyendoun 0,45% en el verraco11 y aumentandoun3,9%en el verraco12.

Los porcentajesmediosde espermatozoidesmóvilesparalos gruposA, 13 y C antesy

despuésde la inoculaciónexperimentalcon el VSRRP se representanen la figura 12. En ella se
observala disminuciónen el porcentajede espermatozoidesmóvilesqueseproduceentrelos días

14 y 42 en el grupoA y en menormedidaen el grupoB.

En cuantoa las alteracionesen la morfologíade los espermatozoides,no se observaron

diferenciasen el porcentajede espermatozoidescon anomalíasen la morfologíade la cabezaen
ningunode los verracosde ningunode los tres gruposen estudiodespuésde la inoculacióncon el

VSRRP.Cuandoseestudióel porcentajede espermatozoidescon anomaliasen lamorfologíade la

colalos resultadosdependierondel grupoen estudio.En los verracosdelgrupoA seestudiaronen

conjuntolos verracos3, 4 y 6 y porseparadoel verraconúmero2 y el verraconúmero5 ya queno
constituíanun grupo homogeneocon los demás,lo cual impedíala aplicaciónde las pruebas
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estadísticas.En ningunode los verracosseobservarondiferenciasestadísticamentesignificativas
entreel porcentajede espermatozoidescon anomalíasen la morfologíade la colaantesy despuésde
la inoculaciónexperimental.Cuandoseestudiande forma aisladalos valoresobtenidosparacada

uno de los verracosde estegrupo,sólo en el casodel verraco2 seobservóun aumentodel 9,1%

despuésde la inoculacióncon el VSRRP,siendoesteaumentomásmarcadoentrelos días21 y 42
p.¡.. El resto de los animalespermanecieroncon valoressimilaresa los obtenidosantesde la
inoculaciónexperimental(2,5% másalto el verraco3; 0,25 másbajoel verraco4; 3,4% másbajo

el verracoSy 1,9% másbajoel verraco6).

En el grupo13 el estudioestadísticodel porcentajede espermatozoidescon anomalíasen la

morfologíade la cola se llevó a caboen conjuntoparalos verracos7, 8 y 9, excluyéndoseel
verraco10 por no constituirun grupohomogeneocon los demásy no permitiríascomparaciones

estadísticas.En estegruposeobservóun aumentoestadisticamentesignificativo(pr0,05),aunque

no muy marcado,en el porcentajede espermatozoidescon colasanormales,siendoel aumento
mediodel 3,5%. Cuandose estudiaroncadauno de los animalespor separadose pudo observar
que 3 de los 4 animalesde estegrupo (verracos?,8 y 10) habíansufrido un aumentoen este

porcentaje(6,8%;3,3% y 4,5%respectivamente),mientrasqueel verraco9se habíamantenidoen
valoressimilaresa los obtenidosantesde la inoculacióncon el VSRRP(con un aumentodel

0,6%). El aumentoen las colasanormalesen estegrupofue másmarcadoentrelos días21 y 35

pA..

En el grupoC no se apreciarondiferenciasestadísticamentesignificativasentrelos valores
obtenidospara este parámetroantesy despuésde la inoculaciónexperimental.Cuandose

estudiaronlos animalespor separadono se observarondiferenciasimportantesentrelos valores

obtenidosantesy despuésdel día 0, aumentandoligeramenteen el verraco 11 (0,5%) y
disminuyendoligeramenteen el verraco12(0,85%).

Los análisis estadísticosdel porcentajede espermatozoidescon gotas citoplasmáticas
proximalesse realizaronconjuntamenteen los verracos2, 3, 4 y 6 del grupoA y de forma
separadaen el verraco5, ya quelos valoresobtenidosen esteverracono constituíanun grupo
homogeneocon los demás.En ningunode los casosse observarondiferenciasestadisticamente

significativasentrelos valoresobtenidosantesde la inoculacióncon el VSRRP y despuésde la

misma.Cuandose tuvieronen cuentalos valores individualesse observóque sólo el verraco5
presentóun aumentoapreciableen el númerode espermatozoidescon gotas citoplasmáticas

proximales(7,6%), mientrasque los demásanimalesmostraronvaloressimilaresantesy después
de la inoculacióncon el VSRRP. En el caso del porcentajede espermatozoidescon gotas
citoplasmáticasdistales,el estudioestadísticose realizóconjuntamenteparalos verracos2, 3, 4 y 6

y por separadoparael verracoS,al no serde nuevohomogeneossus valoresconlos de los demás

verracosde estegrupo. En estecasoel verraco5 no mostródiferenciassignificativas,pero sí el
resto de los verracos(pcO,O5), con un aumentomedio del 7.1%. Cuandose estudianlos
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resultadosde formaindividual seobservaque3 de los4 verracos(verracos2, 3 y 6) presentaron
aumentosdel 5,5%, 13,5% y 14,0%respectivamente,mientras~ueel verracorestante(verraco4)
mostróuna disminucióndel 4,6%.En cuantoal verraco5, semantuvoenvaloressimilaresa los
queteníaantesde la inoculación,presentandoun aumentodel 0,6%.

Los análisis estadísticosdel porcentajede espermatozoidescon gotas citoplasmáticas
proximalesen el grupo 13 no revelaronningún cambiodespuésde la inoculacióncon el VSRRP.

Considerandolos animalesde formaaisladaseobservasin embarcoun aumentodel 6,3% en el
verraco?y del 6,5% en el verraco10, mientrasquelos verracos8 y 9 mostraronaumentosdel 1%

y del 0,3% respectivamente,por lo que se puedeconsiderarque no sufrieron cambios.Sin
embargo,sí se produjo un aumentoestadísticamentesignificativo en el númerode gotas
citoplasmáticasdistales(P<0,0l), aumentandoun 5,7% el númeromediode espermato~oidescon

estaalteración.Cuandoseanalizaronlos animalesde formaindividual sepudo observarquesólo 3

de los 4 verracospertenecientesa estegmpo (verracos?,9 y 10) mostraronaumentosquefueron
del 5,9%; el 9% y el 3,4% respectivamente,mientrasqueel verraco8 mostróunadisminucióndel

3,4% en el porcentajede espermatozoidescon gotascitoplamáticasdistales.

En el grupoC no se produjeroncambiosestadísticamentesignificativosen el porcentajede

espermatozoidescon gotas citoplasmáticasproximalesni con gotas citoplasmátícasdistales,

manteniendoseambosanimalesen valoressimilaresdurantetodoei experimento.

Pararealizarel estudioestadísticodel porcentajede espermatozoidescon morfologíanormal
en el grupo A fue necesarioreagrupara los animalesen 3 grupos, debidoa la falta de

homogeneidadentreellos. Porun ladose analizaronlos valorescorrespondientesa los verracos2

y 6, porotro los correspondientesa los verracos3 y 4 y finalmentelos correspondientesal verraco
5 se tuvieronque analizarde forma individual. En los dos primerosgrupos se produjeron

diferenciasestadísticamentesignificativas(pcO,05),mientrasqueen el verracoSno existierontales

diferencias.La disminuciónmediaen el númerode espermatozoidescon una morfologíanormal
fue del 9,8%. Cuandose estudiaronlos datoscorrespondientesa cadaanimal por separadose

observarondisminucionesdel 15,9%; el 16,8%; el 5,1%y el 13,5% paralos verracos2, 3, 5 y 6

respectivamente,mientrasque el verraco4 mostró un aumentodel 1,8% en el númerode
espermatozoidescon morfología normal despuésde la inoculacióncon el VSRRP. La mayor

disminuciónse observóentrelos días35 y 49 p.í..

El bajonúmerode espermatozoidesconmorfologíanormalen el grupoA (tabla15) sedebe

fundamentalmenteal efectoque sobrelos valoresmediosejerceel verraco2, con valoresmuy
bajos tantoantescomodespuésde la inoculacióncon el VSRRP,y, en menormedida,el verraco5

comosepuedeobservaren la figura 13.

El análisisestadísticodel porcentajede espermatozoidescon morfologíanormalen el grupo
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13 sellevó acakconjuntamenteparalos verraco?,8 y 9 y porseparadoparael verraco10, debido
a ladiferenciaexistenteentrelos valoresnormalesde esteanimaly los delos demás.En el primer

gruposeobservarondiferenciasestadísticamentesignificativasentre los valoresobtenidosantesy

despuésde la inoculacióncon el VSRRP(pcO,OI), con una disminuciónmedia del 12,1%,
mientrasque el verraco 10 no mostró diferenciasestadísticamentesignificativas.Cuando se

analizaronde forma individual los datos correspondientesa cadauno de los animalesse
encontrarondisminucionesen el porcentajede espermatozoidescon morfologíanormalen todos

ellos. Estadisminuciónfue del 19,3%parael verraco?,del7,3% parael verraco8, del9,9% para

el verraco9 y del 7,5%parael verraco10. La alteraciónfue másmarcadaentrelos días21 y 42

En el grupo C no existierondiferenciasestadísticamentesignificativasentrelos valores

obtenidosantesy despuésde la inoculaciónexperimental.

En los verracosdel grupoA, los análisisestadísticosdel porcentajede espermatozoidescon

acrosomanormaly de lapruebade la ORT indicaronunadisminuciónsignificativaestadísticamente

en ambosparámetros(pszO,Ol en amboscasos)con valoresdel 10,8%en el casodel porcentajede
acrosomasnormalesy del 9,5% en el caso de los valoresobtenidosen la pruebade la ORT.
Cuandoseanalizaronde formaindividual los datosde cadauno de los verracosse observaron

disminucionesen todos los animalespara ambosparámetros.Estasdisminucionesfueron más

acusadasentrelos días 14 y 42 pI., volviendoposteriormenteambosparámetrosa los valores

normalesy permaneciendoasíhastael final del experimento.

El análisisde estosmismosparámetrosen el grupo 13 mostró tambiénuna disminución

estadísticamentesignificativapara ambos(p<O,Ol en amboscasos)con valoresdel 8,1% en el
casosdel porcentajede espermatozoidescon acrosomanormaly del 7,2% en el casode los valores

de la pruebade ORT. Estadisminuciónse produjoentre los días21 y 42 pI. en el caso del

porcentajede espermatozoidescon acrosomanormaly entrelos días28 y 35 p.i. en el casode la
pruebade la ORT. Ambosparámetrosvolvieron a los valoresnormalesa partirdel día49 p.i.. EJ

análisisde los valoresobtenidosen cadauno de los animalesde forma aisladarevelauna

disminuciónen todoslos casos.

En el grupo C no se observarondiferenciasestadísticamentesignificativasni en el
porcentajede espermatozoidescon acrosomanormalni en los valoresobtenidosparalapruebade
la ORT. Estudiandocadaanimalde forma individual observamosunadisminucióndel 2,9% en el

porcentajede espermatozoidescon acrosomanormaly del 3,9% en la pruebade la ORT en el
verraco12. Los valoresmediosdelporcentajede espermatozoidescon acrosomasnormalesen las

muestrasde semenrecogidasde los verracosde los gruposA, 13 y C antesy despuésde la

inoculacióncon el VSRRPsemuestranen la figura 14.
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Tabla4: Valoraciónde lacalidaddel semendel verraconúmero2, pertenecientealgrupoA, antesy
despuésde lainoculacióncon el VSRRP.

Día V.T. VER. VER Cone. Motilid. CA. Co.A. G.C.P. G.C.D. EN. A.N. O.R.T.

-49
-42
-35
-28
-21
-14
-7
0
3
7
14
2!
28
35
42
49
56
63
70

86 54 32 646,6 90 0 37 2 2 59 80 64,5
95 57 38 787,6 90 0 29 0 6 65 93 73,5
88 64 24 856,0 90 0 27 2 6 65 92 82,0
87 37 50 587,0 90 1 35 2 4 58 86 77,5
127 47 80 644,5 95 0 12 2 3 83 82 61,5
43 25 18 437,5 90 0 15 3 10 72 89 77,5
107 46 61 676,5 90 0 18 1 7 74 83 62,5
6! 25 36 392,0 95 0 tI 2 7 80 82 65,5
120 48 72 537,2 80 0 21 1 11 67 77 74,0
119 59 • 60 769,0 60 0 14 0 6 80 85 70,5
135 63 72 577,3 60 0 27 3 4 66 69 61,0
133 53 80 589,0 60 1 41 1 7 50 68 60,5
144 74 70 728,7 40 0 34 1 10 55 73 52,5
123 61 62 884,6 60 1 47 2 14 36 57 46,0
107 63 44 1075,3 65 1 52 2 32 13 67 53,0
lIS 67 48 774,2 85 0 21 2 15 62 85 66,0
99 41 58 624,4 90 0 32 3 6 59 89 74,5
81 41 40 521,6 85 0 20 2 2 76 80 70,0
129 47 82 622,3 85 1 46 0 6 47 84 76,0

Xl.: Volumen total deleyaculadoenmL. \ .1 R Volumendejafracción rica en¡nL; \.}-KP.: Nolumendelafracción pobre
en mL. (‘<mc: Concentracióntotal dc espermatozoides(nO6 ¡nL>: Motilid.: ~ deespermatozoidesmóviles: CA.: Li
espermatozoidescon cabezasanormales:Cok: Li deespermatozoidesconcolas anormales:OC!’.: 7 deespermatozoides

tas citoplasmáticasproxiniales: OC’ 1) Li de espermatozoidescon gotascitoplasmúticasdistales;EN.: LiCOfl eO
espermatozoidescon morfología normal.SN: Li deespermatozoidescon acrosomanormal: 0,R.T.: Pruebaderesistencia
osmótica (expresadae~q

1•

TablaS:Valoraciónde lacalidaddel semendel verraconúmero3, pertenecienteal grupoA, antesy
despuésde la inoculacióncon el VSRRP.

Día V.T. VER. V.F.P. Conc. Motilid. CA. Co.A. QL.!’. G.C.D, EN. AN. O.R.T.

-49
-42
-35
-28
-21
-14
-7
0
3
7
14
21
28
35
42
49
56
63
70

114
65
150
120
139
100
¡57
94
68
¡02
97
132
¡89
127
111
168
179
182
258

49
4

40
36
19
40
49
20
30
40
37
82
37
43
42
32
87
30
73

65
61
110
84
120
60
108
74
38
62
60
55
152
84
64
136
92
152
¡85

264,2
72,7
163,6
278,5
152,0
262,0
295,1
225,1
432,9
663,7
487,6
624,9
193,7
385,6
263,8
121,4
507,6
237,1
307,1

80
90
80
85
95
85
95
85
85
85
80
20
80
80
85
80
90
85
90

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
15
4
4
2
2

(
(
(
(
(
(1
0
7
0
1
0
3
4
5
3
3
1
2
2

-
-
-
-
-
-5
—
1
3
0
11
5
5
9
30
27
33
8
2
2

92
95
95
96
96
97
98
89
100
88
95
85
86
63
55
60
87
94
94

72
75
80
75
82
92
70
73
85
72
74
63
65
62
72
82
80
78
78

62,0
63,0
67,0
59,0
65,0
62,0
58,5
66,0
61,0
69,5
65,5
49,5
43,0
41,5
60,5
49,5
74,5
66,0
72,0

V.T.: Volumentotal del eyaculadoenmi.: VER.: VolumendeJafracción rica en ¡nL: WFP.: Volumendelafracción pobre
en ¡nL: Conc.: Concentracióntotal dc espermatozoides(x10

6 mL>, Niotilid: Li deespermatozoidesmóviles: CA.: Li
espermatozoidescon cabezasanormales.Co A Li deespermatozoidescon cotas anormates:OC.!’.: Li deespermatozoides
con gotascitoplasmáticasproximales: OC 0.: Li deespermatozoidescon gotascitoplasniéticasdistales;FN.: Li
espermatozoidescon moríblogía normal:A N Li- deespermatozoidesconacrosomanormal;O.R.T.: Pruebaderesistencia
osmótica(expresadaenLi).
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Tabla6: Valoraciónde lacalidaddel semendel verraconúmero4, pertenecienteal grupoA, antesy
despuésde la inoculacióncon el VSRRP.

Día V.T. VER. V.F.P Cone. Motilid. CA. Cok G.C.P. OCO. EN. AN. O.R.T.

-49
-42
-35
-28
-21
-14
-7
0

3
2

14
21
28
35
42
49
56
63
70

87 32 55 377,6 80 0 0 0 10 90 84 61,5
105 78 27 584,6 80 0 0 2 6 92 83 69,0
37 12 25 288,0 85 0 5 1 53 41 95 81,5
56 38 38 306,1 85 0 1 3 4 92 91 82,0
155 61 94 401,6 95 0 0 1 9 90 89 ‘75,5
136 50 86 276,7 85 0 0 1 17 82 90 22,5
64 33 31 530,7 90 0 0 0 1 99 83 64,5
63 19 44 138,7 90 0. 2 10 3 85 77 76,0

111 53 58 523,8 80 0 1 19 5 75 81 65,5
144 51 93 507,0 85 (1 0 7 5 88 81 67,0

112 50 67 353,4 75 0 1 5 4 90 26 69,5
303 28 75 201,2 65 0 3 2 19 76 71 55,0
123 58 65 558,7 65 0 1 2 4 93 70 50,5
lIS 48 70 529,2 80 0 0 4 10 86 65 57,5
159 63 98 423,0 75 0 0 3 13 84 76 56,0
149 59 90 787,7 90 0 0 1 6 93 81 20,5
161 41 120 250,8 95 1 0 4 2 93 90 77,0
105 45 60 610,0 90 0 0 2 5 93 78 70,0
176 53 123 372,8 90 0 0 0 3 97 83 66,0

Volumen total dcl eyaculado en mi.: VER.: Volumen dc la fracción rica en ¡nL; V ~:p. Volumen de la fracción pobreVi.:
en mit Conc.: Concentracióntotal deespermatozoides(xl0ÚimL): \Xotitid.: Li deespermatozoidesmóviles; CA. Li &
espermatozoidescon cabezasanormales;Co.A.: %deespermatozoidescon colasanormales;C.C.!’.: Li deespermatozoides
con gotascitoplasmáticasproxímales,C.C D.. Li de espermatozoidescon gotascitoptasmáticasdistales;EN.: Li &
espermatozoidescon mort’oloeía normal,A Ni Li deespermatozoidesconacrosomanormal;ORT.: Pruebaderesistencia
osmótica(expresadaenLi).

Tabla7: Valoraciónde la calidaddel semendel verraconúmero5, pertenecienteal grupoA, antesy
despuésde La inoculacióncon elVSRRP.

Día Vi’. VER. VE.!’. Cone, Motilid. CA. Co.A. G.C.P. G.C.D. EN. AN. O.R.T.

68 39,0
86 67,0
88 72,0
79 22,5
85 70,0
94 79,5
82 65,0
22 65,6
77 59,5
73 59,5
81 56,5
70 57,0
52 39,5
50 49,5
72 52,0
82 72,5
86 76,5
88 68,0
75 60,0

en ¡ni.; V,FP.: Volumen deja fracción pobre

-49
-42
-35
-28
-2!
-t4
-2
0
3
7
14
21
28
35
42
49
56
63
70

103
98
106
118
¡70
92
132
130
119
155
85
93
136
123
123
167
145
131
137

76
16
60
46
49
31
46
4<)
49
58
33
48
46
33
58
53
32
45
49

27
82
46
72
121
61
86
9<)
70
97
52
45
90
90
65
114
108
86
88

517,7
175A
628,2
244,7
214,4
233,0
375,8
292,5
407,1
340,7
387,3
366,0
301,3
167,6
390,0
317,2
186,2
202,7
258,0

95
80
90
95
90
95
85
90
75
80
40
60
65
70
70
85
90
25
80

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0

38
28
36
19
36
40
20
33
39
24
28
19
23
32
36
22
14
20
26

26
30
36
40
19
29
36
12
29
43
25
42
36
34
49
31
53
22
43

18
30
12
22
14
21
26
12
18
24
47
15
15
25
15

1
17
46
12

18
12
16
19
30
10
18
43
14
7
0

24
26
8
0

46
16
7
19

VI.: Volumen lotal deleyaculadoen mi.; VF,R,: fracción ricaVolumen dela
cii ml.; Cone> Concentracióntotal deespermatozoides<xlO6imL); \lotilid.: Li deespermatozoidesmóviles: O X Li ‘k
esperinalozoidescon cabezasanormales:Co.A : Lideespennatozoidescon colas anormales;OC.]’.: Li deespermalozoides
con gotas eiíoplasmáticasproximales. UCD.: Li de espermalozoidescon gotascitoplasmMicasdislales; E N.. Li &
espermatozoidescon morfología normal,AN.: Li de espermatozoidescon acrosomanormal:0.RT.: Pruebade resistencia
osmólica<expresadaen Li).
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TablaS:Valoraciónde la calidaddel semendel verraconúmero6, pertenecienteal grupoA,
despuésde lainoculaciónconelVSRRP.

antesy

Día V.T. VER. VE.]’. Cone. Motilid. CA. Cok O.C.R G.C.D. EN. AN. O.R.T.

-49 62 21 41 335,9 80 0 6 11 35 48 76 46,5
-42 119 49 70 237,1 85 0 9 3 11 77 88 76,0

-35 182 80 102 235,5 90 0 5 2 8 85 90 73,0
-28 206 lOO 106 330,2 95 0 2 2 7 89 85 71,5
-21 ¡03 25 78 102,2 90 0 0 8 17 75 81 64,0
-14 216 72 144 187,3 90 0 2 10 8 80 94 79,5
-7 158 43 115 345,9 90 0 2 3 7 88 84 72,5
0 171 57 114 275,3 85 0 30 26 18 26 78 62,0
3 131 43 88 265,1 70 0 5 9 3 83 77 69,0
2 196 56 140 280,0 85 0 7 5 8 80 77 65,5
14 105 39 66 192,1 80 0 3 2 52 43 79 66,5
21 109 54 55 341,6 70 0 1 11 26 62 65 56,0
28 212 99 113 357,0 70 0 4 21 28 47 66 46,5
35 102 40 62 427,5 70 0 9 13 31 47 61 57,0
42 212 52 160 229,6 70 0 9 9 64 18 67 45,5
49 183 59 124 259,4 80 0 3 6 11 80 87 74,0
56 267 85 182 214,4 90 0 2 10 9 79 90 79,0
63 158 45 113 249A 85 0 3 5 15 77 84 68,5

70 208 66 142 301,0 90 0 0 1 17 82 84 65,0

VI.: \ olunien total deleyaculadoenini.: VER.. Volumendejafracc;ónrica enmL. V.F.P.: Volumendelafracción pobre
en mli (tone.: Concentrációntotal deespermatozoides(xlO<’ ¡nL): Niotilid.: Li deespermatozoidesmóviles: CA.: Li &
espermali~zoidescon cabezasanormales,(‘o.\ Li deespermatozoidescon colas anormales..(‘tOP.: Li deespermalozoides
con gotaseitopIasm~tieasproximales; (1 C.D.: Li de espermatozoidescon gotascitoplasmáteasdistales;EN.: Li &
espermatozoidescon morfología normal,A.N Li de espermatozoidesconacrosornanormal; 0.R.T.: Pruebaderesistencia
osinotica (expresadaenLi).

Tabla9: Valoraciónde la calidaddel semendel verraconúmero7, pertenecienteal grupo13, antesy
despuésde la inoculacióncon el VSRRP.

Día V.T. VER. VP.]’. Cone. Motilid. CA. Co.A. OC.]’, G.C.D. EN. AN. O.R.T.

-49 20 St) 20 1113,1 95 o o o o 100 78 67,0
-42 80 39 41 442,3 95 0 1 0 10 89 91 76,0
-35
-28

96
169

33
92

63 262,2
77 305,0

95
95

0
0

0
0

1
1

1
1

97
98

77
82

66,5
82,5

-21
-14
-7

133
162
89

30
62
52

103 416,2
lOO 136,5
37 751,3

95
90
95

0
0
0

(1
1
0

0
0
0

-
- 0

0

99
98
100

83
87
79

68,0
81,0
62,5

3
3

122
136

29
38

93 139,2
98 3069

95
90

0
0

1
1

1
1

1
1

97
97

82
81

59,0
66,0

1
14

156
223

36
41

120 551,5
182 1809

80
80

0
0

0
0

0
0

24
2

73
98

79
72

60,5
65,0

21
28

128
136

33
61

95 378,1
75 508,8

70
75

1
1

33
0

2
25

11
2

51
72

70
65

58,5
54,0

35
42
49

95
168
175

27
41
39

68 215,6
127 3469
136 147,1

80
85
90

0
0
0

12
8
0

II
10
1

18
7
0

59
75
99

69
72
86

56,5
63,0
71,0

56
63

152
201

45
53

107 297,4
1483034

80
85

1
1

0
0

1
1

4
4

93
94

79
84

66,0
69,0

20 14<) 45 95 740,0 95 0 0 1 5 94 76 67,5

\.T< Volumentotal deleyaculadoen mí; VER.. Volumendeja fracción rica en mL.\‘.F P Volumendelafracción pobre
en mE; Cone.: Concentracióntotal deespermatozoides(x106:mL); Motilid Li deespermatozoidesmóviles; CA.: Li &
espermatozoidescon cabezasarwrmales:Co..\•: Li. dc espermatozoidescon colas anormales:CC.!’.: Li deespermatozoides
con golas citoplasrnMieasproximales: 0.0.1).: Li de espermatozoidescon gotas citoplasmáticasdistales;FN.: Li &
espermatozoidescon morfología normal; AN.: Li deespermatozoidesconacrosomanormal:O.R.T.: Pruebaderesistencia
osmótica(expresadaenLi).
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Tabla 10: Valoracióndelacalidaddel semendel verraconúmeroS,
y despuésdela inoculacióncon el VSRRP.

pertenecienteal grupo13, antes

Día Vi’. VER. VER Cone. Motilid. CA. Co.A. G.C.R G.C.D. EN. A.N. ~R.T.

-49 16 6 10 180,6 80 2 2 0 6 90 78 62,5
-42 48 26 22 780,0 90 1 1 1 4 93 88 78,0
-35 64 42 22 660,3 80 0 1 2 4 93 82 68,5
-28 45 20 25 346,1 80 1 1 4 0 94 89 78,5
-21 82 42 40 393,4 80 1 1 0 1 97 86 78.0
-14 44 21 23 497,9 85 0 2 1 1 96 90 69,5
-7 86 39 42 431,2 90 0 2 0 6 92 83 69,5
o 46 22 24 247,8 90 0 0 1 2 97 86 68,0
3 33 lO 23 512,6 80 0 0 1 0 99 83 70,0
7 88 33 55 383,8 85 0 1 1 4 94 90 76,0
14 60 36 24 877,2 80 0 1 2 3 94 79 73,0
21 89 35 54 417,9 70 0 5 4 14 77 70 61,0
28 68 31 37 586,2 70 0 5 6 7 82 63 52,5
35 55 30 25 746,8 85 0 6 0 14 80 64 52,0
42 94 33 61 784,2 90 1 13 1 5 80 76 61,0
49 21 33 38 515,0 85 1 5 2 4 88 87 75,5
56 111 51 60 560,0 90 1 0 3 3 93 84 74,5
63 86 28 58 302,4 85 0 0 2 5 93 2$ 67,0
70 113 53 60 424,4 90 (1 1 0 4 95 80 67,0

Xl.: Volumen tota] deleyaculadoen m1~; VI- R.. Volumendela fracción rica enmL. WFP.: Volumende ¡a fracción pobre
en ml.; Cone.: Concentracióntotal deespermatozoides(x1(~ mL); Nlotiltd.: Li deespermatozoidesmóviles; C. X Li &
espermatozoides con cabezas anormales, Co A. Li deespermatozoides con colas anormales; C.C.]’.: Li deespermatoz.oídes
con gotascitoplasmáticasproximales. (‘tUl): Li de espermatozoidescon golascitoplasmáticasdistales;FN Li &
espermatozoidescon morfología normal;A N : Li de espermatozoidescon acrosomanormal;O.R.T.: Pruebaderesistencia
osmértea(expresadaen

Tabla11: Valoraciónde lacalidaddel semendel verraconúmero9, pertenecienteal grupo13, antes
y despuésde la inoculacióncon el VSRRP.

Día Vi’. VER. VE]’. Conc. Motilid. CA. CeA. O.C.R G.C.D. EN. AN. O.R.T.

90 71,0
90 80,0
79 63,5
88 82,0
91 69,0
88 68,0
88 71,5
74 66,0
86 72,5
78 70,0
83 69,5
79 61,0
73 63,0
24 54,5
73 50,5
77 67,0
83 75,0
88 69,5
85 76,0

en ¡nL; VV!’.: Volumen dela fracción pobre

-49
-42
-35
-28
-21
-14
-7
o
3
7
14
21
28
35
42
49
56
63
20

84
62
153
165
127
175
196
142
113
173
169
223
238
185
211
229
109
105
221

39
46
73
60
28
37
55
27
40
65
41
43
96
57
61
69
55
20
51

45
16
80
105
99
138
141
120
73
108
128
¡80
142
128
150
160
54
85

120

550,4
657,1
3683
297,4
254,7
159,0
413,6
219,0
418,1
3123
275,6
301,7
3119
489,0
342,8
3683
548,7
487,9
362,2

95
95
95
90
95
85
90
95
90
80
80
70
75
85
90
90
90
85
95

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1

1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
16
1
5
7
39
3
6
4
18

98
97
100
100
96
97
100
96
98
93
83
97
91
89
60
94
89
95
78

\T.: Volumen total del eyaculadoenmE; VER: VolumendeJafracción rica
en ml.; (‘one.: Concentracióntota] deespermatozoides<x10

6 mE): Nlotilid.: Li-de espermatozoidesmóviles: CA.: Li t
espermatozoidescon cabezasanormales:Cok: Lideespermatozoidesconcolas anormales;OC.]’.: % deespermatozoides
con gotas citoplasmálicasproximales:G.C.D Li de espermatozoides con gotas citoplasmáticas distales; EN.: Li &
espermatozoides con morfología normal: AN Li deespermatozoidescon acrosomanormal;0R.T.: Pruebade resistencia
asmática(expresadaen Li).
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10, pertenecienteal grupo13,

G.CD. EN. AN. O.R.T.

5 84 77 55,0
2 96 80 47,0
6 88 73 69,5
0 95 86 82,0
1 93 86 72,0
7 78 78 65,0

1 98 93 67,5
0 92 78 56,5
0 97 78 67,0
3 97 78 63,5
4 81 79 70,0
5 88 67- 55,5
13 75 62 45,0
18 43 63 46,5
4 88 78 60,5
2 95 84 60,0
2 96 85 78,0
2 94 82 70,0
2 91 76 72,0

Xl.: Volumen total del eyaculadoen mL: VER: Volumendelafracciónrica en ¡ni.; WFP.: Volumendelafracción pobre

Tabla 12: Valoraciónde la calidaddel semendel verraconúmero
antesy despuésde la inoculacióncon el VSRRP.

Día WT. VER. VE.]’. Cone. Motilid. CA. Co.A. OC.]’.

-49

-42
-35
-28
-21
—14
-7
0

3
7
14
21
28
35
42
49
56
63
70

121 38 83 217,7 95 0 10 1

108 38 70 425,2 90 0 2 0
118 42 76 328,6 90 0 4 2
lIS 40 75 338,5 90 0 3 2
129 50 79 1157 80 0 6 0
113 20 93 159.1 95 0 2 13
141 48 93 325,4 80 0 0 1
110 43 67 286,2 90 0 8 0

65 23 42 229,4 90 0 2 1
77 54 23 449,8 90 0 0 0
77 27 50 3389 70 0 14 1
117 45 72 313,5 75 (1 4 3
91 48 43 284,2 80 0 9 3
161 65 96 306,0 80 0 33 6
173 55 ¡18 179,7 90 0 8 0
189 47 142 174,1 90 0 1 2
175 25 150 132,6 90 0 0 2
98 28 70 240,7 90 0 3 1

211 41 170 233,6 95 0 4 3

en ¡nL; (lone.: Concentracióntotal de espermatozoides(x106 ¡nL): Motilid: Li deespermatozoidesmóviles; CA.: Li de
espermatozoidescon cabezasanormales;<‘oS.: Lideespennatozoidescon colas anormales;0fF.: Li. deespermatozoides
con gotascili’plasmáticasproximales. G(’D.: Li de espermatozoidescon gotascitoplasmáticasdistales;EN.: Li de
espermatozoidescon morfología normal, SN. Li deespermatozoidescon acrosomanonnal:0R.T.: Pruebaderesistencia
osmótica(expresadaen ‘~).

Tabla 13: Valoraciónde la calidaddel semendel verraconúmero
antesy despuésde la inoculacióncon el VSRRP.

11, pertenecienteal grupoC,

Día Vi VER. VE.!’. Cone. Motilid. CA. Co.A. C.C.]’. G.C.D. EN. AN. aRT.

-49 125 36 89 293,7 85 2 1 0 0 99 70 57,0
-42 110 41 69 429,5 80 0 0 2 0 100 72 64,0
-35 98 45 53 317,0 80 0 0 0 1 99 73 69,5
-28 120 47 73 491,3 80 0 1 1 2 96 80 70,0
-21 126 42 84 389,5 St) 0 1 0 0 99 79 66,5
-14 liS 40 75 359,8 85 0 0 1 4 95 85 69,5
-7 130 45 85 365,4 85 0 .1 4 6 89 84 70,5
0 90 34 56 401,8 80 0 0 1 7 92 76 74,0
7 110 39 71 339,6 80 0 0 1 0 99 78 67,5
¡4 138 53 85 366,8 80 0 0 1 4 95 81 65,5
21 116 53 63 451,6 80 0 1 2 1 96 75 66,0
28 134 54 80 290,1 80 0 1 1 2 96 79 69,5
35 106 41 65 358,5 80 0 1 0 0 99 78 63,0
42 125 47 78 352,1 85 1 4 1 1 93 75 74,5
49 106 45 61 338,6 85 0 0 2 3 9.5 77 72,0
56 140 50 90 423,7 80 0 4 3 0 91 80 74,0

VI.: Volumen total deleyaculadoenmL. VER. Volumendela fracción rica enmi., V E.]’. Volumen dela fracción pobre
en ¡nL: Conc.: Concentracióntotal deespermatozoides(x106mL); Motilid.: Li deespermatozoidesmóviles; CA.. Li de
espermatozoidescon cabezasanormales:(‘oS.: Lideespermatozoidescon colas anormales:G.C.P.: Li deespermatozoides
con gotascitoplasmMicasproxiinales.UCD.: Li deespermatozoidescon gotascitoplasmáticasdistales:EN,: Li.~ de
espermatozoidesconmorlblogía nonnal SN.. Li deespermatozoidescon acrosomanormal: ORE.: Pruebaderesistencia
osmótica(expresadaen Li>.

144



Resultados

Tabla 14: Valoraciónde la calidaddel semendel verraconúmero12, pertenecienteal grupoC,
antesy despuésde la inoculacióncon elVSRRP.

Día V.T. VER. VE.!’. Cone. Motilid. CA. Co.A. C.C.]’. GtD. EN, AN. O.R.T.

-49 140 40 100 342,6 95 2 0 2 4 90 84 63,0
-42 130 42 88 365,1 80 0 0 2 0 96 72 61,0
-35 113 37 76 206,2 80 0 1 2 1 96 76 68,0
-28 96 32 64 316,3 80 1 5 5 2 87 81 70,5
-21 ¡12 45 67 468,5 80 1 5 3 2 89 81 67,0
-14 124 43 81 257,5 80 0 6 0 3 91 75 70,0
-7 106 36 70 297,0 85 0 8 3 1 88 79 71,0
0 108 39 69 328,5 80 0 4 2 1 93 71 51,0
7 ¡09 45 64 423,0 80 0 3 2 1 94 63 40,5
14 140 48 92 348,8 85 0 2 1 1 96 68 54,0
21 ¡36 47 89 321,1 80 0 2 1 0 97 73 63,0
28 128 51 ‘Ti 417,3 90 2 0 2 1 95 82 69,0
35 ¡35 43 92 279,0 90 1 4 1 1 93 76 65,5
42 102 37 65 3149 90 0 1 1 2 96 77 68,0
49 98 40 58 383,8 90 0 6 2 4 88 82 69,0
56 144 45 99 243.5 80 0 2 2 2 96 78 68,0

Xi’: Volumen total del eyaculado en mi.; VER.: Volumen de la fracción rica en mL; VE]’.: Volumen de la fracción pobre
en m1~: Cone.: Concentracióntotal deespermatozoides(x106 mL>; Niotilid.: Li deespermatozoidesmóviles: (‘.5.: Li de
espermatozoidescon cabezasanormales;(‘oS.: Li. deespermatozoidescon colas anormales:C.C.!’.: Li deespermatozoides
con golaseitoplasmáticasproximales. O C.D. Li de espermatozoidescon gotas citoplasmáticasdistales:EN.: Li de
espermatozoidescon morfologíanormal: A N.: Li deespermatozoidesconacrosomanonnal: O.R.T.: Pruebade resistencia
osmótica(expresadaen Li).

Tabla 15: Valoresmediosde calidadespermáticade
despuésde la inoculacióncon el VSRRP.

los verracospertenecientesal grupoA antesy

Día Vi’. VER. VE.!’. Cone. Motilid. CA. Co,A. C.C.]’. G.C.D. EN. AN. O.R.T.

13,0 62.4 76,0 54,7
10,8 68,8 85,0 69,7
16,6 60,4 89,0 73,9
7,4 70,8 83,2 72,5
8,8 74,8 83,8 67,2
11,6 68,2 91,8 74,2
8,4 75,4 80,4 64,6
8,6 64,6 77,4 67,0
7,4 67,8 79,4 65,8
9,6 69,8 77,6 66,4
22,4 58,8 75,8 63,8
14,4 59,4 67,4 55,6
13,2 61,4 66,2 46,4
22,0 48,0 59,0 50,3
30,2 34,0 71,8 53,4
13,2 68,2 83,4 66,5
8,4 66,8 87,0 76,3
14,0 69,4 81,6 68,5
8,0 67,8 80,8 67,8

total del eyaculado en mi.: V.F.R: Volumen dela fracción rica en mi.; V.F.P.: Volumen deJa fracción pobre

-49
-42
-35
-28
-21
-14
-7
0
3
7
14
21
28
35
42
49
56
63
70

90,4
96,4
112,6
117,4
138,8
117,4
It 6
103,8
109,8
143,2
107,8
115,0
160,8
118,6
142,4
156,4
170,2
131,4
181,6

46,4
40,8
51,2
47,4
40,2
43,6
43.4
32,2
44,6
52,8
44,4
53,0
62,8
45,0
56,2
54,0
58,2
41,2
57,6

44,0
55,6
61,4
70,0
98,6
73,8
80,2
71,6
65.2
90,4
63,4
62,0
98,0
73,6
86,2
102,4
112,0
90.2
124,0

428,3
371,4
434,2
3140
302,9
2803
444,8
264,7
433,2
512,0
399,5
434,5
427,8
478,9
4763
4519
356,6
364,1
372,2

85.0
85,0
87,0
90,0
93,0
89,0
90,0
89,0
78.0
79,0
67,0
65,0
64,0
72,0
73,0
84,0
91,0
84,0
87,0

0,0
0,0
0,0
0,2
0,2
0,0
0,0
0,0
0,0
0,4
0,0
0,2
0,0
QA
0,2
0,0
0,2
0,0
0,2

16,8
¡3,2
14,8
11,6
9,8
11,6
8,2
¡5,4
13.2
9,0
11,8
14,2
12,6
18,0
2’ 4
10,0
10,4
9,0
14,8

7,8
7,2
8,2
10,0
6,4
8,6
8,0
11,4
11,6
11,2
7,0
11,8
12,8
11,6
132
8,6
14,2
7,6
9,2

V.T.: Volumen
en ml.: Cone.: Concentracióntotal de espermatozoides(x106¡nL): Niotilid.: Li deesper:natozoidesmóviles; CA.: Li de
espermatozoidescon cabezasanormales;CoS.: Li deespermatozoidescon colas anormales;G.C.P.: Li deespermatozoides
con gotascitoplasmáticasproximales: UCD,: Li de espermatozoidescon gotas citoplasniáticasdistales:EN.: Li de
espermatozoidescon morfología normal:SN.: Lide espermatozoidescon acrosomanormal; O,R,T.: Pruebade resistencia
osmótica(expresadaenLi).
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Tabla 16: Valoresmediosde calidadespermáticade los verracospertenecientesal grupoB
despuésdela inoculacióncon el VSRRP.

antesy

Día V.T. VER. VE.]’. Cone. Motilid. CA. CoS. OC.]’. 0.0.0. EN. AN. O.R.T.

-49 72,7 33,2 39,5 515,4 91,2 0,5 3,3 0,5 2,7 93,0 80,7 63,9
-42 74,5 37,2 37,3 576,1 92,5 0,3 1,0 1,0 4,0 93,7 87,2 70,2
-35 1072 47,5 60,2 404,8 90,0 0,0 1,2 1,0 3,3 94,5 77,7 67,0
-28 123,5 53,0 70,5 321,7 88,7 0,3 1,0 1,7 0,3 96,7 86•2 81,2
-21 117,7 37,5 80,2 322,5 87,5 0,3 1,7 0,3 1,5 96,2 86,5 71,7
-14 123,5 35,0 88,5 ‘38 1 88,7 0,0 1,5 4,0 2,3 92,2 85,7 70,9
-7 128,0 48,5 79,5 480,4 88,7 0,0 0,5 0,3 1,7 97,5 85,7 67,7
0 106,2 30,2 76,0 223,0 92,5 0,0 2,2 0,5 1,8 95,5 80,0 62,4
3 70,3 24,3 46,0 386,7 86,7 0,0 1,0 0,7 0,3 98,0 82,0 69,8
7 123,5 47,0 76,5 424,3 83,7 0,0 0,8 0,7 9,3 89,2 81,2 67,5
14 132,2 36,2 96,0 418,1 77,5 0,0 3,8 1.0 6,2 89,0 78,2 69,4
21 139,2 39.0 100,2 352,8 71,2 0,5 10,8 2.7 7,7 78,3 71,5 59,0
28 133,2 59,0 74,2 422,8 75,0 0,3 3,5 9,5 6,7 80,0 65,7 53,6
35 124,0 44,7 79,3 439,3 82,5 0,0 13,5 4,5 14,3 67,7 67.5 52,4
42 ¡61,5 47,5 114,0 435,6 90,0 0,3 7,5 2,7 13,8 75,7 75,7 57,3
49 166,0 47,0 119,0 301,1 88,7 0,3 2,0 1,5 2,2 94,0 83,5 68,4
56 131,7 43,7 88,0 413,8 90,0 03 0,3 3,0 3,7 92,7 84,0 75,8
63 122,5 32,2 90,3 334,8 86,2 0,3 0,7 1,2 3,8 94,0 83,0 68,9
70 171,2 47,5 123,7 441,4 93,7 0,0 2.0 1,2 ‘7,3 89,5 79,2 70,6

X.T.: Volumentotal deleyaculadoenmE: VER.. Volumendejafracción rica enmL. V E.!’ Volumendejafracción pobre
en mE: Cene.: Concentracióntotal deespermatozoides(x106¡nL); Motilid: Li deespermatozoidesmóviles; CA,: Li de
espermatozoidescon cabezasanormales:Co.A.: Lideespermatozoidesconcolas anormales:LIC Pv Li deesperruatozoides
con Lotas citoplasntlticas proximales: (1.0.0.: Li de espermatozoidescon gotas citoplasmóticasdistales.EN.: Li de
espermatozoidescon morfología normal: XX.: Li deespermatozoidescon acrosomanormal: OR T Pruebade resistencia
osmótica(e\presadaen ‘3 ~.

Tabla 17: Valoresmediosde calidadespermáticade los verracospertenecientesal grupoC antesy
despuésde la inoculacióncon un sobrenadantede un cuítivode MAP.

Día Vi’. VER. VE.]’. Cone. Molilid. CA. CeA. OC.]’. OCO. EN. SN. O.R.i’.

2,0 94,5 77,0 60,0
0,0 98,0 72,0 62,5
1,0 97,5 74,5 68,8
2,0 91,5 80.5 70.3
1,0 94,0 80,0 66,8
3.5 93,0 80,0 69,8
3.5 88,5 81,5 70,8
4.0 92,5 735 6’ 5
0,5 96,5 70,5 54,0
2,5 95,5 74,5 59,8
0,5 96,5 74,0 64,5
1,5 95,5 80,5 69,3
0,5 96,0 77,0 64,3
1,5 94,5 76,0 713
3,5 91,5 79,5 70,5
1,0 93,5 79,0 71,0

fracción rica en ¡nL; VE.]’.: Volumen dela fracción pobre

-49
-42
-35
-28
-21
-14
-7
0
7
14
21
28
35
42
49
56

132.5
120,0
105.5
108,0
119,0
119,5
118,0
99,0
109,5
139,0
126.0
131,0
120,5
113,5
102,0
142,0

38,0
41,5
41,0
39,5
43,5
41,5
40,5
36,5
42,0
50,5
50,0
52.5
42,0
42,0
42,5
47,5

94,5
78,5
64,5
68,5
75,5
78,0
77,5
62,5
67,5
88,5
76,0
78,5
78,5
71,5
59,5
94,5

318,1
3973
261,6
403,8
429,0
308,6
331,2
365,1
381,3
357,8
386,3
353,7
3182
333,5
361,2
333,6

90,0
80,0
80,0
80,0
80,0
82,5
85,0
80,0
80.0
82,5
80,0
85,0
85,0
87,5
87,5
80,0

2,0
0,0
0,0
0,5
0,5
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
1,0
0,5
0,5
0,0
0,0

0,5
0,0
0,5
3,0
3,0
3,0
4,5
2,0
1,5
1,0
1,5
0,5
2,5
2,5
3,0
3,0

1,0
2,0
1,0
3,0
1,5
0,5
3,5
1,5
1,5
1,0
1,5
1,5
0,5
1,0
2,0
2,5

VI.: Volumentotal deleyaculadoenmL; VER: Volumendela
en mL. Cene.: Concentracióntotal deespermatozoides(x106mL>; Niotilid.: Li deespermatozoidesmóviles; CA,: Li de
espermatozoidescon cabezasanormales;Co.A.: Li deespermatozoidescon colas anormales:OC.]’.: Li deespermatozoides
con gotas citoplasmálicasproximales: 00.1): Li- de espermatozoidescon gotascitoplasmnáticasdistales:EN.: Li de
espermatozoidescon morfología normal, A N.. LI deespermatozoidescon acrosomanormal:0.R.T,: Pruebade resistencia
osmótica(expresadaenLi).
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Figura 12: Porcentajemediode espermatozoidesmóvilesen las muestrasrecogidasde los grupos
A. B yC antesy despuésde la inoculacióncon el VSRRP.El nivel en el cualla calidad

del semense ve comprometida,ya que puedeinterferir con la fertilidad,es el propuesto
por Hurtgencia/.,<1980).
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Figura 14: Porcentajemediode espermatozoidescon acrosomanormalen las muestrasde semen
recooidasde los verracosde los gruposA, B y C antesy despuésde la inoculacióncon
el Vg’RRP.

4.1.3. Serología

Las cuatroprimerasmuestrasde sangreextraídasa cadauno de los II animalesen estudio

(enlos días-3, 3, 6 y 9) fueron negativasa la presenciade anticuerposfrenteal VSRRPmediante

la técnicade IPMA, mientrasque las muestrasde sangrecorrespondientesa los días 15, 25 y 72

p.i. fueron positivas,con un título >1:100porestamismatécnica,paralos verracosde los grupos

A y B, permaneciendolos verracosdel grupoC negativosdurantetodoel estudio.

4.1.4. Detección del virus

La tabla 18 muestralos resultadosde aislamientodel VSRRPparalas muestrasde suero

obtenidasde todos los verracosa lo largodel estudio.Como seapreciaen estatabla, todaslas

muestrasde sueroobtenidasantesde la inoculacióncon el VSRRPfueron negativasal aislamiento

vírico, mientrasque despuésde la inoculaciónfue posibleel aislamientodel virus, aunquecon

DI50CT bajas,en muestrasde suerode todos los verracosde los gruposA y B en los días3, 9 y
15, con la excepcióndel verracoSdel grupoA y del verraco7 del grupo13 quefueronnegativosen

el día 15. Todaslasmuestrasde sueroobtenidasde los verracospertenecientesal grupoC fueron

negatívas.

a
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Todos los hisoposnasales,fecalesy prepucialesobtenidosa lo largodel estudiode todos

los verracosde los gruposA, B y C fueronnegativos.

En cuantoa las muestrasde semen,el VSRRPsólo pudoseraisladode la muestra obtenida

del verraco7 (grupo13) en el día7 p.i.. El título víricoenestamuestrafuede 7 x 102 D150CF/mL.

Los resultadosdel bioensayollevadoa cabocon lechonesconifirmó la presenciadel VSRRPen esta

muestrade semeny revelósu presenciaen lamuestraobtenidadel verraco3 (grupoA) en el día7

p.i.. Los lechonesinoculadoscon ambasmuestrasseroconvirtieron,presentandoun título de 1:960

y 1:3840, respectivamente,por la técnicade IPMA. El lechónutilizado como testigo positivo

tambiénseroconvirtió,presentandoun títulode1:1920.Todaslas muestrasde semenen las quese

realizó lapruebade RT-PCRfueronnegativas.

Las muestrasde virus inoculadasen los cultivos de MAP paradeterminarla sensibilidadde

los lotesempleadosfuerontodaspositivascuandoseañadieron2 x ]O~ DI50CT y 2 x 102 DI50CT,

perosolamenteen algunoscasoscuandoseañadieron2 x 101 DT50CT.

Tabla 18: Resultadosdel aislamientovírico en cultivos de MAP partirde las muestrasde suero

obtenidasde los verracosde los gruposA, 13 y C antesy despuésde la inoculación
con el VSRRPy titulaciónde las positivas.

Días Verracosdel GrupoA Verracosdel Grupo13 Verracosdel GrupoC

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

-3 - - -

+3 + (2,9> + (2.6> + (<2> + (<2> + (<2> .t- (<2> + (<2> +k2> ±(<2>

+9 —(2,61 <2,3) +V2) +(<2~ «2) ±(~2) -«2) <(<2) <(2,9)

+15 «2) +(c2) <(<2) - <(<2> ±k2) <(3,08> - <(3,08)

+25 -

+72 -

+: muestrapositiva en cultivo deMA]’
-: muestranegativaen cultivo deMA]’

Los títulos úricosestáncalculadoscomoDl~CT/mL y estánexpresadosen la Formadelog X, siendoX el número
queapareceentreparéntesis.
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Resultadas

4.2. Estudio de la infección por el VSRRP en los verracos: sintomatología
asociada a la misma, estudio de la distribución orgánica del virus y de su
eliminación y determinación de la procedencia del virus que se elimina por la vía

genital (objetivos A.1, AA y A.5)

4.2.1. Signos clínicos observados

Ninguno de los verracosen estudio mostró ningún síntoma de padecerun proceso

respiratorio,pennaneciendonormalesdurantetodo el experimento.Tampocoseaprecíaronsígnos

de anorexiaen la mayoríade los verracos,con laexcepcióndel verraco15, que no comióen eldía

1 p.i. y del verraco16 que estuvoinapetentedesdeel día 1 hastael día3 p.i.. Esteúltimoverraco

mostrótambiénsignosde depresiónduranteestosmismosdías.

En cuantoa lastemperaturasrectales,éstasfiguranen la tabla 19, pudiéndoseapreciarqtíe

la mayoríade los animalestuvieron temperaturasque puedenserconsideradasfebrilestras la

inoculacióncon el VSRRP,fundamentalmenteen los días3 y 4 p.i., manteniendotemperaturas

elevadasen díasposterioressólo algunosde los animales.Además,el verraconúmero 13 presentó

una temperaturaconsideradafebril en el día 2 p.i.. Las temperaturasrectalessuperaronen la

mayoríade los animaleslos 400C en algunode los díasestudiados,siendola temperaturamásalta

alcanzadade4l,09’C,conipartidaporelverraco6ene) día3p.i. y e) verraco15 en el díaSp.i..

4.2.2. Serología

Los resultadosobtenidosen las pruebasserológicasllevadasacaboaparecenen la tabla20.

Todaslas muestrasde sueroobtenidasantesde la inoculaciónexperimentalcon el VSRRPfueron

negativasa la presenciade anticuerposfrenteal VSRRP medianteuna técnicade ELISA , de la

mismaformaque las muestrasobtenidasenel día2 p.i. y la mayoríadelas obtenidashastael día

9, momentoen que los animalesempezarona seroconvertir,siendotodos positivosen el día 13

pl. contítulos=1:400. Destacalaaparicióndeun sueropositivo en el día3 p.i. (pertenecienteal

verraco3), aunquecon un título<l:200y otroel día4(verraco16)con un título de 1:200.
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Resultados

4.2.3. Distribución del VSRRP en el aparato reproductor

Los resultadosobtenidosen el aislamientodel VSRRPa partirde muestrasprocedentesdel

aparatoreproductoren cultivos de MAP, asícomo los títulosvíricos obtenidosen las muestras

positivas,aparecenen la tabla21. En ella se observaque el VSRRPseencontrabapresenteen la

mayoríade los gangliostesticularesestudiadosdesdeel día 2 hastael día 17 p.i., coincidiendoen

gran medidacon su apariciónen otras localizacionesdel sistemalinfático. Por el contrario,su

presenciafue menosconstanteen los órganosdel aparatoreproductor.Entreestosúltimos, hay que

destacaral epidídimo,que, en todaslas divisionesquesehicieron parasu estudio,fue el órgano

dondeseaislécon mayor frecuencia,estandopresenteen las muestrasprocedentesde 8 de los

verracosen estudio,aunquecontítulosvíricosqueraravez alcanzaronlas 103 DI50CT/g de tejido.

Por elcontrario,sólofue posibleaislarelVSRRPapartirde lasmuestrasde testículode uno de los

verracos(verraco8, sacrificadoen el día6 pi), con títulospróximosa 102 D1soCT/gde tejido.En

cuantoa las glándulasanejas,sólofueposibleaislarel VSRRPde 3 delasmuestrasprocedentesde

las glándulasbulbouretrales(pertenecientesa los verracos8, 15 y 17, sacrificadosenlos días6, 13

y 17 p.i. respectivamente),de 2 de las muestrasprocedentesde las vesículasseminales

(pertenecientesalos verracos7y17, sacrificadosenlos díaséy17p.i. respectivamente)ydeSde

lasmuestrasdepróstata(pertenecientesalos verracos5, 7, 12, 16 y 19, sacrificadosen los días4,

6, 9,17 y 30 p.i. respectivamente).

Los resultadosde la inoculaciónexperimentala lechonesde 4 semanasde vida con el

semenextraídode ambosepidídimosde cadauno delos verracosen estudiono reveló lapresencia

del VSRRPen ningunadelas muestras,yaque ningunode los lechonesinoculadosseroconvirtió

despuésde 21 díasde lainoculaciónexperimental,con la únicaexcepcióndel testigopositivo y del

lechóninoculadoconsemenprocedentedel verraconúmero14.
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Resultados

4.2.4. Distribución del VSRRP en los distintos órganos, exceptuando el aparato
reproductor, tras la inoculación experimental

Todaslas muestrasde sangreobtenidasen el díaO fueron negativasen cultivosde MAP al

VSRRP. Lasmuestrasobtenidasdespuésde la inoculaciónexperimentalde los verracoscon el

VSRRPfueron todaspositivasen los días2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 pi., con la excepcióndelverraco

20 en el día6 y el verraco10 en el día8 p.i., variandolos resultadosobtenidos,en función del

animalestudiadoa partirde ese momento.Los resultadosobtenidosen el aislamientovírico, así

comolos títulosvíricosde las muestraspositivasaparecenenla tabla22.

En los órganosno pertenecientesal aparatoreproductorrecogidosen la necropsiade los

animales,los resultadosobtenidosen las pruebasde aislamientovírico en cultivos de MAP

demostraronque es posible aislarel VSRRP, fundamentalmentedel sistemagano y del

pulmón duranteperiodosde tiempo de hasta30 días, estandoampliamentedistribuidopor el

organismohasta,al menos,el día 17 p.L, momentoa partir del cual hubo órganosque fueron

negativosde forma sistemáticacomoel hígado,el bazo,el timoo algunosganglioslinfáticos.Los

órganosen los que se detectóel virus duranteperiodosde tiempo másprolongadosfueron los

ganglioslinfáticossubmandibularese inguinalessuperficiales,las amígdalasy los pulmones.Por

el contrario,de los órganosestudiados,fueel hígadoel menosadecuadoparael aislamientovirico,

siendopositivos, y con títulos víricos muy bajos, sólo 6 de los 19 estudiados.Los resultados

obtenidosen el aislamientodel VSRRPen los distintosórganosy los títulosvíricosde las muestras

positivassemuestranen latabla23.

4.2.5. Estudio de eliminación del VSRRP por las distintas vías

Los intentosde aislamientovírico en cultivos de MAP llevadosa cabocon las muestras

procedentesde secrecionesnasales,oro-faringeasy prepuciales,hecesy orinaaparecenen latabla

24, junto con los títulos víricosde las muestraspositivas.En estatablaseobservaqueel VSRRP
se eliminó por todasestasvías, aunquesu aislamientofue muy esporádico,siendopositivas

únicamente5 de las muestrasde secrecionesnasales,2 de las muestrasde secrecionesoro-

faringeas,4 de las muestrasde secrecionesprepuciales,6 de las muestrasde hecesy 5 de las

muestrasde orina.
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Resultados

4.3 Estudio de la infección por el VSRRP en los verracos: transmisión venerea de
la enfermedad y efecto de la presencia del VSRRP en el semen sobre la eficacia

reproductiva (objetivos A6 y A.7)

4.3.1.. Sintoloinatología clínica

Ningunade las cerdasdel grupo A (seronegativas)mostróningún síntomarespiratorio

despuésde la inseminaciónartificial con semencontaminadocon el VSRRP. Porel contrario, la

mayoríade los animalessí presentaronanorexiao almenosinapetenciadurante1 6 2 díastras la

inseminaciónartificial. En concreto,las cerdas1 y 2 estuvieroninapetentesen el día 3 post-

inseminación,las cerdas4 y 5 rehusarontotalmentela comidaen estemismo día, estandoesta

últimatambiéninapetenteen el día2 post-inseminacióny porúltimola cerda6 no comió nadaen el

día 5 post-inseminación.En el grupo 13 (preinmunizadas)todas las cerdaspermanecieronen

buenascondicionesdurantetoda la duraciónde la prueba,con la excepciónde la cerda14 que

mostróanorexiaen el día 2 post-inseminación.Las cerdasdel grupoC (testigos)permanecieron

normalesa lo largodel experimento.

Las temperaturasrectalesde los animales,representadasen la tabla25, experimentaronun

aumentotras la inseminaciónen los gruposA y 13 y permanecieronnormalesen el grupoC. Sin

embargo,sólo 4 de Ias7cerdaspertenecientesalgrupoA alcanzarontemperaturassuperioresa los

39,7’C, temperaturaconsideradafebril pornosotros.Estascerdasfueron lanúmero3 en los días6

y 16 post-inseminacón,la número4 en el día3, lanúmeroSenlos días3, 5 y 9 y lanúmero7 en

el día 9, con temperaturasque oscilaronentrelos 39,760C y los 40,600C. En el grupoB por el

contrario,6 de las 7 cerdasquelo integrabanmostrarontemperaturasfebrilestrasla inseminación

con semencontaminadocon el VSRRP. Estascerdasfueron la número8 en el día1, la número10

en el día5, la númeroII en los días5 y 8, lanúmero12 en los días 1, 3 y 6, lanúmero13 en los

días 1, 3, 5 y 6 y la número14 en el día5. Las temperaturasalcanzadaspor lascerdasde este

grupofueron superioresa las alcanzadaspor las cerdasdel grupoA, oscilandoentrelos 39,83>Cy

los 41.790C. Las cerdaspertenecientesal grupo C tuvieron temperaturasque se mantuvieron

dentrodel rangodela normalidadalo largode todo el periodode estudio.

159.
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Resultados

4.3.2. Serología

Los resultadosde las pruebasserológicasrealizadasen las cerdasde los 3 gruposaparecen

en la tabla26. En ella sepuedeobservarque las 4 primerasmuestrasde sueroprocedentesde las

cerdasde los grupoA y B, así como todaslas muestrasprocedentesde las cerdasdel grupoC,

fueronnegativasa la presenciade anticuerposfrenteal VSRRPmediantela técnicade ELISA, con

la excepciónde lacerdanúmero12, pertenecienteal grupoE, quefue positivaen los días-3, +3 y

+6, con títulos de anticuerposde 1:200, 1:400 y 1:200respectivamentey de las cerdas11 y 14 en

el día 6 post-.inseminación,ambascon un título de anticuerpos<1:200. Por el contrario, las

muestrasde sueroobtenidasde todaslas cerdasde los gruposA y B en los días15 y 20 p.i. fueron

positivascon títulosqueoscilaronentre1:200y>1:1600.
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Tabla 26: Resultadosde los estudiosserolócicosllevadosacaboen las cerdasde los gruposA, B
y C a lo largodelperiodode estudio.

N0 de la Grupo Díade obtenciónde lamuestra

cerda DA D-3 D3 D6 DiS D20

+
(<1:200)

+ +
(1:400) (1:200)

+ +
(1:800) (=1:1600)

+ +
(1:800) (1:800)

+ +
(1:400) (1:400)

+ +
(1:800) (kl:1600)

+ +
(1:800) (=11600)

+ +
(=1:1600) (=1:1600)

+ A-

(=1:1600) (=1:1600)
+ +

(<1:200) (<1:200)
+ +

(=11600) (1 800)
+ +

(1200) (1200)
+ +

(1:200) (<1:200)
+ +

(=1:1600) (11600)
+ +

(1:800) (1 800)
+

(1:200)
+ +

(<1:200) (1:200)

1 A

2 A

3 A

4 A

5 A

6 A

7 A

8 13

9 B

lo 13

II 13

12 B

13 B

14

+
(1:200)

13

15 c

16

17

18

19

c

c

c

c

c

c

20

21

DA: Día de la adquisición de los animales.
Los títulos obtenidos utilizando la técnica de ELISA figuranentreparéntesisdebajadel +.
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4.3.3.- Efecto de la exposición al VSRRP por la vía intrauterina sobre la
reprod ncción

La tabla 27 muestrael númerode cuerposluteos, el númerode embriones,vivos y

muertos,y la relaciónembriones:cuerposluteos,ademásdel númerode embrionesinfectados,de

cadauna de las cerdasde los gruposA, B y C. La tabla 28 muestralos valoresmediosobtenidos

en cadauno de los grupos.En el grupoA hubo 1 cerda(número7) y en el grupoB 2 (números10

y 13) que no estabangestantesen el día 20 despuésde la inseminaciónartificial, aunque

presentabancorpora albicanr y folículos en desarrolloen los ovarios, lo cual indica que

presentabanactividadováricae iban a volver a salira celo. Todaslas cerdasdel grupoC estaban

gestantesen el momentodel sacrificio. Estasdiferenciasen el porcentajecerdasgestantesno fue

estadísticamentesignificativoy los valoresobtenidosse puedeconsiderarqueestándentrode io

normalen cerdasnulíparas.Comose puedeobservaren la tabla27, hubomarcadasdiferenciasen

el númerode cuerposluteos, el númerode embrionesy la relaciónembriones:cuerposluteos

encontradosen cadauna de las cerdas,estudiadasde formaindividual. Sin embargo,estudiados

en su conjunto,el númerototal de cuerposluteos,el númerototal de embrionesy la relación

embriones:cuerposluteosfue similarparalos tresgrupos(tabla28). Por el contrario,el númerode

embrionesmuertosfue bastantesuperioren las cerdasde los gruposA y 13, comparadocon el

obtenidoen el grupo grupo C, ya que los dos primeros grupos presentaronun númerode

embrionesmuertos2 y 4 vecesrespectivamentesuperioral númerodeembrionesmuertosen las

cerdasdel grupo C. El estudioestadísticollevado a cabo demostróque existían diferencias

estadísticamentesignificativasen esteparámetroentrelascerdasde los gruposUy C (pctO,OOI) y

entrelas cerdasde los gruposAy 13 (p<O,OOI).

En el porcentajede camadasy embrionesinfectadostambiénse observarondiferencias

importantes,ya queen el grupoA 5 de las 6 camadasestabaninfectadas,con un porcentajemedio

de embrionesinfectadosdel 7,6%, mientrasque en el grupoB sólo 1 de las 5 camadaslo estaba,

con un porcentajemediode embrionesinfectadosdel 1,3%. Sin embargo,estasdiferenciasno

fueron estadísticamentesignificativas.No fue posible aislar el VSRRP de ninguno de los

embrionesprocedentesde las cerdasdel grupoC. Los embrionesinfectadosen las cerdasdel

grupoA fueron los embrionesqueocupabanlas posicionesterceradel cuernouterinoderechode

la cerda1, sextadel cuernouterinoizquierdo y segundadel cuernouterinoderechode la cerda2,

segunday octavadel cuernouterinoizquierdode lacerda3, séptimadelcuernouterinoderechode

la cerda4 y sextadel cuernouterino izquierdode la cerda6. Los títulos víricos obtenidosen

cultivos de MAP paracadaunode estosembrionesfueron los siguientes:log 3,50, log 2,50, log

2,20, log 2,41, log 2,50, log 2,41 y log 3,50 DI5oCT/g de tejido respectivamente.
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Resultados

El único embrióninfectadoen las cerdasdel grupo13 fue el que ocupabala posición

primeradel cuernouterino izquierdode la cerda 12 que presentóun título vírico en cultivos de

MAP de log 3 DIs(1CT/gde tejido. Todas lasmuestrasde líquidos atiantoideosestudiadasfueron

negativasal aislamientodel VSRRPen cultivosdeMAP.

Tabla28: Valoresmediosdelnúmerode cuerposluteos,embriones,vivos y
infectadosen las’ cerdaspertenecientesa los grupos A, B y C
inseminaciónartificialcon semencontaminadocon el VSRRP.

muertosy embriones
a los 20 días de la

GrupoA Grupo13 Grupo C

N
0 de cerdaspreñadas 6 5 7

N0 cerdasvacías 1 2 0

N0 camadasinfectadas 5 1 0

Porcentajede camadasinfectadas 83,3 20 0

N0 de cuerposluteos(rango) 120 (15-26) 93 (16-24) 144 (15-29)

N0 total de embriones(rango) 92 (722) 76<10-20) 112 (6-.24)

N0 de embriones/N0de cuerposluteos 0.77 0,82 0.78

N0 de embrionesvivos (%) 77 (83,7) 44(57,9) 101 (90,2)

N0 de embrionesvivos infectados(%) 4(5,2) 1(2,3) 0(0)

N0 de embrionesmuertos(%> 15(16,3) 32(42,1) 11(9,8)

N0 de embrionesmuertosinfectados(%) 3 (20) 0 (0) 0(0)

Porcentajede embrionesinfectados 7,6 1,3 0

4.3.4. Detección del VSRRP en las distintas muestras recogidas

Los resultadosde los intentosde aislamientovírico en las muestrasde sueroy en los

hisoposnasalesobtenidosa lo largodel periodode estudiofiguranen la tabla29. En ellase puede

apreciarque todaslas muestrasrecogidasen los distintosgruposen el día 3 fueron negativasal

VSRRP. Porel contrario,en los días3 y 6 la mayoríadelasmuestrasprocedentesde las cerdasde

los gruposA y 13 fueronpositivas, contítulos víricosqueoscilaronentre<log 2 DIs
0CT/mLylog

5,5 DI5oCT/mL. En el día 15 sólo 3 de las cerdasestudiadasfueron positivas,mientrasque en el

momentodel sacrificiotodaslas cerdasdel grupoE fueronnegativasy sólo unacerdadel grupoA

permanecíapositiva,con un título víricode log 4,40 DI50CT/mL. Encuantoa los hisoposnasales,

sólo unade lasmuestras,obtenidaen eldía6 de la cerda13 del grupoE, fue positivaal VSRRP

en cultivos de MAP, con un título <log 2 DI50CT/mL. Todaslas muestrasprocedentesde las -

cerdasdel grupoC fueronnegativas-
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En la tabla30 seresumenlos resultadosdel aislamientodelVSRRP encultivosde MAP a

partir de los órganosrecogidosen la necropsia,con la excepciónde los embriones,cuyos

resultadosya han sido expuestos.El VSRRPse pudo aislarde todaslasamígdalas,de 6 de los

pulmones,de 4 de los ganglioslinfáticosinguinalessuperficialesy deSde los ganglioslinfáticos

submandibularesde las cerdasdelgrupoA. En las muestrasprocedentesde las cerdasdel grupoB

fue posibleaislarel VSRRPde 5 de las amígdalas,de 5 de los pulmones,de 5 delos ganglios

linfáticos inguinalessuperficialesy de 6 de los ganglioslinfáticos submandibulares.Todas las

muestrasprocedentesde las cerdasdel grupoC fueronnegativas.

En los órganosprocedentesdel aparatoreproductory en los ganglioslinfáticosque lo

drenanfue posibleel aislamientodel VSRRiPa partir de 3 de los ovariosde las cerdasdel grupoA

(ovarioderechode la cerda5 y ovadosizquierdoy derechode la cerda7), asícomode la muestra

de úteroprocedentede la cerda7, mientrasque en el grupo 13 todaslas muestrasde ovariosy

úterosestudiadasfueronnegativas.Delos ganglioslinfáticosuterinosfue posibleaislarel VSRRP

en las cerdas1, 3 y 5 del grupoA y 8, 12 y 14 del grupo13. Todaslas muestrasprocedentesde las

cerdasdel grupoC fueronnegativas.

Los títulos víricos obtenidosen las muestrasdel aparatoreproductorfueron en general

bajos,oscilandoentre< log 2 y log3,8 DJs0CT/gde tejido.
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Tab]a29: Resultadosdel aislamientodel VSRRPa partir de lasmuestrasde sueroy de los hisopos
nasalesobtenidosa lo largodel periodode estudiode las cerdasde los gruposA, 13 yC.

Cerda Grupo Muestras de suero

0-3 [33 [36 015 020

Muestrasdehisoposnasales

04 03 06 015 [320

+

(5)
+

(4,32)
+

(4,32)
+

(5,5)
+

(4,57)
-4-

(4,41)

+

(3,40)

+ +

(3,75) (4,40)

-4- + +

+

(4.80)
+

(4)
+

(4)
+

(3,66)
+ +

(5,38) (5)

(4,80) (4,57) (3,57)

+

(2,71)
+

(2)

+

(2)
+

(5)
+

(3,66)
+

(3,66)
+

(2)
+

<‘<2)
+

(4)

1 A

2 A

3 A

4 A

5 A

6 A

7 B

8 B

9 o3

10 E

ti B

12 E

13 B

14 E

+

(‘<2)

15 C

16 C

17 C

18

lo c

20 C

21 C

Los títulos víricos estáncalculadoscorno0150CT/rnL y estánexpresadosen la formadelog X, siendoX el número
queapareceentreparéntesis.
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Tabla30: Resultadosdel aislamientodel VSRRP en cultivosde MAP a partir de las muestrasde
distintosórganosrecogidosen lanecropsiade las cerdasde los gruposA, 13 y C.

Cerda Grupo ÓrganosdelaparatoreprWuctor Otrosórganos

0v]. OvO. Ulero GLUl. GLUD. Amig. Pulmón GLIS.!. G.L.S.I.

+
(‘<2)
+

(2,66)

+
(2,5)

+

(3,74)
+ +

(3,89) (3,32)
+ +

(3,5’7) (‘c2)

+

(12) +

(2)
+ +

(3) (3,66)
+ +

(2) (3,55)
5 A +

(3,80)
6 A - - -

7 A + + +

(3,66) (3,40) (2)
8 13 - - -

9 E

ío E

II E

+

(3,59)
- 0

0 0

- +

(2)
0 0

0 0

0

+

(3,59)
+

(2,40)
+

(4,40)
+

(2,80)
+

(2,80)

+

(2,89)
+

(2,61)

+

(2,66)
+

(‘<2)
+

t2,59)

+

(2,40)
+

(2)

+ +

(<2) (2.80)
- +

(3,80)
+ +

(4,28) (3,66)
+

(‘<2)
+

(3,66)
0

+

4-

(2,57)
0

+

(3,80)
+

(2,66)
+

(2,59) (3,41)

+

(3,71)

+

+

(4)
‘4-

(3,49)
+

(3,71) (2,57)

Ox.!.: ovario izquierdo;Ov.D.: ovario derecho;GLUl.: ganglio linfático uterino izquierdo;G.L.U.fl.: ganglio
lonfático utenno derecho;Amig..- amígdala;G.L.I.S.I.: ganglio linfático inguinal superficial izquierdo;OLSí.:
gangloolonfátocosubmandibularizquierdo.
Los títulos víricos estáncalculadoscomoDI50CT/g de tejido y estánexpresadosen la formade log X, siendoX el
númeroqueapareceentreparéntesis.

1 A

2 A

3 A

+

(2)
O

4 A

0

+

(‘<2)

12 E

13 E

14 E

15 C

+

(4)
+

(4,49)
+

(3,40)

16 £

17 C

18 C

19 C

20 C

21 C
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Resultados

4.-4. Estudio del efecto de la exposición de cerdas nulíparas al VSRRP en el día
O de gestación: sintomatología asociada a la infección, efecto sobre las tasas de
concepción y fertilización, efecto sobre el desarrollo embrionario y

susceptibilidad de los embriones a la infección por el virus (objetivos B.1, B.2,

B.3 y 11.4)

4.4.1. Signos clínicos

Ningunade las cerdasde esteestudiomostróningún síntomarespiratorio.Sin embargo,

algunasde las cerdasde los gruposA y C (cerdasinoculadascon el VSRRP)mostraronanorexia

o inapetenciadurante2 6 3 días.Así, enel grupoA, lacerdanúmero1 presentéanorexiaen los

días2y6 p.i. y inapetenciaeneldía4,la cerda2mostróanorexiaeneldía3e inapetenciaenlos

días7y8 p.i., lacerda3no comióeneldía2p.i. ylacerda4estuvoinapetenteeneldía3pl..

En el grupoC, la cerda14 mostróanorexiaen los días 2, 3 y 7 e inapetenciaen los días4, 5, 6,
8, 9 y 10 p.i., la cerda16 estuvoinapetenteen los días2 y 3 p.i. y la cerda17 en los días2, 3 y 5

p’i. y la cerda18 presentóanorexiaen el día6 e inapetenciaen el día3pl. Por el contrariolas

cerdas de los grupos 13 y D (cerdastestigos)permanecieronnormalesdurantetodo el

experimento.

Las temperaturasrectalesde todaslas cerdasduranteel periodode estudiose muestranen

la tabla31. Las cerdaspertenecientesal grupoA experimentaronun aumentode temperaturatras

la inoculacióncon el VSRRP queempezóen algunosdelos animalesen el día 1 p.i. y duró, en

ocasiones,hastael día8. Lastemperaturasalcanzadasoscilaronentrelos 39,930Cy los 41 ,67vC.

En el grupo C tambiénseobservéun aumentoen las temperaturasrectales,fundamentalmente

entrelos días2 y 6 p.i., siendola temperaturamásaltaalcanzadade 40,980C. En los grupos13 y

D las temperaturasrectalespermanecierondentrodel rango de la normalidaddurantetodo el

experimento.
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Resultados

4.4.2. Serología

Todaslas muestrasde sueroobtenidasantesde la inoculacióncon el VSRRP fueron

negativasa la presenciade anticuerposfrenteal VSRRPpor la técnicade ELISA.Tambiénlo

fueron las muestrasobtenidasen los días3 y 6 p.i., con la excepciónde las procedentesde las

cerdas1 del grupoA y ley 12 del grupoC en el día6. A partir del día10 enlas cerdasdelgrupo

A y del día15 en las cerdasdel grupoC lamayoríade las muestrasson positivas,contítulos de

anticuerposqueoscilaronentre1:200y =1:1600.Las únicasexcepcionesfueronlamuestradela

cerda4 del grupoA en el día 10 y delas muestrasde las cerdas7 y 8 en los días 15 y 20. Todas

las cerdasde los grupos 13 y D permanecieronseronegativasdurantetodo el experimento.Los

resultadosse muestranen las tablas32 y 33. El estudioserológicollevado a cabo en las

solucionesde lavadoempleadasparaarrastrarlos embrionesfuera de los cuernosuterinosen las

cerdasde los gruposA y 13 demostréque todosellos erannegativos,con la excepciónde la

soluciónde lavadorecogidade la cerda1 del grupoA quepresentabaun título de 1:200.
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Tabla32: Presenciade anticuerposfrenteal VSRRPenlos suerosobtenidosde las cerdasde los
gruposA y 13 duranteel periodode estudio.

Cerda Grupo Díade obtenciónde la muestra

DA D-3 D3 D6 DiO

1 A - +(1:200) +(1:8(X))
2 A - - - +(l:400)

3 A - + (1:200)
4 A

5 A - - - +(1:200)
6 A - - - + (1:200)

7 E
8 E
9 E
10 E

II E

12 E

DA: díadela adquisicióndelos animales.

Tabla33: Presenciade anticuerposfrenteal VSRRP enlos suerosobtenidosde las cerdasde los
gruposC y D duranteelperiododeestudio.

Cerda Grupo Díade obtenciónde lamuestra

DA D-.3 D3 D6 DiS D20

13 C - - - - - -
14 C - - - -

¡5 C - - - - -t-(=I:1600) +(l:800)
16 C +(1:200) +(=1:1600) ‘4-(=1:1600)

Ii C - - - - +(1:200) +(1:200)

18 C - - - +(1:200) +(=1:1600) +(=l:1600)

19 0 - - - - -

2(1 [3 - - - - - -

21 [3 - - - - - -

22 0 - - - -
23 [3 - - - - - -

24 [3 - - - - - -

25 [3 - - - - - -

DA: díadelaadquisicióndelosanimales.
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4.4.3. Efecto de la exposición al VSRRP por las vías intranasal e intravenosa en
el momento de la cubrición sobre la reproducción

Las tablas34 y 35 muestranel númerode cuerposluteos,el númerode embriones,tanto

vivos comomuertos,la relaciónembriones:cuerposluteosy el númerode embrionesinfectadosde

cadauna de las cerdasde los gruposA y B y C y D respectivamente.La tabla36 muestralos

valoresmediosde cadauno de los parámetrosanteriormentecitadosen cadauno de los grupos.En

los grupos A y C 5 de las 6 cerdasque los componíanestabangestantesen el momentodel

sacrificio,enel día10 p.i., mientrasqueen los gruposde las cerdastestigos,sólo 3 de las 6 cerdas

delgrupoB y todaslascerdasdel grupoD lo estaban.Sin embargo,la presenciadecuerposluteos

en los ovarios de las cerdasvacíasde los gruposA y B y de corporaalbicans y folículos en

desarrolloen las de los gruposC y D indicanquelas cerdashabíanovuladoy, enel casode los

dos últimos grupos,ibanavolver a salir a celoen la fechaprevista.Aunqueconsiderandogrupo

porgrupola tasade concepciónde las cerdasdel grupo 13 fuemenorqueladel restode los grupos,

si sc consideranen conjuntolos gruposde las cerdasinfectadasy los gruposde las cerdastestigos

las tasasde concepciónen ambosgrupos (83,3% y 75% respectivamente)no presentaron

diferenciassignificativas.

Aunque existieronmarcadasdiferenciasindividualesen el númerode cuerpos luteos

presentesenlos ovarios, el númerode embrionesy la relaciónembriones:cuerposluteosentrelas

cerdasde todoslos gruposen estudio(tablas34 y 35), los valoresmediosde los tres parámetros

fueron similaresen todos los grupos(tabla36), sin que existierandiferenciasestadísticamente

significativasentreellos. Sin embargo,hay que destacarque el númerode embrionesrecuperados

de las cerdassacrificadasen el día10 p.i. (gruposA y 13) fue menordel que cabríaesperaren

funcióndel númerode cuerposluteospresentesen los ovarios(tabla34).

El análisisdel númerode embrionesmuertoso degenerandoconsiderandolos valores

mediosobtenidosen las cerdasinoculadascon el VSRRPy en las cerdastestigosdemostróquelas

diferenciasentreambosgruposeranestadísticamentesignificativas(p-cO,0l). Sin embargosi se

valoranpor separadolos datosobtenidosde las cerdassacrificadasen el día10 y los obtenidosde

las cerdassacrificadasen el día 20 p.i. hay quedestacarque, mientrasen el día20 p.i. el número

dc embrionesmuertosen el grupo C es3 vecesmayor que en el grupoU, siendola diferencia

estadísticamentesignificativa(p-<0,00l), en el día 10 p.i. ocurreloscontrario,esdecir, apareceun

número mayor de embrionesdegeneradosen el grupo 13, siendo esta diferenciatambién

estadísticamentesignificativa (p’cO,05),aunquede menormagnitudquela existenteentrelas cerdas

de los gruposC y D.
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Si se tiene encuentael númerode camadasinfectadascabedestacarque, mientrasqueno
fue posibledetectarningún embrióninfectadoen ningunade las camadasde las cerdasdel grupo

A, 3 de las 5 camadasprocedentesde las cerdasdel grupoC estabaninfectadas,con un porcentaje

mediode embrionesinfectadosdel 16%.

Los embrionesde lascerdasdel grupo C de los cualesfue posibleaislarel VSRRP,

alcanzandoel título vírico, expresadoen DI50CTIg de tejido, quefiguraasu ladoentreparéntesis,
fueron los embrionesque ocupabanlas posiciones’quinta(log 2,32),sexta(log 2,5), novena(log

2,5) y décimoprimera(log2,5) del cuernouterino izquierdoy cuarta(log 2) y octava(log 2,66)

del cuernouterinoderechode la cerda15, el embriónqueocupabala posiciónquintaen el cuerno

uterino izquierdode la cerda17 (log 3,5) y los embrionesque ocupabanlas posicionesdécimo

sextadel cuernouterinoizquierdo(log 3) y tercera(log 2,5), cuarta(log 2,5), quinta(log 3,41),

décimo primera (log 2,5), décimo segunda(log 3,41), décimotercera(log 2,41), vigésimo

segunda(log 3,5) y vigésimotercera(log 2,5) del cuernouterinoderechode la cerda18. Ninguno
de los líquidos atíantoideosestudiadosfue positivo a la presenciadel VSRRP con la única

excepcKóndel correspondienteal embrión que ocupabala posición sextaen el cuernouterino

izquierdode la cerda18, con un título víricode tansolo log 1,5 Dl50CT~ mL. No fue posibleaislar

el \‘SRRP de ninguno de los embrionesde las cerdasdel grupoD, como tampocode las muestras

de líquidosatíantoideosdelos embrionesde estascerdas.

En los embrionesdelas cerdasdcl grupoA no fue posibleaislarel VSRRP, sin que fuera

tampocoposible encontrarloen ningunode lassolucionesde lavadoutilizadasparaarrastrarlos

embrionesfuerade los cuernosuterinos.
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Resultados

4.4.4. Detección del VSRRP en las distintas muestras recogidas de los animales
en estudio

Todaslas muestrasde suerorecogidasantesde laexposiciónal VSRRPfueronnegativasal

aislamientovírico en cultivos de MAP. Sin embargo,la mayoríade las muestrasrecogidasen los

días3 y 6 en las cerdasde los gruposA y C fueronpositivas,con títulos víricos que oscilaron

entre-cclog 1 y log 5,38 DI50CT/mL. En el día10 sólo 3 de las 6 cerdaspertenecientesal grupoA

fueron positivas, con títulos víricos bajosy en los días 15 y 20 la mayoríade las cerdasdel grupo

C fueron negativas,exceptuandolas cerdas13 y 18 en el día 15. Todaslas muestrasprocedentes

de las cerdasde los grupos 13 y D fueron negativas.Los resultadossemuestranen las tablas37 y

38.

Todos los hisoposnasalesrecogidosen las cerdasde los gruposA y C antesde la

inoculacióncon el VSRRPfueron negativoscuandose llevó a caboel aislamientodel virus.

Despuésde la inoculacióncon el virus sólo dos de los hisopostomadosen el día3 fueronpositivos

en el aislamiento,con títulosvíricospróximosa log 2 DI5oCT/mL. Todaslas muestrasprocedentes

de las cerdasde los grupos13 y D tomadasa lo largo del experimentofueron negativas.Los

resultadossemuestranen las tablas37 y 38.

En los órganosprocedentesdel aparatoreproductorel VSRRPfue aisladode 7 de los 12

ovariosde las cerdasdel grupoA y de 1 de los ovariosde las cerdasdelgrupo C, asícomode 2 de

los úterosde las cerdasdel grupoA y 1 de los úterosdelas cerdasdel grupoC. Los títulosvíricos

obtenidosen estasmuestrasfueron del ordende log 2 DI5oCT/gde tejido o menores.De la misma

manerafue posibleaislarel virus en 4 de los 5 gangliosuterinosrecogidosen lascerdasdel grupo

A y dc 3 de los 8 recogidosen las cerdasdel grupoC, con títulos víricos similaresa los obtenidos

en ~asmuestrasde ovariosy úteros.Todaslas muestrasprocedentesdc las cerdasde los grupos13

y D fueronnegativas.

En el restode los órganosrecogidosen la necropsia,el VSRRP se aisló de 5 de las 6

an~ígdalasprocedentesde lascerdasdel grupoA y de los 6 pulmonesdelascerdasdeestegrupo.

Los títulos víricosobtenidosen las muestraspositivasoscilaronentrelog 2,5 y log 4,32 DIs0CT/g

de tejido. En el grupoC el VSRRPse aisl6de 4 de las 6 amígdalas,de los 6 pulmones,de4 de

los 5 gangliosinguinalessuperficialesy de los 6 gangliossubmandibularesrecogidos.En este

grupolos títulos víricosquepresentaronlas muestraspositivasoscilaronentretítulos -< log 2 y log

4,80 DIsoCT/gde tejido. Todaslasmuestrasprocedentesde lascerdasde los grupos13 y D fueron

negativasal intentode aislamientodel VSRRP.Los resultadossemuestranen la tabla39.
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Tabla37: Resultadosdel aislamientodel VSRRPa partirde las muestrasde sueroy los hisopos
nasalesobtenidosde las cerdasde los gruposAy B alo largodel periododeestudio.

N’~ de la

ceuda

Grupo Muestras dc suero

D-3 03 DG Dio

Hisoposnasales

0-3 D3 DG Dio

A - +(2,30) +(4,20> - - - -

2 A - +(2,88) <3,11) - - - -

3 A - -4<2,50) -i-(cl) <cl) - - -

4 A - +(2,50) +(1) +(ci) - - - -

5 A - +(3,23) +(l,32) -

6 A - * (2,70) + (2,41) -4 (2,75) - - - -

7 E - - - - - - -

8 E - - - - - - - -

9 E - - - - - - - -

10 E - - - - - - - -

E - - - - - - -

12 E - - - - - - -

0-3: día 3 antesdeja inoculacióncon el VSRRP; 03, 06, DiO: días3, 6 ~ lO despuésde la inoculacióncon el
VSRRP. Los títulos úricos estáncalculadoscuino 0150CT/rnL y estáncxpresadoscnla formadc ¡ng X, siendoXel
númeroqueapareceentreparéntesis.

Tabla38: Resultadosdelaislamientodel\‘SRRPapartirde las muestrasde sueroy delos hisopos
nasalesobtenidosde las cerdasde los gruposC y Dalo largodel periodode estudio.

N
t’ dc la

ceda

Grupo Muestrasdesueros Hisoposnasales

D-3 D3 DG 015 D20 0-3 D3 DG 015 020

13 C - -4<4,48) -f-(2) +(2) - - - - - -

14 C - -4<4,80) - - - +(2,50) - -

15 G - +(4,7I) - - - - +(2) - - -

16 C - +(5,38) +(cl) - - - - - - -

17 C - -4<3,32) -i-(4,57) - - - - - - -

18 C - +(4,41) +(4,50) -(4,57) - - - - - -

19 D - - - - - - - - -

20 0 - - - - - - - - - -

21 0 - - - - - - - -

22 0 - - - - - - - - - -

23 0 - - - - - - - - - -

24 D - - - - - - - - - -

25 0 - - - -

0-3:día3 antesdela inoculacioncon el VSRRP;’03, DG, 015, 02<): días3, 6, 15 y 20 despuésdela inoculación
con el ‘VSRRP. Los títulos úricos estáncalculadoscomo 01

50CT/mLy están expresadosen la forma de ¡ng X,
siendoX el númeroqueapareceentreparéntesis.
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Tabla39: Resultadosdel aislamientodel VSRRPen cultivos de MAP a partir de las muestrasde
distintosórganosrecogidosen lanecropsiadelascerdasdelos gruposA, 13, C y D.

Cerda Grupo Órganosdelaparatorepinductor Otrosórganos

O’¡. OvO. Utero GLUL. ULUD. Amig. Pulmón G.LÁ.S.I. OLSí.

1 A + + +

(2,4!) (2,70) - (2)
2 A

3 A +
(<2)

4 A +
(<2)

+

(<2)
+

(2,50)
5 A

6 A + + + +
(2,58) (2,4!) (2,49) (2,50)

7 E - - - -

8 3

9 E

¡O E

11 E

12 E

13 G -

14 C +

(<2)
15 C

16 C

17 C

18 C

19 D

0 -

0 0

0 -

+ +
(2,66) (3,49)

+
(<2)

+

(3)
+

(2,57)

+

(3,59>
+

(4.50)
+

(3,71)
- +

(4,15)
+ +

(3,89) (48<))
+ +

+

(3,20)
+

(2)

o

+

(2,66) (2,74) (<2)

20 D

21 0

22 0 0

23 0

24 E;

25 0

0 0

0 -

0 0

0 +

(2,58)
0 0

+

(3,32)
+

(2,70)
+

(2,50)
-1-

(2,70)
+

(2,50)

+

(4,32)
+

(3,32)
+

(2,58>
+

(250>
+

(3,11)

0

0

+

(2,5)

0

0

0

0

0

0

0

+

(2,67)

O

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

-4-

(3,49)
+

<2.57)
+

(2,50)
4-

(2)
+ +

(3,50) (4,80)
*

(2)

0v.!.: ovario izquierdo: OiD.: ovario derecho; GLUl.: ganglio linfático uterino izquierdo:OLED.: ganglio linfático
uterino derecho:Xmie.: amiedala:CrLISi.: ganglio linfáloeo inguinal superficial izquierdo: G.L.S.I.: ganglio linfático
submandibular izquierdo: 0: muestra no recosida.Los títulos í-iricos estáncalculadoscomoDI50GTg de tejido y están
expresados en la Ionna deIog X, siendoXci numeroqueapareceentreparéntesis.
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4.5. Estudio del efecto de la exposición de cerdas al VSRRP en los días 7, 14 ó
21 dc gestación: sintomatología asociada a la infección, efecto sobre el

desarrollo embrionario y susceptibilidad de los embriones a la infección por el

virus (objetivos B.1, B.3 y B.4)

4.5.1. Signos clínicos

La inoculaciónde las cerdasde los grupos A, C y E con el VSRRP, en los días7,14y 21

de gestaciónrespectivamente,no dio lugar a la apariciónde ningún sintoma respiratorioen

ningunode los animalesen estudio.Tampocoseobservaronsignosde anorexiao inapetenciacon

la excepciónde las cerdas9 y 13, ambasdel grupoC que mostraronanorexiay decaimientoen el

día2 p.i.. Las cerdasde los grupos13, D y F permanecieronnormalesa todo lo largo del

expeninento.

No se observaronaumentosen las temperaturasrectalesde las cerdaspertenecientesalos

gruposA, C y E, salvo en el casode la cerda22, pertenecienteal grupo E, en el día 1 y 3 pI,

con temperaturasde 39,8C y la cerda 19, tambiéndel grupo E, quepresentótemperaturas

febriles durantevarios días tras la inoculación que oscilaronentre 39,7’C y 40.4’C. Las

temperaturasde las cerdasde los gruposA y B (cerdasinoculadasen el día7 dc gestacióny sus

testigos)se muestranen la tabla40, las de los gruposC y D (cerdasinoculadasen el día 14 de

gestacióny sus testigos)en la tabla4ly las de los gruposE y F (cerdasinoculadasen el día21 de

gestacióny sus testigos)en la tabla42.

4.5.2. Serología

Los estudiosde anticuerposllevadosa cabo,utilizandotanto la técnicade IPMA comola

de ELISA, dieron como resultadoque todaslas muestrasde suerode las cerdasde todos los

gruposobtenidasantesdela inoculaciónexperimentalconel VSRRPfueronnegativasporambas

técnicas.Despuésde la inoculación, todas las cerdasde los grupos A, C y E habían

seroconvertidoen el día21 p.L, presentandotítulos de anticuerposque oscilaronentre1:100y

1:800por la técnicade IPMA y entre1:200y 1:800por la técnicadeELISA. Previamente,en los

días 5 y 7 p.i., 3 de las cerdasdel grupoE (20, 21 y 22) y unade las cerdasdel grupo A (3)

fueronpositivas,al menospor unade las dostécnicasempleadas,contítulos de anticuerposque

oscilaronentre 1:50 y 1:1800por la técnicadeIPMA y entre 1:200 y 1:800 por la técnicade

ELISA. Sólo existierondiscrepanciasen los resultadosobtenidoscon las dos técnicasen el caso

de las cerdas20 y 21 en el díaSp.i. las cualesfueronpositivas,con un título de anticuerposde

1:200 por la técnicade IPMA y negativaspor la técnicadeELISA y en el casode las cerdas3 y
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22 en el día7 p.i. y en la cerda3 en el día5 p.i. que fueron positivaspor la técnicade ELISA,
con títulos de anticuerposde entre1:200 y 1:800y negativaspor la técnicade IPMA. Los

resultadossemuestranen latabla43.

Tabla40: Temperaturasrectalesde lascerdasde los gruposA y B desdeeldíade la inseminación
artificial hasta21 díasdespuésdela inoculaciónconel VSRRP.

Oía GrupoA GrupoE

NI >4<2 >4<3 N05 >406 N<~7 >4<8

-7 38,6 38,7 38,6 38,6 38,8 38,5 38,3 38,8
-6 38,1 37,9 38,2 38,4 38,2 38,5 38,5 39,0

-5 385 38,7 38,5 37,8 38,5 38,5 38,2 38,6
-4 38» 38,1 38,6 38,5 38,1 38,7 38,0 38,7
-3 38,6 384 38,6 39,0 38,! 38,4 38,9 37,9
-2 38.5 38.5 38,4 394 38,3 38,2 38,4 37,9

-l 38.1 38,2 38,6 38,5 37,6 38,4 38.5 38,6
(1 3&8 38.8 38,8 38,6 38,7 37,4 38,0 37,9

38,1 38,3 38,5 38,4 38.3 38,8 38,8 38,2

2 382 38,4 38,8 38,4 37,8 38,2 38,2 38,0
3 39,1 39,2 39,2 38,9 39,3 38,8 38,0 38,1
4 38,1 39,0 39,3 38.2 39,1 37,9 37,8 37,9
5 38,7 39,0 38,8 38,6 38,7 37,4 38,2 38,6
6 38,7 386 38,9 38,4 38,5 38,3 38,2 38,7
7 38,8 39,2 39,0 38,6 38,7 37,6 38.1 37,4
8 38,5 38.3 38,6 38,7 38,1 37,8 38,0 36,7
9 38,5 38,1 38,0 38,7 36,9 38,2 37,7 37,5
10 37,9 38,3 37,9 36,4 38,8 37,5 36,9 36,8
II 38,1 37.4 38,3 38,3 38,2 38,6 37,9 38,4
12 38,4 37,6 38,5 38,4 38,0 38,1 38,0 38,1
13 38,6 38,4 38,8 38,4 37,7 38,2 37,8 38,1
14 38,5 38,3 38.5 38,1 39,2 38,7 36,1 37,9

15 38,6 38,4 38,3 38,5 38,8 37,5 37,0 38,1
16 38,6 38,7 38,6 38,3 37,8 37,0 37.6 38,1
17 38,4 38.5 38,4 38,2 38,0 38,4 38,3 38,4
18 38,4 38,1 38,3 38,1 37,9 38,3 38,0 37,9
19 38,3 38,0 38,6 38,5 38,1 39,0 38,6 38,6
20 37,9 38,1 38,4 38,2 38,3 38,8 38,0 37,9
21 37,9 38,3 38,0 37,8 38,0 38,8 38,0 37,9
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Tabla41:Temperaturasrectalesde las cerdasde los gruposC y D desdeeldíade la inseminación
artificialhasta21 díasdespuésde la inoculacióncon el VSRRP.

Día GrupoC GrupoD

N¶ >4010 N”J1 N012 N~l3 >40]4 N~15 N~l6 N017

-14 38,6 38,6 38,8 388 38,3 38,8 39.0 38,8 39,0
-13 38,2 38,5 38,8 38,7 38,3 38,8 39.2 38,8 39,2

-12 38,3 38,3 37,9 38,5 38,6 37,9 38,8 38,9 38,9
-II 38,6 38,5 38,7 38,5 37,5 38,2 38,0 38,2 38,0
-10 37,6 38,4 38,2 38,4 37,9 37,7 39.0 39,0 38,5
-9 38,4 38,3 37,8 38,5 38,3 38,2 39,2 38,1 38,2
-8 38,0 37,9 38,1 38,0 37,0 38,0 38,2 38,1 38,1
-7 38,1 38,! 38,6 38,6 38,1 38,5 38,1 37,8 36,8
-6 38,3 38,0 38,6 38,0 38,2 38,2 38,9 38,8 38,7
-5 38,4 38,6 38,5 37,8 38,6 38,5 38,0 38,1 38,0

38,3 38,5 38,5 38,1 38,1 37,9 37,8 38,2 38,8
-3 37A 38,3 38,3 37,5 38,2 37,8 37,2 37,6 37,8
-2 38,2 38,7 38,0 37,3 38,2 3>7,8 36,9 38,2 38,1
-l 38,0 38.0 38,4 38,2 38,4 38,3 38,3 38,0 38,6

38,2 38,3 38,0 37,9 38,5 38,1 37,5 38.2 38.6
37,8 38,8 38,0 38,3 38,2 38,1 38,4 38,1 37,8

2 37,5 38,5 37,0 37,5 37,4 37,2 38,0 37,8 38,0
3 38,9 ~8’ 38,9 36,3 38,9 37,2 37,8 36,5 37,5
4 37.6 37,6 39,0 38,0 38,3 36,7 38,3 37,9 37,6
5 38,2 38,5 39,0 38,0 39,0 38,1 38,2 38,1 37,8
6 37,9 38,2 38,8 37,9 38,3 38,0 38,3 38,2 38,!

>7 38,6 38,7 39.1 38.5 38,3 38,7 37,8 37,1 37,4
8 38,0 38,6 38,8 38,4 38,4 38,3 37,8 38,2 38,0
9 38.5 38,3 38,0 38,4 38,5 38,4 38,1 38,3 38,1
lO 37,8 38,7 38,4 38.3 39,0 38,4 38,6 38.5 38,4
II 38,! 38,4 38,5 38,0 39,0 38,1 37.6 37,4 38,]
12 38,5 38,1 38,9 37,7 37,8 37,7 38,2 38.6 38,0
13 37,7 38,6 38,6 38,5 37,8 38,0 38,3 38,2 3>7,5
14 38.2 37,9 38,6 36.5 37,6 37,8 38,3 38,2 37,5
15 37,4 38,4 38,6 36,9 38,1 36,6 38,3 38,2 37,5
16 38.4 38,2 38,7 38.3 38,2 38,3 38.2 38,2 38,1
17 37,8 37,8 38.3 37,6 38,0 38,0 38,3 38,1 38,3
18 38,3 37,5 37,9 37,0 37,1 38,0 38,2 38,1 38,2
19 38,4 38,3 37,8 38,5 38,5 38,5 38,0 38,3 38,!
10 38,2 38.2 38,0 38,3 38.5 - 37,1 38,2 37,4 37,9
21 38,6 37,9 38,3 37,9 37,9 37,7 38,6 38,3 38,6
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Tabla42: Temperaturasrectalesde las cerdasde los gruposE y F desdeel díade la inseminación
artificial hasta21 díasdespuésde la inoculaci6nconel VSRRP.

Día GrupoE

MIS >4019 N”20 N021 >4<22

GrupoE

N”23 >4<24 >4025

-21 38,0 38,9 38,6 38,4 38,4 38,8 38,6 38,4
-20 37,9 38,9 37,7 38,4 37,9 38,7 38,7 38,6
-19 37,8 38,6 38,5 37,6 38,7 38,9 38,6 38,5
-18 38,3 38,6 38,5 38,2 38,0 38,9 38,3 38,2
-17 37,8 38,6 38,7 37,7 38.5 38.8 38,7 38,5
-16 38,2 38,6 38,8 38,3 38,8 39,1 38,0 38,1
-¡5 38.0 38.0 38,1 37,9 38,2 39,3 38,0 38,0
-44 38,1 38,7 38,3 38,2 38,2 38,3 38,0 38,1
-13 384 38,5 38,4 38,0 38,3 38,4 38,2 38,7
-12 38,5 38,5 38,5 37,4 37,1 38,4 37,8 37,9
-1] 37,8 38,7 38,4 37,3 38,2 38,8 37,] 38,0
-lO 38,0 38,5 37,7 36,8 36,0 38,0 37,8 36,7
-9 38,2 38,6 37,3 38,2 36,4 37,6 38,2 38,0
-8 38,2 38,5 37,5 37,7 37,0 38,5 38,1 38,4
-7 38,1 38,8 39,2 37,7 38,2 38,6 37,1 38,5
-6 37,5 38,6 37,8 37,4 38,6 38,8 38,1 38,0
-5 37.6 38,5 38,0 37,6 38,6 38,3 37,8 38,5
-4 36,6 37,9 38,3 37,9 37,9 37,9 38,0 37,8
-3 37,1 38,2 37,8 36,4 38,5 37.6 38,0 37,6
-2 374 37,8 39,1 38,8 38,8 386 37,7 38,2
-1 37,5 38.2 38,7 37,9 38,8 38.8 38,2 38,4
0 37,6 38,2 394 38,5 38,2 38,8 37,7 38,3

1 37,8 40,0 38,9 38,1 39,8 39,1 37,3 37,8
2 37,6 38,5 38,7 38,5 38,7 39,2 37,9 37,8
3 38,2 39,7 38,6 38,2 39,8 39,0 38,7 38,3
4 37.6 40,0 38,4 38,0 38,4 38,8 38,0 37,3
5 37,9 38,8 39,0 38,4 38,8 38,4 38,9 38,2
6 37.8 39,9 38,5 3>7,9 38,6 39,2 31,9 37,5
7 37,5 40.4 37,5 37,8 37,9 ;9’ 37,9 37,5
8 362 39,6 38,6 3>7,7 37,9 39,2 37,9 37,5
9 37,9 39,8 38,1 38,3 38,4 38,6 38,2 38,1
10 37,4 39,8 37,8 38,3 38,0 38,8 38,3 37,8
II 37,2 39,5 38,1 38,3 37,4 38,4 38,1 38,1
12 37,5 39,0 38,4 38,4 38,3 38,4 38,0 38,5
13 37,4 39,0 37,7 38,2 36,9 38,7 37,8 38,1
14 37,4 40,2 37,6 38,4 38,2 38,9 38,3 38,1
15 37,5 39,3 37,2 38,0 37,3 38,0 37,3 37,5
16 37,1 39,2 37,8 38,3 38,2 38,6 37,9 37,6
17 37,9 38,7 37,9 38,3 38,7 39,0 38,1 37,2
18 38,0 38,7 38,6 38,6 38,4 38,5 37,7 37,4
19 37,4 38,3 38,5 38,2 38,6 38,8 37,5 37,6
20 37,6 38,9 38,6 38,1 38,5 38,9 37,9 37,6
21 38,4 38,9 38,5 38,1 38,7 38,6 36,7 37,9
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Resultados

Tabla43: Resultadosde los estudiosde determinaciónde anticuerposfrenteal VSRRPpor las
técnicasde IPMA y ELISA en las cerdasde todoslos gruposa lo largodel experimento.

>4< dc 1-a

crida

Grupo DA 0-3 05 Dl 021

IPNIA ELISA IPNt-X ELISA LEMA ELISA lEMA ELISA IPMA ELISA

+ +

(1:200) (1:400)

+

+ +

(1:100) (1:400)
+ +

(1:4~K»
+

(1:40~
+

(1:8tX~

(1:800) (1:100)
- +

(1:400)
- +

(1:4(X))

+

(1:400)
+

(1 íoi»
+

(1:200)
+

(1:100)
+

(1:100)
+

(1:200)

+

(1:8(X))
+

(1:400)

+

(1:400)
+

(1:400)
+ +

(1:400)
+ +

(1:200) (1:200)

(1:800) (1:200) (1:200)
+ +

(1:50) (1:200)
+ + +

(1:2(X)) (1:200) (1’40~

A

u-, A

3

4

5

6

A

A

5

E

+

(1:200)

7

8

9

E

E

c

io c

11 C

12 C

13 C

14 C

15 D

16 0

17 0

+

(1:200)
+

(1:40<»
+

(1:400)
9-

(1:200)
+

(1:800)
•0-

(1:800)

18 E

19 E

20 E

21 E

E

23

+

(1:200)
+

E

+ -f

24

(1:200)

E

25 E

DA: díadela adquisicióndeíosanimales;D-3: 3 díasantesdelainoculaciónexpenmentalconel \‘SRRP; 05,07v
02l: días5, 7v21 despuésdela inoculaciónexperimentalcon el VSRRP.
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4.5.3. Efecto de la exposición al VSRRP por la vía intranasal en los días 7, 14 6
21 de gestación sobre la reproducción

El númerode cuerposluteos,así comoel de embriones,tanto vivos y muertoscomo

infectadospor el VSRRP, y la relaciónembriones:cuerposluteos obtenidosen cadauna de las

cerdasen estudiofiguranen la tabla44. La tabla45 muestralos valoresmediosde estosmismos

parámetrosen cadauno de los grupos de tratamiento.Aunqueexistieron grandesdiferencias

individualesen el númerode cuerposluteos-y embrionesy, por tanto, en la relación

embriones:cuerposluteos(tabla44),cuandoseconsideranensu conjuntoestosvaloresseobserva

que todos ellosfueron superioresen los gruposde cerdasinoculadoscon el VSRRPque en sus

testigos,con la excepciónde los gruposE y F dondelos testigos (grupoF) tuvieronun mayor

númerode embrionesy una relaciónembriones:cuerposluteostambiénsuperior.Sin embargo,el

estudioestadísticollevadoacabodemostróque lasdiferenciasno eransignificativas.Cabedestacar

quela cerdanúmero¡9, pertenecientealgrupoE, aunquehabíamostradosignosexternosde celo,

no sólo no estabagestanteen el momentodel sacrificio,si no queademásmostrabaun infantilismo

genital.sin queexistieranen los ovanoscuerposluteosni corporaalbicans.El estudiodel número

de embrionesmuertosdemostróque su número,considerandolos valoresmediosde todos los

anímales,eraaproximadamenteel doble en los gruposde las cerdasinoculadascon el VSRRPque

en los gruposde las cerdastestigos(1,6 frentea 0,85 embrionesmuertos/cerdarespectivamente).

Considerandocadauno de los gruposde cerdasinoculadascon el VSRRPfrentea sustestigoseste

fenómenose repiteen los animalesinoculadosen los días 7 y 14 de gestaciónpero no en los

inoculadosen el día 21, dondeexisteun mayornúmerode embrionesmuertosen las cerdas

testigos.Cuandoseestudianlos animalesde forma individual sepuedeobservarun porcentaje

mayor de embrionesmuertosen la cerdanúmero13, pertenecienteal grupo C que tuvo 10

embrionesmuertos(lo que representaun 52,6% de su carnada)y la cerdanúmero9, tambiéndel

grupo C, la cual, aunquesólo tuvo 2 embrionesmuertos,éstosrepresentanel 33,3% de su

carnada.El estudioestadísticollevadoa caborevelóque estasdiferenciasno eransignificativas.

Sólo 2 de las 1-1 camadasde las cerdasinoculadascon el VSRRPteníanal menosuno de sus

embrionesinfectadosen el momentodel sacrificio.Ambascamadaspertenecíanal grupoC (cerdas

inoculadascon el VSRRPen el día 14 de gestación).Los embrionesde los cualessepudo aislarel

VSRRP en cultivos de MAP, confirmándoseesteresultadopositivo por la pruebade RT-PCR

fueron el embriónque ocupabala posicióncuartadel cuernouterinoizquierdode lacerdanúmero

10 y los embrionesqueocupabanlas posiciones20, 30 y 40 del cuernouterinoderechode la cerda

número 13. Todos los líquidos atiantoideosestudiadosfueron negativoscon la excepcióndel

líquido atiantoideodel embriónque ocupabala posicióncuartadel cuernouterinoderechode la

cerdanúmero13, el cualtambiénfue positivo. Todoslos embrionesy los líquidos atiantoideosde

lascerdasdelos grupos13, DyE (cerdastestigos)fueronnegativosal VSRRP.
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Resultados

4.5.4 Detección de VSRRP en las distintas muestras recogidas a lo largo del
estudio

Las muestrasde suerotomadasen todoslos animalesantesde la inoculaciónexperimental

con el VSRRPfueron negativascuandoseintentóel aislamientodel virus en cultivosde MAP. En

los días5 y 7 p.i. la mayoríade los animalesde los gruposA, C y E fueronpositivos,al menosen

una de las extracciones,con la excepciónde las cerdas1 y 4 del grupo A. Los títulos víricos

alcanzadososcilaronentre-c log 2 y log 5,1 DI50CT/mL. Las muestrasde sangretomadasen el

momentodel sacrificio de los animales,en el día 21 pi., fueron todasnegativas.Todaslas

muestrasde suero obtenidasde las cerdastestigosa lo largo del periodode estudiofueron

negativasal VSRRP.Los resultadosse muestranenla tabla46.

Los hisopos,tantonasalescomodeheces,tomadosenlos días1,3,5, >7y9p.i. fueronen

su mayoríanegativoscuandose intentóel aislamientovírico en cultivos de MAP. Las únicas

muestrasque dieronresultadospositivos, con títulosvíricosqueoscilaronentre log 2 y log 3,64

DI50CT,mL,correspondena la cerdaSdel grupoA, lacerda14 del grupo C y las cerdas18, 19 y

20 del grupoE. Los resultadospositivos,junto con el título vírico quepresentaronaparecenen la

tabla47. Los hisoposrecogidosantesde la inoculacióncon el VSRRPen las cerdasinfectadas,así

comotodoslos hisoposrecogidosde las cerdasde los grupostestigosa lo largo del estudiofueron

negativos.

Los intentosde aislarel VSRRPde muestrasprocedentesdel aparatoreproductorfueronen

su mayoríainfructuososya que todaslasmuestrasde útero estudiadasfueron negativas,de igual

forma que las de ovanos,con la únicaexcepcióndel ovarioderechode la cerda13 que dio un

resultadopositivo en el intentode aislamientovírico en cultivo de MAP. Además,fueronpositivos

algunosde los gangliosuterinosestudiados,procedentesde las cerdas9, 10, 12 y 13 del grupoC

y de las cerdas18, 19 y 21 dcl grupoE. Las muestrasde los pulmonesy los ganglioslinfáticos

submandibularesrecogidasen la necropsiafuerontambiénnegativasen su mayoría.Sólo 4de las

muestrasde pulmóny 7 de los ganglioslinfáticossubmandibularesprocedentesde las cerdasdelas

gruposA, C y E dieron resultadospositivos, aunquecontítulosmuy bajos,yaqueoscilaronentre

-clog 2 y log 2,7 DIsoCT/gde tejido.Todaslas muestrasobtenidasde las cerdasde los gruposB,

D y F fueronnegativas.Los resultadosaparecenen la tabla46.

Todos los resultadospositivosen cultivosde MAP fueron confirmadospor la técnicade

RT-PCR.
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Resultados

Tabla46:Resultadosdel aislamientodel VSRRP en las muestrasrecogidasde las
los gruposen estudio,a lo largodel experimento.

N” dela Grupo Suero Aparatoreproductor

ceuda A DS 07 D21 0.?. 00 ¡IT. (3.L.IJ.I. (ILUD.

cerdasde todos

Oros Órganos

Pulmón OLSí.

0 0 0

- 0 0 0

0 0 0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

9

10 C

II C

12 G

IB C

+ +

(2,5)
+

(3,40)

(3.34)
O

+ +

(2,66)
+

0 01- 4-
(2,80) (2,80)

+

(3,38)
+

+
(2,43)

+ -4-
(2,51)

+ +
<390)

14 C - +

(3,15)

+

(2)
+

0 0

(<2)
0 0

+ +

«2) (232)
15 0

0 0 0

-4- -4-

+

0

+

0 0

0 0

A: sueroobtenido antesdeja inoculacióncon el VSRRP; D5, DY y D21: muestrasdesuerocorrespondientesalos
días 5, 2 y 21 pi.; 0.1.: ovario izquierdo;aD: ovario derecho;¡It: útero; GLUl.: ganglio linfático uterino
izquierdo; G.L.U.17x: ganglio linfático uterino derecho;G.L.S.I.:ganglio linfático subniandibularizquierdo;0:
muestrano recogida.Los títulos úricos estáncalculadoscomo0I5~CT/mL o g de tejido y é’stán expresadosen la
Iom)a dc JogX, siendoX e] némeroqueaparceeentreparéntesis.

A

+
(3,85)

+
(3,83)

+
(<2

+
(<2)

2 A

3 A

4 A
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Tabla 47: Resultadospositivos en el aislamientovirico a partir de las muestrasde hisopos
recogidas.alo largodel periodode estudio.

N0 de lacerda Grupo Tipo dehisopo Díade obtención Títulovírico

5 A heces 5 log 3,48

14 C nasal 5 ‘c1og2

18 E nasal 5 ‘clog2

18 E heces 5 log3,5?

18 E heces 7 ‘clog2

19 E heces 5 log3

20 E nasal 9 log3,64

Los títulos víricos estáncalculadosen la formadeD1
5~~CT/mL.

4.6. Estudio in vitro del efecto que el VSRRP tiene sobre los embriones en el

estadio de entre 4 y 16 células: papel protector de la zona pellucida,

susceptibilidad de los embriones a la infección por el virus, efecto del VSRRP

sobre el desarrollo (objetivo B.5)

4.6.1. Desarrollo de los embriones in vitro

El grado de desarrollo in x’iti-o, despuésde 72 horas de cultivo, alcanzadopor los

embrionesde los grupos 1 y 2 (embrionescultivadosen presenciadel VSRRPy sus testigos)

apareceresumidoen la tabla48. La tabla49 muestraun resumendel gradode desarrolloalcanzado

porlos embrionesmicroinyectados(grupos3 y 4) tras72 horasde cultivo in vitro. Como se puede

apreciarendichastablas,laexposiciónde los embrionesal VSRRP,ya seaen el mediode cultivo

o por microinyeccióna travésde la zonapellucida no tuvo ningúnefectoen el gradode desarrollo

alcanzadopor los embriones.Así, enel grupodelos embrionesincubadosen presenciade virus 31

alcanzaronun grado de desarrolloavanzado,mientrasqueestenúmerofue de 35 parasustestigos.

En los gruposde embrionesmtcroinyectados,11 de los 20 expuestosal VSRRPmostraronun

gradoavanzadode desarrollo,mostrandoun gradode desarrollosemejante10 de los 20 embriones

que le sirvieronde testigos.El estudioestadísticollevado a caboindicó queno existíandiferencias

estadísticamentesignificativasentre los embrionestratadosy sus testigos (p=O,l4 para los

embrionesincubadosen presenciadel VSRRP y sus testigosy pr-
0,75 para los embriones

microinyectadosconel VSRRPy sus testigos).
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Tabla48: Gradode desarrolloiii vitro alcanzadopor los embrionescultivadosdurante72 horasen
presenciadel VSRRPy sustestigos.

N0 inicial N0 de Gradode desarrolloin vitro

decélulas embriones Ninguno Moderado Avanzado

TratadosTestigos Tratados Testigos TratadosTestigos TratadosTestigos

4 33 33 6 2 4 0 23 31

5-8 5 4 0 2 1 0 4 2
+8 5 4 1 2 0 0 4 2

Tabla49: Gradode desarrollo¡ti vitro alcanzadoporlos embrionesmicroinyectadoscon el VSRRP
y cultivadosposteriormentedurante72 horasy sus testigos.

N0 inicial N0 de Gradode desarrolloiii litro
decélulas embriones Ninguno Moderado Avanzado

TratadosTestigos Tratados Testigos TratadosTestigos TratadosTestigos

4 15 12 7 7 0 0 8 5

5-8 4 4 1 2 0 0 3 2

+8 1 4 1 1 0 0 0 3

4.6.2. Detección del VSRRP en los embriones tras 72 horas de cultivo in vitro

El VSRRP no pudo ser aisladode ningunode los gruposde embriones,ni cultivadosen

presenciadel VSRRP,ni microinyectados.Los intentosde aislamientovírico llevadosa cabocon

los líquidos de lavado de los embrionestampocoreveló la presenciadel VSRRP con la única

excepcióndel primerlavado de uno de los grupos de embrionesincubadosen presenetadel

VSRRP.Esteresultadopositivo fue confirmadoporla pruebade RT-PCR.Estamismapruebadio

resultadosnegativoscuandoseaplicóa los gruposde embriones.ElECPcaracterísticodelVSRRP

que aparecióen los testigospositivos inoculadosen los cultivos de MAP indicó que el lote de

MAP empleadoteníauna sensibilidadal virus suficienteparadetectar10 DI
50CT. Los testigos

positivosutilizadosen la pruebade RT-PCR revelaronque la sensibilidadde esta técnicaera

suficienteparadetectarlOO DI50CT.

Los resultadosde las IFD llevadasacaboen los embrionesindicaronque en ninguno de -

ellosestabapresenteel VSRRP,al no aparecerenningúncasofluorescenciaespecífica.
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Discusión

5.1. Objetivo A: efecto de la infección por el VSRRP en el verraco

Los resultadosde nuestroestudiomuestranquela infecciónde verracosadultoscon la cepa

espafioladelVSRRP5710no produceunasintomatologíaclínicacaracterística,a pesarde quedar

fehacientementedemostradaporel reaislamientoa partirde muestrasde sueroy diversosórganoso

porel desarrollode anticuemosfrenteal VSRRP.

En estesentidocabedestacarque ninguno de los animalesutilizadosdesarrollóningún

síntomarespiratorioy los signosde depresión,anorexiao inapetenciadescritosporotros autores

(Blackburn,1991; Loula, 1991; Gordon, 1992, Hoppereral., 1992)sólo aparecieronde forma

esporádicaen algunosanimales,siendoademásde cortaduración.Sin embargo,no seobservaron

pérdidasde la libido como las descritaspor Feitsmael al. (1992) y Hopperel al. (1992). Una

posible explicacióna la disparidadexistenteentrelas observacionesclínicasenumeradaspor los

autoresanteriormentemencionadosy los resultadosobtenidosen nuestrotrabajopodríaser una

diferenciaen la patogenicidadentrelas cepasimplicadasen cadaestudio.Así, cabedestacarquese

han descritograndesdiferenciasen términosde inducciónde sintomatologíaclínicay respuesta

inmunológicaentredistintos aisladosdel VSRRP, especialmenteentre aisladoseuropeosy

americanos(Wensvoortel cl., 1992; Nelsona al., 1993). Además,la presentaciónde signosde

depresióny anorexiaparecedependermuchode la respuestaindividual a la infección, ya que

animalesinoculadosexperimentalmentecon DI50CT muy semejantesde la misma cepade virus

muestranunarespuestaa la infecciónmuy distinta,pudiendopasartotalmentedesapercibida,como

sucedióen la mayoríade los verracosutilizadoso dandolugara una sintomatologíamuy notoria

comoladesarrolladaporel verraconúmero2.

En cuantoa la pirexia, cabedestacarque no todos los animalesmostrarontemperaturas

febrilesy aquellosque las presentarontuvierontemperaturasrectalesde entre39,5 y 41 ‘C durante

periodosde tiempobastantecortos,en muchoscasosde sólo un día,entrelos días2 y? pi.. Estos

resultadoscoincidenplenamentecon las observacionespreviasqueindicanquetansólo un 30%de

los animalesinfectadoscon estevirus alcanzantemperaturassuperioresa los 40’C.

Cuandoen estosanimalesinvestigamosla duracióny la extensiónde laviremia despuésde

la inoculaciónexperimentaldel VSRRP,fueposibleaislarel virus en el suerodeforma constante

desdeel día2 ó 3 p.i. hastalos días 10 ó 15 p.i., siendolamayoríade los animalesnegativosenel

día 21 pi., con la únicaexcepciónde dosverracosque fueronpositivosen el día23 p.i.. Estos

resultadosson bastantesimilaresa los obtenidosporChristiansonel al. (1993)y Mengelingetal.

(1995) que describenviremiasde 9 y 14 días respectivamenteenhembrasgestantesy Wills el al.

(1995)que consiguenaislarel virus en lechonesinoculadosexperimentalmentehastaeldía it p .i..
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Sin embargo,existen trabajosque describenviremias más largas en lechonesinoculados
experimentalmente,siendoposible encontrarel VSRRP de forma constanteen el suerode los

animaleshastael día35 p.i. (Yoon el al., 1993), el día28 p.i. (Rossowetat, 1994a)y el día21

pi. (Rossowel al., 1995). Obviamente,la duraciónde la viremiapuedeestarinfluida por varios

factores,entrelos cualescabedestacarlas cantidadde virus a laquesonexpuestoslos animales,la

edadde los mismos y la virulenciade la cepadel VSRRPempleada.Estosfactores,entreotros,

podríanexplicarlas discrepanciasexistentesentrenuestrosresultadosy los obtenidospor otros

autores,aunquetambiénla sensibilidadde la técnicaempleadaen la deteccióndel virus podríaser

un factora considerar.

En cuantoa la distribuciónorgánicadel VSRRPdespuésde la inoculaciónexperimental,

todos los trabajosrealizadoshastael momentose han llevado a caboutilizando lechonescomo

animal de experimentación,sin que exista un estudio pormenorizadode dóndese localiza el

VSRRP en animalesadultos,En el presentetrabajo, llevado a cabocon verracosinoculados

experimentalmentepor la víaintranasalcon el VSRRP y sacrificadossecuencialmentealo largode

30 díashemospodido comprobarqueel aislamientodel virus esfácil y constantea partir de los

órganosdondesehan descritolesionescomoconsecuenciade la infección,fundamentalmenteel

pulmón y los macrófagosalveolares,de dondeesposibleaislarel virus hastael día30 p.i.. Estos

resultadosestánen concordanciacon los obtenidospor Mengelingeí al. (1995), Rossowel al.

(1995),1-lalbur el al. (1996) y Rossow el al. (1996a)realizandoinfeccionesexperimentalesen

lechones.Estosautoreshan sido capacesde detectarel virus en esteórgano por técnicasde

tnmunohistoquímica,aislamientoen macrófagosalveolareso por un cocultivo de macrófagos

alveolaresen la lineacelular MARC-145en los días21, 28 y hasta70 p.i. en funciónde la técnica

utilizada.

Ademásdel pulmón,los ganglioslinfáticosanalizadosresultaronserun lugarimportantede

localizacióndel VSRRP, pudiendoaislarsefácilmentehastael día 30 p.i., aun cuandoen ese

momentono era detectableel virus en el suero.Deentretodos los ganglioslinfáticosanalizados

son los submandibularese inguinalessuperficialesy en menormedidalos gangliosmesentéricos

dondede forma más constantese aisló el VSRRP. Estos resultadosson muy similaresa los

aportadosporotrosautores(Rossowetal., 1994a;Halburetal., 1996).Igualmente,los resultados

de aislamientodel VSRRP a partir de las amígdalasobtenidospor los autoresanteriormente

citados,junto con los de Mengelingel al. (1995), coincidenplenamentecon los obtenidosen

nuestrotrabajoya que,a pesarde laslógicasvariaciones,el virus seaisléde formaconstantehasta

el final del periodode estudio.La localizacióndelVSRRP en las amígdalasen lafase inicial de la

infecciónseríaun fenómenológico y fácilmenteexplicableteniendoen cuentaque estelugaresuna

vía normalde procesamientode antígenos.Sin embargo,el que se sigadetectandoel virus después
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de acabadala viremia pareceindicar que puedepersistir en este órgano, multiplicándose

periódicamente,o bien que la exposiciónal virus sería continuacomo consecuenciade la

eliminaciónde detrituscelularesen los queiríavinculadoel virus desdeel pulmón,fuenteprimaria

de multiplicación.Estaúltima posibilidadpareceser la másprobableya que la localizaciónen las

amígdalasse producetambiénen ausenciade viremia como ha quedadofehacientemente

demostradoen nuestroestudioy previamentehabíancomprobadootros autores(Rossowel al.,

1994ay 1996a;Wills etat, 1995),determinandounosque el virus se localizaen los macrófagos

de las amígdalasy otros quela presenciadel virus en esteórganosepuedealargarhastael día157

pl..

En lasmuestrasobtenidasde ileon tambiénseaislóel VSRRP deforma bastanteconstante

hastael día 23 p.i., coincidiendoestosresultadoscon los aportadosporMengelingel al. (1995).El

aislamientodel virus en estelugarjunto con lapresencia,ya demostrada,en lasplacasde Peyer,

las vellosidadesintestinalesy en la láminapropia del intestinodelgado(Halbur cl al., 1996)

permite plantearque el VSRRP está presenteen el tejido linfoide asociadoal intestino,

eliminándosea la luz del mismo,probablementeincluidoen macrófagoso vesículasqueatraviesan

el epitelio intestinal,pudiendoserésteel origendel virus en las heces.

Finalmente,en el timo, el bazoy el hígadoel aislamientodel virus fue posibleduranteel

periodode laviremia,aproximadamentedurantelos 9 primerosdíaspi., mientrasque apartir de

estemomentolos aislamientosfueron esporádicos.De todosestosórganos,llama la atención

cómo, a pesar de su ampliadistribuciónpor los distintosórganoslinfoides,el VSRRP no se

encuentrade forma constanteen el bazo. De hecho, aunquenuestrosresultadosestánen

concordanciacon los obtenidosporMengelingetal. (1995),estántambiénen claracontraposición

con los obtenidospor otros autoresparalos cualesel bazoes un órganomuy adecuadoparala

deteccióndel virus (Pol el al., 1991; Paton el al., 1992; Stevensonel al., 1993; Rossow el al.,

1994w 1995;Halburel al., 1996).

La mayoríade los estudiosanteriormenteutilizadosparala discusiónsobrela localización

orgánicadel VSRRP se han realizadoutilizandotécnicasde inmunohistoquimica,de formaque,

con la excepcióndel de Rossow e,’ al. (1995), no existeningún trabajoen el que se realizaran

aislamientosy titulacionesdel virus por lo que no esposibledeterminarsi el título presenteen los

distintosórganosera superioro inferior al obtenido en el suero.En términosgenerales,los

resultadosobtenidospor Rossow eral. (1995)coincidencon los nuestrosen el sentidode que en

prácticamentetodoslos casosel título víricoobtenidoen lasmuestrasprocedentesdelos distintos

órganosfuesuperioral obtenidoen el suerodeeseanimalen e! díadel sacrificio.Además,hay que

destacarqueen nuestroestudioseaisléel virus en distintosórganosde5 de los 6 verracosqueno

196



Discusión

presentabanviremiaen el momentodel sacrificio.Estepanoramaimplicaríaque los lugaresen que

estápresenteel virus enel momentodel sacrificio,comoelpulmóny distintosórganosdel sistema

linfático,entrelos quedestacanlos ganglioslinfáticossubmandibularesy lasamígdalas,son sitios

activosde multiplicacióndel VSRRP. Aparentemente,en estosórganos,el virus semultiplica en

célulascon morfologíasimilara la de los macrófagoso célulasdendríticas(datosno mostrados).

Estefenómenoyaha sido descritoporotros autores,planteandolaposibilidadde que tascélulas

dondese multiplicael virus sonmacrófagosy célulassimilaresa éstos,habiéndoseencontradoen

las célulasde Kupffer del hígado,en las célulasinterdigitantesdel timo, en las célulasdendríticas

de los tejidos linfoides y en las célulasreticularesdel bazo (Magarel aL, 1993; Rossowet aL,

1995; 1-lalbur el al., 1996). Segúnestosautores,al multiplícarseelvirus en estaspoblaciones

celularesseríael responsablede las lesionesque se observantras la infección, fundamentalmente

de necrosisde los centrosgerminalesen los ganglioslinfáticoso las criptasamigdalares(Magarel

al., 1993; Rossoweta!., 1994a,1996a;Halbur eta!., 1995).

En función de los resultadosanteriormenteexpuestos,tanto los referentesa este trabajo

como los aportadospor otros autores,sepuedeaceptarqueel primerlugarde multiplicacióndel

VSRRP son los MAP y a partir de ellos la infecciónse podríaextendera los macrófagos

intravascularesdel pulmón y a los monocitoscirculantes,ademásde encontrarsede formalibreen

el torrentecirculatorio,comoesdeduciblede su aislamientoen el suero.Estadiseminaciónsería

responsablede la distribucióndel virus en los ganglioslinfáticos,lo queexplicaríasu presenciade

forma tan constantey con títulosvíricos tanaltosen todoslos árganosdel sistemalinfático. La

multiplicacióndelvirus en los órganoslinfoidesiría seguidade fenómenosde exocitosis,viremiay

transportedel virus a otros órganos,siendo posiblementeresponsablede las viremias tan

prolongadasque sehan asociadoa la enfermedad(Rossowet al., 1995).Ademásde en su forma

libre, el virus puedellegar a los distintos órganoscon los monocitosque migran del torrente

circulatorioparaconvertirseen macrófagostisulares.Deestaforma se creeque puedealcanzarel

aparatoreproductor,tantoen el machocomoen lahembra.

En nuestroestudioha sido posible aislar el VSRRPde distintos lugaresdel aparato

reproductordel verracodesdeel día4 p.i. hastael día30p.i.. Así, apartede los ganglioslinfáticos

testiculares,de dondeera previsiblesu aislamientodadala distribucióndel virus por todo el

sistemaganglionar,cabedestacarel epidídimo,órgano del que seha aisladoel VSRRPa partirde

muestrasde sus tresporciones.La porciónde dondeseaislóconmayorfrecuenciafue la cabeza

con un 38,5% de muestraspositivas,seguidadel cuerpoy la colacon un 20% y un 12,8%de

muestraspositivas,respectivamente.Aparentemente,la presenciadel VSRRP en el epidídimoes

difícil de explicarcomo no seapor unainfeccióndirectade eseórgano,del testículoo a travésdela

sangrey los fluidos tisularesquese filtran en el aparatogenital.Estaúltima posibilidadparecela
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másprobableyaquesi el VSRRPsehubieramultiplicadoen el testículodeberíahabersidoaislado

de forma bastanteconstante.Sin embargo,sólo se pudo aislarde los testículosde uno de los

verracos,siendoademásel título vírico muy bajo, lo cual pareceindicarla no multiplicacióndel

virus en estalocalización.Parecemásbien, portanto, que su presenciase debaa la distribución

orgánicadel virus tantoporvía hematógenacomo linfática. Apoyaestateoríael hechode que el

único verracopositivo fueraen esosmomentosvirémicoy que el título vírico en el suerofuera

superioral encontradoeneltestículo.

El cómo llegael VSRRPa travésde la sangrey fluidos tisularesquesefiltran en el aparato

genital podríajustificarsepor la capacidadquetiene estevirus paramultiplicarseenlos monocitos

circulantes(Voicu el al., 1994), migrandoéstosfuera del torrentecirculatorioparaconvertirseen

macrófagostisulares.De hecho, la presenciade macrófagosintraepitelialesen el conducto

epididimarioha sidodescritaen el hombre(Wangy 1-lolstein, 1983),en el toro (Goyal, 1985)y en

el verraco(Briz y Bonet, 1992). Además,estaposibilidadestáde acuerdocon la descripcióndel

virus dentrodelas célulascon morfologíadistintaa los espermatozoidesen el eyaculadoy con los

títulos víricostanbajosencontradosen las muestrasprocedentesdel epidídimo.Su vinculacióna

los macrófagosdel epidídimotambiénexplicaríael quefuera posibleaislarel VSRRP con mayor

frecuenciaa partir de la cabezaya que la presenciade célulasfagocíticasentreel espermaesmás

notoriaen la regióncefálicaque en las regionescorporaly caudaldel epidídimo(Briz y Bonet,

1992). Esta diferencia en la cantidad de célulasmacrofágicas observadasen las dos primeras

regionesdel epidídimopodríaexplicarseporquela vascularizacióndel conductoepididimariosigue

dosvías: la arteriaespermática,queirrigalasregionesepididimariascefálicaycorporal,y laarteria

epididimaria,de origen iliaco, que irriga la región epididimariacaudal (Clavert el aL, 1981).

Además,estudiosllevadosacabocon otrosvirus porcinoscomo el parvovirusporcino(PVP) han

mostradodistribucionesparecidasya queentrelos diferentesórganosdel aparatoreproductor,sólo

seencuentraen formade agregadosen la luzde los tubosseminíferosy en lacabezadelepidídimo,

mientrasque el cuerpoy la cola estánlibres del virus (Thackerel al., 1987), limitándosela

infecciónala vgsculaturadel intersticiodel epidídimo.Sin embargo,estacontaminación,tal como

aparentementesucedeen el casodel VSRRP, permiteque el PVP se eliminepor el semende los

animalesinfectados,inclusoasociadoa la membranade los espermatozoides(Gradil elaL, 1990).

Por otra parte,el aislamientodel VSRRP en las glándulasanejasse produjo en una

proporciónrelativamentebajadadoquetansolo un 25%de las próstatas.un 7,5% delas glándulas

bulbouretralesy un 5,1% de las glándulasvesicularesfueron positivasal aislamientovírico, y

ademáscontítulosmuy bajos.Estosresultadoscoincidencon los aportadosrecientementepor Shin

elal. (1996a)utilizandounatécnicadehibridación in siíu con la quedeterminaseñalespositivasen

los testículos,el epidídimo,la próstatay las glándulasbulbouretrales.Estasseñalesno se han
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podidoasociaraun tipocelularespecífico,apareciendocélulaspositivasen el intersticioadyacente

alos vasossanguíneosentrelos tibulosseminíferosdel testículoyen el semendel epidídimoenla

luzdelos túbulosdentrode célulascon morfologíadistintaa lade los espermatozoides.

Así, el bajo númerode DI50CT encontradoen estos lugares,unido a los resultados

aportadospor Shin el al. (1996a), hacepensarque probablementeno se produzcauna

multiplicaciónactivadel virus en estos lugares,sino que el virus puedetenersu origen en la

diseminaciónorgánicaque se producedurantela viremia, encontrándosepresenteen los

macrófagosehistiocitosquehan migradoa estostejidos.En estesentido,la eliminacióndel virus

porel semenseriairregular,dependiendode si los monocitoso macrófagosque migrana estos

lugaresestáninfectadospor el virus o no, explicandode estemodola deteccióny el aislamientode

forma intermitenteen el semen de verracosinfectadospreconizadapor algunos autores

(Christopher—I-lenningsel al., 1995a,b;1996a). Además,fenómenossimilareshan sido descritos

paraotrosvirus que afectanal cerdo(Biront y Bonte, 1983)-

Porotro lado,esun hechoconocidoque despuésde la infeccióncon el VSRRP, estevirus

sepuedeeliminarpordistintasvías, siendoposibleaislarlode las secrecionesnasales,de lasaliva,

de la orina, de las secrecionesprepuciales,de las hecesy del semende los animalesinfectados

(Edwardscí al., 1992; Christiansonel aL, 1993; Yoon et a!., 1993; Rossow et al., 1994a;

Swensoncia!., 1994a;Christopher-Henningseta!., 1995a;1996a;Teuffert ci al., 1995; Wills el

al., 1995b11. Los resultadosobtenidosen nuestrotrabajoparecenconfirmarquela eliminacióndel

VSRRP es bastantefrecuenteatravésde las heces,la orinay las secrecionesnasales,ya que, en

términosgenerales,el virus seaislóde formaconstanteduranteel periodovirémicoe incluso,en el

casode las heces,hastael día 23 pI.. Por el contrario,el aislamientodel virus enlas secreciones

oro-faringeasy prepucialesfue sólo esporádico,estandopresenteúnicamenteen las primerasen

los días5y9 pi. y en las segundasen los dfas4,5y9p.i..

El hechode que los títulos víricos obtenidosa partir de las muestrasde hecessean, en

general,másaltos que los obtenidosen otraslocalizaciones,unido a la frecuencia,mayorde la

esperadasi nos remitimosala bibliografía,con laquefue posibleaislarel virusde lasheceshace

necesarioconsiderarla vía feco-oralcomo una vía de transmisión,junto con la oro-nasal,a tener

muy en consideraciónen la transmisiónde la enfermedad.La importanciade estasdos vías en la

diseminaciónde la enfermedadestáapoyadapor el hechode que la transmisióndependede la

existenciade un contactomuy estrechoentre los animales, careciendode importancia,

aparentemente,la transmisiónporaerosolesa largasdistancias(Wills eral., 1994).

Finalmente,todos estosresultados,incluidoslos aportadospor otros autores,cuandose
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constderanen su conjunto,parecenindicarun patrónde eliminaciónpococonstante,influido de
forma muy importantepor el métodode recogidade la muestra.Estepatrón coincidecon la teoría

de Yoon el al. (1993)en el sentidode quela eliminacióndel VSRRPpor distintasvíastieneuna

duraciónsimilar al periodode viremia, aunqueel aislamientodel virus serealizade formamenos

constantequeene!suero.

Porotro lado, el VSRRPsólo sepudoaislaren el semenobtenidodel epidídimode unode

los animalesen estudio(verraconúmero14), lo que contrastacon el hechode que 8 de los 20

verracosestudiadospresentaranmuestrasde epidídimopositivasal virus. La únicaexplicaciónque

encontramoses que si el virus va unido a macrófagos,comoaparentementeasí sucede,al estar

éstos presentesen menorproporciónen la cola del epidídimo,lugardel cual setomaronlas

muestrasde semenanalizadasen esteestudio,la cantidadde virus presentepuedehabersido tan

bajaque las técnicasde detecciónempleadasno hayansido lo suficientementesensiblescomopara

obtenerresultadospositivos. Además,tampocofueposibleaislarel VSRRPde formaconstanteen

las muestrasde eyaculadosobtenidassecuencialmentede los verracosempleadosparael estudio

del efectodel virus sobrela calidadespermática,con la muy importanteexcepcióndel verraco

número7 (pertenecienteal grupoB) y el verraconúmero3 (pertenecienteal grupo A). Estos

verracoseliminaronel virus en una sola recogidatomadaen el día 7 p.i.. Así, y dentrode ¡os

límitesde nuestrosistemade detecciónde virus, no obtuvimosunaclaraevidenciaque de forma

concluyentenos indique que el VSRRPse elimina vía semen.Estosresultadosestánde acuerdo

con otrospreviamentepublicadosque hacenreferenciaa resultadosnegativoso inconsistentesenel

aislamientodel VSRRP en el semende verracosinfectadosde forma naturalo experimental

(Robertson,1992;Ohlingeretal., 1993; Yaegeretal., 1993; Swensonel aL, 1994b;Teuffert el

al., 1995). Por el contrario, nuestrosresultadosdifieren de los trabajosque indican una clara

evidenciaen la eliminaciónde cepasamericanasdel VSRRPa travésdel semen(Swensoncia!.,

1994a; Christopher-HenningseraL, 1995a-c;1996a;b;MolitoryShin, 1995;Nielsenelal., 1995;

Benfieldeíal.,1996).

Estasdiferenciastan evidentesentrelos distintosestudios,sobretodo entrelos estudios

llevadosa cabocon cepasamericanasy cepaseuropeas,se puedendebera una seriede factores.

En primerlugar, esposibleque existandiferenciasimportantesentrelas distintascepas,comoya

se ha demostradoen cuantoa su constituciónantigénicay supatogenicidad(Wensvoortel al.,

1992; Bautistaeral., 1993;1994;Nelsonel al., 1993;Benfieldel al., 1994; Kwang el al., 1994;

Drew el al.,1995; Katz el al., 1995; Magar el al., 1995a),aceptándoseen la actualidadque los

aisladosamerianosy europeosrepresentandos genotiposbiendiferenciados(Meng el al,, 1995;

Suárezci al., 1996a).Estasdiferenciaspuedendarlugara un procesovirémico,a unadistribución

orgánicay a un patrónde eliminacióndistintos.Porotraparte,en segundolugar, estasdiferencias
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sepuedendebera las distintassensibilidadesde las técnicasde deteccióno aislamientoempleadas.

En estesentidocabedestacarque la gran mayoríade los estudiosque demuestranla eliminación

constantedel VSRRPpor el semense han realizadoconpruebasdedeteccióndevirus indirectas

comola inoculacióna lechoneso directascomo la RT-PCRy la hibridaciónin sftu, técnicasque

muestranun alto gradode sensibilidadal permitir la primerarealizarinoculacionesexperimentales

de grandesvolúmenesde semeny las otrasal tenercontrastadoslímites de detecciónde 10

viriones/mLde semen(Christopher-Henningset al., 1995b) ó de 0,001 DI50CT (Shin er aL,

1996b).En nuestroestudio,empleandofundamentalmenteel aislamientodel VSRRPen cultivos

de MAP, la sensibilidadde la técnicano fue muy buenapuesla capacidadparadetectardosis

infectivasbajasdel VSRRP (=20DI50CT/mL) difiere sustancialmenteentrelos distintoslotesde

MAP empleadosde tal maneraquela menorcantidadde virus quefueposibledetectaren todoslos

lotesutilizadosfue de 200 DI50CT/mL, siendovariableslos resultadoscuandoestabanpresentes

cantidadesmenoresdel virus en el inóculo. Por tanto, si cantidadesde un ordende magnitudmuy

bajoestuvieranpresentesen el semende los verracosinfectadosennuestroestudio,lo queesmuy

probablesi el virus seasociaa los macrófagosen el semeny en funciónde las DI50CT detectadas

en las muestrasde semenpositivas,próximasal límite de sensibilidadde la técnica,la metodología

empleadano habríatenido lasensibilidadsuficienteparaofrecerresultadospositivos.Ni siquiera

en el casode la inoculaciónexperimentalenlechonespueslas dosisinoculadasfueronmuy bajas,

del ordende 1 mL de semen.

En conclusión,y a pesarde todo lo anteriormenteexpuesto,de esteestudiosepuede

sugerir que e! ‘VSRRP puedeser eliminadopor el semenen la faseinicial de la enfermedad

asociadoa célulassanguíneas(van Woenselel al., 1994) lo cual, unido al hechode que los

órganoslinfoides sigansiendopositivosdespuésde que terminela viremia,pareceindicarque la

fuentedel virus presenteen el semenson los ganglioslinfáticosdondesemultiplicaríael virus y

desdedondepasadaal semenunido a los macrófagosquemigrana estalocalizacion.

Por otraparte,uno de los aspectosmásimportantesdenuestroestudioha sido conocerel

efectoquela infeccióndel VSRRPen el verracotienesobrela calidadespermática,máximecuando

el virus estápresenteen el aparatoreproductory en el semende estosanimales.

El métodomásempleadoy fácil paradeterminaruna alteraciónen lacalidadespermáticadel

semenprocedentede verracoses analizarla concentraciónde espermatozoidesdel eyaculado.

Tambiénsesueleestudiarla morfologíade los espermatozoidesparaver si existeun aumentoen el

porcentajede formasanormalesy el porcentajede espermatozoidesmóviles ya que todos estos

parámetroshansido correlacionadoscon la fertilidad.

201



Discusión

En nuestroestudiose midierontantoel volumendel eyaculadocomo la concentraciónde

espermatozoides.Sin embargono se pudieroncompararlosresultadosobtenidosantesy después

de la inoculacióncon el VSRRPya que sólo se analizóun ciclo eyaculatorioencadapartedel

estudio.Tanto el volumen como la morfología de los espermatozoidespuedeser altamente

dependientede la técnicade recogiday deberíanseranalizadosdos o máscicloseyaculatoriospara

quelos datosobtenidosseaxísignificativos(Hurtgen,1984).

Un aumentoen el númerode espermatozoidescon formasanormalesimplica, lógicamente,

una disminuciónde espermatozoidesnormales.El porcentajede espermatozoidesnormaleses

frecuentementeempleadocomo un fácil indicadorde la fertilidaddadoque con estavariabletodas

las recogidasde semenque tienenvalorespordebajode lo normalestánincluidas.El análisisdel

porcentajemedio de espermatozoidesnormalesen los verracosdel grupo A mostró una

disminuciónpi, aunquecarecióde significaciónestadística.

Sin embargo,los verracosdel grupo B mostraronuna mayorbajadade espermatozoides

normalesdespuésde la inoculacióncon elVSRRP,a pesarde que estainoculaciónsehizo con una

dosis infectiva menor. En este grupo, un aspectoclínico importantefue la existenciade ocho

eyaculadospotencialmentesubfértilesdespuésde la inoculacióncon el VSRRPy ningunoantesde

la misma.

Dadoque la espermatogénesisen el verracodura34 díasy los espermatozoidesnecesitan

10 días más paramadurary pasara travésdel epidídimo,cualquieralteraciónen la calidad

espermátiadebidaa una alteraciónen la espermatogénesisdeberíaapareceren las recogidasde

semenefectuadasentrelos días+ i~ y -i-40. En nuestroestudiolosverracosdel grupoB sufrieron

la mayordisminucióndel porcentajede espermatozoidesnormalesentrelos días21 y 42 después

de la inoculacióncon el VSRRP. Estadisminuciónsugieredosposibilidades:un efectodirectodel

VSRRP sobrela espermatogénesisdel verraco(Swiestra, 1968) o un efecto indirecto como

consecuenciade un aumentode la temperaturacorporaldespuésde la infección.Sin embargo,

nosotrosconsideramosque estaúltima posibilidades la menosaceptabledadoque ningunode los

verracosdel grupo B alcanzótemperaturasconsideradasclínicamentefebriles despuésde la

inoculación(>39,70C).

Porotraparte,un efectodirectodel virus sobrela espermatogénesis,probablementedebería

estaracompañadopor un aumentosignificativode las formasanormalesprimarias.Sin embargo,

ennuestroestudiola disminuciónen el porcentajedeespermatozoidesnormalesp el aumentoen el

número total de espermatozoidescon alteracionesmorfológicasen los verracosdel grupoB se
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debióa un aumentoen el númerode espermatozoidescon gotas citoplasmáticasdistalesy, en

menormedida, de espermatozoidescon anomalíasen la cola. La significaciónreal de estas

anomalíasdel espermatozoideno está bien definida dado que los factoresasociadosa la

persistenciade gotascitoplasmáticasdistalesy colasen látigo no son completamenteconocidos,

aunqueestefenómenopuedeestarrelacionadocon varios aspectosfisiopatológicoscomo la

frecuenciade las recogidas(Einarssony Gustafsson,1973; Bonte, í978; l-lurtgen, 1980). En

cualquiercaso, en nuestroestudiola bajaincidenciade estasanomalíassecundariasno puede

justificar un efectodirectodel VSRRPsobre¡aespermatogénesis.

Dehecho,desdeel punto de vistade los resultadosindividuales,nosotrosconsideramos

que las anomalíasobservadasen los espermatozoidesson más el resultadode vanaciones

individualesque de la infecciónpor el VSRRP. Por ejemplo,las anomalíasen el semende los
verracos2, 4, 5 y 6 del grupo A aparecenantesde la inoculacióncon el virus y enlos verracos‘7, 8

y 9 del grupoB estasanomalíasfueron observadasen recogidasde semenalternas.Además,desde

el punto de vistadel análisisindividual, sólo se observóun aumentodel 10% en el porcentajede

espermatozoidescon anomalíasde coladespuésde la inoculacióncon el VSRRP,en dos recogidas

de semendel verraco?del grupoB y éstasseprodujeronen díasderecogidaalternos(días21 y 35

pi.).

El porcentajede espermatozoidescon acrosomasnormalesseconsideracomo uno de los

más importantesmarcadoresde fertilidad. Este parámetrode calidad,usualmenteestábien

correlacionadocon la ORT, e inclusocon lamotilidad, tantoen el semenfresco(Johnsony Truitt-

Gibert, 1982)como en el congelado(Schilling eral., 1984).Dc hecho,estostresparámetroshan

sido los másafectadosporla inoculaciónexperimentaldel VSRRPen ambosgruposde verracos,

A y B. Despuésde la inoculacióncon el VSRRP el porcentajemedio de espermatozoidescon

acrosomasnormalesdescendióclaramenteen ambosgruposde verracos.

Se consideraque la gran mayoríade los defectosque se observanen los acrosomasson

debidosa una alteraciónde la espermatogénesis(Baney Nicander, 1966). Sin embargo,una

alteraciónen el porcentajede espermatozoidescon acrosomasnormalesnecesitair acompañadode

un aumentomuy significativo de otraanomalíaprimariadelos espermatozoidescomopor ejemplo

una elevaciónen el porcentajede espermatozoidescon cabezasanormales.En nuestroestudioesta

situaciónnuncase presentó.

Porotraparte,seconsideraquela fertilidadse ve seriamentereducidacuandoel porcentaje

de espermatozoidescon acrosomasanormalessuperael 35%(Andersen,1974).Desdeel puntode

vista clínico, los valoresmediosde los verracosdel grupoA indicanun total de tres recogidas
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potencialmentesubfértilesen los días21, 28 y 35 pi.. El análisisindividual de estosresultados

nos enseñaqueexistenun 30% de recogidaspotencialmentesubfértilesdespuésde la inoculación

con el VSRRPen comparacióncon ningunaantesde la inoculación.En los verracosdel grupoB

solamenteexistieron dos recogidaspotencialmentesubfértiles,en los días 28 y 35 p.i..

Individualmente,el 18,75%delas recogidasobtenidasdespuésdela inoculaciónconel VSRRPen

los verracosdel grupoE fueron potencialmentesubfértilesen contrastecon ningunaantesde la

exposiciónal virus. Dadoque estosresultadosno puedenseratribuidosa un efectodirecto del

VSRRP sobrela espermatdgénesiso a un aumentosignificativo de la temperaturade los verracos

despuésde la inoculación,ennuestraopiniónesnecesariaunamayorinvestigaciónparaesclarecer

lacausaquelo provoca.

El análisisdel porcentajede motilidadrevelaalgunosresultadosinteresantesbasadosen las

diferenciassignificativasentrelos gruposde verracosinoculadoscon altay bajadosisinfectivadel

VSRRP (grupoA y B respectivamente).Enlos verracosdel grupoA seprodujounadisminución

muy significativaestadisticamentede los valoresmediosde la motilidaddespuésde la inoculación

con el virus. Porel contrario,enlos verracosdel grupoB la disminuciónproducidaen los valores

mediosde la motilidadfue muchomenory no significativaestadísticamente.Además,el análisisde

los valoresmediosde esteparámetro,desdeel puntode vista de la fertilidad indicaqueen los

verracosdel grupoA un total detres recogidascorespondientesa los días 14, 21 y 28 p.i. fueron

potencialmentesubfértiles(<60%). Adicionalmente,cuandotomamosen consideraciónlos valores

individualesde cadaverracopertenecienteal grupoA, el porcentajede recogidascon valoresde

motilidad en el límite o por debajode la fertilidad aumentahastaun 27,50% despuésde la

inoculacióncon el VSRRP. Por otra parte,ni los valoresmediosni los valoresindividualesde

motilidad en los verracosdel grupo B estuvieroncercanoso por debajodel nivel del 60%

indicativo de una fertilidad reducida.Disminucionesdel porcentajede motilidadnormalmentese

justificancomoconsecuenciade un aumentode la temperatura(vanDenmarky Free, 1970),sin

embargo,en nuestroestudio, el aumentode temperaturap.i. con el VSRRP no fue muy

pronunciado,comopreviamentesemencionó.

De los resultadosde nuestroestudiosepuedeconcluir que la infecciónde verracoscon el

VSRRP induceuna reducciónsignificativa en la motilidady en el porcentajede acrosomas

normalesenlos espermatozoides.

La deteccióndel VSRRP en el semende verracosinfectados,unido a los estudios
epidemiológicos(Robertson,1992; YaegereraL, 1993), que han demostradoque el virus puede

ser transmitidoa la cerdapor el semen,ha dadolugar a una importantepreocupaciónentrelos

ganaderosdadoel riesgoque suponeintroducirel VSRRP en una granjaa travésdel semeny el
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uso de la inseminaciónartificial. En estesentido,otro de los objetivosplanteadosen esteestudio

fue conocerla capacidadde transmisióndel VSRRP a travésdel semenmediantela insemínación

de cerdasnulíparasseronegativasa estevirus o previamentepreininunizadascon una vacuna

comercialfrenteal VSRRP.

Los resultadosde esteestudioindicanqueesposiblela transmisióndel VSRRPa travésde

semencontaminadocon el virus con independenciade si las cerdasson seronegativaso

preinmunizadas,dadoque el virus se aisló en las muestrasde sueroy de los distintostejidos

recogidosen lanecropsia.Además,las cerdasde ambosgruposexpuestasal VSRRPpor la vía

genital mostraronsignos clínicos de la enfermedad,aunqueúnicamentecomo inapetencia

transitoriay, en algunosindividuos,porel desarrollode temperaturasfebriles,sin que existieran

diferenciasentreambosgruposde animales.

Estos resultadoscoincidenplenamentecon los obtenidospor Swensonel al. (1996a)y

parcialmentecon los publicadospor Gradil el al. (1996) empleandosemencontaminadocon el

VSRRPprocedentede verracosinfectadosexperimentalmente,aunquela transmisióndel virus sólo

se pudo conseguiren cerdaspreviamentesincronizadasantesde la inseminacióny no en aquellas

inseminadasdespuésde lasalidaacelonatural.Posiblementeestasegundasituación,segúnplantea

el autor, se debió a la inexistenciade virus en el semenempleado,como posteriormentese

demostróenunapruebabiológicaen lechones.

Sin embargo,la transmisióndel VSRRPpor la vía genital no siemprese ha podido

demostrar.En estesentido,dosestudiosllevadosa cabopor Swensonel al. (1994a)y Teuffertel

al. (1995)empleandosemende verracosinfectadosexperimentalmentecon el VSRRP recogidoen

los días7, 8, 9, 14 y 21 p.i. y 4, 8 y 12 p.i. respectivamenteno consiguierondemostrarla

presenciadel virus en las cerdasinseminadasni por aislamientoni por seroconversiónaunque

existía la seguridadde la presenciadel virus segúndemostróuna pruebabiológicallevadaa cabo

con lechones.

Estasdiscrepanciasen lacapacidadde transmisiónvenereadel VSRRPsepuedendebera

unaseriedefactorespreviamenteidentificadosparaotras infeccionesvíricascomoson:

1. La cepade virus empleada.Como ya se ha mencionado,existengrandesdiferenciastanto

antigénicascomo de patogenicidadentrelas distintascepas,pudiendo,quizás,algunasde ellas

replicarsecon mayorfacilidaden el aparatoreproductorcomoconsecuenciade diferenciasen su

capacidadinvasiva.
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2. Ladosisde virus inoculada.En nuestroestudioseutilizó unacantidadmuy alta de virus (4x106

DI50CT), la cualno esprobablequese encuentrede forma natural en el semen.Esto quieredecir

que, aunquenuestrosresultadospermitanconcluirque la transmisióndel VSRRP porel semenes

posible,puedeserque la cantidadde virus presentede forma naturalno seasuficientepara

producir una infecciónpor la vía intrauterinaya que la cantidadde virus necesariaparaque se

produzcadepende,entreotros factores,de la rutade infección.Así, ladosisinfectantemínimadel

VLD, virus muy similaral VSRRP, seha demostradoque varíamuchoen función de la ruta de

inoculaciónque se emplee,de formaque la inoculaciónintraperitonealtieneunadosismínimade 1

DI50CT mientrasque si la inoculaciónes a través de las mucosas(vía vaginal, oral u ocular)la

dosismínimaes de I0~,3 DI50CT (Cafruny y Hovinen, 1988). Enel casodel VSRRP,aunquese

sabeque los cerdosson susceptiblespor unagran vanedadde rutas,aúnno sehan establecidolas

dosisinfectantesmínimasnecesariasparaproducirla infección.Sin embargo,los datosresultantes

de los distintostrabajosparecenindicarque la dosismínimaen la inoculaciónintrauterinaesmuy

superiora ladosismínimaen la intraperitoneal,rutamás frecuentementeutilizadaparadeterminar

la presenciadel VSRRP en el semende los verracosinfectadoscuandose utiliza una prueba

biológica. Los resultadospositivos obtenidosen nuestro estudio, y la discrepanciacon los

resultadosobtenidosen otros trabajos,se puedendeberen gran medidaa la alta dosisa la que

fueronexpuestaslas cerdas,siendoposibleque dosismuchomásbajas,y máspróximasa lasque

seencuentranen el semende formanatural,hubierandadolugara resultadosmuy distintosa los

obtenidos.

3. El uso de semendiluido o semenpuro. Su influenciasederivadirectamentedelfactoranterior,

ya que el usode semendiluido introduceun factorde dilución tambiénen el posiblevirus presente,

disminuyendopor tantola cantidadde virus y representando,como consecuencia,un riesgomenor

que el semensin diluir. Porotra parte,hay que teneren cuentael posibleefectonegativoque los

diluyentespuedentenersobreel virus. De lo anteriormenteexpuestose puedededucirque el uso

de la inseminaciónartificial disminuyeel riesgode infecciónporel VSRRP.

4. El tiempo transcurridodesdela infeccióndel verracohastala utilizacióndel semenparala

cubrición, ya que éstedeterminala presenciao no de virus en el semen,cuyaeliminaciónpor esta

vía estálimitadaen el tiempo.
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5.2. Objetivo B: efecto que la infección por el VSRRP tiene en las cerdas en el

primer tercio de la gestación

La infección de las cerdasutilizadasen esteestudiopor la cepa5710 del VSRRPquedó

demostradaporel aislamientodel virus a partirde distintasmuestrasrecogidasde los animalesen

estudioy por la seroconversiónque experimentaronlos animalesde forma bastanteconstantea

partirdeldía 10 ó 15 p.i..

Nuestrosresultadosmuestranque la sintomatologíaasociadaa la infecciónpor el VSRRP

en las cerdasal inicio de la gestaciónes bastantesimilar a la descritaanteriormentepara los

verracos.En este sentidocabeque destacarque tampocoen estecasose observaronsignos

respiratoriosen ningunode los animalesempleadosparallevaracaboel estudio,fueracualfuerala

vía de inoculaciónempleada.En cuantoa los signosde depresióny anorexiadescritosporotros

autores(Loula, 1991; Blackburn,1991;Gordon, 1992, 1-Iopper eta!., 1992;Terpstraeta!., 1991)
sólo aparecieronen algunosde los animalesde nuestroestudio,coincidiendocon los autores

anteriormentemencionadosen el hechode que estaanorexia,o másbien inapetencia,cuando

apareciófue de muy cortaduración,presentándosefundamentalmenteentrelos días 1 y 3 p.i.. La

presentaciónde estossignosparecetenerun componentede respuestaindividual a la infecciónmuy

fuerte, ya que animalesinoculadoscon dosissemejantesde la misma cepadel VSRRP muestran

una respuestaa la infecciónmuy distinta,pudiendopasartotalmentedesapercibidaen algunos

casos,como hasucedidoen gran partede las cerdasinoculadascon el VSRRP en los días?,14 ó

21 de gestacióno dandolugara unasintomatologíanotoriacomola desarrolladapor lacerda14 del

grupode animalesinoculadospor la vía intravenosaen el momentode la cubrición,la cualmostró

depresióny anorexiadesdeeldía2 hastael día10 pi..

Porotraparte,la coloracióncianóticaquedio denominación,en su origen,a la enfermedad

sólo seobservóen 1 de los animalesutilizadosa lo largo delestudio.Estehechoconcuerdaconla

observaciónde que su apariciónraramentesuperael 5% de los animalesafectados(de Jongetal.,

1991a). Esta coloración cianóticaapareciófundamentalmenteen las orejas y, con menor

intensidad,en el abdomen,zonasdondeesmásfrecuentesu presentación,y su duraciónfue de

menosde 24horas.

En cuantoa la pirexia, tantoen las cerdasexpuestasal virus por lavía intrauterinacomo en

las expuestaspor la víaintranasale intravenosaen el díaO de gestaciónse observarontemperaturas

ligeramenteelevadasentrelos días 1 y 10 pi. en la mayoríade los animalesen estudio.Estas

temperaturasestuvieronen generalen tomoa los 400C, superándoseen rarasocasioneslos 41cC.

Sin embargo,cuandola inoculaciónse realizóen los días7, 14 ó 21 de gestaciónsólo uno de [os
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animalesen estudioalcanzótemperaturasde alrededorde 40’C entrelos días 1 y 14 pi., siendo

ademásen estemismoanimalen el queseobservóun mayorefectode la infecciónpor el VSRRP

sobrelos embriones.Estosresultadosparecenindicaruna vezmásla existenciade un componente

individual de respuestaala infecciónimportante.

Despuésde la inoculaciónde los animales,fue posibledetectarel virus en el suerode los

mismosde formaconstantedesdela primeraextracciónde sangre,realizadaentrelos días3 y 5 p.i

segúnlos casos,hastalos días10 ó 15 p.i., siendolamayoríade los animalesnegativosen el día

20 ó 21 p.i., con la únicaexcepciónde una cerdainoculadapor las vías intranasale intravenosa

que fue positivaen el momentode! sacrificioen el día 20 p.i.. Estos resultadosson bastante

similaresa los obtenidospor Christiansonel aL (1993),quedescribenunaviremiade unos9 días

de duraciónen cerdasgestantes,Mengelingetal. (1995),que determinanla presenciadel virus en

muestrasde suerohastael día14 pi. y Wills el al. (1995)queconsiguenaislarel virus en lechones

inoculadosexperimentalmentedesdeel día 2 hastael día 11 p.i. y, a partirde ahí, de forma

intermiteníeliastaeldía23 p.í..

Además,fue posibledeterminarla presenciadel VSRRP en algunosde los órganos

recogidosen la necropsiade los animales,realizada10 ó 20 díaspi.. La distribución orgánica

observadaessemejantea la que se produceen los verracos,siendobastanteconstantesu presencia

fundamentalmenteen el pulmón, lasamígdalasy en los distintosganglioslinfáticosobtenidosen el

momentodel sacrificio. Sin embargo,destacaespecialmente,por la importanciaque estehecho

pudieratenersobrela reproducción,su presenciaen algunasde lasmuestrasde útero y en los

ovariosde algunasdelas cerdasen estudio.Nuestrosresultadoscoincidencon los obtenidospor

otrosautoresquehanpodidoaislarel virus a partirde muestrasde úteroy placenta(Christiansonel

al., 1993; MengelingeraL, 1994)y delos ovarios(Swensoneta!., 1995a).A pesardehabersido

descritala presenciadel virus en los ovarios, no seconocecon exactitudcómoalcanzael virus esta

localización,siendo probableque sea por diseminaciónhematógenao linfática, ya que la

vascularizacióntan intensadel cuerpoluteo predispondríaa su llegadadurantela viremia.A pesar

de todo, el efectoque puedatenerel virus en el ovarioy en el ciclo estralesdesconocido,sobre

todo teniendoen cuentaqueno pareceafectara la fertilizaciónya que seha aisladotantode cerdas

gestantescomode cerdasvacías.

La viremiaque seproducetras la infecciónno sólo haceque sea posiblela distribución

orgánicadel VSRRP,sino quetambiéndalugar a su eliminaciónpor las distintasvías,y, aunque

en estecasola eliminaciónfue muy esporádicay de cortaduración,fue posibleaislarel virus de

algunosde los hisoposnasalesy algunasde las muestrasde hecesobtenidasa la largodel estudio,

fundamentalmenteentrelos días3 y 6 pi..
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En cuantoal efectoque la infecciónporel VSRRPpudieratenersobrela reproducción,en

nuestroestudiotuvimos en cuentalos distintosparámetrosque pudieranverseafectadospor el

VSRRP. Los parámetrosconsideradosfueronlas tasasde concepcióny fertilización,cuandola

infecciónse realizóen el momentode la concepción,el efectodel virus sobre el desarrollo

embrionarioy la capacidaddelvirus parainfectara los embrionesal comienzode la gestación.

Paravalorarel efectoque la infecciónpor el VSRRPtienesobrela tasade concepciónse

tuvieronen cuentalos resultadosobtenidosen dos de los estudiosllevadosa cabo:el realizado

exponiendoa las cerdaspor la vía intrauterinaen el momentode la inseminaciónartificial y el

realizadoexponiendoa las cerdasporlas víasintranasale intravenosaen el díaO de gestación.En

el primerode ellos hay que destacarque, aunquefue posibledemostrarla transmisiónde la

enfermedada travésde semencontaminadocon el VSRRP, no se observóningún efectoadverso

sobrela tasade concepciónya que si se comparanlos resultadosobtenidosen los dos gruposde

cerdasexpuestasal VSRRP,seronegativasy preinmunizadas,con los del grupotestigose observa

que el 85,7% de las cerdasseronegativasy el 71,4% de las cerdaspreinmunízadasestaban

gestantesen el momentodel sacrificio frenteal 100% en el grupode las cerdastestigos.Estas

diferenciasno fueron estadísticamentesignificativas,estandolos valoresobtenidosen todos los

gruposdentrode los valoresnormalesen cerdasnulíparas.Además,estosresultadosconcuerdan

con los obtenidosporLageret al. (1996b)y los obtenidosporSwensonel aL (1995),los cuales

obtuvieronunastasasde concepcióndel 66%y del 63% respectivamenteen las cerdasinoculadas

con el VSRRPpor la vía intrauterinay del 50% y el 83% respectivamenteen las cerdasque

actuaroncomo testigos.En cuantoal segundoestudio,cuandoseutilizaronlas vías intranasale

intravenosapara inoculara las cerdascon el VSRRPen el día O de gestación,los resultados

obtenidosfueron similaresa los obtenidosen el casode laexposiciónal VSRRP por la vía genital

ya que el 83,3% de las cerdasdel grupoinfectadocon el VSRRP estabangestantesen el momento

del sacrificio frenteal76,9% en el grupodelas cerdastestigos.Nuestrosresultados,junto con los

obtenidospor los autoresanteriormentemencionadosparecenindicar quela presenciadel VSRRP

en el momentode la concepción,bien seapor una exposiciónintrauterinao por una exposición

intranasale intravenosano interfierede forma significativacon la misma. Sin embargo,esta

conclusiónentraen contradiccióncon observacionesde campo(Keffaber, 1989; I-Iopper et al.,

1992) y evidenciasepidemiológicas(Yaegerel al., 1993) que indican una disminuciónen la

fertilidad y un aumentoen las repeticionescíclicasen los brotesde SRRPo cuandose inseminan

cerdascon verracosinfectadoscon el virus. Estasdiferenciassepodríandeberuna vez más a

diferenciasen la patogenicidadde las distintascepascomo ya ha quedadodemostradoen

inoculacionesexperimentalesllevadasa caboal final de la gestación(Mengelingeral., 1996d; Park

eraL, 1996c).

209



Discusión

El segundoparámetrovaloradoparadeterminarel efecto quela infecciónpor el VSRRP

tieneal comienzodela gestaciónfue la tasadefertilización.Parasu estudio,de nuevose tuvieron

en cuentalos resultadosobtenidosen los estudiosllevadosa caboexponiendoa las cerdaspor la

vía intrauterinay por las víasintranasale intravenosa.En ningún casose observarondiferencias

estadísticamentesignificativasen la relaciónembriones/cuerposluteosentrelascerdasexpuestasal

VSRRP y sus testigos.En el casode las cerdasexpuestaspor la vía intrauterina,la relación

embriones/cuerposluteos fue del 0,77, el 0,82 y el 0,78 para las cerdas seronegativas,

preinmunizadasy testigosrespectivamente.Cuandola inoculaciónse realizóporlas víasintranasal

e intravenosalos resultadosobtenidosfueron tambiénsimilaresen las cerdasinoculadascon el

VSRRP y en las testigos,siendola relacióndel 0,69 y del 0,70 respectivamenteparalas cerdas

sacrificadasen el día 10 pi. y del 0,81 y el 0,78 respectivamenteen el casode las cerdas

sacrificadasen el día20 p.i... En consecuenciaesposiblededucirque lapresenciadel VSRRPen

el momentode la fertilizaciónno parecetenerningún efectosobrela misma. En estesentido

nuestrosresultadosestán en concordanciacon los obtenidospor otros autores(Gradil et al.,

1996b). los cualesno observarondiferenciasen el tamañomediode la camadaen las cerdas

infectadasy las testigos(9,7 y 9,2 fetos/carnadarespectivamente).

Aunquelas tasasde fertilizaciónen el cerdosuelenserdel 95% o superiores(Anderson,

1978), en nuestro estudio el número de embrionespresentesen el útero sólo fue de

aproximadamenteun 80% del númerode cuerposluteosencontradosen los ovariosen las cerdas

sacrificadasen el día 20 p.i. e incluso inferior en las cerdassacrificadasen el día 10 pi.. Sin

embargo,estefenómenoseprodujo en todoslos gruposen estudio,siendocomparableslas cifras

obtenidasen las cerdasexpuestasal VSRRP y en las no expuestas.Estehechopareceindicarque

la pérdidade embrionesobservadano se produjo como consecuenciade la presenciadel VSRRP

sino quese debea factorescomunesa todos ellos, quizásaunadegeneraciónnormalde algunosde

los ovocitosfecundadosal comienzoel desarrolloembrionariopor un procesode bloqueoen el

mismo.La pérdidade embrionesfue especialmentemarcadaen lascerdassacrificadasenel día 10

p.x., en las cualesse perdieronaproximadamenteun 30% de los embrionesque deberíanestar

presentesen el útero.Estapérdida,aún superiora la halladaen las cerdassacrificadasenel día20

de gestaciónsepudo debera dosfactores.Por un ladoa la influenciade los resultadosindividuales

sobreel conjunto.Dehecho,las tasasde recuperacióntanbajassevieronen granmedidainfluidas

por las tasasde recuperaciónde 3 de lascerdasen estudio:la cerdanúmero28 y la número40 del

grupode las expuestasal VSRRP y la cerdanúmero3 del grupode lastestigosparalas cualeslas

tasasde recuperaciónfueron del42%, el 44%y el 47% respectivamente.Por otro ladohay que

destacarque los embrionesde cerdoson difícilesde identificary recogercuandohan eclosionado

de lazonapc/lucida, deformaqué es posibleque, porun ladoalgunosde los embrionesno hayan
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sido arrastradosen los lavadosrealizadosa los cuernosuterinos y por otro lado que hayamos

perdidoalgunosde ellos, aúnestandopresentes,al no haberlosidentificadoadecuadamente.

Una vezvaloradaslas tasasde concepcióny de fertilización,el tercerparámetroateneren

cuentaa lahorade estudiarel posibleefectodel VSRRPal comienzode la gestaciónessuefectoen

el desarrolloembrionario.Dehecho,se sabequealgunosvirus porcinoscomoel PVPo el virus de

la enfermedadde Aujeszky, aunqueno afectana la concepción,son capace§de producir

alteracionesen el ulteriordesarrollode esosembrionestanto in vivo como in vitro (Bolin y Bolin,

1984;Baneeta!., 1990). En nuestroestudio,setuvieronencuentaparavaloraresteparámetrolos

resultadosobtenidosenlas cerdasinseminadascon semencontaminadocon el VSRRP,en aquellas

inoculadaspor las vías intranasale intravenosaen el momentode la cubricióny en las inoculadas

por la vía intratiasalen los días7, 14 y 21 de gestación.Además,los resultadossecompletaron

con un estudiorealizadoin vitro utilizandoembrionesantesde la implantación.Los resultados

obtenidosde cadauno de estosestudiosse discutena continuación.

El gradode desarrolloalcanzadopor los embrionesen el día 10 de gestacióncuandola

inoculaciónse realizópor las víasintranasale intravenosafue superioren el caso de las cerdas

expuestasal VSRRP al alcanzadopor los embrionesde las cerdastestigos. El número

anormalmentealtode embrionesque estabansufriendoun procesodedegeneraciónen esteúltimo

gruposedebióen granmedidaal efectoque sobreel conjuntoprodujeronlos resultadosdela cerda

número 12, lacual presentóun númeromuy alto de embrionesque habíansufridoun procesode

bloqueoen el estadiode 2 células.Aunquelas razonesde estebloqueo no pudieron ser

determinadas,bloqueossimilaresse han descritocuandose mantienenlos embrionesin vitro,

indicandoque posiblementeseaun momentoespecialmentedelicadoen el desarrolloinicial de los

mismos. En cualquiercaso,no esposibleadscribirloal efectodel VSRRP ya que no fue posible

determinarla infección de la cerda.Como consecuenciase pued&concluiren función de los

resultadosaquí expuestosquela presenciadel VSRRP no inhibe significativamenteel desarrollo

embrionarioen los primerosmomentosdel mismo. Además,los resultadosobtenidosin vitro

apoyanestateoríaya que el gradode desarrolloalcanzadopor los embrionesdespuésde72 horas

de cultivo en presenciade grandescantidadesdel VSRRP o trasla microinyecciónconel mismo
fue similaral alcanzadoporlos embrionesqueactuaroncomotestigos.

Cuandoel gradode desarrolloalcanzadopor los embrionesse valoróen el día20 ó 21 p.i.

seobservóque aunquelos embrionessehabíanimplantadonormalmentey habíancomenzadola

organogénesis,el númerode embrionesmuertoserasuperioren todoslos casosen los gruposde

cerdasexpuestasal VSRRP,fueracualfuerala víapor la que habíansido expuestasal virus. Así,

cuandola exposiciónhabíasido por lavía intrauterinael númerode embrionesmuertosfue 2 y 4
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vecessuperioren los gruposde las cerdasseronegativasy preinimunizadasque en las cerdasdel

grupo testigo, siendolas diferenciasexistentesentreellos estadísticanientesignificativas.En el

grupo de las cerdasexpuestasal VSRRP por las vías intranasale intravenosaen el día O de

gestaciónel númerode embrionesmuertospresentesen las cerdasdel grupoexpuestoal VSRRP

fue 3 vecessuperioral encontradoen el grupode las testigos,siendoademásuna cifra muy

llamativaya que representabanel 35,4% delos embrionespresentes.Al igual que habíasucedido

en el casoanteriorlasdiferenciasfueron estadísticamentesignificativas.Cuandola inoculaciónse

realizóen los días7, 14 y 21 de gestaciónel númerode embrionesmuertos,tambiénfue superior

en los gruposde cerdasexpuestasal virus que los grupostestigos,aunqueen estecasosólo

ligeramentecuandose consideraronensu conjuntolos resultados.Sin embargo,consideradospor

separado,las diferenciasfueron especialmentemarcadasen los gruposinoculadosen el día 14 de

gestación,en los cualesel númerode embrionesmuertosfue el dobleen el grupode las expuestas

al VSRRPque en el grupode las testigos,debido al efectoque sobreel conjuntocausóel alto

númerode embrionesmuertosencontradosen una de las cerdas,destacandoademásqueéstafue la

cerdaque habíapresentadouna sintomatologíamás manifiestay la que mayor número de

embrionesinfectadospresentó.

El aumentosignificativo en el númerode embrionesmuertosobservadoen nuestroestudio

no seha producidoen otros estudiosllevadosa cabo.Porel contrariosólo seha podidoestablecer

un claroefectodel VSRRP sobrelos fetos al final de la gestación(Christiansonet aL, 1993;

Mengelinget al., 1994), detectándosecon anterioridadúnicamenteen embrionesvivos. Así,

durantela primeramitad de la gestaciónel virus parecereplicarseduranteun periodode al menos

31 díassin queexistencambiosmacroscópicosapreciablesen los fetos (Christiansoneta!., 1993;

Lagery Ackermann,1994; Lagery Mengeling,1995),siendoposibleobtenerfetos o lechonesal

partocon unaapariencianormal tras la inoculaciónde la cerdacon el VSRRP en el momentode la

cubrición (Gradil et aL, 1996b). Los resultadosanteriormentemencionadoshan llevado a

establecerlahipótesisde que, aunqueel virus puedainfectaralos embrionesdesdeelcomienzode

la gestación,éstecarecede capacidadparaprovocarla muertede los mismoshastael final de la

misma. Incluso se ha especuladocon la posibilidadde que los fetos sufran un cambioen el

desarrolloentrelos días65 y 70 de gestaciónquelos hagapasarde soportarla replicaciónvírica

sin efectosaparentesen su viabilidada morir comoconsecuenciade la infección.Desconocemos

cuál es la causaque ha producidouna mortalidadembrionariatan alta en nuestroestudio,sin

embargotodo pareceindicarque sedebea un efectodirectodel virus sobrelos embrionesya que

por un lado no se observóningunadiferenciaentre los distintos grupos en el desarrollo

embrionarioantesde la implantación,momentoen el quetampocosepudo demostrarla infección

de los embrionespor el VSRRP y por otro lado, un mayornúmerode embrionesmuertosfue

acompañadonormalmentede un mayorporcentajede embrionesinfectados.
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Otrode los objetivosde nuestroestudiofue estudiarla susceptibilidadde los embrionesala

infecciónpor el VSRRP al comienzode la gestación.Paraello dividimos el estudioen dos partes,

considerandopor un lado el efectoque el VSRRPpudieratenerantesde que se produzcala

implantacióny porotro el efecto que pudieratenerdespuésde la misma. De estaforma, la

susceptibilidadantesde la implantaciónse estudióin virro e in vivo, sacrificandocerdasinoculadas

en el día de la cubrición por las vías intranasale intravenosaa los 10 díasdel comienzode la

gestación.Los resultadosobtenidosin vitro indicanqueno esposiblerecuperarel VSRRPde los

embrionesincubadosen un mediode cultivo en el cual se habíanañadidograndescantidadesdel

VSRRP. De igual forma, cuandose intentó aislar el VSRRP de los embrionesde 10 días

recuperadosde las cerdasexpuestasal virus en el día de la cubrición se obtuvieronresultados

negativosen todos los casos.Estosresultadosnegativosse puedendeberavanasrazones.Unade

ellasseríala posibilidadde que losembrionesal comienzode la gestaciónesténprotegidospor la

zonapellucida, la cual actuaríacomo una barreraimpidiendola penetracióndel VSRRP y, por

tanto, la infección de los blastómeros.Estomismo sucedecon la mayoríade los virus que afectan

al cerdo(Bolin eta!., 1983;Singh et al., 1984; Singh y Thomas,1987a,b;Dulac y Singh, 1988)

ya que sólo en el casodelPVP seha conseguidodemostrarqueel virus atravieselazonapellucida

y se multiplique en los blastómeros(Bane eraL, 1990). Sin embargo,tienenque existir otros

factoresque expliquenlaausenciadel VSRRP una vezque los embrioneshan eclosionadode la

zonapellucida. En el estudiorealizadoin vitro una posibleexplicaciónseríala inactivacióndel

virus al estarmantenidoduranteun periodode tiempo muy largo a370C sin unacélulaadecuada

parasu multiplicación.Dehechose sabeque seproduceuna reducciónde 5 log en el título vírico

despuésde una incubaciónde 48 horasa 370C (Bloennaadeta?., 1994). En cuantoal estudio

realizadoin vivo, uno de los factoresque podríaexplicarloseríala ausenciade! VSRRPen la luz

del úteroen el momentoen quelos embrioneseclosionande lazonapellucida, la cualquedópuesta

de manifiestopor el hechode que,aunquedos de las muestrasde úteroobtenidasen el momento

delsacrificio fueronpositivasal aislamientodel virus, ningunodelos líquidosde lavadoutilizados

paraarrastrarlos embrionesfuerade la luz del úterolo fue. Sin embargo,la ausenciadel virus en el

entornodel embrióncuandoésteeclosionade la zonapellucidano puedeexplicar los resultados

negativosal aislamientovíricoobtenidoen el embrionesquefueronmicroinyectadoscon entre10 y

20 DI
50CT del VSRRP. Estosresultadosparecenindicar que los blastómerosindiferenciadosde

los embrionesal comienzode la gestaciónpuedenno ser unapoblacióncelularadecuadaparala

multiplicacióndel virus, de formaqueseanecesarioque se produzcaun procesode diferenciación

que dé lugar a la apariciónde una poblacióncelularadecuada.Sin embargo,aunqueestateoría

puedesercierta,debeser tomadacon precauciónya que tambiénhay que teneren cuentaen este

periododel desarrolloembrionarioque existe la posibilidadde que las técnicasempleadasno

tenganla sensibilidadsuficientepara detectarla cantidadtan bajade virus que pudieraestar
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presenteen los embriones,tantoen el casode aquellosrecuperadosen el día10 de gestacióncomo

en el casode los embrionesmicroinyectadosy estudiadosal cabode 72 horasde incubaciónin

virro. Hay que destacaren estesentidoque las dilucionesdel virus inoculadasen los cultivosde

MAP paradeterminaríasensibilidadde cadauno de los lotesutilizadosdieroncomo resultadoque

la técnicaera lo suficientementesensiblecomoparadetectaral menos100 DIj0CT/mL, mientras

que la detecciónde cantidadesmenoresdel virus dependióen gran medidadel lote de MAP

utilizado. En cuantoa la técnicade RT-PCRutilizada,presentauna sensibilidadsimilar a la del

aislamientovírico ya que el límite de deteccióncon muestrasbiológicasesde 100 DI50CT. Esto

explicaríael hechode que no fueraposibledetectaríasentre 10 y 20 DI50CT microinyeetadasen

los embriones.Además, en el caso de que los embrionesno hubieransido susceptiblesa la

infecciónpor el virus, esprobablequeéstesehubierainactivadodespuésde72 horasa 37
0C. Esta

misma inactivaciónexplicaríala ausenciade virus en el medio de cultivo en el que fueron

mantenidoslos embrionesin vitro asícomo del medioutilizado paralavarlos embrionesantesde

procederal intentode aislamientovírico, unido, en esteúltimo caso,al factorde diluciónsobreel

posible virus presenteque introducenlos lavados,que fue estimadoen 1/100paracadauno de

ellos.

Aunque no se conocenlas causaspor las cuales,aparentemente,los embrionesno son

susceptiblesa la infecciónporel VSRRPel bloqueose debehaberproducidodeformatempranaen

el ciclo de replicacióndel virus, ya que no se detectaronproteínasvíricas por la técnicade

inmunofluorescenciaen los embrionescultivadosin vitro. Lacausapuedeser la ausenciade un

receptorparala adsorcióny penetracióndel virus o bien la incapacidaddel virus paraperderla

envolturay empezarla replicación.Deestaforma, sesabeque los embrionesde ratón en el estadio

dc 2 célulascarecende receptoresparael virus del polioma,mientrasque en el estadiode

blastocistoel virus sepuedeadsorbery penetrarenla membranade los blastómeros(Biczyskoel

aL, 1973).Estemismofenómenopodría sucederene!casodel VSRRP, siendonecesarioesperara

momentosmás avanzadosdel desarrolloembrionarioparaque el embrión sea susceptibleal

mismo.

Porel contrario,cuandoseestudiaronembrionesde 20 ó másdíasfue posibledemostrarla

existenciade una infeccióntranspíacentaria,fuera cualfuerala vía de inoculaciónpor la que había

sido expuestalacerdaal VSRRP.

Así, cuandola exposiciónal virus se realizópor la vía intrauterinaen el inicio de la

gestación,el 83%de las camadasde las cerdasseronegativasy el 20% de las camadasde las cerdas

preinmunizadaspresentaronal menosuno de sus embrionesinfectadoscon el VSRRP, cuandola

exposiciónserealizópor las víasintranasale intravenosaen el díaO de gestaciónel porcentajede
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camadasinfectadasfue del60% y, por último, cuandolaexposiciónal VSRRPse realizópor la vía

intranasalen los días‘7, 14 6 21 de gestaciónno fue posibledetectarningunacamadainfectadaen

lascerdasexpuestasen los días7 y 21 de gestaciónmientrasqueen el día 14 de gestaciónel40%

delas camadasestabaninfectadas.Estosresultadosson similaresa los obtenidosen otrosestudios,

los cualeshan demostradoque el porcentajede camadasinfectadasal comienzode la gestación

puedellegarhastacifraspróximasal 80%(Lagereta).,1994).Ademásvariacionesimpórtantesen

el porcentajede camadasinfectadas,tal comohemosencontradoen nuestroestudio,tambiénhan

sido descritaspor otrosautores(Mengelingel al., 1994). En cuantoal porcentajede embriones

infectados,ésteosciléentreel 0% en el casode las cerdasinoculadasen los días7 y 21 de

gestacióny el 16% en e! casode las cerdasexpuestaspor las víasintranasale intravenosaen el día

O de gestación.Estascifras parecenestaren consonanciacon las obtenidaspor otros autoresal

comienzoy la mitad de la gestación(Christiansonet aL, 1993; Mengelingel al., 1994;Lageret

a!., 1996a),habiéndoseobservadoademásque la incidenciade infeccióntranspíacentariaaumenta

al avanzarla gestaciónsiendo muy elevadacuandola infección sucedeal final de la misma

(Terpstraeta?., 1991; Christiansoneta?., 1992;Planaeta?., 1992; MengelingetaL, 1994; Lager

et ab, 1996a). Es posibleque las diferenciasen la extensiónde la infeccióntranspíacentariase

debana la estructurade la placenta,la cualhacemásdifícil el accesodel virus a los embrionesal

comienzode la gestaciónya que a medidaque la gestaciónavanzay se desarrollaparalelamente

todo el soportevascularde la placentay del feto, ésteva adoptandoposicionessubepiteliales,

invadiendolos capilaresembrionarioslos trofoblastos.Como consecuenciade ello la relación

materno-fetalsehacemásíntima, haciendomás eficienteel intercambioa medidaque avanzala

gestación,aumentandode esta maneralas probabilidadesde infección transpíacentaria.Otra

posibilidadsugeridaparaexplicarestasdiferenciasen el porcentajede embrionesinfectadosen los

distintosmomentosde la gestaciónseríala relativacapacidaddel embrióno feto parasoportarla

replicacióndel virus (Mengelingeta?., 1994).Sin embargo,laprimerateoríaparecemásprobable

ya queseha demostradoque cuandola inoculaciónde los fetosesintraamnióticaointramuscularel

virus se puedereplicarenlos mismos(Christiansoneta?., 1993; LageryMengeling,1995).

Lo que sí pareceprobableen funciónde los resultadosobtenidosen nuestrosestudioses el

hechode quelos embrionesno seinfectanporel VSRRPhastaque tienelugar la placentación,

entrelos días14 y 20 de gestación,con el consiguienteestablecimientode unarelacióndirectaentre

la madrey el embrión.Aunque no se conoceel mecanismopatogénicodel VSRRP, los virus

patógenosnomialmenteatraviesanla barreraplacentariabien como virus libre o bien unidos a

célulasmaternas.Por tanto, es muy probableque el virus alcanzelos embriones,bien de forma

libreobienvehiculadoen macrófagos,tal comose hadescritoen otrosórganos,despuésde quese

hayaestablecidola unión materno-filialy existapor tantoun intercambioentre la madrey los

embriones.Una vez en el lado fetal de la barreraplacentariael virus puedeinfectar los tejidos
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placentarioso entrara la vasculaturay/o el amniosy de estaformallegaral feto.Si éstefuerael

mecanismode infecciónestaríaen concordanciacon el hechode que el porcentajede infección

transpiacentariaaumenteal avanzarla gestaciónal existir un mayor intercambioy un contactomás

directoentrela madrey el embrión.

En cuantoala formadé difusión del virus entrelos embriones,éstapuedeserpor extensión

intrauterinade la infección,extendiéndosepor tantoa los embrionesadyacentes,como sucedeenel

caso del PVP o bien por infección transpíacentariadirecta. La posición que ocupabanlos

embrionesinfectadosen nuestroestudionos hacepensarque la infecciónde los mismoses

transpíacentariay no pordifusión intrauterina.Además,el que sucedaasíestáen consonanciacon

la teoríade que el virus llegaal embrióndirectamentede su madreuna vezestablecidoun contacto

directoentreambos.

Por otra parteel hechode que el virus se haya aisladofundamentalmentede embriones

vivos puededeberse,ademásde a la resistenciade los embrionesparasoportarla replicaciónvírica

descritaporalgunosautores,a que el tiempotranscurridodesdeque se infectaronhastaque se

sacrificaronlas cerdasno fue suficienteparaproducirun efectopatógenoclaro. Estasegunda

posibilidadquedaríaapoyadaen nuestroestudiopor el hechode queen la mayoríade los casoslas

cerdasque presentanun mayornúmerode embrionesmuertosson a su vez las quepresentanun

mayornúmerode embrionespositivosal VSRRP.

En cuantoa la eficaciade la vacunapara prevenirlos problemasasociadosa la

reproducción,hay que teneren cuentaque aunquea primeravista pareceque la incidenciade

infección transpíacentariafue muchomenoren el grupo de las cerdaspreinmunizadasque en el

grupode las cerdasseronegativas,el númerode animalesempleadofue muy bajo y no permite

establecerconclusionesacercadel posiblepapelprotectorde la vacuna,pudiendodeberselas

diferenciasal azarya queno quedaronapoyadasestadísticamente.Por otra parte,el númerotan

anormalmenteaLto de embrionesmuertosen el grupode las cerdaspreinmunizadasno preconiza

una eficaciaadecuadade la vacuna.Dehecho,la muertede los embrionesse podríahaberdebido

al efectodel VSRRP sobrelos mismos,yaque, aunqueno fueposibleaislarel virus de ningunode

los embrionesmuertos,pareceprobableque el porcentajede infecciónde los mismosfueraalto,

causandocomo consecuenciala muertede los embrionesy sufriendoposteriormente,al comenzar

los fenómenosde autolisis,un procesode inactivaciónque esbastanterápidoen los virus ARN,

haciendocomoconsecuenciaimposiblesu aislamiento.

Por otra parte, llamala atenciónla prácticamentetotal ausenciade anticuerpostras la

vacunaciónde las cerdaspreinmunizadas.Se podríapensarque los resultadosobtenidosen este
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grupo,similaresa los obtenidosen cerdasno vacunadas,sepodríanexplicarpor la ausenciade

anticuerposespecíficosen la mayoríade las cerdasvacunadas.Sin embargo,la únicacerdaque

desarrollóanticuerposdetectablestras la vacunaciónpresentóuna respuestasimilar a las cerdas

seronegativas,con una sintomatologíasimilar al resto y, además,su carnadaconteníael único

embrióninfectadoencontradoenestegrupo.

En resumen,los resultadosde nuestroestudioindicanque esposiblequese produzcala

infecciónde los embrionesal comienzode la gestación.Estehechotienealgunasimplicacionesya

que comoconsecuenciade la infecciónsepuedeproducirla muertede algunosde los embriones,

dandolugara laapariciónde cerdasconun tamañode carnadabajo, o de todosellos, dandolugar

en estecasoa repeticionesacíclicastras la reabsorciónde los embriones.En estesentidohay que

teneren cuentaque,aunqueen nuestroestudiono se han producidoabortosy la mayoríade las

gestacionesavanzabannormalmenteen el momentodel sacrificiode los animales,practicamenteen

todos los casoséstese llevó a caboalrededordel día 21 p.i.. Esto significa que si el tiempo

necesarioparaquese produzcala muertey la reabsorcióndelos embrionesinfectadosesmayor,lo

cualparecebastanteprobableen funciónde los resultadosobtenidos,hubierasido posibledetectar

repeticionesacíclicaso inclusoexpulsionesembrionarias,esdecir, hubieraaparecidoun fallo

reproductivomásclarosi se hubierandejadocontinuarlas gestaciones.Dehecho,unade las cerdas

preinmunizadasinseminadasconsemenque conteníael VSRRP presentótodos sus embrionesen

un avanzadoestadode reabsorción.En estecasoconcreto,si sehubierapermitidoque la gestación

continuarase habríaproducidouna repeticiónacíclicacon todaseguridad.Estateoríaestaría

apoyadapor los resultadosobtenidosporLageretal. (1994),los cualesobservaronquecuandola

inoculaciónde las cerdasserealizaen el día30 de gestación,se produceun fallo reproductivo

importante,abortandounatercerapartedelos animalesantesdel día50 de gestación.Sin embargo,

estosmismosautoresno hanpodido determinaríaexistenciade ningún efectoadversocuandolas

cerdasse inoculabanen el día 1 de gestaciónya quetodaspresentabanfetosnormalesen el día111

de gestación.

A pesarde que el papel delVSRRP en laproducciónde un fallo reproductivoal final de la

gestaciónestásuficientementeprobado,el papelque puedateneren la infertilidad puedesermuy

limitado, en vista de los resultadosaquí presentados.En cualquiercaso, los mecanismosque

puedenestar implicadosen un posible efecto en las tasasde concepcióny el posterior

mantenimientode la gestaciónsonlos siguientes:

1.- La cepadel virus con la que trabajemos,al habersedescrito,comoya se ha mencionado

anteriormente,diferenciasantigénicasy de patogenicidadmuy importantesentreellas.
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2.- Laespermatogénesisy lacapacidadde los espermatozoidesparafertilizarlos óvulos. Respecto

aestepunto ya seha comentadoel posibleefectoquela infecciónpor el VSRRP puedetenersobre

la calidadespermática.Sin embargo,no existeningún trabajoen la actualidadque estudiela

capacidadde fertilización de los espermatozoidesprocedentesde verracosinfectadoscon el

VSRRP.

3.- Fertilidadde los óvulos. Estano pareceestarafectadapor el VSRRPsi tenemosen cuentalos

resultadosobtenidosen nuestroestudio.Aún así no se puededescartarun posibleefectosobrela

mismaen el casode que el ‘VSRRP estuvierapresenteen el ovarioduranteel desarrollofolicular,

pudiendointerferirde algunaformaenel desarrollonormalde los oocitos.

4.- Desarrollode los zigotos,el cualpuedeestarmodificadopor el efecto directodel virus en los

mismos o por cambiosen el entornouterino.En estesentidose sabeque existenotros agentes

infecciososque puedentenerun efectosobreel desarrollode los zigotos.Es el casodel virus de la

rinotraqueitisinfecciosabovina y el virus de la enfermedadde Aujeszky,los cualespuedendar

lugarala apariciónde endometritis(Kendricky McEntee,1967; Bolin el al., 1985)o el del virus

de la diarreainfecciosabovinaque puedeinterferir con la fertilizacióny posteriordesarrollode los

embriones(GrahneraL, 1984) y el PVP que puedeinterferircon el desarrollode los embriones

(Wrathall y Mengeling,1979). En el casodel VSRRP,ésteno parecetenerningún efecto en el

desarrollode los embrioneshastaque se producela implantación,siendocapazde infectarlosa

partirde estemomentoy posiblementede darlugarposteriormenteala muertede los mismos.
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Dadoque nuestroestudiose ha dividido en dos áreasbien diferenciadas,hemoscreido

oportunodividir las conclusionesquedel mismosederivanenestasmismasáreasafin deseparar

ambascuestionesen los dos apartadosindependientesqueconstituyen.

A. Conclusiones del estudio del efecto de la infección por el VSRRF en el verraco

1. La infección de verracos adultos con el VSRRPda lugar a una respuestaclínica variable,

existiendoanimalesen los que pasatotalmentedesapercibiday dandolugara la aparición de una

sintomatologíaque, en general,no esmuy marcadaen otros, debidoa un componentede respuesta

individual muy importante.

2. La infecciónporel VSRRPda lugara alteracionesen lacalidadespermáticaque semanifiestan

fundamentalmentecomo una disminución en el porcentajede espermatozoidesmóviles, una

disminuciónen el porcentajede espermatozoidescon acrosomanormal y un aumentoen el

porcentajede espermatozoidescon gotascitoplasmáticas.Sin embargo,estasalteracionesno se

presentande formaconstanteen todoslos animales.

3 . Dentrode los límitesde nuestrosistemade detecciónno podemosafirmarde formaconcluyente

que el VSRRP seeliminesistemáticamenteporel semende los verracosinfectados.Aún así, su

presenciaen estalocalizaciónesposible,aunqueprobablementeen bajascantidades.

4. Tras la inoculaciónde animalesadultoscon el VSRRPla distribucióndel virus porel organismo

esmuy alta, pudiendoencontrarseen prácticamentetodos los órganosmientrasdura la viremia.

Estadistribuciónda lugara la llegadadel vims a determinadosórganosdel aparatoreproductor,

destacandocomolocalizacióndóndesu presenciaesmásfrecuenteel epidídimo. Posteriormenteel

virus tiene la capacidadde acantonarseen determinadosórganos,fundamentalmenteen los

pulmones,las amígdalasy algunosganglioslinfáticos. Además,al menosduranteel periodode

viremia, el VSRRPse elimina por la mayadade las vías naturalesen los animalesinfectados,

pudiendoencontrarse,aunqueen bajaproporción,en las secrecionesnasales,oro-faringeasy

prepuciales,en las hecesy en laorina,siendomayorsu eliminaciónpor las hecesy las secreciones

nasales.

5. La presenciadel VSRRPen el semenpuededar lugara la transmisiónde la enfermedadpor la

vía venereaen cerdasnulíparas,tantoen las que son seronegativascomoen aquellaspreviamente
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vacunadasconla vacunainactivadaCyblue®

6. La presenciadel VSRRP en el semenno interfierecon la concepciónni con la fertilizaciónde

los ovocitosen lascerdasnulíparasexpuestasaesesemen.

B. Conclusiones del efecto de la infección por el VSRRP en las hembras al

comienzo de la gestación

1. La infecciónpor el VSRRP en las cerdas,al igual que sucedeen los verracos, no da lugar a la
presentaciónde una sintomatologíacaracterística,pudiendopasarclínicamentedesapercibidao dar

lugar a una respuestainespecíficade intensidady duraciónvariabledebidoa que presentaun

componentede respuestaindividualmuy importante.

2. La inoculaciónde cerdasnulíparascon el VSRRPen el momentode la cubriciónno produce

ningúnefectoapreciablesobrelas tasasde concepcióny fertilización.

3. La presenciadel VSRRP no interfierecon el desarrolloembrionario,al menoshastael estadio

de blastocistoeclosionado.Sin embargo,posteriormente,su presenciase asociacon un número

anormalmentealto de embrionesmuertos/camada,sin que se puedaafirmar de forma concluyente

que el virus haya sido la causade su muerteya que sólo se aislade estosembrionesen algunas

ocasiones.

4. Los embrionesen estadiode mórulay blastocisto,tantoantescomodespuésde laeclosiónde la

zonapellucida,no parecensersusceptiblesa la infecciónpor el VSRRP.Sin embargo,unavezque

seproducela implantación,entrelos días 14 y 20 de gestaciónel VSRRPadquierela capacidadde

atravesarla barreraplacentaria,provocandocomoconsecuenciala infecciónde los embriones,al

menosdesdeestemomentodel desarrollo.

5 El VSRRPno tienecapacidadde adhesióny/o penetraciónalazonapellucida, estandoportanto

los embrionesprotegidosde la infecciónporestevirus al menoshastaqueseproducela eclosión

dela mismaalrededordel día7 de gestación.
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