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Introduccion

1.1. DEFINICION E HISTORIA DE LA ENFERMEDAD

El sindrome reproductor y respiratorio porcino (SRRP) es una enfermedad de reciente
aparicidn que afecta a la especie porcina y se caracteriza por inducir un fallo reproductivo en las
cerdas y por producir una sintomatologia respiratoria en los cerdos de todas las edades. Fue
descrita por primera vez en Carolina del Norte, Minnesota y lowa, en Los Estados Unidos de
América del Norte (EE.UU.} en los afios 1987 y 1988 (Dial y Parsons, 1989; Keffaber, 1989;
Hill, 1990), aunque estudios seroldgicos retrospectivos realizados utilizando serotecas obtenidas
para el control de la enfermedad de Aujeszky han puesto de manifiesto 1a presencia de animales
seropositivos a partir de 1985 (Hill et af., 1992). Dado que en ese momento no se conocia cudl era
la etiologia de la enfermedad, ésta fue denominada enfermedad misteriosa del cerdo (Dial er al.,
1990). Un sindrome similar fue descrito en Canad4 en el otofio de 1987 (Morin y Robinson, 1991;
Dea eral., 1992a), siendo aislado el agente causal poco tiempo después (Dea et al., 1992ab y ¢).
Sin embargo, estudios retrospectivos han revelado la presencia de sueros positivos a partir de 1979
en la provincia de Ontario (Carman er /., 1995). En los afios 88 y 89 alcanzé un pico de incidencia
en EE.UU. (Stevenson et al., 1993) y en el afio 1990 la enfermedad ya se habia detectadoen 11
estados de EE.UU. y dos provincias de Canada (Ontario y Québec) (Hill, 1990; Sanford, 1992;
Voicueral., 1992).

En Europa se detectd un sindrome similar a la enfermedad misteriosa en noviembre de
1990 en Miinster {Alemania) (Lindhaus y Lindhaus, 1991), aunque, al igual que ha sucedido en
EE.UU., se han detectado, en estudios retrospectivos, granjas seropositivas a partir del afio 1988
(Ohlinger, 1992a). Desde su descripcion en Alemania, se ha difundido rdpidamente por todos los
pafses europeos. Asi, en enero de 1991, se reconocid oficialmente que habia alcanzado Holanda,
aparentemente por difusién aer6gena, aunque los primeros sintomas de la enfermedad ya habian
aparecido en algunas granjas holandesas en diciembre de 1990. En Espafia se detectaron los
primeros casos en enero de 1991 en un lote de 300 lechones importados de Alemania que
mostraron alteraciones respiratorias (Plana et al., 1992b). Poco después, en dos explotaciones de
ciclo cerrado situadas cerca de donde habian aparecido los problemas respiratorios, se identifico
una enfermedad caracterizada por un aumento en el nimero de abortos durante la dltima fase de la
gestacién y en la mortalidad durante la lactacién la cual alcanzé un 70%. Aunque la etiologia no fue
determinada, su sintomatologia era similar a la de la nueva enfermedad reconocida pocos meses
antes en Alemania. Desde esta zona, a pesar de que se ordend el sacrificio obligatorio de todos los
animales en las granjas afectadas, se ha extendido por todo el pais. También a Dinamarcallegd la
enfermedad procedente, aparentemente, de Alemania, aunque esta vez por difusién aerégena,
siendo descrita en enero de 1992. En marzo de 199! se confirmd su presencia en Bélgica y en abril

de ese mismo afio, en un seminario sobre la enfermedad llevado a cabo en Bruselas por la Unién
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Europea, se afirmd que habia 3000 granjas afectadas en Alemania, 1400 en Holanda, 30 en Bélgica
y 2 en Espafia , a la vez que se describié un descenso de los casos que se presentaban en los
lugares donde primero habia aparecido. En el mes de mayo de ese mismo afio se detectden el
Reino Unido, en primer lugar en South Humberside, desde donde se extendié a otras regiones a
pesar de las medidas restrictivas tomadas por el gobierno de acuerdo con la Unién Europea. En
octubre aparecieron los primeros sintomas en Francia, siendo confirmada la presencia de la
enfermedad en Bretafia en noviembre por el aislamiento del agente causal y por pruebas seroldgicas
(Albina et al., 1992; Baron et al., 1992). A pesar de que la comisién de 1a Unién Europea hizo
obligatoria su notificacién e impuso limitaciones al movimiento de animales procedentes de granjas
infectadas en marzo de 1991, la enfermedad se ha extendido por toda Europa en un breve periodo
de tiempo, levantindose por ello las medidas de control a finales de 1992, momento en que la
Unién Europea estimé que era enzodticaen Alemania, Holanda, Bélgica, Espafia, El Reino Unido,
Francia y Dinamarca. En noviembre de ese mismo afio aparecid en Suiza y un afio después en
Austria, En ltaliay Polonia se ha confirmado su presencia seroldgicamente, produciéndose el
primer brote en Italiaen octubre de 1992, momento en que también aparecié en Luxemburgo. Sin
embargo, y a pesar de su amplia y rapida difusién, la importancia de la enfermedad parece haber
disminuido desde los primeros brotes, posiblemente debido al desarrotle de una inmunidad frente a

la misma después de la primera epizootia.

Su presentacién no se ha limitado a Norte Américay Europa, y asi, en febrero de 1992
aparecieron indicios clinicos de la enfermedad en Malta. De 1a misma manera han aparecido
indicios de la misma en Chile, que no han sido confirmados seroldgicamente, y en otros paises de
Sudamérica, como Brasil y México, aunque no se ha notificado oficialmente su presencia. En 1992
se descubrié en Japén (Kuwahara er al., 1994; Shimizu er al., 1994), aisldndose posteriormente el
agente causal (Murakami, et al.,, 1994; Shimizu et al., 1994). Este mismo afio se identificé en

Filipinas y en la Repiiblica de Corea (Kang er al., 1994).

A pesar del gran nimero de paises afectados, la verdadera extensién de la enfermedad
parece ser mayor de la que oficialmente se ha reconocido, ya que, por un lado, los paises que han
notificado la enfermedad han sufrido pérdidas econdmicas debido a las limitaciones al comercio
internacional que en un principio fueron impuestas y, por otro lado, la presentacién clinica ha
cambiado en los dltimos afios, dando lugar a la existencia de granjas seropositivas en las que nunca
se ha reconocido la sintomatologia caracteristica de la enfermedad. En la actualidad se encuentraen
lalista B de las enfermedades contagiosas de la Oficina Internacional de Epizootias y, por tanto, no
es obligatoria su declaracidn.

-

Debido a su amplia y rapida difusién por todo el mundo, la enfermedad ha recibido
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distintas denominaciones en los diferentes paises donde se ha descrito. La primera de ellas
{enfermedad misteriosa del cerdo) se acordé en 1990 en Denver (EE.UU.), en un seminario
organizado por el Instituto para la Conservacién del Ganado. Sin embargo, cuando aparecié en
Europa se le dio la denominacién de aborto azul en Holanda, enfermedad de las orejas azules en H
Reino Unido y sindrome disgenésico y respiratorio del cerdo en Francia. Posteriormente en
EE.UU. y Canad4 se ha utilizado el nombre de SIRS (sigla de las palabras “swine infertility and
respiratory syndrome”) (Collins et a/., 1991) y en Europa de PEARS (sigla de las palabras
“porcine epidemic abortion and respiratory syndrome”) (Terpstra ef al., 1991). La Unién Europea
acordd en 1991 denominar a la enfermedad PRRS (sigla de las palabras “porcine reproductive and
respiratory syndrome”). Posteriormente, la Oficina Internacional de Epizootias ha decidido adoptar
esta Gltima denominacion, la cual también ha sido adoptada en el Simposium Internacional sobre la
enfermedad llevado a cabo en St. Paul (Minnesota) en 1992. En Espaiia se ha traducido la
denominacién adoptada por la Unién Europea y se denomina a la enfermedad SRRP.

1.2. ETIOLOGIA
1.2.1. ldentificacién del agente causal

Varios agentes etioldgicos fueron considerados posible causa del SRRP, incluyendo una
variante antigénicade un virus influenzatipo A, el virus de la encefalomiocarditis, el virus de la
enfermedad de Aujeszky, el parvovirus porcino, el virus de la influenza porcina, el virus de la
encefalomielitis, el virus de la peste porcina, enterovirus porcinos, citomegalovirus porcinos,
paramixovirus, Chlamidia psittaci, Leptospira interrogans serovariantes pomona y bratislava,
ademds de micotoxinas y deficiencias de vitamina E y de selenio (Joo, 1988; Keffaber, 1989,
Bilodeau er al., 1991; Bane ¢t al., 1992; Brun eral., 1992; Carlton, 1992). De todos estos agentes
los que mds peso tuvieron fueron el virus de la encefalomiocarditis y el virus influenza tipo A. H
primero fue propuesto como posible causa de la enfermedad ya que algunos fetos afectados
presentaban una tasa de anticuerpos mayor de 1/16 frente a este virus y, en algunos casos, se podia
aislar de los mismos, ademds de aislarse de algunos animales con sintomatologia respiratoria. En
segundo lugar, en ocasiones, se observaban lesiones de miocarditis y encefalitis. Por tiltimo, con
este virus se podian reproducir las infecciones trasplacentarias y la muerte de los fetos tras la
inoculacion experimental. Sin embargo, se observé que no todas las cerdas afectadas
seroconvertian a este virus y que el aislamiento y la deteccién del mismo por inmunofluorescencia
no siempre eran posibles (Joo er al., 1990). En cuanto al virus de la influenzatipo A, éste fue
aislado en Canadé y utilizado para reproducir la sintomatologia respiratoria del SRRP en lechones.
Apoyaba la hipétesis de su importanciaen la presentacién de la enfermedad el que algunas cerdas

que abortaban presentaran un aumento en la tasa de anticuerpos frente al mismo. Sin embargo, se
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ha demostrado que la enfermedad que produce este virus, denominada neumonia proliferativa y
necrotizante, es una entidad patolégica distinta del SRRP (Martineauer al., 1992).

La controversia quedo resuelta en el verano de 1991 cuando Wensvoort ef al. en el Instituto
Veterinario Central (Lelystad, Holanda) aislaron un nuevo virus, al que ellos denominaron virus
Lelystad (LV) en 16 de 20 lechones afectados y en 41 de 63 cerdas estudiadas. Ademads observaron
que el 75% de las cerdas afectadas habian seroconvertido a este virus y reprodujeron
experimentalmente la enfermedad inoculando intranasalmente el virus Lelystad a 8 cerdas
gestantes, pudiendo recuperarlo de las cerdas y los fetos de las mismas (Pol er al., 1991; Terpstra
eral., 1991; Wensvoort et al., 1991).

Poco después de su aislamiento en Holanda se aislé en Alemania(Ohlinger et al., 1991b),
Espafia (Plana er al., 1992b), el Reino Unido (Paton er al., 1991), Francia (Albinaer al., 1992a,b;
Baron et al., 1992), Dinamarca(Bgtner et al., 1994) y Canada (Deaet al., 1992a-c). En EE.UU.
se identificd un virus antigénica y estructuralmente relacionado con el virus Lelystad como agente
productor de la enfermedad. Este virus, aislado en la linea celular C1.-2621, se ha considerado cepa
de referencia, recibiendo la denominaciéon ATCC VR-2332 (Collins et al., 1992). En estudios
realizados con esta cepa, se ha demostrado que produce un fallo reproductivo cuando se inocula a
cerdas gestantes por la via intranasal (Christianson ez al., 1992) y que cerdas de granjas afectadas
presentan anticuerpos frente al mismo (Morrison ef al., 1992c¢). Posteriormente, Yoon er al.
(1992a} aislaron otros virus que, junto con el virus Lelystad, daban reacciones cruzadas con
anticuerpos monoclonales desarrollados frente a la nucleocdpside de la cepa VR-2332.

1.2.2. Clasificacidon taxondémica

En cuanto a la morfologfa, Ia organizacion del genoma, la estrategia de replicacién y la
composicién proteica, el virus del SRRP (VSRRP) se parece al virus elevador de la lactato-
dreshidrogenasa del ratén (VL.D), al virus de la arteritis equina (VAE) y al virus de la fiebre
hemorradgica del los simios (VFHS). Como consecuencia se clasificé, junto con los otros tres virus
mencionados, en el género Arterivirus de la familia Togaviridae, estando mds directamente
relacionado con el VLD y maés distantemente con el VAE, al que se asemeja en la organizacién del
genoma (Conzelmann et al., 1993; Meulenberg et al., 1993a; Meulenberg et al., 1994). Sin
embargo, no presenta reacciones cruzadas con ninguno de los dos virus mencionados, no infectaa

ratones y no crece en macréfagos peritoneales de ratén (célula donde se cultivain vitro el VLD),

Los virus pertenecientes a este grupo se asemejan a los togavirus en las caracteristicas del

virién, el tamafio del genoma y la presencia de una nucleocdpside con simetria icosaédrica
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(Benfield er al., 1992a,b; Ohlinger et al., 1992b; Plagemann y Moennig, 1992), pero la
organizacién del genomay la estrategia de replicacién guardan mayor relacién con los coronavirus
y los torovirus (Godeny ez al., 1993; Meulenberger al., 1993a,b). Debidoa estas consideraciones
se ha propuesto recientementeincluir al VSRRP, junto con el VLD, el VAE y el VFHS, en un
nuevo grupo de virus ARN de polaridad positiva que constituiria la familia Arteriviridae y que se
diferenciaria de los coronavirus y los torovirus en sus caracteristicas morfolégicas como son el
didmetro del virién y la longitud del genoma (Plagemann y Moennig, 1992; Meulenberg, 1993a;
Meulenberg e al,, 1994). Sin embargo, el término Arteriviridae se refiere a la enfermedad
producida por el VAE exclusivamente, por tanto, se ha propuesto la denominacién Multiviridae,
haciendo referencia a la formacion de miltiples ARNs mensajeros subgendmicos (Plagemann y
Moennig, 1992) y también la de Mamurnaviridae (macrophage multiple RNA viruses),
denominacién que incluye, ademds, en la denominacién la céluladiana de estos virus (Conzelmann
etul., 1993),

1.2.3. Variabilidad

Una de las caracteristicas mas importantes del VSRRP es la gran variabilidad que ha sido
descrita entre las distintas cepas aisladas. Asi, en estudios realizados utilizando anticuerpos
policlonales y monocionales, se ha demostrado que, aunque las cepas europeas y americanas
comparten determinantes antigénicos, existen diferencias antigénicas importantes, tanto entre las
cepas americanas y las europeas como entre las distintas cepas europeas y americanas enire si,
demostrandose diferencias en distintos epitopos de todas las proteinas viricas (Wensvoort er al.,
1992; Bautista er al., 1993, 1994; Nelson et al., 1993; Benfield et al., 1994; Kwang et al., 1994,
Drew er al., 1995; Katz er al., 1995; Magar et al., 1995a). Asi, en EE.UU. se han establecido 6
grupos antigénicos teniendo en cuenta las variaciones antigénicas en la nucleocapside (Nelson e
al., 1996). De la misma manera se han documentado diferencias en la virulencia de distintas cepas,
tanto europeas como americanas (Halbur er al.,, 1994b, 1995b, 1996; Joo y Yoon, 1994,
Mengeling et al., 1996d).

Recientemente se han clonado y secuenciado parcialmente los genomas correspondientes a
varios aislados europeos y americanos, encontrandose una heterogeneidad gendémica similar a la
heterogeneidad antigénica descrita previamente. Comparando los fragmentos de lectura abierta
(ORFs) del genoma del virus de la cepa VR-2332 con la del LV y otros virus de 1a misma familia,
se ha visto que, aunque estd m4s relacionado con el LV que con otros arterivirus, la homologia
encontrada es menor de lo que cabria esperar para dos virus que producen la misma enfermedad.
Sustituciones, delecciones y adiciones se han producido a lo largo de la secuencia (Murtaugh et al.,

1993a). Las proteinas producidas también se diferencian tanto en el peso molecular (PM) como en
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el punto isoeléctrico y los puntos de glicosilacion.

Teniendo en cuenta cada una de las ORFs, en la ORF 2 se ha demostrado una homologia
del 65% y una identidad de aminoécidos (aa) del 63% entre la cepa europea LV y la americana VR-
2385 (Morozov et al., 1995; Murtaugh ef al., 1995a). En cuanto a la ORF 3 se han encontrado
identidades de aaen la proteina que codifica entre distintas cepas americanas y la europea LV que
oscilan entre el 54% y el 64% y homologias del 64% entre la cepa VR-2332y la LV (Mardassi ef
al., 1995; Morozov et al., 1995; Murtaugh er al., 1995a). En la ORF 4 se han encontrado
homologias de entre el 69% y el 85% e identidades de aa que oscilan entre el 64% y el 68% entre
cepas americanas y europeas, siendo el porcentaje de similitud del 86% entre distintas cepas
americanas entre si (Kwang er al., 1994; Mardassi ef al., 1995; Morozov ef al., 1995; Murtaugh ef
al., 1995a). Enla ORF 5 se ha descrito una variabilidad muy grande, existiendo una homologia de
solo el 54% entre la cepa VR-2332y laLLV (Meng et al., 1994). La identidad de aa oscila entre ¢l
52% y el 59% entre cepas americanas y europeas, aunque entre distintas cepas americanas es de
un 90% (Mardassi er al., 1995; Murtaugh er al., 1995a). La ORF 6, por el contrario, estd muy
conservada, oscilando su identidad de aa entre el 57% y el 81% entre cepas europeas y americanas
y alcanzando el 96% entre las distintas cepas americanas (Mardassi ef al., 1995; Meng et al., 1995,
Murtaugh ez a/., 1995a). En la ORF 7 la homologia de nucleétidos oscila entre €l 63% y el 65%
entre las cepas americanasy europeas, con una identidad de aa entre el 59% y el 81% (Mardassi e
al., 1994b, 1995; Meng ef al., 1994, 1995; Murtaugh er al., 1995a). Sin embargo, si se comparan
tas cepas americanas entre si la identidad oscila entre el 96% y el 100% (Mardassi et al., 1995;
Meng er al., 1995). |

Los arboles filogenéticos construidos basdndose en los genes que codifican las proteinas E,
M y N han demostrado que los aislados europeos y los americanos caen en dos grupos distintos,
sugiriendo que representan dos genotipos distintos (Meng ez al., 1995; Sudrez et al., 1996b). Este
hecho ha sido apoyado en un estudio realizadoteniendo en cuentalas ORFs de la2 ala7 que ha
demostrado unas diferencias del 35% entre cepas americanas y la europea L.V, a la vez que prueba

que las cepas americanas son bastante similares entre si, con un porcentaje de similitud que supera
el 90% (Kapur er al., 1996). '

Se han observado fenémenos de recombinacién intragénicos y de conversion génica en las
ORFs 2, 3, 4, 5y 7, pero no en la ORF 6. Sin embargo, es muy frecuente la aparicién de
mutaciones silenciosas en todas las ORFs, es decir, sustituciones que no cambian la secuencia de
aa, indicando una presién evolutiva hacia la conservacién de ciertas secuencias de aa (Kapur ez al.,
1996). Por otra parte, es de destacar que las mutaciones con mucha frecuencia aparecen en el

mismo aa, sugiriendo una seleccién positiva para escapar a la respuesta immune (Murtaugh et al.,
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1995b).
1.2.4. Caracteristicas morfolégicas y fisico-quimicas del virus

Mediante estudios de microscopia electronica se ha observado que el VSRRP es un virus
esférico, con envoltura y con un tamafio medio de 62 nm que puede oscilar entre 45 y 80 nm.
Contiene una nucleocépside isométrica de 25 a 35 nm, aunque a veces se ha visto icosaédricay
presenta unas proyecciones de superficie de unos 5 nm (Ohlinger er al., 1991b; Wensvoort et al.,
1991; Benfield ef al., 1992a.b; Kim er al., 1993). Es dificil de visualizar en preparaciones que
contengan restos cefulares, pero en preparaciones viricas purificadas, utilizando la técnica de fa
tincién negativa, aparece en forma de particulas ovoides de 50-60 nm (Benfield er al.; 1992a,b;
Christianson et al., 1992). Los viriones del virus Lelystad aparecen en cortes de macréfagos
infectados como particulas esféricas de 45-55 nm con una nucleocépside de 30 a 35 nm y rodeadas

de una membrana con una doble capa lipidica.

El virus se inactiva con un tratamiento con cloroformo o éter, indicando que contiene una
envoltura lipidica.

Tiene una densidad de 1,18 a 1,19 g/ml. en gradientes de cloruro de cesio y de 1,14 ¢/ml.
en gradientes de sacarosa (Ohlinger er al.,, 1991b; Wensvoort et al,, 1991; Benfield ef al.,
1992a.b).

El VSRRP no hemoaglutina eritrocitos de cerdo, oveja, cabra, ternera, ratén, rata, conejo,
cobaya, pato, pollo ni humanos tipo O (Yoon ef al., 1992a; Wensvoort er al., 1991; Benfield er al.,
1992a,b).

1.2.5. Genoma y protefnas viricas

El acido nucleicoes un ARN de cadena sencilla de polaridad positiva, de unas 15088 pares
de bases que termina en una cadena de adeninas de longitud variable con un méximo de 20 en su
extremo3’. Se ha visto que la organizacion del genoma es similar al del VAE que contiene 8 ORFs
que se solapan entre sf (Meulenberg ef al., 1993b) de las cualesla ORFla y la ORF 1b ocupan
cerca del 80% del genoma del virus y codifican la polimerasa virica, la cual transcribe el ARN
gendémico en moléculas complementarias de polaridad negativa que sirven de molde para la sintesis
de los ARNs gendmicos y subgendmicos. El resto del genoma estd constituido por 6 ORFs
pequefias, parcialmente superpuestas, de las cuales, la que se encuentraen el extremo 3’ codificala

proteina de la nucleocépside y esté precedida por una ORF que codifica una proteina de membrana
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muy conservada (proteina M). Recientemente se ha identificada una nueva ORF, a la que han
denominado ORF 3-1 con capacidad para codificar 45 aa, aunque no se sabe si codifica alguna
proteina o realizaalguna funcidn biolégica(Meng er al., 1996). Los patrones de hibridacién a partir
de los oligonucliedtidos demuestran una correlacidn entre las ORFsde lal ala7 y los ARNs del |
al 7.

En la actualidad se conoce [a secuencia completa del virus Lelystad y secuencias parciales,
tanto de otros aislados europeos como de aislados americanos. El conocimiento de estas secuencias
ha permitido constatar a nivel molecularla gran diversidad que ya se habja observado en estudios
serologicos. Ademds se han llevado a cabo muchos trabajos encaminados a la tdentificacién y
caracterizacion de las proteinas del virus. Asi, utilizando anticuerpos monoclonales y sueros
hiperinmunes se han identificado varias proteinas en lisados celulares. Las primeras en reconocerse
fueron una proteina de 15 kDa que parece ser la proteina de la nucleocdpside (proteina N) y dos
proteinas aparentemente de la envoltura, una de 18-19 kDa (proteina M) y otra de 24-26 kDa
(proteina E) (Nelson er al., 1993). Por su parte, Benfield er al. (1994), utilizando sueros
hiperinmunes obtenidos en cerdos gnotobi6ticos, han 1dentificado 5 proteinas las cnales tienen un
PMde 15, 16, 19, 22 y 26 kDaenlacepa VR-2332y de 15, 15,5, 18, 22 y 26 kDaen lacepaLV.

Posteriormente, y por la expresidn de las correspondientes ORFs, bien en el sistema de
baculovirus o bien en un sistema de transcripcion y traduccién in vitro se han estudiado las
proteinas codificadas por las ORFs de la 2 a 1a7. Dichas ORFs poseen una secuencia que codifica
proteinas de entre 128 y 265 aminoacidosen lacepaLV y de entre 123 y 256 en la cepa VR-2332
(Murtaugh eral., 1995a), algunas de las cuales son proteinas estructurales del virus y otras tienen
una funcidn adin desconocida. Todas las ORFs presentan sitios de N-glicosilacidn, lo cual indica
que todas las proteinas pueden ser glicoproteinas. Las proteinas codificadas por lasORFs de [a2 a
la 5 contienen una region N-terminal muy hidrofébica seguida, excepto en la de 1la ORF 4, de una
seflal de ruptura, que puede actuar como secuencia lider y participar en el transporte hacia el
reticulo endoplasmatico. Las regiones hidrofébicas halladas en los carboxi-terminales de las
proteinas de las ORFs 2 y 4 y en la zona central de la proteina de la ORF 5 pueden corresponder a

regiones de anclaje.

Las proteinas M, E y N se han detectado por Western-blot en virus purificados, en
extractos de células infectadas, tanto con aislados europeos como americanos y como proteinas
expresadas en el sistema de transcripcién y traduccidn in vitro o en el sistema de baculovirus, lo
cual permite concluir que se trata de proteinas estructurales (Bautista er al., 1994; Meulenberg e
al., 1995b). En el resto de proteinas no estd clara su funcién. .
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La ORF 2 codifica un péptido de 30 de kDa de PM, cuando se expresa en un sistema de
transcripcidén y traduccidn in vifro en presencia de membranas microsomales, es decir, cuando esta
glicosilado, mientras que su PM sin glicosilares de 26 kDa. La funcién de esta proteina todavia no
ha podido ser establecida. Cuando la ORF 2 se expresa en ausencia de membranas microsomales
se produce, ademaés de la proteina de 26 kDa, otra de menor PM cuya significacién no_se conoce
(Meulenberg et al., 1995b).

La ORF 3 codifica una proteina de aproximadamente 30 kDa (Murtaugh, 19952). Esta
proteina presenta una deleccién de 12 aa en la regidén carboxi-terminal en la cepa VR-2332 y
contiene 7 puntos potenciales de glicosilacién, Jo cual podria dar lugar a un aumento en su PM.
Esto podria explicar el que otros autores (Meulenberg er al., 1995a; Wieczorek-Krohmer ez al.,
15996) hayan descrito el producto de ta ORF 3 como una proteina de entre 40 y 50 kDa de PM. Este
hecho ha quedado confirmado al expresar la proteina en un sistema de transeripcién y traduccién in
vitro. Con este sistema se ha observado que el PM de la proteina sin glicosilares de 27 kDa,
mientras que cuando esta glicosiladallega a 45 kDa (Meulenberg ef al., 1995b). Aunque su funcién
' no esta totalmente determinada, es posible que sea una proteina estructural (van Nieuwstadt ef al.,
1995).

La ORF 4 codifica una proteina que presenta un PM de aproximadamente 19 kDa cuando
esta sin glicosilar y de entre 30 y 40 kDa cuando estd glicosilada (Meulenberg er al., 1995b;
Murtaugh er al., 1995a). Presenta una secuencia carboxi-terminal y amino-terminal hidrofébica,
con 4 sitios posibles de glicosilaciény S dominios, presuntamente, de proyecciones de membrana.
Utilizando técnicas de inmunomicroscopia electrnica se ha determinado que es una proteina
estructural que forma parte de la superficie del virién (Wieczorek-Krohmer et al., 1996).

El productd de la ORF 5 se ha denominado proteina E. Presenta un PM de 20 kDa cuando
no estd glicosilada y de 25 kDa cuando si lo estd . Contiene una regién hidrofébica N-terminal y
dos sitios de N-glicosilacién en la cepa LV y tres en la VR-2332. Con tratamientos con
endoglicosifasas se ha demostrado que esta proteina es transportada al aparato de Golgi, donde se
modifican los oligosacdridos unidos a laregién N-terminal (Meulenberg ef al., 1995b). Entre los
aa 65 y 130 presenta dominios potenciales de proyecciones de membrana (Murtaugh ¢t al., 1995a)..
En gradientes de sacarosa migra con la fraccién de densidad 1,10 g/ml. (Bautista et af., 1996a), lo
cual indica que se trata de una proteina-estructural. Aunque no se counoce la topologia de esta
proteina, se supone que se ancla a la membrana mediante la region hidrofébica interna. Es
caracteristica la capacidad de esta proteina para inducir la aparicién de apoptosis, como se ha
demostrado por la aparicion de fendmenos de citotoxicidad caracterizadapor la condensacidn de la

cromatina, la degradacién del ADN cromosdémico con fragmentacién internucleosomal v la
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degradacién del ARN ribosémico de las células infectadas con un virus vaccinia recombinante que
contiene la ORF 5 (Suarez er al., 1996a). La apoptosis es inducida también en cultivos celulares
infectados con una cepa adaptada y con una cepa de campo, quedando por demostrar si in vivo se

produce también este fendmeno.

La proteina codificada por la ORF 6 (proteina M) es una proteina de 18 kDa, la cual,
aungue presenta un sitio posfble de glicosilacidn, no se glicostla, al menos in vitro (Murtaugh er
al., 1995a). Es extremadamente hidrofébica, ya que presenta 3 dominios muy hidrofébicos en la
mitad N-terminal que se supone que son domintos de proyecciones de membrana. Presenta un
perfll comparable al de algunas proteinas de membrana tales como las M de los coronavirus, del
VAE o del VLD. Estos datos sugieren una topologia y funcién similares. Podria ser una proteina
integral de membrana de modo que los tres segmentos hidrofébicos constituyeran el punto de
anclaje y el extremo carboxi-terminal estuviera asociado a la superficie de la misma. Su condicién
de proteina integral de membrana explicaria su baja inmunogentcidad, ya que sélo es reconocida

débilmente por el suero de los animales enfermos.

La proteina codificada por la ORF 7 (proteina N) es una proteina bdsica, cuya secuencia
muestra una homologfa importante con otras nucleoproteinas por lo que desde un principio se
supuso que debia ser la proteina constituyente de la nucleocapside. Este hecho quedé confirmado
por su presencia en gradientes de sacarosa en la tltima fraccién, con una densidad de 1,18 g/ml..
La mitad amino-terminal es una regién muy conservada que presenta de un 26% a un 28% de aa
muy bdsicos. Se cree que estos residuos basicos pueden facilitar la interaccion con el ARN del
genoma del virus (Murtaugh et al.,, 1995a). Es una proteina muy abundante que es reconocida
fuertemente por los sueros de los animales infectados ya que da lugar a una respuesta inmune
bastante fuerte. Ademds, al mostrar una secuencia bastante conservada, induce una reactividad
cruzada entre los antisueros desarrollados frente a distintas cepas, tanto europeas como americanas,

aunque no suficiente para garantizar un diagndstico grupo especifico.
1.2.6. Replicacion del virus

Durante la replicacién virica, segiin se ha observado en las células infectadas, se produce la
formacién de 6 ARNs mensajeros subgenémicos que contienen en su extremo 3’ una cola de
adeninasy en el extremo 5’ una secuencia lider idéntica para todos ellos que deriva del extremo 5’
del genoma del virus y que se une a las zonas 3’ mediante un sitio de unidén que precede a cada
OREF el cual contiene la secuencia AACC (Conzelman ef al., 1993; Meulenberg ef al., 1993b;
Meng et al., 1994). En un estudio reciente se ha puesto de manifiesto que los ARNs mensajeros

subgenémicos son polimérficos y que el niimero (6 6 7) y el tamaiio exacto de los mismos depende
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del aislado que se estudie (Meng et al., 1996).

Estos ARNs mensajeros expresan las proteinas codificadas por las ORFs del genoma. De
ellas las mas estudiadas son tas proteinas E, M y N. La primera sufre una disminucién de PM
durante su maduracién debido a la pérdida de hidratos de carbono ricos en manosa. Esto sucede en
el reticulo endoplasmadtico, donde también sufre un proceso de glicosilacién y plegamiento, el cual
es necesario para su transporte al aparato de Golgi. La pérdida de hidratos de carbono contintiaen
la cisterna proximal del aparato de Golgi. La proteinaM y la proteina N no sufren cambios de PM
durante su maduracién. Se ha observado que la incorporacién de la proteina M y la proteina E al
virién es en forma de heterodimeros unidos por puentes disulfuro. Sin embargo, la proteina E se
incorpora de forma mds eficiente a estos complejos que la proteina M, la cual lo hace maés
lentamente. Este fenémeno se podria explicar por el hecho de que la proteina M tiende a formar
dimeros unidos por puentes disulfuros en las células durante la replicacidn virica, mientras que no
se presenta de esta forma en las particulas viricas, por lo cual se tiene que producir una disociacién
de estos dimeros para que se pueda ensamblar con la proteina E. Parece ser que la interaccion entre
estas dos proteinas precede al ensamblaje del virus, aunque no estd confirmado. Es probable que e}
ensamblaje del virus empiezeen el reticulo endoplasmético, donde estdn las proteinas E y M unidas
por puentes disulfuro. Posteriormente estos dimeros interaccionan con la proteina N que
permarnece en el citosol, fundamentalmente en la regién perinuclear. Las vesiculas que contienenla
nucleocédpside se han observado en el reticulo endoplasmético liso a las 6 horas post-infeccién
(p.1.) y desde aqui son transportadas al aparato de Golgt. A las 9 horas p.i. ya se observan
particulas viricas en la luz del reticulo endoplasmatico liso y en la regién de Golgi, liberdndose la
primera progenie del virus por exocitosis entre las 9 y las 12 horas p.1. (Pol e al., 1992). Alfinal
del transito del reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi la proteina E adquiere su estructura

madura (Mardassi e al., 1996). La replicacién del virus se limitaal citoplasma (Pol et al., 1992).

Por otra parte, es posible detectar 1a sintesis de las proteinas viricas en células infectadas a
las 20 horas p.i., aunque el momento dptimo de deteccién de las 3 proteinas principales es entre las
42 y las 48 horas p.i.. La primera proteina que se detecta, a las 20 horas p.i. es la de 19 kDa,
seguida, a las 24 horas p.i., por la de 26 kDa, mientras que la de 15 kDa sélo se puede detectar a
partir de las 30 horas p.i. (Bautista er al., 1996).

1.2.7. Crecimiento en cultivoes celulares

El VSRRP crece con titulos que oscilan entre 105 y 107 dosis infectantes 50 en cultivos de
tejidos (DIsgCT) en tres tipos de lineas celulares:

1. Macréfagos alveolares porcinos (MAP) (Wensvoort er al., 1991).
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2. La linea celular procedente de rifién de mono denominada CL.-2621 (Benfield ef al., 1992a,b)
3. El clon MARC-145 de la linea celular procedente de rifién de mono MA-104 (Kim et al., 1993).

El efecto citopatico (ECP) que produce en los MAP es muy rapido, empezando con un
redondeamiento de las células, seguido de un agrupamientoy lisis de las mismas que se produce
entre 1 y 4 dias p.i.. La replicacién virica se limita al citoplasma de las células infectadas. Las
células infectadas presentan mitocondrias hinchadas que han perdido sus crestas y granulos,

indicando una degeneracion celular (Pol et al., 1992).

El ECP que se produce en las lineas celulares se desarrolla mds lentamente, apareciendo
entre 2 y 6 dias p.i., aunque es bastante similar al que se produce en los cultivos de MAP, ya que
se produce un redondeamiento y agrupamiento de las células primero, seguido de un fenémeno de
picnosis y la lists de las mismas (Benfield et al., 1992; Kim er al., 1993). Al igual que sucede en
los MAP, la replicacion del virus en la linea celular CL-2621 se limita al citoplasma, como se ha

demostrado mediante la técnica de la inmunofluorescencia (Benfield er af., 1992a).
1.2.8. Capacidad de supervivencia

Al ser un virus con envoltura su capacidad de supervivencia en el medio ambiente no es
muy grande y, ademads, estd condicionada, en gran medida, por los cambios de pH a los que es
relativamente sensible. Asi, los titulos infectivos se reducen en ur 90% a pH mayor de 7 6 menor
de 5 (Benfield ef al., 1992ab). La vida media de la cepa Lelystad, a 4°C, es maximacon un
pH=6,25 (50 horas) y minima a pH=8,5 (33,3 horas) y a pH=5 (18,8 horas). El almacenamiento
a pH=6 y temperatura de 37°C da lugar a una vida media de 6,25 horas, que disminuye si se sube
o baja el pH. El virus es estable en medios de cultivo con un pH de 7,5 durante largos periodos de
tiempo s se mantiene a temperaturas de -70°C 6 -20°C. Asi, el titulo del virus no sufre ninglin
cambio durante las primeras 10 semanas de almacenamiento, aunque al cabo de 6 meses se observa
una disminucidn de 1 logaritmo (log) en las DIsoCT respecto al titulo inicial en lotes de virus
almacenados a ambas temperaturas. Sin embargo, en los 6 meses siguientes no se producen
cambios a -70°C y si una pérdida de 0,5 log DI5CT a -20°C. Por el contrario las temperaturas
altas afectan negativamente a 1a supervivencia del virus y asi se ha demostrado una pérdida de 5 log
DI5uCT respecto al titulo inicial si se almacena el virus en medio de cultivo a pH=7,5 durante 13
semanas a 4°C, durante 2 semanas a 21°C o durante 2 dias a 37°C. Por dltimo, | hora a 56°C
produce una disminucién en el titulo inicial de 3 log D5oCT (Bloemraad er al., 1994). Trabajando
con la cepa VR-2332 se ha observado una reduccién del 50% en la infectividad tras 12 horas a

37°C y una inactivacidn completa al cabo de 48 horas a 37°C o de 45 minutos a 56°C. Sin
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embargo, no se observé ningln cambio en la infectividad después de 1 mes a 4°C 6 4 meses a
-70°C (Benfield eral., 1992a,b).

Se ha estudiado la supervivencia del virus en la carne (Bloemraad ef al., 1994) y se ha
comprobado que es posible encontrarlo en las amigdalas, los ganglios linfaticos, el pulmén, el
suero y, ocasionalmente, en el tejido muscular cuando se sacrifican animales poco después de la
infeccién. Sin embargo, no se detecta en el higado, el corazén, el rifién o la médula ésea ni
tampoco en el tejido muscular cuando pasan mis de 48 horas desde el sacrificio. Su titulo en el
tejido muscular o en los érganos no sufre practicamente alteraciones por el almacenamiento de
hasta 48 horas a 4°C. El aislamiento esporadico en el tejido muscular se debe probablemente a la
presencia del virus en el plasma sanguineo que se encuentraen los capilares. La vida mediaen esta
localizacidn, teniendo en cuenta el pH del tejido muscular, es de entre 23 y 43 horas. También hay
QUe tener en cuenta la influencia de la temperatura, que afectaa la supervivencia del virus, ya que al
cabo de 24 horas a 25°C sdlo el 47% de las muestras de tejido positivas en el momento del
sacrificiolo siguen siendo. Este porcentaje se reduce al 14% a las 48 horas y al 7% a las 72 horas.
Sin embargo, si se mantienen las muestras a 4°C 6 a -20°C el virus se puede aislar det 85% de las

muestras positivas (van Alstine et al., 1993).

El VSRRP es bastante sensible a los agentes quimicos utilizados normalmente para la
desinfeccion de locales en las granjas. Como consecuencia, no se puede demostrar la presencia de
virus infectivo después de tres semanas de vaciar y desinfectar un edificio donde se habian alojado
cerdos positivos (Albinaer al., 1992¢).

1.3. EPIZOOTIOLOGIA
1.3.1. Incidencia y prevalencia

El origen del VSRRP no se conoce, sin embargo, se asume de forma general que las
pandemias que aparecieron en Américadel Norte y en Europa tienen el mismo origen, aunque,
aparentemente, no se importaron cerdos procedentes de EE.UU. a Alemaniay ademads se sabe que

las cepas americanas y europeas del virus tienen un porcentaje de similitud bastante bajo.

L.os primeros casos positivos por serologia al VSRRP aparecieron en 1985 en el estado de
lowa y en 1986 en el estado de Minnesota (EE.UU.) (Owen ef al., 1992). La incidencia clinica del
SRRP aument6 rapidamente en este pais en los afios 1988 y 1989 (Keffaber, 1989; Dial e al.,
1990} al igual que la seroprevalencia (Hill et al., 1992) y en 1992 la enfermedad se habfa notificado

en 19 estados (Morrison et al., 1992b). En un estudio realizado utilizando sueros obtenidos en
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1990 se estimé que la prevalencia era del 36% de las granjas (Bautista ef al., 1993), mientras que
en 1992 el 56,3% de las granjas fueron positivas, con un 35,1% de sueros positivos (Cho et al.,
1993). En 1993 la seroprevalencia oscilaba entre el 40% y el 60% en las zonas mas productoras de
cerdos, en muchos casos sin que se presentaran sintomas de la enfermedad (Boeckman, 1993).
Actualmente se considera que se encuentra entre el 60% y el 80% (Zimmerman, 1995). La
incidencia de la presentacién clinica de la enfermedad parece estar disminuyendo en EE.UU.,
aunque no se sabe si se debe a un descenso real o a la existenciade cepas del virus avirulentas que
producen infecciones subclinicas (Annelli, 1992; Sanford, 1992). De todas formas dado que maés
del 50% de las granjas del pais estdn infectadas, cabe esperar que disminuya la incidencia. En
Canada también estd presente la enfermedad desde el afio 1987, afio en que se detecté en las
provinctas de Québecy Ontario, extendiéndose posteriormente incluso a lugares de dificil acceso.
Asi, en 1993 se descubrid en laisla del Principe Eduardo (Lépez et al., 1994) y en la actualidad se
considera que entre el 40% y el 80% de las granjas de la zona oeste y centro de Canad4 son
positivas (Carman et al., 1995), habiendo presentado sintomatologia mas del 50% de las mismas.
El grado de infeccidn de otras provincias se ha estimado que se encuentra entre el 20% y el 40%
(Sanford y Moore, 1995). Estudios seroldgicos llevados a cabo con aislados canadienses han
revelado una relacién antigénicaclara entre los aislados canadienses y los americanos (Mardassi et
al., 1994a).

En la Unién Europea la enfermedad se describié en 1990 en Alemania, aunque en estudios
de seroprevalencia se han encontrado granjas positivas desde 1988 (Ohlinger, 1992a). La infeccién
se ha extendido rdpidamente desde su lugar de aparicién por las zonas donde la densidad porcina es
mayor y a finales de 1992 se consideraba enzodtica en Alemania, Holanda, Bélgica, Espafia, E
Reino Unido, Francia y Dinamarca. En un estudio Hlevado a cabo en 1992, utilizando muestras de
suero procedentes de Francia, Bélgica, Holanda, Chipre y El Reino Unido se determiné que el
34,6% de las granjas y el 21,3% de los animales presentaban anticuerpos frente al VSRRP
medidos por una técnicade ELISA. Sin embargo, estos datos no pueden ser interpretados como un
indicativo de 1a prevalenciareal de la enfermedad, ya que las muestras estdn sesgadas, al proceder
de granjas donde se sospechaba su presencia (Buffereau, 1992). Lo que si se puede decir con
certeza es que alcapzd su maxima incidencia desde finales de 1990 hasta 1992 y que desde
entonces el nimero de brotes que han aparecido es menor debido posiblemente al establecimiento
de una inmunidad en gran parte de la poblacién porcina y a posibles cambios en patogenicidad del
virus. Asi, en Holanda, la méxima incidencia se present6 en el invierno de 1990-1991, momento
en que se notificaron més de 1300 casos, estimandose que el 80% de la poblacién se vio afectada
por este brote. Actualmentese cree que la mayoria de las granjas estdn infectadas de forma
endémica y que entre el 50% y el 70% de las cerdas son seropositivas (Wensvoort, 1994),

oscilando la seroprevalencia en los cebaderos entre el 80% y el 100%. En cuanto a los lechones, €l
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50% de las granjas presentan animales positivos entre las 4 y las 9 semanas de vida (Nodelijk ef
al., 1996a). En Alemaniala incidencia maxima se presentd en el mismo momento que en Holanda,
con mas de 3000 casos notificados y en Bélgica en 1991, con 50 brotes notificados,
diagnosticandose por tltima vez en diciembre de 1991. En Francia el pico de incidencia se produjo
entre noviembre de 1991 y mayo de 1992, presentdndose los casos fundamentalmenteen la regién
de Bretafia. En la actualidad la presencia del virus se ha notificado en las regiones de Bretafia, Le
Nord Pas-de-Calais, Mayenne, Maine-et-Loire, Loire-Atlantique, Vendée, Manche y Orme
(Nicolas, 1993). En Austria los primeros casos no se produjeron hasta 1993 y un afio después se
habian notificado 129 brotes. En Ei Reino Unido la enfermedad apareci6 en junio de 1991 y, a
pesar de que se tomaron medidas muy extrictas para evitar la extensién de la misma, en 1995 se
admiti6é que el virus se habia extendido por todo el pais desde su aparicién cuatro afios antes,
extimandose que entre el 40% y el 50% de las granjas estaban infectadas (White, 1995). En
Luxemburgo est4 presente desde 1992 y en Polonia y en Italia se ha detectado su presencia
mediante estudios seroldgicos, detectdndose los primeros casos clinicos en Italiaa finales de 1992.
La seroprevalencia ha ido aumentando en Italia en estos tltimos afios. Asi, en 1994 €] 36,9% de las
' granjas eran positivas y en 1995 el porcentaje habia aumentado al 64,2% (Pozzi, 1996). En
Eslovenia, aunque nunca se ha presentado ciinicamente 1a enfermedad, se ha establecido que un
1,2% de las granjas son seropositivas (Valencak, 1996). En la Repiblica Checa, ha sido notificada
una prevalenciadel 17% de las muestras y 30% de las granjas (Valicek et al., 1996). En Rusia
hubo una sospecha de una granja infectada en 1991. Los animales fueron sacrificados y nunca se
han detectado anticuerpos frente a la enfermedad con posterioridad. En Dinamarca el porcentaje
actual de granjas seropositivas se encuentra entre el 25% y el 30% y con tendenciaa aumentar. Este
es el tnico pais que emprendié un plan de control de la enfermedad que comenzé en marzo de 1996
con una duracién prevista de 3 afios cuya finalidad era conseguir que el porcentaje de granjas
positivas no fuera mayor del 25% a finales de 1998. Para alcanzar este objetivo el primer paso que
dieron fue la deteccion de las granjas positivas mediante serologia, seguido de la vacunacion de
todos los cerdos de reemplazo y los verracos de las granjas positivas, preveyéndose ademds la
vacunacién de los lechones destetados (Mousing er al., 1996). Sin embargo, este plan ha sido
recientemente abandonado debido a la aparicién de brotes de 1a enfermedad, debidos a la cepa

vacunal empleada, tras su aplicacién a los animales.

En Sudamérica se han detectadosignos de la enfermedad en Chile. Por otra parte, en Brasil
y México se han realizado importaciones de cerdos procedentes de Europa y EE.UU.
respectivamente, con lo cual la probabilidad de que haya sido introducida la enfermedad en estos
paises es alta. Sin embargo no se han llevado a cabo estudios serolégicos para detectarla presencia
del virus.
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En Asia se detect6 1a presencia de la enfermedad en muestras de suero procedentes de
animales con neumonia crénica en Japén en 1992, aisldndose un virus antigénicamente relacionado
con las cepas europeas del VSRRP capaz de reproducir experimentalmente la enfermedad
(Kuwahara e al., 1994). Un estudio retrospectivo realizado con posterioridad ha indicado que
existian muestras de suero positivas desde el afio 1987. En la actualidad se sabe que esta presente
en el 95,7% de las regiones de Japén, aunque sélo han mostrado signos clinicos de la enfermedad
el 10% de las granjas positivas (Meredith, 1995). El virus se ha aislado con frecuencia de animales
que padecen la enfermedad denominada Heko-Heko, descrita en 1989 y que se caracteriza por
producir una neumonia crénica en lechones de 1-2 meses de edad. Normalmente va acompafiado
de Mvcoplasma hyorhinis, lo cual agrava el problema (Shimizu e al., 1994). En Filipinas se
notificé su presencia por primera vez en 1993 y en la Repiiblica de Corea un estudio realizado en
1993 demostré una seroprevalenciadel 6,25% de los animalesy un 17,6% de las granjas (Kang er
al., 1994). Entre los afios 1994 y 1995 la seroprevalencia fue del 10,6% de los animalesy el 22%
de las granjas (Kang e7 al., 1996) y en la actualidad son positivas a la enfermedad el 43% de las
cerdas en produccidn y el 69,9% de las granjas (Cheon et al., 1996). Las cepas del virus aisladas

muestran una gran similitud con las cepas americanas, estando bastante alejadas de las europeas
(Kim er al., 1996).

Espafia se considera oficialmente exenta de la enfermedad. Sin embargo, en una encuesta
realizada por los Laboratorios Hipra, Amer {(Girona) se demostré que un 62,5% de las hembras en
granjas de produccion de lechones, un 61,2% de las hembras de granjas de ciclocerradoy un 75%
de los cerdos de cebadero eran positivos, produciéndose un aumento en la seropositividad
posteriormente, ya que el mismo estudio, Hevado a cabo un afio después, dio los siguientes
resultados: 76,5% de las hembras en granjas de produccién de lechones, un 69,8% de hembras de

las explotaciones de ciclo cerrado y un 82,2% de los cerdos de cebadero fueron seropositivos.

1.3.2. Persistencia de la infeccidén

El VLD, el VAE y el VFHS pueden producir infecciones asintométicas persistentes que
pueden durar toda la vida del individuo (Plagemann y Moennig, 1992). En el caso del VSRRP
todavia no se ha demostrado fehacientemente su capacidad para producir este tipo de infecciones.
Sin embargo, se ha podido aislar de la orofaringe de un animal infectado 157 dias después de la
infeccion experimental (Wills er al., 1995a), de las glandulas bulbouretrales de un verraco
infectado 101 dias antes (Christopher-Hennings er al., 1995a) y del suero de un animal de 210 dias
de vida que naci6 infectado (Benfield er al., 1997). También se ha comprobado que el virus se
puede eliminar durante largos periodos de tiempo. Asi, un estudio de eliminacién ha demostrado ‘

que, aunque los animales infectados a las 4 semanas de vida no eliminan cantidad suficiente de
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virus para infectar a animales susceptibles puestos en contacto con ellos cuando tienen
aproximadamente 13 semanas de vida si pueden hacerlo incluso a Jas 22 semanas de vida, si se
someten a condiciones de estrés o se tratan con corticoesteroides y aiin en presencia de titulos altos
de anticuerpos neutralizantes (Albina ef al., 1994). Sin embargo, el tratamiento con
corticoesteroides no ha dado el mismo resultado en todos los casos (Terpstra ef al., 1992). Hay
que destacar también que los animales que nacen infectados pueden eliminar el virus durante
periodos de tiempo muy largos de forma que centinelas puestos en contacto con ellos entre 64 y
112 dias después del nacimiento se infectan en la primera semana (Benfield er al., 1997). En
funcidn de estos resultados parece probable que existan subpoblaciones de cerdos persistentemente
infectados en granjas con problemas crénicos de SRRP, los cuales no siempre son faciles de
identificar ya que, aunque normalmente son cerdos retrasados, en ocasiones pueden tener una
apariencia normal. Este tipo de animales tienen una importancia epidemioldgica grande al ser una
fuente de infeccién para otros animales seronegativos, fundamentalmente cuando se mezclan

después del destete.

También se sabe que el virus puede permanecer en poblaciones infectadas al menos durante
seis meses después de que cesen los sintomas de la enfermedad, pero se cree que este fendmeno se
debe a la infeccién de animales susceptibles que no se habian infectado antes. De hecho, los
resultados obtenidos hasta la actualidad indican que la mayoria de las granjas permanecen
persistentemente infectadas tras un brote agudo (Keffaber er al., 1992; Loula, 1992; Ohlinger et
al., 1992a; Stevenson er al., 1992; Terpstra et al., 1992; Thacker, 1992; Yoon er al., 1992a). Asi,
se ha demostrado que cerdos centinelas introducidos en una granja 4 meses después de la
desaparicion de la enfermedad en su forma clinica desarrollan sintomatologia 1 dia después de su
introduccidn, presentando titulos de anticuerpos detectablesa los 7 dias de su entradaen la granja,
lo cual demuestra la presencia de una forma subclinica de la enfermedad en la poblacién estudiada
(Bilodeau er al., 1994). ’

Se han descrito al menos tres factores que pueden contribuir a que una granja permanezca

infectada permanentemente:

1. Aunque la mayoria de las cerdas presentes en una granja en un brote agudo de la enfermedad
seroconvierten, se ha demostrado que entre un 15% y un 25% pueden escapar a la infecciénen el
primer momento (Terpstra et al., 1992; Robert et al., 1993) e infectarse meses mds tarde,
contribuyendo al mantenimiento de la circulacién del virus. Ademds, la seroprevalencia va
disminuyendo con el tiempo tras un brote. Asi, cuatro meses después de la presentacién clinicade
la enfermedad, aproximadamente el 90% de las cerdas son seropositivas, sin embargo, al cabo de
un afio el porcentaje de cerdas seropositivas disminuye, llegando a ser solamente de un 30% al
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cabo de dos afios de la infeccidn inicial (Loula, 1992).

2. Los cerdos en crecimiento pueden actuar como reservorio del virus e infectar a los lechones
destetados cuando pierden la inmunidad maternal. En este sentido cabe destacar que se han
observado viremias de hasta 4 semanas en lechones en crecimiento, de forma que pueden eliminar
el virus potencialmente durante periodos de tiempo muy largos y que pueden existir animales
persistentemente infectados cuando la infeccién se ha producido in utero, 1o cual da lugar a la
eliminacion del virus al menos durante 112 dias tras el nacimiento. Como consecuencia, los
lechones destetados se infectan cuando desaparece la inmunidad maternal a la edad de 3 a 6
semanas (Joo y Dee, 1993; Albina et al., 1994; Freese y Joo, 1994), al entrar en contacto los
lechones recién destetados con el virus eliminado por lechones de més edad (Loula, 1992;
Stevenson e al., 1992; Thacker, 1992). Esto puede dar lugar a que, al mismo tiempo que
disminuye la seroprevalencia en las madres de una granja, los cerdos en crecimiento se infecten y
seroconviertan. Asi, en granjas que han presentado problemas reproductivos con anterioridad,
aunque no se pueda constatar que el virus circula en ese momento en las salas de gestacién o
partos, es posible detectarfo muchas veces en las lechoneras (Stevenson et al., 1992). No es
sorprendente por tanto que en los cerdos destetados sea frecuente aislar el virus cuando los

animales tienen entre 6 y 12 semanas de vida y observar seroconversiones en este mismo periodo.

3. En la mayoria de las granjas se introducen periddicamente cerdas de renuevo que son
normalmente susceptibles a la enfermedad de forma que se puede mantener la cadena de infeccién

con la eliminacién del virus extendiéndose hasta que llegue el lote siguiente.

Sin embargo, la existencia de subpoblaciones dentro de una granja, es decir, la convivencia
de animales seronegativos, de animales con infecciones agudas y de animales con titulos de
anticuerpos que van disminuyendo simultaneamente en una granja infectada de forma crénica hace
pensar que la circulacidn del virus en estas granjas es limitada, quiza debido al poco contacto que
existe entre las cerdas en los sistemas de produccidn actuales(Dee et al., 1996b). De esta manera,
se ha postulado que el que el virus continde circulando en una granja depende fundamentalmente de
las medidas de manejo y de laestructura de la misma (Keffaber et al., 1992; Freese y Joo, 1994;
Torrison ef al., 1994). A pesar de la posible circulacién constante del virus en una granja, se han
descrito pocos casos de nuevos brotes debidos a la excreccién del virus por animales persistente o
latentemente infectados {Potter, 1994; Paton y Drew, 1995). En este sentido hay que tener en
cuenta que la circulacién del virus entre los animales destetados se puede producir sin que exista un
fallo reproductivo en las granjas (Stevenson ef al., 1993).
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1.3.3. Mecanismos de transmisién

La enfermedad puede entrar en una granja por transmisién aerégena o por el trastado de
animales infectados (Komijn er al., 1991; Robertson, 1992a) y en este caso la transmisién puede
ser por aerosoles o por contacto directo (Wensvoort et al., 1991; Terpstra et al., 1991).

La transmision por la via aer6gena se ha descrito en un gran nlimero de casos,
especialmente en Europa y, aunque es dificil probarlo definitivamente, existen evidencias que
indican que este tipo de transmisidén juega un papel importante en la difusién del virus. Asi, se ha
descrito que las condiciones metereoldgicas que tuvieron lugar durante la primera epidemia del
virus en Alemaniay Holanda a principios de 1991 eran idéneas para la transmisién por esta via,
con humedades relativas altas y la presencia de nubes que evitarian la dispersién vertical del virus,
vientos suaves y sostenidos lo cual reduciria el potencial de dispersién horizontal y temperaturas
bajas que aumentarian su supervivencia en el ambiente (Komijn ez al., 1991). En El Reino Unido
tambiér se ha sospechado una transmisién por la via aerdgena, tanto cuando aparecié la
enfermedad por primera vez, dado que no se habian realizado importaciones de animales
procedentes de los paises donde ya se habia descrito Ia enfermedad, como posteriormente, una vez
establecidas medidas de control y limitado el movimiento de animales procedentes de granjas
infectadas, cuando se extendid localmente (Edwards er al., 1992). Los brotes que han aparecidoen
Dinamarca también se han atribuido a una transmision aerdgena y, si este es el origen del virus en
este pais, implicaque puede viajar hasta 20 km (Mortensen y Madsen, 1992). Sin embargo, sélo
ha podido ser demostrada la transmisién en distancias de hasta 2 km. El riesgo de transmisién
awmenta por tanto en las distancias cortas, al aumentar la densidad de los animales, siendo
especialmente importante la proporcién de animales de cebadero, al aumentar el tamafio de la granja
y al aumentar la intensidad de la ventilacion (Blaha y Biiker, 1995).

En la transmision aer6gena es importante la capacidad de superviviencia del virus en el
medio ambiente. Sin embargo, al ser un virus con envoltura, ésta no es muy grande. Aunque
puede sobrevivir durante largos periodos de tiempo, incluso afios, en tejidos congelados, su vida
mediaa 21°C son 20 horas y a 4°C 50 horas si el pH es el 6ptimo. Sin embargo, 1a vida media del

virus disminuye a pH mads bajos de 5 6 mayoresde 7.

Como ya se ha mencionado anteriormente, también es posible recuperarlo de canales de
cerdos en el matadero después de 48 horas a 4°C (Bloemraad et al., 1994), aunque se cree que la
importancia epidemioldgica de este hecho es muy baja, ya que los aislamientos en muestras de
animales de matadero son esporadicos (Frey et al, 1995). Utilizando una técnica de

inmunohistoquimica, se ha podido detectar el virus en células musculares aisladas de animales
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sacrificados a los 7 dias p.i. ademds de detectarse en los pulmones, las amigdalas y los ganglios
linfaticos. Sin embargo a los 14 dias p.i. s6lo se ha podido detectar en los pulmones y las
amigdalas, pero no en el tejido muscular. Tampoco ha sido posible detectarlo en muestras

obtenidas de animales procedentes de granjas infectadas (Magar er al., 1995b).

Los casos mejor documentados de transmisién de la enfermedad son los debidos al
movimiento de animales enfermos (Varewyck, 1991; Dee, 1992; Edwards e? al., 1992; Gordon,
1992; Robertson, 1992b). Estos animales pueden transmitir la enfermedad por contacto hasta 14
semanas después de la inoculacidn experimental (Terpstra et al., 1992) e incluso existe un caso de
transmision después de 99 dias de lainfeccidn experimental (Zimmermanet al., 1992). El virus se
puede eliminar por distintas vias, siendo posible aislarlo de hisopos nasales, de ]a saliva, de la
orina, de secreciones prepuciales y las heces de [os animales infectados (Edwards er al., 1992;
Christianson er al., 1993, Yoon et al., 1993; Wills et al., 1995b; Teuffert er al., 1995) aunque el
aislamiento a partir de las heces no siempre es posible (Rossow er al., 1994a; Wills ef al., 1995b).
Se ha descrito un periodo de eliminacién del virus por las secreciones nasales y las heces similara
la duracién de la viremia, aunque no es tan facil aislar el virus de estas localizacionescomo lo es de
la sangre (Yoon ef al., 1993). Ademas, existen evidencias epidemiolégicas y experimentales de que
el virus se puede extender por el uso de lainseminacidn artificial si se utiliza semen obtenido en la
fase aguda de lainfeccion (Robertson, 1992b; Yaegeret al., 1993) ya que es posible aislar el virus
del semen de verracos infectados experimentalmente (Swenson et al., 1994; Christopher-Hennings
et ul., 1995a), aunque no siempre de forma continua (Swenson et al., 1994b; Teuffert ef al.,
1995).

Una vez que la infeccién aparece en una granja se extiende muy rapidamente. Asi, en los
primeros 18 meses de la aparicién de la enfermedad en El Reino Unido, el 75% de las cerdas
estudiadas habian seroconvertido en un periodo de 3 semanas desde el momento en que se habia
sospechado de su presencia en la granja. Terpstra ef al. (1992) demostraron que aproximadamente
el 90% de las cerdas seroconvertian en un plazo de 3 meses desde que la enfermedad aparecia por
primera vez. Para los lechones destetados 1a fuente de infeccién mds importante parecen ser 1os
lechones de més edad con los que entran en contacto después del destete (Stevenson efal., 1993,
1994; Deey Joo, 1994a). |

Otraforma importante de transmisidn es fa transmisién vertical, ya que el virus es capaz de
atravesar la barrera placentariae infectar a los fetos en el utero lo que da lugar a la aparicién de
lechones que pueden ser virémicos, presentar anticuerpos frente al virus o ambas cosas en el
momento del nacimiento (Terpstra ez al., 1991; Christianson et al., 1992, 19937 Mengelingef al.,
1994).
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En cuanto al papel que puedan jugar los fomites, en un estudio experimental, el VSRRP
s6lo se ha podido aislar en el dia O de muestras de alfalfa, viruta, paja, pléstico, botas de agua y
acero inoxidable mantenidas entre 25°C y 27°C. Sin embargo se puede aislar durante un periodo de
11 dias en el agua de la canalizacién, de 9 dias en agua de pozo y de 4 a 6 dias en soluciones
tamponadas. De la saliva, la orina y las heces sélo se ha podido aislar el dia de la contaminacién.
Estos resultados indican que es un virus muy labil en el ambiente y que la tinica fuente de
contaminacién a tener en cuenta seria 1a contaminacion del agua de bebida por los animales que

estén eliminando el virus (Pirtle er al., 1996).

No se conoce ninguna otra especie animal susceptible a la infeceién por este virus ni se ha
podido demostrar que las ratas o los ratones actien como reservorio (Hooper er al., 1994). Sin
embargo, los datos obtenidos por Zimmermann et al. (1993) parecen indicar que ciertas aves
migratorias pueden ser infectadas, eliminando el virus por las heces entre los dias 5y 24 p.i.,
actuando por tanto como vectores, y llevando la enfermedad a zonas muy distantes del foco inicial
de infeccién. Tampoco se han descrito casos de infecciones por este virus en personas relacionadas
. de alguna manera con los cerdos y no se ha podido demostrar que se produzca seroconversion en

personas que manejan el virus en el laboratorio (Paton, 1995).
1.3.4. Factores de riesgo

Distintos autores han estudiado los factores de riesgo asociados a la presentacién de la
enfermedad (Fiedler, 1991; Vogel et al., 1991; Bane er al., 1992; Edwards et ¢l., 1992; Blaha y
Biiker, 1995). Los que han demostrado tener alguna importancia en la presentacién de la

enfermedad son los siguientes :

1. La adquisicién de animales. En un estudio realizado en El Reino Unido se demostr que las
granjas seropositivas habian introducido una media de 100 cerdas de reposicién, mientras que las
seronegativas sélo habian introducido una mediade 27. En un estudio llevado a cabo recientemente
en Dinamarcasélo se ha podido asociar la entrada de la enfermedad en las granjas con la entrada de
animales de reposicién procedentes de granjas positivas y con la compra de lechones de 25 kg para
cebarlos (Mousing et al., 1995).

2. El no respetar los periodos de cuarentena cuando se introducen nuevos animales en una granja.
En el estudio anteriormente mencionado se puso de manifiesto que sélo 12 de las 32 granjas
infectadas habian respetado un periodo de cuarentena, mientras que en el caso de las granjas
seronegativas, lo habian respetado 9 de las 11 estudiadas.

3. La proximidad de la granja a otras granjas infectadas.

4. El tamafio de la granja. Granjas de mds de 50 cerdas tienen més probabilidades de infectarse.
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5. El tipo de construccién. Las granjas que tienen todas sus dependencias en un sélo edificio
presentan una mayor incidencia de la enfermedad.

6. El tipo de suelo. Las granjas con suelo de rejilla presentan mayor niesgo de infeccién por este
Virus.

7. El tipo de almacenamientode purines. El riesgo aumenta si se almacenan los purines en fosas
bajo los animales.

8. La entrada de camiones y otros vehiculos. La entrada de vehiculos a la granja, como sucede con
todas las enfermedades infecciosas, aumenta el riesgo de infeccién.

9. La limpiezay desinfeccién de los locales. Estos deben limpiarse y desinfectarse cada vez que se
vacien, ya que la falta de higiene hace mds probable tanto la entrada como el mantenimiento de la
enfermedad.

10. Medidas de manejo. Un buen sistema de manejo, unido a la limpiezasistematicade los locales
disminuye la gravedad de la sintomatologia, cuando la enfermedad esté presente en una granja.

11. Tipo de explotacidén. Se ha observado que la incidenciade la enfermedad es mayor en granjas
en las que los animales estdn confinados que en los sistemas extensivos.

12. La presencia de micotoxinas en el pienso. Parecer ser que la presencia de fumonisina aumenta
el nesgo de presentacién de la enfermedad, ya que por si misma es capaz de producir edema de
pulmén.

13, La presencia de ratas y ratones en la granja.

En cuanto a la posibilidad de que la enfermedad resulte endémicaen una granja, un trabajo
llevado recientementea cabo en EE.UU. utilizando modelos logisticos para identificarlos factores
de riesgo indica que las variables que aumentan las probabilidades de que una granja se infecte

endémicamente son:

1. Que la granja se haga su propia reposicion.
2. Que las salas de partos tengan un nidmero de jaulas que oscile entre 10 y 20.
3. Que la poblacién de 1a granja esté envejecida.

4. Que el tamario de a granja esté comprendido entre 101 y 500 cerdas (Baysinger et al., 1997).
1.4. IMPORTANCIA ECONOMICA

Las pérdidas producidas por la enfermedad son muy variables, tanto en extensién como en
duracién y es importante distinguir entre aquellas producidas en ia forma epidémica de la
enfermedad y las producidas cuando es endémica.

En los casos mas agudos, las pérdidas econémicas se deben, fundamentalmente, a un
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aumento de la mortalidad en lactaciény a un descenso en el nimero de lechones nacidos vivos, con
trabajos concretos sefialando unas pérdidas de entre 1 y 2,5 cerdos cebados por cerda y afio
(Blackburn, 1991; Mortensen y Madsen, 1992; Brouwer efal., 1994) y de entreun 0% y un 20%
en la produccién anual (van Alstine, 1991; Lindhaus y Lindhaus, 1991; Raymarkers, 1991;
Zimmerman y Johnson, 1991). También se ha descrito un aumento en el intervalo entre partos, el
cual va asociado a un aumento en el nimero de dias no productivosy a un aumento en la tasa de
renovacidn (Brouwer et al.,, 1994). Sin embargo, las compensaciones de precios en el mercado,
debido a la falta de animales, hacen muy dificil la valoracién de las pérdidas econdémicas debidas a
tainfeccion por el VSRRP (Raymarkers, 1991).

Por el contrario, en los casos crénicos de la enfermedad las principales pérdidas
econémicas se derivan de la importancia que adquieren las infecciones secundarias en los animales
en crecimientoy en cebo, responsables de los casos de rinitis y neumonia observados con
frecuenciaen el campo y de la consecuente reduccién en la tasa de crecimiento, con un aumento en
la tasa de conversién y una disminucién en la ganancia media diaria de peso que puede sufrir una
reduccidn de entre un 15% y un 50% segiin los distintos autores, lo cual trae como consecuencia
un aumento en el nimero de dias de permanencia de los animales en la granja y en el nimero de
cerdos de bajo peso que van al matadero (Dial er al., 1990; Moore et al., 1990; van Alstine, 1991;
Loula, 1991; Keffaber er al., 1992; Dee, 1996a). Ademés, hay que tener en cuenta las pérdidas
producidas por el aumento en la tasa de mortalidad que se observa, la cual puede oscilar entre un
10% y un 25% después del destete, aunque lo normal es que se presenten cifras del doble de la
mortalidad que habia antes de aparecer el SRRP (Moore er al., 1990; Keffaber er al., 1992). Este
aumento en la tasa de mortalidad va acompafiado de un gasto excesivo en medicacién por cada

cerdo producido, el cual puede aumentar entre el 50% y et 100% (Kertaert ef al., 1994; Dee,
19964a).

1.5. PATOGENIA
1.5.1. Distribucién orgéanica del virus

No se conoce con exactitud cudl es el mecanismo por el cual el VSRRP es capaz de
producir su accidén patdgena. Los datos disponibles en la actualidad proceden de observaciones
clinicasy de la reproduccién experimental de la enfermedad.

Son susceptibles al VSRRP cerdos de todas las edades, que no hayan estado previamente
en contacto con el agente causal, cuando son inoculados por las vias oral, oronasal, intramuscular,

intravenosa, intraperitoneal 6 intrauterina (Christianson er al., 1992, 1993; Collins er al., 1992b:
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Yaeger et al., 1993; Rossow ef al., 1994a, 1995; Swenson et al., 1994a, 1995a; Gradil ef al.,
1996). El periodo de incubacién es variable, pero en los animales inoculados experimentalmente
los sintomas de la enfermedad aparecen normalmente entre los dias 2 y 7 p.i. (Terpstra et al., 1991;
Wensvoort ¢t al., 1991; Christianson et al., 1992; Plana e al., 1992b; Rossow etal., 1994a, 1995;
Halbur e al., 1995a). Sin embargo, este periodo es diferente cuando lo que se considera es una
granja y no los animales de forma individual. Asi, en la epidemia de Gran Bretafia, se estimé que ¢
intervalo de tiempo transcurrido entre la introduccién de animales infectados en una granja
seronegativa y la aparicidn de los primeros sintomas oscilaba entre 14 y 37 dias, en Bélgica entre
10 y 18 dias y en EE.UU. entre 3 y 24 dias (Meredith, 1995). Las diferencias observadas en ¢l
periodo de incubacién pueden reflejar, por un lado, diferencias en la patogenicidad de las cepas
estudiadas y por otro, diferencias en cuanto a la via de exposicién, las condiciones de produccidn,
etc. Es de destacar ademads, que el tiempo transcurrido entre el momento de contacto con ef virus y
la aparicién de los primeros sfntomas depende del tipo de sintomatologia que consideremos y de
los grupos de edad. Asi, los sintomas inespecificos y los respiratorios, que se presentan
principalmente en animales jGvenes, aunque pueden afectar a animales de todos los grupos de
edad, son los primeros que se manifiestan y los problemas asociados a la reproduccién aparecen
unas dos semanas mds tarde. De esta forma, mientras que el periodo de incubacién hasta la
aparicion de los signos de anorexia y de la fiebre puede oscilar entre 3 y 5 dfas, las anomaliasen el
parto y el aumento en Ja mortalidad de los neonatos no se producen hasta entre 14 y 28 dias mas
tarde (Loula, 1991).

La via de penetracion del virus es la oronasal y desde aqui se dirige a sus células diana que
parecen ser, segiin se ha detectado por técnicas de inmunohistoquimzica (1HQ), primanamente los
macrofagos y también los monocitos y las células dendriticas, que son células presentadoras de
antigenos y especialmente ricas en la glicoproteina del complejo mayor de histocompatibilidad de
clase II (Halbur et al., 1996). Esta teoria parece confirmarse por el hecho de que a las 12 horas p.i.
el virus se puede detectar mediante técnicas de IHQ en células del epitelio brongquial, en células del
endotelio arteriolar, en monocitos y en macréfagos intersticiales, intravasculares y alveolares
cuando se realizan cortes de pulmén, ademds de detectarse en macréfagos del epitelio de la mucosa
nasal y de las amigdalas (Rossow er al., 1996a). La replicacion del virus es muy ripida. Se han
detectado, en estudios realizados in vitro, antigenos viricos en el citoplasma de las células
infectadas a partir de las 6 horas p.i. y a las 9 horas p.i. aparecen las primeras particulas viricas
ensambladas (Pol y Wagenaar, 1995), liberdndose 1a primera progenie de virus entrelas 9 y las 12
horas p.i. (Pol etal., 1992).

Por otro lado, aunque a las 12 horas p.i. el virus se puede detectaren los tipos celulares

anteriormente mencionados, parece ser que la primera replicacién del virus se produce en los MAP,
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aunque existe cierta controversia en este asun{o ya que ciertos autores opinan que ésta se podria
producir en el epitelionasal y bronquial (Pol er al., 1991), explicando de este modo las lesiones de
degeneracidn de ambas mucosas observadas en los casos de SRRP. Desde los MAP, el virus se
disemina por el resto del organismo, por la via hematdgena y posiblemente linfatica. Como
consecuencia, es posible detectarlo de forma bastante constante en los dérganos linfoidesy en la
sangre tras la infeccién. En esta dltima localizacién se puede encontrar tanto en su forma libre,
como lo demuestra el hecho de que sea posible aislarlo del suero de los animales virémicos, como
ligado a los leucocitos o monocitos circulantes, pudiéndose aislar de la serie blanca a partir del dia
1 p.i. (Rossow et al., 1994a). Esta tltima localizacién es previsible al haberse demostrado,en
estudios realizados in vitro, que el virus es capaz de infectar a 1os monocitos circulantes (Voicu et
al., 1994). Este fenémeno explicariala leucopenia que se ha asociado a la enfermedad, habiéndose
descrito una reduccion de hasta un 30% en los leucocitos circulantes durante la fase aguda de la

infeccion.

La duracién de la viremia es bastante prolongada, siendo posible detectarel virus desde las
12 horas p.. (Rossow etal., 1995) hasta incluso el dia 63 p.i. (Vézina et al., 1996)., aunque el
periodo medio es de 28 dias. Hay que destacar que la presencia de anticuerpos circulantes, que
aparecen hacia el dia 7 p.i. no evita la viremia, demostrandose que el virus permanece tanto en la
circulacién como en distintos 6rganos, atin en presencia de los mismos (Rossow ef al., 1994a).

A pesar de la larga duracién de la viremia no se ha determinado de forma concluyente si los
animales infectados pueden actuar como portadores o no. Sin embargo, se sabe que la aplicacién
de corticoesteroides exdgenos hace que animales infectados 16 semanas antes vuelvan a eliminarel
virus, como ha quedado demostrado por la infeccién de animales seronegativos que convivian con
ellos (Albina er al., 1994). Por otra parte, se ha podido recuperar el virus de la orofaringe de un
animal a los 157 dias p.i. (Wills et al., 1995a) e incluso a los 210 dias de vida en el caso de un
animal infectado in utero (Benfield et al., 1997). Todos estos datos parecen apuntar a una
persistencia de la infeccién con el VSRRP, aunque serdn necesarios estudios mds amplios para
poder afirmarlo definitivamente. _

El proceso de diseminacién por la via hematdgena es bastante rpido y permite que el virus
llegue a distintas localizaciones. Como consecuencia se ha detectado en la mucosa nasal, el
pulmon, el corazdn, los ganglios linfiticos, el timo, el bazo, el intestino, el higado, las gldndulas
adrenales, las amigdalas, el cerebro y la médula ésea, encontrindose fundamentalmente en los

macréfagos presentes en estas localizaciones.
En el epiteliode la mucosa nasal aparece a partir de las 12 horas p.i., pudiendo detectarse
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posteriormente hasta el dia 21 p.i., aunque no de forma constante. El virus se localiza
fundamentalmente en los macréfagos que se encuentran en la mucosa y la submucosa y, con menor
frecuencia, en las glandulas serosas del epitelio (Halbur et al., 1996; Rossow ef al., 1996a),
habiéndose comprobado que las zonas donde se encuentra corresponden a zonas de inflamacion. H
virus se ha detectado también en células del epitelio bronquial (Pol e al., 1991) y se ha observado
que produce una destruccidn especifica del epitelio traqueal en cultivos de anillos traqueales (Park
etal., 1996a).

En el pulmén, érgano preferente para la localizacién del virus, se puede detectar desde el
dia | hasta por los menos el dia 28 p.i., siendo los I6bulos anterior y medio los més afectados
(Halbur er al., 1996). En los primeros momentos de la infeccidn, el virus se puede determinar por
técnicas de inmunohistoquimica en las células epiteliales de los bronquiolos, en las células
endoteliales de las arteriolas, en las células mononucleares de los septos alveolares y en los
macréfagos intersticiales, intravasculares y alveolares, pero a partir del dia 3 p.i. se detecta
fundamentalmente en los macréfagos intersticiales y sobre todo en los alveolares. Sin embargo,
por técnicas de THQ se ha observado que la tincion es més intensa entre los dias 14 y 21 p.i. en las
~ células endoteliales, los monocitos y fos macréfagos alveolares, intersticiales e intravasculares
(Halbur er al., 1996; Rossow et al., 1996a). Por otra parte, MAP obtenidos en lavados pulmonares
pueden ser positivos al VSRRP hasta el dia 70 p.i. (Mengeling et al., 1996c). Ademas de en las
localizaciones anteriormente mencionadas, el virus se ha detectado, de forma aislada, en algunos
neumocitos tipo 1, pero no se ha podido confirmar la replicacién del virus en los mismos (Halbur
etal., 1996},

Por otra parte, se ha observado que tanto los MAP como los macrdfagos intersticiales
pulmonares se fifien cuando se realizan tinciones para detectar [g(Gs, indicando que los anticuerpos
frente al VSRRP pueden jugar un papel especifico en el desarrollo de las lesiones pulmonares.
Apoya esta tecria el hecho de que las lesiones pulmonares causadas por el VSRRP sean mds graves
y los titulos viricos en el pulmén mas altos cuando el titulo de anticuerpos frente al virus detectado
por IF1 alcanza su pico maximo tras la infeccién (Rossow er al., 1996). Este hecho, unido a la
incapacidad de los anticuerpos para neutralizar el virus en cultivos de macréfagos alveolares, ha
hecho que se considere probable que los anticuerpos facilitenla infeccién de los mismos mediante
la formacién de inmunocomplejos que se unirian a los macréfagos mediante la fraccién Fc de las

inmunogtobulinas.

La distribucién de las lesiones pulmonares es multifocal, indicando quese desarrollan

después de la virerma, ya que, en caso contario, seguirfan una distribucién bronquiolar.
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Otra de las localizaciones preferentes del VSRRP son los ganglios linfaticos. En ellos, las
células que son positivas con mayor intensidad son las células de los centros germinales que
presentan hiperplasia y necrosis focal, las cuales son mayoritariamente macréfagos o células
dendriticas y estando en muchos casos vacuolizadas e inflamadas. El antigeno se detecta con
mucha menor frecuencia en macréfagos del tejido linfoide perifolicular y en las trabéculas de tejido
conectivo. En esta localizacién se puede encontar, al menos, entre los dias 1 y 28 p.i.,
detectandose la mayor cantidad entre los dias 2y 7 p.i. (Halbur et al., 1996), aunque las lesiones
de necrosis y de hipertrofia e hiperplasia de los centros germinales son mas frecuentes y marcadas
entre los dias 14 y 21 p.i. (Rossow et al,, 1995), variando en intensidad y distribucién. La
multipticacién del virus en los ganglios linfaticos podria explicar, por su liberacién constante al

torrente circulatorio, la existencia de una viremia tan prolongada (Rossow ef al., 1995).

Otro 6rgano linfoide donde también se detectade forma bastante constante el virus son las
amigdalas, encontrandose en esta localizacién desde el dia 1 hasta al menos el dia 28 p... La
distribucién del antigeno es dispersa pero aparece con mayor frecuencia en el epiteliode las criptas
-y en sus alrededores y también dentro de los foliculos. En el epitelio de las criptas aparece
fundamentalmente en células que pueden ser macréfagos o células epitelialesy lo mismo sucede en
los foliculos linfoides hiperpldsicos y en el tejido reticular hipertréfico donde se encuentra en
células con apariencia de macréfagos o células dendriticas. Las células infectadas son muy

positivas, pero sin embargo son escasas (Halbur er al., 1996)

El virus se detecta también en el timo, donde las células positivas estdn con mayor
frecuencia en la médula y se asemejan fundamentalmente a los macréfagos y en menor medida a
células interdigitales. Ademds, en la corteza se observan algunos macréfagos positives. En esta
localizaciénse puede detectar el virus entrelos dias 2 y 21 p.i.. Se ha especulado que la presencia

y multiplicacién del virus en las células del timo podria dar lugar a fenémenos de inmunotolerancia
(Halbur et al., 1996).

En el bazo, 6rgano donde también se ha encontrado el virus, las células positivas se
encuentran normalmente en la pulpa blanca y son macréfagos y células dendriticas de los foliculos,
¥y, con menor {recuencia, son positivos también los macréfagos y las células reticulares de la zona
marginal. En esta localizacién se puede encontrar el virus, de forma no constante, entre los dias 1 y
28 p.i. (Halbur eral., 1996).

El antigeno vinico aparece también en el ileon, fundamentalmente en los macréfagos y las
células dendriticas de las placas de Peyer, aunque también se observan algunos macréfagos

positivos en la ldmina propia y en las vellosidades intestinales. El virus puede encontrarse en esta
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localizaci6nentre los dias 1 y 21 p.i., pero su presencia es mucho mds constante entre los dias 2 y
5 p.i. (Halbur er al., 1996).

En el corazén se puede detectar el antigeno entre el dia 3 y el dia 21 p.i. y, en cualquier
caso, su presencia es escasa y se encuentra bastante diseminado, apareciendo en macréfagos
dispersos en el miocardio, en linfocitos T y B que rodean a los vasos sanguineos y en células
endoteliales de pequefios capilares o vasos linfaticos (Halbur er al., 1996, Rossow ef al., 1996a).
Su presencia se asocia con focos de miocarditis caracterizada por una necrosis de las células del
miocardio, con un actimulo de macréfagos y linfocitos en la zona subendocardial, en el intersticio
del miocardio y en los espacios perivasculares (Rossow et al., 1995). Esta miocarditis observada
podria ser consecuencia de una reaccidn autoinmune porque {a cantidad de antigeno que se
encuentra en esta localizacién no la justifica (Rossow et gl., 1996a). Ademas, es una lesion de
presentacion tardia, apareciendo de forma constante a partir del dia 21 p.i. (Rossow et al., 1995)

cuando ya han aparecido los anticuerpos, lo cual apoyaria esta teoria.

Ademas de las localizaciones anteriormente descritas, existen otras donde también es
posible encontar el virus, aunque de forma esporddica. Entre ellas destaca el higado, donde se
puede detectarentre los dias 2 y 7 p.i., asociado a las células de Kupffer y a los macréfagos de los
sinusoides, el rifién donde se encuentrade forma esporddica en células con aspecto de macrdfagos
en la médula renal y en el intersticio pélvico entre los dias 3 y 7 p.i., las glandulas adrenales, donde
se localiza en los macréfagos entre los dias 3 y 10 p.i. (Halbur et al., 1996) y el cerebro, el
cerebelo y el tallocerebral en el dia 7 p.i. (Shin eral., 1996a). En el cerebro se ha identificado en
los mactdfagos del plexo coroideo y adyacentes a arteriolas también en el dia 14 p.i. (Rossow et
al., 1996a). En esta dltimalocalizacién se ha descrito una inflamacién perivascular, aunque no est
claro si es especifica o responde a la vasculitis general, descrita también en otros tejidos. La
vasculitis varia en intensidad y gravedad y se asocia a la reaccién inflamatoria perivascular que
aparece en distintos drganos (Rossow et al., 1995). Esta lesidn podria dar lugar a un aumentode la
permeabilidad del endotelio de forma tocal, dando lugar a la aparicién de tos edemas que se han
asociado al SRRP, aunque éstos también podrian ser consecuencia de un aumento de la presién

linfética eferente secundaria a una linfadenopatialocal.
La presencia del virus en las localizaciones hasta aqui descritas y los fendmenos
inflamatorios que la acompaifian explican la mayoria de las lesiones observadas en los animales

infectados.

Sin embargo, la patogenia de la enfermedad respiratoria se debe fundamentalmente, junto a

una destruccidn del sistema mucociliar producida como consecuencia de la rinitis que ocasiona la
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presencia del virus en la mucosa nasal y que facilita la invasion de agentes secundarios al
comprometer una de las barreras de defensa del sistema respiratorio, a la destruccién de los MAP
que se produce, la cual puede oscilar entre un 50% y un 65% en un plazo de 7 dias p.1. (Molitor er
al., 1992; Zhou er al., 1992; Molitor, 1993). Esta reduccién es evidente en la proporcién de MAP
recobrados en los lavados pulmonares que, si bien normalmente constituyen el 95% de las células
recobradas, tras la infeccién solamente alcanza el 50%. Ademas, se alterala capacidad de liberacion
del anién superéxido y se suprime el NADPH en los macrdéfagos infectados cpn lo cual se
compromete uno de los principales componentes de la respuesta pulmonar. Esta alteracién no se
prolonga en el tiempo ya que en el dia 28 p.i. los macréfagos pulmonares han vuelto a recuperar su
funcionalidad (Molitor, 1993). Ademis se ha especulado que los macréfagos activados y en
proceso de degeneracién pueden liberar interleukinas que podrian mediar los cambios inflamatorios
observados en el pulmén. Asi, la presencia de antigenos viricos en el pulmén normalmente se
asocia a fendmenos de inflamacién, con un engrosamiento de los septos alveolares y un gran
nimero de macréfagos y detritus celulares en la luz de los alveolos que se encuentran parciaimente
ocluidos por neumocitos tipo Il hipertrofiados e hiperplasicos. El aumento de las células
intersticiales en el pulmén puede contribuir al mal funcionamiento pulmonar, dando lugar a la
aparicion de disnea y al eritema cutdneo. De esta manera, el mecanismo de defensa respiratorio
puede aparecer disminuido durante un periodo de hasta 4 semanas, momento en que la respuesta
inmune ya estd perfectamente desarroilada (Done y Paton, 1995). Las lesiones pulmonares

aparecen el dia 3 p.i., persistiendo hasta, al menos, el dia 21 p.i. (Rossow er al., 1995).
1.5.2. Efecto del VSRRP en los verracos

Los verracos infectados con el VSRRP pueden desarrollar los signos clinicos asociados
normalmente a la enfermedad aunque, en ocasiones, presentan una infeccién subclinica que no da
lugar a la aparicién de ningiin sintoma. Asi, en un estudio realizado en cinco centros de
inseminacién artificial infectados se comprobd que sélo el 25% de los animales presentaban
sintomatologia (Feitsma et al., 1992). Cuando aparecen sintomas, éstos suelen tener una duracion
muy corta, oscilando entre 1 y 3 dias. En concreto se han observado depresién y anorexia (Yaeger
etal., 1993; Swenson et al., 1994b), fiebre que puede durar las dos primeras semanas p.i. (Yaeger
er al., 1993; Swenson et al., 1994a; Christopher-Hennings er al., 1995a), signos respiratorios
caracterizados por la aparicién de estornudos y tos durante 1 dia después de la inoculacién
(Swenson er al., 1994a) y pérdida de la libido (Feitsma et al.,, 1992; Hopper et al., 1992). La
viremia en la mayoria de los verracos dura entre 9 y 21 dias, habiéndose detectado viremias de
hasta 31 dias (Swenson ef al., 1994a; Christopher-Hennings et al., 1995a).

Por otra parte, en distintos centros de inseminacién se han detectado alteraciones en la
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calidad espermiticade los verracos infectados (de Jong eral., 1991a; Feistma er al., 1992). Estos
cambios parecen empezar dos semanas después de la infeccién e incluyen reducciones en la
motilidad, un aumento en el nimero de acrosomas anormales y aumentos en las alteraciones
morfoldgicds, fundamentalmente en 1a morfologia de las cabezas. Estas alteraciones hacen que el
nimero de eyaculados que son rechazados en los centros de inseminacién aumente de un 2% a un
12%, habiéndose descrito una reduccién en el nimero de dosis que se obtienen diariamente 4
semanas después de la infeccién, para volver a los niveles normales 7 semanas después (Feitsma ez
al., 1992). Sin embargo, los estudios experimentales que se han llevado a cabo con cepas
virulentas no han conseguido aclarar este punto, obteniéndose resultados que no son definitivos.
Asi, en algunos trabajos, s6lo se han observado reduciones en el volumen del eyaculado y cambios
en el pH del semen, que no han sido atribuidos a la infeccidén por el virus, sino a cambios en el
esquema de alimentacién de los animales, ya que empezaron 1 semana antes de 1a inoculacién
(Swenson et al., 1994a). Sin embargo, en otros trabajos se han observado estas disminuciones
acompafiadas de un aumento en la concentracién que puede durar hasta el dia 14 p.i. (Yaegereral.,
1993} o no, observiandose una disminucién en el volumen, sin cambios aparentes en la
concentracion entre los dias 9 y 29 p.i. (Shin e al., 1995). Por el contrario, otros autores han
encontrado diversas alteraciones entre los dias 25 y 35 p.i. (Teuffert et al., 1995). Tambiénen un
estudio llevado a cabo para valorar el efecto de la vacunacién con una vacuna viva (Prime Pac
PRRS®, Schering Plough Animal Health) se pudo observar una disminucién de un 35% en el
porcentaje de espermatozoides con movimiento progresivo en el grupo de los testigos tras la
contraprueba, aunque esta disminucién fue de sélo un 5% en el grupo de verracos previamente
vacunados, sin que el virus vacunal hubiera causado previamente ninguna alteracién (Hutchinson
et al., 1997). Un estudio similar llevado a cabo con otra vacuna viva modificada (RespPRRS®,
Boehringer Ingetheim Vetmedica) ha dado lugar a resultados contradictorios ya que mientras
algunos autores han encontrado alteraciones en la calidad espermdtica tras la vacunacion,
consistentes fundamentalmente en disminuciones de la motilidad progresiva y un aumento de las
morfoanomalias, debido principalmentea un aumento en las gotas citoplasmaticas proximales,
seguido de un aumento en las gotas citoplasmadticas distales y de una reflexién de la pieza
intermedia (Christopher-Hennings et al., 1996b), otros autores no han encontrado ninguna

alteracién tras la vacunacién (Nielsen er al., 1995; Shin er al., 1995).

Ademds de su efecto en la calidad espermadtica, el hecho de que el VSRRP pertenezca a la
familia Arieriviridae, cuyos miembros se caracterizan por su predileccién por los macréfagos y el
aparato reproductor masculino, ha levantado la sospecha de que este virus pueda persistir en esta
localizacién y eliminarse con el semen, como se ha demostrado con el VAE que puede persistir en
los testiculos de los sementales, elimindndose por el semen durante largos periodos de tiempo
(Timoney et al., 1986). La posibilidad de que el VSRRP se elimine en el semen plantea el riesgo de
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la introduccién del SRRP en una granja' negativa debido a la compra de verracos que eliminen el
virus o al uso de la inseminacién artificial. De hecho, en algunas epidemias ésta ha sido la causa
mas probable de entrada del virus en algunas explotaciones (Robertson, 1992; Yaeger et al.,
1993). Como consecuencia de lo anteriormente expuesto, se han realizado diversos estudios
experimentales para determinar si es posible o no la eliminacién del virus por esta viay, si es asi,
estudiar la duracion de la misma. En ellos se ha demostrado que el virus puede ser eliminado por el
semen a partir del dia 3 p.i., aunque en ocasiones de forma intermitente y con una extensién
bastante prolongada en el tiempo, con un periodo medio de eliminacién de virus de unos 39 dias.
Asi, utilizando una técnica de transcripcidn inversa y reaccidn en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) y un bicensayo, el VSRRP ha sido detectado en el semen a partir del dfa 3 p.i. y ha
permanecido en el mismo, bien sea de forma constante o intermitente, durante periodos de tiempo
variables de forma que la dltima deteccién positiva oscil6 entre 1os dias 25 y 92 p.1., aunque en los
ultimos dias no existe buena correlacién entre la deteccién por la técnica de RT-PCR y los
resultados del bioensayo, detectdndose virus infectivo por ltima vez el dia 67 p.i. (Christopher-
Hennings et al., 1995a). La discrepancia entre ambos métodos de deteccién se puede debera dos
posibilidades. Una de ellas seria que el virus ya no es infectivo a partir del dia 67 p.i. y laotra es
que esté presente en cantidades demasiado bajas para poder producir una infeccién en los lechones
inoculados. En otro trabajo realizado utilizando 4 verracos se detecté virus infectivo desde el dja 3
p.i. hasta los dias 13, 25, 35 y 47 p.i. respectivamente, pero no més tarde (Swenson ef al.,
1994a). Sin embargo, la eliminaciéndel virus en el semen no siempre ha podido ser demostrada
durante periodos de tiempo tan prolongados, detectindose excepcionalmente en otros estudios en
los dias 7y 8 p.i. (Swenson eral., 1994b} 0 en el dia 14 p.i. (Teufferter al., 1995).

Hay que destacar que incluso animales vacunados con una vacuna atenuada e inoculados
con una cepa virulenta a las 2 semanas de la segunda dosis de la vacuna han demostrado eliminar el
virus desde la primera extraccion de semen tras la inoculacién (en el dia 4 p.i.), oscilando el tiempo
de eliminacién, entre 4 y 28 dias, periodo que sin embargo ha sido menor que en los testigos no
vacunados (Swenson ef al., 1995b). En este estudio se observé que los animales que mostraron
anticuerpos, aunque sélo detectados por immunoblotting, como respuesta a la vacunacion,
eliminaron el virus durante periodos de tiempo mds cortos. Por otra parte, en pruebas realizadas
con la vacuna viva modificada RespPRRS®, aunque algunos autores no han podido detectar el
virus en el semen de los animales vacunados (Nielsen et al., 1995), otros si lo han hecho durante
periodos de tiempo variables entre los dias 6 y 39 post-vacunacién (Molitor y Shin, 1995;
Christopher-Hennings ez al., 1996b), aunque la cantidad de virus excretadafue muy baja (Molitor
y Shin, 1995). En cuanto a la capacidad de la vacuna para evitar la eliminacién del virus virulento
por el semen existe controversia ya que, mientras en algunos estudios no se detecta el virus

después de la inoculacién con una cepa virulenta (Molitor y Shin, 1995; Shin et al., 1996), en
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otros se ha detectado, aunque durante periodos de tiempo més cortos que en los testigos,
eliminédndose en el semen entre los dias 4 y 24 después de la contraprueba (Nielsen et al., 1995;
Christopher-Hennings ef al., 1996b). Lo que sf ha quedado demostrado es una reduccién en la
duracién de la viremia tras la inoculacién con una cepa virulenta. Por otra parte, se ha determinado
que la exposicién previa al VSRRP evita la infeccidén y eliminacién de virus por el semen

subsecuente a una inoculacién homdloga (Christopher-Hennings ef al., 1995a).

Es importante tener en cuenta que el virus se ha podido detectaren el semen aungue no
exista viremia y si anticuerpos neutralizantes, lo cual ha demostrado que ni la determinacién de la
viremia ni la presencia de anticuerpos son indicadores de la posibilidad de encontrar el virus en el
semen de los animales infectados (Christopher-Hennings et al., 1995a; Swenson et al., 1995b).
Sin embargo, hasta la actualidad no se ha podido demostrar la infeccion persistente en ningin
trabajo, aunque tampoco se puede descartar totalmente esta posibilidad, al menos si se compara €l
VSRRP con el VAE, el cual puede eliminarse con e} semen durante periodos de hasta 2 afios tras la
infeccién del semental (Timoney et al., 1986). En el caso del VSRRP la eliminaciénmds larga
descrita, como ya se ha mencionado, es de 92 dias, detectindose el virus en las gladndulas
bulbouretrales de este mismo verraco en el momento del sacrificio en el dia 101 p.i. (Christopher-
Hennings et al., 1995a).

Cuando se ha intentado determinar en qué fraccidén del semen va vehiculado el virus
algunos autores han observado que no se puede detectar de forma fiable en 1a fraccién del plasma
seminal y si en la fraccion celular (van Woensel et al., 1994; Christopher-Hennings et al., 1995b).
Sin embargo, el semen obtenido de verracos vasectomizados ha demostrado contener virus, lo cual
indicaria que también se puede asociar a la fraccién no espermitica del semen (Christopher-
Hennings er al., 1995c). Ademds es posible encontrar el ARN del virus no sélo en el semen
completo, sino también en el plasma seminal y, en la fraccién celular, unido a células no
espermaticas y a las colas de los espermatozoides o en el semen completo, indicando que el virus

se puede encontrar tanto en la forma libre como asociado a células (Molitor y Shin, 1995).

Ademds de con su localizacidn, también se ha especulado con el origen que tiene el virus
que se elimina en el semen. Algunos autores opinan que podria aparecer como consecuenciade la
contaminacién de este semen con células sanguineas (Ohlinger, 1992b). Sin embargo, el virus se
puede detectar en esta localizaciéndespués de que desaparezca la viremia (Christopher-Hennings ef
al., 1995a), indicando que debe existir otro lugar de replicacién virica que sea el origen del virus
eliminado. Su presencia en el semen asociado a células con morfologia similar a macréfagos parece
indicar que se encuentraen los macréfagos seminales, a los que llegaria como consecuenciade su

replicacién en los ganglios linfaticos y su diseminacién a través de los monocitos y los
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macréfagos. Esta teorfa se apoya en el hecho de que cuando se ha intentado aislar el virus de los
distintos componentes del aparato genital, para ver si alguna de estas localizaciones podria servir de
soporte para la replicacién del virus se ha visto que normalmente los érganos del aparato
reproductor estudiados son negativos (Ohlinger, 1992b; Yaeger et al, 1993; Swenson er al.,
1994a), habiéndose aislado s6lo de forma esporidica de algunos de ellos, como ha sido el caso de
su detecciénen el dfa 101 p.i. en una glandula bulbouretral de un verraco que eliminé el virus
durante 92 dias después de su inoculacién experimental (Christopher-Hennings et al., 1995a). Sin
embargo, cuando se han empleado técnicas de hibridacién in situ se han observado sefiales
positivas en muestras de testiculos, en los espacios intersticiales que rodean a los vasos sanguineos
que se encuentran entre los tibulos seminiferos, y también en muestras de epididimo, en las cuales
aparecian células positivas con morfologia diferente a la de los espermatozoides en la luz de los

tdbulos, en las muestras de préstata y en las muestras de glandulas bulbouretrales (Shin er al.,
1996a).

Por otra parte, hay que tener en cuenta que a eliminacién det virus por el semen plantea la
" posibilidad de la transmisién venerea de la enfermedad. En la actualidad esta posibilidad esta
aceptada. Sin embargo, existe una cierta controversia ya que, aunque en algunos trabajos se ha
conseguido transmitir el virus (Yaeger ef al., 1993; Swenson ef al., 1995a; Gradil er al.,, 1996;
Lager er al., 1996b), en otros no ha side asi (Swenson et al., 1994b; Teuffert et al., 1995). Asi, 6
cerdas inseminadas con semen obtenido en los dias 4, 8 y 12 p.i. no seroconvirtieron al virus y
parieron lechones sanos (Teuffert er al., 1995) y 5 cerdas inseminadas con semen obtemdo de
verracos infectados experimentalmente en los dias del 7 al 9 p.i. permanecieron clinicamente
normales durante todo el periodo de estudio, sin que fuera posible aislar el virus ni de las muestras
de sangre obtenidas ni del aparato reprbductor recogido en el momento de la necropsia el dia 34
post-inseminacién. Ademas no seroconvirtieron durante el tiempo que durd el estudio, aunque el
semen obtenido en los dfas 7 y 8 p.i. conteniael virus, como quedé demostrado en un bioensayo
realizado con el mismo (Swenson et al., 1994b). Por otro lado, en un estudio Ilevado a cabo por
Gradil er al. (1996) los resultados han sido variables, ya que mientras 8 de 10 cerdas a las que se
les habia sincronizado el celo y habian sido inseminadas con semen obtenido en los dias4, 5, 7y
8 p.1. seroconvirtieron al VSRRP, cuando repitieron el experimento utilizando cerdas que habian
salido a celo de forma natural, ninguna de las 10 cerdas inseminadas con semen obtenido en los
dias entre 5 y 10 p.i. seroconvirtié. Sin embargo, es posible que el virus no estuviera presente en
el semen utilizado en la segunda parte del estudio ya que en un bioensayc llevado a cabo utilizando
semen obtenido en los dias 7 y 8 p.i. no se pudo demostrar seroconversién de los lechones. Por el
contrario, existen otros trabajos en los que se ha demostrado la transmisién del virus en todos los
€asos ya que tras inseminar a cerdas jévenes con una mezclade semen de dos verracos inoculados

con el virus 6 dias antes de la fecha prevista de salida a celo de las cerdas, éstas desarrollaron
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sintomas de la enfermedad y posteriormente seroconvertieron (Yaeger ef al., 1993) y lo mismo ha
sucedido con 16 cerdas inoculadas con el virus por la via intrauterina después de haber sido
cubiertas utilizando la monta natural. En este Gltimo caso s6lo se pudo demostrar la seroconversion
entre los dfas 14 y 16 p.i. sin que los animales desarrollasen ningiin sintoma de la enfermedad
(Lager et al., 1996b). Por @ltimo, cuando se han inseminado cerdas con semen al que se le habia
afiadido el VSRRP y con semen procedente de verracos inoculados experimentalmente se ha
demostrado la transmisién en ambos casos ya que el virus se ha podido aislar en el dia 5 post-
inseminaci6n del pulmén, las amigdalas, los ganglios linfaticos iliacos y los ovarios de las cerdas

inseminadas (Swenson er al., 19953a).

Las diferencias encontradas en la posible transmisién del virus por [a via venerea se pueden

atribuir a varios factores:

1. Las cepas de virus empleadas en los distintos estudios. Se han descrito grandes diferencias en
virulencia entre distintas cepas, lo cual podria conducir a una diferencia en la capacidad del virus
para replicarse en el aparato reproductor de los verracos y eliminarse con el semen.

2. La dosis de virus empleada en los distintos trabajos. La dosis minima necesaria para que se
produzca la transmision por esta via no ha sido determinada, pero puede ser un factor importante,
dado que las cantidades de virus presentes en el semen no son muy altas. En este sentido es
importante el método de cubricién empleado y el tiempo que haya pasado desde que se infect6 el
verraco. En principio la monta natural aumentaria el riesgo de transmisién debido, al menos, a que
el uso de la inseminacién artificial introduce un factor de dilucién, disminuyendo la cantidad de
virus presente en el semen. Por otra parte, es de suponer que la cantidad de virus eliminadapor los
verracos sea mayor en la fase aguda de la infeccién y que la adicién de virus obtenido en cultivos
celulares en el laboratorio al semen empleado aumente la cantidad de virus presente en el mismo.

3. Laposibilidad de que el virus pueda persistir en algiin érgano del aparato reproductor.

Otro factor en tener en cuenta en la transmisién venérea de la enfermedad es el status
inmunoldgico de la hembra en el momento de la cubricidn y si la vacunacién de las cerdas puede

evitar este tipo de transmisién. Sin embargo, hasta la actualidad, no existen datos a este respecto.

1.5.3. Efecto del VSRRP en las cerdas

En cerdas inoculadas con el virus en distintos momentos de 1a gestacidn o bien inseminadas
con semen que contenia el virus se ha observado una sintomatologia parecidaa la observada en los
verracos, es decir, en ocasiones la infeccién pasa desapercibida clinicamente y los animales

permanecen normales a lo largo del periodo de estudio (Swenson et al, 1994b; Lager y
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Mengeling, 1995; Gradil et al., 1996; Lager ef al., 1996b), mientras que en otras ocasiones
presentan signos transitorios de depresién y anorexia (Christianson et al., 1991; Plana eral., 1992;
Botner eral., 1994; Park eral., 1996¢), acompaiiados de temperaturas febriles entre los 2 ylos 5
dias p.i. (Terpstra et al., 1991; Christianson e? al., 1991, 1992, 1993). En algunos casos se han
descrito zonas ciandticas en la piel, especialmente en las orejas y signos respiratorios transitorios
(Terpstraetal., 1991).

En cuanto al efecto que la infeccién por este virus puede tener en la reproduccién, en primer
lugar existe controversia acerca del efecto que la presencia del virus en el semen tiene en la cerda.
En algunos casos se han descrito retornos ciclicosa celo, a los 21 dias de la inseminacién (Yaeger
et al., 1993), pero en otros no ha sido asi, ya que, aunque en algunos trabajos se han observado
tasas de concepcién méas bajas en las cerdas infectadas que en las cerdas testigos, no siempre ha
sido asi y, en cualquier caso, nunca se ha podido demostrar que existan diferencias
estadisticamente significativas entre los resultados obtenidos en ambos grupos (Swenson er al.,
1994b, 1995a; Lager er al., 1996b). Asi, en uno de los estudios realizados (Swenson et al.,
1994b) se observé una tasa de concepcién mas baja en los animales inseminados con semen que
contenia el virus que en el grupo de las cerdas testigos, ya que en el primer grupo un 20% de los
animales estaban gestantes en el momento del sacrificio, llevado a cabo a los 34 dias de la
cubricién, y en el segundo lo estaban un 66%. Resultados similares a los anteriormente
mencionados han sido obtenidos por Lager er al. (1996b). En su estudio, un 63% de las cerdas
quedaron gestantes dentro del grupo de cerdas inoculadas por la via intrauterina en el dia 1 de
gestacidn frente al 83% en el grupo de las testigos, sin que se observaran diferencias en el
mantenimiento de la gestacién ni en el tamafio de la camada (9,7 lechones en el grupo de las
inoculadas y 9,2 en ¢l grupo de las testigos), lo cual indica que tampoco existian diferenciasen la
tasa de fertilizacién. Por dltimo, Swenson ef al. (1995a) obtuvieron un porcentaje de cerdas
gestantes del 66% en el grupo de las expuestas al VSRRP frente a un 50% en el grupo de las
testigos. Ademas, cuando se han inoculado cerdas en el dia de la cubricién, no sélo no se ha
producido un fallo reproductivo sino que, ademds, se ha conseguido una proteccion total frente a
una nueva inoculacién con una cepa homdéloga en el dia 90 de gestacién y una proteccidn parcial
con una cepa heteréloga (Lager et al., 1995).

Los resultados de estos trabajos indican que la inoculacién con el VSRRP no tiene un
efecto claro sobre las tasas de concepcion y fertilizaciény, en el caso de que tenga alguno, no se
conoce cudl es el mecanismo que puede causar la disminucién en 1a tasa de concepcién observada
en ocasiones, ya que se ha demostrado que las cerdas pueden concebirain en presencia del virus,
indicando que éste no interferiria con la concepcidn ni la fertilizacién (Swenson et al., 1995a). Sin

embargo, el VSRRP se ha aislado en el dia S5 post-inseminacién de los ovarios de cerdas
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inseminadas con semen contaminado experimentalmente y, aunque las cerdas habian concebido y
presentaban embriones que se desarrollaban normalmente, no se sabe el papel que podria tener su
presencia el esta localizacién en el posterior mantenimiento de la gestacién (Swenson ez al.,
1995a).

Por otra parte, la mayoria de los casos de SRRP que se presentan en el campo cursan
fundamentalmente con un fallo reproductivo en el tltimo tercio de gestacién. De esta forma, se
pueden presentar partos prolongados y dificiles (Mengeling er al., 1994) y partos prematuros
(Terpstra er al., 1991; Christianson et al., 1992; Plana et al., 1992) o tardios (Bgtner et al., 1994,
Mengeling et al., 19964d).

Cuando se ha estudiado en condiciones experimentales el efecto que el VSRRP tiene en las
cerdas alo largo de la gestacidn se ha descubierto que en los dos primeros terctos de la misma su
importancia es relativamente baja cuando se compara con el efecto que tiene en el dltimo tercio. De
esta forma, cuando se inoculan cerdas al final de la gestacién se pueden reproducir
experimentalmente los sintomas observados en el campo. Los resultados obtenidos en los
diferentes trabajos muestran unanimidad en el efecto que tiene el virus sobre los fetos en este
periodo, ya que se ha demostrado en repetidas ocasiones un fallo reproductor bastante constante
caracterizado por abortos tardios o partos prematuros y el nacimiento de lechones muertos o
nacidos débiles, los cuales estdn, en muchos casos, infectados al nacimiento. Asi, en el primer
trabajo realizado reproduciendo experimentaimente 1a enfermedad cuando todavia no se habija
aislado el agente causal, se observé que la mitad de las cerdas inoculadas presentaron abortos
tardios o partos prematuros, pariendo hasta 7 dias antes de 1a fecha prevista del parto y que mds del
50% de los lechones nacieron muertos, encontrandose tanto lechones nacidos muertos como fetos
momificados que habian muerto al final de la gestacién (Christianson er al., 1991). Resultados
similares ha sido obtenidos en la mayoria de los trabajos realizados inoculando cerdas atrededor del
dia 90 de gestacién (Terpstra et al., 1991; Christianson et al., 1992; Lager et al., 1994). En el
primero de ellos el tamafio medio de 1a camada fue de 7,7 lechones nacidos vivos (representando
un porcentaje del 60%) y 4,6 lechones nacidos muertos. Ademis, el 40% de los primeros fueron
lechones nacidos débiles que murieron en las primeras semanas de vida. El porcentaje de camadas
infectadas fue del 75%, aisl4ndose el virus del 43, 8% de los lechones nacidos débiles y del 85% de
los lechones nacidos muertos estudiados. Ademas, el 22,8% de las muestras de sangre y el 55,6%
de las muestras de liquido ascitico estudiadas presentaban anticuerpos frente al VSRRP. Por su
parte, Chnistianson ef al. (1992) consiguieron adelantar los partos entre 2 y 7 dias, obteniendo un
tamafio medio de camada de 5,8 lechones nacidos vivos ¥ 6 nacidos muertos. En este caso, ¢
100% de las camadas estaban infectadas con un porcentaje de lechones infectados, considerando en

su conjunto tanto los lechones nacidos vivos como los nacidos muertos, del 65,8%. Por ltimo,
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Lager et al. (1994) reprodujeron los abortos tardios ya que el 33% de las cerdas inoculadas en el
dia 90 de gestacion abortaron entre fos dias 14 y 17 p.i., presentando el resto un alto ntimero de
fetos que habia muerto recientemente. En el tinico trabajo realizado al final de la gestacin
utilizando una cepa espaiiola del virus, los resultados obtenidos estuvieron en la linea de los
anteriormente mencionados. En este estudio se produjeron partos prematuros y el tamafio medio de
la camadafue de 7,7 lechones nacidos vivos, de los cuales 3,3 eran lechones nacidos débiles que
murieron en el primer dia de vida, y 3 lechones nacidos muertos de los cuales 2,3 eran
momificados. El virus se pudo aislar de 1 de los lechones nacidos muertos y de 7 de los 10
lechones nacidos débiles (Plana et al., 1992). Sin embargo, también existen estudios (Bgtner e
al., 1994) en los que no se han podido reproducir los sintomas caracteristicos de la enfermedad,
aunque el 100% de las camadas estaban infectadas y se pudo aislar el virus del 50% de los
lechones nacidos vivos y nacidos muertos, detectindose ademds anticuerpos en el 11,8% de los
lechones nacidos vivos. Tampoco Benfield ef al. (1997) han podido reproducir los abortos y el
ndimero elevado de lechones nacidos muertos que es caracteristico de la enfermedad, aunque en su
estudio el 50% aproximadamente de los lechones se clasificaron como lechones débiles al
nacimientoy el 80% eran virémicos. Estos lechones desarrollaron una infeccién por Streprococcus
suis y su mortalidad en lactacidn alcanzd el 45%. Ademads, como caracteristica mas llamativa,
presentaron una disnea muy marcada la cual estos autores han postulado que se debe a la infeccién
in utero de los fetos y que no es posible reproducirla cuando la infeccidn se produce tras el

nacimiento.

Por otra parte, se sabe que los lechones que nacen virémicos presentan virémias muy
prolongadas, disminuyendo a partir de las 6 6 7 semanas de vida. En estos animales, el virus se
puede aislar de las amigdalas y los ganglios linfaticos cuando se sacrifican entre los 60 y los 130
dfas de vida, habiéndose detectado el virus incluso a los 210 dias de vida. Sin embargo, la
distribucién del virus a esta edad es mucho mds limitada que la que existe en el momento del
nacimiento cuando es posible aislarlo de practicamentetodos los érganos. Estos resultados apuntar

a la posibilidad de que la infeccidn in utero dé lugar a la aparicién de animales persistentemente
infectados (Benfield er al., 1997).

Las diferencias en los resultados de los trabajos llevados a cabo en el dltimo tercio de
gestacién se pueden deber a diferencias de patogenicidad entre distintas cepas. Estas diferencias se
han puesto de manifiesto con mayor claridad cuando se han inoculado cerdas con distintas cepas
del VSRRP al final de la gestacién. Asi, en un trabajo realizado utilizando 4 cepas, 3 de ellas de
alta virulenciay 1 de baja virulencia, se observé que sélo una de ellas (un aislado de campo)
producia abortos tardios, a los 108 dias de gestacién. El resto de los animales parieron en las

fechas previstas, aunque existieron diferencias en las camadas de las cerdas de los distintos
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grupos, siendo algunas pricticamente normales, mientras que en otras aparecieron lechones
nacidos muertos y momificados. En cuanto a la presencia del virus en los mismos, hay que
destacar que el VSRRP se aislé del 44% de los lechones y los fetos procedentes de todas las
cerdas, en igual proporcién de los lechones nacidos vivos y de los lechones nacidos muertos,
habiéndose aislado incluso de 3 lechones momificados. Ademds 28 lechones nacidos vivos, 13
lechones nacidos muertos y 2 fetos momificados fueron seropositivos (Park er al., 1996c).
Resultados similares se han obtenido inoculando cerdas, aproximadamente en el dia 90 de
gestacion, con cada una de 4 cepas diferentes, incluyendo 3 cepas americanas virulentas y la cepa
de la vacuna RespPRRS® (Mengeling er al., 1996d). Cuando se compararon los resultados
obtenidos se observaron diferencias importantes en el ndmero de lechones nacidos vivos, muertos
y fetos momificados, obteniéndose camadas normales en las cerdas inoculadas con la cepa de la
vacuna RespPRRS®. También en este caso el virus se pudo aislar de los fetos o lechones
procedentes de todas las cerdas inoculadas, aunque la frecuencia de aislamiento en los fetos que
habian muerto al final de la gestacién fue més baja que en los lechones nacidos vivos o muertos (el
16,6% frente al 56,2%). De la misma manera quedé demostrado que, independientemente del
- efecto que pudieran producir en la reproduccién, todas las cepas utilizadas habian producido
viremias detectablesy se habian distribuido por todo el organismo ya que el virus se pudo aislar de
muestras obtenidas de todas las cerdas inoculadas a lo largo del periodo de estudio y de los
macréfagos alveolares de al menos lamitad de ellas en el momento del sacrificto en el dfa49 p.i.,
aun cuando en este momento ya no se detectabaen el suero. Ademds, fue posible determinarla
presencia de anticuerpos frente al virus en el suero o los fluidos tordcicos de 1 6 mds lechones o
fetos de 13 de las 16 cerdas utilizadas. Los resultados de estos trabajos indican que todas las cepas
estudiadas, incluyendo las cepas de baja virulenciay la cepa vacunal, pueden atravesar la barrera
placentaria e infectar a los fetos. Sin embargo, no todas producen los mismos efectos adversos en

la reproduccién.

Ademads de los estudios realizados en el dltimo tercio de la gestacién ya mencionados, se
han llevado a cabo otros inoculando cerdas en distintos momentos de la gestacién para ver si
existen diferencias en el efecto que tiene la inoculacién con el VSRRP a lo largo de 1a misma. Los
resultados obtenidos cuando se han infectado cerdas en los dias 30, 50, 70 y 90 de gestacién
indican que el VSRRP se aisla en un porcentaje méas alto, con diferencias estadisticamente
significativas, en los fetos, en los lechones nacidos muertos y en los lechones nacidos vivos
procedentes de cerdas inoculadas en el dia 90 de gestacién que en los procedentes de cerdas
inoculadas en el dia 70 de gestacién o antes de este momento. Asf, ninguna de las camadas
procedentes de las cerdas inoculadas en el dia 30 de gestacidn estaba infectada, mientras que en los
dias 50 y 70 de gestacién el 33,3% de las camadas estaban infectadas con un porcentaje de fetos
positivos del 3,2% y el 10,5% respectivamente. En el dia 90 de gestacidn, por el contrario, el
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100% de las camadas estaban infectadas y el 75% de los lechones nacidos vivos o nacidos muertos
eran positivos. Ademas, tal como se ha demostrado en los trabajos llevados a cabo en el dltimo
tercico de la gestacidn, algunos de los lechones procedentes de cerdas inoculadas en el dia 90 de
gestacion presentaban anticuerpos frente al virus antes de mamar el calostro. Sin embargo, ninguno
de los lechones procedentes de cerdas inoculadas en los dias S0 6 70 de gestacidn fueron virémicos
ni presentaban anticuerpos en el momento del nacimiento, aislandose el virus Gnicamente en un feto
procedente de una cerda sacerificadaa los 41 dias p.i. e inoculadaen el dia 50 de gestacién y de 2
fetos de una cerda inoculada el dia 70 de gestacidn y sacrificada también 41 dias después
(Mengeling er al., 1994). Por otra parte, hay que destacar que sélo una de las cerdas que
terminaron la gestacién presentd un parto prematuro (en el dia 111 de gestacién). La mayoria de los
lechones nacidos vivos de las cerdas que se dejaron parir estaban débiles y presentaban signos
respiratorios aunque no tan graves como para haber producido Ia muerte de los lechones que

murieron en las semanas siguientes al parto.

Resultados similares a los anteriores han sido obtenidos en otros trabajos como el realizado
por Lager er al. (1996a) en el cual s6lo un 25% de las camadas procedentes de cerdas inoculadas en
el dia 30 de gestacién se infectaron, frente al 100% de las camadas procedentes de cerdas
inoculadas en el dia 90 de gestacién, o el realizado por Christianson er al. (1993) en el cual no se
pudo aislar el VSRRP de ninguno de los fetos procedentes de cerdas inoculadas intranasalmente
entre los dias 45 y 50 de gestacion cuando se sacrificaron en los dias 7, 14 & 21 p.i., mientrasque
de las cerdas que se dejaron terminar la gestacion se obtuvieron 2 lechones nacidos vivos virémicos
en | camaday fue posible detectarla presencia de anticuerpos en 2 nacidos muertos de la otra.
Ademads, los fetos de las cerdas sacrificadas {ras la inoculacién se estaban desarrollando
normaimente y el namero de lechones nacidos vivos y muertos fue normal en las que se dejaron

terminar la gestacion.

Por el contrario, también existen evidencias de que es posible que se produzcan alteraciones
al comienzo de la gestacion como 1o demuestra el trabajo ltevado a cabo por Lager ¢z al. (1994) en
€l cual, aunque todas las camadas procedentes de cerdas expuestas el dia 1 de gestacién aparecian
normales alrededor del dia 111, el 83% de las procedentes de cerdas expuestas en el dia 30 de
gestacion presentaban signos de que se hubiera producido un fallo reproductor, con un 30% de
abortos entre los 6 y los 10 dias p.i. y un 10% mis de cerdas que habian perdido la gestacién
antes de! dia 50 (Lager er al., 1994). Este trabajo, por tanto, pone de manifiestola posibilidad de

que se produzcan abortos tempranos como consecuencia de la infeccién por el VSRRP.

Los resultados obtenidos cuando se han inoculado cerdas en los distintos momentos de la
gestacion han llevado a plantear la cuestién de si la falta de efecto del virus observada en la primera
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mitad de la misma se debe a una incapacidad de los fetos para permitir la replicacién del virus o a
una falta de habilidad de este Gltimo para atravesar la barrera placentaria. Para resolver esta cuestion
se han realizado inoculaciones directas a los embriones o fetos aproximadamente en el segundo
tercio de gestacién. De esta forma, inoculando los embriones o fetos de uno de los cuernos
uterinos de cerdas gestantes desde el dia 34 hasta el dia 85 de gestacién se ha comprobado que
tanto unos como otros son susceptibles a la infeccion por el virus y que las cerdas pueden
seroconvertir tras la inoculacién de tos mismos, indicando que el virus tiene capacidad para cruzar
la placenta, al menos en direccidn materna, e infectar a la cerda. En el momento de la necropsia,
entre 17 y 31 dias p.i. el virus se pudo detectar en los fetos inoculados y, en algunos casos,
también en algunos de los fetos del cuerno uterino que actuaba como testigo, deduciéndose por la
posicién de los mismos que su infeccién no habia sido por diseminacidn intrauterinadel virus sino
por infeccidn transplacentaria. Por otra parte hay que destacar que los fetos expuestos al virus entre
los dias 45 y 85 de gestacion presentaban con frecuencia alteraciones causadas por el virus desde la
presencia de edemas y hemorragias a la muerte v momificacién de los mismos. Sin embargo, los
embriones o fetos inoculados antes de este momento no presentaban de forma constante lesiones,
aunque si fueron positivos cuando se estudid la presencia del virus en ellos. Resultados parecidos
se obtuvieron inoculando con el VSRRP por la via intramuscular o intraamniéticafetos de entre 45
y 50 dias in urero, solo o con anticuerpos especificos, ya que fue posible aislar el virus en los dias
4y 11 p.i., demostrandose ademds que la presencia de anticuerpos especificos potencia la
multiplicacién del virus (Christianson et al., 1993). Los resultados de estos estudios llevaron a
plantear la posibilidad de que, aunque el virus se puede replicar en fetos de cualquier edad, la
capacidad de producir lesiones y muerte fetal sélo se adquiere en la segunda mitad de la gestacién
(Lagery Mengeling, 1995).

Hay que tener en cuenta a la hora de valorar el efecto de la infeccién por el virus durante la
gestacion que en la mayoria de las ocasiones no se ha podido aislar de tejidos procedentes de fetos
que hubieran muerto en el utero, estuvieran momificados o no. Sin embargo, con frecuencia se ha
encontrado un niimero muy alto de fetos muertos cuya muerte habia sido posterior a la exposicién
de su madre al virus, en funcién del tamafio que tenian, y en los cuales no ha sido posible
determinar otra causa de muerte, de forma que ésta se ha atribuido al efecto del VSRRP
(Christianson et al., 1993; Mengeling et al., 1994, 1996d).

Otra cuestién a tener en cuenta es cémo llega el virus a los fetos. Aunque no se sabe cudl es
el mecanismo exacto que produce su infeccién en el caso del VSRRP, en general los virus
patégenos pueden atravesar la unién materno-fetal en forma de virus libre en la circulacioén y/o
como virus asociados a ciertas células maternales que migran a través de la barrera. Una vezen la

zona fetal, los virus pueden infectar los tejidos placentarios o entrar a la circulacién y/o al amnios y
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asi al feto. En este caso, aunque la ruta amnidtica parece ser improbable, es posible.

De todo lo anteriormente expuesto se deduce que los embriones y fetos al principio y hacia
la mitad de la gestacién también son susceptibles a la infeccién por el VSRRP. Sin embargo, el
porcentaje de infeccién es muy bajo o nulo cuando se infecta a la madre por la via oronasal,
demostrindose esta infeccidn sélo cuando se inoculan directamente los fetos (Christianson et al.,
1993; Lagery Mengeling, 1995). De hecho, no se conoce en qué momento de la gestacién se han
infectado los lechones que han nacido virémicos, ain cuando la infeccién de la madre haya sido
hacia la mitad de la gestacién, pudiendo ocurrir, al menos en algunas ocasiones, que los fetos se
infecten pocas semanas antes del nacimiento, ya en el iltimo tercio de gestacién. Esta teoria es
posible ya que algunas cerdas pueden permanecer infectadas durante al menos 99 dias (Zimmerman
et al., 1992). Teniendo en cuenta los factores mencionados, es posible que la probabilidad de que
se produzca un fallo en la reproduccién dependa fundamentalmente de la incidencia de lainfeccién
transplacentaria que podria reflejar diferencias en las caracteristicas histolégicas de la barrera
placentaria ya que al principio de la gestacién existen 6 capas histolégicas que separan la
circulacién materna y fetal, mientras que al avanzarla gestacién, la vascularizacién se hace mas
intima, tomando una posicién subepitelial y produciéndose una invasién de los trofoblastos por los
capilares fetales. Como consecuencia los capilares materno-fetales de la placenta se convierten en
un Organo de intercambio més eficaz al avanzar la gestacion (Christianson ef al., 1993). Sin
embargo, la mayor incidencia de infeccidén trahsplacentaria al final de la gestacién se puede deber
simplemente a una mayor oportunidad debido al mayor aporte sanguineo y al mayor intercambio
materno-fetal en este momento.

La infeccidn de los fetos en el itero se puede producir por dos mecanismos distintos: 1° por
difusién intrauterinay 2° por infeccion transplacentaria. En el caso del VSRRP todavia no se ha
establecido con certeza cuél de los 2 mecanismos es el implicado. En algunos trabajos se afirma
que es posible que el primer tipo de infeccidén haya ocurrido ya que se encuentran fetos en distinto
estado de autolisis y también fetos vivos (Christianson et al., 1992). Sin embargo, en otros se
sospecha del segundo tipo de infeccién debido a la distribucién de los fetos infectados (Lager y
Mengeling, 1993).

Ademads de encontrarse en los fetos, el VSRRP ha sido aislado de los ovarios de cerdas
inoculadas en el momento de la cubricién (Swenson er al., 1995a) y de la placenta de cerdas
inoculadas experimentalmente (Christianson er al., 1993; Mengeling ¢t al.,, 1994). Estudios de
microscopia electrénica han revelado la presencia del virus en la superficie de las células
endoteliales de los vasos sanguineos de la placenta materna y, en ocasiones, en el sistema de

canales intercelulares entre las células epiteliales uterinas y en las células endoteliales de los
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capilares de la placenta fetal (Stockhofe-Zurwieden et al., 1993). No sélo es posible encontrar el
VSRRP en esta localizacién sino que con frecuencia se producen lesiones tales como miometritis,
endometritis y placentitis multifocal caracterizada por una vasculitis multifocal linfohistiocitica con
una infiltracién celular perivascular en el endometrio y la parte materna de la placenta, siendo la
ldmina propia del endometrio la mas afectada, pero sin que se afecte el lado fetal de la placenta
(Christianson et al., 1992;Stockhofe-Zurwieden et al., 1993; Lager y Halbur, 1996). Ademds se
han observado cambios degenerativos con la presencia de microseparaciones multifocales de las
capas epiteliales de 1a unién materno-fetal que dan lugar a la separacién prematura de la unién
materno-fetal (Stockhofe-Zurwieden et al., 1993). Por otra parte, también se ha descnto la
presencia de dreas hemorrdgicas en el cordén umbilical que histolégicamente corresponden a una
arteritis necrotizante con zonas de hemorragia periarteriales que se encuentran con mayor frecuencia
en los lechones que son virémicos. Las alteraciones del sistema vascular del endometrio, la
placenta materna y de la zona de contacto materno-fetal juegan un papel importante en la
produccién de una insuficiencia placentaria y pueden conducir a una hipoxia fetal, dando lugar a la
aparicion de abortos a término, lechones nacidos muertos y lechones nacidos débiles, pudiendo ser
éste el mecanismo que da lugar al fallo reproductivo caracteristico de la enfermedad, aunque
también podrian ser consecuerncia de las lesiones en el cordén umbilical que dan lugar a fenémernos
de hipoxia por la interrupcién del flujo normal de sangre a través del mismo debido a la necrosis de
las paredes arteriales y la hemorragia que se produce en el tejido perivascular, seguido de la
distension del cordén y la oclusién de los vasos umbilicales (Lager y Halbur, 1996).

Este mecanismo de produccién de la muerte fetal, como consecuencia de las alteraciones de
la vascularizacién del endometrio y/o a la presencia de una arteritis necrotizante del cordén
umbilical, explicaria porqué no se suelen detectar lesiones ni en los lechones nacidos vivos ni en
los nacidos muertos procedentes de cerdas inoculadas al {inal de la gestacién (Christianson et al.,
1992; Plana et al., 1992; Betner et al., 1994}, ya que la muerte se produciria por hipoxia. Sin
embargo, si se han descrito lesiones pulmonares en fetos expuesto in utero al VSRRP, siendo de
mayor gravedad y frecuenciaen los fetos expuestos al virus entre los dias 45 y 49 de gestacién.
Las lesiones encontradas son hemorragias focales en el intersticio del mesenquima que rodea a los
bronquios y los vasos sanguineos, con necrosis de la musculatura lisa que rodea a los bronquios y
las células mesenquimatosas subyacentes a las células del epitelio bronquial, que, en ocasiones,
presenta focos de necrosis. Ademads, con frecuencia se encuentran células mononucleares en el
intersticio peribronquial. El virus se puede observar mediante técnicas de inmunofluorescencia en
secciones de los pulmones (Lager y Ackerman, 1994) y, en el caso de los lechones nacidos vivos
pueden desarrollar lesiones de neumonia intersticial multifocal (Plana er al., 1992, Begtner et al.,
1994). Ademds de estas lesiones caracteristicas, se han descrito otras incluyendo edemas que

pueden aparecer en el cordén umbilical y también alrededor del higado y el bazo y en el mesenterio
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que rodea al colon espiral. También es posible que aparezcan fetos cubiertos de meconio o una

mezclapegajosa de meconio y liquido amniético (Lager y Halbur, 1996).
1.6. SINTOMATOLOGIA

Una de las principales caracteristicas de los brotes de SRRP es la variabilidad en la
sintomatologia observada (Fiedler, 1991; White, 1992; Done y Paton, 1995), con la descripcion
cada vez mas frecuente de infecciones subclinicas (Robertson, 1992a; Morrison ef al., 1992b).
Ademis, es practicamenteimposible medir los efectos causados por la infeccién por el VSRRP por
si solo ya que, normalmente, se complica con infecciones secundarias (Loula, 1991; de Jong et al.,
1991a; Blackburn, 1991; Blaha, 1992), siendo estas ditimas las que determinan frecuentemente la
presentacion de la enfermedad (Done y Paton, 1995). De esta forma, se ha comprobado que en
granjas con un alto nivel sanitario la enfermedad, por si misma, no es muy grave (Blaha, 1992;
Mortensen y Madsen, 1992). Debido a las caracteristicas anteriormente mencionadas, se han

atribuido las diferencias clinicas de la enfermedad en {as distintas granjas a tres factores:

1. Diferencias en la virulencia de los distintos aislados.
2. Infecciones conjuntas con otros virus o bacterias.

3. Diferenciasen ¢! manejo, el flujo de animalesy las instalaciones en las distintas granjas (Polson,
1996).

La sintomatologia sistémica, que es la primera en aparecer, puede incluir la muerte de los
animales afectados, especialmente en la fase aguda de la infeccién (Hopper er al., 1992), pero
suelen predominar la anorexia, la pirexia, la agalaxia, la letargia y, en ocasiones, la cianosis en la
piel (Meldrum, 1991). La anorexia se suele presentar en realidad més bien como una inapetencia
transitoria que aparece a lo largo de varios dias en distintos animales de forma que no suelen estar
afectados mas del 20 6 el 30% al mismo tiempo (Blackburn, 1991; Loula, 1991; Gordon, 1992).
La pitexia tampoco afecta a todos los animales de forma que sélo un 30%, como méximo,
presentan temperaturas elevadas que rara vez superan los 40°C, aunque pueden alcanzar los 41°C.
En cuanto a la cianosis, aparece s6lo en algunos casos y ha sido descrita con mayor frecuenciaen
Europa que en EE.UU., superando rara vez el 5% de los animales afectados (de Jong et al.,
19%1a). La coloracion ciandticase presenta sobre todo en las orejas, lavulva, las extremidades y
ciertas zonas de la piel que presentan placas eritematosas. La duracion de la misma suele ser muy
corta, de horas habitualmente, aunque puede durar desde minutos a algunos dias. Normalmente
aparece entre 5 y 7 dias después de la aparicién de los signos clinicos de la enfermedad. Estos
sintomas iniciales pueden empezar en cualquier grupo de edad y, en la mayor{a de los casos, se

extienden ridpidamente a otras zonas de produccidn. En granjas de ciclo cerrado esta fase aguda
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puede afectara entre el 5% y el 50% de los animales (de Jong er al., 1991a; White, 1992).

Los signos respiratorios, que incluyen la presencia de disnea y polipnea, pueden ser
observados o no en lafase aguda en los animales adultos, pero son los sintomas que predominan
normalmente en los animates més j6venes, apareciendo frecuentemente una respiracién abdominal

en los lechones que estdn en lactacion y en los recién destetados.

A las 2 6 3 semanas de los primeros sintomas empiezan a aparecer los problemas asociados
a la reproduccién, que pueden durar de 4 a 5 meses, afectando a un ciclo reproductivo completo
dentro de una granja, aunque con frecuencia se presentan durante 8 a 12 semanas. Los abortos,
caracteristicaimportante de la enfermedad, se pueden presentar en cualquier momento desde los 22
dias de gestacion hasta los 109 dias, aunque son mucho mds frecuentes los tardios y también los
partos prematuros y tardios. Asi, los partos prematuros afectan a entre un 5% y un 30% de las
cerdas durante un brote (de Jong et al., 1991a; Loula, 1991; Raymarkers. 1991; Vogel e al., 1951;
Hopper er al., 1992). Las camadas afectadas contienen una mezcla de lechones nacidos muertos,
. fetos momificados y fetos macerados ademas de lechones nacidos débiles y lechones
aparentemente normales. El porcentaje de lechones nacidos muertos, que puede alcanzar el 35%
(de Jong ¢t al., 1991a; Loula, 1991; Hopper ¢ al., 1992), alcanza su méximo al principio de la
aparicidn de los sintomas reproductivos y posteriormente disminuye para dar lugar a un aumento
en el nimero de fetos momificados que puede llegaral 25% (de Jong et al., 1991a; Loula, 1991;
Hopper er al., 1992) al cabo de algunas semanas. Aunque el tamajfio de los fetos momificados va
disminuyendo conforme avanza en duracién el brote, es muy raro que aparezcan fetos de menos de
17 cm. El efecto neto del aumento en el nimero de lechones nacidos muertos y de fetos
momificados es una reduccién media de 4 lechones en el nimero de lechones nacidos vivos

durante un brote de la enfermedad (Polson ez al., 1990).

Otra caracteristica que se ha asociado con el SRRP es la infertilidad, que incluye
repeticiones aciclicasy anoestros (Keffaber, 1989; Hoefling, 1990; Gordon, 1992; Hopper ef al.,
1992), aunque existe una cierta controversia en este tema, ya que, en ocasiones, no se observan
cambios en el porcentaje de repeticiones ni se altera el intervalo entre partos (Grosse Beilage y
Grosse Beilage, 1993).

En los verracos, ademds de la sintomatologia sistémica descrita al principio de este
apartado, se ha observado una pérdida de 1a libido (Feitsma et al., 1962; Hopper et al., 1992) y
una reduccién temporal en la calidad espermadtica, incluyendo una reduccién en la motilidad de los
espermatozoides y un aumento en ¢l porcentaje de morfoanomalias (de Jong et al., 1991a; Feitsma
etal., 1992; Teuffert et al., 1995), que ha conducido a una disminucién de entre el 2% y el 10% en
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el nimero de eyaculados utilizables en los centros de inseminacion artificial durante al menos 3
semanas, empezando 4 semanas después de la aparicién de los sintomas clinicos (Feitsma et al.,
1992).

La mortalidad y la morbilidad de los lechones en lactacién es una de las principales
caracteristicas de la enfermedad ya que, entre los lechones que nacen vivos, el porcentaje de
lechones débiles es muy alto, especialmentesi el parto ha sido prematuro, pudiendo afectar, en
algunas camadas, al 100% de los animales (Blackburn, 1991; Raymarkers, 1991; Ahl er al.,
1992). Estos lechones suelen ser demasiado débiles para mamar, dando lugar a la aparicién de
mastitis en las cerdas y provocando un aumento en la mortalidad en lactaciénal aumentar el nimero
de lechones que mueren por inaniciény por aplastamiento durante la primera semana de vida (Dial
etal., 1990; Blackburn, 1991; Dee, 1992, Hopper et al., 1992). Otra complicacién que se presenta
en los lechones es la aparicién de los sintomas respiratorios del SRRP que dan lugar a una
respiracién abdominal, acompafiada de estornudos, conjuntivitis y edema parpebral (Keffaber,
1989; de Jong et al., 1991a; Ahl et al.,1992; Hopper et al., 1992), limitdndose este dltimo
normalmente a la primera semana de vida (Rossow ef al., 1994a). También se han observado
diarreas que no responden al tratamiento, aunque no son una caracteristica constante (Keffaber,
1989; Blackburn, 1991; Ahl et al., 1992). Por ofra parte, se han descrito alteraciones circulatorias
en los lechones recién nacidos, apareciendo hemorragias importantes en el cordén umbilical, al
cortarles la cola o al castrarlos y hematomas de gran extensidn en los puntos de inyeccién del hierro
(Hopper et al., 1992). Ademads, suele aparecer una linfopenia y una leucopenia en los animales
afectados (Rossow et al., 1994a). En EE.UU. se ha descrito, como consecuencia de lo
anteriormente expuesto, un aumento en la mortalidad en lactacién desde el 3,1% antes de un brote
de la enfermedad hasta el 7,4% de media después del mismo (Stevenson er al., 1993), aunque
puede alcanzar un 80% si se consideran los datos de produccién de determinadas semanas de
forma aislada (Loula, 1991). En Europa, durante los primeros brotes, se manejaban cifras del 40%

de mortalidad durante la lactacién a causa, fundamentalmente, de las infecciones secundarias
asociadas (Meldtum, 1991).

Lafase aguda puede durar varios meses y normalmente va seguida de una forma crénicaen
la que se presentan problemas respiratorios, fundamentalmente después del destete, por lo que ha
recibido la denominacién de “sindrome respiratorio del post-destete” que, en EE.UU., se ha
descrito que puede durar hasta 2 afios (Loula, 1991) y es la forma m4s frecuente de presentacién de
la enfermedad en este pais en la actvalidad, dando lugar a unas pérdidas econdémicas muy
importantes (Dée, 1996). La principal caracteristicade este sindrome, tanto cuando se presenta
antes como cuando se presenta después del destete, es el desarrollo de enfermedades secundarias
(Blaha, 1992; White, 1992; Pijoan et al., 1994). Asi, se han encontrado con frecuencia otros virus
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asociados con el VSRRP tales como el virus de la influenza porcina y el coronavirus respiratorio en
El Reino Unido, el virus de la encefalomiocarditisen EE.UU. (Carlson, 1992) y paramixovirus
tanto en EE.UU. (Halbur er al., 1993) como en Francia (Brun et al., 1992); en Canad4 se le ha
atribuido un papel importante al VSRRP en la presentacidn de la enfermedad denominada
neumonia proliferativa y necrotizante (Magar er al., 1994). Ademds, la prevalenciade determinadas
enfermedades bacterianas aumenta tras un brote de SRRP (Collins y Rossow, 1993; Zeman et al.,
1993). Entre ellas destaca la presencia de Haemophilus parasuis, Streptococcus suis, Salmonella
choleraesuis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae 'y Pasteurella
multocida en EE.UU. y de Mycopiasma Avorhinis en Japén (Shimizu er al., 1994), el cual,
aunque en condiciones normales presenta una patogenicidad dudosa, produce graves lesiones

pulmonares cuando se encuentra en animales que padecen SRRP (Kawashima er al., 1996).

Los cerdos afectados durante el cebo pueden presentar fos signos tipicos de SRRP,
mostrando disnea, polipnea, conjuntivitis y rinitis y ademds los de las enfermedades secundarias
que lo acompaiian. Normalmente presentan una mala respuesta a los tratamientos con antibidticos y
a las vacunaciones, produciéndose esporadicamente muertes, que hacen que se duplique la
mortalidad en el cebo durante un brote de la enfermedad. También se ha observado que la
frecuencia de lesiones pulmonares puede aumentar desde un 30% a un 70% en los cerdos nacidos
durante un brote de SRRP y que la produccion anual de lechones puede disminuir entre un 5% y
un 20% (Done er al., 1996). Aun asi, es muy dificil determinarla importancia del SRRP per se
durante la fase de cebo ya que es probable que la mayoriade los cebaderos estén infectados sin que
se presenten sintomas de la enfermedad. Asi, en inoculaciones experimentales se ha demostrado
que la infeccién por el VSRRP pasa clinicamente inadvertida, detectandose sintomatologia
caracterizada por la presencia de fiebre, alteraciones respiratorias y pérdidas en la produccién
tinicamente cuando se inocula junto con otros virus como el virus de la influenza porcina o el

coronavirus respiratorio porcino (van Reeth er al., 1996a,b).

Normalmente los sintomas de SRRP aparecen primero en los reproductores, luego en los
lechones y por dltimo en el cebadero, aunque se ha descrito que un sindrome similar a la influenza

porcina en el cebadero puede preceder a la apanicion de la sintomatologia en las salas de partos
(Albinaer al., 1994),

En muy raras ocasiones se vuelve a presentar en una granja un brote de la enfermedad en su
forma aguda (de Jong ef al., 1991b), aunque se sabe que el virus puede continuar recirculando
durante largos periodos de tiempo tanto en la zona de los reproductores como en el cebadero
(Harris eral., 1992; Keffaber et al., 1992, Terpstra ef al., 1992; Thacker, 1992; Stevenson er al.,

1993), dando lugar a la aparicién de una forma crénica de la enfermedad caracterizada por la
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aparicién de problemas en las cerdas de renuevo y problemas respiratorios en las lechoneras. Sin
embargo, hay que destacar que la mayoria de las granjas vuelven a sus parametros reproductivos
normales dentro de los 6 meses siguientes a un brote y que los efectos crénicos del SRRP son mas
marcados tanto en las lechoneras como en el cebadero (Stevenson ef al., 1994). Asi, el VSRRP se
ha podido aislar en lechoneras hasta 2 afios y medio después del primer brote (Keffaber er al.,
1992; Stevenson et al., 1994) y en cerdos de cebadero se han detectado anticuerpos frente al virus
de 1 a 2,5 afios después de un brote agudo, indicando una recirculaciéndel virus durante lafase de
crecimiento (Loula, 1992; Stevenson ef al., 1992, 1994).

Ademds de las formas de presentacién de la enfermedad hasta aqui expuestas, se ha puesto
de manifiesto, con el desarrollo de técnicas serolégicas para la deteccién de anticuerpos frente al
VSRRP, que existen muchas granjas seropositivas en las que nunca se ha presentado la
enfermedad en su forma clinica (Edwards er al., 1992; Morrison et al., 1992; Cho et al., 1993).
Este fendmeno se ha intentado explicar por las diferencias en patogenicidad de las distintas cepas
del virus tal como ha sido demostrado inoculando cerdos gnotobidticos (Paul et al., 1992) y por las
diferencias en el stafus sanitario de las distintas granjas (Blackburn, 1991; Blaha, 1992; Mortensen
y Madsen, 1992; Paul eral., 1992).

1.7. LESIONES

En los casos de SRRP en los que e! proceso no estd complicado por la aparicién de
infecciones secundarias es muy frecuente que no se aprecien lesiones macroscépicas (Done ef al.,
1992}). Lo mismo sucede con los cambios histoldégicos observados, que suelen ser minimos y
limitados al aparato respiratorio, salvo que existan complicaciones. Como consecuencia, se puede
decir que no se producen lesiones patognomonicas y que los efectos clinicos y patolégicos de ia
enfermedad dependen, en gran medida, de los patégenos, sobre todo respiratorios, enzodticos en
la granja.

1.7.1. Lesiones macroscépicas

En lechones de 6 6 7 kg infectados experimentalmente se ha podido observar, de forma
constante a partir del dia 9 p.i. y de forma esporédica antes de este momento, la aparicién de 4reas
de consolidacién pulmonar, especialmente marcadas en la zona ventral de los I6bulos medios y el
16bulo accesorio, aunque pueden aparecer también en la zona cranial de los 16bulos caudal y apical
(Ramos er al,, 1992). Es una consolidacién multifocal moderada que se caracteriza por la
presentacién de una coloracién oscura (Halbur et al.,, 1995a)., En ocasiones se ha descrito la

presentacion de un edema interlobulary de zonas grisdceas de atelectasiaque afectan al 30-40% del
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pulmén en el dia 28 p.i.. Ademas, en otros 6rganos, se ha descrito la aparicién de edemasy de
hiperplasia en los ganglios linfaticos (Pol ef al., 1991; Halbur eral., 1995a; Vézina et al., 1996) y

de edemas en la grasa perirrenal, peritoneal y subcutinea y en los misculos (Pol ef af., 1991).

En cerdos en crecimiento se producen lesiones similares, observdndose focos de
consolidacién pulmonar, congestién de los ganglios linfaticos submandibulares y zonas

hemorragicas en la serosa del intestino grueso (Plana er al., 1992b).

Cuando se han infectado experimentalmente cerdas gestantes se ha observado que tanto los
lechones nacidos muertos como los nacidos débiles presentaban gran cantidad de un liquido
transparente en la cavidad tordcica(Plana er al., 1992b), mientras que los lechones con un aspecto
normal al nacimiento tenian pequefios focos de consolidacién pulmonar de aspecto grisdceo al

sacrificio, a la edad de 8 a 12 dias.
1.7.2. Lesiones microscdpicas

Las lesiones microscépicas observadas en el pulmén, cuando no existen infecciones
secundarias, se limitan a la aparicién de una neumonia intersticial de gravedad variable, con el
hallazgo de una neumonia catarral en algunos casos (Pol et al., 1991; Paton y Done, 1992). Es
una neumonia intersticial proliferativa multifocal caracterizadapor una hipertrofia y una hiperplasia
de los neumocitos de tipo 2, una infiltracién moderada en los septos alveolares de células
mononucleares y un actimulo de macréfagos, detritus celulares y células inflamatorias en los
espacios alveolaresy en las vias aéreas bajas (Haibur et al., 1994a, 1995a; Rossow etal., 1994a,
1995). Ultraestructuralmente se ha observado una degeneracién de los macréfagos alveolares y de
las células epiteliales tanto del pulmén como de a mucosa nasal caracterizada por la presencia de
una excesiva vacuolizacién del reticulo endoplasmatico. Ademads de por MAP y células epiteliales,
los detritus celulares estdn constituidos por restos necréticos de neutrdfilos, células plasméticas y
neumocitos tipo 2 (Ramos et al., 1992). En otros estudios se han descrito lesiones mas extensas
del aparato respiratorio, incluyendo la presencia de una rinitis que ha aparecido en algunos paises
como Holanda (Pol er al., 1992) y EE.UU. (Collins er al., 1992; Rossow et al., 1992)
caracterizada por la pérdida de los cilios en las células epiteliales, vacuolizacion de las mismas y

descamacién de la superficie del epitelio.

También se ha descrito una linfoadenopatia caracterizada por la hipertrofia y 1a hiperplasia
de los centros germinales de los ganglios linfaticos, el bazo y las amigdalas, acompafiado de una
necrosis folicular, un aumento en el nimero de macréfagos en los sinusoides, la aparicién de

sincitios y, en algunas ocasiones, de estructuras similares a quistes rodeadas de células gigantes
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multinucleadas (Rossow ef al., 1994a,b; Halbur er al., 1995a). Ademds se han detectado
hemorragias subcapsulares en los ganglios linfaticos (Rossow ez al., 1995).

Otras lesiones descritas, aunque no de forma tan constante, son cambios en los vasos
sanguineos (Goovaerts y Visser, 1992), perivasculitis (Hoefling, 1990; Collins ez al., 1992),
miocarditis multifocal con acimulo perivascular de células mononucleares (Hoefling, 1990; Collins
et al., 1992; Rossow er al., 1994a; Halbur er al., 1995a), esplenitis, con una depleccién de
linfocitos y una vacuolizacién de los macréfagos de la pulpa roja del bazo (Pol et al., 1991; Paton y
Done, 1992), depleccién de los ganglios linféticos, las criptas amigdalares y el timo (Ohlinger er
al., 1991a; Pol er al., 1991) y encefalitis difusa no supurativa caracterizada por el acimulo
perivascular de células mononucleares (Collins ef al., 1992).

En los lechones nacidos muertos y nacidos débiles la lesién microscdpica predominante es
una neumonia intersticial multifocal con un engrosamiento de los septos alveolares y una
infiltracién de células mononucieares (Ramos et al., 1992). Las tnicas lesiones fetales descritas
son una hemorragia extensa de! pulmén con degeneracién y necrosis bronquial (Lager y
Ackerman, 1994) y la presencia de arteritis, miocarditis y encefalitis (Rossow ef al., 1996b). La
miocarditis se caracterizapor la pérdida de fibras musculares y la sustitucién de las mismas por
tejido conectivo con pequefios focos intersticiales de linfocitos y células plasmaticas. La arteritis se
caracteriza por la aparicién de linfocitos y macréfagos rodeando a las arterias, en la tinicamediay,
en ocasiones, en la capa subendotelial, existiendo ademas focos de necrosis endotelial. En el
cerebro la lesi6n observada es una inflamacién mononuclear multifocal. Sin embargo, estas
lestones son muy esporddicas y los fetos procedentes de abortos normalmente no presentan
ninguna lesion.

En la placenta se ha observado una lesién inflamatoria y degenerativa junto con particulas
semejantes al virus en las células endoteliales de los capilares tanto de la placenta fetal como de la
materna y, en algunas ocasiones, en las células epiteliales (Stockhofe-Zurwieden et al., 1993). En
el cordén umbilical se ha descrito la presencia de 4reas hemorrigicas que histoldgicamente se

corresponden con una arteritis necrotizante en la que aparecen areas de hemorragia penarteriolar
(Lagery Halbur, 1996).

Las infecciones por el SRRP producen una reduccién muy marcada en el nimero de
macréfagos alveolares que se pueden recoger en un lavado bronco-alveolar (Molitor et al., 1992).
En los cerdos normales los macréfagos alveolares constituyen el 90% 6 mdas de las células
recuperadas, mientras que en las infecciones agudas por €]l VSRRP esta proporcién disminuye al

50%, produciéndose un aumento en el nimero de neutréfilos y linfocitos. Ademds, se produce la
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destruccidn del sistema mucociliar que constituye un mecanismo de defensa muy importante del
aparato respiratorio (Done y Paton, 1995). También se ha observado una reduccién en el nimero
de linfocitos y monocitos circulantes, sobre todo de linfocitos T, tanto CD4+ como CD8+, dentro
de los 3 dias siguientes a la inoculacién, volviendo a los niveles basales a partir del dia 14 p.i.
(Christianson et al., 1992; Zhou et al., 1992; Done y Paton, 1995). También se han observado
niveles muy altos de la glicoproteina 4cidaalfa-1, que es una proteina indicadora del grado de dafio
tisular, en el suero de lechones procedentes de granjas infectadas (Bane ef al., 1992).

1.8. RESPUESTA INMUNOL@GICA

Existen evidencias de que tanto los cerdos de cebadero como las cerdas que padecen el
SRRP desarrollan una respuesta inmune que los protege de reinfecciones por el VSRRP (Loula,
1991; Beilage y Beilage, 1992; Benfield ef af., 1992b; Gorcyca et al.,, 1993). Asf{, se ha
demostrado que cerdas infectadas previamenteno transmiten el virus a los fetos ni sufren un fallo
reproductivo cuando se reinfectan en el Gltimo tercio de 1a gestacién (Gorcyca er al., 1993; Lager e
" al., 1994). Sin embargo, existen datos que parecen indicar que cuando los animales se reinfectan
mis de 5 meses después de la primera infeccion si pueden desarrollar de nuevo la enfermedad
{Plana Duran et ¢l., 1992a),

La primera evidencia de la existencia de una respuesta inmune es la produccién de
anticuerpos especificos frente al VSRRP que se pueden detectara partir del dia6 6 7 p.i., lo cual
no impide que los cerdos puedan permanecer virémicos durante largos periodos de tiempo (Paton
etal., 1991: Edwards er al., 1992; Yoon er al., 1993: Halbur et al., 1996), detectdndose el virus en
el suero incluso en el dia 63 p.i. (Vézinaer al., 1996). La coexistencia de virus y anticuerpos
durante este periodo de tiempo llevé a pensar que los anticuerpos tempranos no son .capaces de
neutralizar el virus ry que, posibiemente, hasta que no aparecen los anticuerpos neutralizantes, que
son de aparicidn mads tardia, no se consigue eliminar el virus de la circulacién. Esta hiptesis esta
apoyada por el hecho de que las cerdas, que desarrollan los anticuerpos neutralizantes més
rapidamente que los animales de cebadero, presentan viremias mas cortas que éstos (Collins er al.,
1991). Sin embargo, no se ha podido demostrar la capacidad de neutralizacién del virus por los
anticuerpos en cultivos de MAP, perfilando la posibilidad de que los anticuerpos, posiblemente, en
lugar de eliminar el virus, faciliten la infeccién de los macréfagos mediante la formacién de
inmunocomplejos que se unirian a estos Gltimos mediante la fraccién Fe de los anticuerpos. Esta
posibilidad estd apoyada por estudios in vivo en los que se ha demostrado que el virus es capaz de
multiplicarse en los macréfagos alveolares y de eliminarse en animales con anticuerpos
neutralizantes, pudiendo infectara otros cerdos (Ohlinger, 1995). Es mds, se ha demostradoque la

presencia de anticuerpos hace que se alcancen titulos viricos de 10 a 100 veces superiores cuando
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se infectan con el VSRRP cultivos de macréfagos (Choi e al., 1992), aunque esta estimulacién de
la replicacién virica depende de la cepa que se estudie (Yoon er al., 1995b). Ademas, existen
evidencias de que este fen6meno se produce también in vivo, ya que se ha demostrado que, cuando
se infectan fetos porcinos con una mezcla de virus y anticuerpos, se estimula la replicacién del
virus {Christianson ef al., 1993).

En cuanto a la cinética de aparicién de los anticuerpos, los primeros en aparecer, que son
las IgMs, por la técnicade la inmunofluorescencia indirecta (IFT), se pueden detectaral final de la
primera semana p.i., alcanzando un pico entre los 14 y los 21 dias p.i. y disminuyendo a partir de
ese momento hasta niveles no detectables entre los dias 35 y 63 p.i. (Loemba et al.,, 1996; Vézina
et al., 1996). Las 1gGs aparecen a continuacién, alcanzando su pico méiximo entre las 3 y las 4
semanas p.i. y permaneciendo sin cambios apreciables durante al menos 6 semanas para disminuir
posteriormente hasta niveles no detectables a partir de los 300 dias p.i. (Loemba et al., 1996;
Vézinaer al., 1996). La corta duracién de las IgMs hace que se puedan utilizar para diferenciar las
infecciones agudas y crénicas, mientras que la cinética de las 13Gs hace que no se puedan utilizar
para detectaren qué momento de la infeccién se encuentra el animal. Por otra parte, en los estudios
realizados para determinar la presencia de anticuerpos neutralizantes se concluyé que son
anticuerpos de aparicién tardia, de forma que no se pueden detectar hasta los dias 51-70 p.i.
{Nelson et al., 1994). En estudios posteriores se ha observado que se pueden detectar con titulos
bajos (<1: 8) a partir de las 3-4 semanas p.i. (Vézinaer al.,, 1996), e incluso a partirdel dia i1 p.i.,
realizando una modificacién en la técnica de seroneutralizacion (SN) (Yoon et al., 1994a). El titulo
de estos anticuerpos van aumentando hasta el dia 127 p.i., momento en que alcanzan su pico

maximo para disminuir a continuacién hasta niveles no detectablesen el dia 262 p.i. (Nelson et al.,
1994). |

Si lo que se estudia es la produccidn de anticuerpos frente a las distintas proteinas del virus,
se ha demostrado la presencia de anticuerpos especificos frente a las proteinas M y N a partir de la
segunda semana, p.i. (Loemba ef al., 1996) y a partir de la sexta semana p.i. se pueden detectaren
el suero de animales convalecientes anticuerpos frente a las proteinas codificadas por las ORFs 3,
4, 5, 6 y 7, aunque son mayoritarios los dirigidos frente a las proteinas codificadas por las ORFs 6
y 7 (proteinas M y N respectivamente) (van Nieuwstadt et al., 1995).

Aunque, segiin se ha indicado anteriormente, la duracién de los anticuerpos en el suero de
los animales que han pasado la infeccién puede ser de hasta practicamente un afio, se ha

demostrado que a los 6 meses de un brote una tercera parte de los animales son negativos (Robert
etal., 1993).
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Los lechones nacidos de cerdas infectadas pueden no presentar anticuerpos en el momento
del nacimiento, siendo positivos antes del destete por la inmunidad pasiva conferida por su madre,
de forma que se ha podido establecer una correlacién entre el titulo de anticuerpos de la madre y el
titulo de los lechones a las dos semanas de vida (Houben eral., 1995b). A pesar de que no se ha
esclarecido el papel que juegan los anticuerpos en la infeccién por el virus, ya que conviven ambos
en el suero de los animales enfermos, se ha demostrado que los lechones que maman calostro de
cerdas inmunes estdn protegidos frente a la infeccién (Molitor, 1993). Sin embargo, no se
consigue el mismo efecto cuando se administran anticuerpos tinicamente, sugiriendo la importancia
que puede tener la inmunidad de base celular(Molitor, 1993). Ademas, existe controversia en este
punto ya que la proteccion que se consigue no es total de forma que administrando mayor mimero
de DI5oCT a los animales con inmunidad maternal, éstos se pueden infectar (Morrison et al.,
1996). Por otra parte, se ha demostrado que el virus eliminado por lechones infectados in utero
puede transmitirse a otros lechones de la misma camada, aunque mamen el calostro de su madre
(loo y Park, 1996), siendo estos lechones susceptibles a la infeccién con una nueva cepa. Estos
hallazgos indican que no siempre se produce una proteccién materal por la ingestién de calostro,
quiza debido al desarrollo de una inmunidad insuficiente en las cerdas durante el periodo de tiempo
transcurrido entre la infeccidny el parto si ésta sucede al final de la gestacién (Park y Joo, 1996).
Por otra parte, los lechones nacidos virémicos pueden seguir siéndolo hasta las 6-8 semanas de

vida, independientemente de la ingestién del calostro (Mengeling er al., 1994; Bgtner er al., 1994).

Aunque, dado que la presencia de anticuerpos puede favorecer la multiplicacién del virus,
se ha planteado la posibilidad de que este fenémeno pueda suceder en los lechones que han
recibido una inmunidad pasiva cuando ésta cae por debajo de los niveles protectores (Yoon ef al.,
1994b), se ha comprobado, en las granjas donde circulael virus, que los lechones no se infectan
hasta que desaparece la inmunidad matemal y que los lechones nacidos de madres infectadas
presentan una sintomatologia clinica mas grave cuando no preseﬁtan niveles detectables de
anticuerpos (Albina ef ¢l., 1994; Morrison et al., 1996). Los anticuerpos maternales disminuyen
rapidamente tras el destete, alcanzando un minimo a partir de las 4 semanas de vida, momento exn €l
que, en las granjas donde estd circulando el virus, se infectan los lechones, produciéndose la

seroconversion entre las 6 y las 12 semanas de vida (Houben et al., 1995b).

En lo que se refiere a la respuesta inmune de base celular, en los primeros experimentos
realizados se describié una leucopenia que alcanzaba un pico en el dia 7 p.i., detectindose una
linfopenia entre los dias 3 y 11 p.i. que afectaba tanto a los linfocitos T como a los B y una
reduccién en el nimero de monocitos circulantes en el dia 7 p.i. para volver a los valores normales
en el dia 14 p.i. (Christianson ef al., 1993). Posteriormente se ha demostrado que la infeccién por

el VSRRP, ademis de la respuesta inmune de base humoral descrita, da lugar a una respuesta
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inmune de base celular especifica y dependiente de la dosis, que se puede detectar tanto por una
proliferacién de linfocitos T como por una reaccién de hipersensibilidad retardada, siendo la
respuesta proliferativa inducida por la cepa VR-2332 més especifica que la inducida por la cepa LV
(Bautista e7 al., 1996b). En estudios realizados in virro se ha demostrado que la respuesta de
proliferacién de los linfocitos estd restringida por el complejo mayor de histocompatibilidad,
implicando fundamentalmente a los linfocitos CD4+ y que empieza a las 4 semanas p.i. alcanzando
un méximo a las 7 semanas y disminuyendo después de 11 semanas p.i. (Bautista ef al., 1996b).
Sin embargo, en este punto existe cierta controversia ya que en estudios realizados in vivo se ha
demostrado que se produce una disminucién en el némero de linfocitos CD4+ y CD2+ enel dja 3
p.i. que en el caso de los CD4+ continta durante al menos 14 dias mientras que los CD2+ tienden a
aumentar posteriormente. Por su parte los CD8+ disminuyen ligeramente en el dia 3 p.i. y luego
aumentan, alcanzando su maximo entre los dias 28 y 35 p.i. (Shimizu et al., 1996). Por otro lado,
no se han observado diferencias en las subpoblaciones de timocitos, sugiriendo que el virus no
modula una diferenciacién de linfocitos T en el timo, produciendo, por el contrario, una activacion

policlonal de los linfocitos de la sangre periféricaen los dias 7 y 14 p.i. (Vézinaeral., 1996).

Por otra parte, existen muchos datos de campo que indican un posible papel
inmunosupresor del VSRRP, habiéndose demostrado experimentalmente que la infeccién por el
VSRRP produce una exacerbacién de la infeccién producida por Streptococcus suis, Salmonella
cholerasuis, el coronavirus respiratorio porcino y el virus de la influenza porcina (Galina ef al.,
1994; van Reeth er al., 1996b; Wills et ., 1997). Sin embargo, existe controversia en este punto,
ya que algunos autores han demostrado que la inoculacién previa con el VSRRP no produce
ninguna diferencia en el desarrollo de sintomas y lesiones en cerdos infectados con Haemophilus
parasuis, Streptococcus suis, Salmonella cholerasuis, Pasteurellamultocida (Cooper et al., 1995;
Carvalho et al., 1995), Mycoplasma hyopneumoniae (Albinaet al., 1995; van Alstine et al., 1996),
Actinobacillus pleuropneumoniae o el virus de la influenza porcina (Pol er al., 1995). Ademas,
cuando se ha estudiado la respuesta de anticuerpos frente a distintos antigenos (Brucellaabortus y
una vacuna inactivada frente a la enfermedad de Aujeszky) se ha visto que los animales infectados
previamente con e} VSRRP producen una respuesta mayor que los animales no infectados (Molitor
et al., 1992) y presentan mayor resistencia a una inoculacién con una cepa virulenta tras la
vacunacién con vacunas recombinantes, al menos en el caso de 1a enfermedad de Aujeszky (Albina
eral., 1995). Y lo mismo ha sucedido cuando se ha medido la respuesta de base celular, midiendo
la respuesta de hipersensibilidad retardada tras la inoculacién de dinitrofluorobenzeno. En este caso
se ha observado una respuesta mas alta y mds larga en Jos animales infectados con el VSRRP
{Molitor et al., 1992). Por tanto, se puede concluir que la infeccién por el VSRRP da lugar a una

respuesta inmune mayor frente a antigenos especificos (Molitor et al., 1992; Ohlinger et al., 1992a;
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Albinaet al., 1995) la cual se ha atribuido a una activacién policlonal de los componentes de la

respuesta inmune similar a la descrita en la infeccién por el VLD (Molitor, 1993).

Sin embargo, algunos autores han encontrado una mayor susceptibilidad a ciertas
infecciones respiratorias como las producidas por el virus de lainfluenza porcina o el coronavirus
resptratorio porcino (Groschup er al., 1993) y la han atribuido al efecto adverso que la infeccién
produce en los macréfagos alveolares, ya que se produce una destruccién de entre un 50% y un
65% de los mismos en un plazo de 7 dias p.i., alterindose ademds la capacidad de liberacion del
anién superoxido en los macréfagos infectados con lo cual se compromete uno de los principales
componentes de la respuesta pulmonar. Esta alteracién no es muy largaen el tiempoy en el dia 28

p.i. los macréfagos puimonares han vuelto a recuperar su funcionalidad (Molitor, 1993).
1.9. DIAGNOSTICO

El diagnéstico de la enfermedad puede basarse en la sintomatologia, las lesiones
anatomopatoldgicasa las que da lugar, la deteccién de anticuerpos frente al virus o la determinacién

del agente en si mismo, bien sea por aislamiento o por deteccidn virica.
1.9.1. Diagnéstico clinico

Es dificil realizarun diagnéstico adecuado basandose en la sintomatologia de la enfermedad
ya que la forma de presentacidén de la misma varia mucho de una granja a otra. Ademds, las
infecciones secundarias que suelen acompafarlo dificultan el diagndstico. Por otra parte hay que
tener en cuenta que otras infecciones, tanto viricas como bacterianas, pueden productr una
sintomatologia similar. Es el caso de las producidas por el virus de la influenza porcina, tanto las
cepas tipicas como las atipicas, el parvovirus porcino, el virus de la enfermedad de Aujeszky, el
virus de la encefalomiocarditis, el coronavirus respiratorio porcino y el citomegalovirus porcino
dentro de las infecciones viricas y las producidas por Leptospira interrogans, serovariantes pomona
y bratislava entre las bacterianas (Keffaber, 1989; Collins ef al., 1991; Brun et al., 1992; Carlson,
1992; Yoon et al., 1996).

Sin embargo, cuando aparecid la enfermedad, y antes de que se desarrollaran otras formas
de diagnoéstico, éste se basaba en la sintomatologia y distintas normas fueron establecidas en los
distintos paises para atribuir un brote al SRRP. Las mds populares son las desarrolladas en
Holanda, donde consideraban que se debia sospechar de SRRP si, una vez eliminadas todas las
otras causas posibles de la enfermedad, se cumplian, en un plazo de dos semanas, al menos 2 de

los 3 requisitos siguientes:
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1. Que el nimero de lechones nacidos muertos superara el 20%;

2. Que el nimero de abortos fuera mayor del 8% y

3. Que la tasa de mortalidad en la primera semana de vida alcanzara al menos el 25% (de Jong e
al., 1991b).

Sin embargo, sélo los casos mds graves de la enfermedad cumplian estos requisitos y, en
algunos casos, Unicamente un examen exhaustivo de los datos de produccién podia demostrar que
habia existido una infeccién por el VSRRP (Schukken et al., 1992), de tal forma que en muchos

casos la presencia de la enfermedad ha quedado sin confirmar.
1.9.2. Diagnédstico anidtomo-patolégico

También es muy dificil de llevar a cabo ya que normalmente no se observan lesiones
macroscépicas en la necropsiay si se observan se limitan a focos de neumonia intersticial que
pueden ser facilmente enmascarados por las lesiones producidas por otros agentes secundarios.
Para el andlisis histopatolégico se ha recomendado remitir cerebro, corazén, puimén, bazo,
ganglios linfaticos y los cornetes nasales. Como ya se ha mencionado, la lesién mds caracteristica
aparece en el pulmoén y se caracterizapor ser una neumonia intersticial con un engrosamiento de los
septos alveolares y la presencia de células mononucleares, fundamentalmente macréfagos. La
lesi6n puede ser observada en cerdos de todas las edades, pero los cerdos mas jévenes son mas
adecuados para este tipo de diagndstico, ya que la probabilidad de que exista una infeccién
secundaria es mas baja, Una lesion similar a ésta puede ser causada por otros agentes infecciosos
como el virus de la influenza porcina (cepas HINI, H3N2 y cepas atipicas) y el coronavirus
respiratorio. En los ganglios linfaticos se observa hipertrofia e hiperplasia de los centros
germinales, acompafiado de una necrosis folicular y un aumento en el nimero de macréfagos en
los sinusoides. También se observa la aparicidn de sincitios y de estructuras similares a quistes
(Rossow er ¢l., 1994a.b; Halbur et al., 1995a).

Otras lesiones que se han asociado en ocasiones con el SRRP son:
I. Rinitis caracterizada por la pérdida de los cilios en las células epiteliales, vacuolizacién de las
mismas y descamacion de la superficie del epitelio.
2. Encafalitis no supurativa caracterizada por el acimulo perivascular de células mononucleares
distribuido por todo el cerebro.

3. Miocarditis multifocal, con un aciimulo perivascular de células mononucleares.
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1.9.3. Diagndéstico serolégico

Poco después del aislamiento del VSRRP se empezaron a desarrollar técnicas para
determinar la presencia de anticuerpos frente a este virus. La primera técnicaque se desarroll6 fue
una técnica de inmunoperoxidasa en monocapa (IPMA) que fue desarrollada en Lelystad y
ampliamente utilizada en toda Europa (Wensvoort ef al., 1991). Esta técnicase basa en la deteccidn
de anticuerpos especificos unidos a MAP previamente infectados con el VSRRP y posteriormente
fijados. Fue modificada, adaptdndola a la utilizacién de células de la linea celular CL-2621 para
evitar los problemas que da trabajar con cultivos de macréfagos (Frey et al., 1992; Wensvoort et
al., 1992). Utilizando esta técnica, aparecen titulos significativos de anticuerpos a los 6 dias p.i.,
alcanzando un pico (titulos de hasta 1:40000) a las 5 6 6 semanas p.i.. La duracién de los mismos
puede ser de 1 afio aproximadamente, aunque algunos animales son negativos a los 4-6 meses de la
infeccion. La especificidad de la técnica parece ser muy buena (Ohlinger et al., 1991a), sin
embargo la sensibilidad no es buena, ya que un 25% de los animales afectados no muestran

seroconversion (Wensvoort et al., 1991).

Con la misma frecuencia con que se ha utilizado la técnica de IPMA en Europa ha sido
utilizadala de la IF] en EE.UU.. Fue adaptada por Yoon y col. (1992b) y tiene una sensibilidad y
una especificidad similares a las de la técnica de IPMA. Los anticuerpos especificos frente al
VSRRP se pueden detectara los 6 dias p.i. (Yoon et al., 1992b) y en estudios experimentales se ha
determinado que todos los cerdos empleados habian seroconvertido en el dia 7 p.i. con titulos de
1:20 y que el pico de anticuerpos se alcanzabaa las 4 semanas de la inoculacion con titulos del
orden de 1:2560 (Frey er al.,, 1992; Rossow et al.,, 1992). Originalmente se utilizaban MAP
infectados con el VSRRP, pero posteriormente se ha adaptado el uso de la técnicaa la linea celular
CL-2621 (Frey er al., 1992; Bautista et al., 1993b). En un estudio realizado en EE.UU. se ha
observado que el 71,4% de las muestras procedentes de granjas con una historia clinicade SRRP
presentaban titulos de al menos 1:4, mientras que sélo un 1,3% de las muestras procedentes de
granjas no afectadas presentaban titulos de esa magnitud (Yoon et al., 1992b). Estudios
comparativos han puesto de manifiesto que la técnica de IPMA y la técnica de 1FI han dado
resultados similares (Fichtner er al., 1994). Recientemente se ha desarrollado una técnica de IFI
para la deteccién de anticuerpos del tipo 1gM, haciendo posible asi la deteccidn de animales en la
fase aguda de la enfermedad (Park ef al., 1995). Estos anticuerpos se pueden detectara partir del
dia 5 y hasta los dias 28 a 63 p.i. segun los distintos autores (Park ¢t al., 1995; Loemba et al.,
1996; Vézinaer al., 1996).

También se ha adaptado la técnica de la SN para detectar anticuerpos neutralizantes

desarrollados frente a este virus. No se puede realizar en cultivos de MAP ya que los anticuerpos
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median la opsonizacién del virus por los macréfagos, dando lugar a un aumento en la replicacién
del virus, en lugar de a una neutralizacién{Choi er al., 1992). Sin embargo, si se puede realizar si
se usan las lineas celulares en las que se puede replicarel virus in vitro (MA-104 y CL-2621)
(Benfield eral., 1992b). Los anticuerpos neutralizantes no se detectan hasta las 6-8 semanas p.i.,
por lo cual esta técnicano se ha considerado lo suficientemente sensible como para ser utilizadaen
infecciones tempranas (Christopbher-Hennings er al., 1992; Frey ef al., 1992} y ademés a los 2
meses de la infeccién muchos de los sueros son negativos. Posteriormente se ha realizado una
modificacién de la misma de forma que, si se realizaen el clon MARC-145 de 1a linea celular MA-
104 con una suplementacién de suero porcino serohegativo, a una concentracién final del 20%, se
aumenta la sensibilidad y se pueden detectar anticuerpos a partir del dia 11 p.i. y durante un
periodo de tiempo més largo que con la técnicade IFI. Este fenémeno se explica posiblemente por
el hecho de que la neutralizacién temprana sz estimula por 1a presencia del complemento, que
aporta el suero porcino afiadido, ya que los anticuerpos tempranos pueden tener una baja afinidad
de unién al virus o una baja capacidad de neutralizar la infectividad virica (Yoon er al., 1994a).
Esta técnicaes especialmente iitil en los estudios serolégicos de granjas donde ya ha pasado la

infeccién primaria, siendo poco adecuada para la deteccién de los casos agudos.

Investigadores franceses y espafioles, en un proyecto de colaboracién, elaboraron la
primera técnica inmunoenzimatica (ELISA) para la deteccién de anticuerpos frente al VSRRP que
ha sido utilizadade forma rutinaria en Francia. Es una técnica indirecta que utiliza un antigeno
preparado en cultivos de MAP. Cada suero se enfrenta a dos antigenos (positivo y negativo) con el
fin de detectar reacciones inespecificas. La sensibilidad, especificidady concordancia comparada
eon la técmcade IPMA son 1; 0,72 y 0,85 para sueros individuales y 1; 0,89 y 0,94 para granjas,
respectivamente (Albina ef al., 1992c¢; Albina y Buffereau, 1993). Aunque estos autores han
afirmado que esta técnica tiene mayor sensibilidad que la técnica de referencia (IPMA), en
particular para animales que estdn seroconvirtiendo, y que su especificidad es muy alta, hay autores
que opinan que la sensibilidad es menor que la de IPMA (Edwards et al., 1992), Esta técnicade
ELISA detecta anticuerpos a partir de las 2 semanas p.i. y tiene la ventaja de ser mas barata y
sencilia de realizar que la técnicade IPMA .

En la actualidad se han desarrollado técnicas de ELLISA en distintos laboratorios, tanto
directas como indirectas, de bloqueo o utilizando proteinas viricas expresadas en baculovirus para
tapizar las pilacas. Ademds se han desarrollado técnicas que permiten la deteccién de IgM para
diagnosticar infecciones tempranas y poder distinguir infecciones agudas y cronicas (Edwards er
al., 1992; Blaha et al., 1995; Houben et al., 1995a). Una de las técnicas desarrolladas utiliza un
antigeno virico obtenido en la linea celular MARC-145, solubilizado con triton X-100 para evitar

las reacciones de fondo que aparecian debido al tipo de antigeno utilizado para tapizar las placas. La
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especificidad y 1a sensibilidad de esta técnicason del 100% y el 96,6% si se compara con la técnica
de IFI {Cho ef al., 1996). También se ha desarrollado una técnica de ELISA de bloqueo en fase
liquida utilizando anticuerpos monoclonales desarrollados frente a la cepa de referencia del virus
italiana (Cordioli er al., 1996). En Bélgica utilizan para la deteccién de anticuerpos frente al
VSRRP una técnica de ELISA de bloqueo que utiliza un antigeno unido a la placa mediante un
anticuerpo de captura (Houben et al., 1995a).

El intenso trabajo tlevado a cabo en el desarrotlo de técnicas de ELISA que faciliten el
diagnéstico seroldgico de la enfermedad ha hecho que existan actualmenteen el mercado ELISAs
que permiten la deteccidén de anticuerpos frente a este virus. Las dos mds conocidas son una técnica
ELISA comercializada por IDEXX® que es una técnica indirecta que utiliza antigenos de cepas
europeas y americanas para tapizar las placas, asegurando asi la deteccién de anticuerpos
desarrollados frente a cualguiera de los tipos antigénicos, cuya sensibilidad oscila entre 0,68 y 0,91
y laespecificidad entre 0,75 y 0,97 (Nodelijk et al., 1996b) y una técnicade ELISA comercializada
por Ingenasa {Ingezim PRRS®) que utilizaba en un principio como antigeno una proteina virica
recombinante (producto de la ORF 7) expresada en un sistema de baculovirus. La sensibilidad y
especificidad de la técnica comparada con la técnica de IPMA era del 84% y del 94%
respectivamente pero presentaba el problema de presentar reacciones inespecificas (Drew, 1995).
Para mejoraf la sensibilidad y especificidad se han obtenido anticuerpos monoclonales
desatrollados frente a la nucleocdpside del virus y se ha desarrollado una ELISA de bloqueo que es

capaz de detectar anticuerpos desde el dia 10 hasta, al menos, el dia 210 p.i. (Sanz ez al., 1995).

Estudios realizados comparando distintas técnicas de diagndstico, incluyendo IPMA, TFl y
distintas ELISAS han dado como resultado una buena especificidad en general, siendo 1a mas
sensible la de IPMA realizada sobre cultivos de MAP, igualada solamente por una ELISA de
bloqueo utilizada en Bélgica (Drew, 1995; Yoon et al., 1995¢). La pri.mera detecta anticuerpos 2 6
3 dfas antes que la segunda y es mds sensible en la deteccién de anticuerpos matemales, mientras
que la segunda tiene mayor sensibilidad en la deteccidn de anticuerpos frente a cepas americanas
{Nodelijk et al., 1996b).

Las pruebas seroldgicas pueden dar problemas teniendo en cuenta la variacidn antigénica
del VSRRP (Beilage ef al., 1992; Frey et al., 1992; Wensvoort et al., 1992; Bautista er al., 1993b;
Yoon et al., 1995a} como se ha puesto de manifiesto cuando se ha sometido a pruebas de IFI y de
SN a sueros britdnicos positivos por la técnica de IPMA (Edwards er al., 1992). Entre las cepas
aisladas en los distintos paises europeos no existen diferencias sustanciales (Wensvoort ef al.,
1992; Kapur eral., 1996; Sudrez er al., 1996b;}, pero si entre las cepas europeas y las americanas
(Wensvoort ef al., 1992) y entre las distintas cepas americanas (Wensvoort et al., 1992). Como
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consecuencia, para la deteccién de anticuerpos frente al VSRRP se recomienda la utilizacién de
técnicas desarrolladas y validadas en la zona donde se encuentran los animales gue se van a

estudiar para evitar este tipo de problemas.

Ademis, teniendo en cuenta la gran extensién que presenta hoy en dia la enfermedad, una
toma de sangre no es suficiente para determinar si la infeccion ha sido reciente o no, por lo que se
necesitan muestras pareadas siempre que se realize un estudio de presencia de anticuerpos. Una
muestra de 30 animales ofrece un nivel de confianza del 95% para detectar una seroprevalencia del
10% & mayor (Deaet al., 1992c¢). Si la prevalencia es mayor, lo cual es muy frecuente si se estdn
estudiando cerdos de cebadero, serd suficiente una muestra de 10 animales, que permite detectar
con un nivel de confianza del 95% una seroprevalencia del 30% 6 mayor (Morrison ef al., 1992a).
La mayoria de los lechones seroconvierten en las lechoneras, de forma que animales de 3-4 meses
de edad son un buen indicador de la presencia de la enfermedad (Thacker, 1992). Asi, en granjas
en que la enfermedad es endémica, la mayoria de los lechones son negativos cuando se destetan,
pero entre el 80% y el 100% de los animales han seroconvertido a las 8 6 10 semanas de vida
(Freese y Joo, 1994). Por el contrario, la mayoria de las cerdas en este tipo de granjas son
seronegativas (Stevenson ef al.,, 1994). Ademds es frecuente detectar anticuerpos en lechones que
nacen infectados, siendo también posible que estos anticuerpos convivan con el virus circulante.
Por tanto, la infeccién transplacentaria se puede demostrar no sélo por la existencia del virus sino
también de anticuerpos especificos en la sangre de los lechones antes de mamar el calostro y en el
liquido ascitico de los lechones nacidos muertos o nacidos débiles (Terpstra et al., 1991;
Christianson ef al., 1992).

1.9.4. Determinaciéon del VSRRP
Para la determinacion del virus se puede intentar su aislamiento o bien su deteccidn.
1.9.4.1. Aislamiento virico

El aistamiento virico constituye una técnica diagnéstica muy importante, pero poco utilizada
debido a la infraestructura necesaria para llevarlaa cabo. Es posible aislar el virus de varios
érganos y tejidos incluyendo el pumén, la médula ésea, el bazo, el timo, las amigdalas, los
ganglios linfaticos, el corazdn, el cerebro, el higado y el rifidn, aunque la muestra que ha resultado
ser mds adecuada para el aislamiento es el suero de animales enfermos (van Alstine ¢t al., 1993),
los liquidos fetales y el pulmén de los fetos, el suero o los 6rganos linfoides (Bloemraad ef al.,
1994) y los MAP recogidos mediante lavado pulmonar (Mengeling et al., 1995). El uso de MAP

proporciona una ventaja ya que, ademds de su utilizacidn para el aislamiento virico a partir de
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lisados de los mismos, pueden ser utilizados para la deteccién de antigenos viricos mediante una
técnicade IFI 1 hora después de ser afiadidos al soporte de cultivo, dando por tanto un diagnéstico
muy rapido. Ademds, es posible la utilizacién de MAP procedentes de animales vivos, los cuales
han demostrado dar resultados positivos durante periodos de tiempo més prolongados que las
muestras de suero (9 semanas p.1. frente a 4 semanas p.i.). En este caso los mejores resultados se
han obtenido realizando cocultivos de MAP con células de lalinea celular MARC-145 (Mengeling
etal., 1996¢). Si lo que se observan son problemas asociados a la reproduccién, 1a mejor muestra
la constituyen lechones nacidos muertos o nacidos débiles, especiaimente el suero de estos

animailes.

Se ha demostrado que, aunque el virus se puede aislar hasta 8 semanas después de la
infeccidn del pulmén, el suero, el plasma o las células sanguineas (Ohlinger er al., 1992a; Paton e
al., 1992), las muestras procedentes de animales en la fase aguda de la enfermedad son mds

recomendables.

En cualquier caso, las muestras empleadas deben estar frescas, ya que los procesos de
autolisis inactivan rapidamente ¢l virus (Boeckman, 1993). Esta puede ser la causa de que los fetos
momificados no sean una buena muestra para intentar el aislamiento virico (Christianson et /.,
1992).

En el laboratorio el virus se puede cultivar en MAP obtenidos por lavado pulmonar
(Wensvoort e al., 1991) o en lineas celulares establecidas procedentes de rifion de mono (CL-2621
y MA-104) (Benfield er al., 1992a.b; Kim et al., 1993). Sin embargo, algunos aistados crecen
solamente en alguno de los tipos celulares, con mds frecuencia en MAP, sobre todo st se intenta
realizar el aislamientoa partir de muestras de suero, por lo que se recomienda la utilizacién de
ambos tipos de células (Bautista et al., 1993b). El ECP producido por el virus ha sido descrito por
Pol e al. (1992) y Paton et al. (1992a) y consiste en un redondeamiento y agrupamiento de las
células, seguido del desprendimiento del soporte en que se cultivan como consecuencia de la
muerte celular. El virus altera la homeostasis celular haciendo que desaparezcan las proyecciones

de superficie de las células.

Sin embargo, las cepas de campo presentan grandes variaciones en sus caracteristicas de
cultivo, produciendo algunas un ECP obvio a los 3 6 4 dias de cultivo y necesitando otras tres
pases en un periodo de 3 a4 semanas para ponerlo de manifiesto. También se han descrito aislados
que no producen ECP de tal manera que es necesario realizar tinciones inmunolégicas para
determinar su presencia. Entre las tinciones utilizadas estan la inmunofluorescencia directa (IFD)
(Yoon er al., 1992b), la IPMA (Wensvoort ef al., 1991) y una tincién con oro coloidal (Magar e
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al., 1993),
1.9.4.2. Deteccioén virica

Los métodos de deteccién virica incluyen tinciones inmunoldgicas que se han utilizado para
determinarla presencia de! virus en cortes histolégicos de tejidos como el pulmén o el bazo. Estas
incluyen técnicas de inmunofluorescencia directa en cortes de pulmén o bazo utilizando anticuerpos
monoclonales conjugados con fluoresceina (Benfield ez al., 1992a; Nelson et al., 1992), las cuales
han demostrado ser itiles en el diagnéstico de la enfermedad cuando se asocia a problemas
reproductivos (Zeman ef al., 1993), técnicas de inmunoperoxidasa en tejidos fijados con formalina
o solucién de Bouin (Halbur e al., 1994a), con las que se observa una tincién especificaen el
citoplasma de las células infectadas y técnicas de inmunohistoquimica (Magar ef al., 1993), que
ofrecen la ventaja de permitir evaluar a la vez la presencia de antigenos viricos y las lesiones
histolégicas, ademds de permitir la realizacién de estudios retrospectivos utilizando tejidos fijados
con formalina y embebidos en parafina (Larochelle er al., 1994). La sensibilidad de este tipo de
técnicas es comparable a la obtenida utilizando técnicas de inmunoperoxidasa, sin embargo, las

reacciones inespecificas son mucho menos frecuentes (Larochelle y Magar, 1995).

Igual que sucede con las técnicas de inmunohistoquimica, la hibridacién in situ también
permite la deteccién y localizacidondel virus en las células y los tejidos afectados. La diferencia es
que en este Bitimo caso se detectanlos dcidos nucleicos especificos del virus. Recientemente se ha
descrito una técnica de hibridacion in situ que utiliza como marcador para la deteccién del virus en
muestras de tejidos fijados con formalina y embebidos en parafina la digoxiginina (Larochelle et
al., 1996). Esta técnicaha demostrado ser més sensible que la inmunchistoquimica, ofreciendo una
sensibilidad similar a ia obtenida mediante el aislamiento virico, pero con la ventaja de ser mds
rapida y sencilla de realizar (Larochelle y Magar, 1996). Otra posibilidad es realizaruna técnicade

hibridacién in situ vtilizando como marcador la biotina (Park er al., 1996b).

Ademads se ha desarroliado la técnica de la transcripcién inversa y la reaccién en cadena de
la polimerasa (RT-PCR) para la deteccién del virus, tanto en el laboratorio como para muestras
clinicas, incluyendo muestras de semen (Mardassi ef al., 1994c; Sudrez et al., 1994; van Woensel
et al., 1994; Christopher-Hennings et al., 1995b; Shin er al., 1996b). La primera técnica de RT-
PCR fue la desarrollada por Sudrez er al. (1994). Esta técnicaamplifica un fragmento de ADN que
corresponde a una secuencia determinada de la ORF 7 del ARN del virus Lelystad. Los primeros
cebadores disefiados, de 28 oligonucledtidos cada uno, definen un segmento amplificado de 312
pares de bases entre las bases 14639 y 14950. Este amplicén se detectacomo una banda en un gel

de agarosa al 1,5% tefiido con bromuro de etidio. La sensibilidad obtenida en sobrenadantes de
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cultivos de MAP infectados con el VSRRP es de 6,7 DisoCT y en muestras clinicas de 102
DI5oCT. La técnica desarrollada por van Woensel e al. (1994) detecta hasta 30 DlsgCT en
sobrenadantes de cultivos de MAP o en muestras de semen. La técnica desarrollada por
Christopher-Hennings er al. (1995b) utiliza dos grupos de cebadores, uno de ellos corresponde a
un fragmento de la ORF 1b y el otro corresponde a un fragmento de la ORF 7. Esta técnica,
utilizada fundamentalmente para la detecciéndel virus en muestras de semen, permite la deteccién
del 10 viriones/mL y ha demostrado tener muy buena correlacién con el bioensayo, obteniéndose el
mismo resultado en el 94% de los casos. La técnica desarrollada por Mardassi ef al. (1994c)
permite la diferenciacion de cepas europeas y canadienses ya que utiliza dos pares de cebadores,
uno general que reconoce una zona conservada y otro que no reconoce las cepas europeas. Por
titimo, la técnica descrita por Shin er al. (1996b) es una técnica multiple que permite detectarla
presencia del virus de la enfermedad de Aujeszky, el coronavirus respiratorio porcino y el VSRRP
en muestras de semen. La sensibilidad para la cepa americana VR-2332 es de 0,01 DIsoCT y para

facepaeuropea LV es de 0,1 DIsoCT. Ademas de las técnicas de RT-PCR, se ha desarrollado una
técnica de ELISA-PCR que marca los productos de PCR con digoxiginina durante su obtencion,

para después hibridarlos utilizando una sonda marcada con biotina que es revelada mediante una
técnicade ELISA (Valiceket al., 1996).

Otra forma de deteccién virica son los bioensayos, consistentes en la inoculacién de
muestras sospechosas de contener virus a lechones seronegativos de entre 4 y 8 semanas de viday
observar si se produce una seroconversién, prueba de que la muestra era positiva. Se ha utilizado
principalmente para detectar la presencia de virus en muestras de semen (Swenson et al., 1994a,b;
Christopher-Hennings ef al., 1995b; Nielsen ef al., 1995) inoculando a lechones por la via
intraperitoneal. Tiene como ventajas el ser muy sensible y detectar virus infectivo y como

inconveniente el ser una prueba cara y larga.
1.10. TRATAMIENTO

No existe un tratamiento especifico para la enfermedad y lo dnico que se puede hacer es

aplicar medidas paliativas.

lLos cerdos que muestran una sintomatologia respiratoria deben ser alojados en naves en las
que haya una buena calidad de aire, donde no existan corrientes, evitando la mezcla de animates y
la superpoblacidn para evitar en lo posible el estrés. Ademas es conveniente subir la temperatura
media de la sala (Muirhead, 1992). Se ha descrito una disminucién en los efectos que produce la

enfermedad cuando las condiciones ambientalesy de alojamientoson buenas y cuando la densidad
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de animales no es muy alta (White, 1992). Se deben dar alimentos de buena palatabilidad y alta
energia a todos los animales afectados para evitar, en la medida de lo posible, la pérdida de

condicién corporal durante el periodo de inapetencia(White, 1991).

Los antibidticos se han utilizado, bien por la via parenteral o bien en el agua o el pienso,
para controlar las infecciones secundarias (Hopper et al., 1992). Muirhead (1992) ha recomendado
afiadir tetraciclina al pienso de gestacién durante 4 semanas, furazolidona al pienso de lactacién e
inyectara los lechones con antibidticos de larga duracién alos 3, 6 y 9 dias de edad, ademés de dar

tetraciclinas, sulfonamidas o tilosina durante 3 6 4 semanas a los cerdos en crecimiento.

También se han aplicado antiinflamatorios, especialmente 4cido acetilsalicilico, salicilatos,
flunixin y dipirona (Ahl ef al., 1992; Gordon, 1992; White, 1992). El 4cido acetilsalicilicose ha
utilizado a la dosis de 8 g/cerda/dia durante 7-10 dias, pero debe ser usado con precaucién porque
los salicilatos son teratogénicos al principio de la gestacion. Tanto los salicilatos como otros
farmacos se han utilizado por su efecto anti-prostaglandinico para evitar los abortos y los nacidos

muertos con resuitados variables.

Para reducir la mortalidad perinatal se ha intentado asegurar que los lechones ingieran el
calostro en el momento del nacimientoy a las 4 horas, ademds de darles electrolitos, glucosa y
calostro natural o artificial. Ademads se debe intentar que las condiciones en el nido sean adecuadas
para que los lechones estén confortables. También se ha administrado suero de animales que se han
recobrado de la enfermedad obtenido en el matadero para conseguir una buena inmunidad pasiva,

pero los resultados han sido, al menos, dudosos.

Como medida para reducir el estrés en los lechones recién nacidos se ha propuesto evitar el
corte de los colmillos, especialmente en los lechones nacidos débiles, y retrasar la inyeccion de
hierro hasta los 3 dias de edad y el corte de la cola, si se realiza, hasta los 5 dias (Ahl et al., 1992,
White, 1992). Por su parte Kavanagh (1992) ha sugendo retrasarla inyeccién de hierro hasta los
14 dias de edad y la suspensién de ldmparas a ambos lados de ]a parte posterior de 1a jaula de
partos para mejorar el ambiente del neonato. También se debe realizar una hemostasia en el cordén
umbilical para evitar {as hemorragias que en ocasiones se han descrito asociadas a esta enfermedad.
Es importante evitarla induccidn de los partos y los acoplamientos de los lechones sélo se deben
realizar en las primeras 24 horas de vida para igualar el tamafio de las distintas camadas, evitando
cambiarlos de sala de partos (McCaw, 1995).

Las cerdas que abortan o pierden toda la camada se deben dejar sin cubrir hasta el momento

en que deberian ser cubiertas en condiciones normales para evitar tanto los problemas de
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infertilidad que se presentan en el primer celo después de un aborto o un parto prematuro como los
problemas de flujo de animales en la granja. Ademas, si se presentan problemas de repeticiones, se
deben aumentaren un 10% 6 un 15% las cubriciones semanales para intentar mantener constante el
nlimero de partos por semana (Muirhead, 1992). Por tanto, para conseguir este objetivo se debe
intentar rebajar el nimero de cerdas de desecho que se eliminan en 1a granja durante la fase aguda

de un brote.

Para mitigarlos problemas de infertilidad que se pueden presentar en los verracos se debe
recurrir a la inseminacidn artificial o al menos a utilizar distintos verracos en cada monta que se les

da a las cerdas para reducir el riesgo de repeticiones.

En granjas persistentemente infectadas, donde aparecen infecciones secundarias en
lechoneras y recria de forma continua, se puede intentar la repoblacién con animales libres de la
infeccion, siempre y cuando la granja esté situada en una zona donde el riesgo de reinfeccion sea
bajo.

1.11. PREVENCION Y CONTROL

1.11.1. Profilaxis higio-sanitaria

Como medidas de prevencién para evitar la entrada del virus en una granja, hay que
extremar las precauciones, respetando los periodos de cuarentena, restringiendo el acceso de
visitantes a la granja, imponiendo un cambio de ropa obligatorio a la entrada de las instalaciones y
evitando la entrada de vehiculos dentro del perimetro de las mismas. Estas precauciones parecen
haber surtido efecto en algunos paises como Bélgica y El Reino Unido, pero no han conseguido
frenar la extension de lainfeccién en otros como es el caso de Holanda. Incluso granjas cerradas,
con medidas de seguridad tales como la ducha obligatoriay el cambio de ropa antes de entrar en las
instalaciones, han sido infectadas, probablemente debido a la difusion aerdgena del virus,
especialmente en dreas donde la densidad de poblacién de cerdos es muy alta y las condiciones

atmosféricas favorables.

Teniendo en cuenta la posibilidad de difusién aerégena del virus, para la construccién de
nuevas granjas, se deben elegir zonas de una baja densidad de animales, lo mds lejos posible de
granjas que ya estén funcionando, especialmente 1as més grandes. El riesgo de infeccion debido a
la difusién local de la enfermedad disminuye al aumentar la distancia, con distancias de menos de 3
km especialmente peligrosas, y disminuir la densidad de poblacién (Blaha y Bilker, 1995).
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En muchos casos, la entrada de la enfermedad en una explotacién se ha debido a la
introduccion bien de animales destetados o bien de cerdas de renuevo. Estas cerdas de 6 6 7 meses
de edad, si proceden de granjas que estén infectadas de forma enzodtica, pueden ser virémicas
cuando ingresan en la nueva granja(Dee er al., 1993). Ademds, las pruebas seroldgicas en las
granjas de procedencia no siempre aseguran el estado real de las mismas ya que alguno.s animales
pueden ser negativos, aunque exista la infeccién en la granja, especialmente si ésta ha sido
enzodtica durante algiin tiempo, si la infeccién estd en periodo de incubacidn o si se ha producido
después de la extraccién de sangre. Como consecuencia, se deben realizar siempre dos pruebas
seroldgicas, una antes del movimiento de los animales y la otra después, al final del periodo de
cuarentena en la granja que los recibe. Si los animales permanecen seronegativos al final de ese
periodo se puede asumir el riesgo de introducirlos en la explotacién, ya que séle los animales en
periodo de incubacidn son seronegativos. Las muestras pareadas son imprescindibles en el caso de
que algunos animales estén infectados, ya que nos permiten conocer, mediante ia seroconversion o
el aumento de los titulos de anticuerpos, la actividad del virus en ese grupo. Por otra parte, al no
ser seropositivos todos los animales de una granja infectada, no son significativos los datos
- obtenidos en individuos aislados, de forma gue se deben analizar muestras de un grupo de

individuos que estén en intimo contacto unos con otros.

Si por el contrario la explotacidn presenta un starus seroldgico positivo y se van a introducir
cerdas de renuevo seronegativas, éstas se deben introducir con 3 6 4 meses de edad para que se
infecten en el periodo de crecimientoy evitar la presentacidn de problemas en la reproduccién al
infectarse después de la cubricidén. Si no se realiza una buena aclimatacién pueden aparecer
problemas reproductivos crénicos (Dee y Joo, 1994b). Si no se conoce con certeza cudl es la
sttuacion de la granja, es una medida muy recomendable el someter a los animales que llegan a un

pertodo de cuarentena y luego exponerlos a lechones que estén en las lechoneras.

Otra posible fuente de infeccidn la constituyen el semen, los embriones y los fetos
obtenidos por histerectomia. Aunque los embriones y los fetos se pueden infectar in utero ya que
el virus es capaz de atravesar la barrera placentaria, no constituyen un peligro real, ya que no es
una practica habitual ni el transplante de embriones ni la obtencién de animales por histerectomia,
Por el contrario fa adquisicién de semen contaminado si puede constituir un riesgo importante ya
que, aunque existe cierta controversia al respecto, se ha demostrado tanto la eliminacién de virus
por el semen (Swenson et al., 1994a; Christopher-Hennings er al., 1995a) como la transmisidn a
cerdas inseminadas con semen que contiene el virus (Yaeger et al., 1993; Swenson er al., 1995a;
Gradil et al., 1996; Lager et al., 1996b).

Otra cuestidén a tener en cuenta es la introduccién de verracos en los centros de
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inseminacién artificial. Se puede decir que se deben tener en cuenta los mismos principios que
cuando se introducen cerdas de renuevo en una granja respetando los periodos de cuarentena y
realizando pruebas seroldgicas durante al menos 60 dias, asegurando asi que los animales que se
van a introducir son seronegativos (Benfield er al., 1995). Sin embargo, se ha demostrado que,
con un periodo de cuarentena adecuado, es posible introducir verracos seropositivos en un centro
de inseminaci6n artificial o en una granja sin que exista un peligro real para los animales
seronegativos que ya estdn en el centro o en la granja (Potter, 1994; Paton y Drew, 1995).

Cuando la prevalencia de la enfermedad en una zona en concreto es muy baja, la extensién
de 1a enfermedad se puede controlar mediante un programa de control aplicado al movimiento de

animales, a la inseminacién artificial y al movimiento de vehiculos (le Potier et al., 1995).

También existen una serie de medidas generales, aplicables a cualquier enfermedad
infecciosa, que deben ser tenidas en cuenta para evitar la entrada de la enfermedad en las granjas.
Entre ellas estdn el hecho de que el riesgo de introducir cualquier enfermedad en una granja es
mayor cuantas mis veces se introduzcan animales y cuantos més origenes se mezclen. Como
consecuencia, es preferible introducir mds animales de cada vez y con menos frecuencia,

intentando que todos tengan la misma procedencia.

Ademas, la introduccién de animales susceptibles a la enfermedad (centinelas) y la
vigilancia clinica de los mismos durante el periodo de cuarentena de los animales que llegana la

granja puede ayudar a detectarla presencia del virus.

La limpieza de los locales y el uso de desinfectantes es una medida necesaria. Asi, se ha
demostrado que los efectos clinicos de la enfermedad son minimos cuando se desinfecta
regularmente (Plana Durdn er ¢l., 1992a). Se ha demostrado que el VSRRP es sensible a distintos
tipos de desinfectantes, entre ellos una mezcla de peréxido, surfactantes y dcidos orgénicos e
inorgénicos (Virkon S®, Antec International), que puede ser utilizado a una dilucién 1:700 y una
mezcla de dcidos orgdnicos, surfactantes y biocidas (Farm Fluid _S®, Antec International), que es
eficaz a una dilucién 1:900.

Si la enfermedad estd presente en una granja, existen una serie de medidas de control que
se pueden tomar para intentar librarla de la misma. Para ello es fundamental conocer dénde es

activo el virus. Existen 4 zonas en una granja donde puede circularel virus:

1. La zona donde se encuentran los animales de reposicién (en periodo de aclimatacion).

2. Poblacién de reproductores que nunca han tenido contacto con la enfermedad.
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3. Las lechoneras.

4. Los cebaderos, especialmente cuando los anjmalestienen 18x 2 semanas (Polson, 1996).

Si la circulacién del virus estd muy extendida entre los distintos grupos, una posibilidad es
la repoblacién con animales seronegativos. Para ello se debe vaciar la granja, lavar con agua a
presién a mas de 94°C, desinfectar con formaldehido tres veces y dejarla en periodo de vacio
sanitario durante 14 dias (Deeer al., 1993). Esta medida puede ser Wtil siempre y cu‘::mdo la granja

se encuentre en una zona donde el riesgo de reinfeccién sea muy bajo.

Existen otras medidas de control que se pueden implantar, sin embargo, para ello es
necesario comprobar que el virus no esti circulando en los reproductores, ya que ninguna medida,
salvo la repoblacidn, surtird efecto si los animales adultos estin eliminando el virus, infectdndose
unos a otros y a sus lechones (Dee er al., 1996a). Para comprobar si los animales adultos estdn
eliminando el virus es necesaria la realizacién de perfiles serol6gicos (Dee y Joo, 1996). Titulos
muy altos de anticuerpos en las cerdas o en los lechones recién destetados pueden indicar que el
virus estad circulando, sobre todo si la seroprevalencia es mayor del 20%. La circulacién del
VSRRP en los reproductores se puede controlar mediante el manejo de las cerdas de reposicion.

Para ello se deben tomar dos tipos de medidas (Dee et al., 1994):

1. Cerrar la granja, evitando la introduccién de nuevos animales durante un periodo de al menos 4
meses, para lo cual se pueden utilizar animales del cebadero para la renovacion o se pueden
introducir los animales de reposicién de los 4 meses a la vez, en lugar de seguir un programa
semanal o mensual, adaptando para ello las instalaciones.

2. Adecuar las instalaciones para facilitar el periodo de aislamiento y aclimataciénde los animales
de reposicidén que entren en la granja. Las instalaciones de aislamiento deben estar fuera de la
granja y, si ellono fuera posible, deben al menos tener espacios aéreos separados del resto de los
animales que se encuentran en produccién. El periodo de aislamientoy aclimataciéndebe durar de
25-30 dias a 45-60 ya que los periodos de viremiason muy largos en esta enfermedad. Ademds el
manejo de la reposicién debe seguir el sistema de “todo dentro-todo fuera”, limpiando y
desinfectando entre los distintos grupos. Durante este periodo de tiempo se deben realizar dos
tomas de sangre con un intervalo de entre 30 y 60 dias.

Una vez controlada la circulacién del virus entre los reproductores, y, si se sabe que €l
virus estd circulando en un grupo concreto de edad, una posibilidad es realizar una depopulacién
parcial que consiste en una modificacién temporal del flujo de animales, sacando de la granja el
grupo de edad en el que se cree que circula el virus para limpiar, desinfectar y dejar unos dias en

periodo de “vacio sanitario” las instalaciones en las que se alojan. El protocolo que hay que seguir
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para llevar a cabo una depopulacién parcial es el siguiente:

1. Se deben sacar de la granja los animales en los que circula el virus, los cuales no deben volvera
entrar en el sistema en ningiin momento de su ciclo de produccidn.

2. Se deben lavar y desinfectar las instalaciones 3 veces con agua calienteentre 90°C y 94°Cy
desinfectantes quimicos como el formaldehido o el fenol, todo ello en un periodo de 14 dias.

3. Las fosas de purines se deben limpiary desinfectar entre los ciclos de limpiezay desinfeccién de
las instalaciones.

4, Las habitaciones deben permanecer vacias posteriormente un tiempo minimo de 2 ¢ 3 dias.

En ocasiones, se ha llevado a cabo sacando de 1a misma, en una granja de ciclo cerrado, los
cerdos en crecimientoy engorde, donde se habia demostrado mediante serologia que el virus era
activo (Kang er al., 1994; Shin er al,, 1994). Sin embargo, lo més frecuente es realizar una
depopulacién parcial de las lechoneras, ya que normalmente es aqui donde se mantiene activo el
virus, rompiendo asi el ciclo de transmisién de la enfermedad de los animales méas viejos a los mas
jovenes y conseguir asi animales de cebadero negativos a la enfermedad (Dee y Joo, 1994a;
Kawashima er al., 1994; Dee et al., 1996¢,d). Esta practicase ha llevado a cabo en granjas donde
los perfiles serolégicos indicaban seroprevalencias menores del 10-20% en los animales en
gestacién y en lechones de 3-4 semanas, de entre 25% y 50% en cerdos de 5-6 meses y mayores
del 80% en los animales de 8 a 10 semanas de vida (Dee y Joo, 1994a). Este sistema se ha
empleadoen EE.UU., Europay Asiay, aunque no es eficazen la erradicacién de la enfermedad en
todos los casos, si consigue que mejoren los datos de produccion en las lechoneras, disminuyendo
la mortalidad y los costes por tratamientos de enfermedades secundarias y aumentando la ganancia
media diaria de peso mejorando por tanto la economia de la mayoria de las granjas (Dee y Joo,
1994a; Dee, 1996a; Dee er al., 1996d). Esta estrategia es especialmente recomendable en zonas con
una alta densidad de poblacién, donde es dificil utilizar el sistema de produccién en muiltiples
sitios. Ademds, tiene las ventajas de ser relativamentebarato, de no interrumpir demasiado el flujo
de animalesy de ayudar a controlar otros patégenos enzoéticos en las granjas como los causantes
de la neomonia enzodticay la enfermedad de Glédsser o las infecciones por el coronavirus
respiratorio porcino. Como desventajas figuran el hecho de que su aplicacién depende del patrén
de circulacidn del virus en la granja y la necesidad de encontrar un sitio para los lechones mientras

se llevaa cabo.

En EE.UU. han utilizado los sistemas de [sowean®, el destete precoz segregado, el destete
precoz medicadoy el destete precoz medicado modificado, unido muchas veces a la utilizacién de
sistemas de produccién en multiples sitios para intentar erradicar la enfermedad en algunas granjas
(Dee, 1993; Deeer al., 1993, Christianson efal., 1994a; Loula, 1995). Estos sistemas tienen por
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finalidad mantener a los animales por lotes de edades en distintas localizaciones para disminuir la
transmisién que de forma natural se produce de los animales més viejos a los mds jévenes. Para
que tengan eficacia es necesario que no haya lechones virémicos en lactacién, hecho bastante
frecuente si el virus no recirculaen los reproductores, ya que normalmente lo que sucede es que los
lechones tienen anticuerpos maternales que descienden a las 4 semanas de vida aproximadamente
para producirse la seroconversion en animales de 6 a 7 semanas de edad. Si se comprueba este
hecho, los lechones se pueden destetar cuando atin son jévenes, muchas veces entre los 12y los
14 dias de vida y trasladarlos a lechoneras construidas fuera de la granja. Al cabo de 12 semanas en
este segundo sitio, los lechones se pueden trasladar a cebaderos, ubicados también lejos de las
lechoneras, o terminar su ciclo en este segundo sitio. Aunque este sistema puede fallar y se pueden
infectar las lechoneras, en cualquier caso el alto nivel sanitario que proporciona este sistema de
produccién hace que la infeccién no produzca las pérdidas que produce en los sistemas
convencionates (Dee er al., 1993). El destete precoz, acompafiado de produccién en muiltiples
sitios, es especialmente adecuado cuando la seroprevalencia en los reproductores es alta{Dee et al.,
1993). Ademas se ha empleado con buenos resultados para eliminar los agentes viricos y
bacterianos asociados al SRRP (White, 1995), siempre y cuando estén bien disefiados y se evitela
mezclade animales de distintas edades.

La pricticade un sistema de “todo dentro-todo fuera”, consistente en establecer grupos de
animales que tengan todos la misma edad y entren y salgan a la vez a una zona de produccidn, es
fundamental para la erradicacién de la enfermedad y es tan importante evitar el movimiento de aire
entre las distintas salas como evitar el contacto fisico directo entre los animales. Es mads, en
espacios de aire muy grandes no siempre se obtienen buenos resuitados. Ademds, las salas se
deben limpiar y desinfectar entre cada nuevo grupo de animales. Este sistema permite evitar el

contacto de los animales mds jévenes con los mds viejos, rompiendo de esta forma la recirculacidn
del virus.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que, aunque los sistemas de destete precoz
segregado, destete precoz medicado, destete precoz medicado modificado, produccion en multiples
sitios y “todo dentro-todo fuera” son eficaces para la total eliminaciénde ciertos patégenos como la
enfermedad de Aujeszky o la neumonia enzodtica, no lo son con otros como Streptococcus suis,
Haemophilus parasuis o el SRRP, por lo cual, los resultados obtenidos con este método son

variables, sin que se pueda garantizar la eliminaciéndel virus con esta practica de manejo.
Otro sistema que ha sido descrito para el control de la enfermedad es el denominado

MCREBEL (Management Changes to Reduce Exposure to Bacteriato Eliminate Losses) (McCaw,

1995, McCaw er al., 1996). Este sistema estd encaminado a reducir tanto los agentes secundarios
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como el VSRRP en las salas de partos y las lechoneras. Para ello se recomiendan una serie de

medidas que a continuacién se citan:

1. Realizar acoplamientos s6lo en las primeras 24 horas de vida, evitando igualar las camadas
cuando algin lechén se quede pequefio o existan animales enfermos, mover los lechones o las
cerdas entre distintas salas y el uso de nodrizas para sacar adelante a los lechones enfermos o
retrasados.

2. Eliminar los animales enfermos que no tienen posibilidades de recuperacion.

3. Evitar ¢l manejo innecesario de los lechones, especialmente para 1a administracién rutinaria de
antibidticos o inyecciones extra de hierro.

4. Evitar el movimiento de los animales retrasados a otras habitaciones con animales més jévenes.
Para ello se deben eliminar los lechones que no tengan el peso y el estado de salud necesario al
destete y de nuevo a las 10 semanas de vida y se debe utilizarel sistema de “todo dentro-todo
fuera” en las lechoneras, dejando 2 é 3 dias para la limpieza y la desinfeccion de las salas entre los
lotes.

5. Evitar Jos sistemas de retroalimentacion utilizados para estimular la inmunidad consistentes en

dar a las cerdas gestantes los restos de las placentas y los lechones nacidos muertos.

Con el uso de este sistema ha sido posible eliminar la enfermedad en algunas granjas, sin

utilizar para ello medidas complementarias(McCaw y Henry, 1995).

En cuanto a los intentos de controlar la enfermedad a nivel internacional, la comisién de la
Unién Europea en su directiva 81/109 de marzo de 1991 establecié medidas de control para el
movimiento de cerdos, obligando a los estados miembros a notificar los municipios en los que
habia aparecido |a enfermedad y prohibiendo la exportacién desde estas zonas hasta que las granjas
afectadas se hubieran declarado libres de la misma (lo cual sucedia en un periodo de 8 semanas
desde la desaparicién de los signos clinicos). Sin embargo, la amplia y rdpida distribucién del
VSRRP hizo que se levantaran estas medidas en octubre de 1992. Por otra parte, algunos pafses
han estabiecido medidas de control, prohibiendo Ias importaciones de cerdos de paises afectados.

1.11.2. Profilaxis médica

La primera vacuna frente a ta enfermedad comercializada en ¢l mundo fue lanzada al
mercado en 1993 en Espafia por Cyanamid bajo el nombre de Cyblue®. Es una vacuna muerta,

con adjuvante oleoso que contiene 105.5 DI5oCT deuna cepa espafiola del VSRRP obtenida en

culuvos de MAP, lo cual ha hecho dificil su introduccién en otros paises, debido al riesgo de

contaminacién con otros agentes infecciosos que supone el uso de MAP. La vacuna va dirigidaa la
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proteccion frente a los problemas asociados a la reproduccién en cerdas de reposicion y cerdas en
produccién. En cuanto a la administracion ésta debe realizarse por la via intramuscular. En la
primovacunacién se deben aplicar dos dosis separadas por un intervalo de 21 dias, evitando la
vacunacién desde 10 dfas antes hasta 10 dias después de la cubriciény 10 dias antes del parto.
Posteriormente se recomienda la revacunacién durante la lactacién, lo cual estimula la Eroduccién
de IgAs las cuales tienen un papel importante en la inmunizacién previa de los lechones al
secretarse en la leche. En las cerdas de reposicidn, la vacunacién se debe realizar sistematicamente
a los 6 meses de edad, seguida de una revacunacién a los 21 dias. Cuando se le realizaron
contrapruebas a la vacuna, es decir, se inocularon experimentalmente con una cepa virulenta del
virus cerdas previamente vacunadas, entre los dias 67 y 84 de gestacidn, se obtuvo como resultado
una proteccién del 70% en relacién con la prevencién de las alteraciones de la reproduccion
comparado con los testigos no vacunados. De esta forma, en las cerdas vacunadas, el porcentaje de
lechones vivos una semana después del parto fue del 73%, comparado con el 11,9% en las no
vacunadas. Ademis, el 90% de los animales vacunados contraprobados con la cepa virulenta
mostraron signos de celo al destete, fueron cubiertas y quedaron gestantes, mientras que el 90% de
" las cerdas no vacunadas presentaron repeticiones ciclicas (Plana Durdn er al.,, 1995a). Por otra
parte, aunque [a produccidn de anticuerpos tras la vacunacion es muy limitada, los animales que no
presentaban anticuerpos en el momento de la contraprueba resultaron estar protegidos, indicando
que se desarrolla una tnmunidad de base celular que juega un papel muy importante en la
proteccién frente a la infeccién por este virus. Los estudios de campo, después de la aplicacién de
mas de | millén de dosis, han sugerido un beneficio significativo en el porcentaje de repeticiones,
el niimero de lechones nacidos vivos por cerda y aiio, el porcentaje de abortos, el ndimero de

lechones destetados por cerda y afio y el nimero de lechones nacidos muertos (Plana Duran,
1994).

Otra vacuna lanzada recientemente al mercado espaiiol es la comercializada por Laboratorios
Syva bajo la denominacién PYRSVAC-183®. Es una vacuna viva atenuada preparada con la cepa

ALL.183 a una concentracién =105.0 DI5oCT que ha obtenido licencia para su utilizacién en cerdos

de cebo, pero no en reproductores. Puede ser utilizada a partir de las 3 semanas de vida y estd
indicada para la prevencién de la forma respiratoria de la enfermedad. Al ir destinada a lechones y

animales de cebo lleva un diluyente acuoso y se administra una sola dosis por la via intramuscular.

A nivel mundial la vacuna que- hasta la actvalidad ha tenido mayor difusién es la
comercializada por Boehringer Ingelheim Animal Health Incorporation la cual obtuvo licencia por
primera vez en 1994 en EE.UU. (Gorcyca et al., 1995a). Fue la primera vacuna viva modificada
lanzada al mercadoen el mundo y estd preparada con la cepa de referencia americana del VSRRP
ATCC VR-2332. Se comercializaen EE.UU. por los Laboratorios Nob! bajo el nombre de
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RespPRRS® vy en el resto de paises donde esta permitida por Boehringer Ingelheim Vetmedica
bajo el nombre de Ingelvac PRRS MLV®. Esta autorizada tUnicamente para animales en
crecimicnto, donde parece evitar la aparicién de los signos clinicos de 1a enfermedad asociados ala
forma respiratoria que afectaa los cerdos en crecimiento, aunque recientemente ha sido modificada
su licenciaen EE.UU. y se permite su aplicacién bajo el nombre de RespPRRS/Repro™ en
hembras en produccién no géstantes para controlar los problemas asociados a la reproduccién
{Lager y Mengeling, 1997). La pauta de vacunacién cn los lechoncs consiste en 1a aplicacién de
una sola dosis por la via intramuscular entre las 3 y las 18 semanas de vida. En los estudios sobre
esta vacuna realizados hasta la actualidad se ha podido demostrar que su aplicacién en lechones
produce una viremia detectable y bastante larga ya que es posible detectar el virus vacunal en el
suero de los animales vacunados al dia siguiente de la vacunacidn, siendo todavia virémicos 25
dias después aproximadamente un 30% de los ammales. Sin embargo, si produce una proteccién
frente a la infeccidn con cepas virulentas ya que sdlo el 30% de los cerdos vacunados presentan
viremia tras la inocolacién con cepas virulentas, siendo menor la duracién de la misma, cuando se
produce, que cn los cerdos testigos (Goreyca et al., 1995a). Ademds, diferentes estudios, tanto de
campo como experimentales, han demostrado que la vacuna es efectiva para la prevencién de los
signos clinicos de la enfermedad, provocando una disminucién en la leucopenia asociada a la
misma y en las lesiones pulmonares que produce. También es capaz de limitarla difusién de las
cepas virulentas del virus ya que aumenta el nimero de DlsoCT necesarias para producir una
infeccién y disminuye la magnitud y duracion de la eliminacién del virus. De esta forma, el 40% de
los animales centinelas puestos en contacto con los animales vacunados y contraprobados con una
cepa virulenta no seroconvierten en un periodo de 28 dias (Gorcyca ef al.,, 1995a,b; Kang et al.,
1996a). Algunos autores han descrito una disminucién en el nimero de dias al matadero, al
presentar los animales vacunados una ganancia media diana de peso mejor desde las lechoneras
hasta el final del periodo de cebo (Sanford y Nuhn, 1996). Sin embargo, estos resultados no han
sido apoyados por otros estudios que dermnuestran un peor comportamientio de los animales
vacunados, comparados con los testigos (Pretzer et al., 1997).

En cuanto a la produccién de anticuerpos tras Ja vacunacién se ha determinado que los
animales vacunados presentan anticuerpos detectables tanto por técnicas de IFI como de ELISA a
partir de la segunda semana después de la vacunacién, apareciendo los anticuerpos neutralizantes a
las 4 semanas de la vacunacién. La duracion media de estos anticuerpos oscila entre 112 y 118 dias
(Gorcyca eral., 1995a; Roof er al., 1995; Kang et al., 1996a). La estimulacién de lainmunidad a
que da lugar la vacunacién hace que, si se inoculan los animales vacunados con una cepa virulenta,
se produzca un aumento en el titulo de anticuerpos neutralizantesa partir del dia 7 p.i. (Gorcyca et
al., 1995a). Ademds de la respuesta inmune de base humoral descrita, la vacunacion da lugar al

desarrollo de una respuesta inmune de base celular caracterizada por un proliferacién de linfocitos
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T y una respuesta de hipersensibilidad retardada que sigue el mismo patrén en animales vacunados

que en animales infectados con cepas virulentas (Bautista ef al., 1996b).

Aunque la vacuna sélo ha adquirido licencia para su aplicacién en reproductores
recientemente y bajo determinadas circunstancias, se han llevado a cabo distintos estudios para
determinar su comportamiento en animales adultos, demostrandose que el virus vacunal produce
una viremia detectable, aunque de menor duracién que en los animales no vacunadgs (Goreyca et
al., 1997b; Lager y Mengeling, 1997), encontrindose en los lavados pulmonares durante largos
periodos de tiempo v elimindndose por distintas vias. Ademads es capaz de atravesar la barrera
placentaria, pudiendo dar lugar al nacimiento de lechones virémicos los cuales presentan una
apariencia normal, sin que sea posible diferenciarlos de los animales no infectados (Lager y
Mengeling, 1997). También hay que tener en cuenta que, debido a la eliminacidn del virus por los
animales vacunados, es posible que los lechones nacidos de cerdas vacunadas adquieran el virus de
sus madres después del nacimiento (Mengeling et al., 1996a). Los estudios de seguridad levados a
cabo vacunando cerdas seronegativas en el Gltimo tercio de gestacion, bien sea con la dosis
terapetiticao con dosis 10 veces superiores a la misma, parecen indicar que la vacunacién no da
lugar a alteracionesen la reproduccion (Goreyca et al.,, 1997a). En las pruebas de eficaciallevadas
a cabo vacunando cerdas 28 dias antes de la cubricion e inoculdndolas con cepas virulentas, tanto
homélogas como heterélogas, alrededor del dia 90 de gestacién, se ha demostrado que la
vacunacién da lugar a la aparicién de anticuerpos neutralizantes, produciéndose una respuesta
anamnéstica tras la inoculacién con cepas virulentas. Ademads, cuando la inoculacién se realizacon
la cepa homologa se evita la aparicién de los sintomas asociadas a la reproduccidn tales como
abortos tardfos o partos prematuros, siendo las camadas de los animales vacunados en cuanto al
niimero de lechones nacidos vivos, muertos y momificados y en cuanto al crectmiento de los
lechones similar a las de los animales no vacunados y no inoculados con cepas virulentas y
superior a las de los animales inoculados con cepas virulentas pero no vacunados. Por otra parte, la
viabilidad de los lechones nacidos vivos es mejor en las cerdas que han sido vacunadas, sin que se
pueda demostrar el nacimiento de lechones infectados en el titero (Gorcyca er al., 1996b; 1997a).
Cuando la inoculacién se realiza con una cepa heterdloga también se observa que la vacuna evitala
aparicion de los problemas asociados a la reproduccién, aunque un 15% de los lechones nacen
infectados y un 8% presentan anticuerpos frente al virus (Goreyca eral.,, 1997a). Por el contrario,
cuando la vacuna se administra a cerdas gestantes entre tos dias 50 y 55 de gestacidn, aunque no
aparecen sintomas sistémicos y disminuye significativamente el porcentaje de lechones nacidos
muertos y momificados, de los lechones nacidos vivos de animales vacunados un 33% son
lechones débiles frente a un 96% en el grupo de cerdas no vacunadas, muriendo en los primeros 21
dias de vida el 56% de los lechones procedentes de las madres vacunadas y un 96% de los

procedentes de las no vacunadas. Los lechones nacidos vivos procedentes de cerdas vacunadas no
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s6lo presentan una baja viabilidad sino que ademds en el primer dia de vida un 92% y un 90% son
positivos a la presencia de anticuerpos por las técnicasde IPMA y de SN respectivamente frente al
53% y el 0% respectivamente en los lechones de cerdas del grupo no vacunado (Goreyca ef al.,
1997b). También se ha demostrado que la duracién de la inmunidad a la que da lugar la vacunacién
es suficiente para proteger a cerdas vacunadas en su primera gestacién de la exposicién a una cepa
virulenta en la segunda gestacién (Mengeling er al., 1996a). Se cree que la vacuna confiere una
inmunidad protectora frente a la cepa homéloga que comienza dentro de los primeros 80 dias
después de la vacunacién y se extiende por un periodo de al menos 600 dias (Lager y Mengeling,
1997). También se produce proteccién cruzada, siempre que la cepa sea antigénicamente similar,
comenzando dentro de los 30 dias que siguen a la vacunacién y aumentando con el tiempo hasta al
menos los 5 & 6 meses post-vacunacién. Si 12 cepa no es similar se desarrolla una ligera respuesta
protectora pero depende de la cepa que se estudie (Lager y Mengeling, 1997).

Un aspecto importante de la vacunacién de reproductores es la proteccidn frente a la
infeccién por cepas virulentas que puedan conferir a los lechones tras el nacimiento. Sin embargo,
en este punto existe controversia. Mientras algunos autores afirman que los lechones nacidos de
cerdas vacunadas presentan anticuerpos neutralizantes de origen maternal a las 4-5 semanas de
vida, 1o que los hace mds resistentes a la enfermedad, como se demuestra por una menor incidencia
de viremia, un menor nivel de leucopenia, una menor incidencia de fiebre y una mejor ganancia de
peso comparandolos con lechones procedentes de cerdas sin vacunar cuando se inoculan con una
cepa virulenta{Gorcyca er al., 1996a), otros no observan diferencias con lechones procedentes de
cerdas no vacunadas cuando se inocuian a [as 2-3 semanas de vida con cepas virulentas (Mengeling
etal., 1996a).

En los verracos los efectos de la vacunacién no estdn claros ya que, aunque se produce una
disminucién de la viremia tras la inoculacién con una cepa virulenta y algunos autores no han
podido detectar el virus en el semen de los animales vacunados (Nielsen et af., 1995), otros han
podido detectarlo durante periodos variables entre los dias 6 y 39 post-vacunacidn (Shin ef al.,
1995; Christopher-Hennings er al., 1996b). En cuanto a la respuesta que se produce frente a la
inoculacién con una cepa virulenta, mientras en algunos estudios no se detecta el virus después de
la misma (Molitor y Shin, 1995; Shin er al., 1996), en otros es posible detectarlo durante periodos
muy cortos de tiempo entre los dias 4 y 24 después de la contraprueba (Nielsen et al., 1995;
Christopher-Hennings ef al., 1996b). Por otra parte, dado que el virus parece capaz de producir
alteraciones en la calidad espermatica de los verrcos infectados, se han realizado estudios para ver
si el virus vacunal tiene algilin efecto sobre la misma, habiéndose obtenido resultados variables.
Aunque en algunos estudios no se han observado diferencias en la calidad espermatica después de

la vacunacidn (Nielsen et al., 1995), en otros se ha observado una disminucién de la motilidad
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progresiva y un aumento de las formas anormales (Christopher-Hennings et al., 1996b).

En pruebas de proteccién cruzada, vacunando animales e inoculdndolos posteriormente con
aislados europeos, se ha demostrado que la vacuna ofrece una proteccién cruzada frente al virus
Lelystad, estimulando una respuesta serolégica tanto frente a cepas americanas como a cepas
europeas y reduciendo los dias de fiebre, asi como el nivel y la duracién de la viremia tras la

infeccidn con el virus europeo (Goreyca ef al.,, 1995a; Kang ef al., 1996a) .

A pesar de que esta vacuna no tiene licencia para su uso en los reproductores, se ha
utilizado en estos animales en determinados casos. De esta forma, se utiliza en EE.UU. en cerdas
de reposicién cuando son seronegativas y se van a introducir bien en una granja que ha padecidola
enfermedad en el pasado o bien en granjas donde se ha comprobado serolégicamente, por la
existencia de subpoblaciones, que la infeccidn es activa en los reproductores, atin en ausencia de
sintomas asociados a la reproduccidn (Dee, 1996b). Sin embargo, la seguridad de 1a vacuna puede
no ser suficiente para la realizacién de esta prcticaya que, en ocasiones, después de la vacunacién
se han producido aumentos en el ndmero de lechones nacidos débiles, nacidos muertos y
momificados y también problemas de repeticiones, disminuyendo la tasa de partos un 10% (Loula,
1996). Para la aplicacién de la vacuna en reproductores se han seguido distintos protocolos de
vacunacién. En las cerdas de reposicién se han aplicado dos dosis separadas 30 dias. En animales
en produccién se han seguido distintas pautas de vacunacién. Una de ellas es la aplicacionde la
vacuna cada 3 meses, de forma que todos los animales son expuestos rapidamente al virus vacunal
con la ventaja de que se eliminan ripidamente las subpoblaciones. El inconveniente es que el virus
vacunal puede atravesar la barrera placentaria cuando se aplicaen el {iltimo tercio de gestacién,
dando lugar al nacimiento de animales infectados que pueden transmitir la infeccién a sus
compaiieros de camada. Para evitar este problema se ha desarrollado otra pauta que ha sido
denominada “6/60”. Consiste en la aplicacién de la vacuna el sexto dia después del parto, el dia 60
de gestacién o en ambos momentos. La desventaja es que la inmunizacién es mads lenta, de forma
gue se mantienen mis tiempo las subpoblaciones, pudiendo dar lugar a la eliminacién del virus de
campo y por tanto a la infeccién de animales susceptibles. Sin embargo, es méds segura ya que no
se vacunan cerdas en el Gltimo tercio de gestacién. La tercera forma de aplicacién de la vacuna tiene
en cuenta la cinéticade desarrollo de la inmunidad de base celular. Consiste en vacunar a todos los
animales que estén por debajo de los 70 dias de gestacién, incluyendo las cerdas en lactacién, las
destetadas y los verracos en el mismo dia y a las cerdas de mas de 70 dias de gestacién, en el dfa 7
post-parto. A los 30 dias de la dosis inicial se aplica una segunda dosis, siguiendo el mismo
protocolo. Una vez inmunizada toda la poblacidn, para mantener un nivel inmunitario alto se
vacunan las cerdas en el dia 7 del periodo de lactacion. Este sistema tiene la ventaja de eliminar

rapidamente las subpoblaciones, ya que todos los animales reciben dos dosis de vacuna en ¢l plazo
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de 2-3 meses y ademads evita la vacunacién en el dltimo tercio de gestacion (Dee, 1996b). En
cuanto a los lechones, en ocasiones se ha administado una primera dosis a los 2-3 dias de edad por
la via intranasal y una segunda dosis a las 2-4 semanas de estar en las lechoneras por la via
intramuscular con buenos resultados, aunque con el inconveniente del trabajo adicional que supone
la vacunacién. Para evitar este inconveniente, y dados los buenos resultados obtenidos, se ha
empezado a vacunar a los lechones por la via intramuscular una séla vez antes de los 5 dias de vida
(Loula, 1996),

A finales del verano de 1996 ha obtenido licenciaen EE.UU. una vacuna comercializada
por los laboratorios Schering-Plough Animal Health bajo el nombre de Prime Pac PRRS®. Es una
vacuna viva modificada realizada con una cepa americana del VSRRP aprobada para ser utilizada
en cerdas de reposicién y cerdas en produccién para prevenir los problemas asociados a la
reproduccidn que produce el SRRP. En las pruebas realizadas para la obtencién de la licenciase ha
visto que solo el 1,.8% de las cerdas vacunadas mostraron una disminucién del apetito durante un
periodo corto de tiempo tras la inoculaciény ninguno de los 1467 lechones inoculados mostré
ningiin tipo de reaccidén adversa. En cuanto a la proteccidn que confiere la vacuna, se ha visto que
es eficaz tanto cuando se contraprueba con una cepa virulenta homdéloga como cuando se utilizauna
cepa heterologa en la contraprueba. Cuando la cepa utilizada en la contraprueba era la homéloga los
datos obtenidos fueron: 90% de lechones nacidos vivos en las cerdas vacunadas frente al 74% en el
grupo de las testigos; 1% de lechones de bajo peso en el grupe de cerdas vacunadas frente al 17%
en el grupo de las cerdas no vacunadas; 89% de lechones viables en el grupo de las cerdas
vacunadas frente al 62% en las no vacunadas; 17% de mortalidad en los lechones en las primeras 7
semanas de vida frente al 38% de mortalidad en los lechones nacidos de cerdas testigos y 0% de
lechones virémicos en las primeras 7 semanas de vida en lechones nacidos de cerdas vacunadas
frente al 100% en el grupo de las cerdas testigos. Cuando la contraprueba se realizaba con una cepa
heteréloga los resultados obtenidos fueron: 75% de lechones nacidos vivos en las cerdas
vacunadas frente al 47% en el grupo de las testigos; 1% de lechones de bajo peso nacidos de cerdas
vacunadas frente al 10% en el grupo de las testigos; 92% de lechones viables al nacimientoen las
cerdas vacunadas frente al 36% en las testigos; 5% de mortalidad de los lechones en las 2 primeras
semanas de vida en el grupo de las cerdas vacunadas {rente al 90% en los lechones del grupo de las
cerdas no vacunadas y 5% de lechones virémicos al nacimiento cuando las madres habia sido
vacunadas, frente al 69% de los lechones en el grupo de las cerdas no vacunadas. La vacuna se
debe administrar por la via intramuscuolar en una séla dosis de 3 a 6 semanas antes de la cubricién

tanto en cerdas de reposicién como en cerdas en produccion.

Esta vacuna no esta autorizada para su uso en lechones ni en verracos. A pesar de ello se

han llevado a cabo estudios para valorar su eficaciaen la prevencién de los problemas respiratorios
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asociados con frecuencia al PRRS en los lechones y de la presentaci6n de la enfermedad en los
verracos. En cuantoa su efecto en el primer caso, vacunando lechones de 3 semanas de vida e
inoculdndolos con una cepa virulenta, homéloga o heterdloga, a las 7 semanas de vida se ha
observado que, aunque la vacunacién da lugar a la aparicién de un periodo de viremia detectable, la
duracién del mismo es menor en el grupo de animales vacunados que en los testigos con una
duracién media inferior a 2 semanas. Esta viremia da lugar a la eliminacién del virus en los
animales vacunados, como ha quedado demostrado por la infeccién de un 20% de animales no
vacunados que estaban en contacto con el grupo de los vacunados. En cuanto al desarrollo de
anticuerpos, se ha demostrado que la vacuna da lugar a la produccién de anticuerpos neutralizantes
a las 2 semanas de la vacunacién. La inoculacién con una cepa homdloga 4 semanas post-
vacunacién demostrdé que la vacunacion previa daba lugar a una reduccién en la duracién de la
viremia y evitaba la transmisién horizontal del virus. Por su parte el titulo de anticuerpos
neutralizantes sufrié un aumento muy significativo en la primera semana tras la inoculacién. En
cuanto a la sintomatologfa y las lesiones asociadas a la infeccién por el VSRRP, la primera se vio
notablemente reducida y las segundas experimentaron una reduccidn estadisticamente significativa,
~comparado con el grupo de animales que no habfan sido vacunados previamente. Cuando la
inoculacién experimental se realiz6 con una cepa heteréloga se produjo una respuesta febril entre
los 4 y los 9 dias p.i. en los animales previamente vacunados, mientras que la duracién de Ja
misma fue desde el dia | hasta el dfa 14 en los animales no vacunados. También la viremia fue més
corta en los animales vacunados. La vacunacidn dio lugar a la estimulacién de una respuesta
inmune frente a la cepa heteréloga, detectandose anticuerpos neutralizantes 1 semana antes que en
los animales que no habian sido vacunados y a la disminucién en la gravedad y extensién de las
lesiones. En resumen, la eficaciade la proteccién frente a una cepa heteréloga resulté ser menor
que frente a una cepa homdloga, aunque si se observaron diferencias estadisticamente significativas

comparado con el grupo de animales no vacunados (Hesse et al., 1997).

En cuanto al estudio llevado a cabo con verracos los resultados obtenidos demuestran que
la vacunacién, con dosis 200 superiores a las utilizadas en las cerdas, no da lugar a la aparicién de
ningln sintoma, mientras que es posible detectar viremia en un nimero reducido de animales (un
25% de los verracos utilizados). Sin embargo, el virus vacunal se elimind en el semen del 50% de
los verracos vacunados, aunque no més alld del dia 17 post-vacunacién. A pesar de la presencia del
virus en el semen, la calidad espermatica no sufrié ningin cambio tras la vacunacién. La
inoculacién con una cepa virulenta no dio lugar a la presentacién de una viremia detectableni a la
eliminacién del virus en el semen de ninguno de los verracos vacunados. La inoculacién con una
cepa virulenta no dic lugar a alteraciones significativas en la calidad espemaética, aunque si se
produjo una disminucién en el porcentaje de espermatozoides con movimientos progresivos en los

animales no vacunados que no fue posible demostrar en los vacunados. En los primeros esta
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disminucion fue de un 32% mientras que en los segundos fue de sélo el 5%. En cuantoa la
detecci6n de anticuerpos, utilizando una téenica de ELISA, sélo 3 de los 4 verracos ntilizados
habian desarrollado anticuerpos en el dia 35 post-vacunacién. Sin embargo, todos ellos
presentaron anticuerpos neutralizantes. La inoculacién experimental no dio lugar a cambios
significativos en los titulos de anticuerpos presentes en los animales vacunados, mientras que los

no vacunados seroconvirtieron dos semanas después de 1a inoculacién (Hutchinson e7 al., 1997).

Diversos grupos estdn investigando en el desarrollo de posibles vacunas, tanto
recombinantes (Sanz et al., 1995), como utilizando cepas atenuadas. En cuanto a las primeras, en
la actualidad se estdn realizando pruebas con varias posibles vacunas cuyo antigeno se obtiene en
células infectadas con baculovirus que expresan las proteinas codificadas por la ORF 3, la ORF 5,
la ORF 7 o todas ellas. En los estudios realizados vacunando cerdas con las proteinas codificadas
por cadauna de las ORFs anteriormente mencionadas y contraprobandolas con una cepa virulenta
se ha demostrado que los mejores resultados, medidos por el porcentaje de supervivencia de los
lechones se consiguen cuando se incluyen las proteinas codificadas por las tres ORFs (Plana Durédn
et al., 1995b). En cuanto a las vacunas preparadas con cepas atenuadas, se estan realizando
estudics para determinar el grado de atenuacién de distintas cepas. En Espaiia, se estdn realizando
pruebas con una vacuna preparada con una cepa espafiola atenuada por pases sucesivos en cultivos
de MAP (Laboratonios Hipra). En EE.UU. también se estdn realizando estudios similares. Asi, un
trabajo realizado con tres cepas americanas atenuadas por pases seriados en lineas celulares
(NADC-8, NADC-9Y NVSL-14) y la cepa de la vacuna RespPRRS® ha demostrado que la més
segura de [as cuatro es la cepa de la vacuna RespPRRS®, aunque todas han demostrado una
patogenicidad mucho mds baja que la de los aislados originales. Ninguna de ellas afectd a la
gestacion o a la ganancia media diaria de peso posterior de los lechones cuando se inocularon
cerdas en el dia 90 de gestacion, pero el 253% de los lechones nacieron infectados y el 88,4% se
habian infectadoel dia 21 de vida, indicando que es necesaria una mayor atenuacién. Sin embargo,
cuando se inoculan estas mismas cerdas en su segunda gestacidén con una mezcla de cepas
virulentas, solamente 1 de 71 lechones nacié infectado, indicando el desarrolio de una inmunidad
protectora a largo plazo (Mengeling ez al., 1996a,b).

En cualquier caso, no se debe emprender un programa de vacunacidn sin realizar
previamente un diagnéstico adecuado, sin conocer ¢cémo es la circulacion del virus en la granja y
sin teneren cuenta qué otros factores estdn influyendo en la presentacion de [a enfermedad y que,

por tanto, necesitan ser corregidos.
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Tras la identificacion de 1a enfermedad en 1987 y especialmente después del aislamiento det
agente causal a finales de 1990 se disefiaron una serie de estudios encaminados a conocer la
patogenia de la infeccién por el VSRRP en las hembras al final de la gestacién, debido, sin duda, a
que la sintomatologia asociada a los brotes de la enfermedad se caracterizaba por un fallo
reproductivo en el que la aparicién de abortos tardios y partos prematuros eran los signos mds
frecuentes (Meldrum, 1991; Loula, 1991; de Jong et al., 1991a; Hopper et al., 1992). Asi, un
ndmero importante de los estudios de patogenia que se han llevado a cabo se han centrado en el
efecto del VSRRP en el tltimo tercio de gestacién (Terpstra et al., 1991; Plana ef al., 1992;
Christianson ¢t al., 1992; Betner et al., 1994; Lager et al., 1994; Mengeling er al., 1996d; Park et
al., 1996¢). Sin embargo, no se ha prestado demasiada atencién al efecto que la infeccién con el
VSRRP podria producir en las hembras en las primeras etapas de la gestacién. En cuanto a los
efectos que la infeccidn por el VSRRP puede causar en los verracos, en un principio no se
estudiaron, limitandose los datos disponibles a observaciones lievadas a cabo en centros de
inseminacion artificial. Posteriormente se han llevado a cabo una serie de trabajos cuyos resultados
son, en ocasiones, contradictorios, sin que de forma concluyente se haya establecido cudles son las
consecuencias que la infeccidn por este virus tiene en los mismos. Dada la importancia que ambas
cuestiones pueden tener tanto sobre los rendimientos productivos como sobre la epidemiologia de

la enfermedad, nuestra atencidn se centré en dos dreas claramente diferenciadas:
A. La infeccién por el VSRRP en el verraco.
B. La infeccién por el VSRRP en las hembras al comienzo de la gestacién.

De la consideracién de cadauna de ellas derivan una serie de objetivos destinados al mejor

conocimientode ambas cuestiones.
A. EFECTO DE LA INFECCION POR EL VSRRP SOBRE EL VERRACO

En este area de trabajo nos propusimos una serie de objetivos encaminados a esclarecer los
efectos mds relevantes que la infeccion por el VSRRP tiene en los verracos. Los objetivos
propuestos son los siguientes:

A.1. Estudio de la sintomatologia.

Algunos estudios de campo apuntan a que los verracos infectados con el VSRRP pueden
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desarrollar los signos clinicos de cardcter sistémico que se asocian normalmente a la enfermedad.
Sin embargo, en ocasiones, se han descrito infecciones subclinicas, ya que que sélo un 25% de los
verracos de centros de inseminacidn artificial infectados presentan signos clinicos (Feitsma ef al.,
1992). Cuando aparecen se manifiestan como anorexia, fiebre, signos respiratorios y pérdida de la
libido (Feitsma er al., 1992; Yaeger et al., 1993; Swenson eral., 1994a,b; Christopher-Hennings
et al., 1995a). En vista de la escasa informacién disponible cuando empezé nuestro estudio, el
primer objetivo que nos propusimos fue caracterizar la sintomatologia que desarrollan los verracos
adultos tras la infeccién con el VSRRP.

A.2. Estudio de la infeccién sobre la calidad espermdtica.

Este estudio se planted debido a la discrepancia existente entre las observaciones llevadasa
cabo en distintos centros de inseminacion artificial, que encuentran una disminucién en la calidad
espermdtica de! semen de verracos que han sido infectados por el VSRRP (de Jong ef al., 1991;
Feitsma er al., 1992), v los resultados obtenidos en algunas infecciones experimentales, que
tinicamente encuentran cambios poco significativos (Swenson ef al., 1994a; Yaeger ef al., 1993;
Shin et al., 1995). La limitada informacidn disponible y las discrepancias existentes en los
resultados observados en los trabajos llevados a cabo en este aspecto, justifican el estudio detenido

del mismo.
A.3. Estudio sobre la posible eliminacion del VSRRP por el semen.

Este aspecto se ha temdo en cuenta debido a que, en ocastones, se ha atribuido la entrada
del virus en algunas granjas al uso de semen contaminado con el virus (Robertson, 1992; Yaeger et
al., 1993). Sin embargo, existen marcadas diferencias en los resultados obtenidos en los trabajos
de eliminacién del virus por la via genital existentes hasta la actualidad ya que, mientras algunos
autores afirman que la elininacion se produce de forma constante durante largos periodos de
tiempo (Swenson ef af., 1994a; Christopher-Hennings ef al., 1995a,b,c), otros sélo han podido
determinar su presencia de forma intermitente durante periodos de tiempo muy limitados (Swenson
et al., 1994b; Teufferter al., 1995). Como consecuencia, para obtener un mejor conocimiento de
este aspecto nos propusimos estudiar el patrén de eliminacién del VSRRP en el semen de los

verracos Infectados.
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A.4. Estudio de la distribucién orgdnica del virus tras la infeccion y su

eliminacion.

En la actualidad, existe un gran desconocimiento en este punto debido a que los trabajos de
distribucién y eliminacién realizados se han llevado a cabo utilizando fundamentalmente lechones
como animal de experimentacién (Rossow ez al., 1994a, 1995; 1996a; Halbur er al., 1996), cuyo
comportamiento, en este aspecto, puede ser distinto al de los animales adultos. Como
consecuencia, y debido a la importancia que la eliminaciéndel virus puede tener en la transmisién
de la enfermedad, especialmente si se introducen animales que estén eliminando el virns en una
granja seronegativa, se planteé un estudio para determinarla distribucién orgénicay la eliminacién

del virus después de la infeccién experimental de machos adultos.
A.5. Determinacién de la procedencia del virus que se elimina por la via genital.

Como un aspecto particular de la distribucién orgénica del virus y una vez conocida la
posibilidad de eliminacién del VSRRP en el semen de los verracos infectados, nos propusimos
conocer cudl es el origen del virus que se elimina por la via genital, estudiando si su presencia se
debe a la multiplicaciéndel virus en alglin érgano del aparato genital o, por el contrario, procede de

la contaminacién de las secreciones prepuciales.

A.6. Estudio sobre la posibilidad de la transmision venerea del VSRRP tanto en

cerdas seronegativas al virus como en cerdas preinmunizadas.

Este estudio se planted como consecuencia de la polémica que la eliminacién del VSRRP
por el semen ha levantado acerca de su transmisién por esta via. De hecho, la entrada de la
enfermedad en determinadas granjas se ha atnibuido al uso de semen procedente de animales
infectados (Robertson, 1992; Yaegerer al., 1993). Sin embargo, los trabajos llevados a cabo para
determinar la posible transmisién del virus por el uso de semen infectado han dado resultados
contradictorios (Yaeger et al., 1993, Swenson eral., 1994b, 1995a; Teuffert e al., 1995; Gradil e
al., 1996). Las discrepancias existentes entre los distintos trabajos llevados a cabo justifican el
estudio detallado de este aspecto, especialmente teniendo en cuenta la importancia epidemiolégica
que pudiera tener. La utilizacién de animales tanto seronegativos como preinmunizados para llevar
a cabo este estudio se debe a dos razones. Por un lado al desconocimiento del efecto que la
existencia de una inmunidad desarrollada previamente pueda tener sobre la transmisién de la

enfermedad por esta viay por otro al auje que tiene en la actvalidad el empleo de vacunas de uno u
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otro tipo para prevenir la sintomatologia que normalmente se asocia a la infeccién. Como
consecuencia decidimos emplear la iinica vacuna frente a Ja enfermedad que en ese momento tenia

licencia en nuestro pais.

A.7. Estudio del efecto que la presencia del VSRRP en el semen puede tener

sobre la eficacia reproductiva.

Existen algunos trabajos que han descrito una reduccién en la tasa de concepcidn tras la
inseminacién con semen contaminado con el virus (Yaeger et al., 1993; Swenson er al.,, 1994b;
Lager et al., 1996). Sin embargo, en ningin caso ha quedado claro el efecto que el uso de semen
contaminado tiene sobre las tasas de concepciény fertilizacién y sobre el desarrollo embrionario,
ya que las diferencias encontradas nunca han sido estadisticamente significativas. Sin embargo, en
las epizootias de la enfermedad se han descrito con frecuencia un aumento en {as repeticiones y una
disminucién en el tamafio de las camadas. Ante la ausencia de resultados concluyentes en lo que se
refiere a la incidencia de la enfermedad sobre la eficacia reproductiva, se disefié un estudio
encaminado a conocer el efecto que la presencia del VSRRP en el semen puede tener sobre la

reproduccién tanto en animales seronegativos como en animales previamente preinmunizados.

B. ESTUDIO DE LA INFECCION POR EL VSRRP SOBRE CERDAS Al
COMIENZO DE LA GESTACION

Para conocer el efecto que la infeccién por el VSRRP tiene sobre las hembras en el primer
tercio de gestacidn se tuvieron en cuenta varios aspectos que se concretaron en los siguientes

objetivos:
B.1. Estudio de la sintomatologia

Al igual que sucedia en el caso de los verracos, la infeccién por el VSRRP en las cerdas
puede dar lugar a una ausencia de sintomas, pasando por tanto desapercibida (Swenson et al.,
1994b; Lager y Mengeling, 1995; Gradil et al., 1996; Lager et al., 1996b) o por el contrario puede
dar fugar a fa aparicion de signos de depresién y anorexia (Christianson ef af., 1991; Plana er al.,
1992; Betner er al., 1994; Park etal., 1996¢) y a la presentacion de temperaturas febriles (Terpstra
er al., 1991; Christianson er al.,, 1991, 1992, 1993). Como consecuencia de las discrepancias
obtenidas en las distintas observaciones llevadas a cabo, el primer objetivo propuesto en esta

segunda 4rea de trabajo fue el estudio de la sintomatologia en las cerdas.
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B.2. Estudio del efecto de la infeccién por el VSRRP en el momento de la

cubricion sobre las tasas de concepcién y fertilizaciéon.

Decidimos estudiar este aspecto ya que no se conoce si la infeccién de la cerda en este
mormento puede interferir con el proceso de fertilizacién. La informacidn disponible procede de
estudios llevados a cabo inseminando cerdas ¢con semen contaminado con el VSRRP, sin que
existan resultados concluyentes ya que, aunque en ocasiones se ha observado un mayor porcentaje
de repeticiones (Yaeger et al., 1993; Swenson et al., 1994b; Lager et al., 1996), no siempre ha
sido asi (Lager er al., 1995). Lafalta de informacién definitiva sobre el efecto que el VSRRP tiene
sobre las tasas de concepcidn y fertilizacién justifica un estudio detallado de este punto debido a la

importancia que de ello se deriva.

B.3. Estudio del efecto de la infeccién por el VSRRP al comienzo de la gestacién

sobre el desarvollo embrionario.

Este aspecto se tuvo en cuenta debido a que en algunas epizootias de la enfermedad se han
descnito repeticiones aciclicas, indicando que quiza sea posible que se produzca o bien la expulsién
o bien la reabsorcién de los embriones tras la infeccidn de la madre por el virus en las primeras
semanas de la gestacidn, dando fugar por tanto a una salida a celo mas tarde de la fecha prevista.
Por otra parte se desconoce si el VSRRP puede tener un efecto directo sobre los embriones al
comienzo de la gestacion o si su presencia puede dar lugar a alteraciones en las condiciones del
ttero en este momento, interfiriendo con el proceso de implantacién embrionaria. Ambas cosas
provocarian la muerte de los embriones bien de forma directa o indirectainterfiriendo con el medio
ambiente de los mismos. Como consecuencia de todo lo anteriormente expuesto, y para dilucidar si
alguna de las hipdtesis anteriormente expuestas es cierta, se planted un estudio encaminado a
conocer el efecto que sobre el desarrolio embrionario tiene la infeccitn de la cerda por el VSRRP
en el momenta de la fertilizacion, tras la eclosién de los embriones de la zona pellucida pero antes

de la implantacion, en el momento de la implantacién y después de la misma.
B.4. Estudio de la susceptibilidad de los embriones a la infeccién por el VSRRP.

Este estudio se llevé a cabo debido a que los pocos trabajos realizados para determinar el
efecto que tiene ¢l virus sobre los embriones al comienzo de ta gestacién (Mengeling ef al., 1994;
Lagery Mengeling, 1995; Lager er al., 1994, 1996a) no determinan de forma concluyente si la
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infeccidn por el VSRRP es posible en este momento o no. Los resultados parecen indicar que,
aunque los embriones y fetos son susceptibles a la infeccidn por el VSRRP desde el principiode la
gestacidn, la probabilidad de infeccién transplacental aumenta al avanzar la misma. Por otra parte,
la informaci6n respecto a la susceptibilidad de los embriones al VSRRP antes de laimplantacién es
muy limitada (Swenson et al., 1995a). Como consecuencia de todo o anteriormente expuesto, se
planted este estudio para conocer la susceptibilidad de los embriones al VSRRP cuando la cerda se
infecta en el momento de {a fertilizacién, tras la eclosién de los embriones de la zona pellucida pero

antes de la implantacidn, en el momento de la implantaciény después de la misma.

B.5. Estudio in vitro del efecto que ¢l VSRRP tiene sobre los embriones en el
estadio de entre 4 y 16 células, determinando el papel protector que pueda tener la
zona pellucida, la susceptibilidad de los embriones a la infeccion por el virus en
los primeros estadios del desarrollo y el efecto que la presencia del virus pueda

tener en el desarrollo embrionario.

La zona pellucida ha demostrado jugar un papel protector frente a la infeccidn con otros
virus (Bolin er al., 1983; Dulacy Singh, 1988:; Singh eral., 1984; Singh y Thomas, 1987a,b). Sin
embargo no existe ninglin trabajo que estudie este aspecto en la infeccién con el VSRRP. Como
consecuencia, hemos querido determinar si la Zona pellucida tiene un papel relevante en la
proteccién de los embriones frente a este virus. Ademds, este estudio permite establecer si la falta
de susceptibilidad de los embriones antes de la implantaciéna la infeccién por el VSRRP se debe a
una falta de susceptibilidadreal o a la incapacidad del virus para alcanzarlos embriones que se

encuentran libres en 1a luz uterina.
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Materiales y Métodos

3.1.Cultivos celulares y virus utilizados

Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando el pase 7° en MAP de la cepa 5710 del
VSRRP, aisladaen el norte de Espafia en 1992 y cedida por el Dr. Enrique Espuiia (Laboratorios
Hipra). Los lotes de virus utilizados para realizar todos los estudios se obtuvieron inoculando
cultivos de MAP. Para su obtencién se utilizaban los pulmones de lechones de 4 semanas de vida
obtenidos asépticamente inmediatamente después del sacrificio llevado a cabo seccionando la vena
yugular y realizando una sangria a muerte, tras la administracién intramuscular de 0,1 g de
azaperona (Stresnil®, Laboratoiros Esteve). Una vez extraidos los pulmones, se ocluia la entrada
de la traquea con la ayuda de unas pinzas de Crile y se trasladaban a una cabina de flujo laminar
donde se realizaban 3 lavados de los mismos con una solucidn salina tamponada estéril (PBS) con
una concentracién 137 mM de NaCl (Merck); 2,68 mM de KC1 (Merck); 1,47 mM de KH;PO,
(Merck) y 16,3 mM de Na,HPO,; (Merck) con un pH de 7,2 suplementada con una mezcla

antibidtica que contenia , a la concentracidn final, 200 Ul/mL de penicilinaG sédica, 200 pg/mL
de sulfato de estreptomicinay 0,5 pg/ml. de anfotericina B (Gibco-BRL). Los lavados se
realizaban utilizando una bomba peristiltica que permitia la introduccién del PBS
(aproximadamente 300 mL en cada lavado) por la traquea. El liguido de lavado era extraido
posteriormente por la misma via, con la ayuda de dicha bomba, a 1a vez que se realizaban suaves
masajes en la superficie del pulmén para ayudar al desprendimiento de los MAP. El liquido
recobrado de los pulmones, el cual contenialos MAP, era centrifugado a 600 g durante 10 minutos
y el sedimento suspendido en un medio de cultivo celular esencial minimo, preparado con sales de
eagle y modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibeo-BRL), suplementado con la misma mezcla
antibiética descrita anteriormente. Posteriormente se volviaa centrifugar en las condiciones arriba
indicadas y el sedimento obtenido se suspendia en 50 mL de DMEM, suplementado con
antibidticos. Una vez hecho esto, se contaba la cantidad de células obtenidas para ajustarlaa la
concentracidn celular deseada, utilizando como diluyente DMEM suplementado con antibidticos y
un 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco-BRL). Las concentraciones celulares empleadas en los

distintos soporte$ utilizados para el cultivo eran 1as siguientes:

1. Frascos de cultivo celular de 75 cm2 de superficie: 9 x 107 células/frasco, en un volumen totat
de 30 mL de DMEM suplementado con antibiéticosy un 10% de SFB.

2. Placas de cultivo celular de 96 pocillos: 27 x 103 células/pocillo, en un volumen total de 200
pL/pocillo de DMEM suplementado con antibidticosy un 10% de SFB. |

3. Placas de cultivo celular de 24 pocillos: 2,2 x 106 células/pocillo, en un volumen total de 1 mL
de DMEM suplementado con antibiéticos y un 10% de SFB.



Materiales y Métodos

3.1.1 Producciéon de los lotes de virus utilizados

Para producir los lotes de virus utilizados en este trabajo se sembraban los MAP en frascos

de cultivo celular de 75 ecm? de superficte {Nunc). Alcabo de entre 5 y 18 horas de incubacién a
37°C en una atmdsfera que conteniaun 5% de CO» en aire, el medio de cultivo era descartado y se
afiadian 2 mL de un in6éculo que contenia 5 x 105 DlsgCT/mL del VSRRP. Después de 1,5 horas
de adsorcion a 37°C en una atmosfera con un 5% de CO- en aire, se afiadian 30 r.nL de DMEM
suplementado con antibidticos y un 10% de SFB. Al cabo de 3-4 dias, cuando aproximadamente el
80-90% de las células mostraban el ECP caracteristico del virus, los frascos de cultivo eran
congelados a -80°C y sometidos a 3 ciclos de congelaciény descongelacidn. Posteriormente su
contenido era centnfugado a 600 g durante 15 minutos para separar los detrifus celulares. H

sobrenadante obtenido se titulaba y se guardaba a -80°C hasta su utilizacidn.
3.1.2. Titulacion del virus

Para titular tanto los lotes de virus empleados en los distintos estudios como las muestras
clinicas que habian resultado positivas al realizar el aislamiento del virus se empleaba el medio de
culttvo DMEM como diluyente y se realizabandiluctones seriadas de la muestra en base 10. Estas
diluciones se inoculaban en placas de 96 pocillos sembradas previamente con MAP, siguiendo la
técnica anteniormente descrita. Los cultivos se manteniana 37°C en una atmésfera que contenia un
5% de (O, en aire, realizando diariamente la lectura de las placas hasta el dia 5 p.1. para observar
el ECP caracteristicodel virus. El titulo virico se calculaba utilizando el método descrito por Reed y
Muench (1938), expresandose en la forma de Dl5oCT/mL.

3.1.3. Aislamientio del virus en las muestras clinicas

Para realizar el aislamiento virico en las muestras obtenidas en los distintos experimentos
llevados a cabo se utilizaron cultivos de MAP preparados de la forma descrita en el apartado 3.1 de
este capitulo. En algunos casos se utilizaron placas de cultivo celular de 24 pocillos (Nunc) y en
otros casos placas de cultivo celular de 96 pocillos (Nunc). En el primer caso, una vez sembrados
los MAP y después de entre 5y 18 horas de incubacién a 37°C en una atmoésfera de 5% de CQO, en
aire, se descartaba el medio de cultivo y se afiadian las muestras por duplicado, poniendo 200 uL
de cada muestra por pocillo. Al cabo de 1,5 horas de adsorcién a37°C en una atmdsfera de 5% de
CO; en aire, se retiraba el inéculo y se afiadia 1 mL de DMEM suplementado con antibidticos y un
10% de SFB a cada pocillo. A los 4 y 5 dias de incubacién a 37°C en una atmésfera de 5% de CO-

en aire, las placas se examinaban para observar el ECP caracteristico del virus. En el quinto dia de
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.

incubacién, después de examinar las placas, éstas eran congeladas y descongeladas 3 veces, los
restos celulares eliminados mediante una centrifugaciéna 4°C a 600 g durante 15 minutos y el
sobrenadante inoculado de la forma anteriormente descrita en otras placas de cultivo celular
sembradas con MAP. Estas placas se observaban durante otros 5 dias para confirmar la presencia

del virus en las muestras.

Cuando se utilizaban placas de cultivo celular de 96 pocillos, para realizar el aislamiento
virico la inoculacién de las muestras y el tratamiento posterior de los cultivos se realizabade la
misma manera que cuando se utilizaban las placas de cultivo celular de 24 pocillos con la Gnica
excepcién de que cada una de las muestras se inoculaba en 4 pocillos de una placa, utilizando como
indculo 100 ul. de la muestra en cada pocillo. Pasadas 1,5 horas que se daban como periodo de
adsorcién las muestras se retiraban y se afiadian a cada pocillo 200 L. de DMEM suplementado
con antibidticos y un 10% de SFB.

Como testigo negativo se utilizaban dos pocillos en cada placade cultivo celularde 24 y 4
pocillos en cada placa de cultivo celular de 96. Estos pocillos eran inoculados con DMEM
suplementado con antibidticos y un 10% de SFB. Como testigo positivo se utilizaban muestras
procedentes de los animales testigos a las que se habian afiadido 104, 103 y 102 Dl5oCT/mL del
VSRRP.

Para determinar la sensibilidad de los lotes de MAP se inoculaban los cultivos con 105,
104, 103, 102, 10!y 1 DIsoCT/pocillo del VSRRP preparadas haciendo diluciones seriadas de un

lote de virus con un titulo conocido.
3.2. Deteccion del VSRRP mediante el empleo de la técnica de RT-PCR

Latécnicade RT-PCR se llevé a cabo siguiendo el método descrito por Sudrez et al. (1994)

con una modificacién en la técnicade extraccion del ARN.

Para su realizacién el primer paso era la extraccién del ARN del virus, para lo cual se
mezclaban 500 ul. de 1a muestra con el mismo volumen de fenol {Merck) equilibrado con TE (feno}
blanco). Se agitaba durante 1 minuto y se centrifugaba en una minifuga a 16000 revoluciones por
minuto (rpm) durante 5 minutos a temperaturaambiente. Se recogia el sobrenadante con cuidado y
se le afiadian 250 ul. de fenol equilibrado con TE y 250 uL de cloroformo-isoamilico (Merck).
Este paso se repetia 2 6 3 veces hasta que el sobrenadante quedaba limpio. A este sobrenadante ya

limpio se le afiadia | mL de cloroformo-isoamilico, se agitabadurante 1 minuto y se dejaba reposar
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para separar las fases, recogiendo el sobrenadante una vez separadas. El ARN obtenido se
precipitaba afiadiendo al sobrenadante que habfamos recogido 50 yL. de TNE (10x) y 1 mL de
etanol frio (Merck). Se agitaba bien la mezcladurante 1 minutoy se dejaba 1 hora a -80°C. Pasado
este tiempo se centrifugaba en una minifugaa 4°C y 16000 rpm durante 20 minutos. El sedimento
obtenido se lavaba con 200 ul. de etanol frio al 75% y se centrifugaba en la minifuga durante 2 6 3
minutos. Posteriormente se retiraba el sobrenadante y se secaba el sedimento durante 5 minutos
con un secador. Este sedimento se suspendia en 25 puL de agua tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC) (Sigma Chemical Co.).

El fenol blanco se preparaba mezclando volumenes iguales de fenol y del tampdn TE,
agitando bien y centrifugando posteriormente durante 5 minutos a 600 g para separar-las fases.
Una vez hecho esto, se retiraba la fase acuosa y se repetia el proceso dos veces. El tampén TE
utilizado es una solucién 10 mM de Tris (Merck) y 1 mM de EDTA (Merck). El tampén TNE (10x)
se preparaba con Tris | M con un pH=7.5; EDTA 0,5 M y NaCl (Merck) 5M.

Una vez extraido el ARN, el siguiente paso era producir ¢l ADN complementario para lo
cual se ponian en un vial tipo eppendorf los 25 ul. de agua tratada con DEPC que contenian el
ARN, 2 pL de una mezclaque conteniaigual proporcién de cada uno de los 4 deoxinuclestidos (d-
citosina; d-guanidina; d-timidina y d-adenosina) (Boehringer Manheim) a una concentracién 10
mM para cada uno de ellos, 8 ul. del tampén que acompaiia a la enzima transcriptasa inversa
(Promega) (cuya composicion a la concentracidn final en lareaccion es la siguiente: 50 mM de Tris-
HCl pH=8,3; 50 mM de KCl; 10 mM de MgCl5; 0,5 mM de espermidinay 10 mMde DTT) y 3,5
il del cebador inverso a una concentracién de 1,42 pg/ul.. Esta mezcla se dejaba 5 minutos a
65°C y luego 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadian 1 L de la enzima
transcriptasa inversa obtenida de viriones purificados del virus de la amieloblastosis aviar a la
concentracién de 5000 U/mL (AMV Reverse Transcriptase, Promega) y 0,25 uL de un inhibidor
de ARNasas a la concentracién de 40000 U/mL (rRNAsin®, Promega). Esta mezcla se incubaba 1
horaa 42°C.

Por iltimo se amplificaba el ADN complementario producido mediante la reaccién de PCR.
Para ello, a cada vial de reaccidn se le afiadian a 3uL. del producto resultante de la reaccién anterior,
5 puL del tampdén que acompafia a la enzima polimerasa termoestable (cuya composicién a la
concentracién final en lareacciénes 10 mM Tris-HCl pH=8,8; 1,5 mM de MgCl,; 50 mM de KClI
y 0,1% de Triton X-100), 1,5 uL. de una mezclade los 4 deoxinucledtidos (Boehringer Manheim)
a una concentracién 10 mM para cada uno de ellos, 1 xL del cebador inverso (a la concentracién de

150 ng/pl., 1 ul. del cebador directo (a la concentracién de 150 ng/ul.), 0,25 ul. de la enzima

91



Materiales y Métodos

ADN polimerasa termoestable (Dynazyme®, Finnzymes OY ) a la concentracién de 2 U/uL y 38
uL de agua tratada con DEPC. Para evitar la evaperacién durante los ciclos de amplificaciéna cada
uno de los viales de reaccién se le afiadia una gota de aceite mineral (Sigma Chemical Co.). Todas
las reacciones de PCR se ilevaban a cabo en un termociclador (Thermal Cycler - Techne, modelo

PHC-3, Techne Inc.) programado de la siguiente manera:

1. 1 ciclode 1 segmento: temperaturade 94°C durante 2 minutos.
2. 35 ciclos, cada uno de ellos con los 3 segmentos siguientes:
- Segmento 1: desnaturalizacién a 94°C durante 1 minuto.
- Segmento 2: anillamientoa 60°C durante 1 minuto.
- Segmento 3: extensién a 72°C durante 1 minuto.
3. 1 ciclode 1 segmento: extensién final a la temperaturaa 72°C durante 10 minutos.

Los oligonucle6tidos empleados para la técnica de RT-PCR fueron sintetizados en un
sintetizador automatico (Pharmacia 1.LKB. Gene Assembler Plus - Pharmacia) con el programa
“Gene Assembler Plus”, versién 1.4, en el Laboratorio de Secuenciacién del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad Completense de Madrid y la
concentracién de los mismos se determind por espectrofotometria con un espectrofotémetro (PYE
Unican, Phillips).

Los productos de la reaccidn de PCR se visualizaban mediante electroforesis en geles de
agarosa y posterior visualizacién bajo luz ultravioleta. Los geles de agarosa se preparaban con
agarosa [Nu Sieve 3:1 (FMC Bioproducts)] al 1,5% en el tamp6n TBE [Tris base (Merck) 89,2
mM, 4cido bérico (Merck) 89 mM, 4 mL/L de EDTA (Merck) 0,5 M y con un pH=8j y eran
teflidos con bromuro de etidio a la concentracién de 0,5 pg/mL. Las muestras se cargaban en el
gel, tras su inclusién en un tampén de carga que contenia un 30% de glicerol en agua, un 0,25% de
azul de bromofenol y un 0,25% de xileno-cianol. Como marcador de peso molecular se utilizaba el
1 Kb DNA Ladder (Gibco/BRL.) a la concentracién de 100 ng/uL. La electroforesis se realizabaen
una solucién de TBE empleando un alimentador de electroforesis (PS 2500 DC Power Supply,
Hoefer Sci. Inst.) a una intensidad de corriente eléctricade 80 voltios durante aproximadamente 45
minutos. [Las bandas de ADN se visualizaban bajo luz ultravioleta (302 nm de longitud de onda)
en un transiluminador LKB-2011 Macrovue.

3.3. Deteccién de anticuerpos frente al VSRRP mediante 1a técnica de IPMA

Para la realizacion de 1a técnicade IPMA se utilizaban cultivos de MAP et placas de cultivo

celular de 96 pocillos preparadas segiin se ha descrito en el apartado 1 de este capitulo e infectados
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con 102 DIs(CT/pocillodel VSRRP. Al cabo de 2 6 3 dias de cultivo, cuando ya se empezabaa ver
el ECP, pero antes de que se hubiera despegado el tapiz, se lavaba la placa 3 veces con un mezcla
de PBS [preparado con una concentracion 137 mM de NaCl (Merck); 2,68 mM de KCl (Merck);
1.47 mM de KH,PO4 (Merck) y 16,3 mM de Na;HPO,; (Merck) con un pH de 7.2] y agua
destilada en la proporcién 1:2. Posteriormente se dejaba secar la placa durante aproximadamente 1
hora (hasta que estuviera totalmente seca) a 37°C y se congelaba a -20°C durante 45 minutos para
romper las células y permitir la exposicidn de los antigenos que se encuentran normalmente en el

interior de las mismas.

A continuacidn se fijaban las células durante 5 minutos con paraformaldehido (Merck) al
4% (peso/volumen) en PBS, preparado de la forma anteriormente descrita, a 4°C y se lavaban en

una mezclade PBS y agua destiladaen la proporcidn 1:2 un total de 3 veces.

Luego se afiadian 100 pL/pocillo de una dilucién 1:50 de un suero positivo o bien
_diluciones 1:2 en una solucién 0,15 M de NaCl (Merck) con un 0,05% de Tween 20 (Merck) de
los sueros que se estaban estudiando y se dejaban incubar durante 1 hora a 37°C en una cémara

himeda.

Pasado este tiempo se tavaba 2 veces la placa con una solucién de lavado compuesta por
PBS preparado de 1a forma anteriormente descritay suplementado con un 0,05% de Tween 20 y se
incubaba durante 1 hora a 37°C con Proteina A-peroxidasa preparada con 2,5 ug de Proteina A-

peroxidasa (Sigma Chemical Co.) en 10 mL de la solucién de lavado.

Posteriormente se volviaa lavarla placa2 veces con la solucién de lavado y se afiadian 50
uL/pocillo del sustrato recién preparado. El sustrato se preparaba afiadiendo 5 mg de 3-amino-9-
etil-carbazol (ETC) (Sigma Chemical Co.) a 0,75 ml. de dimetilformamida (DMF) (Merck),
mezclandolo, después de disolverlo bien, con 12,5 mL del tampén sustrato [una solucién 0,05 M
de acetato sodico (Merck) con un pH=5 ajustado con 4cido acético] y afiadiendo 6,25 ul. de
perdxido de hidrégeno al 30%.

Se incubaba a continuacidn la placa durante 15-30 minutos a temperatura ambiente y en la
oscuridad hasta que empezabaa aparecer el color. Pasado este tiempo se lavaba dos veces la placa
con la solucién de lavado y se leian los pocillos en un microscopio invertido (Leitz). Los pocillos
donde se habia incubado un suero positivo, si la técnicaestaba bien realizada, contenian unos MAP

que presentan una coloracidn rojo burdeos con forma de anillo en el citoplasma.
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3.4. Deteccién de anticuerpos frente al VSRRP mediante la técnica de ELISA

Para la deteccién de anticuerpos por la técnica de ELISA se empleaba una técnica de
competicién comerciatizadapor Ingenasa (IngezimPRRS®) que utiliza como antigeno una proteina
virica recombinante (producto de la ORF 7) expresada en un sistema de baculovirus y como
conjugado anticuerpos monoctonales desarroltados frente a la nucleocipside del virus. Esta misma
técnica se utilizé tanto para la determinacién de los sueros positivos y negativos como para la

titulacién de los sueros positivos.

3.5. Disefio experimental para llevar a cabo los objetivos A.1, A.2 y A.3

Para llevar a cabo los objetivos A.1; A.2 y A.3, es decir, para estudiar la sintomatologia
asociada a la infeccién por el VSRRP en los verracos, el posible efecto de la infeccion con este
virus sobre la calidad espermiatica y la eliminaciéndel VSRRP a través del semen se disefid el

siguiente experimento:
3.5.1. Animales utilizados y mantenimiento de los mismos

Para este experimento se utilizaron 12 verracos cruce de lLandrace x large White
seronegativas al VSRRP utilizando una técnica de IPMA. Durante aproximadamente 4 meses antes
del inicio de la prueba los animales se mantuvieron en grupos de 5 y 2 animales respectivamente en
establos aislados con cama de paja. Los animales fueron alimentados con 2 kg/dia de un pienso que
conteniaun 16,5% de proteinay un 72,5% de nuotrientes digestibles {Nutriganse). Al comienzo de
la prueba, cuando los animales tenfan aproximadamente 10 meses de vida, sdlo 11 animales

pudieron ser utilizados, ya que uno de ellos no se adaptd a la técnicade recogida de semen.

Diariamente se observé la ingesta de alimento de todos los verracos y la posible presencia
de signos clinicos. Ademds se tomaron las temperaturas rectales de todos ellos desde el dia 29
antes de la inoculacién hasta el dia 48 después de la misma.

3.58.2. Inoculacién experinmental y toma de muestras

('inco de los verracos utilizados (numerados del 2 al 6) constituyeron el grupo A y fueron
inoculados intranasalmente con 6 x 106 DIsoCT del VSRRP suspendidas en 5 mL de DMEM.

Otros cuatro verracos (numerados del 7 al 10) constituyeron el grupo B y fueron inoculados
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intranasalmente con 6 x 10+ DlsgCT del VSRRP suspendidas en 5 mL de DMEM. Los dos
verracos restantes (ndmeros 11 y 12) fueron empleados como testigos y fueron inoculados
intranasalmente con el sobrenadante de un cultivo de MAP sin infectar tratado de la misma manera
que los que contenian el virus. Las inoculaciones se realizaron después de la recogida de semen del
dia 0 con la ayuda de una cdnula de polietileno adaptada a una jeringa de cono Luer (Terumo),
introduciendo 2,5 ml. del in6culo en cada una de las fosas nasales durante la inspiracioén.

A todos los verracos se le tomaron dos muestras de sangre antes de la inoculacién, una
durante los primeros dias del periodo de aclimataciény la otra 3 dias antes de comenzar la prueba.
Asi mismo, después de la inoculacién se tomaron muestras de sangre en los dias 3, 9, 15, 25y 72.
Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién de la vena yugular empleando el sistema de
extraccion de san gre Vacutainer® (Becton Dickinson) utilizando tubos no siliconados de 10 mL y
agujas de 21G x 1127,

Ademas de las muestras de sangre, se tomaron muestras de heces y de las secreciones
nasales y prepucialesen cada uno de los dias de recogida de semen mediante el empleo de hisopos
estériles. Los hisopos eran sumergidos en 2 mL de DMEM suplementado con antibiéticos
inmediatamente después de su obtencién y almacenados a -80°C hasta su procesamiento para

realizar la deteccion virica.

En cada uno de los dias de recogida de semen se hacian alicuotas de 4 mL de semen
completo (mezcla de la fraccién rica y la fraccién pobre) que eran almacenadasa -80°C hasta su

utilizacién para la deteccidn virica.
3.5.3. Recogida de semen y valoracién de la calidad espermitica

LLas recogidas de semen se realizaban manualmente una vez a la semana, recogiendo por
separado la fraccidénrica y la fraccién pobre del eyaculado en dos termos previamente calentados a
37°Cy cubiertos con una gasa estéril para evitar la cajda de la tapioca sobre el eyaculado. Los dfas
de recogida fueron los dias -49, -42, -35, -28, -21, -14, -7, 0, 43, +7, +14, +21, +28, +35, +42,

+49, +56, +63 y +72, siendo el dia O el dia de la inoculacion experimental de fos verracos.

Después de la recogida, se media el volumen tanto de la fraccion rica como de la fraccién

pobre del semen mediante la utilizacién de probetas.

La motilidad se media calculando el porcentaje de espermatozoides méviles, teniendo en
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cuenta si 1a motilidad era progresiva o no, observando a 200 aumentos en un microscopio de fondo
claro (Nikon) una gota de semen que habia sido colocada sobre un portaobjetos (Menzel-Glaser)
calentadoa 37°C y tapada con un cubreobjetos (Menzel-Glaser) también precalentadoa 37°C .

La concentracién se determinaba, tanto en la fraccidn rica como en la fraccidén pobre,
realizando una dilucién 1:100 del semen en suero fisioldgico formolado preparado afiadiendo 3
mL/L de formol (formalina al 35-40%, Merck) en una solucién 154 mM de NaCl (Merck) y

realizando un recuento en una cimara de Biirker.

Las formas anormales se valoraban realizando un recuento de 200 espermatozoides en un
microscopio de contraste de fases (Zeiss) a 1000 aumentos. Para realizar el recuento se tuvieron en
cuenta las alteraciones en la morfologia de la cabeza, de la pieza intermediay de la cola, asi como la
presencia de gotas citoplasmaticas proximales y de gotas citoplasmaticas distales. El recuento se
llevaba a cabo utilizando espermatozotides fijados previamente con una solucién fijadora preparada
con glutaraldehido al 2%. Para preparar esta solucién se le afiadian 8 mL de glutaraldehido
comercial al 25% (Merck) a 92 ml. de una solucién en agua destilada de glucosa 146,3 mM
(Merck), citrato trisédico dihidratado (Merck) 34 mM y bicarbonato sédico (Merck) 23,8 mM.
Para fijar los espermatozoides se afiadian 100 uL. de la fraccién rica del semen a un tubo que
contenia 2 mL de esta solucién fijadora.

El estado de fos acrosomas se valoraba utilizando la técnica de Purse! y Johnson (1974),
fijando los espermatozoides en la solucién de giutaraldehido descrita y utilizando un microscopio
de contraste de fases a 1000 aumentos para la valoracién. Los acrosomas se clasificaron en
normales y alterados, incluyendo en este Gltimo grupo tanto a los acrosomas dafiados como a los

ausentes.

La prueba de la resistencia osmética (ORT) se llevaba a cabo siguiendo la técnica descrita
por Schilling et al. (1984), valorando el estado de los acrosomas tras un periodo de 15 de minutos
de incubacién a 37°C en una solucidn isotdnica y de un periodo de incubacién de 2 horas a 37°C en
una solucién hipoténica. La solucién isotdnica utilizadafue el diluyente de semen MRA® (Kubus
SA) preparado segun las instrucciones del fabricante (39 g del diluyente en polvo disuelto en un
litro de agua destilada) y calentado previamente a 37°C. La solucién hipoténica se prepard
mezclado en cantidades iguales el diluyente MRA® y agua destilada, calentdndola también
previamente a 37°C. A 3 ml. de las soluciones isoténica e hipotonica se le afiadian 200 ul. de
semen y se incubaban a 37°C durante un periodo de 15 minutos en el caso de la solucién isoténica
y de 2 horas en el caso de la solucién hipoténica. Pasado este tiempo se recogian 200 pL de cada

una de las soluciones y se fijaban en 2 ml.de la solucién fijadora utilizada para valorar las formas
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anormales y los acrosomas.
3.5.4. Determinaciéon del VSRRP en las muestras obtenidas
3.5.4.1. Preparacidnde las muestras

Las muestras de semen utilizadas para la deteccidn virica fueron congeladas y
descongeladas tres veces para romper los espermatozoides y posteriormente divididas en 4
alicuotas. De ellas, una parte fue utilizada para realizarla prueba biolégica, otra para la realizacién
de latécnicade RT-PCR y el resto se dividié a su vez en otras dos partes que fueron sometidas a
dos tratamientos distintos para intentar eliminar la toxicidad del semen para los cultivos celularesy
posteriormente utilizadas para inocular cultivos de MAP. El primero de estos tratamientos se realizé
siguiendo el método de Kahrs er al. (1977} y consistié en mezclar el semen (0,5 mL) en la
proporcion 1:1 con DMEM que contenfa un 1% de un inhibidor de la tripsina procedente de la soja
(Sigma Chemical Co.), incubando la mezclaa temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente
se realizaron tres ciclos de congelacién y descongelacion y se centrifugaron las muestras a 1500 g
durante 15 minutos a 5°C. Los sobrenadantes se utilizaron para inocular cultivos de MAP para el
aislamiento del virus. El segundo procedimiento se realizé siguiendo el método de Medveczky y
Szabo (1981) para lo cual se centrifugd el semen a 1500 g durante 45 minutos a 5°C.
Posteriormente se volvid a centrifugar el sobrenadante a 2500 ¢ durante 45 minutos a 5°C y 1 mL
de este segundo sobrenadante se mezcl6 con 9 mL de DMEM supiementado con antibidticosy un
15% de SFB para realizar una dilucién 1:10. Esta mezcla se incubé a 28°C durante 30 minutos y

con ella se inocularon cultivos de MAP para intentar el aislamiento virico.

Las muestras de sangre se dejaron a temperatura ambiente hasta que coagularon.
Posteriormente se centrifugaron a 600 g durante 10 minutos a 4°C y se recogieron las muestras de
suero en condiciones de esterilidad. Estas muestras se almacenaron en tubos de 5 mL a -80°C hasta
su utilizacién tanto para determinar la presencia de anticuerpos como para determinar la presencia
del virus, para lo cual se descongelaron a 37°C, se diluyeron en la proporcién 1:4 en DMEM
suplementado con antibiéticos y se filtraron por filtros de jeringa de 0,45 pm de tamafio de poro
(Acrodisc®, Gelman). Estas muestras fueron inoculadas en cultivos de MAP para intentar el
aislamiento virico y utilizadas para realizar la prueba de RT-PCR.

Los hisopos nasales, prepuciales y fecales que se habia congelado a -80°C sumergidos en 2
ml. de DMEM fueron descongelados, agitados con la ayuda de un agitador y los 2 mL de medio

recogidos con la ayuda de una aguja de 20 G x 112" (Terumo) y una jeringade 5 mL (Terumo) y
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filtrados por un filtro de jeringa de 0,45 ym de tamafio de poro. Estas muestras fueron inoculadas
en cultivos de MAP para intentar el aislamiento virico y utilizadas para realizar la prueba de RT-
PCR.

3.5.4.2. Métodos de deteccion de anticuerpos utilizados

Para la deteccién de anticuerpos en las muestras de suero obtenidas de los animales, asi
como para la titulacién de las muestras positivas, se utilizé la técnica de IPMA descrita en el

apartado 3.3 de este capitulo.
3.5.4.3. Métodos de deteccion virica empleados

Para la deteccién virica se utilizaron cultivos de MAP para intentar el aislamiento virico, la
prueba de RT-PCR y una prueba biolégica, inoculando lechones seronegativos al VSRRP con

muestras de semen.

Para intentar el aislamiento virico todas las muestras fueron inoculadas por duplicado en
placas de cultivo celular de 24 pocillos sembradas previamente con MAP segiin el procedimiento

descritoen el apartado 3.1.3 de este capitulo.

La prueba de la RT-PCR se llevé a cabo siguiendo la técnica descrita en el apartado 3.2 de

este capitulo.

L.a inoculacidn experimental de los lechones se llevé a cabo utilizando animales de 5
semanas de vida seronegativos al VSRRP mediante la técnica de IPMA. 1.os lechones fueron
identificados e inoculados por la via intranasal con cada una de las muestras de semen obtenidas de
todos los verracos en los dias +3, +7 y +14, utilizando para la inoculacién 0,5 mL de semen
mezcladocon 0.5 mL de DMEM. Las inoculaciones se llevaron a cabo introduciendo en cadafosa
nasal 0.5 mL. del inéculo durante la inspiracion con la ayuda de una cdnula de polietileno adaptada a
una jeringa de cono Luer. A los 10 dias de la primera inoculacién, todos los lechones fueron
inoculados nuevamente, esta vez por la via subcutdnea con una emulsién compuesta por 0,5 ml. de

semen y 0,5 mL de adyuvante incompleto de Freund.

Como testigo positivo se utiliz6 un lechén que fue inoculado con una muestra de semen de
uno de los verracos del grupo de los testigos al que se le habian afiadido 103 DIsoCT/mL y los

lechones inoculados con el semen procedente de los verracos del grupo de los testigos fueron
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utilizados como testigos negativos.

A todos los lechones se les extrajo sangre en el dia 28 después de la segunda inoculacién
mediante puncién de la vena yugular utilizando el sistema Vacutainer®. De estas muestras de
sangre se obtuvo el suero, siguiendo el método descrito anteriormente, el cual fue utilizado para
determinar la presencia de anticuerpos frente al VSRRP mediante la técnicade IPMA descrita en el
apartado 3.3 de este capitulo.

3.5.5. Andlisis estadisticos

Los valores obtenidos para los distintos pardmetros de calidad espermatica entre los dias
-49 y +49 fueron sometidos a un analisis de varianza utilizando tres pruebas estadisticas diferentes:
la prueba de Ficher, la prueba de Wells y la prueba de Brown-Forsythe para valorar la
homogeneidad de los grupos de verracos para los distintos pardmetros estudiados. Para realizar la
comparacion de los resultados obtenidos antes y después de la inoculacién con el VSRRP se
" utilizaron las pruebas estadisticas anteriormente mencionadas, ademas de la prueba pareada de
Turkey y la prueba de rangos multiples de Duncan, y también la prueba pareada de Dunnet,
aplicada utilizando la media de los valores obtenidos en los distintos dias antes de la inoculacién
experimental como testigo y comparindolo con los valores obtenidos tras la inoculacién. Las

pruebas estadisticas se realizaron aplicando el paquete estadistico de Dixon (1992).

3.6. Disefio experimental para llevar a cabo los objetivos A.1, A4 y A.5

Para completar el objetivo A.1, consistente en el estudio de la sintomatologia de Ia
enfermedad en los verracos, y llevar a cabo los objetivos A.4 y A.5, es decir, estudiar la
eliminacion del virus por las distintas vias, asi como la duracién de la misma, la distribucién del
VSRRP por los distintos 6rganos después de la infeccién, teniendo en cuenta los iugares
preferentes de aislamiento, y la procedencia del virus que se elimina con el semen se diseiid el

siguiente experimento:
3.6.1. Animales utilizados y mantenimiento de los mismos

Para este experimento se utilizaron 20 verracos cruce de Landrace x Large White
seronegativos al VSRRP mediante una técnicade ELISA. Desde su llegada a las instalaciones de la
facultady durante la duracién de la prueba los verracos se mantuvieron en grupos de 5 en establos

aislados con cama de paja. Los animales fueron alimentados con 2 kg/dia de un pienso que
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conteniaun 16,5% de proteinay un 72,5% de nutrientes digestibles (Nutriganse). Al comienzo de

la prueba los animales tenian aproximadamente 6 meses de vida.

Diariamente se observé la ingesta de alimentoy la posible presencia de signos clinicos en
cada uno de los verracos. Ademads se tomaron las temperaturas rectales de todos ellos desde el dia

de lainoculacion hasta el momento del sacrificio de cada uno.

3.6.2. TInoculaciéon expérimental de los animales con el VSRRP y sacrificio de los

MIsmos

Todos los animales fueron identificados con una numeracion correlativa del 1 al 20 e
inoculadas en el dia 0, dia del comienzo del experimento, con 5 x 106 DlsoCT del VSRRP por la
via intranasal, para lo cual se introdujeron 2,5 mL de la suspensién virica utilizadacomo inéeculo en
cada uno de {os orificios nasales durante la inspiracién con la ayuda de una cénula de polietileno

adaptada a una jeringa de cono Luer.

Los animales fueron sacrificados secuencialmente, a partir del dia 2 p.i. y hasta el dia 37
con la siguiente cadenciade sacrificios: verracos nimeros 1 y 2 en el dia 2 p.i.; verraco numero 3
en el dia 3 p.i.; verracos niimeros 4 y 5 en el dia 4 p.1.; verraconimero 6 en el dia 5 p.i.; verracos
nimeros 7y 8 en el dia 6 p.i.; verraco mimero 9 en el dia 7 p.1.; verracos nimeros 10y 11 en el
dfa 8 p.i.; verraco niimero 12 en el dia 9 p.i.; verracos nimeros 13 y 14 en el dia 10 p.i.; verracos
15y 16enel dia 13 p.i.; verracontimero 17 en el dia 17 p.i.; verraco nimero 18 en el dia 23 p.i.;

verraco nimero 19 en el dia 30 p.i. y verraco niimero 20 en el dia 37 p.i..

Para el sacrificio de los animales se les administraron por la via intravenosa. en la vena de
la oreja, con la ayuda de una patomilla de 0,65 x 20 mm (Venofix®, Braun), 1 g de ketaminabase
y 50 mg de clorbutol (Imalgéne®, Rhéne Mérieux), sangrandolos posteriormente a muerte.

.

3.6.3. Toma de muestras

A todos los animales se les extrajo sangre dos veces antes de la inoculacién experimental, la
primera en el momento de su adquisicién y la segunda en el dfa 0, antes de realizarla inoculacién
con el VSRRP. Después de la misma se tomaron muestras de sangre en el momento del sacrificio
y. atodos los animales que permanecian en ese momento en el estudio, en los dias 4, 6, 9, 13, 17,
23 y 30 p.i.. Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién de la vena yugular, utilizando

el sistema de extraccién de sangre Vacutainer®,
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En el momento del sacrificio se tomaron muestras de orina y heces y de las secreciones
nasales, orofaringeas y prepuciales. l.as muestras se orina se tomaron por cistocentesis utilizando
para elloagujas de 20 G x 11'2 "y jeringas de 5 mL. Para la obtencién del resto de las muestras se
utilizaron hisopos estériles que fueron introducidos por ambas fosas nasales, en la oro-faringe, en
el prepucio y en el recto. Inmediatamente después de su obtencidn los hisopos fueron infroducidos
en tubos previamente rotulados que contenian 2 mL de DMEM supiementado con antibidticos y
congelados a -80°C hasta su procesamiento para la determinacién de la presencia del virus. Las
muestras de orina fueron introducidas en tubos de 5 mL previamente rotulados y congeladas a

-80°C hasta su procesamiento para la determinacién de la presencia del virus.

En la necropsia se tomaron muestras de los siguientes 6rganos: ganglios submandibulares
derecho e izquierdo, amigdalas, ganglios paratraqueales, ganglios mediastinicos, timo, pulmén,
higado, bazo, ganglios mesentéricos, placas de Peyer y ganglios inguinales superficiales derecho e
izquierdo. Todas las muestras fueron almacenadas a -B0°C hasta su utilizacién para intentar la

deteccién del virus.

Ademds se recogi6 todo el aparato reproductor, del cual se tomaron muestras de ambos
testiculos, de las gldndulas bulbouretrales derecha e izquierda, de las vesiculas seminales derechae
izquierda, de la préstata y de ambos epididimos, los cuales fueron diseccionados y extraidos
enteros, para posteriormente seccionarlos teniendo en cuanta su divisién anatémica en cabeza,
cuerpo y cola. También se recogieron los ganglios testiculares stempre que fueron visibles. Todas
las muestras se guardaron individualmenteen bolsas rotuladas a -80°C hasta su procesamiento para

determinar la presencia del virus en las mismas.

Antes de la seccién de los epididimos en cabeza, cuerpo y cola se exirajo semen de la cola
del epididimo, para lo cual se canularon los canaliculos de la cola del epididimo con una aguja de
25 G x 58 ” (Terumo) y se introdujeron con una jeringa 2 mlL de diluyente de semen MRA®
preparado segun las instrucciones del fabricante. La mezcla de diluyente y semen que salia por el
conducto deferente era recogida en placas de cultivo celular de 4 pocillos (Nunc). Se tomaron
muestras de semen de ambos epididimos las cuales fueron tratadas por separado.

De las glandulas anejas, se tomaron muestras del liguido seminal mediante puncién de las
vesiculas seminales tanto derecha como izquierda con la ayuda de una agua de 18 G x 1 1/2”
(Terumo) y una jeringa de 5 mL. Las muestras de liquido seminal fueron introducidas en tubos
estériles de 5 ml. que fueron rotulados y almacenados a -80°C hasta su procesamiento para la
determinacidn de la presencia del virus.
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3.6.4. Determinacién del VSRRP en las muestras obtenidas
3.6.4.1. Preparaciénde las muestras

[.as muestras de sangre se dejaron a temperatura ambiente hasta que coagularon y
posteriormente fueron centrifugadasa 4°C a 600 g durante 10 minutos para separar el suero, ¢l cual
fue obtenido en condiciones de esterilidad y guardado en tubos estériles a -80°C hasta su utilizacién

tanto para intentar el aislamiento virico como para determinar la presencia de anticuerpos.

Las muestras de orina se centrifugaron a 4°C a 1000 g durante 10 minutos y los
sobrenadantes fueron filtrados por filtros de jeringa de 0,45 pm de tamaiio de poro y almacenados

en tubos estériles de 5 mlL a -80°C hasta su utilizacién para intentar el aislamiento virico.

Los distintos hisopos obtenidos fueron agitados con la ayuda de un agitador en los 2 ml. de
DMEM en que habian sido sumergidos y el DMEM recogido con la ayuda de una agujay una
jeringa y filtrado utilizando filtros de jeringa de 0,45 ym de tamafio de poro. Las muestras ya
filtradas fueron almacenadas en tubos estériles a -80°C hasta su utilizacién para intentar el

aislamiento virico.

Los liquidos seminales fueron diluidos en la proporcidn 1:20 en DMEM suplementado con
antibidticos y posteriormente filtrados por filtros de jeringa de 0,45 pm de tamafio de poro y

almacenados a -80°C hasta su utilizacién para intentar el aislamiento virico.

Las muestras de semen se centrifugaron durante 10 minutos a 1000 g. Los sobrenadantes
fueron recogidos, fittrados por filtros de jeringa de 0,45 pm de tamafio de poro y ailmacenados a
-80°C hasta que se utilizaron para intentar el aislamiento virico. El sedimento, donde estaban los
espermatozoides, se suspendié en 2 ml. de PBS estéril, preparado de la misma forma que para la
obtencién de los MAP, y se volvié a centrifugara 1000 g durante 10 minutos. Los sobrenadantes
fueron descartados y los sedimentos se trataron de 1a misma forma que 1a primera vez. Después de
volver a suspender los espermatozoides en PBS estéril después de la tercera centrifugacidn, se
congelaron y descongelaron 3 veces para romperlos, se centrifugaron a 1000 g durante 10
minutos, se recogieron los sobrenadantes, que se filtraron por filtros de jeringa de 0,45 um de
tamafio de poro y se congelaron a -80°C hasta que fueron utilizados para intentar e} aislamiento

virico.

Los érganos recogidos en la necropsia se maceraron con DMEM suplementado con

antibidticos en la proporcién 1:9 (peso:volumen) con la ayuda de un homogenizador tipo Potter.
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Los macerados se centrifugarona 1000 g durante 20 minutos para retirar los restos celulares y los
sobrenadantes se filtraron por filtros de jeringa de 0,45 pm de tamaifio de poro y fueron

almacenados a -80°C hasta su utilizacién para intentar el aislamiento virico.
3.6.4.2. Mérodos empleados parala determinaciénde anticuerpos

Los anticuerpos especificos desarrollados frente al VSRRP fueron detectados mediante la
técnica de ELISA descrita en el apartado3.4. Los sueros positivos fueron titulados empleando la

misma técnica.
3.6.4.3. Métodos de determinacionvirica empleados

Para la determinacién del virus en las muestras obtenidas se utilizd la técnicade aislamiento
virico en cultivos de MAP y, en las muestras se semen, una prueba biolégica consistente en la

inoculacién experimental de lechones.
3.6.4.3.1. Aislamiento virico

El aislamiento virico se llevé a cabo inoculando todas las muestras por cuadruplicado en
placas de cultivo celular de 96 pocillos previamente sembradas con MAP siguiendo el

procedimiento descrito en el apartado3.1.3. de este capitulo.
3.6.4.3.2. Pruebabioldgicu

Para la prueba biolégica se utilizaron lechones de 4 semanas de edad seronegativos al
VSRRP utilizando una técnica de ELISA. Los animales fueron identificados e inoculados
intraperitonealmente con una mezcla de las muestras de semen de ambos epididimos de un mismo
animal, empleando tanto los sobrenadantes de la primera centrifugacién del semen como los restos
de los espermatozoides obtenidos tras las sucesivas centrifugaciones y ciclos de congelacién y

descongelacién. El volumen total inoculado fue de aproxidamente 4 mL.

Como testigo positivo se inoculd un lechdén con una muestra de semen procedente de un
cerdo seronegativo al VSRRP tratada de la misma forma que las muestras obtenidas de los
animales en estudio al que se le habian afiadido 105 DI54CT y como testigo negativo un lechén

inoculado con una muestra de semen procedente de un cerdo seronegativo al VSRRP.
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3.7. Disefio experimental para llevar a cabo los objetivos A.6 y A.7

Para llevar a cabo los objetivos A.6 y A.7, es decir, para estudiar la transmisién venerea de
la enfermedad, tanto en animales seronegativos como preinmunizados y para estudiar el efecto que
la presencia del virus en el semen pueda tener en las tasas de concepcidn y fertilizacién, asi como

en el desarrollo embrionario se disefi el siguiente experimento:
3.7.1. Animales utilizados y mantenimiente de los mismos

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron 21 cerdas cruce de Landrace x Large White
seronegativas al VSRRP utilizando una técnicade ELISA. Durante un periodo de aproximadamente
2 meses antes del comienzo de la prueba, los animales fueron mantenidos en condiciones de
aislamiento en grupos de 7 en establos con cama de paja. Dos verracos seronegativos al VSRRP,
utilizando una técnica de ELISA cruce de Landrace x L.arge White de aproximadamente 11 meses
de edad al inicio de la prueba fueron mantenidos en condiciones de aislamiento en el mismo edificio
y fueroz utilizados para la deteccién de los celos en las cerdas del estudio.

Todos los animales fueron alimentados durante la duracién de la prueba con 2 kg/dia de un

pienso que contenfaun 16,5% de proteinay un 72,5% de nutrientes digestibles (Nutriganse).

Diariamente se observé a los animales, anotando la ingesta de alimento y la posible
presencia de signos clinicos. Ademads se tomaron las temperaturas rectales de todos ellos desde el

dia O hasta el momento del sacrificio de los animales.
3.7.2. Sincronizacién de celos e inseminacion artificial

A partir de los 170 dias de vida todas las cerdas fueron expuestas diariamente durante 10
minutos por la mafiana y otros 10 minutos por la tarde a la presencia de uno de los verracos
utilizados, tanto para detectar la salida a celo de las cerdas como para estimular la Hegada de la
pubertad. Cuoando todas 1as cerdas habian presentado signos externos de celo al menos una vez se

levé a cabo la sincronizacién de 1os mismos.

Los celos se sincronizaron mediante 1a administracion por la via oral de 20 mg/cerda/diade
altrenogest (Regumate®, Hoechst-Roussel Veterinaria) durante 18 dias siguiendo las instrucciones
del prospecto. A las 24 horas de terminar el tratamiento con el progestigeno se administraron por la
via intramuscular 800 Ul de PMSG (Serigan®, Laboratorios Ovejero) y a las 72 horas 400 Ul de

hCG (Coriogan®, Laboratorios Ovejero). Desde el momento en que se terminé el tratamiento de
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sincronizacion las cerdas fueron expuestas por la mafiana y por la tarde a la presencia del macho
para llevar a cabo la deteccion de celos. Todas las cerdas que mostraron signos externos de celo
entre las 24 y las 48 horas de la aplicacién de 1a hCG fueron inseminadas3 veces en total con un

intervalo de 12 horas entre cada inseminacién, empezando en e} momento en que se detectd el celo.

Para llevar a cabo las inseminaciones artificiales se utilizaron dosis de semen procedentes
de verracos seronegatives al VSRRP del centro de inseminacidn artificial de Proinserga SA
(Segovia). Las dosis de semen fueron almacenadas en una estufa a 15°C hasta el momento de su
utilizacién, momento en el cual se calentaron en un bafio maria a 35°C durante 10 minutos. A
continuacién se introdujeron lentamente en el Gtero con la ayuda de catéteres de inseminacién

artificial previamente fijados en el cuello del fitero.
El segundo dia de celo se denominé dia 0.

3.7.3. Tratamientos empleados e inoculacion experimental
Las cerdas fueron divididas en 3 grupos de 7 animales cada uno:

- Grupo A, constituido por 7 cerdas (numeradas del 1 al 7) seronegativas al VSRRP que fueron
inseminadas con semen al que se le habfan afiadido experimentalmente VSRRP. Para ello se le
afiadieron tanto a la primera como a la tercera dosis seminal 20 mL de un lote de virus con un titulo

de 105 DI5oCT/mL inmediatamente antes de la inseminacién. La segunda inseminacién se realizé
con semen exclusivamente. En total cada cerda fue inoculadacon 4 x 106 DI5;CT del VSRRP por

la via intrauterina.

- Grupo B, formado por 7 cerdas (numeradas del 8 al 14) que habfan sido vacunadas
previamente. Las cerdas de este grupo recibieron una dosis de la vacuna muerta Cyblue®
{Cyanamid} por la via intramuscular 7 semanas antes de la exposicién de los animales al virus y
una segunda dosis 4 semanas antes de dicho momento. Las cerdas de este grupo fueron
inseminadas con semen al que se le habia afiadido experimentalmente el VSRRP. El protocolo de
inseminacién seguido fue el mismo que se utilizd con las cerdas del grupo A. Cada cerda recibié

por tanto un total de 4 x 106 DI5qCT del VSRRP por la via intrauterina.

- Grupo C, constituido por 7 cerdas (numeradas del 15 al 21) que fueron utilizadas como testigos y
que fueron inseminadas de 1a misma forma que las cerdas de los grupos A y B pero con semen que

no contenia el VSRRP, sino 20 mL del sobrenadante de un cultivo de MAP sin infectar tanto en la
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primera como en la tercera dosis seminal.

Todas las cerdas fueron sacrificadas en el dia 20+1 de gestacién mediante aturdimiento con

~ una corriente eléctricacontinua y posterior sangrado a muerte.
3.7.4. Toma de muestras

Durante el periodo del estudio se tomaron 6 muestras de sangre. Las dos primeras se
recogieron antes de la inoculacién experimental, una de ellas al principio del periodo de
aclimatacién de los animalesy laotra 3 dias antes del dia de salida a celo esperado. Después de la
inoculacién de los animales se tomaron muestras de sangre en los dias 3, 6, 15y 20. Las muestras

se sangre se tomaron siguiendo el método anteriormente descrito.

Los dias de extraccién de sangre se tomaron también muestras de las secreciones nasales
con la ayuda de hisopos estériles que fueron introducidos en profundidad en las fosas nasales. Los
hisopos fueron introducidos inmediatamente después de su obtencién en tubos que contenjan 2 mL
de DMEM suplementado con antibiéticos y almacenados a -80°C hasta su utilizacién para los

estudios de deteccién del virus.

En la necropsia se recogieron muestras del pulmén, las amigdalas, los ganglios linfaticos
submandibulares, los ganglios linféticos inguinales superficiales y los ganglios linfaticos uterinos.
Todas las muestras fueron guardadas individualmente en bolsas rotuladas a -B0°C hasta su

utilizacién para intentar el aislamiento virico. Ademds se recogi6 todo el aparato reproductor.

En Jos ovarios se contaron los cuerpos luteos y posteriormente se separaron y se guardaron
individualmente a -80°C hasta su procesamiento para intentar el aislamiento virico. Una vez hecho
esto, se extendieron los cuernos uterinos, cortando el mesometrio con la ayuda de unas tijeras de
Mayo, y se abrieron longitudinalmente por el borde antimesometrial. Los embriones presentes se
contaron, se numeraron por su posicién en el Gtero y posteriormente fueron extraidos y observados
para ver si presentaban alguna lesion macroscdpica. Una vez hecho esto, los embriones se
guardaron individualmente en bolsas rotuladas a -80°C hasta su utilizacién para intentar el

aislamiento virico.
Ademas se tomaron muestras del liquido amnidticoy de la pared uterina. Las muestras de

liquido amnidtico se obtuvieron mediante puncién del saco amniético con una aguja de 20 G x

112”7 (Terumo) y extraccidn con una jeringade 5 ml y se guardaron en tubos estériles de S mL que
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fueron almacenados a -80°C hasta su utilizacién para intentar el aislamiento virico. Las muestras de
la pared uterina se guardaron individualmente en bolsas hasta su procesamiento para intentar el

aislamiento del virus.
3.7.8. Determinacion del VSRRP en las muestras obtenidas
3.7.5.1. Preparacionde las muestras

Para la obtencién del suero, las muestras de sangre extraidas a los animales se dejaron
coagular a temperatura ambiente y posteriormente fueron centrifugadas a 600 g a 4°C durante 10
minutos. El suero fue obtenido en condiciones de esterilidad y guardado en tubos estériles de 5 mL.
a -80°C hasta su utilizacién tanto para intentar el aislamiento virico como para determinar la

presencia de anticuerpos.

[.os hisopos obtenidos fueron agitados con la ayuda de un agitadoren los 2 ml. de DMEM
en que habian sido sumergidos y ¢l DMEM recogido y filtrado utilizando filtros de jeringa de 0,45
um de tamafio de poro. Las muestras ya filtradas fueron almacenadasen tubos estériles a -80°C

hasta su utilizacién para intentar ¢l aislamiento virico.

[Los érganos recogidos en la necropsia se maceraron con DMEM suplementado con
antibidticos en la proporcién 1:9 (peso:volumen) con la ayuda de un homogenizador tipo Potter.
l.os macerados se centrifugaron a 1000 g durante 20 minutos para retirar los restos celulares y los
sobrenadantes fueron recogidos y filtrados por filtros de jeringade 0,45 ym de tamafio de poro y

fueron almacenados a -80°C hasta su utilizacién para intentar el aislamiento virico.

Los liquidos amniéticos fueron filtrados por filtros de jeringa de 0,45 ym de tamafio de
poro y almacenados en tubos estériles de 5 mL a -80°C hasta su utilizacién para intentar el

aislamiento virico.

Los embriones fueron macerados enteros con DMEM suplementado con antibidticos en la
proporcién 1:9 (peso:volumen) con la ayuda de un homogenizador tipo Potter. Los macerados

obtenidos fueron tratados de ta misma forma que los macerados de otros érganos.
3.7.5.2. Mérados de deteccion de anticuerpos empleados

La presencia de anticuerpos se detect6 mediante el uso de la técnicade ELISA descritaen el

apartado 3.4 de este capitulo, tanto para determinar la existencia de los mismos como para titular
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los sueros positivos.
3.7.5.3 Mérodos de determinacidn viricautilizados

Todas las muestras fueron inoculadas por cuadruplicado en placas de cultivo celularde 96
pocillos sembradas con MAP para llevar a cabo el aistamiento virico, tal como se ha descritoen el

apartado 3.1.3 de este capitulo.
3.7.6. Andlisis estadisticos

Para ver si existian diferencias significativas en las tasas de concepcién, el nimero de
embriones vivos y muertos y el nimero de embriones infectados entre los 3 grupos en estudio se
empled la prueba del X2. Cuando los valores esperados eran muy pequefios y el nimero de

individuos menor de 20 se utilizé1a prueba de la probabilidad exacta de Fisher.

3.8. Diseiio experimental para llevar a cabo los objetivos B.1, B.2, B.3 y B.4

Para estudiar la sintomatologia asociada a la infeccién en las cerdas al comienzo de la
gestacidn, el efecto de la infeccion por el VSRRP en el momento de la cubricién sobre las tasas de
concepcidn y fertilizacidn, el efecto de la infeccién por el VSRRP al comienzo de la gestacién sobre
el desarrollo embrionario y la susceptibilidad de los embriones a la infeccién por el VSRRP se

diseftaron los siguientes experimentos:

3.8.1. Exposicion al VSRRP en el dia 0 de gestacion

3.8.1.1. Animales utilizados y mantenimiento de los mismos

Para este experimento se utilizaron 25 cerdas cruce de Landrace x Large White
seronegativas al VSRRP, utilizando una técnica de ELLISA. Las cerdas fueron mantenidas durante
aproximadamente dos meses antes del inicio de 1a prueba en condiciones de aislamiento en grupos
de 4 6 5 animales, en establos con cama de paja. Ademas se utilizaron dos verracos cruce de
Landrace x Large White seronegativos al VSRRP, utilizando una técnica de ELISA, de
aproximadamente 11 meses de edad al inicio de la prueba, que fueron mantenidos en condiciones
de aislamiento en el mismo edificio que las cerdas y fueron utilizados para la deteccién de celos en

las mismas.
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Todos los animales fueron alimentados durante la duracién de la prueba con 2 kg/dia de un

pienso que contenia un 16,5% de proteinay un 72,5% de nutrientes digestibles (Nutriganse).

Diariamente se observé la ingesta de alimentoy la posible presencia de signos clinicos en
los animales. Ademds se tomaron las temperaturas rectales de todos los animales desde el dia 0

hasta el momento del sacrificio de 1os animales.
3.8.1.2. Sincronizacionde celos e inseminacion artificial

A partir de los 170 dias de vida todas las cerdas fueron expuestas diariamente, en grupos de
4 6 S animales, durante unos 10 minutos por la mafiana y otros 10 minutos por la tarde a la
presencia de uno de los verracos utilizados para este fin. La sincronizacién de los celos y
posteriormente la inseminacién artificial se llevaron a cabo, cuando todas las cerdas habian
presentado signos externos de celo al menos una vez, de laforma descrita en el apartado3.7.2 de

este capitulo.

Para llevar a cabo las inseminaciones artificiales se utilizaron dosis seminales preparadas
con semen procedente de verracos seronegativos al VSRRP del centro de inseminacién artificial de
Proinserga SA (Segovia).

El segundo dia de celo se denomind dia 0.
3.8.1.3. Tratamientos empleados e inoculacion experimental

Las cerdas fueron divididas en 4 grupos en el momento de 1a inseminacidn artificial:

- Grupo A, constituido por 6 cerdas, numeradas del 1 al 6, por fueron inoculadas con el VSRRP

en el dia O de gestacidn y fueron sacrificadasen el dia 10 de gestacion.

- Grupo B, formado por 6 cerdas, numeradas del 7 al 12, que sirvieron como testigos a las cerdas
del grupo A y que recibieron en el momento de la inoculacién el sobrenadante de un cultivo de
MAP sin infectar con el VSRRP. Las cerdas de este grupo fueron sacrificadas en el dia 10 de

gestacion.

- Grupo C, constituido por 6 cerdas, numeradas del 13 al 18, que fueron inoculadas con el VSRRP

en el dia O de gestacién y sacrificadas en el dia 20 de gestacidn.
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- Grupo D, constituido por 7 cerdas, numeradas del 19 al 25, que sirvieron como testigos a las
cerdas del grupo C por lo que fueron tratadas de 1a misma forma que ellas pero fueron inoculadas
con el sobrenadante de un cultivo de MAP sin infectar con el VSRRP.

Las cerdas de los grupos A y C fueron inoculadas en el dia O de gestacién con 5 mL por la
via intranasal y otros 5 mL por la via intravenosa, en la vena de la oreja con la ayuda de una
palomilla de 0,65 x 20 mm (Venofix®, Braun), de un lote de virus con un titulo de 105
DI5oCT/ml. después de la dltima inseminacién. En total cada cerda fue inoculada con 106 DisoCT
del VSRRP. Las cerdas de los grupos B y D fueron tratadas de la misma manera pero utilizando
para la inoculacién el sobrenadante de un cultivo de MAP sin infectar. Los animales fueron

sacrificados mediante sangria a muerte, previo aturdimiento con una corriente continua.
3.8.1.4. Toma de muestras

Durante el periodo del estudio se tomaron 5 muestras de sangre en las cerdas de los grupos
Ay By 6enlascerdas de los grupos C y D. Las dos primeras muestras se obtuvieron en todos los
animales antes de la inoculacién experimental, }a primera al principio del periodo de aclimataciény
la segunda 3 dias antes del dia de salida a celo esperado. Después de 1a inoculacidn se obtuvieron
muestras de sangre en los dias 3, 6 y 10 en las cerdas de los grupos Ay By enlos dias3, 6, 15y
20 en las cerdas de los grupos C y D. Todas las muestras de sangre se obtuvieron por puncién de

la vena yugular siguiendo el método descrito en el apartado3.5.2 de este capitulo.

Los dias de extraccién de sangre se tomaron también muestras de las secreciones nasales
con la ayuda de hisopos estériles, que fueron introducidos en profundidad en una de las fosas
nasales. Los hisopos fueron sumergidos inmediatamente después de su obtencién en tubos que
contenian 2 mL de DMEM suplementado con antibiéticos y fueron almacenadosa -80°C hasta su

procesamiento para llevar a cabo el aislamiento virico.

En la necropsia se recogieron muestras del pulmon, las amigdalas, los ganglios linféticos
submandibulares, los ganglios linfaticos inguinales superficiales y los ganglios linféticos uterinos.
Todas las muestras fueron alimacenadas individualmente en bolsas a -80°C hasta su procesamiento

para intentar el aislamiento virico.
Ademds, en la necropsia se recogi6 todo el aparato reproductor. Los ovarios se separaron

del resto y los cuerpos luteos fueron contados como indicador del nilimero de embriones esperado.

Ademds, se recogieron en todas las cerdas muestras de la pared uterina. Tanto {03 ovarios como las
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muestras de la pared del titero se guardaron individualmente a -80°C hasta su procesamiento para

realizar el aislamiento virico.

Inmediatamente después del sacrificio, en las cerdas de los grupos A y B, los cuernos
uterinos fueron extendidos, cortando el mesometrio, y seccionados transversalmente en }a zona de
unién con el cuerpo uterino. El extremo abierto fue ocluido con la ayuda de unas pinzas de Criley
mediante una canula de polietileno se canul6 el oviducto para introducir en el cuerno uterino, con la
ayuda de una jeringa, 25 mL. de una solucién de lavado [NaCl (Merck) 137 mM; KCI (Merck) 2,68
mM; KH;PO, (Merck) 1,47 mM; Na,HPO, (Merck) 16,3 mM; D-glucosa (Sigma Chemical Co.)
5,55 mMy 2 g/LL de BSA (Sigma Chemical Co.)] calentadapreviamente a 37°C al baiio maria. El
liquido de lavado fue desplazado por el interior del cuerno uterino hacia un lado y hacia el otro
moviendo hacia arriba y hacia abajo alternativamenteambos extremos del cuerno para arrastrar en
su movimiento los embriones que se encontraran en la luz del mismo. Cuando se hubo repetido
este proceso varias veces se recogid el liquido sobre una placa de Petri estéril de 94 x 16 mm de
didmetro (Falcon), también calentada previamente a 37°C dejando caer el liquido del interior del
" cuerno uterino por gravedad sobre la placa y apretando suavemente la pared del Gtero para extraer
todo el liquido. Este proceso se repitid dos veces para recuperar el mdximo nimero posible de
embriones. Los embriones fueron identificados con la ayuda de una lupa estereoscépica (Nikon) a
entre 8 y 50 aumentos y clasificados de acuerdo con su aspecto macroscopico. Después de su
clasificacién los embriones fueron lavados 5 veces en 2 mL de PBS estéril con la ayuda de una
nueva micropipeta cada vez y almacenados a -80°C hasta su utilizacion para la determinacidn del
virus en grupos de entre 4 y 6 embriones en tubos estériles con 2 mL de PBS estéril. Los liquidos
utilizados para los lavados de los cuernos uterinos fueron recogidos y almacenadosa -80°C hasta

su procesamiento para la determinacidn del virus y de la presencia de anticuerpos.

En las cerdas de los grupos C y D los cuernos uterinos fueron extendidos, cortando para
ello el mesometrio, y abiertos longitudinalmente por el borde antimesometrial. Los embriones
presentes en el dtero fueron contados, identificados de acuerdo con su posicidn y examinados para
determinar la presencia de lesiones macroscépicas. Una vez hecho esto, todos los embriones
extraidos y almacenados individualmente en bolsas a -80°C hasta su procesamiento para intentar el
aislamiento del virus. Ademds se tomaron muestras del liquido amniético mediante puncién del
saco ammnidtico con la ayuda de una aguja de 20 G x 112" y una jeringa de 5 mL. Los liquidos
amnidticos obtenidos fueron almacenados a -80°C hasta su utilizacidn para intentar el aislamiento
del virus.
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3.8.1.5. Determinacidndel VSRRP en las muestras obtenidas
3.8.1.5.1. Procesamiento de las muestras

Las muestras de sangre se dejaron a temperatura ambiente hasta que coagularon y se
centrifugaron a 600 g a 4°C durante 10 minutos para ayudar a la retraccién del codgulo.
Posteriormente, las muestras de suero se extrajeron en condiciones de esterilidad y fueron
almacenadasa -80°C hasta su utilizaci6n para realizar el aislamiento virico y 1a determinacién de la

presencia de anticuerpos frente al VSRRP.

Los tubos con los hisopos nasales fueron agitados con la ayuda de un agitadory Jos 2 mL
de DMEM recogidos con una jeringa y filtrados por un filtro de jeringa de 0,45 ym de tamafio de

poro.

Las muestras de los distintos drganos recogidos en la necropsia fueron maceradas con un
homogenizador tipo Potter con DMEM suplementado con antibiéticos en la proporcién 1:9
{peso:volumen). Los macerados fueron centrifugados a 1000 g a 4°C durante 20 minutos para
eliminar los restos de tejidos y los sobrenadantes filtrados por filtros de jeringa de 0,45 ym de

tamafio de poro y almacenados a -80°C hasta su utilizacién para intentar el aislamiento virico.

Los embriones de 10 dias suspendidos en 2 mL de PBS estéril fueron sometidos a 3 ciclos
de congelacidn y descongelacion para romperlos y posteriormente almacenados a -80°C hasta su

utilizacién para intentar el aislamiento virico.

Del liquido de lavado utilizado para recuperar [os embriones de 10 dias se separé 1 mL que
fue utilizado para determinar la presencia de anticuerpos frente al VSRRP. El resto {ue centrifugado
a 140000 g a 4°C durante 2 horas y el sedimento fue suspendido en 2 mL de PBS estéril.
Posteriormente se centrifugé a 1000 g a 4°C durante 10 minutos para quitar los restos celulares y el
sobrenadante fue filtrado por filtros de jeringa de 0,45 ym de tamaiio de poro y almacenado a

-80°C basta su utilizacién para realizar el aislamiento virico.

Los embriones de 20 dias fueron macerados enteros con DMEM suplementado con
antibiéticos en la proporcidn 1:9 (peso:volumen) con la ayuda de un homogenizador tipo Potter.
Estos macerados fueron centrifugados a 1000 g a 4°C durante 20 minutos para eliminarlos restos
de tejidos y los sobrenadantes fueron filtrados por filtros de jeringa de 0,45 pm de tamaifio de poro
y almacenados a -80°C hasta su utilizacién para intentar el aislamiento virico.
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Las muestras de liquido amniético fueron filtradas por filtros de jeringa de 0,45 pm de

tamafio de poro y almacenadas a -80°C hasta su utilizacién para intentar el aislamiento del virus.
3.8.1.5.2. Métodos de deteccién de anticuerpos empleados

La presencia de anticuerpos se valoré mediante el empleo de la técnicade ELISA descrita en
el apartado 3.4 de este capitulo. Las muestras de suero positivas fueron tituladas utilizando esta

misma técnica.
3.8.1.5.3. Métodos de deteccidn virica empleados

Para determinar la presencia del VSRRP en las distintas muestras recogidas se utilizé el
aislamiento virico en cultivos de MAP, tal como se describe en el apartado 3.1.3 de este capitulo.
Para ello se inocularon todas las muestras por cuadruplicado en piacas de 96 pocillos previamente
sembradas con MAP.

3.8.1.6. Analisis estadisticos

Para ver si existian diferencias estadisticamente significativas en la tasa de concepcién y en
el niimero de embriones vivos respecto al total se utilizé la prueba del X2. Cuando los valores
esperados eran muy pequefios y el nimero de casos menor de 20 se utilizé la prueba de la
probabilidad exacta de Fisher.

3.8.2. Exposicion al VSRRP en los dias 7, 14 y 21 de gestacién
3.8.2.1. Animales utilizados y mantenimiento de los mismos

Para este estudio se utilizaron 25 cerdas cruce de Landrace x Large White sin anticuerpos
frente al VSRRP medidos por una técnica de ELISA. Las cerdas fueron alojadas desde
aproximadamente dos meses antes de comenzarla prueba en grupos de 4 6 5 animales en establos
aislados con cama de paja. Dos verracos cruce de Messian x Ibérico sin anticuerpos detectables
frente al VSRRP mediante una técnica de ELISA fueron alojados en condiciones de aislamientoen
el mismo edificio que las cerdas. Las dosis de semen para llevar a cabo la inseminacién artificial
provinieron de dos verracos de raza lLarge White, seronegativos al VSRRP mediante el empleo de
una técnica de ELISA, pertenecientes af Departamento de Reproduccién Animal del Instituto

Nacional de Investigaciones Agrarias.
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Todos los animales fueron alimentados durante toda la prueba con 2 kg/dia de un pienso

con un 16,5% de proteinay un 72,5% de nutrientes digestibles (Nutriganse).

Los animales fueron abservados diariamente para comprobar la ingesta de alimentoy la
posible presencia de signos clinicos. Ademads, se tomaron las temperaturas rectales desde el dfa O

hasta el dia 21 p.1..
3.8.2.2. Sincronizacidnde celos e inseminacion artificial

Desde que las cerdas tenian aproximadamente 170 dfas de vida fueron expuestas al contacto
directo del verraco dos veces al dia por un periodo de unos 10 minutos en grupos de 4 ¢ 5 animales
tanto para detectar los animales en celo como para estimular la llegada de la pubertad. Cuando
todos los animales habian mostrado signos externos de celo al menos una vez se empezé el
tratamiento de sincronizacién de celos, que se llevd a cabo segin se ha descrito en el apartado

3.7.2 de este capitulo.

Todos los animales que mostraron signos externos de celo entre 24 y 48 horas después de
finalizar el tratamiento de sincronizacién fueron inseminados artificialmente, utilizando semen

proviniente de 1os dos verracos disponibles para tal fin.

Para la preparacidn de las dosis de semen se recogié semen, utilizandola téenica manual, a
los dos verracos disponibles para este fin. El semen fue contrastado midiendo su motilidad, el
porcentaje de formas anormales y la concentracién espermdtica y las dosis espermdticas fueron
preparadas utilizando una concentracion de 4000 x 106 espermatozoides/dosis en un volumen total
de 100 mL. Las dosis fueron preparadas diluyendo el diluyente de semen MRA® (Kubus SA) en
agua destilada segin las instrucciones del fabricante, afiadiendo a continuacién al semen
contrastado la cantidad necesaria de diluyente, previamente calentado a 37°C, para alcanzar el
volumen deseado. l.a mezcla se distribuia, una vez homogeneizada, en los fracos utilizados para
ilevar a cabo la inseminacion artificial, previamente calentados a 37°C. Una vez rellenos las frascos
se dejaban durante 3 horas a temperatura ambiente, para bajar lentamente la temperaturay se metian
en una estufa a 15°C, donde se mantenfan hasta su utilizacién. Nunca se utilizaron dosis que

hubieran sido preparadas con mas de 36 horas de antelacién.

Ia inseminacién artificial se 1levé a cabo siguiendo el método descrito en el apartado3.7.2
de este capitulo.
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El segundo dia de celofue considerado dia O de gestacién.
3.8.2.3. Inoculacion experimental
Después de la inseminacidn artificial los animales fueron divididos en 6 grupos:

- Grupo A, constituido por 5 cerdas, numeradas del 1 al 5, expuestas al VSRRP en el dia 7 de

gestaciodn,

- Grupo B, constituido por 3 cerdas, numeradas del © al 8, que sirvieron de testigos a las cerdas
del grupo A y que fueron expuestas al sobrenadante de un cultivo de MAP sin infectar en el dia 7

de gestacion.

- Grupo C, constituido por 6 cerdas, numeradas del 9 al 14, que fueron expuestas al VSRRP en el

dia 14 de gestacion.

- Grupo D, constituido por 3 cerdas, numeradas del 15 al 17, que sirvieron de testigos a las cerdas
del grupo C y que fueron expuestas al sobrenadante de un cultivo de MAP sin infectaren el dia 14

de gestacion.

- Grupo E, constituido por 5 cerdas, numeradas del 18 al 22, que fueron expuestas al VSRRP en el

dia 21 de gestacion.

- Grupo F, constituido por 3 cerdas, numeradas del 23 al 25, que sirvieron de testigos a las cerdas
del grupo E y que fueron expuestas al sobrenadante de un cultivo de MAP sin infectaren el dia 21

de gestacion.

Las cerdas de los grupos A, Cy E fueron inoculadas por la via intranasal con 5 mL de una
suspensioén virica con un titulode 3,15 x 106 DIsqCT/mL por lo que recibieron un total de 1,6 x
107 DI5oCT del VSRRP. las cerdas de los grupos B, Dy F recibieron 5 L por la via intranasal

del sobrenadante de un cultivo de MAP sin infectar con el virus, Las inoculaciones se llevaron a
cabo introduciendo 2,5 mL de ta suspensién virica utilizada como inéculo por cada una de las fosas
nasales en el momento de la inspiracién con la ayuda de una cdnula de polietileno adaptada a una
jeringa de cono Luer.

Todos los animales fueron sacrificados, mediante sangria a muerte previo aturdimiento con
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una corriente eléctricacontinua en el dia 211 p.i..
3.8.2.4. Toma de muestras

En total se tomaron 5 muestras de sangre en todas las cerdas. Las dos primeras se tomaron
antes de la inoculacién experimental, una en el periodo de aclimatacidny la otra3 dias antesde la
inoculacidn. Después de la inoculacién con el VSRRP se tomaron muestras de sangre en los dias
5, 7 v 21 p.i.. Las muestras de sangre se tomaron por puncién en la vena yugular por el sistema
descrito en el apartado 3.5.2. Todos los dias de extraccion de sangre se tomaron muestras de las
secreciones nasales con la ayuda de hisopos estériles que eran introducidos en profundidad en las
fosas nasales y sumergidos inmediatamente después de su obtencidn en tubos estériles con 2 mL.
de DMEM suplementado con antibidticos.

En la necropsia se recogieron muestras de los ganglios linfaticos submandibulares y del
pulmén, que fueron inmediatamente congeladas a -80°C hasta su procesamiento para intentar la
deteccion virica. Ademas se recogi6 todo el aparato reproductor, del cual se separaron los ganghos
linfiticos uterinos y los ovarios, en los cuales se contaron los cuerpos luteos presentes como
indicador del nimero de embriones esperado. A continuacién tanto los ovarios como los ganglios
linféaticos uterinos fueron congelados individualmente a -80°C hasta su procesamiento para intentar

Ja deteccidn virica.

LLos cuernos uterinos fueron diseccionados, rompiendo el mesometrio para extendertos y
cortando transversalmente con la ayuda de unas tijeras de Mayo en la zona de unién con e} cuerpo
uterino. A continuacion fueron abierios por el borde antimesometrial y los embriones presentes en
cada uno de los cuernos fueron contados, identificados por su posicidn en el dtero y observados
para determinar la presencia de lesiones macroscopicas, tras lo cual fueron extraidos y guardados

individualmente a -80°C hasta su procesamiento para la deteccién virica.

Ademas, se tomaron muestras de liguido ammético mediante la puncidn del saco ammbtico
con la ayuda de una aguja de 20 G x 112" y una jeringa de 5 mL antes de extraer los embriones del
dtero. Estas muestras fueron almacenadas en tubos estériles de 5 mL a -80°C hasta su
procesamiento para la deteccién del virus.
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3.8.2.5. Derecciondel VSRRP en las muestras obtenidas
3.8.2.5.1. Procesamiento de las muestras

Las muestras de sangre se dejaron coagular a temperaturaambiente y posteriormente fueron
centrifugadas a 600 ¢ a 4°C durante 10 minutos para obtener el suero que fue extraido en
condiciones de esterilidad. Este suero fue almacenado en tubos estériles a -80°C hasta su utilizacién

para determinar la presencia del virus o de anticuerpos especificos frente al VSRRP.

Las muestras de los distintos érganos obtenidas en la necropsia fueron maceradas con
DMEM suplementado con antibidticos en la proporcién 1:9 (peso:volumen) con la ayuda de un
homogenizador tipo Potter. Los macerados fueron centrifugadosa 1000 g a 4°C durante 20
minutos para eliminar los restos de tejidos y los sobrenadantes fueron filtrados por filtros de
jeringa de 0,45 um de tamaio de poro y almacenados a -80°C hasta su utilizacién para determinar

la presencia del virus.

Los embriones procedentes de las cerdas de los grupos A, B, C y D fueron macerados
enteros con DMEM suplementado con antibidticos en 1a proporcidn 1:9 (peso:volumen) y tratados
de la misma forma que las muestras de los distintos drganos. Los embriones procedentes de las
cerdas de los grupos E y F fueron abiertos para extraer los érganos internos, los cuales fueron
utilizados para realizarlos macerados con DMEM suplementado con antibiéticos en la proporcién
1:9 (peso:volumen). Estos macerados fueron tratados de la misma manera que los macerados

procedentes de otras muestras.

Las muestras de liquido amnidtico fueron filtradas por filtros de jeringa de 0,45 ym de
tamafio de poro y almacenadasa -80°C hasta su utilizacion para la determinacién de la presencia del

virus,
3.8.2.5.2. Métodos de deteccién de anticuerpos utilizados

Para la deteccién de anticuerpos especificos frente al VSRRP en las muestras de suero se
utilizaron las técnicas de IPMA y de ELISA, descritas en los aparatados 3.3 y 3.4 de este capitulo

respectivamente. Estas técnicas fueron empleadas tanto para la deteccién de muestras positivas

como para la titulacién de dichas muestras.
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3.8.2.5.3. Mérodos de deteccionviricaempleados

Para determinar la presencia del VSRRP se utilizaron las técnicas de aislamiento viricoy de
RT-PCR.

L.as pruebas de aislamiento virico se llevaron a cabo inoculando cada muestra por duplicado
en placas de cultivo celular de 24 pocillos previamente sembradas con MAP tal como se ha deserito

en el apartado 3.1.3. de este capitulo.

Laprueba de la RT-PCR se llevd a cabo siguiendo la téemcadescrita en el apartado3.2. de

este capitulo.
3.9. Disefio experimental para llevar a cabo el objetivo B.5

Para estudiar in virro el efecto que el VSRRP tiene sobre los embriones en el estadio de

entre 4 y 16 c€lulas, se disefié el siguiente experimento:
3.9.1. Animales utilizados y mantenimiento de los mismos

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron 14 cerdas cruce de Landrace x Large White
seronegativas al VSRRP por una téenicade ELISA. Durante aproximadamente dos meses antes del
inicio de la prueba los animales fueron mantenidos en grupos de 3 6 4 en condiciones de
aislamiento en establos con cama de paja. Un verraco cruce de Messian x Ibérico seronegativo al
VSRRP utilizando una técnica de ELISA, de aproximadamente 11 meses de edad, fue mantenido

en condiciones de aislamiento en el mismo edificio que las cerdas.

Para preparar las dosis de semen se utilizaron dos verracos Large White seronegativos al
VSRRP pertenetientes al Departamento de Producciones Animales de la Escuela Técnica Superior

de Ingenieros Agrénomos de la Universidad Politécnica de Madrid.

Los animales fueron alimentos durante toda su estancia con 2 kg/dia de un pienso que
contenia un 16,5% de proteinay un 72,5% de nutrientes digestibles (Nutriganse).

3.9.2. Virus utilizado

La incubacién de los embriones en presencia del VSRRP se llevé a cabo con un lote de

virus preparado segiin se ha especificadoen el apartado 3.1.1 de este capitulo, pero, dado que los
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titulos viricos obtenidos en cultivos de MAP rara vez superan las 106 DIsoCT/mL, para llevara

cabo las microinyecciones fue necesario concentrar el virus. Para ellose centrifugaron 100 mL de

un lote de virus con un tituloinicialde 1,1 x 106 DI5qCT/mL a 140000 g a 4°C durante 2 horas y €l
sedimento se suspendié en 5 m! de PBS estéril. Posteriormente se centrifugé a 3000 g a 4°C
durante 5 minutos para quitar los detritus celulares, se titul6 nuevamente y se ajusto el titulo a 107
DI5oCT/mL con PBS estéril. '

3.9.3. Sincronizacién de celos e inseminacion artificial

Todas las cerdas fueron expuestas a la presencia del verraco durante 10 minutos por la
mafiana y otros 10 minutos por la tarde desde los 170 dias de vida. La sincronizacién de los celos y
la inseminacién artificial de las cerdas se llevé a cabo, una vez que todas las cerdas habian
mostrado signos externos de celo al menos una vez, siguiendo el procedimiento descrito en el
apartade 3.7.2. de este capitulo. Las dosis se semen se prepararon siguiendo el método descrito en

el apartado3.8.2.2 de este capitulo
El segundo dia de celofue considerado dia 0.
3.9.4. Recoleccion de los embriones

En el dia 2, a las 36 horas aproximadamente de la supuesta ovulacidn, las cerdas fueron
sacrificadas mediante una sangria a muerte tras el aturdimiento llevado a cabo por la aplicacién de
una corriente continua. Tras el sacrificio se recogieron los aparatos reproductores, los cuales
fueron mantenidos a 37°C mediante el empleo de cajas isotérmicas hasta el momento en que se
recuperaron los embriones. Una vez en el laboratorio, los ovarios fueron separados y los cuerpos
luteos contados como indicador del niimero de embriones que deberfamos encontrar en el cuerno
uterino ipsilateral. Una vez hecho esto se diseccionaron los oviductos y los cuernos uterinos,
rompiendo para ello el mesometrio, y se cortaron estos Gltimos transversaimente en la zona de
unién al cuerpo uterino. A continuacién se colocaron unas pinzas Crile en el extremo abierto del
cuerno uterino y, con la ayuda de una cdnulade polietileno y una jeringa, se introdujeron 25 mL
del medio de cultivo denominado Beltsville embryo culture medium (BECM), previamente
calentadoa 37°C con la ayuda de un bafio maria, por el oviducto. Una vez introducido el liquido se
le hizo desplazarse por el interior del cuerno uterino hacia un lado y hacia el otro moviendo hacia
arriba y hacia abajo alternativamente ambos extremos del cuerno para arrastrar en su
desplazamiento los embriones que se encontraran en la luz del mismo. Cuando se hubo repetido

este proceso varias veces se recogid el liguido sobre una placade Petri estéril de 94 x 16 mm de
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didmetro (Falcon), también calentada previamente a 37°C dejando caer el liquido del interior del
cuerno uterino por gravedad, colocando el extremo abierto encima de la placa. Cuando no se
obtenian todos los embriones u ovocitos que deberian estar presentes en el cuerno uterino, de
acuerdo al nimero de cuerpos luteos existentes en el ovario ipsilateral, se repetia el proceso para

obtener el méximo niimero posible de embriones y/o ovocitos.

Los embriones asi recuperados fueron visualizados con la ayuda de una lupa estereoscdpica
a entre 8 y 50 aumentos y trasladados a otra placa de Petri estéril de 60 x 15 mm de didmetro
(Falcon) a la que se le habian afiadido 5 mL. de BECM previamente calentadoa 37°C con la ayuda
de una micropipeta. En total se recogieron 124 embriones en el estadio de entre 4 y 16 células que

fueron utilizados en el experimento.

La composicién del medio BECM que se utiliz6 para realizar los lavados es la siguiente:

Lactato sédico (Sigma Chemical Co.) 252 mM
Lactato célcico {Sigma Chemical Co.) 2,14 mM
Cloruro sédico {(Sigma Chemical Co.) 90 mM
Cloruro potasico (Sigma Chemical Co.) 4,83 mM
Cloruro magnésico (Sigma Chemical Co.) 0,54 mM
Bicarbonato sédico (Sigma Chemical Co.) 2,14 mM
Hepes (Sigma Chemical Co.) 10,9 mM
D-glucosa (Sigma Chemical Co.) 0,554 mM
D-manitol (Sigma Chemical Co.) 11 mM
L-glutamina (Sigma Chemical Co.) 1,03 mM
Taurina (Sigma Chemical Co.) 7,03 mM
Piruvato sddico (Sigma Chemical Co.) 0273 mM
EDTA (Sigma Chemical Co.) 0,079 mM
Rojo fenol (Sigma Chemical Co.) 0,079 mM
Gentamicina base (Sigma Chermcal Co.) 32,4 mg/LL

Fraccidn V de la seroalbimina bovina (BSA) (Sigma Chemical Co.) 10 g/lL

Para su preparacién se disolvian todos los componentes, de uno en uno y en el orden en
que se han citado, en agua Nanopure con la ayuda de una barrita magnética, salvo la BSA que se
dejaba disolver por si misma. A continuacién se ajustabael pH a 7,2 con una solucién de NaOH 2

N y se filtraba utilizando filtros de campana de 0,22 um de tamaiio de poro (Acrocap®, Gelman).

Las micropipetas se prepararon manualmente utilizando para ello pipetas Pasteur (Chase
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Instruments) a las que se les calentaba la punta a la llama, extirdndola posteriormente antes de que
se enfriara para conseguir una punta con un didmetro externo de aproximadamente 1 mm. Estas
pipetas Pasteur asi preparadas se conectaban a un tubo de silicona de aproximadamente 1 m de
longitud en el que se habia interpuesto un filtro de jeringa para evitar posibles contaminaciones y

que terminaba en una boquilla para absorber o expeler el liquido.
3.9.5. Exposicion de los embriones al VSRRP

En las dos horas siguientes a la recoleccién, los embriones procedentes de las distintas
cerdas fueron mezclados y divididos al azar en 4 grupos, colocando aproximadamente el mismo
nimero de embriones de cada uno de los estadios utilizados en el estudio en cada ‘grupo. H

tratamiento que recibi6 cada uno de los grupos fue el siguiente:

- Grupo 1: los embriones pertenecientes a este grupo fueron incubados en presencia del VSRRP.

Para ello, al medio de cultivo empleado para cuitivar los embriones se le habian afiadido 4,45 x 105
Di5CT del VSRRP.

- Grupo 2: los embriones pertenecientes a este grupo sirvieron como testigos a los embriones del
grupo anterior y fueron cultivados de 1a misma manera, pero en ausencia del VSRRP.

- Grupo 3: los embriones pertenecientesa este grupo fueron expuestos al VSRRP, no en el medio
de cultivosino en el interior de la zona pellucida. Para ¢llolos embriones fueron sometidos a una
técnica de microinyeccién que permitia atravesar la Zona pellucida e inyectar el virus en su interior,
pero fuera de los blastomeros. Para la micromanipulacién se utilizé un micromanipulador y un
microscopio invertido (Nikon) con una magmficacién de 100 aumentos. Para el micromanipulador
se utilizaron microagujas comerciales (Femtotips®, Eppendorf) con un didmetro de apertura de
0,5+0,2 pm y micropipetas fabricadas por nosotros con la ayuda de una microforjay un pulidor de
micropipetas. Cada embridn recibi6 entre 1 y 2 nl. del lote de virus preparado con un titulo de 107
DlI5oCT/mL, lo que significa que cada embrién fue expuesto a entre 10 y 20 DI5oCT del VSRRP.

- Grupo 4: los embriones pertenecientes a este grupo fueron utilizados como testigos de los
embriones del tercer grupo y fueron manipulados de la misma forma, salvo que en lugar de ser

inoculados con el virus fueron inoculados con PBS estéril.

Para su cultivo los embriones fueron trasladados en grupos de 4 ¢ 5 a placas de cultivo
celular de 4 pocillos (Nunc) que contenian 0,5 mL por pocillo del medio de cultivo BECM-3
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(Dobrinsky y Johnson, 1994) con la modificacién de la exclusién de la fraccion V de la BSA en su
formulacién. Los tres primeros pocillos fueron utilizados para lavar los embriones y en el cuarto
fueron cultivados durante toda la duracién de la prueba. Los embriones fueron mantenidos a37°C

en una atmésfera de 5% de CO; en aire durante 72 horas.

La composicion de medio de cultivo utilizado para mantener los embriones es la siguiente:

Cloruro sédico (Sigma Chemical Co.) 94 8 mM
Cloruro potasico (Sigma Chemical Co.) 6,04 mM
Suifato magnésico (Sigma Chemical Co.) LI mM
Clorure céleico(Sigma Chemical Co.) 1,70 mM
Bicarbonato sédico (Sigma Chemical Co.) 25,1 mM
D-glucosa (Sigma Chemical Co.) 5,55 mM
L-glutarnina(Sigma Chemical Co.) 1,03 mM
Piruvato sddico (Sigma Chemical Co.) 0,364 mM
Lactatosédico (Sigma Chemical Co.) 23,5 mM
Rojo fenol (Sigma Chemical Co.) 0,003 mM

Para su preparacidn se disolvian todos los componentes en agua Nanopure y se
suplementaba con 15 mL/L de una solucién de aa no esenciales MEM (Sigma Chemical Co.) y con
20 mL/L de una solucién de aa BME (Sigma Chemical Co.). Posteriormente se ajustaba la
osmolaridad a 290 mOsmy el pH a 7,2 y se filtraba por filtros de campana de 0,22 pm de tamario
de poro.

3.9.6. Estudio del efecto del VSRRP sobre el desarrollo embrionario

Pasadas las 72 horas de cultivo los embriones fueron estudiados a entre 8 y 50 aumentos
con la ayuda de una lupa estereoscépica para determinar el grado de desarrollo que habian
alcanzado. El efecto de la exposicién de los embriones al VSRRP sobre el desarrollo embrionario
fue Ilevado a cabo comparando el desarrollo alcanzado por los embriones de los grupos testigos
con el alcanzado por los embriones expuestos al virus. Los criterios seguidos para valorar el

desarrolio embrionario in vitro fueron los siguientes:
1. Los embriones que seguian en el mismo estado de desarrollo en que fueron obtenidos o que

estaban degenerando, a juzgar por su morfologia, se clasificaron como embriones no

desarrollados.
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2. Loos embriones que habian llevado a cabo 1 6 2 divisiones, es decir, los que, por ejemplo habian

pasado de 4 a 8 6 16 células, se clasificaron como embriones con desarrollo moderado.

3. Los embriones que habian alcanzado el estado de mérula o blastocisto se clasificaron como

embriones con un grado de desarrollo avanzado.

Las diferencias entre los distintos grupos fueron analizadas utilizando una prueba de X 2.
3.9.7. Determinacion del VSRRP en los embriones
3.9.7.1. Preparacionde los embriones

Al cabo de 72 horas de cultivo, y después de haber valorado el grado de desarrollo
alcanzado por los distintos grupos de embriones, éstos fueron lavados para eliminar los posibles
restos de virus en los embriones cultivados en presencia de virus y para quitar los restos del medio
“de cultivo en los demds. Para ello se pasaron los embriones, en los grupos en que fueron
cultivados, 10 veces (en el caso de los embriones cultivados en presencia del virus) 6 5 veces (en el
resto de los embriones) a un pocillo nuevo cada vez que contenia2 ml. de PBS estéril. Para realizar
los lavados se utilizaron placas de cultivo celularde 24 pocillos y una micropipetanueva para cada
uno de ellos. Se estimé que cada lavado suponia una dilucién 1:100 del medio en que habfan sido

cultivados los embriones.

Después del lavado de los embriones, 7 de los que habian sido incubados en presencia del
VSRRP y 5 de sus testigos y 4 de los que habjan sido microinyectados con el VSRRP y 4 de sus
testigos fueron utilizados para realizar una técnicade IFD y el resto fueron congelados, en grupos
de 4 6 5 a -80°C con 2 mL de PBS esténil. Estos embriones fueron sometidos a 3 ciclos de
congelaciény descongelacién para romper los embriones. Las muestras preparadas de esta manera

fueron utilizadas para la deteccion virica.
3.9.7.2. Técnicas de deteccionvirica empleadas

Para la deteccién virica se emplearon las técnicas de aislamiento virico, la técnica de RT-
PCR y la técnicade 1aIFD.

El aislamiento virico se llevé a cabo inoculando todas las muestras de embriones por

duplicado en placas de cultivo celular de 24 pocillos sembradas previamente con MAP siguiendo e}
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método descrito en el apartado3.1.3 de este capitulo.

La técnicade RT-PCR se llevé a cabo siguiendo el método descrito en el apartado3.2. de
este capitulo.

Para la realizaciénde la técnica de la IFD los embriones se secaron al aire en portaobjetos
excavados (Menzel-Glaser) que habian sido desengrasados previamente. Después se fijaron en
acetona (Merck) fria durante 20 minutos. Pasado este tiempo se afiadieron 100 xL de un anticuerpo
monoclonal desarrollado frente a la proteina codificada por la ORF-7 del VSRRP, cedido por ¢l Dr.
Antonio Sanz (Ingenasa), a la dilucién 1:800 y se incubaron los portaobjetos en una cdmara
himeda a 37°C durante 45 minutos. Al cabo de este tiempo los embriones fueron lavados en PBS
con la ayuda de una micropipeta para eliminarlos restos del anticuerpo monoclonal. Posteriormente
se anadieron a los portaobjetos donde se habian colocado de nuevo los embriones 100 1. de un
suero anti-IgG de ratén producido en conejo y conjugado con isotiocianato de fluoresceina (Sigma
Chemical Co.). Los portaobjetos se incubaron de nuevo en cdmara himeda durante 45 minutos a
37°C. Después de esta segunda incubacién se lavaron nuevamente los embriones con PBS para
eliminar los restos del conjugado, se colocaron en un portaobjetos, se afiadié una gota de
fluoprep® (Bio Mérieux) y se cubrié con un cubreobjetos desengrasado. Las preparaciones fueron
observadas en un microscopio de fluorescencia (Nikon) a 40 aumentos para observar la presencia

de fluorescencia especifica en los embriones.

124



IV. RESULTADOS



Resultados

4.1. Estudio de la infeccién por el VSRRP en el verraco: sintomatologia asociada
a la misma, efecto sobre la calidad espermitica y eliminacién del virvs por la via
seminal (objetivos A.l, A2 y A.3)

4.1.1. Signos clinicos observados

Ninguno de los verracos del grupo A (verracos del 2 al 6) mostré ningin sintoma de
padecer un proceso respiratorio, permanectendo normales durante todo el experimento. Tampoco
mostraron trastornos en el apetito, comiendo normalmente su racién diaria de pienso. Las
temperaturas rectales durante el periodo de estudio se muestran a la tabla 1, en la cual se puede
observar un ligero aumento después de la inoculacién con el VSRRP, aunque este aumento sélo
fue estadisticamente significativo en el caso de los verracos 2, 4y 5. Sin embargo, sélo el verraco
nimero 6 superé los 39,7°C, temperatura por encima de la cual establecimos que se podia
considerar que el animal tenia fiebre, y fue solamente en el dia 2 p.i., como se muestra en las
figuras 1, 2, 3, 4 y 5, que muestran las temperaturas rectales de los verracos 2, 3, 4, 5y 6

respectivamente.

En el grupo B, todos los animales, salvo el verraco néimero 7, permanecieron normales a lo
largo del periodo de estudio. El verraco nimero 7 por el contrario, presenté depresion y anorexia
durante los dias 1, 2 y 3 p.i., rehusando subir al potro en el dia 3 p.i.. En cuanto a las temperaturas
rectales, los verracos de este grupo también mostraron un ligero aumento en los dias que siguieron
a la inoculactén con el VSRRP, como se puede observar en la tabla2, donde se muestran dichas
temperaturas antes y después de la inoculacion con el VSRRP. El andlisis estadistico de 1as mismas
mostrd diferencias significativas entre las temperaturas obtenidas antes y después de 1a moculacién
experimental. Sin embargo, tal como se observa en las figuras 6, 7, 8 y 9, gue muestran las
temperaturas rectales de los verracos, 7, 8, 9y 10 respectivamente, s6lo los verracos 7, 9 y 10
alcanzaron en una ocasién una temperatura considerada febril, siendo de 39,8°C en el caso de los

verracos 7y 10y de 40,0°C en el caso del verraco nimero 9.

Los verracos del grupo C permanecieron normales a lo largo de todo el experimento. La
tabla 3 y {as figuras 10 y 11 muestran las temperatuoras rectales de los animales de este grupo, las
cuales permanecieron dentro de los limites de la normalidad, con la Gnica excepcion del verraco
nimero | I, el cual en el dia 10 antes de la inoculacién experimental mostré una temperatura rectal
de 39,8°C sin que mostrara ninguna otra sintomatologfa ni podamos atribuir a ningin factor
conocido este aumento. Sin embargo, no existieron diferencias estadisticamente significativas en
las temperaturas rectales de los verracos de este grupo antes y después de la inoculacidn con el

sobrenadante de un cultivo de MAP.
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Tabla 1. Temperaturas rectales de los verracos del grupo A antes y después de la inoculacién con e
VSRRP

VERRACO N*2 VERRACO N°*3 VERRACO N*4 VERRACO N°5 VERRACO N°%6
DIA  Antes Después Antes  Después Antes  Después Amtes  Despuds Antes  Después

& 370 37,0% 379 37.9% 36,0 36,0% 374 37.4% 38,4 38,4%
1 383 377 378 38.2 36,5 373 378 36,7 383 376

2 378 39.2 38,5 39,5 374 389 379 392 38,1 40,8

3 383 386 382 383 37,6 3g8,5 384 38,1 384 386

4 3R,7 39,1 38,5 38,5 379 304 383 393 38,5 390

5 381 393 38,0 386 38,1 39,0 38,5 38,6 38,7 38,7

6 383 36,2 38,6 382 37.9 38,1 38,2 39,2 38,5 378

7 36,5 38,1 37,9 38,2 37.0 377 382 384 379 389

3 38,1 39,0 38,8 38,7 37.5 38,7 382 38,5 38,5 38,5

9 379 387 386 383 38,0 387 37,7 38,8 38,6 392

10 375 38.8 382 39,0 370 384 382 3RA4 38,7 387
1 38,1 387 392 38,2 383 378 38,5 38N 389 38,8
12 38,2 39,0 38,8 383 37.8 377 37,5 38,4 37,6 37,6
13 38,7 383 383 38,1 373 37.5 382 37.9 38,5 383

14 3R38 38,1 8.5 g2 377 373 383 378 38,6 38,1

15 381 87 37.9 38,5 38.2 377 379 38,0 38,8 379
16 37,7 383 37.0 383 388 37.5 382 383 383 387
17 373 38,5 34,5 384 36,5 381 379 380 38,5 386

18 382 383 37,6 38,2 37,0 378 38,4 384 38,1 385
19 379 383 37.7 37,9 37,4 38,0 383 383 387 384
20 384 379 383 37.5 38.0 37.0 383 38.1 393 383

21 384 38.4 38.1 3R.2 375 380 3RS 38,2 381 387
22 33,4 38,1 38,4 383 375 38,4 379 333 38,0 38,4
23 38,8 38,0 38,8 38,4 37.7 383 383 384 3K8.6 38.8
24 38,7 378 38,6 38,0 383 384 38,0 38,5 382 381

25 38,6 378 38,0 38,4 37.6 384 379 38.5 38.8 383
26 377 38,5 379 38,5 372 38,2 383 383 38.1 38,2
27 383 3R4 38,0 38,7 387 383 382 38,7 38,9 382
28 3%,1 388 37,0 38,3 36,9 386 38,2 38,7 389 38,5
29 NT 3R.6 NT 387 NT 38,1 NT 38,5 NT 35,2
30 NT 38.2 NT 38.5 NT 383 NT 384 NT 392
31 NT 385 NT 38.6 NT 384 NT 384 NT 38,6
32 NT 38.5 NT 38,7 NT 38.4 NT 382 NT 386
33 NT 38.5 NT 38,0 NT 382 NT 38,0 NT 38,9
34 NT 387 NT 38.5 NT 377 NT 379 NT 38.6
35 NT 382 NT 383 NT 38,0 NT 38,6 NT 385
36 NT 38.8 NT 38,6 NT 38,5 NT 38,6 NT 39,0
37 NT 3R8.7 NT 385 NT 378 NT 384 NT 381
38 Nt 384 NT 37.8 NT 38,0 NT 38,1 NT 38,1
3% NT 387 NT 3.5 INT 372 NT 382 NT 383
40 NT 38.1 NT 38,0 NT 378 NT 382 NT 389
41 NT 3872 NT 38,0 NT 383 NT 39,1 NT 38,0
42 NT 38,0 NT 38,2 NT 378 NT 383 NT 389
43 NT 38,1 NT 38,6 NT 382 NT 382 NT 38,6
44 NT 38.5 NT 38,9 NT 373 NT 382 NT 383
45 NT 37,7 NT 38,6 NT 370 NT 7.3 NT 37,5
46 NT 383 NT 38,7 NT 373 NT 38,1 NT 383
47 NT 385 NT 387 NT 37,5 NT 382 NT 383
48 NT 38.5 NT 386 NT 384 NT 383 NT 38,7
49 NT 384 NT 38,7 NT 374 NT 382 NT 383

*: en el dia 0 las temperaturas se tomaron antes de Hevar a cabe la inoculacion con el VSRRP, )
NT: temperatura no tomada.
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Tabla 2. Temperaturas rectales de los verracos del grupo B antes y después de la inoculacién con

el VSRRP
VERRACO N7 VERRACO N* 8 VERRACO N“ 9 VERRACO N° 10
Dia Antes  Después Antes  Despuds Antes  Después Antes  Después
0 36,5 36,5* 37.8 37.8% 381 38,1*% 374 37,4
1 38,2 373 378 38,7 384 382 37.8 3R
2 379 37,0 38,2 38,0 38,5 384 383 39,3
3 38,0 39,0 383 36,7 38,4 40,0 38,1 377
4 38,1 383 386 38,8 387 384 383 38,2
5 380 38.6 389 39,0 39,0 39,0 38,5 398
6 382 38,6 38,6 387 384 389 38,0 382
7 379 39,2 382 38,5 38,2 38,2 37,0 395
8 38,5 384 38,6 382 383 389 381 393
9 378 3aR.2 387 g2 382 g4 380 39,0
10 373 373 38,4 38,0 385 388 37.6 38,0
11 378 39.2 38,8 384 386 38,3 378 389
12 36,4 39.8 385 374 38,1 385 377 38,6
13 37.1 387 38.8 384 384 383 373 38,7
14 37.6 38,0 38,6 38,2 379 383 373 383
15 37.8 387 37.8 37,5 38,6 375 37,0 383
16 372 3g0° 38,1 38,1 378 381 37.6 383
17 36,5 378 38,0 379 380 383 375 382
I8 37,1 37.8 378 383 378 38,0 383 383
19 37.9 394 38,0 383 383 38.6 373 38,7
20 379 38,5 385 379 37,7 383 38.1 384
21 377 378 385 38,2 378 387 378 383
22 37.9 38,0 382 38,6 384 38,9 383 383
23 385 378 384 38,1 38,0 39,2 38,1 382
24 38.0 378 38.8 385 38,6 389 37.5 384
25 382 37.4 38,7 38,6 383 387 38,1 383
26 372 378 378 384 384 38,7 37.3 383
27 378 38,0 38,6 385 38,2 38,6 377 38,0
28 37,0 382 378 38,6 374 383 372 381
29 NT 383 NT 383 NT 38,2 NT 383
30 NT 38,0 NT 383 NT 38,5 NT 387
31 NT 38,0 NT 388 NT 38,5 NT 385
32 NT 38,0 NT 383 NT 382 NT 383
33 NT 378 NT 38.4 NT 384 NT 38,2
34 NT 378 NT 38,6 NT 38.4 NT 383
35 NT 382 NT 383 NT 38,6 NT 382
36 NT 38,1 NT 38,1 NT 387 NT 383
37 NT 38,0 NT 383 NT 384 NT 383
38 NT 383 NT 384 NT 38,6 NT 384
39 NT 382 NT 38,1 NT 385 NT 384
40 NT 385 NT 383 NT 385 NT 379
41 NT 39.2 NT 384 NT 387 NT 383
42 NT 38,8 NT 37,5 NT 38,5 NT 378
43 NT 388 NT 38,5 NT 383 NT 38,0
44 NT 388 NT 384 NT 38,6 NT 382
45 NT 37.5 NT 38,2 NT 38.3 NT 38,1
46 NT 38,0 NT g3 NT 38.3 NT 37,5
47 NT 38,1 NT 38,0 NT 384 NT 382
48 NT 38,5 NT 38,5 NT 38,6 NT 382
49 NT 38,0 NT 38,2 NT 384 NT 38,1

*. cn el dia O las temperaturas se tomaron antes de llevar a cabo la inoculacion experimental con ¢l VSRRP.
NT: temperatura no tomada.
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Tabla3. Temperaturas rectales de los verracos de] grupo C antes y después de la inoculacién con el

VSRRP
VERRACO N° 1} VERRACO N° 12

DIA Antes  Después Antes  Después
0 38,0 38,0% 38,0 38,0%
| 36,0 38,5 38,0 37,5
2 38,0 38,0 385 38,0
3 38,2 38,0 38,8 379
4 38,4 38,2 38,6 38.0
5 38,0 38,0 38,0 39,0
6 39,0 385 | 37.0 38,5
7 38,5 38,0 38,0 38,0
8 39,0 38,5 380 37,5
9 38,5 38,5 38,5 380
10 398 38,2 38,2 383
11 38,2 38,2 388 38,5
12 38,0 38,0 370 38,5
13 38,0 385 37,0 38,7
14 390 39,0 38,0 38,8
15 39,5 38,0 378 39,0
16 38,0 38,5 38,0 380
17 37.4 37.0 38,0 37,6
18 375 36,5 385 36,0
19 38,0 38,5 38,0 38,0
20 385 38,0 38,5 38,1
21 38,0 379 38,0 378
22 373 3R8.0 389 38,0
a3 378 38,5 384 37.5
24 38,0 385 393 38,6
25 38,2 390 384 38,0
26 383 300 38,6 385
27 384 38,1 380 38,0
28 38,0 383 385 38,5
29 NT 39,5 NT 382
30 NT 38.0 NT 38,1
31 NT 38,5 NT 38,0
32 NT 38,0 NT 38,0
33 NT 375 NT 38,5
34 NT 38,5 NT 379
35 NT 38,5 NT 37,9
36 NT 38,6 NT 385
37 NT 3R.0 NT 35,0

. 38 NT 38,4 NT 384
39 NT 38,2 NT 381
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 379 NT 382
45 NT 38,1 NT 38,0
46 NT 383 NT 38,5
47 NT 38,5 NT 38,2
48 NT 38,6 NT 38,6
49 NT 384 NT 384

*: en cl dia O las temperaturas se tomaron antes de la inoculacién
experimental con el sobrenadanie de un cultive de MAP sin inocular.
NT: temperatura no tomada.
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40 Temperatura considerada febril
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Figura 1. Temperaturas rectales del verraco nlimero 2, pertenecienteal grupo A, durante el periodo
de estudio.
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Figura 2. Temperaturas rectales del verraco niimero 3, pertenecienteal grupo A, durante el periodo
de estudio.
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Figura 3. Temperaturas rectales del verraco niimero 4, pertenecienteal grupo A, durante el periodo
de estudio.
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Figura 4. 'gemperaturas rectales del verraco nimero 5, pertenecienteal grupo A, durante el periodo
e estudio.
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Figura 5. Temperaturas rectales del verraco niimero 6, perteneciente al grupo A, durante el periodo

de estudio.
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Figura 6. Temperaturas rectales del verraco nimero 7, pertenecienteal grupo B, durante el periodo
de estudio.
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Figura 7. Temperaturas rectales del verraco nimero 8, pertenecienteal grupo B, durante el periodo
de estudio.
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Figura 8. "gempel";turas rectales del verraco 9, perteneciente al grupo B, durante el periodo
€ estucio.
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Figura 9. Temperaturas rectales del verraco nimero 10, perteneciente al grupo B, durante el
periodo de estudio.
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Figura 10. Temperaturas rectales del verraco niimero 11, perteneciente al grupo C, durante el
periodo de estudio.
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Figura 11. Temperaturas rectales del verraco nimero 12, perteneciente al grupo C, durante el
periodo de estudio.

4.1.2. Efecto de la inoculacién con el VSRRP sobre la calidad espermatica

Los resultados obtenidos en las valoraciones de semen para cada uno de los verracos
utilizados en este estudio, tanto antes como después de la inoculacién con el VSRRP, se muestran
en las tablas de la 4 a la 14. Las tablas 15, 16 y 17 muestran fos valores medios obtenidos en el

grupo A, el grupe B y el grupo C respectivamente, antes y después de la inoculacién con el
VSRRP.

Como se' puede observar en las tablas, el volumen total del eyaculado, asi como el volumen
de la fraccidén rica y el volumen de la fraccién pobre, varian mucho a lo largo del periodo de
estudio, aunque existe una tendencia generalizada a que se produzca un aumento en los mismos,
como consecuencia del aumento en la edad de los animales. Sin embargo, esta diferencia sélo es
estadisticamente significativa en los verracos de los grupos Ay B si consideramos el volumen total
del eyaculado y el volumen de la fraccién pobre y en los verracos del grupo A si consideramos el
volumen de la fraccién rica (p<0,01 en todos los casos). En cuanto a la concentracidn total de
espermatozoides, también se observa una gran oscilacién en los valores obtenidos en los distintos
animales a lo largo del periodo de estudio, existiendo, también en este caso, una tendencia’al ‘
aumento, la cual es estadisticamente significativa en el caso de los verracos del grupo A (p<0,05).

135



Resultados

El analisis del porcentaje de espermatozoides méviles en los verracos del grupo A reveld
una disminucidn estadisticamente significativa (p<0,01) después de 1a inoculacién con el VSRRP
(con un 15,8% menos de espermatozoides méviles como media) desde el dia 14 hasta el dia 42
p.i., volviéndose posteriormente a los valores que presentaban antes de {a inoculacién con el
VSRRP. Si observamos los valores obtenidos para cada verraco de forma individual se aprecia que
esta disminucidn se ha producido en 4 de los 5 verracos pertenecientes a este grupo (verracos 2, 4,
5y 6) con una disminucién mediadel 27,5%; el 9,4%; el 21,9% y el 13,8% respecti\:famente.

El analisis estadistico del porcentaje medio de espermatozoides méviles en el grupo B no
revel6 ninguna diferencia estadisticamente significativa entre los valores obtenidos antes y después
de la inoculacién experimental. Sin embargo, se produjo una disminucién media del porcentaje de
espermatozoides méviles del 8,1% después de 1ainoculacién con el VSRRP. Si se tienen en cuenta
los datos obtenidos en cada uno de los animales pertenecientesa este grupo de forma individual, se
puede apreciar que hubo 2 animales que mostraron una disminucién mds acusada (verracos 7y 9,
con disminuciones del 13,1% y del 10.6% respectivamente), siendo ésta mayor entre los dias7 y
35 p.i.. Por el contrario, los 2 verracos restantes de este grupo s6lo mostraron una disminucion
muy moderada en los valores medios de espermatozoides méviles, siendo del 3,8% en el verraco 8
y del 5,6% en el verraco 10, observdndose una disminucién mds marcada entre los dias 14 y 28

p.i..

Cuando se compararon estadisticamentelos porcentajes de espermatozoides méviles en los
verracos del grupo C antes y después de la inoculacién con el sobrenadante de un cultivo de MAP
sin infectar no se observé ninguna diferencia entre los valores obtenidos antes y después de la
misma. Estudiando individualmente a los animales de este grupo se observa que ambos mantienen
valores muy similares para este pardmetro antes y después de la inoculacién experimental,
disminuyendo un 0,45% en el verraco 11 y aumentando un 3,9% en el verraco 12.

Los porcentajes medios de espermatozoides mdviles para los grupos A, B y C antes y
después de la inoculacién experimental con el VSRRP se representan en la figura 12. En ella se
observa la disminucidn en el porcentaje de espermatozoides mdviles que se produce entre los dias
14y 42 enel grupo A 'y en menor medida en el grupo B.

En cuanto a las alteraciones en la morfologia de los espermatozoides, no se observaron
diferencias en el porcentaje de espermatozoides con anomalias en 12 morfologia de la cabeza en
ninguno de los verracos de ninguno de los tres grupos en estudio después de la inoculacién con el
VSRRP. Cuando se estudid el porcentaje de espermatozoides con anomalias en la morfologfa de la
cola los resultados dependieron del grupo en estudio. En los verracos del grupo A se estudiaron en
conjunio los verracos 3, 4y 6 y por separado el verraco nimero 2 y el verraco niimero 5 ya que no
constituian un grupo homogeneo con los demds, lo cual impedia la aplicacién de las pruebas
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estadisticas. En ninguno de los verracos se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre el porcentaje de espermatozoides con anomalias en la morfologia de la cola antes y después de
la inoculacién experimental. Cuando se estudian de forma aislada los valores obtenidos para cada
uno de los verracos de este grupo, sdlo en el caso del verraco 2 se observo un aumento del 9.1%
después de lainoculacién con el VSRRP, siendo este aumento més marcado entre los dias 21 y 42
p.i.. El resto de los animales permanecieron con valores similares a los obtenidos antes de la
inoculacién experimental (2,5% mds altoel verraco 3; 0,25 mas bajo el verraco 4; 3,4% mds bajo
el verraco 5y 1,9% mas bajo el verraco 6).

En el grupo B el estudio estadistico del porcentaje de espermatozoides con anomaliasen la
morfologia de la cola se llevé a cabo en conjunto para los verracos 7, 8 y 9, excluyéndose el
verraco 10 por no constituir un grupo homogeneo con los demas y no permitir las comparaciones
estadisticas. En este grupo se observé un aumento estadisticamente significativo (p=0,03), aunque
no muy marcado, en el porcentaje de espermatozoides con colas anormales, siendo el aumento
medio del 3,5%. Cuando se estudiaron cada uno de los animales por separado se pudo observar
que 3 de los 4 animales de este grupo (verracos 7, 8 y 10) habian sufrido un aumento en este
porcentaje (6,8%: 3,3% y 4,5% respectivamente), mientras que e} verraco 9 se habia mantenido en
valores similares a fos obtenidos antes de fa inoculacién con el VSRRP (con un aumento del
0.6%). El aumento en las colas anormales en este grupo fue més marcado entre los dias 21 y 35

p.i..

En el grupo C no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores
obtenidos para este pardmetro antes y después de la inoculacién experimental. Cuando se
estudiaron los animales por separado no se observaron diferencias importantes entre los valores
obtenidos antes y después del dia 0, aumentando ligeramente en el verraco 11 (0,5%) y
disminuyendo ligeramente en el verraco 12 (0,85%).

Los andlisis estadisticos del porcentaje de espermatozoides con gotas citoplasmaticas
proximales se realizaron conjuntamente en los verracos 2, 3, 4 y 6 del grupo A y de forma
separada en el verraco 5, ya que los valores obtenidos en este verraco no constituian un grupo
homogeneo con los demés. En ninguno de los casos se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores obtenidos antes de la inoculacién con el VSRRP y después de la
misma. Cuando se tuvieron en cuenta los valores individuales se observé que sélo el verraco 5
presentd un aumento apreciabie en el nimero de espermatozoides con gotas citoplasmdticas
proximales (7,6%), mientras que los demds animales mostraron valores similares antes y después
de la inoculacion con el VSRRP. En el caso del porcentaje de espermatozoides con gotas
citoplasmaticas distales, el estudio estadistico se realiz6 conjuntamente para los verracos 2, 3, 4y 6
y por separado para el verraco 5, al no ser de nuevo homogeneos sus valores con los de los demas
verracos de este grupo. En este caso el verraco 5 no mostré diferencias significativas, pero si el
resto de los verracos (p<0,05), con un aumento medio del 7,1%. Cuando se estudian los
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resultados de forma individual se observa que 3 de los 4 verracos (verracos 2, 3 y 6) presentaron
aumentos del 5,5%, 13,5% y 14,0% respectivamente, mientras que el verraco restante (verraco4)
mostrd una disminucién del 4 .6%. En cuanto al verraca 5, se mantuvo en valores similares a los
que tenia antes de Ia inoculacién, presentando un aumento del 0,6%.

Los andlisis estadisticos del porcentaje de espermatozoides con gotas citoplasmaticas
proximales en el grupo B no revelaron ningtin cambio después de la inoculacién con el VSRRP.
Considerando los animales de forma aislada se observa sin embargo un aumento del 6,3% en el
verraco 7 y del 6,5% en el verraco 10, mientras que los verracos 8 y 9 mostraron aumentos del 1%
y del 0,3% respectivamente, por lo que se puede considerar que no sufrieron cambios. Sin
embargo, si se produjo un aumento estadisticamente significativo en el nidmero de gotas
citoplasmaticas distales (P<0,01), aumentando un 5,7% el nliimero medio de espermatozoides con
esta alteracion. Cuando se analizaronlos animales de forma individual se pudo observar que sélo 3
de los 4 verracos perienecientes a este grupo {(verracos 7, 9 y 10) mostraron aumentos que fueron
del 5,9%; el 9% vy el 3 4% respectivamente, mientras que el verraco 8 mostrd una disminucion del
3,4% en el porcentaje de espermatozoides con gotas citoplamdticasdistales.

En el grupo C no se produjeron cambios estadisticamente significativos en el porcentaje de
espermatozoides con gotas citoplasmdticas proximales ni con gotas citoplasmaticas distales,
manteniendose ambos animales en valores similares durante todo el experimento.

Para realizar el estudio estadistico del porcentaje de espermatozotdes con morfologia normal
en el grupo A fue necesario reagrupar a los animales en 3 grupos, debido a la falta de
homogeneidad entre ellos. Por un lado se analizaron los valores correspondientes a los verracos 2
y 6, por otro los correspondientes a los verracos 3 y 4 y finalmente los correspondientes al verraco
5 se tuvieron que analizar de forma individual. En los dos primeros grupos se produjeron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), mientras que en el verraco 5 no existieron tales
diferencias. La disminucién media en el niimero de espermatozoides con una morfologia normal
fue del 9.8%. Cuando se estudiaron los datos correspondientes a cada animal por separado se
observaron disminuciones del 15,9%:; el 16,8%:; el 5,1% y el 13,5% paralos verracos 2, 3,5y 6
respectivamente, mientras que el verraco 4 mostré un aumento del 1,8% en el nimero de
espermatozoides con morfologia normal después de la inoculacién con el VSRRP, La mayor
disminucién se observd entre los dias 35 y 49 p.i..

El bajo niimero de espermatozoides con morfologia normal en el grupo A (tabla 15) se debe
fundamentalmente al efecto que sobre los valores medios ejerce el verraco 2, con valores muy
bajos tanto antes comno después de la inoculacién con el VSRRP, y, en menor medida, el verraco 5
como se puede observar en lafigura 13.

El andlisis estadistico del porcentaje de espermatozoides con morfologia normal en el grupo
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B se llevé a cabo conjuntamente para los verraco 7, 8 y 9 y por separado para el verraco 10, debido
a la diferencia existente entre los valores normales de este animal y los de los demés. En el pimer
grupo se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores obtenidos antes y
después de la inoculacién con el VSRRP (p<0,01), con una disminucién media del 12,1%,
mientras que el verraco 10 no mostré diferencias estadisticamente significativas. Cuando se
analizaron de forma individual los datos correspondientes a cada uno de los animales se
encontraron disminuciones en el porcentaje de espermatozoides con morfologia normal en todos
etlos. Esta disminucién fue del 19,3% para el verraco 7, del 7,3% para el verraco 8, del 9,9% para
el verraco 9 y del 7,5% para el verraco 10. La alteracién fue mas marcadaentre los dias 21 y 42

p-i.

En el grupo C no existieron diferencias estadisticamente significativas entre los valores
obtenidos antes y después de la inoculacién experimental.

En los verracos del grupo A, los analisis estadisticos del porcentaje de espermatozoides con
acrosoma normal y de la prueba de la ORT indicaron una disminucidn significativa estadisticamente
en ambos pardmetros (p<0,01 en ambos casos) con valores del 10,8% en el caso del porcentaje de
acrosomas normales y del 9,5% en el caso de los valores obtenidos en la prueba de la ORT.
Cuando se analizaron de forma individuat los datos de cada uno de los verracos se observaron
disminuciones en todos los animales para ambos pardmetros. Estas disminuciones fueron mds
acusadas entre los dias 14 y 42 p.i., volviendo posteriormente ambos parametros a los valores
normales y permaneciendo as{ hasta el final del experimento.

El andlisis de estos mismos parimetros en el grupo B mostré también una disminucién
estadisticamente significativa para ambos (p<0,01 en ambos casos) con valores del 8,1% en el
casos del porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal y del 7,2% en el caso de los valores
de la prueba de ORT. Esta disminucién se produjo entre los dias 21 y 42 p.i. en el caso del
porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal y entre los dias 28 y 35 p.i. en el caso de la
prueba de la ORT. Ambos pardmetros volvieron a los valores normales a partir del dia 49 p.i.. H
analisis de los valores obtenidos en cada uno de los animales de forma aislada revela una
disminucidn en todos los casos.

En el grupo C no se observaron diferencias estadisticamente significativas ni en el
porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal ni en los valores obtenidos para la prueba de
la ORT. Estudiando cada animal de forma individual observamos una disminucion del 2,9% en el
porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal y del 3,9% en la prueba de la ORT en el
verraco 12. Los valores medios del porcentaje de espermatozoides con acrosomas normaies en las
muestras de semen recogidas de los verracos de los grupos A, B y C antes y después de la
inoculacién con el VSRRP se muestran en 1a figura 14. i
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Tabla4: Valoracidn de la calidad del semen del verraco niimero 2, pertenecienteal grupo A, antes y
después de lainoculacién con el VSRRP.

Dia V.T. VFR. V.FP. Conc. Motilid CA. CoA GCP. GCD. EN AN ORT.

-49 86 54 32 6466 90 0 37 2 2 59 80 64,5
-42 95 57 3R T87.6 Q0 0 29 0 6 65 93 73,5
35 88 64 24 856,0 90 0 27 2 6 65 92 82.0
-28 &7 37 50 587.0 o) 1 35 2 4 58 86 77,5
21 127 47 80 644 5 95 0 12 2 3 83 82 61.5
-14 43 25 18 437.5 0] 0 15 3 10 7 8¢ 77.5
-7 107 46 61 676.5 o0 0 18 1 7 74 83 62.5
Q 61 25 36 3920 G5 0 11 2 7 80 82 65.5
3 120 48 72 5372 80 0 21 1 1 67 77 74,0
7 119 59 .60 769.0 60 0 14 0 6 80 85 70,5
14 135 63 i 8173 60 0 27 3 4 66 6% 61,0
21 133 53 R0 589.0 60 1 41 1 7 50 68 60,5
28 144 74 70 7287 40 0 34 1 10 55 73 52,5
35 123 61 G2 8R4 6 60 1 47 2 14 34 57 46,0
42 107 63 44 10753 65 1 52 2 32 13 67 53,0
49 115 67 48 7742 85 0 21 2 15 62 85 66,0
56 99 41 58 6241 30 0 32 3 6 59 g9 74,5
63 g1 41 40 5216 85 0 20 2 2 76 R(} 70,0
T 129 a7 ]2 6223 85 i 46 QO 6 47 84 76,0
VT Velumen total del evaculado en mL; V.F.R.: Volumen dela fraccion rica en mL; V.F.P.: Volumen dela fraccién pobre

- en ml: Cone.: Concentracidn total de espermatozoides (x106'mL): Motilid.: % de espermatozoides méviles: C. AL % de
espermatozoides con cabezas anormales; go.;\,: % de espermatozoides con colas anormales; G.C.P.: % deespermatozoides
con gotas citoplasmdticas proximales: G.C. .. % de espermatozoides con gotas ciloplasmélicas distales; EN: % de
espermatozoides con morfologfa normal; AN % de espermatozoides con acrosoma normal; O.R.T.: Prucba de resistencia
osmética {expresada en %),

Tabla 5: Valoracién de la calidad del semen del verraco niimero 3, perteneciente al grupo A, antes y
después de la inoculacién con el VSRRP.

Dia V.T. VFR. V.FP. Conc. Motnhd. C.A. CoA. GCP GCD EN AN ORT

-4 tid 44 65 2642 80 Q 3 0 0 97 7 62,0
-42 65 4 6l 727 90 0 0 1 1 95 75 63,0
-35 150 40 110 163.6 80 0 i 0 4 95 80 67.0
-28 120 36 84 278.5 85 0 1 3 0 96 75 59,0
-21 139 19 120 152,0 95 0] 1 2 ; 96 82 65,0
-14 100 40 60 2670 85 0 i 0 2 &7 A 62,0

-7 157 4% 108 2951 95 0 i 0 1 S8 70 58.5

0 94 20 74 2351 85 0 1 7 3 B9 73 66,0

3 68 30 33 4329 85 0 0 O 0 100 85 61,0

7 102 40 62 663,7 85 0 0 1 11 88 72 69,5
14 97 37 60 487.6 80 0 0 0 5 95 74 65,5
21 137 82 55 6749 70 0 7 3 5 85 63 49,5
28 189 37 152 1937 80 0 1 4 9 86 65 43.0
35 127 43 &4 385.6 80 0 2 5 30 63 62 41.5
42 111 47 64 263.8 85 0 15 3 27 55 77 60.5
49 168 32 136 1214 80 0 4 3 33 60 82 49.5
56 179 87 92 507.6 90 0 4 1 8 87 80 74,5
63 182 30 152 2371 85 0 2 2 2 94 78 66,0
70 258 73 185 307,1 S0 0 2 2 2 94 78 72,0

V.T.: Volumen total del eyaculado en mL: V.I'R.: Volumen dela fraccion rica en mL; V.F.P.: Volumen dela fraccion pobre
en mL, Conc.: Concentracion tolal de espermatozoides (x100.ml), Motilid.: % de espermatozoides méviles; C. A % de
espermatozoides con cabezas anormales, Co. A % deespermatozoides con colas anormales, G.C P % de cspermatozoides
con gotas citoplasmdticas proximales: G.C.D.: % de espermatozoides con gotas c¢itoplasmdticas distales, EN.: & de
espermatozoides con morfologia normal; AN % de espermatozoides con acrosoma normal; O.R.T.; Prueba de resistencia
osmdtica (expresada en %).
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Tabla 6: Valoracion de la calidad del semen del verraco niimero 4, perteneciente al grupo A; antes y
después de la inoculacién con el VSRRP.

Dia V.T. VFER. V.FP. Conc. Matilid. CA. CoA. GCP. GCD. EN AN ORT.

-49 87 32 55 3776 80 0 0 0 10 S0 B4 61,5
-42 105 78 27 584,6 80 0 O 2 G 2 83 69.0
-35 37 12 25 288.0 85 0 5 1 53 41 95 BLS5
-28 56 18 38 306.) 85 0 1 3 4 92 91 82,0
21 155 61 94 401,06 95 O 0 1 9 90 %9 75.5
-14 136 50 B6 2767 85 0 0 1 17 82 90 72,5
-7 64 33 31 530,7 90 0 0 0 | 99 83 64,5
0 63 19 44 138.7 90 . 2 10 3 85 77 76,0
3 111 53 58 5238 8]0 Q 1 19 5 75 81 65,5
7 144 51 93 5(r7,0 85 ( 0 7 5 88 81 67,0
14 117 50 67 3534 75 0 1 5 4 90 76 69,5
21 103 28 75 2012 65 0 3 2 19 76 71 55.0
28 123 58 65 5587 65 0 l 2 4 93 0 50.5
35 118 48 70 5202 80 0 a 4 10 &6 65 57.5
42 159 61 98 4230 75 0 0 3 13 84 76 36,0
49 149 3] o0 7877 50 0 0 1 6 o3 81 70,5
36 161 41 120 2508 95 1 0 4 2 a3 90 77.0
a3 105 45 a0 6100 90 0 0 2 5 93 78 70.0
70 176 33 123 3728 90 0 0 0 3 o7 83 66,0

VT Volumen total del eyaculado enmb; V.F R Volumen dela {raccidn rica en ml, V.F.P. Volumen dela {raccion pobre
en mi. Conc.: Copeentracidn total de espermatozoides (x105'mL); Motilid.: % de espermatozoides moviles: C.AL G de
espermatozaides con cabezas anormales; g‘.)o.A.t % de espermatozoides con colas anormales, G.C.P.: % deespermatozoides
con gotes citoplasmdticas proximales; G.C. D % de espermalozoides con gotas citoplasmdticas distales, LN % &
espermatlozotdes con morfologia normal, AN % de espermatozoides con acrosoma normal, O.R. T, Pruehade resistencia
osmotica (expresada on 7).

Tabla7: Valoracién de la calidad del semen del verraco niimero 5, perteneciente al grupo A, antes y
después de lainoculacién con el VSRRP.

Pria V.T. VFR VFP Conc. Moilid. CA. CoA. GCP. GCD. EN AN ORT

-49 103 76 27 5177 95 0 38 26 18 23] 68 39,0
-42 98 16 g2 1754 80 0 28 30 30 12 86 67.0
-35 106 60 46 628,2 90 0 36 36 12 16 88 72,0
-28 118 46 72 2447 95 0 19 40 22 19 79 72,5
-21 170 49 121 2144 50 1 36 19 14 30 85 70,0
-14 92 31 61 2330 95 a 40 29 21 10 94 79,5

-1 132 a6 86 3758 85 Q 20 36 26 18 82 65,0

0 130 40 S0 2925 o0 ] 33 12 12 43 77 65,6

3 119 49 70 407,1 75 0 39 29 18 14 77 59,5

7 155 8 97 3407 B0 2 24 43 24 7 73 59.5
14 85 33 52 3873 40 0 28 25 47 0 81 56,5
21 93 48 45 3660 60 0 19 42 15 24 T0 57.0
28 136 46 S0 3013 65 0 23 36 i5 26 57 39,5
35 123 33 90 167,6 70 I 32 34 25 8 50 495
42 123 58 65 390,0 70 0 36 49 15 0 72 52.0
49 167 53 14 3172 85 0 22 31 1 46 82 72,5
56 145 37 108 1862 20 0 14 53 17 16 86 76,5
63 131 a5 86 2027 75 0 20 27 46 7 88 68,0
70 137 49 88 2580 80 0 26 43 12 19 75 60,0

V.T.: Volumen total del eyaculado en mL; V.F.R.: Volumen deia fraccién rica en mL; V.F.P.. Volumen dela fraccion pobre
et ml.; Cone: Concentracidn total de espermatozoides (x106'mlL); Motilid.: % de espermatozoides méviles: C A % de
espermatozoides con cabezas anormales; Co.A ;% de espermatozoides con colas anormales; G.C P % deespermatozoides -
con golas citoplasmdticas proximales.; G.C.D.: % de espermalozoides con gotas ciloplasmdticas distales; EN.: & de
espermatozoides con morfologia normal; AN % de espermatozoides con acrosoma normal; O.R.T.. Prueba de resistencia
osmotica {expresada en %),
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Tabla 8: Valoracion de la calidad del semen del verraco niimero 6, pertenecienteal grupo A, antes y
después de lainoculacién con el VSRRP.

Dia V.T. VER. VFP Conec. Moulidt CA. CoA. GCP GCD EN AN ORT

-49 62 21 41 3359 80 0 6 11 35 48 76 46,5
-42 116 49 70 2371 85 0 9 3 11 77 B8 76,0
-35 182 80 102 2355 90 0 5 2 i3 85 90 73,0
28 206 100 106 3302 95 0 2 2 7 89 85 71,5
-2 103 25 78 102,2 90 0 Q 8 17 75 81 64,0
-14 216 72 144 1873 S0 0 2 10 8 80 04 79.5
-7 158 43 115 3459 90 0 2 3 7 88 - B4 72,5
0 171 57 114 2753 85 0 30 26 18 26 78 62,0
3 131 43 88 2651 70 0] 5 9 3 &3 77 69,0
7 196 56 140 2800 85 0 7 5 8 80 77 65,5
14 105 39 66 1921 80 0 3 2 52 43 79 66,5
2] 109 54 55 3416 70 0 1 11 26 62 65 56,0
28 212 98 113 3570 70 0 4 21 28 47 66 46,5
35 102 40 62 427.5 70 0 9 13 31 47 61 57,0
4z 212 52 160 2296 70 0 9 9 64 18 67 455
49 183 5% 124 2594 80 0] 3 6 11 80 87 74,0
56 267 85 182 2144 90 v 2 10 9 7% 50 79,0
a3 158 45 113 2494 85 0 3 5 15 77 84 68,5
70 208 66 142 3010 90 0 0 1 17 82 34 65,0
VT Volumen total del eyaculado en mL: V.F.R.: Volumen dela ifraccién rica en ml: V.F.P.: Volumen dela fraccion pobre

en ml.: Conc.: Concentracion total de espermatozoides (X106 mL); Motilid.: % de espermatozoides méviles; C. A % de
cspermatozoides con cabezas anormales; Co. A % deespermatozoides con colas anormales: G.C.P.: % deespermatozoides
con gotas ciloplasméticas proximales, G.C.D. % de espermatozoides con gotas citoplasmiticas distales; EN. % de
espermatozoides con morfologia normal: AN % de espermatozoides con acrosoma normal; O.R.T.: Prucba de resistencia
osmdtica {expresada en 7).

Tabla9: Valoracién de la catidad del semen del verraco niimero 7, perteneciente al grupo B, antes y
después de {a inoculacién con el VSRRP.

Dia V.T. VER. V.EP. Cone. Motifid. C.A. CoA. GCP GCD. EN. AN ORT.
-49 700 S0 20 11131 95 0 0 0 0 00 7 670
42 80 39 41 4423 95 0 1 0 10 g8 91 760
35 9 33 63 2622 95 0 0 0 3 97 77 665
28 169 9 77 3050 95 0 0 1 1 9% 8 85
21 133 30 103 4162 95 0 0 0 1 99 83 680
14162 62 100 1365 90 0 1 1 0 98 8§ 810
7 g 52 37 7513 95 0 0 0 0 00 79 62,5
0 122 29 93 1392 95 0 o 0 3 97 82 590
3 136 38 98 3069 90 0 1 1 1 97 81 660
7 156 36 120 5515 80 0 2 ! 24 379 60,5
14 223 4l 182 1809 &0 0 0 0 2 98 72 650
21 128 33 95 3781 70 2 33 3 11 51 70 585
2 136 6l 75 S0BR 75 1 0 25 2 7265 540
35 95 27 68 2156 80 0 12 1 18 5 69 565
42 168 41 127 3469 85 0 8 10 7 75 72 630
49 175 39 136 1471 90 0 0 1 0 9 8 710
56 152 45 107 2974 8O 1 3 2 1 93 79 660
63 201 53 48 3031 85 1 0 1 4 94 84 690
70 140 45 95 7400 95 0 0 1 5 94 76 67,5

V.T.: Volumen total del eyaculado en mL: V.F.R.: Volumen dela fraccién rica en ml.; V.. P Volumen dela fraccion pobre
en ml.; Conc.: Concentracion tolal de espermatozoides (x106:mL); Motilid.: % de espermatozoides méviles; C.A. % de
espermatozoides con cabezas anormales, Co. A % deespermatozoides con colas anormales, G.C.P.: % deespermalozoides
con gotas citoplasmdticas proximales: G.C.ID.: &% de espermatozoides con gotas citoplasmdticas distales; EN. @ de
espermatozoides ¢on morfologia normat; AN % de espermalozoides con acrosoma normal; O R T.: Prueba de resistencia
osmética (expresada cn %).
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Tabla 10: Valoracién de la calidad del semen del verraco niimero 8, perteneciente al grupo B, antes
y después de la inoculacion con el VSRRP.

Dia V.T. V.ER. V.FP. Conc. Moulid CA. CoA. GCP GCD EN AN ORT.

-49 16 - 6 10 180,6 80 2 2 0 6 90 78 62,5
42 48 26 22 7800 90 1 1 1 4 93 88 78,0
35 64 42 22 660.3 80 0 1 2 4 93 82 68.5
-2 45 20 25 346,1 80 1 1 4 0 94 89 78.5
21 82 42 40 36934 80D 1 1 0 1 97 B6 78,0
-14 44 21 23 4979 85 0 2 1 1 96 90 69.5
-7 86 39 47 431.2 90 0 2 0 6 9z g3 69,5
0 46 22 24 2478 90 0 0 | 2 97 86 68.0
3 33 10 23 5126 80 0 0 1 0 99 83 70,0
7 88 33 55 3838 85 0 1 | 4 94 90 76,0
14 60 36 24 8772 80 0 | 2 3 G4 79 73,0
21 ®9 35 54 4179 70 0 5 4 14 77 70 6l,0
28 6] 31 37 586,2 70 0 5 6 7 g2 63 52,5
35 55 30 25 7468 85 0 6 0 14 80 o4 52,0
42 94 33 61 7842 90 1 13 1 5 80 76 61,0
49 71 33 38 5150 85 1 5 2 4 88 87 75,5
56 111 51 60 5600 S0 1 0 3 3 93 84 74,5
63 26 28 58 3074 85 0 0 2 5 93 T8 67,0
70 113 53 60 424 4 90 0 1 0 4 05 80 67.0

V.T.: Volumen total del eyaculado en ml.; V.F.R.: Volumen dela fraccion rica en mi.; V.F.P.: Volumen dela fraccién pobre
c¢n ml.; Cone.: Concentracion total de espermatozoides (X108 ml); Motilid.: % de espermatozoides moéviles; C.AL % de
espermatozoides con caberas anormales: Co A % deespermatozoides con colas anormales, G.C.I%: % deespermatozoides
con gotes citoplasméticas proximales: G.C.1): % de espermatoroides con golas citoplasméticas distales; EN. % &
espermatozoides con morfologia normal; AN % de espermatozoides con acrosoma normal; O.R.T.. Prueba de resistencia
osmdtica (expresada en 7).

Tabla 11: Valoracién de la calidad del semen del verraco nlimero 9, pertenecienteal grupo B, antes
y después de la inoculacién con el VSRRP.

Dia V.T. V.FER V. FP. Conc. Motilid CA. CoA. GCP. GCD EN AN ORT.
-49 84 39 45 5504 95 0 1 1 {} o8 90 71.0
-42 62 46 6 6571 95 0 0 3 0 97 90 80,0
-35 153 73 80 3683 95 0 0 0 0 HOO 79 63,5
-28 165 60 105 2574 S0 ( 0] 0 0 100 88 820
21 127 28 99 2547 95 0 0 1 3 96 91 69,0
-14 175 37 138 1590 85 0 1 1 1 97 &8 68,0

-7 196 55 141 4136 90 0 0 0 0 100 88 71,5
0 147 27 120 2190 o5 0 1 i 2 96 74 66,0}
3 113 40 73 418,1 90 0 1 0 1 98 86 725
7 173 65 108 3123 80 ( 0 1 6 93 78 70,0
14 169 41 128 275,46 80 0 0 1 16 83 83 69,5
21 223 43 180 3017 70 0 1 1 1 97 79 61,0
R 238 96 142 3119 15 0 0 4 5 91 73 63,0
35 185 57 128 4850 B5 0 3 1 7 89 74 54.5
42 211 61 150 3428 90 0 1 4 39 60 73 50,5
49 229 69 160 3683 90 0 2 1 3 94 77 67.0
56 109 55 54 548.7 %0 v 1 4 6 89 83 75,0
63 105 20 85 4879 85 0 0 i 4 95 88 69,5
760 221 51 170 3677 95 0 3 1 18 78 85 76,0

VT Volumen total del eyaculado en ml.: V.F.R.: Volumen dela fraccidn rica en ml.; V.F.P.. Volumen dela fraccién pobre
¢n ml.; Conc.: Concentracién total de espermatozoides (x10¢'mlL): Motilid.: % de espermatozoides méviles: C. A % &
espermatozoides con cabezas anormales. Co. A % deespermatozoides con colas anormales; G.C.P.; % de espermatozoides
con gotas citoplasmdticas proximales; G.C.D.: % de espermatozoides con gotas citoplasmaticas distales; EN: % deo
espermatozoides con morfologfa normal. AN % de espermatozoides con acrosoma normal, O.RT.: Prueba de resistencia
osmdtica (expresada en 7).
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Tabla 12: Valoracién de la calidad del semen del verraco nimero 10, perteneciente al grupo B,
antes y después de fa inoculacién con el VSRRP.

a
0
]

Dia v.T. V.FR. VFP Conc. Motilid. CA. CoA. G.C.D. EN. AN ORT.

-4 121 38 83 2177 95 0 10 1 5 84 77 55,0
42 108 38 70 42572 90 0 2 0 2 96 80 47.0
35 118 42 76 3286 90 0 4 2 6 88 73 69.5
-28 115 40 75 3385 90 0 3 2 0 95 86 820
-21 129 50 79 2357 8]0 0 6 0 1 93 86 72,0
-14 113 20 93 159.1 95 0 2 13 7 78 78 65,0
-7 141 48 93 3254 80 0 0 I I 98 93 67,5
0 110 43 67 2862 90 0 8 0 0 92 78 56,5
3 65 23 42 2394 90 0 2 1 0 o7 78 67.0
7 77 54 23 449 8 90 0 0 0 3 97 78 63.5
14 77 27 50 3389 70 0 14 1 4 81 79 70,0
21 117 45 72 313.5 75 0 4 3 5 858 67 55,5
28 91 48 43 2842 80 0 9 3 13 75 62 45,0
35 161 65 96 3060 80 0 33 6 18 43 63 46.5
42 173 55 118 179,7 90 0 8 0 4 88 78 60,5
49 189 47 142 174,1 o0 0 1 2 2 95 84 60.0
56 175 25 150 132,6 o0 0 0 2 2 96 85 78.0
63 oR 28 70 2407 S0 0 3 1 2 94 &2 70,0
70 211 41 170 2336 95 0 4 3 2 91 76 72,0

VT Volumen total del eyaculado en mL; V.F.R: Volumen dela fraccion rica en mbL; V. F.P.. Volumen dela fraccion pobre
en mb; Cone.: Concentracion total de espermatozoides (x105'mL); Motilid.: % de espermatozoides moviles; C AL % de
espermatozoides con cabezas anormales; Ca.A.: % de espermatozoides con colas anormales; G.C.P.: % deespermatozoides
con golas cituplasmélicas proximales; G.C.ID.: % de espermatozoides con gotas citoplasmilicas distales, EN.: % de
espermatozoides con morfologia normal; AN % de espermatozoides con acrosoma normal: O.R.T.: Prueba de resistencia
osmdtica (expresada en %).

Tabla 13: Valoracién de la calidad del semen del verraco nimero 11, perteneciente al grupo C,
antes y después de la inoculacion con el VSRRP.

Dia V.T. VER V.EP. Conec. Motiid. CA. CoA. GCP. GCD. EN. AN ORT.
-49 125 36 8 2937 85 2 i 0 0 99 70 570
42 1100 4l 69 4295 80 0 0 2 0 100 72 640
35 98 45 53 3170 RO 0 0 0 1 9 T3 69,5
28 1200 47 73 4913 80 0 1 1 2 96 80 70,0
21 126 42 84 3895 RO 0 1 0 0 W 79 66,5
14 11s 40 75 3508 85 0 0 1 4 95 85 695
7 130 45 85 3654 85 o .1 4 6 89 84 705
0 90 34 56 4018 80 0 0 1 7 N 76 740
7 110 39 71 3396 80 0 0 1 0 9 78 675
14 138 53 85 3668 80 0 0 1 4 95 8 655
21 16 53 63 4516 80 0 i 2 i 9% 75 66,0
28 134 54 8)  290.1 80 0 1 1 2 96 79 695
35 106 41 65 3585 80 0 1 0 0 99 78 630
42 125 47 78 3521 85 1 4 1 1 93 75 745
49 106 45 61 3386 85 0 0 2 3 95 77 720
56 140 50 90 4237 80 0 4 3 0 91 80 74,0

VT Volumen total del eyaculado en ml.; V.F.R.: Volumen dela fraccién rica en ml; V.F.P.: Volumen dela [raccién pobre
en mb; Conc.: Concentracion total de espermatozoides (x109:mL); Motilid.: % de espermatozoides moéviles; C.A % de
espermatozoides con cabezas anormales; Co.A.. % de espermatozoides con colas anormales; G.C.P.. % deespermatozoides
con gotas citoplasméticas proximales; G.C.D.. % de espermatozoides con gotas citoplasméticas distales; EN.: % de
espermalozoides con morfologia normal; AN % de espermatozoides con acrosoma normal; O.R. T, Prueba de resistencia
osmdtica (expresada en %),
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Tabla 14: Valoracién de la calidad del semen del verraco niimero 12, perteneciente al grupo C,
antes y después de la inoculacién con el VSRRP.

Dia V.T. VFR. V.F.P. Conc. Motlid. CA. CoA. GCP. GCD. EN AN ORT.

-49 140 40 100 3426 95 2 0 2 4 90 84 63,0
-42 130 42 88 365,1 8O 0] 0 2 0 96 72 61,0
-35 113 37 76 2062 %0 0 | 2 i 96 76 68,0
=28 96 32 64 3163 80 1 5 5 2 g7 81 70,5
-2 112 45 &7 468.5 80 1 5 3 2 89 81 67,0
-14 124 43 81 2575 B0 0 6 0 3 91 75 70,0
7 106 36 70 2670 85 0 8 3 1 88 79 71,0
¢ 108 39 69 3285 g0 0 4 2 1 93 71 51,0
7 109 45 64 4230 R0 0 3 2 1 94 63 40,5
14 140 48 92 348.8 85 0 2 1 1 96 68 54,0
2] 136 47 8O 3211 80 0 2 i 0 o7 73 63.0
28 128 51 77 4173 S0 2 0 2 1 95 82 69.0
35 135 43 92 2790 90 1 4 1 | 93 76 65,5
42 102 37 65 3149 90 0 1 1 2 96 77 68,0
49 98 40 58 3838 50 0 6 2 4 88 82 69,0
56 144 45 99 2435 80 0 2 2 2 96 78 68.0

VT Volumen total del eyaculado en ml; V.IR.: Volumen de la fraccién rica en mL:; V.F.P.: Volumen dela fraccion pobre
en mlL: Conc.: Concentracién total de espermatozoides (x106'mL); Motilid.: % de espermatozoides méviles: C. A % de
espermatozoides con cabezas anormales; Co. A % de espermatozoides con colas anormales; G.C.P.: % deespermatozoides
con gotas citoplasmdticas proximales. G.C.D.: % de espermatozoides con golas citoplasméticas distales: EN.: & de
espermaiozoides con morfologia normal, A.N.: % de ¢spermatozoides con acrosoma normal: (0L.R.T.: Prueba de resistencia
osmatica (expresada cn % ).

Tabla 15: Valores medios de calidad espermadtica de los verracos pertenecientes al grupo A antes y
después de la inoculacién con el VSRRP.

Dia V.T. V.FR V.FP  Cone. Maoilid. CA. CoA. GCP. GCD. EN AN ORT

-49 90,4 46,4 440 4283 85,0 0,0 16,8 7.8 13,0 624 76,0 54,7
-42 56,4 408 556 3714 85,0 0,0 13,2 7.2 10,8 68,8 850 69,7
-35 112,6 512 614 43472 87,0 0,0 14,8 8.2 16,6 60,4 8GO0 739
-28 1174 474 70,0 3240 90,0 0,2 11.6 10,0 7.4 70,8 832 72,5
221 138.8 40,2 986 3029 93,0 0,2 9.8 6,4 8.8 748 838 672
-14 1174 436 738 2803 89,0 0,0 I,6 3.6 1.6 68,2 Ol8 742
-7 123.6 434 80,2 448 90,0 0,0 82 80 84 754 B804 64,6

0 103 .8 322 716 2647 85,0 0,0 15,4 11.4 8.6 646 774 67,0
3 1008 446 652 43372 78.0 0,0 13.2 11.6 7.4 67.8 794 658
7 1432 528 904 5120 79.0 0.4 9.0 11,2 9.6 698 776 66,4

14 107.8 M4 634 3995 67,0 0,0 11.8 7.0 224 388 758 63,8
21 1150 53,0 620 4345 65,0 0,2 14,2 11.8 14,4 594 674 556
28 16(.,8 628 980 4278 64,0 0,0 126 128 13,2 614 662 464
35 1186 450 736 4789 7.0 0,4 18,0 116 220 480 590 50,3
42 1424 562 862 4763 73,0 0,2 224 13,2 30,2 340 71,8 534
49 156.4 540 1024 4519 84,0 0,0 10,0 8.6 13,2 68,2 834 66,5
56 170,2 58,2 1120 3566 91,0 0,2 10,4 14,2 84 66,8 B70 763
63 1314 412 90,2  364,1 84.0 0,0 9.0 7.6 14,0 69,4 8Ble6 68,5
70 1816 576 1240 37272 87.0 0,2 14,8 92 8,0 678 808 67,8

V.T.: Volumen total del eyaculado en mL; V.F.R.: Volumen de la fraccién rica en mL; V.F.P.: Volumen dela fraccién pobre
cn mlL: Conc.: Concentracién total de espermatozoides (X108'mL): Motilid.: % de espernatozoides moviles; C A % de
espermatozoides con cabezas anormales; Co. A % deespermatozoides con colas anormales; G.C.P.: % de espermatozoides
con gotas citoplasmdticas proximales; G.C.D.: % de espermatozoides con gotas citoplasmdticas distales; E.N.. % de
espermatozoides con morfologia normal; AN % de espermatozoides con acrosoma normal; O.R.T.: Prueba de resistencia
osmdtica (expresada en % ).

-
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Tabla 16: Valores medios de calidad espermdtica de los verracos pertenecientes al grupo B antes y
después de la inoculacién con el VSRRP.

Dia V.T. V.FR VEFEP Conc. Motihd CA. CoA. GCP GCD. EN AN ORT.
-49 72,7 332 395 5154 91,2 0,5 33 0.5 2.7 93,0 80,7 63,9

42 74,5 372 373 576, 925 0,3 1,0 1,0 4,0 93,7 872 702
-35 1077 475 602 40438 90,0 0,0 12 1,0 33 94,5 7717 67,0
-28 123,5 53,0 70,5 3217 88,7 0,3 1,0 1,7 0,3 96,7 B62  EB12
21 1177 375 R0OZ2 3225 87.5 03 1,7 03 1.5 962 86,5 T17
-14 123.5 350 885 2381 88,7 0.0 1,5 4,0 23 922 857 709
-7 1280 48,5 795 4804 887 0,0 0.5 0.3 1.7 97,5 857 677
0 106,2 302 760 2230 92,5 0.0 22 0,5 1.8 955 800 624
3 70,3 243 46,0 3867 86,7 0,0 1.0 0,7 0,3 98,0 820 698
7 1235 47.0 76,5 4243 83,7 0,0 0.8 . 93 89,2 81,2 67,5
14 1322 362 96,0 4181 77,5 0,0 3.8 6,2 80,0 782 694
2] 1362 320 1002 35238 71,2 0,5 10,8 7.7 783 715 590

28 1332 590 742 4228 75,0 0,3 3.5
35 1240 447 793 4393 825 0.0 13.5
42 1615 47,5 114,0 4356 90,0 0.3 7,5
49 1660 4700 1190 3011 RR.7 0.3 2,0
56 131,7 437 880 4138 90,0 0,3 0,3
i3 1225 322 903 3348 86,2 0,3 0,7 38 940 830 689
70 1712 475 1237 4414 937 0.0 20 7.3 B35 792 706

V.T.: Volumen total del eyvaculado en mL: V.F.R.: Volumen deia fraccién rica en mbL; V.F.P.: Volumen dela fraccién pobre
en ml.. Conc.: Concentracidn total de espermatozoides (x106-mL); Motilid.: % de espermatozoides mdviles, C.A: % de
- espermatuzoides con cabezas anommales: Co A % de espermatozoides con colas anormales: G.C.Po % deespermatozoides
con gotas citoplasmdticas proximales: G.C.ID.: @ de espermatozoides con gotas citoplasméticas distales: EXN: % de
espermatozoides con morfologfa normal; AN % de espermatozoides con acrosoma normal; O.R.T.: Prueba de resistencia
vsmGtica (expresada en 7).

6,7 80,0 657 53,6
677 675 524
13,8 757 757 513
2.2 040 835 684
37 92,7 840 758
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Tabla 17: Valores medios de calidad espermitjca de los verracos pertenecientes al grupo C antes y
después de [a inoculacién con un sobrenadante de un cultivo de MAP.

Dia V.T. V.FR. V. FP. Conc. Motuhd C.A. Co.A. GCP GCD. EN AN ORT

-49 132.5 380 945 3181 90,0 2.0 Q.5 1.0 2.0 94,5 770 60,0
-42 120.0 41,5 785 3973 80,0 0.0 0.0 2,0 0.0 98,0 720 62.5
-35 105.5 41,0 64,5 26106 80,0 0,0 0.5 1,0 1,0 97,5 745 68,8
-28 108,00 395 685 4038 80,0 0.5 3.0 3,0 2,0 91.5 805 70,3
-21 19,0 435 755 4200 80,0 0,5 3.0 1.5 1,0 94,0 80,0 66,8
-14 119.5 415 780 3086 82,5 0,0 3.0 0,5 35 93,0 80,0 69,8
7 118.0 405 775 3312 85,0 0,0 4.5 3.5 3.5 B85 KI5 70,8
0 99,0 36,5 625 3651 20.0 0.0 20 1,5 4.0 925 735 62,5
7 1095 420 675 3813 80.0 0.0 1,5 1.5 0.5 96,5 70,5 540
14 139.0 505 885 3578 815 0.0 L0 1.0 2.5 955 745 598
21 126.0 50,0 76,0 3863 80,0 0,0 1,5 1,5 0,5 96,5 74,0 64,5
28 131,0 525 785 3537 85,0 1,0 0.5 1.5 1.5 95,5 80,5 69,3
35 120,5 420 785 3187 85,0 0.5 2,5 0.5 0,5 56,0 77,0 64,3
42 1135 420 715 3335 87,5 0.5 2,5 1,0 1,5 945 760 713
49 1620 415 595 3612 87,5 0,0 3.0 2,0 3,5 91,5 795 705
56 1420 47,5 945 3336 80,0 0.0 3,0 2.5 1,0 93,5 790 710

VT Volumen total del eyaculado en mb;, V.F.R.: Volumen dela fraccién nica en mb;, V.FE.P.. Volumen dela fraccion pobre
en ml.; Conc.: Conceniracidén total de espermatozoides (x106:mL); Motilid.: % de espermatozoides méviles; C. A % &
cspermatozoides con cabezas anormales; Co.A.: % de cspermatozoides con colas anormales; G.C.P.: % de espermatozoides
con gotas citoplasmidticas proximales. G.C.1>.. % de espermatozoides con golas citoplasmdticas distales; EN: % de
espermatozoides con morfologfa normal, AN G de espermatozoides con acrosoma notmal; O.RT.. Prucba de resistencia
osmdtica (cxpresada en 7).
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Figura 12: Porcentaje medio de espermatozoides méviles en las muestras recogidas de los grupos
A By CJ antes y después de la inoculacién con el VSRRP. El nivel en el cual 14 calidad
del semen se ve comprometida, ya que puede interferir con la fertilidad, es el propuesto

por Hurtgen eral., (1980).
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Figura 13: Porcentaje de espermatozoides normales de los verracos 2 y 5 pertenecientes al grupo A
alo largo del periodo de estudio.

147



Resulitados

100

Grupo A
] —&—  (rupo B
—0——  Grupo C

% acrosomas normales
I
(=]
1

O - Y T T Y g T v T T T T T T ?
-60 -40 .20 0 20 40 60 go Dias
Pre-inoculacion Post-inoculacién

Figura 14: Porcentaje medio de espermatozoides con acrosoma normal en las muestras de semen

recogidas de los verracos de los grupos A, B y C antes y después de la inoculacidn con
el VSRRP.

4.1.3. Serologia

Las cuatro primeras muestras de sangre extraidas a cada uno de los 11 animales en estudio
{enlos dias -3, 3, 6 y 9) fueron negativas a la presencia de anticuerpos frente al VSRRP mediante
la técnica de TPMA, mientras que las muestras de sangre correspondientes a los dias 15, 25y 72
p.i. fueron positivas, con un titulo>1:100 por esta misma técnica, para los verracos de los grupos
Ay B, permaneciendo los verracos del grupo C negativos durante todo el estudio.

4.1.4. Deteccién del virus

La tabla 18 muestra los resuitados de aislamiento del VSRRP para las muestras de suero
obtenidas de todos los verracos a lo largo del estudio. Como se aprecia en esta tabla, todas las
muestras de suero obtenidas antes de la inoculacidon con el VSRRP fueron negativas al aislamiento
virico, mientras que después de la inoculacién fue posible el aislamiento del virus, aunque con
DIsyCT bajas, en muestras de suero de todos los verracos de los grupos A y B en losdias 3,9 y
15, con la excepcion del verraco 5 del grupo A y del verraco 7 del grupo B que fueron negativos en
el dia 15. Todas las muestras de suero obtenidas de los verracos pertenecientesal grupo C fueron
negativas.
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Resultados

Todos los hisopos nasales, fecales y prepuciales obtenidos a lo largo del estudio de todos
los verracos de los grupos A, B y C fueron negativos.

En cuanto a las muestras de semen, el VSRRP s6lo pudo ser aislado de 1a muestra obtenida
del verraco 7 (grupo B) en el dia 7 p.i.. Eltitulo virico en esta muestra fue de 7 x 102 DI5oCT/mL.
Los resultados del bioensayo llevado a cabo con lechones confirmé la presencia del VSRRP en esta
muestra de semen y reveld su presencia en la muestra obtenida del verraco3 (grupo A) en el dia7
p-i.. Los lechones inoculados con ambas muestras seroconvirtieron, presentando un titulo de 1:960
y 1:3840, respectivamente, por la técnica de IPMA. El lechdn utilizado como testigo positivo
también seroconvirtid, presentando un titulo de 1:1920. Todas las muestras de semen en las que se
reatizd la prueba de RT-PCR fueron negativas.

[.as muestras de virus inocuiadas en los cultivos de MAP para determinar la sensibilidad de
los lotes empleados fueron todas positivas cuando se afiadieron 2 x 103 DI5¢CT y 2 x 102 DI5oCT,

pero solamente en algunos casos cuando se afiadieron 2 x 10! DIsoCT.

Tabla 18: Resultados del aislamiento virico en cultivos de MAP partir de las muestras de suero
obtenidas de los verracos de los grupos A, B y C antes y después de la inoculacién
con el VSRRP y titulacién de las positivas.

Dias Verracos del Grupo A Verracos del Grupo B Verracos del Grupo C

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

+3 0 +(2.9) (2.6} +{<2) +{<2) +{<2) F (<Y (<2 H<D) +{<2)

+9 - (26) +(23) +(=<2) +{<2} +{<2) +(<2) (<2} +(<2) +(2

+15  +{<2) +(<?)  +(<2) - + (<2} +(<2y +(3.08) - +(3.08) - -
+25 - - - - - - - - - - -
+72 - - - - - - - - - - -

+: muestra positiva en cultive de MAP

-: muesira negativa en cultivo de MAP

Los titules vincos estdn calculados como DlspCT/mL v estin expresados en la foma de log X, siendo X el mimero
gue aparece enire paréniesis.
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Resultados

4.2. Estudio de la infeccién por el VSRRP en los verracos: sintomatologia
asociada a la misma, estudio de la distribuciéon orgdnica del virus y de su
eliminacion y determinacion de la procedencia del virus que se elimina por la via
genital (chjetivos A.l, A4 vy A.5)

4.2.1. Signos clinicos observados

Ninguno de los verracos en estudio mostré ninglin sintoma de padecer un proceso
respiratorio, permaneciendo normales durante todo el experimento. Tampoco se apreciaron signos
de anorexia en la mayoria de los verracos, con la excepcidn del verraco 15, que no comié en el dia
1 p.i. y del verraco 16 que estuvo inapetente desde el dia 1 hastael dia3 p.i.. Este ultimo verraco

mostrd también signos de depresidn durante estos mismos dias.

En cuanto a las temperaturas rectales, €stas figuran en latabla 19, pudiéndose apreciargue
la mayoria de los animales tuvieron temperaturas que pueden ser consideradas febriles tras la
imoculacion con el VSRRP, fundamentalmente en los dfas 3 y 4 p.i., manteniendo temperaturas
elevadas en dias posteriores solo algunos de los animales. Ademas, el verraco niimero 13 presentd
una temperatura considerada febril en el dia 2 p.i.. Las temperaturas rectales superaron en la
mayoria de los animaleslos 40°C en alguno de los dias estudiados, siendo la temperatura mds alta
alcanzadade 41,09°C, compartida por el verraco 6 en el dia3 p.i. y el verraco 15 en el dia 5 p.i..

4.2.2. Serologia

Los resuttados obtenidos en las pruebas serolégicas llevadas a cabo aparecen en la tabla 20.
Todas las muestras de suero obtenidas antes de la inoculacién experimental con el VSRRP fueron
negativas a la presencia de anticuerpos frente al VSRRP mediante una técnicade ELISA , de la
misma forma que las muestras obtemdas en el dia 2 p.i. y 1a mayoria de las obtenidas hasta el dia
9, momento en que los animales empezaron a seroconvertir, siendo todos positivos en el dia 13
p.i. contitulos = 1:400. Destacala aparicién de un suero positivo en el dia3 p.i. (perteneciente al

verraco 3), aunque con un titulo<1:200 y otro el dia 4 (verraco 16) con un titulo de 1:200.
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Tabla 19: Temperaturas rectales de los verracos desde el dfa de la inoculacién con el VSRRP hasta el dia 22 p.i.en los verracos 19y 20 hasta el
momento del sacrificio en los demas.

N° Verraco Dias post-inoculacion
DO DI D2 D3 D4 D5 De D7 D8 D9 DI Dit DI2 DI3 Di4 DI5 Di6 DI7 DI8 DI% D20 D21 D22

A 3826 37363867 - - - - - - ; . ] ] . ; } ] ] ) ) ] ) )
2 36,89 37,2939.46 - - - - - - . ] _ ] . . ] ) ] ] ] ) ] .
3 37,94 377638383963 - - - - - - ] . ] . ] _ ) _ ) _ ] ) }
4 3883 38,1639,15 40653816 - - - - - . . ) ] ) ) ] ; ; ] ) .
5 38.02 38772 39,00 40,133957 - - - - - ] ; ] ] . ] ] ] ; ] ] ) )
6 3851 39323890 41,0040383828 - - - . ; ; ] . ) ] ] ] ] ) ] } _
7 38,11 38,31 39.68 39,23 3931 39,12 39,38 - - - ; ; - - . ] . ) ) . ) _ ]
8 38,01 38,75 39,02 40,62 39,76 40,01 3848 - - - . ; ] ] ; ] ) ) ] . } _ )
9 38,64 39,20 38,90 40,46 39,43 39,18 39,7039.46 - ; . ; - - . ] ] . ) ) ) ) ]

10 38,51 38,08 38,92 39,01 39,33 40,24 40,1538,56 38,52 - - - - - - - - - - - - - -
I 38,73 37,68 39,02 39,86 40,07 38,93 39,59 39,20 39,05 - - - - - - - - - - - - - -
12 38,58 39,12 39,43 39,07 40,002 39,17 39,3839,33 39.3] 3929 . - - - - - - - - - - - -
13 37,58 39,19 39,78 38,99 39,89 39,13 39,63 3R.88 38,95 39,24 3836 - - - - - - - - - - - -
14 38,49 38,18 39,12 39,36 38,82 38,80 39,1639,92 38,82 38,34 3984 - - - - - - - - - - - .
15 38,14 40,00 39,07 39,89 41,09 3831 39483831 3882 3897 3820 3836 3760 - - - - - - - - - -
16 3831 40,38 29,49 38 83 39,40 38,59 39,1739,27 38,27 39,80 3821 3827 3851 - - - - - - - - - -
17 ' 38.03 39,64 39,01 40,14 39,38 38,95 39,64 39,38 38,83 3978 37,71 3832 38,50 3826 3874 39,00 3834 - - - - - -
18 38,51 37,84 39,41 38,32 38,81 38,91 39,7238,60 38,71 3895 38,73 38,85 37,78 38,02 3894 3926 37,80 3845 37,28 37,73 3834 3894 -
19 38,59 37,76 39,67 40,62 40,33 38,90 39.2639,10 38,97 39,64 3807 39.34 37,88 3832 39,57 3873 37,49 38,47 37,03 38,42 3780 3888 39,23
20 38,60 37,90 38.84 39,58 38,43 38,60 39.3438.97 38,56 39,18 3788 38,53 37,13 3837 38,13 3862 38,69 38,28 38,05 38,18 3831 3893 3891

En ¢l DO las temperaturas reciales se tomaron antes de la inoculacién con el VSRRP.



Tabla 20: Resultados del estudio de deteccion de anticuerpos frente al VSRRP por latécnicade ELISA v titulos de anticuerpos obtenidos por ta misma
técnicaa lo largo del periodo de estudio.

N° del verraco Diade obtencion de las muestras

(Dia de sacrificio) Do D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D13 D17 D23 D30 D37

Verraco 1 (D2) - - NI D NDOND ND NI ND ND NDOND NID ND ~ND
Verraco2  (D2) - - ND ND N ND ND ND ND ND NI ND ND ND ND
Verraco3  (D3) - MDY (< E200) NI ND NI NI N NI NI ND ND ND ND ND
Verracod (D49 - ND ND - NID ND ND N2 ND NI ND ND NI ND ND
Verracod  (D4) - N N - N =D D N ND NI D NP N NDY N2
Verraco6  (D5) - N ND - - ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Verraco7  (D6) ' - D ND - ND - ND ND ND NI ND ND NID ND ND
Verraco (D6) - ND ND - ND - ND ND NI ND NI NI ND ND ND
Verraco (D7) - ND ND - ND - - NI ND ND ND ND ND N> ND
Verraco |0 (D8) - NI ND - ND - ND - NI ND ND ND NI ND N
Verraco |1 (DB) - NID NI - NI - ND - ND ND NI ND ND ND ND
Verraco 12 (D9) - NI NI - ND - ND ~bD - ND ND ND NI NI ND
Verraco 13 (DIO) - ~ND ND - N> - NI N (100 - {1:800) NI NI ND ND N
Verraco |4 (D10) - ND NI - ND - ND ND - + {1:4¥)) ND ND NI NI ND
Verraco 115 (D13) - ~D ND - ND - ND D - ~ND +{1:400) ND ND ND NI
Verraco 16 (D13) - N ND +(1:200 NI - ND N+ BOO) ND + ( L:RO0Y ND NI NI ND
Verraco 17 (D17) V - ND NI - NI - ND D - KD +(1:400)  +(1:400) ND ND ND
Verraco 18 (D23) - ND ND - ND - ND ND O+ (1:400) ND +(1:800) +(1:800) +(1:800) ND ND
Verraco 19 (D30) - NI} ND - ND - ND ND - NI +(14006)  +(1:800)  +(1:800) + (1:800) ND
Verraco 20 (D37) - ND ND - D - ND D - ND +(1400)  +(1:400) +(E800) +(1:800)  +(1:800)

ND: muestra no disponiblc.



Resultados

4.2.3. Distribucién del VSRRP en el aparato reproductor

Los resultados obtenidos en el aislamientodel VSRRP a partir de muestras procedentes del
aparato reproductor en cultivos de MAP, asi como los titulos viricos aobtenidos en las muestras
positivas, aparecen en la tabla21. En ella se observa que el VSRRP se encontraba presente en la
mayoria de los ganglios testiculares estudiados desde el dia 2 hasta el dia 17 p.i., coincidiendo en
gran medida con su aparicidn en otras localizaciones del sistema linfatico. Por el contrario, su
presencia fue menos constaﬂte en los 6rganos del aparato reproductor. Entre estos iltimos, hay que
destacar al epididimo, que, en todas las divisiones que se hicieron para su estudio, fue e} 6rgano
donde se aislé con mayor frecuencia, estando presente en las muestras procedentes de 8 de los
verracos en estudio, aunque con titulos viricos que rara vez alcanzaron las 103 DIsCT/g de tejido.
Por el contrario, sélo fue posible aislarel VSRRP a partir de las muestras de testiculo de uno de los
verracos (verraco 8, sacrificado en el dia 6 p.i.), con titulos préximos a 102 DIs,CT/g de tejido. En
cuanto a las gldndulas anejas, sélo fue posible aislar el VSRRP de 3 de las muestras procedentes de
las gldandulas bulbouretrales (pertenecientes a los verracos 8, 15y 17, sacrificados en los dias 6, 13
y 17 p.i. respectivamente), de 2 de las muestras procedentes de las vesiculas seminales
(pertenecientesa los verracos 7 y 17, sacrificados en los dias 6 y 17 p.i. respectivamente)y de 5 de
las muestras de prostata (pertenecientes a los verracos 5,7, 12, 16 y 19, sacrificados en los dias 4,

6, 9, 17 y 30 p.i. respectivamente).

Los resultados de la inoculacion experimental a lechones de 4 semanas de vida con el
semen extraido de ambos epididimos de cada uno de los verracos en estudio no reveld la presencia
del VSRRP en ninguna de las muestras, ya que ninguno de los lechones inoculados seroconvirtié
después de 21 dias de ]a inoculacién experimental, con la tinica excepci6n del testigo positivo y del

lechén inoculado con semen procedente del verraco nimero 14.

153 .



Tabla2!: Resultados de! aistamiento del VSRRP en las muestras de 6rganos del aparato reproductor recogidas en la necropsia de os verracos.

Muestra Nimero del verraco y dia de sacrificio del mismo

VIDZ VD2 VA3 V4D VAEIY VeDS VTDO VBDG VODT O VIODE VDS VIZIY O VIADIO VI4DIO VISDIA VIeDI3 VITDIT VIRD2ZI VIigbhio vaaniy

GILTI + @ %] - + + + + & + + + 1] + + + + & - N
(2) (<2y (<2 (2.87) (3.70) (2) (3.5 (2.5) (<2) (<) f<2) (3.3
GLTH 1] + - + + + + + + + + + %] - 7)) + + & ; B
3.1 (3.5) (2.88) (2.88) (L10) (2.61) 37 (I (350 (<) (2) (3.23)
1.1 - - & - - - - + - - - B B . . , . - . .
3]
CEL - - ) + - - + + + - + - - + - + + - - -
: (3.50) (<2) (2,71} (2.58) (2) (2) (<2) (<2)
Culil - - & + - - + + + - - - - + . - . - . ,
(<2) (<) (<) (2,58) £2.5)
Codil - - 4] - - - + + - - - - - - - - - - .
(<2} (241 ]
T.D. - - - - - - - + - - - . - . . ; . - _ _
(<2}
CED - - - + - - + + + - + - - + R - + . R .
(3.70) (2,5) (<2) (3.23%) (<) (2} (2.5
Cuk.D. - - - + - - + - ¥ - - - - - - - - - -
(2) (<2) (2.80)
Co.ED. - - - + - - - - + - - - - - - . + . ; _
(2.8%) (<2) 2)
GLB.1 - - - - - - - - - - - - + - + N _ -
. (2.5) (2)
GLB.D. - - - - - - - + - . - . - - - . . - . ;
(<2)
V.81 - - - & - - + - - - - - - - - . - . - _
(2) :
YD
Prostata - - - - + - 4 - - - - + - - , B + - & .
(<2) (<2) (<2) (2) (2)

G.1.T.L: ganglio linfilico lesticular izquicrdo: G.ILT.D.: ganglio linfdtico testicular derecho: T.1: testiculo izquierdo; C.E1.: cabeza del epididimo izquierdo: Cnlil: cuerpo del epididimo
izquierdo; Co {11 cola del epididimo izquierdo: T 1. testiculo derecho; C.LLD.: cabeza del epididimo derecho: CtiE1D.: cuerpo del epididimo derecho; Co.I51).: cola del epidfdimo derecho; GLB.1L:
gléndula bulbourctmal izquierda;, Gi.B.1D.. glandula bulboureiral derecha; V.5.1.: vesicula seminal izquierds: V.5.0D. vesfcula seminal derecha, @ muesta no recogida.

Los titulos vincos estdn calculados en la forma de DisgC T/g detejido v aparccen expresados en forma delog X, stendo X ¢l nimero que figura entre parénicsis.



Resultados

4.2.4. Distribucion del VSRRP en los distintos 6rganos, exceptuando el aparato
reproductor, tras la inoculacién experimental

Todas las muestras de sangre obtenidas en el dia O fueron negativas en cultivos de MAP al
VSRRP. Las muestras obtenidas después de la inoculacidén experimental de los verracos con el
VSRRP fueron todas positivas en los dias 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 p.i., con la excepcidn del verraco
20 en el dia 6 y el verraco 10 en el dia 8 p.i., variando los resultados obtenidos, en funcién del
animal estudiado a partir de ese momento. Los resultados obtenidos en el aislamiento virico, asi

como los titulos viricos de las muestras positivas aparecen en la tabla 22.

En los 6rganos no pertenecientes al aparato reproductor recogidos en la necropsia de los
animales, los resultados obtenidos en las pruebas de aislamiento virico en cultivos de MAP
demostraron que es posible aislar el VSRRP, fundamentaimente del sistema ganglionar y del
pulmén durante periodos de tiempo de hasta 30 dias, estando ampliamente distribuido por el
organismo hasta, al menos, el dia 17 p.i., momento a partir del cual hubo érganos que fueron
negativos de forma sistemdtica como el higado, el bazo, el timo o algunos ganglios linféticos. Los
drganos en los que se detecté el virus durante periodos de tiempo mis prolongados fueron los
ganglios linfaticos submandibulares e inguinales superficiales, las amigdalas y los pulmones. Por
el contrario, de los érganos estudiados, fue el higado el menos adecuado para el aislamiento virico,
siendo positivos, y con titulos viricos muy bajos, sélo 6 de los 19 estudiados. Los resultados
obtenidos en el aislamiento del VSRRP en los distintos 6rganos y los titulos viricos de las muestras

posttivas se muestran en latabla 23,
4.2.5. Estudio de eliminacién del VSRRP por las distintas vias

Los intentos de aislamiento virico en cultivos de MAP llevados a cabo con las muestras
procedentes de secreciones nasales, oro-faringeas y prepuciales, heces y orina aparecen en latabla
24, junto con los titulos viricos de las muestras positivas. En esta tabla se observa que el VSRRP
se elimind por todas estas vias, aunque su aislamiento fue muy esporidico, siendo positivas
dmcamente 5 de las muestras de secreciones nasales, 2 de las muestras de secreciones oro-
faringeas, 4 de las muestras de secreciones prepuciales, 6 de las muestras de heces y 5 de las

muestras de orina.
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Tabla 22: Resultados del aislamiento del VSRRP en cultivos de MAP en las muestras de sangre recogidas durante el periodo de estudio.

N¢ del verraco Dia de obtencidn de las muestras

(Dia de sacrificio) DO D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D13 D17 D23 D30 D37

Vemmaco 1 (D2) S +(288)  ND ND ND ND ND ND ND ND NI ND D ND NI
Vermaco 2 (D) - +(230) 0 ND D ND) b NI ND ND D ND NI ND N NI
Verraco 3 (D3) - ND O +(3,50) ND NI D ND ND NI NI ND ND N> ND NI
Verraco4 (D4 - ND ND  +(230)  ND ND NI ND ND ND ND ND NI ND ND
Verraco 5 (D4) - ND ND O +(230) ND ND NI ND ND ND ND ND NI ND ND
Vermaco 6 (D5) - ND ND  +(2.30) +¢2,23)  \D ND ND ND NI NI ND ND ND ND
Vemmaco 7 (D6) ; ND ND  +(241)  ND +(136)  ND ND NI NI ND ND D NI D
Verraco 8 (D6) - ND ND  +(201)  ND o+ (241 ND ND ND ND NI NI ND ND ND
Verraco 9 (D7) - ND N> +(1,75)  ND +(1.58) +(1)  ND ND ND ND ND ND ND ND
Verraco 10 (D8) - ND ND O +(230) ND O +(160) ND - ND ND ND ND ND NI NI
Verraco 11 (DR) - ND OND +(241) ND +(188%) ND  +())  ND ND ND ND NI NI ND
Verraco 12 (D9) - ND ND  +(290)  ND  +(230) ND ND 4+ (1.50) NI ND ND ND ND D
Verraco 13 (DI0) - ND ND (258 ND +(258) 0 ND O OND +(228)  +(<D) ND NI ND NI NI
Verraco 14 (DI0) . ND ND +(2.01)  ND +(=<l) ND ND o+ (1.50) - NI NI NI ND ND
Verraco 15 (D13) - ND ND +(3) ND +(241)  ND ND  +(1,50) ND . ND ND ND NI
Verraco 16 (D13) - NID ND +(3) ND O +(241)  ND ND O+ (1.86) N - ND ND ND NI
Verraco 17 (D17) - NI ND  +(240)  ND  +(2.20) ND ND O +(1,58) ND +(1) +(1) ND NI ND
Verraco 18 (D23) - ND ND O +(250) ND +H{1) ND ND 4201 ND - - +{<1) ND D
Verraco 19 (D30) - NI ND  +(230)  ND  +(L50) ND ND  +(2.50) ND  +(1.58)  +(141)  +(<D) - NI
Verraco 20 (D37) - ND ND +(2,50)  ND . NI ND  +(2.50) ND (D (1) - - -

ND: mucstra no disponible.
Los titulos viricos de las muestras positivas cstdn calculados en fa forma de DisgCT/mL ¥ aparecen expresados en la forma de log X, siendo X el nimero que figura entre
paréntesis.



Tabla 23: Resultados del aislamiento def VSRRP en

las muestras de los distintos érganos, excluyendo el aparato reproductor, recogidas en la necropsia de
los verracos.

Muestra Niimero del verraco y dia de sacrificio del mismo
VID2 V2D2 VADZ VA4 VAT VDS V7D6 VRDG VODT O VIODE VIIDE VI2D9 VIR VIHNG VISDIZ VIGDE V7T Vigh23 V19D vaobiy
(rL1.S.L + + + + + + + + + + + + + + + + + - + -
(2,70) (2.50) (430y (441} (R.58) (3.70) (3.23) (3.88) (2,500 (2507 (311 (2,507 (290)  (3.50)  (2,58) (361 (470 (<2)
G.L.S.ID. + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
(2.30) (2.80) (4+.30) (4.23) (3,70 (3,30) 3.6 (415 (3.41) (2.50) (3500 (3,11 (330 (3,500 (2,58) (250 (4,50) (2) (2,58)
Amigdala + + + + + + + + + + + + + " + ¥ + N + .
(2.88) (3.11) (430) (4.50) (3.50) (4.11) (3.58) (3.40) (2,50) (2.50) (2.50) (3.46) (2.88) (3,50) (2.58) (2.58) (3.500) (3.50) (2.50)
G.LPT. - - + + + + + + + + + + + + + + + . . -
(2,61) (2.50) (3.50) (2.50) (3.11) (3,600 (3.30) (3.01) (2.530) (280) (241} (258 (6.5 (2500 (415
(L.L. Med. + + + + + + + + + + + + + + + + + - - -
(<2) (2,88) (3.88) (3.50) (4,11} (4.38) (2.67) (3.46) (2.R88) (3,15 (2,50 (R3] (2) (2,41) (2) 2) {3.11)
Pulmdn + + + + + + + + + + + + - + + + + + + -
(<2 {3y  (3,70) (5,26) (+.20) (4.3 (4.28) (4,88) (3.41) (3.58) (3) (2,50) . (411 (3.60) (3.61) {440 (241D (2,50)
Timo @ @ %) + + + + & + + + + - + . 7 + _ . .
(3.61)y (h (3.,70) (3.50) (2.38) (2) (2500 (3.70) (241} (2.61)
(3. L. Mes. + + + + + + + + + + + + + + - + + - + -
(2)  (2)  (3.58) (2.88) (3.70) (3.58) (2.50) (3.58) (2.50) (3.11) (3.70) (336) (2 (2,70) (2.50)  (2.75) (2.88)
Pl Peyer + + + + + 7] & + + & 1] + + + + + + - ; .
(2) (2.54) (4.38) (2,70) (3,7y (4,30) (2.88) (2,70)  (2.58) (241y (24D (<2) (2,707
GL.LS.L - + + + + + + + + + + + + + + + + + + -
(2.41) (411 (3,58) (3,58) (3.30) (B (2.58) (2,706) (2.500 (2.50% (2,58) (2.5 (2,88) (2.50) (2.41) (2.58) (2) (2)
G.LI1S.D. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -
(2) (2,50) (288 (3,50) (2,58) (2,70) (2.67) (2.,58) (2,11) (2.58) (2.58) (2,500 2,50y (2,50) 2) (2.50y 270 (2) (2,50}
Higado - - @ o+ + - + + . . N N . . N 3 + . . }
2y (<2) (2.58) (<2 (<2) (<2)
Baro 1 - + + + + + + + + + - - - + - - - .
(2)  (2,70) (2,500 (2,57) (2,50) (2.58) (3.67y (2.58) (3.50) (<2)

G.1.8.1.; ganglio linfitico submandibular izquicrdo: G.1.8.1D.; ganglio linfitico submandibular derecho. G.L.P.T.: ganglios linfiticos paratraqueales; (i.L.Med.: ganglios linféticos
mediastinicos; G.L.Mes.: ganglios linfdticos mesentéricos: PL Peyer: placas de Peyer: G L1.S.1: ganglio linfitico inguinal superficial izquicrdo: G.1.1.8.12.: ganglio {infatico inguinal
superficial derecho, 2 muestra no tomada.

Los titulos viricos estdn calculados en la forma de DIsoCT/g de tejido y aparccen expresados como log X, siendo X el nimero quefigura entre paréntesis.



Tabla 24: Resultados del aislamiento del VSRRP en cultivos de MAP a partir de' los distintos hisopos y muestras de orina tomadas en la necropsia de los
verracos en el perido de estudio.

Muestra Niimero del verraco y dia post-inoculacién de 1a toma de las muestras
VID2 VaD2 VDR V4D4 VSDE feDS VID6 VR VDT VIODE VITDR VI2I¥ VI3DIO VI4DIO VISDIZ VIGDI3 VITDIT VIBD23 VI9P30 V20137

H. nasal - - + + + + + - - - - - - ~ - - - - - -
(241 (<) (1,76) (P11 (D)

H. orofar. - - - - - + - - - - - + - - - - - - - -

(D {1,509
H. prep. - - - - + + - - - - - + - - - - + - - -
<y |(2) (1,50 (<)
H. heces - - - - - - - - + + + + - - - - + + - -
(150 (< (<) (<) <y (1,50

Onna - - + - - - - + - + - - - + - + - - - -

(1.50) (1,41 {140 (1,50} (1.41)

H. nasal: hisopo delas secreciones nasales: H. oro-far.: hisopo tomado de la cavidad oro-faringea:; H. prep.: hisopo tomado del diverticulo del prepucio; H. heces: hisopo de heces.
Los titulos delas muesiras positivas estdn calculados como DEspCT/mL v aparecen expresados en la forma de log X, siendo X el nimero que figura entre paréntesis.



Resultados

4.3 Estudio de la infeccién por el VSRRP en los verracos: transmisiéon venerea de
la enfermedad y efecto de la presencia del VSRRP en el semen sobre la eficacia

reproductiva (objetivos A.6 y A.7)
4.3.1. Sintolomatologia clinica

Ninguna de las cerdas del grupo A (seronegativas) mostré ningin sintoma respiratorio
después de la inseminacién artificial con semen contaminado con el VSRRP. Por el contrario, la
mayoria de Jos animales si presentaron anorexia o al menos inapetencia durante 1 6 2 dias tras la
inseminacién artificial. En concreto, las cerdas 1 y 2 estuvieron inapetentes en el dia 3 post-
inseminacién, las cerdas 4 y 5 rehusaron totalmente la comida en este mismo dfa, estando esta
dltima también inapetente en el dia 2 post-insemipacién y por tltimo la cerda 6 no comié nada en el
dia 5 post-inseminacién. En el grupo B (preinmunizadas) todas las cerdas permanecieron en
buenas condiciones durante toda la duracién de la prueba, con la excepcién de la cerda 14 que
mostré anorexia en el dia 2 post-inseminacion. Las cerdas del grupo C (testigos) permanecieron

normales a Jo largo del experimento.

Las temperaturas rectales de los animales, representadas en la tabla 25, experimentaron un
aumento tras la inseminacién en los grupos A y B y permanecieron normales en el grupo C. Sin
embargo, sélo 4 de las 7 cerdas pertenecientesal grupo A alcanzaron temperaturas superiores a los
39,7°C, temperatura considerada febril por nosotros. Estas cerdas fueron la nimero 3 en los dias 6
y 16 post-inseminacén, la niimero 4 en el dia 3, landmero 5en los dias3, 5 y 9 y lantimero 7 en
el dia 9, con temperaturas que oscilaron entre los 39,76°C y los 40,60°C. En el grupo B por el
contrario, 6 de las 7 cerdas que lo integraban mostraron temperaturas febriles tras la inseminacién
con semen contaminado con el VSRRP. Estas cerdas fueron la nimero 8 en el dia 1, 1a nimero 10
eneldia 5, landmero 11 en los dias 5y 8, lantimero 12 enlos dias 1, 3 y 6, lanimero 13 en los
dias 1, 3, 5y 6 y la nimero 14 en el dia 5. Las temperaturas alcanzadas por las cerdas de este
grupo fueron superiores a las alcanzadas por las cerdas del grupo A, oscilando entre los 39,83°C y
los 41,79°C. Las cerdas pertenecientes al grupo C tuvieron temperaturas que se mantuvieron

dentro del rango de 1a normalidad a lo largo de todo el periodo de estudio.
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Tabla 25: Temperaturas rectales de las cerdas de los grupos A, B y C a lo largo del periodo de estudio.

Dia Niimero de Jas cerdas

Post- Grupo A Grupo B Grupo C

Inseminacion 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

1 39,03 38,23 3892 3930 39,18 3876 3806 4039 389 38.65 39,19 4137 40,07 3823 37,73 3889 3799 38,55 37,22 3741 3886
2 38,20 38,60 39,16 3914 33553920 3862 3850 3908 3904 39526 3847 38,55 3903 3831 3807 37,67 3843 3881 3869 3755
3 37,04 38,18 38,03 40,60 4029 3856 3845 39,02 39(% 3855 3759 4024 3983 3844 38,53 3889 3869 3877 3833 39,11 38,30
4 39.62 39,07 38,09 39,02 39403920 3909 3800 3908 3856 3840 3905 39,17 3942 3819 38,62 3810 38,58 38,12 38,40 3837
5 38,99 38,82 39,59 3R89 39,79 3854 3893 3898 3947 4001 40,22 3966 41,79 3985 3858 3891 3889 3863 3893 38,78 38,52
6 37,75 38,61 3999 3880 39,19 3891 39,61 3827 37403 38,54 39,07 3988 40,44 3939 3886 39,20 29,15 38,71 39,00 38,73 38,77
7 - - - - . - - - - . - - - - . - - - - - -
8 39,10 3841 3968 4048 39,03 3842 3902 3921 383 3871 3983 3902 39,05 3893 3872 3923 3869 3872 3891 3828 38,67
9 3791 38,69 3903 3905 39763926 3974 39,14 3946 3934 3860 3869 3829 3896 3BO05 39,23 3886 3824 3893 3846 38,04
10 3839 3798 3886 38,07 37.94 3805 39,04 37,83 3986 3792 3810 3862 3901 3811 38,68 39,11 3889 38.87 38,88 38,63 38,62
11 38,02 3827 3837 38,68 39,100 3846 393] 38,50 3848 3853 38,82 3805 3840 37.84 - - - - - - -
12 38,24 3926 39,14 3836 39,14 39,01 3859 3882 3856 3906 3872 3823 3872 39,16 - - - - - - -
13 38,16 38,04 3831 3849 38053839 385l 38,16 3786 37,15 3795 3846 3859 3R05 - - - - - - -
14 38,51 39,21 3871 38.56 39,03 38,71 3853 39,11 3861 37,57 3827 3849 3902 39,14 - - - - - - -
15 38,58 39,15 38,16 39,01 38,56 38,27 38,75 3896 3870 3800 3850 3827 39,04 39725 - - - - - - -
16 38,70 38,16 3991 3840 38253835 3862 3854 38,15 3850 3827 3820 3885 3887 - - - - - - -
17 37,23 37,50 37,45 3823 3864 3737 3822 3823 37,18 3655 37,13 3792 3863 38726 - - - - - - -
18 37,84 3833 3836 38,64 38,16 38,06 3843  3K32 3852 3837 3785 3868 3852 3779 - - - - - - -




Resultados

4.3.2. Serologia

Los resultados de las pruebas seroldgicas realizadas en las cerdas de los 3 grupos aparecen
en latabla 26. En eliase puede observar que las 4 primeras muestras de suero procedentes de las
cerdas de los grupo A y B, asi como todas las muestras procedentes de las cerdas del grupo C,
fueron negativas a la presencia de anticuerpos frente al VSRRP mediante la técnicade ELISA, con
la excepcion de la cerda mimero 12, perteneciente al grupo B, que fue positiva en los dias-3, +3 y
+6, con titulos de anticuerpos de 1:200, 1:400 y 1:200 respectivamente y de {as cerdas 11y 14 en
el dia 6 post-inseminacién, ambas con un titulo de anticuerpos <1:200. Por el contrario, las
muestras de suero obtenidas de todas las cerdas de los grupos A y B en los dias 15y 20 p.i. fueron

positivas con titulos que oscilaron entre 1:200 y >1:1600.
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Resultados

Tabla 26: Resultados de los estudios serolégicos llevados a cabo en las cerdas de los grupos A, B
y C alolargo del periodo de estudio.

N°dela Grupo Dia de obtencién de la muestra
cerda DA D-3 D3 D6 D15 D20
1 A - - - - + +
(1:800) (=1:1600)
2 A - - - - + +
(1:800) {1:800)
3 A - - - - + +
(1:400) {1:400)
4 A - - - - + +
(1:800) (=1:1600)
5 A - - - - + +
(1:800) (=1:1600}
6 A - - - - + +
(=1:1600) (=1:1600)
7 A - - - - + +
(=1:1600)  (=1:1600)
8 B - - - - + +
(<1:200)  (<1:200)
9 B - - - - + +
(=1:1600) (1:300)
10 B - - - - + +
(1:200) (1:200)
11 B - - - + + +
(<1:200) (1:200) {<1:200)
12 B - + + + + +
{1:200} (1:400) (1:200) (=1:1600)  (1:1600)
13 B - - - - + 4
(1:800) (1:800)
14 B - - - + + +
(<1:200) (1:200) (1:200)
15 C - - - - - .
16 C - - - - - -
17 C - - - - - -
18 C - - - - - -
19 C - - - - - -
20 C - - - - - -
21 C - - - - - -

DA: Dia de la adquisicion de los animales.
Los titulos obtenidos utilizando la técnica de ELISA figuran entre paréntesis debajo del +.
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Resultados

4.3.3. Efecto de la exposicién al VSRRP por la via intrauterina sobre la
reproduccion

La tabla 27 muestra el nimero de cuerpos luteos, el nimero de embriones, vivos y
muertos, y la relacién embriones:cuerpos luteos, ademds del nimero de embriones infectados, de
cada una de las cerdas de los grupos A, B y C. Latabla 28 muestra los valores medios obtenidos
en cada uno de los grupos. En el grupo A hubo 1 cerda (mimero 7) y en el grupo B 2 (ndmeros 10
y 13) que no estaban gestantes en el dia 20 después de la inseminacién artificial, aunque
presentaban corpora albicans y foliculos en desarrollo en los ovarios, lo cual indica que
presentaban actividad ovdrica e iban a volver a salir a celo. Todas las cerdas del grupo C estaban
gestantes en ¢l momento del sacrificio. Estas diferencias en el porcentaje cerdas gestantes no fue
estadisticamente significativo y los valores obtenidos se puede considerar que estdn dentro de lo
normal en cerdas nuliparas. Como se puede observar en la tabla 27, hubo marcadas diferencias en
el nimero de cuerpos luteos, el nimero de embriones y la relacién embriones:cuerpos luteos
encontrados en cada una de las cerdas, estudiadas de forma individual. Sin embargo, estudiados
en su conjunto, el nimero total de cuerpos luteos, el niimero total de embriones y 1a relacién
embriones:cuerpos luteos fue similar para los tres grupos {tabla 28). Por el contrario, el niimero de
embriones muertos fue bastante superior en las cerdas de los grupos A y B, comparado con el
obtenido en el grupo grupo C, ya que los dos primeros grupos presentaron un nimero de
embriones muertos 2 y 4 veces respectivamente superior al nimero de embriones muertos en las
cerdas del grupo C. El estudio estadistico llevado a cabo demostrd que existian diferencias
estadisticamente significativas en este pardmetro entre las cerdas de los grupos B y C (p<0,001) y
entre las cerdas de los grupos A y B (p<0,001).

En el porcentaje de camadasy embriones infectados también se observaron diferencias
importantes, ya que en el grupo A 5 de las 6 camadas estaban infectadas, con un porcentaje medio
de embriones infectados del 7,6%, mientras que en el grupo B sélo 1 de las 5 camadas lo estaba,
con un porcentaje medio de embriones infectados del 1,3%. Sin embargo, estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas. No fue posible aislar el VSRRP de ninguno de los
embriones procedentes de las cerdas del grupo C. Los embriones infectados en las cerdas del
grupo A fueron Jos embriones que ocupaban las posiciones tercera del cuerno uterino derecho de
lacerda |, sexta del cuerno uterinoizquierdo y segunda del cuerno uterino derecho de la cerda 2,
segunda y octava del cuerno uterino izquierdo de 1z cerda 3, séptima del cuerno uterino derecho de
la cerda 4 y sexta del cuerno uterino izquierdo de la cerda 6. Los titulos viricos obtenidos en
cultivos de MAP para cada uno de estos embriones fueron los siguientes: log 3,50, log 2,50, log
2,20, log 2,41, log 2,50, log 2,41 y log 3,50 DisoCT/g de tejido respectivamente.
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Tabla 27: Nimero de cuerpos Juteos, embriones y embriones infectados por el VSRRP obtenidos tras la inseminacién de cerdas seronegativas y
preinmunizadas con semen contaminado con ¢l VSRRP.

N dela  Grupo Cucrno ulerino izquicrdo Cuerno uterino derecho Total

corda Lo NEN. NEVD O NDBEM NEML Clo NEVD NEVE NENM NLEMIL CL. NEV. NEVIL NEM NEML RCL:E
| A 14 ] 0 30 10 I 0 2 1 24 2 0 5 1 0,29
2 A 6 1 0 O 1 ) i 1 0 15 iz 2 ] 0 0,87
3 A E) ] 1 3 i 16 9 0 2 0 26 17 1 5 i 0.85
4 A 13 H 0 0 0 9 8 0 3 { 22 19 0 3 l 1
5 A Q 9 §] 0 0 8 7 ( ] 0 17 16 0 0 0 0,94
6 A 12 6 1 ] Y 5 5 0 0 0 17 1 i 1 0 0.71
7 A o™ 0 0 0 0 1* Y 0 0 0 B 0 0 0 0 0
8 B 10 4 0 5 0 8 5 O 4 0 18 9 0 9 0 1
9 B 9 0 0 9 0 6 0 0 5 0 15 0 0 14 0 0,93
10 B 25 0 0 0 Q0 32 0 0 0 0 59 0 0 0 0 0
1 B 11 10 0 0 0 9 10 0 0 0 20 20 0 0 0 1
12 B 15 4 1 0 0 9 4 0 2 0 24 8 1 2 0 0,42
13 B 12% 0 0 0 0 13% 0 0 0 0 25% 0 0 0 0 0
14 B 4 3 0 4 0 i2 4 0 3 0 16 7 0 7 0 0,88
13 C 12 8 0 2 0 14 12 0 ! 0 26 20 0 3 0 0,88
16 C 10 8 0 0 0 5 7 0 0 0 15 15 0 0 0 [
17 C 15 9 4 0 4 11 - 0 0 0 29 20 0 4 0 0,83
18 C 4 0 0 12 5 0 0 0 16 9 0 0 0 0,56
19 C 6 0 0 _ 12 1 0 0 0 20 Y7 0 0 0 0,85
20 C 10 1 0 1 0 10 4 0 0 0 20 5 0 . i 0 0,30
21 C 9 9 0 1 0 9 6 0 2 Q 18 15 0 3 0 1

C.L.: atmero de cuerpos futeos; NLE. V.. ndmero de embriones vivos; NLE. V.1 mimero de embriones vivos infectados; N.E.M.: atdmero deembriones muertos; N.EM.L: nimero
decmbriones muertos infectados; R.C.L.:E.: relacidn cuerpos luicos:embriones.
Las cifras delas columnas C.L. que van acompafadasdc * son corporaalbicans.



Resultados

El dnico embridn infectado en las cerdas del grupo B fue el que ocupaba la posicidn
primera del cuerno uterino izquierdo de la cerda 12 que presenté un titulo virico en cultivos de
MAP de log 3 DIsqCT/g de tejido. Todas las muestras de liquidos atlantoideos estudiadas fueron
negativas al aislamiento del VSRRP en cultivos de MAP.

Tabla 28: Valores medios del nimero de cuerpos luteos, embriones, vivos y muertos y embriones
infectados en las- cerdas pertenecientes a los grupos A, B y C a los 20 dias de a
inseminacién artificial con semen contaminado con el VSRRP.

Grupo A Grupo B Grupo C
N de cerdas prefiadas 6 5 7
N° cerdas vacias | 2 0
N° camadas infectadas 5 1 0
Porcentaje de camadas infectadas 833 20 0
N° de cuerpos luteos (rango) 120 (15-26) 93 (16-24) 144 (15-29)
N? total de embriones (rango) 92 (7-22) 76 (10-20) 112 (6-24)
N°® de embriones/N® de cuerpos luteos 0,77 082 0,78
N® de embriones vivos (%) 77 (83,7) 44 (57,9) 101 (90,2)
N° de embriones vivos infectados (%) 4(5,2) 1(2.3) 0(0)
N° de embriones muertos (%) 15(16,3) 32(42,1) 11 (9.8)
N° de embriones muertos infectados (%) 3(20) 0 WX {Y)]
Porcentaje de embriones infectados 7.6 1,3 0

4.3.4. Deteccion del VSRRP en las distintas muestras recogidas

Los resultados de los intentos de aislamiento virico en las muestras de suero y en los
hisopos nasales obtenidos a lo largo del periodo de estudio figuran en la tabla 29. En ella se puede
apreciar que todas las muestras recogidas en los distintos grupos en el dia -3 fueron negativas al
VSRRP. Por el contrario, en los dias 3 y 6 la mayorfa delas muestras procedentes de las cerdas de
los grupos A y B fueron positivas, con titulos viricos que oscilaron entre <log 2 DlsoCT/mLy log
5,5 DIsoCT/mL. En el dia 15 sélo 3 de las cerdas estudiadas fueron positivas, mientras que en el
momento del sacrificio todas las cerdas del grupo B fueron negativas y sélo una cerda del grupo A
permanecia positiva, con un titulo virico de log 4,40 DI5¢CT/ml.. En cuanto a los hisopos nasales,
sélo una de las muestras, obtenidaen el dfa 6 de la cerda 13 del grupo B, fue positivaal VSRRP
en cultivos de MAP, con un titulo <log 2 DI5¢CT/mL. Todas las muestras procedentes de las -

cerdas del grupo C fueron negativas.
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Resultados

En la tabla30 se resumen los resultados del aislamiento del VSRRP en cultivos de MAP a
partir de los drganos recogidos en la necropsia, con la excepcidn de los embriones, cuyos
resultados ya han sido expuestos. El VSRRP se pudo aislar de todas las amigdalas, de 6 de los
pulmones, de 4 de los ganglios linfaticosinguinales superficialesy de 5 de los ganglios linfaticos
submandibulares de las cerdas del grupo A. En las muestras procedentes de las cerdas del grupo B
fue posible aislar el VSRRP de 5 de las amigdalas, de 5 de los pulmones, de 5 de los ganglios
linfaticos inguinales superficiales y de 6 de los ganglios linfaticos submandibulares. Todas las

muestras procedentes de las cerdas del grupo C fueron negativas.

En los érganos procedentes del aparato reproductor y en los ganglios linféticos que lo
drenan fue posible el aislamiento del VSRRP a partir de 3 de los ovarios de las cerdas del grupo A
(ovario derecho de la cerda 5 y ovarios izquierdo y derecho de la cerda 7), asi como de la muestra
de ttero procedente de la cerda 7, mientras que en el grupo B todas las muestras de ovarios y
titeros estudiadas fueron negativas. De los ganglios linféticos uterinos fue posible aislar el VSRRP
enlascerdas 1, 3 y 5del grupo Ay 8, 12y 14 del grupo B. Todas las muestras procedentes de las
cerdas del grupo C fueron negativas.

Los titulos viricos obtenidos en las muestras del aparato reproductor fueron en general
bajos, oscilando entre < log 2 y log 3,8 DI5oCT/g de tejido.
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Resultados

Tabla 29: Resultados del aislamiento del VSRRP a J)artir de las muestras de suero y de los hisopos
nasales obtenidos a lo largo del periodo de estudio de las cerdas de los grupos A, By C.

Cerda Grupo Muestras de sucro Muestras de hisopos nasales
D-3 D3 D6 DI1s D20 D-3 D3 Da D15 D20
1 A - + - - - - - - - -
5
2 A - + - - - - - - - -
(4,32)
3 A - + + + - - - - - -
(4.32) (271 (3,40)
4 A - + + - - - - - - -
(5.5} 2}
5 A - + - - - - - - - -
(4,57)
6 A - + + - - . - - - -
(441 (2
7 B - - + + + - ~ - - -
Gy 375 (440
2 B - - + - - - - - - -
(3,66)
9 B - + + - - - - - - -
(4.80; (3.60) '
10 B - + + - - - - - - -
(4) (2)
11 B . + + - - - - - - -
4 (<2)
12 B - + + - - - - - - -
(3.66) (D
13 B - + + - - - - + - -
(538) (5 (<2)
14 B - + + + - - - - - -
(4.80y (457 (3.57)
15 c - - - - - - - - - -
16 C - - - - - - - - - -
17 C - - - - - - - - - -
18 C - - - - - - . _ } .
19 C - - - - - - - - - -
20 C - - - - - . . . . B
21 C - - - - - - - - - -

Los itulos viricos estidn calculados como DisgCT/mL ¥ estdn expresados en la forma de log X, siendo X ¢l mimero
quc aparece entre paréniests.
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Resultados

Tabla 30: Resultados del aislamientodel VSRRP en cultivos de MAP a partir de las muestras de
distintos 6rganos recogidos en la necropsia de las cerdas de los grupos A, By C.

Cerda Grupo Organos del aparato reproductor Otros 6rganos
Ov.l. OvD. Utero GLUI GLUD. Amig. Pulmdén GUL.ISI G.LS.I
1 A - - - + 1] + + + -
2 (<2) 2.5 (<2)
2 A - - - - 1] + + - +
(2,66)  (3,74) (2)
3 A - - - + - + + + +
(<2) (3.89) (333 3 (3,66)
4 A - - - - - + + + +
(3,57) (<2) (2) (3,55
5 A - + - - + + - + L+
(3.80) (3.59) 3.59) (2.89) {2.40)
6 A - - - - 2 + + - +
240y (2.61) )
7 A + + + %] 1] + - - -
(3.66) (3400 (O (4,40)
8 B - - - - + + + + +
") (2.80) (2,66} (<2) (2.80)
9 B - - - o 14 + + - +
(2,80 (<) {3.80)
10 B - - - ) & - + + +
(2,59 (4.28) (3.66)
11 B - - - - ) + - - -
(<2)
12 B - - - + + + + + +
(3.66) (2,57) (380 (3.7 4 C))
13 B - - - 9] @ + - + +
(2,66) (3.49) (4,49}
14 B - - - + + - + + +
{2,59) 3,41 (3.7H {2.57 3,40
15 C - - - - - - - - -
16 C - - - - - - - - -
17 C - - - - - - - - -
18 C - - - - - - - - -
19 C - - - - - - - - -
20 C - - - - - - - - -
21 C - - - - - - - - -

Ov.1.: ovano izquierdo; Ov.D.: ovanio derecho; G.L.U.L: ganglio linfatico werino izquierdo; G.L.U.D.: ganglio
linfatico uterino derecho; Amig.: amigdala; G.L.1.8.1.: ganglio linfdtico inguinal superficial izquierdo; G.L.S.1.;
ganglio linfdtico submandibular izquierdo.

Los titulos viricos estin calculados como DIsoCT/g de tejido y estdn expresados en la forma de log X, siendo X el
numero que aparece enire paréntesis.
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Resultados

4.4. Estudio del efecto de la exposicion de cerdas nulfparas al VSRRP en el dia
0 de gestacion: sintomatologia asociada a la infeccidn, efecto sobre las tasas de
concepcién y fertilizacién, efecto sobre el desarrollo embrionario y
susceptibilidad de los embriones a la infeccion por el virus (objetivos B.1, B.2,
B3 y B.4)

4.4.1. Signos clinicos

Ninguna de las cerdas de este estudio mostré ningtin sintoma respiratorio. Sin embargo,
algunas de las cerdas de los grupos A y C (cerdas inoculadas con el VSRRP) mostraron anorexia
o inapetenciadurante 2 ¢ 3 dfas. Asi, en el grupo A, lacerda nimero 1 presenté anorexiaen los
dias 2y 6 p.i. y inapetencia en el dia 4, la cerda 2 mostré anorexia en el dia3 e inapetenciaen los
dias7 y 8 p.i., lacerda 3 no comié en el dia2 p.i. y la cerda4 estuvo inapetenteen el dia 3 p.1..
En el grupo C, lacerda 14 mostré anorexiaen los dias 2, 3 y 7 e inapetencia en los dias 4, 5, 6,
8,9y 10 p.i., lacerda 16 estuvo inapetenteen los dias 2 y 3 p.i. ylacerda 17 enlosdias 2,3y 5
p.1. y la cerda 18 presentd anorexia en el dia 6 e inapetenciaen el dia3 p.i.. Por el contrario las
cerdas de los grupos B y D (cerdas testigos) permanecieron normales durante todo el

experimento.

Las temperaturas rectales de todas las cerdas durante el periodo de estudio se muestran en
la tabla31. Las cerdas pertenecientes al grupo A experimentaron un aumento de temperatura tras
ia inoculacién con el VSRRP que empez6 en algunos de los animales en el dia 1 p.i. y durd, en
ocasiones, hasta el dia 8. [as temperaturas alcanzadas oscilaron entre los 39,93°C y los 41,67°C.
En el grupo C también se observé un aumento en las temperaturas rectales, fundamentalmente
entre los dias 2 y 6 p.i., siendo la temperatura més alta alcanzada de 40,98°C. Enlos grupos B y
D las temperaturas rectales permanecieron dentro del rango de la normalidad durante todo ¢l

experimento.
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Tabla31: Temperaturas rectales de tas cerdas de los grupos A, B, Cy D alo largo det experimento.

Cerda Grupo

Dia post-inoculacién

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D& Do D16 D11 D12 D13 Di4 D15 Dlrt‘) D17 DI8

1 A 3823 41,67 3836 3903 3993 4059 3933 3020 3763 385] - - - - - - -

2 A 40,04 3047 38RB9 3043 4028 3907 3947 4029 3824 383] - - - - - - -

3 A 3907 39,05 3651 3840 3036 3904 3785 3763 3837 3RA2 - - - - - - - -

4 A 4046 38,67 4042 2947 3996 3952 3975 4005 3945 3917 - - - - - - - -

5 A 3888 3891 4015 3957 4053 3931 3943 3918 3872 3802 - - - - - - - -

6 A 3843 4099 3846 3856 3953 3921 3925 3973 3851 35936 - - - - - - - -

7 B 3848 3797 3783 3825 3842 38,17 3835 3857 38123 3872 - - - - - - - -

B B 3834 39,18 3886 3876 3909 3871 3882 3882 3865 4020 - - - - - - - -

9 B 3864 3K72 3869 3868 3880 3886 3886 3905 3871 3859 - - - - - - - -
10 B 38,16 38,72 3851 38406 3849 3872 3849 3848 3825 3853 - - - - - - - -

11 B 37,70 3870 38,12 3818 3829 38K83 38,54 3897 3R08 3809 - - - - - - - -
12 B 37,85 33,45 3892 3842 13879 3803 3856 3867 3874 3874 - - - - - - - -
13 C 39,07 38,51 40,10 3807 3931 3808 3895 3893 3947 40,08 4054 3813 3689 3846 3897 3836 3731 3795
14 C 39,15 4045 4049 3946 4064 39,15 3972 3905 4003 3912 3922 39724 3848 39,16 3925 3837 3663 37,93
15 C 3886 3894 3956 3856 40,07 3935 3929 3872 32003 3879 3877 3831 3868 3903 3856 3885 3846 387]
16 C 39,07 3975 3900 38534 3951 398 39,16 3884 3841 3832 3838 3811 3874 3871 3901 388% 3741 3817
17 C 3877 3875 3986 3962 3986 3975 3939 3923 38,72 3734 3733 3702 3625 3842 3920 3835 3679 3876
18 < 3849 38771 40,24 40,23 4098 39,54 3943 3846 3842 3945 3946 3907 3854 3921 3910 3829 3760 3810
19 D 37,73 3831 3853 3819 3R58 3886 3855 3872 3805 3868 - - - - - - - -
20 D 38,89 3807 3889 3862 38951 3820 3810 3823 3823 3811 - - - - - - - -
21 D 37,99 3767 3869 3810 3BRY 39,15 3890 3869 3886 3889 - - - - - - - -
22 D 38,55 3843 3877 3858 3869 3871 38,58 3872 3824 38R7 - - - - - - - -
23 D 37,22 388! 3833 3812 3893 32900 3880 3897 3893 3888 - - - - - - - -
24 D 3741 38,69 39,11 3840 3878 3873 3856 3828 3846 3863 - - - - - - - -
25 D 3886 3795 3830 3837 3852 3877 3850 3867 3804 3862 - - - - - - - -




Resultados

4.4.2. Serologia

Todas las muestras de suero obtenidas antes de la inoculacidn con el VSRRP fueron
negativas a la presencia de anticuerpos frente al VSRRP por 1a técnica de ELISA. También lo
fueron las muestras obtenidas en los dias 3 y 6 p.i., con la excepcidn de las procedentes de las
cerdas 1 del grupo A y 10y 12 del grupo C en el dia 6. A partir del dia 10 en las cerdas del grupo
A y del dia 15 en las cerdas del grupo C la mayoria de las muestras son positivas, con titulos de
anticuerpos que oscilaron entre 1:200 y =1:1600. Las dnicas excepciones fueron la muestra de la
cerda 4 del grupo A en el dia 10 y de las muestras de las cerdas 7 y 8 en los dias 15y 20. Todas
las cerdas de los grupes B y D permanecieron seronegativas durante todo ¢l experimento. Los
resultados se muestran en las tablas 32 y 33. El estudio serolégico llevado a cabo en las
soluciones de lavado empleadas para arrastrar los embriones fuera de los cuernos uterinos en las
cerdas de los grupos A y B demostré que todos ellos eran negativos, con la excepeidn de la

soluci6n de lavado recogida de la cerda 1 del grupo A que presentaba un titulo de 1:200.
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Resultados

Tabla 32: Presencia de anticuerpos frente al VSRRP en los sueros obtenidos de las cerdas de los
srupos A y B durante ¢l periodo de estudio.

Cerda Grupo Dia de obtencién de la muestra
DA D-3 D3 D6 D10

1 A - - - + (1:200) + (1:800)
2 A . - - + (1:400)
3 A - - - - + (1:200)
4 A - -
5 A - - - - + (1:200)
6 A - - - + (1:200)
7 B - - - -
8 B - - - - -
9 B - - - - -
10 B - -
Il B - - - - -
12 B - - - - -

DA: dia Jela adquisicidn de los animales.

Tabla33: Presencia de anticuerpos frente al VSRRP en los sueros obtenidos de las cerdas de los
grupos C y D durante el periodo de estudio.

Cerda Grupo Dia de obtencién de la muestra

DA D-3 D3 D6 D15 D20

- - - + (2116000 + (1:800)
- +(12200) <+ (=1:1600)  + (21:1600)
- - - - + (1:200) + (1:200)

- - - +(1:200)  +(z1:1600)  + (21:1600)
19

20

21

o)
23
24
25

Do oo oouUuUnnnononn

DA: dia dela adquisicion de los animales.
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Resultados

4.4.3. Efecto de la exposicién al VSRRP por las vias intranasal e intravenosa en
el momento de la cubricién sobre la reproduccién

Las tablas 34 y 35 muestran el nimero de cuerpos luteos, el niimerc de embriones, tanto
vivos como muertos, 1a relacién embriones:cuerpos luteos y el nimero de embriones infectados de
cada una de las cerdas de los grupos Ay B y C y D respectivamente. La tabla 36 muestra los
valores medios de cada uno de los parametros anteriormente citados en cada uno de los grupos. En
fos grupos A y C 5 de las 6 cerdas que los componian estaban gestantes en el momento del
sacrificio, en el dia 10 p.i., mientras que en los grupos de las cerdas testigos, s6lo 3 de las 6 cerdas
del grupo B y todas las cerdas del grupo D lo estaban. Sin embargo, 1a presencia de cuerpos luteos
en los ovarios de las cerdas vacias de los grupos A y B y de corpora albicans y foliculos en
desarroflo en las de los grupos C y D indican que las cerdas habian ovulado y, en el caso de los
dos dltimos grupos, iban a volver a salir a celo en la fecha prevista. Aunque considerando grupo
por grupo la tasa de concepcidn de las cerdas del grupo B fue menor que la del resto de los grupos,
si se consideran en conjunto los grupos de las cerdas infectadas y los grupos de las cerdas testigos
“las tasas de councepcién en ambos grupos (83,3% y 75% respectivamente) no presentaron

diferencias significativas.

Aunque existieron marcadas diferencias individuales en el nimero de cuerpos luteos
presentes en los ovarios, el ndmero de embriones y la relacién embriones:cuerpos luteos entre las
cerdas de todos los grupos en estudio (tablas 34 y 35), los valores medios de los tres pardmetros
fueron similares en todos los grupos (tabla 36}, sin que existieran diferencias estadisticamente
significativas entre ellos. Sin embargo, hay que destacar que el nitmero de embriones recuperados
de las cerdas sacrificadas en el dia 10 p.i. (grupos A y B) fue menor del que cabria esperar en

funcién del ndmero de cuerpos luteos presentes en los ovarios (tabla34).

El anélisis del nimero de embriones muertos o degenerando considerando los valores
medios obtenidos en las cerdas inoculadas con el VSRRP y en las cerdas testigos demostrd que las
diferencias entre ambos grupos eran estadisticamente significativas {(p<0,01). Sin embargo si se
valoran por separado los datos obtenidos de las cerdas sacrificadas en el dia 10 y los obtenidos de
las cerdas sacrificadas en el dia 20 p.i. hay que destacar que, mientrasen el dia 20 p.i. el mimero
de embriones muertos en el grupo C es 3 veces mayor que en el grupo D, siendo la diferencia
estadisticamente significativa (p<0,001), en el dia 10 p.i. ocurre los contrario, es decir, aparece un
nimero mayor de embriones degenerados en el grupo B, siendo esta diferencia también
estadisticamente significativa (p<0,05), aunque de menor magnitud que la existente entre las cerdas
de los grupos Cy D.
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Si se tiene en cuenta ¢l nimero de camadas infectadas cabe destacar que, mientras que no
fue posible detectar ningiin embrién infectado en ninguna de las camadas de las cerdas del grupo
A, 3 delas 5 camadas procedentes de tas cerdas del grupo C estaban infectadas, con un porcentaje
medio de embriones infectados del 16%.

Los embriones de las cerdas del grupo C de los cuales fue posible aislar el VSRRP,
alcanzando el titulo virico, expresado en Dl5oCT/ g de tejido, que figura a su lado entre paréntesis,
fueron los embriones que ocupaban las posiciones quinta (log 2.32), sexta (log 2.5), novena (log
2.5) y décimo primera {log 2,5} del cuerno uterino izquierdo y cuarta (log 2) y octava (log 2,66)
del cuerno uterino derecho de la cerda 15, el embrién que ocupaba la posicién quinta en el cuerno
uterine izquierdo de la cerda 17 (log 3.5) y los embriones que ocupaban las posiciones décimo
sexta del cuerno uterino izquierdo (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}, décimo tercera (log 2,41), vigésimo
segunda (log 3,5) y vigésimo tercera (log 2,5) del cuerno uterino derecho de la cerda 18. Ninguno
de los liquidos atlantoideos estudiados fue positivo a la presencia de! VSRRP con la tnica
excepc.on del correspondiente al embrién que ocupaba la posicién sexta en el cuerno uterino
izquierdo de la cerda 18, con un titulo virico de tan solo log 1,5 DI5oCT/ mL. No fue posible aislar
el VSRRP de ninguno de los embriones de las cerdas del grupo D, como tampoco de las muestras

de liquidos atlantoideos de los embriones de estas cerdas.
En los embriones de las cerdas del grupo A no fue posible aislar el VSRRP, sin que fuera

tampoco posible encontrario en ninguno de las soluciones de lavado utilizadas para arrastrar los

embriones fuera de los cuernos uterinos.
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Tabla 34: Ndmero de cuerpos luteos y de embriones, tanfo vivos como muertos, encontrados en la necropsia, a los 10 dias p.i., de las cerdas de los
grupos Ay B, asi como la relacion embriones:cuerpos [uteos.

Nedela  Grupo Cuerno uterino izquictdo Cuctno ulerino derecho Total _
cerda N.CL. N°Emb, vivos N“Emb, mucrtos N.C.L. N°Emb. vivos N”Emb. muctlos N.C.L. N°Emb. vivos N°Emb. mucrtos R.Emb:CL

1 A 5 0 0 _ 16 0 0 15 0 0 0

2 A 10 2 0 9 3 3 19 5 3 0,42

3 A 17 15 * 2 12 i 39 27 1 a2

4 A 7 9 ¢ 10 7 0 17 16 0 0,94

5 A 17 5 3 17 14 3% 34 19 6 * ' 0,74

6 A 5 0 ! 4 0 3 9 0 4 044

7 B 12 5 3 9 7 0 2] 12 3 0,71

8 B 15 8 0 21 4 5 36 12 5 0,47

9 B 20 0 0 R ] Q0 Rhs 1) 4 QO

10 B i 0 0 |4 0 0 25 0 0 0

1t B 8 0 0 4 ¢ 0 12 0 0 0

12 B 15 6 11 11 8 ! 26 14 12 1

N.C.L.: nimero de cucrpos [uteos; N* Emb. vivos: nimero deembriones vivos: N® Emb. muertos: ntimero de embriones muertos; R.Emb:CL: relacién embriones / cucrpos
lutcos.

*1 En los lavados de estos cuernos uterinos aparccicron restos de embriones, bien sea restos de membranas o eélulas sucltas, sin que fuera posible determinar el nimero exacto
deembriones a los que correspondian.



Tabla 35: Ndmero de cuerpos luteos y embriones. tanto vivos como muertos. asi como el nimero de embriones infectados por el VSRRP y ila
relacién embriones:cuerpos luteos encontrados en la necropsia, a los 20 dias p.i., de las cerdas dejlos grupos Cy D.

N°deja  Grupo Cuerno uterino izquicrdo Cucrno uterino derocho Total

cerda NCL  NEV. NEVI NEM. NIML NCL NEV, NEVI NEM NEMLIL NCL NEV, NEVIL NEM NEMIL RCIL:E
13 C 10 8 0 0 0 5 5 ] 2 0 15 13 0 2 0 1
4 C 10% 0 0 0 0 | 5% 0 0 0 0 25% 0 0 0 0 0
15 C 12 7 3 5 1 10 5 0 5 2 22 12 3 10 3 1
16 C 8 5 0 0 0 8 5 0 0 0 16 10 0 0 0 0,63
17 C 15 3 1 2 0 12 8 0 0 0 27 11 1 2 0 0,48
I8 C 23 7 1 9 0 19 11 4 12 4 42 18 5 21 4 0,93
19 D 12 8 0 2 0 14 12 0 1 0 26 20 0 3 0 0,88
20 D 10 8 0 0 0 5 7 ] 0 0 15 15 0 0 0 1
21 D 15 9 0 4 0 14 11 0] 0 0 29 20 0 4 0 083
22 D 4 4 0 0 0 12 5 0 0 0 16 9 0 0 0 6,56
23 D 8 6 0 0 0 12 11 0 0 0 20 17 0 0 0 0,85
24 D 0 1 0 1 0 10 4 0 0 0 20 5 0 1 0 0,30
25 D 9 9 0 1 0 9 6 0 2 0 18 15 0 3 0 1

N.C.L.: mimero de cuerpos Juteos; N.E.V.: nimero de embriones vivos:; N.E.V.I.: mimero de embriones vivos infectados: N.E.M.: ndmero de embriones muertos; N.E.M.1.:
nimero de embriones muertos infectados; R.C.L.:E.: relacion cuerpos luteos:embriones.
Las cifras de las columnas C.L. que van acompafadasde * son corporaalthicans.



Tabla 36: Valores medios del ndmero de cuerpos luteos, nlimero de embriones, tanto vivos como muertos, nimero de embriones infectados y la
relacién embriones:cuerpos luteos obtenidos en cada uno de los grupos en estudio.

Cerdas sacrificadas en ¢f dia 10

Cerdas sacrificadas en of dfa 20

Valores totes

Grupa A Grupo B Grupa C Grupo D Grupos AvC  GruposBy D
N de cerdas gestantes 5 3 5 7 10 Y]
N° de cerdas vacfas 1 3 I 0 2 3
N° de camadas infectadas 0 0 3 0 0
Porcentaje de camadas infectadas 0 0 60 0 30 0
N total de cuerpos Inteos (rango) 118 (939 83 (12-38) 122 (15-42) 144 (1529 240 {941 227 (12-38)
N total dc embriones (rango) 8i (4-28) 58 (15-26) 99 (10-39) 112 (6-24) 180 (4-39) 170 (6-26)
N® de cmbriones / N° de cuerpos futcos 0,09 0,70 0,81 0,78 1,75 0,75
N® de embriones normales (%) 67 (827} 3B (655) 64 (64.6) 101 (902 131 (72.8) 139 {R1.R)
N de embriones normales infectados (%) O (R (Y)] 9{1d O 9169 0 (M
N? de embriones mucttos o degenerando (%) 14 (173}  20(34,5) 35354 11 (9.8) 49 (272} 31 (18,2
N° de embriones muertos infectados O 0O 720 0 7(143) 0 (O
N° de embriones infectados / N total de embriones 0 0 0,16 0 0,09 0




Resultados

4.4.4. Deteccion del VSRRP en las distintas muestras recogidas de los animales
en estudio

Todas las muestras de suero recogidas antes de la exposicién al VSRRP fueron negativas al
aislamiento virico en cultivos de MAP. Sin embargo, la mayoria de las muestras recogidas en los
dias 3 y 6 en las cerdas de los grupos A y C fueron positivas, con titulos viricos que oscilaron
entre <log 1 y log 5,38 DIsoCT/mL. En el dia 10 sélo 3 de las 6 cerdas pertenecientes al grupo A
fueron positivas, con titulos viricos bajos y en los dias 15 y 20 la mayoria de las cerdas del grupo
C fueron negativas, exceptuando las cerdas 13 y 18 en el dfa 15. Todas las muestras procedentes
de las cerdas de los grupos B y D fueron negativas. Los resultados se muestran en las tablas37 y
38.

Todos los hisopos nasales recogidos en las cerdas de los grupos A y C antes de la
inoculacion con el VSRRP fueron negativos cuando se llevd a cabo el aislamiento del virus.
Después de la inoculacién con el virus sélo dos de los hisopos tomados en el dia 3 fueron positivos
en el aislamiento, con titutos viricos préximos a log 2 DIsoCT/mL.. Todas las muestras procedentes
de las cerdas de los grupos B y D tomadas a lo largo del experimento fueron negativas. Los

resultados se muestran en las tablas 37 y 38.

En los 6rganos procedentes del aparato reproductor el VSRRP fue aislado de 7 de los 12
ovarios de las cerdas del grupo Ay de | de los ovarios de las cerdas del grupo C, asi comode 2 de
los tteros de las cerdas del grupo- Ay 1 de los tteros de las cerdas del grupo C. Los titulos vincos
obtenidos en estas muestras fueron del orden de log 2 Dl5gCT/g de tejido o menores. De la misma
manera fue posible aislar el virus en 4 de los 5 ganglios uterinos recogidos en las cerdas del grupo
A'y de 3 de los 8 recogidos en las cerdas del grupo C, con titulos viricos similares a los obtenidos
en las muestras de ovarios y uteros. Todas las muestras procedentes de las cerdas de los grupos B

y D fueron negativas.

En el resto de los drganos recogidos en la necropsia, ¢l VSRRP se aislé de 5 de las 6
amigdalas procedentes de las cerdas del grupo A y de los 6 pulmones de las cerdas de este grupo.
Los titulos viricos obtenidos en las muestras positivas oscilaron entre log 2,5 y log 4,32 DIsoCT/g
de tejido. En el grupo C el VSRRP se aislé de 4 de las 6 amigdalas, de los 6 pulmones, de 4 de
los 5 ganglios inguinales superficiales y de los 6 ganglios submandibulares recogidos. En este
grupo los titulos viricos que presentaron las muestras positivas oscilaron entre titulos < log 2 y log
4.80 DisoCT/g de tejido. Todas las muestras procedentes de Ias cerdas de los grupos B y D fueron
negativas al intento de aislamiento del VSRRP. Los resultados se muestran en la tabla 39.
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Resultados

Tabla 37: Resultados del aislamiento del VSRRP a partir de las muestras de suero y los hisopos
nasales obtenidos de las cerdas de los grupos A y B alo largo del periodo de estudio.

N®dela Grupo - Muesiras de sucro Hisopos nasales

cenda D-3 D3 D6 D10 D-3 D3 D6 D10
1 A - +(2,30) + (4209 - - - - -
2 A - +{2.88) + 3,11 - - - - .-
3 A - +{2,50) + (<) + (<) - - - -
4 A - + (250 + (D + (<1} - - - -
5 A - +(3.23) +(1,32) - - - - -
6 A - + {270 + 241y +{275) - - - -
7 B - - - - - - - -
b3 B - - - - - - - -
9 B - - - - - - - -
10 B - - - - - - . -
1 B - - - - - - - -
12 B - - - - - - - -

D-3: dia 3 antes de la inoculacion con el VSRRP; D3, D6, D10: dias 3, 6 y 10 después de la inoculacién con el
VSRRP. Los titulos viricos estin calculados como DlsgCT/mL y estin expresados en la forma de log X, siendo X el
-nimero gue aparece enire paréntesis,

Tabla 38: Resultados del aislamiento del VSRRP a partir de 1as muestras de suero y de los hisopos
nasales obtenidos de las cerdas de los grupos C y D alo largo del periodo de estudio.

Ndela  Grupo Muestras de sucros Hisopos nasales

cerda D-3 D3 D6 pI5 D20 D-3 D3 D6 D15 D20
13 C - @48+ + ) . - - - - .
14 C -+ (480) . . - -+ (250 - - -
15 C -+ (47 - - - - +(2) - - -
16 C -+ (538 + (<D - - - - - - -
17 C - 4+(332) +(a57 - - - . - - -
18 C -4 (441 + (450) +4.5T) - - - - - -
19 D - - - - - - . - . X
20 D - - - - - - - - - -
2] D - - - - - - - - - -
22 D - - - - - - - - - -
23 D - - - - - - - - -
24 D - ; - . - - - : - -
25 D - . - - - - - - - -

D-3:dia 3 antes dela inoculacién con el VSRRP; D3, D6, D15, D2 dias 3, 6, 15 v 20 después dela inoculacion
con el VSRRP. Los titufos viricos estdn calculados como DlsCT/mL v estin expresados en la forma de log X,
siendo X e] ndmero que aparece entre paréniesis.
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Resultados

Tabla 39: Resultados del aislamiento del VSRRP en cultivos de MAP a partir de las muéstras de
distintos érganos recogidos en la necropsia de las cerdas de los grupos A, B, Cy D.

Cerda Grupo Organos del aparato reproductor Otros 6rganos
Ov.l. Ov.D. Utero GLU.I GLUD. Amig. Pulmén G.L.ISI G.LSIL
I A + + + 1 & + + & %
241y (270 (2 (332)  (432)
2 A - - - 2 + + + 1) 1%}
(2.58) (2,70 (3.32)
3 A + + . - % @ + + @ %]
(<2) (<2) 2,50y  (2,58)
4 A + - - + & + + %] 2
(<2} (2,50 (2,70 (2,70
5 A - - - - 7] + + %] )
2,50 3.1
6 A + + + + + - + %] &
(2,58) (2.41)y (2.4%9) (2,50) (2.5) (2.67)
7 B - - - - - - - %) &
8 B - - - - - - - 1G] 17
9 B - - - - - - - 2 @
10 B - - - - - - - @ %)
11 B - - - - - - & 3
12 B - - - - - - - % @
i3 C - - - 7] - + + + +
3) {3.59) (3.20) (3,49
14 C + - - & %) + + + +
(<23 (.57,  (4.50) {2) {2.57)
15 C - - - - - - + - +
(3,71) {2.50
6 C - - - %] - - + 1%} +
(4.15) 2
17 C - - - + + + + + +
{2.,66) (3,49 (3,89) (4.80) (3,50 (4,80)
1% C - - - + - + + + +
(<2} (2,66)  (2,74) (<2) )
19 D - - - - - - - - -
20 D - - - - - - - - -
21 D - - - - - - - - -
22 D - - - & - - - - -
23 D - - - - - - - - -
24 D - - - 7] @ - - - -
25 D - - - & - - - - -

Ov.L: ovario izquicrdo; Ov.D.: ovario derecho; G.L.U.L: tg;mg_zlio linfatico uterino izquierdo; G.L.U.ID.: ganglio linfatico
uterine derecho; Amig.: amigdala: G.L1.81.: ganglio linfitico inguinal superficial izquierdo; G.L..8.1.: ganglio linfitico
submandibular izquierdo: &: muestra no recogida. Los titulos viricos estdn calculados como DlsoCT.g de tejido y estén
expresados en la forma delog X, siendo X el nlimero queaparece entre paréntesis.
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4.5. Estudio del efecto de la exposicién de cerdas al VSRRP en los dias 7, 14 6
21 de gestacién: sintomatologia asociada a la infeccién, efecto sobre el
desarrollo embrionario y susceptibilidad de los embriones a la infeccién por el
virus (objetivos B.1, B.3 y B.4)

4.5.1. Signos clinicos

Lainoculacion de las cerdas de los grupos A, Cy Econ el VSRRP, enlos dias7, 14y 21
de gestacién respectivamente, no dio lugar a la aparicién de ningin sintoma respiratorio en
ninguno de los animales en estudio. Tampoco se observaron signos de anorexia o inapetenciacon
la excepcidn de las cerdas 9 y 13, ambas del grupo C que mostraron anorexiay decaimiento en el
dia 2 p.a.. Las cerdas de los grupos B, D y F permanecieron normales a todo lo largo del

experimento.

No se observaron aumentos en las temperaturas rectales de las cerdas pertenecientes a los
grupos A, Cy E, salvo en el caso de la cerda 22, perteneciente al grupe E, en el dia 1 y 3 p.i.,
con temperaturas de 39,8°C y la cerda 19, también del grupo E, que presenté temperaturas
febriles durante varios dias tras la inoculacién que oscilaron entre 39,7°C y 40,4°C. Las
temperaturas de las cerdas de los grupos A y B (cerdas inoculadas en el dia 7 de gestacidn y sus
testigos) se muestran en la tabla 40, las de los grupos C y D {cerdas inoculadas en el dia 14 de
gestacién y sus testigos) en latabla41 y las de los grupos E y F {cerdas inoculadas en el dia 21 de

gestacion y sus testigos) en la tabla42.
4.5.2. Serologia

Los estudios de anticuerpos llevados a cabo, utilizando tanto la técnica de IPMA como la
de ELISA, dieron como resultado que todas las muestras de suero de las cerdas de todos ios
grupos obtenidas antes de la inoculacién experimental con el VSRRP fueron negativas por ambas
técnicas. Después de la inoculacidn, todas las cerdas de los grupos A, C y E habian
seroconvertido en ¢l dia 21 p.i., presentando titulos de anticuerpos que oscilaron entre 1:100 y
1:800 por la técnicade IPMA y entre 1:200 y 1:800 por la técnicade ELISA. Previamente, en los
dias 5y 7 p.i., 3 de las cerdas del grupo E (20, 21 y 22) y una de las cerdas del grupo A (3)
fueron positivas, al menos por una de las dos técnicas empleadas, con titulos de anticuerpos que
oscilaron entre 1:50 y 1:1800 por la técnica de IPMA y entre 1:200 y 1:800 por la técnica de
ELISA. Sdlo existieron discrepancias en los resultados obtenidos con las dos técnicas en el caso
de las cerdas 20 y 21 en el dia 5 p.i. las cuales fueron positivas, con un titulo de anticuerpos de
1:200 por la técnica de IPMA y negativas por la técnicade ELISA y en el caso de las cerdas 3 y

181



Resultados

22 en el dia 7 p.i. y en lacerda 3 en el dia 5 p.i. que fueron positivas por la técnica de ELISA,
“con titulos de anticuerpos de entre 1:200 y 1:800 y negativas por la técnica de IPMA. Los

resuliados se muestran en latabla43.

Tabla 40: Temperaturas rectales de las cerdas de los grupos A y B desde el dia de la inseminacién
artificial hasta 21 dias después de la inoculacién con el VSRRP.

Dia Grupo A Grupo B

N™1 N*2 N3 N4 N®5 N6 N7 N

7 38,6 387 386 38,6 388 385 383 3188
-6 381 379 38,2 38,4 38,2 38,5 38,5 39,0
-5 387 387 38,5 37.8 385 385 38,2 38,6
-4 389 381 386 38,5 381 387 38,0 387
3 38,6 38,1 38,6 390 381 384 38,9 379
-2 38.5 3K.5 384 39.1 383 382 384 379
-1 38.1 382 38,6 38,5 37.6 384 385 38,6
0 388 388 388 38,6 387 374 380 379
| 381 38.3 38,5 38,4 38,3 388 388 382

2 383 384 388 384 37.8 382 38,2 38,0
3 39.1 39,2 392 389 393 38,8 38,0 38,1
4 381 390 393 382 391 37,9 37.8 379
5 387 39,0 Rg 3806 a7 374 38,2 38,6
6 387 38.6 389 38,4 385 383 3872 387
7 388 39,2 390 38,6 387 37.6 38.1 374
8 38,5 38.3 38,6 387 38,1 37.8 380 36,7
9 385 38.1 38.0 38,7 369 382 37.7 375
10 379 383 379 364 388 37.5 369 36,8
11 381 37.4 383 383 382 38,6 37.9 384
2 384 376 385 384 38,0 38,1 380 38,1
13 38,6 38.4 388 38,4 377 g2 378 38.1
14 38,5 383 385 38,1 39,2 387 36,1 379
15 38,6 384 383 38.5 38,8 37,5 37.0 38,1
16 38,6 387 38,6 383 378 37,0 37.6 38,1
17 384 38.5 384 38,2 380 384 38.3 384
18 38,4 38,1 383 381 379 383 38,0 379
19 38,3 38,0 38,6 385 38,1 39,0 38,6 338.6
20 379 38,1 384 382 383 388 380 379
21 379 383 380 378 380 388 38,0 379
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Tabla 41: Temperaturas rectales de las cerdas de los grupos C y D desde el dia de la inseminacién
artificial hasta 21 dias después de la inoculacién con el VSRRP.

Dia Grupo C Grupo D
N9 N°10 N°11 N°i2 Nel3 N°i4 N°i5 N°16 N°17
-14 386 38,6 388 387 38,3 388 39,0 38,8 390
-13 38,2 38,5 388 38,7 383 38,8 39.2 38.8 39.2
-12 383 383 379 38,5 38,6 379 388 389 38,9
-h 386 38,5 38,7 38,5 37.5 3872 38,0 382 38,0
-10 37.6 384 38,2 384 37,0 37,7 39.0 39,0 38,5
9 38,4 38,3 37.8 38,5 383 38,2 39,2 38,1 38,2
] 38,0 37,9 38,1 38,0 37,0 38,0 38,2 38,1 38,1
-7 38.1 381 38,6 386 38.1 38,5 38,1 37.8 36,8
5 383 380 38,6 38,0 38,2 382 38,9 388 38,7
-5 38,4 38,6 38,5 37.8 38,6 38,5 38,0 38.1 38,0
4 383 i85 38,5 38,1 38,1 379 378 382 388
-3 374 383 383 375 382 378 37,2 376 378
2 38,2 87 38,0 373 38,2 7.8 36,9 382 387
-1 38,0 38.0 38,4 38,2 38,4 383 383 38,0 38.6
0 38.2 383 38,0 379 385 38,1 37.5 382 386
i 378 38,8 38.0 383 38,2 38,1 384 38,1 378
2 375 38,5 37.0 37.5 37.4 372 38,0 378 38,0
3 38.9 382 38,9 363 389 37,2 37.8 36,5 37.5
4 3.6 376 39,0 38,0 38,3 36,7 383 379 376
5 382 38,5 39.0 38,0 39,0 38,1 382 38,1 37.8
6 379 38,2 388 379 383 38,0 383 382 38,1
7 38,6 38,7 39.1 385 383 38,7 378 371 374
8] 38.0 386 38.8 38.4 38.4 38,3 378 38,2 380
9 385 383 38,0 384 385 384 38,1 383 381
i0 378 387 384 383 39.0 38,4 38.6 38.5 384
i 381 384 38,5 380 39.0 38,1 37.6 374 381
12 38.5 38,1 38,9 377 378 37,7 38,2 38,6 38.0
13 377 386 38,6 38,5 37.8 38,0 383 38.2 37.5
14 382 379 386 36.5 37,6 378 383 382 37.5
15 374 384 38,6 369 38.1 36,6 38,3 38.2 37,5
16 38.4 382 38,7 383 38.2 383 382 38,2 3R.1
17 378 378 383 37,6 38.0 38,0 383 38,1 383
18 383 37,5 37.9 37.0 371 38,0 382 38,1 382
19 384 383 378 38,5 38,5 38,5 38,0 383 381
10 382 382 38,0 383 385 - 371 38,2 374 379
21 386 37,9 383 37,9 379 37,7 38,6 383 38,6
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Tabla 42: Temperaturas rectales de las cerdas de los grupos Ey F desde el dia de la inseminacion
artificial hasta 21 dias después de lainoculacién con el VSRRP.

Dia Grupo E Grupo F

N°I18 N°19 N°20 Ne2] N°22 N°23 N°24 N°25

221 38,0 38,9 38,6 38,4 38,4 388 38,6 384
-20 37,9 389 37,7 384 379 38,7 38,7 38,6
-19 378 386 38,5 37.6 38,7 38,9 38,6 38,5
-18 383 38,6 38,5 38,2 38,0 38,9 38,3 38,2
-17 37.8 38.6 38,7 377 38,5 38,8 38,7 385
-16 3872 38,6 388 383 388 39.1 38,0 38.1
<15 3RO 380 38.1 379 382 393 38,0 38,0
-14 38,1 387 383 3R,2 IR 383 38,0 38,1
-13 38.1 38,5 38,4 38.0 383 38,4 382 387
-12 38,5 38,5 38,5 37.4 371 38,4 37,8 37,9
-11 37.8 38,7 38,4 373 38,2 388 37.1 38,0
-1 38,0 38,5 37,7 36,8 36,0 38,0 37,8 36,7
-9 382 38,6 373 3872 36,4 376 38,2 380
-8 38,2 38,5 37,5 37,7 37,0 38,5 38,1 384
-7 38,1 388 39,2 377 38,2 38,6 37,1 385
-6 37.5 38.6 378 37.4 38.6 38.8 38,1 38,0
-5 376 38.5 380 376 386 383 378 385
-4 36,6 37.9 383 379 379 379 380 37.8
3 37.1 382 378 36,4 38.5 376 38,0 37.6
2 371 378 391 aR8 388 38.6 377 382
-1 37,5 382 387 37.9 38,8 38.8 3872 38,4
0 376 382 39,1 38,5 38,2 38R 37.7 3R3
1 37.8 40,0 3R89 38,1 39.8 39,1 373 378
2 37.6 385 387 38.5 38,7 392 37.9 378
3 3872 397 38.6 382 398 39,0 38,7 383
4 376 400 384 8.0 384 388 38,0 373
5 379 388 39,0 38,4 388 38,4 38,9 38,2
6 378 399 38,5 379 38,6 39,2 375 37,5
7 37.5 40,4 37,5 378 37.9 392 379 37.5
8 362 39,6 38.6 37,7 37,5 302 37.% 37.5
9 379 398 3R,7 383 38,4 3R.6 38,2 38,1
1¢} 37.4 398 378 383 38,0 38,8 383 378
11 372 395 3R,1 383 37,4 384 38,1 38,1
12 37.5 39,0 384 38,4 383 38,4 38,0 38,5
13 374 36,0 37,7 38,2 36,9 38,7 37.8 38,1
14 374 40,2 374 384 38,2 38,9 383 38,1
15 375 3013 37,2 38,0 373 380 373 37.5
16 377 392 378 383 382 38,6 37.9 376
17 379 38,7 37.9 383 3R,7 39.0 38,1 372
18 380 38,7 386 38,6 384 38,5 37,7 374
19 374 383 38,5 38,2 38,6 38,8 37.5 37,6
20 37.6 389 38,6 38,1 38,5 38,9 37,9 37,6
21 384 389 38,5 381 38,7 38,6 36,7 379
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Tabla 43: Resultados de los estudios de determinacién de anticuerpos frente al VSRRP por las
técnicas de IPMA y ELISA en las cerdas de todos los grupos a lo large del experimento.

N°dela Grupo DA D-3 ns D7 D21

cerda IPAMA ELISA IPMIA ELISA IPMA  ELISA IPMA  ELISA IPMA ELISA

1 A - - - - - - - - + +
(1:200)  (1:400)

2 A - - - - - - . - + +
(1:100) (1400

3 A - - - - - + - + + +
{ 1200y (LROOY  (L100) (1400

4 A - - - - - - - - + +
(1:4000)  (1:400)

5 5 - - - - - - - - + +
(1:4000  (1:800)

6 B - - - - - - - - - -

7 B - - - - - - - - - -

£ B - - - - - - - - - -
9 C - - - - - - - - + +
(1:400y  (1:200)

10 C - - - - - - - - + +
(1:100)  (1:400)

11 C - - - - - - - - + +
(1:200)  (1:400)

12 C - - - - - - - - + +
(1100 (L1200

13 C - - - - - - - v + +
{1100y (1:800)

14 C - - - - - - - - + +
(12000 (1:B00)

15 D - - - - - - - - - -
16 D - - - - - - - - - -
17 D - - - - - - - - - -
18 E - - - - - - - - + +
(1:800)  (1:4000

19 E - - - - - - - - + +
(1:400)  (1:400)

20 E - - - - + - + + + +
{1:200) {1B0OY (12000 (12000 (1:400)

21 E - - - - + - + + + +
{1:200) (1:50) (1200)  (1:200)  (1:200)

a2 E - - - - - - - + + +
(1200 (2:200) (1:400)

23 F - - - - - - - - - -
24 F - - - - - - - - - -
25 F - - - - - - - - - -

DA: dia dela adquisicion de tos animales; D-3: 3 dias antes de la inoculacion experimental con el VSRRP; D5, D7 v
D21 dias 5, 7y 21 después de la inoculacion experimental con el VSRRP.
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4.5.3. Efecto de la exposicién al VSRRP por la via intranasal en los dias 7, 14 6
21 de gestacién sobre la reproduccién

El nimero de cuerpos luteos, asi como el de embriones, tanto vivos y muertos como
infectados por el VSRRP, y la relacién embriones:cuerpos luteos obtenidos en cada una de las
cerdas en estudio figuran en la tabla 44. La tabla 45 muestra los valores medios de estos mismos
pardmetros en cada uno de los grupos de tratamiento. Aunque existieron grandes diferencias
individuales en ¢l ntimero de cuerpos luteos. y embriones y, por tanto, en la relacidn
embriones:cuerpos luteos (tabla 44), cuando se consideran en su conjunto estos valores se observa
que todos ellos fueron superiores en los grupos de cerdas inoculados con el VSRRP que en sus
testigos, con la excepcion de los grupos E y F donde los testigos (grupo F) tuvieron un mayor
niimero de embriones y una relacién embriones:cuerpos luteos también superior. Sin embargo, €l
estudio estadistico {levado a cabo demostrd que las diferencias no eran significativas. Cabe destacar
que la cerda niimero 19, pertenecienteal grupo E, aunque habia mostrado signos externos de celo,
no s6lo no estaba gestante en el momento del sacrificio, si no que ademds mostraba un infantilismo
genital. sin que existieran en los ovarios cuerpos luteos ni corporaalbicans. El estudio del mimero
de embriones muertos demostrd que su nimero, considerando los valores medios de todos los
animales, era aproximadamente el doble en los grupos de las cerdas inoculadas con el VSRRF que
en los grupos de las cerdas testigos (1,6 frente a 0,85 embriones muertos/cerda respectivamente).
Considerando cada uno de los grupos de cerdas inoculadas con el VSRRP frente a sus testigos este
fendémeno se repite en los animales inoculados en los dias 7 y 14 de gestacién pero no en los
inoculados en el dia 21, donde existe un mayor nimero de embriones muertos en las cerdas
testigos. Cuando se estudian los animales de forma individual se puede observar un porcentaje
mayor de embriones muertos en la cerda nimero 13, perteneciente al grupo C que tuvo 10
embriones muertos {Jo que representa un 52,6% de su camada) y la cerda niimero 9, también del
grupo C, la cual, aunque sélo tuvo 2 embriones muertos, éstos representan el 33,3% de su
camada. El estudio estadistico llevado a cabo reveld que estas diferencias no eran significativas.
Sélo 2 de las 1l camadas de las cerdas inoculadas con el VSRRP tenian al menos uno de sus
embriones infectados en el momento del sacrificio. Ambas camadas pertenecian al grupo C {cerdas
inoculadas con el VSRRP en el dia 14 de gestacién). Los embriones de los cuales se pudo aislar el
VSRRP en cultivos de MAP, confirmandose este resultado positivo por la prueba de RT-PCR
fueron el embridn que ocupaba la posicién cuarta del cuerno uterino izquierdo de la cerda nimero
10 y los embriones qhe ocupaban las posiciones 2°, 3° y 4° del cuerno uterino derecho de la cerda
niimero 13. Todos los liquidos atlantoideos estudiados fueron negativos con la excepcidn del
liquido atlantoideo del embridn que ocupaba la posicién cuarta del cuerno uterino derecho de la
cerda nitmero 13, el cual también fue positivo. Todos los embriones y los liquidos atlantoideos de .
las cerdas de los grupos B, D y E (cerdas testigos) fueron negativos al VSRRP.
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Tabla 44: Nimero de cuerpos luteos y embriones, tanto vivos como muertos, asi como el niimero de embriones infectados por el VSRRP y Ia
relacién embriones:cuerpos |uteos encontrados en la necropsia de todas las cerdas en estudio.

Nedcla  Grupo Cuerno uterino izquicrdo Cuerno uterine derecho Total
cerda NOCL NLEV, NEVIL NEAM NTALL NOCL NEV. NEVI NIEM  NIINLL NCI NEV., NEVIL NEN NLEMIL RE:CI.
1 A 13 10 0 0 0 8 8 0 1 0 21 18 0 1 0 0,90
2 A 12 11 0 ! 0 13 9 4 1 0 25 20 0 2 0 0.88
3 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 A 11 10 0 0 0 9 6 0 0 0 20 16 0 0 0 0,80
5 A 15 7 0 <1 0 10 7 0 i 0 25 14 0 2 0 0,64
6 B 5 0 0 0 0 9 0 0 0 0 14 0 0 0 0 0
7 B 5 9 0 0 0 12 B 0 0 0 17 17 0 0 0 |
8 B 12 2 0 4] 0 4 3 0 0 0 16 5 0 0 ] 0,31
9 C 11 I 0 ] 0 4 3 0 1 0 15 4 0 2 0 0,40
10 C 14 7 1 1 0 3 6 0 0 0 17 13 1 1 0 0,82
11 C 6 0 0 0 0 8 0 0 0 0 14 0 0 0 0 Q
12 C 8 3 0 0 0 13 4 0 0 0 21 7 0 0 0 - 033
13 C 9 3 0 6 0 10 6 3 4 0 19 9 3 10 0 1
14 C 10 8 0 0 0 8 9 0 0 0 18 17 t 0 0 0,94
15 D 8 6 0 0 0 7 3 0 1 0 15 9 0 1 0 0,66
16 D 9 4 0 0 0 5 5 0 0 ] 14 9 0 0 0 0,64
17 D 1 1 0 0 0 8 2 0 1 0 19 3 0 1 0 0,21
18 E t6 5 0 0 0 20 1 0 0 0 36 6 0 0 0 0,16
19 E 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 E 7 0 0 0 0 3 0 ] 0 0 10 0 0 0 0 0
21 E 11 4 0 0 0 4 3 ( 0 0 15 7 0 0 0 0,46
22 E 10 0 0 0 0 13 4] 0 4] 0 23 0 0 o] 0 0
23 F 7 0 0 0 0 9 0 0 0 0 16 0 0 0 0 0
24 F 6 3 0 2 0 I3 5 0 0 () 19 8 0 2 0 0,53
25 F 9 5 0 1 0 3 5 0 1 0 12 10 0 2 0 1

N.C.L.: nimcro de cuerpos ltteos; NLE.V.: nlmero deembriones vivos; N.E.V.1.: nmimero de embriones vivos infectados; N.E.M.: nimeso de embriones muertos; N.E.M.1.:
mimero de cmbriones muertos infectados; R.E.:C.L.: refacion embriones/cuerpos luteos.
Las ailras de jas columnas N.C.L. que van acompafiadasde * son corporaathicans.



Tabla 45: Valores medios del niimero de cuerpos luteos, nimero de embriones, vivos y muertos, niimero de embriones infectados y la relacidn

embriones:cuerpos luteos obtenidos en cada uno de los grupos en estudio.

Dia 7 de gestacion Dia 14 de gestacion Dia 21 de gestacion Valores totales

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E Grupo F Infectadas  Testigos
N* de cordus gestantes 4 2 5 3 2 2 1t 7
N de cerdas vacias i i 1 0 3 1 5 2
N° de camadas infectadas 4] ( 2 0 4] 0 2 0
Porcentaje de camadas infectadas 0 ( 40 0 0 0 18,20 0
N total de cuerpos luleos (rango) 91 (20-25) 33 (16-17) 90 (15-21) 48 (14-19) 51(15-36)  31(12-19) 232 (1536) 112 (12-19)
N? total de embriones (rango) T3 {16-22) 22(517) 63 (6-19 23 (4-1n 13¢(6-T) 22 {1012 149 (6-22 &7 (417
N® deembriones / N de cuerpos Jutcos 0,80 0,66 0,70 0.47 0,25 0,71 0,64 0,60
N°® de embriones normales (%) 68 (93.1) 22 (1XY 50(794) 21(91.3) 13 (100) 18 (81.8) 131 (87.9) 61 (%)
N° de embricnes normales infectados (7%) Q O 4 0 0 0 4 0
N©de embriones mucerios (7} 5(6,90) 0 13 (20.6) 2(87 0 4 (182 18 (12.1) 6 (9)
N de embrioncs mucrtos infectados 0 0 0 0 0 0 0 0
N° de embrioncs infectados / N° total de embriones it 0 0.00 Y 0 O 0,027 0




Resultados

4.5.4 Deteccién de VSRRP en las distintas muestras recogidas a lo largo del

estudio

Las muestras de suero tomadas en todos los animales antes de 1a inoculacidn experimental
con el VSRRP fueron negativas cuando se intentd el aislamiento del virus en cultivos de MAP. En
los dias 5y 7 p.i. la mayoria de los animales de los grupos A, C y E fueron positivos, al menos en
una de las extracciones, con la excepcién de las cerdas 1 y 4 del grupo A. Los titulos viricos
alcanzados oscilaron entre < log 2 y log 5,1 DI;oCT/mL. Las muestras de sangre tomadas en el
momento del sacrificio de los animales, en el dia 21 p.i., fueron todas negativas. Todas las
muestras de suero obtenidas de las cerdas testigos a lo largo del periodo de estudio fueron

negativas al VSRRP. Los resultados se muestran en la tabla 46.

Los hisopos, tanto nasales como de heces, tomados en los dias 1, 3, 5, 7y 9 p.1. fueron en
su mayoria negativos cuando se intentd el aislamiento virico en cultivos de MAP. Las tinicas
muestras que dieron resultados positivos, con titulos viricos que oscilaron entre < log 2 y log 3,64
DI53CT. mL., corresponden a la cerda 5 del grupo A, la cerda 14 del grupo C y las cerdas I8, 19y
20 del grupo E. Los resultados positivos, junto con el titulo virico que presentaron aparecenen la
tabla47. Los hisopos recogidos antes de la inoculacién con el VSRRP en las cerdas infectadas, asi
como todos los hisopos recogidos de las cerdas de los grupos testigos a lo largo del estudio fueron

neganvos.

Los intentos de aislar el VSRRP de muestras procedentes del aparato reproductor fueron en
su mayoria infructuosos ya que todas las muestras de itero estudiadas fueron negativas, de igual
forma que las de ovarios, con la Gnica excepcidn del ovario derecho de la cerda 13 gue dio un
resultado positivo en el intento de aislamiento virico en cultivo de MAP. Ademas, fueron positivos
algunos de los ganglios uterinos estudiados, procedentes de las cerdas 9, 10, 12y 13 del grupo C
y de las cerdas 18, 19 y 21 del grupo E. Las muestras de los pulmones y los ganglios linfdticos
submandibulares recogidas en la necropsia fueron también negativas en su mayoria. S6lo 4 de las
muestras de pulmén y 7 de los ganglios linfaticos submandibulares procedentes de las cerdas de las
grupos A, Cy E dieron resultados positivos, aunque con titulos muy bajos, ya que oscilaron entre
< log 2y log 2,7 DI5oCT/g de tejido. Todas las muestras obtenidas de las cerdas de los grupos B,
Dy F fueron negativas. Los resultados aparecen en la tabla 46.

Todos los resultados positivos en cultivos de MAP fueron confirmados por 1a técnica de
RT-PCR.

189



Resultados

Tabla 46: Resultados del aistamiento del VSRRP en las muestras recogidas de las cerdas de todos
los grupos en estudio, a lo largo del experimento.

N¢dela Grupo Suero Aparato reproductor Otros drganos
cerda A D5 D7 D21 Ol oD UT. GLUI GLUD. Pulmén G.L.S..
] A - - - - - - 1] %] 1] - -
2 A - + + - - - ) %) ) - -
(3.85) (<) (<2)
3 A - + + ~ %] @ O 1% 2 - -
(3.83) (<2)
4 A - - - - - - %] o 6] - -
5 A - + + - - - 1] 1] 1] - -
(4,36) (<2}
6 B - - - - - - %) 4] @ - -
7 B - - - - - - 1%} & @ - -
8 B - - - - - - %] 9 o - -
9 C - + + - - - - - + - +
(2.5 (334 (2,66}
10 C - + - - - - - (%] + - )
(3,409
1 C - + + - - - - %] 1] + -
(2,80 (2.80) (2,43)
12 C - + + - - - - + - - +
(3.38) (2.51) (<2)
13 C - + + - - + - - + 1] %)
3.90y ()
14 C - + - - - - o %] - + +
(3.15) <2 3y
15 D - - - - . - - - - . -
16 D - - - - - - 1] 1] o - -
17 b - - - - - - - - - - )
IR E - + + - - - - + + _ +
(3,58) (2,57 (2,71)
19 E - + + - - - - - + - }
240 @b
20 E - + - - - - - - % - +
(531 (<)
21 E - + + - - - - + - + +
(34% (3 (<2) (<2)
22 E - + - - - - - - - - +
(<2) (<2)
3 Foo- - - - - - - ] o . -
24 F - - - - - - - - - - .
25 F - - - - - - - 6] 1] - R

A: sucro oblenido antes dela inoculacidn con el VSRRP; D5, D7 v D21: muestras de suero correspondientes a los
dias 5, 7 y 21 pi.; Ol ovano izquierdo; O.D.: ovario derecho; Ut: dtero; C.L.U.L: ganglio linfdtico uterino
izquierdo; G.L.U.D.: panglio linfdlico uterino derecho; G.L.8.1.:ganglic linfitico submandibular izquierdo; @:
muestra no recogida. Los {itulos viricos estdn catculados como DisCT/mL o g de tejide v €5tdn expresados en la
forma delog X, stendo X el mimero que aparece cnire paréniesis.
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Tabla 47: Resultados positivos en el aislamiento virico a partir de las muestras de hisopos
recogidas.a lo largo del periodo de estudio.

N° de lacerda Grupo  Tipode hisopo Diade obtencién Titulo virico

5 A heces 5 log 3,48
14 C nasal 5 <log2-
18 E nasal 5 <log?2
18 E heces 5 log 3,57
18 E heces 7 <log?2
19 - E heces 5 log3

20 E nasal 9 log 3,64

Los titulos viricos estdn caleulados en la forma de DI 5oCT/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 infeccién por el virus, efecto del VSRRP

sobre el desarrolle (objetive B.5)
4.6.1. Desarrollo de los embriones in vitro

El grado de desarrollo in vitro, después de 72 horas de cultivo, alcanzado por los
embriones de los grupos 1 y 2 (embriones cultivados en presencia del VSRRP y sus testigos)
aparece resumido en la tabla48. La tabla49 muestra un resumen del grado de desarrollo alcanzado
por los embriones microinyectados (grupos 3 y 4) tras 72 horas de cultivo in vitro. Como se puede
apreciar en dichas tablas, la exposicién de los embriones al VSRRP, ya sea en el medio de cultivo
0 por microinyeccion a través de la Zona pellucida no tuvo ningiin efecto en el grado de desarrollo
alcanzado por los embriones. Asi, en el grupo de los embriones incubados en presencia de virus 31
alcanzaron un grado de desarrollo avanzado, mientras que este niimero fue de 35 para sus testigos.
En los grupos de embriones microinyectados, 11 de los 20 expuestos al VSRRP mostraron un
grado avanzado de desarrollo, mostrando un grado de desarrollo semejante 10 de los 20 embriones
que le sirvieron de testigos. El estudio estadistico llevado a cabo indicé que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre los embriones tratados y sus testigos (p=0,14 para los
embriones incubados en presencia del VSRRP y sus testigos y p=0,75 para los embriones

microinyectados con el VSRRP y sus testigos).
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Tabla48: Grado de desarrollo in vitro alcanzado por los embriones cultivados durante 72 horas en
presencia del VSRRP y sus testigos.

IN° inicial N° de Grado de desarrollo in vitro

de células embriones Ninguno Moderado Avanzado
Tratados Testigos  Tratados Testigos  Tratados Testigos  Tratados Testigos

4 33 33 6 2 4 0 23 31
58 5 4 0 2 l 0 4 2
+8 5 4 1 2 0 0 4 2

Tabla 49: Grado de desarrollo in vitro alcanzado por los embriones microinyectados con el VSRRP
y cultivados posteriormente durante 72 horas y sus testigos.

N¢ micial N° de Grado de desarrollo in vitro
de células embriones Ninguno Moderado Avanzado

Tratados Testicos  Tratados Testigos  Tratados Testigos  Tratados Testigos

4 15 12 7 7 0 0 8 5
5-8 4 4 1 2 0 0 3 2
+8 | 4 1 1 0 0 0 3

4.6.2. Deteccion del VSRRP en los embriones tras 72 horas de cultivo in vifro

El VSRRP no pudo ser aislado de ninguno de los grupos de embriones, ni cuitivados en
presencia del VSRRP, ni microinyectados. Los intentos de aislamiento virico lievados a cabo con
tos liquidos de lavado de los embriones tampoco reveld la presencia del VSRRP con la tnica
excepcidn del primer lavado de uno de los grupos de embriones incubados en presencia del
VSRRP. Este resultado positivo fue confirmado por la prueba de RT-PCR. Esta misma prueba dio
resultados negativos cuando se aplicé a los grupos de embriones. El ECP caracteristicodel VSRRP

que aparecié en los testigos positivos inoculados en los cultivos de MAP indicé que el lote de
MAP empleado tenia una sensibilidad al virus suficiente para detectar 10 DI5oCT. Los testigos
positivos utilizados en la prueba de RT-PCR revelaron que la sensibilidad de esta técnica era
suficiente para detectar 100 Dl5oCT.

Los resultados de las IFD llevadas a cabo en los embriones indicaron que en ninguno de -

ellos estaba presente el VSRRP, al no aparecer en ningtin caso fluorescencia especifica.
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Discusién

£.1. Objetivo A: efecto de la infeccién por el VSRRP en el verraco

Los resultados de nuestro estudio muestran que la infeccién de verracos adultos con la cepa
espafiola del VSRRP 5710 no produce una sintormatologia clinica caracteristica, a pesar de quedar
fehacientemente demostrada por el reaislamiento a partir de muestras de suero y diversos érganos o
por el desarrollo de anticuerpos frente al VSRRP.

En este sentido cabe destacar que ninguno de los animales utilizados desarrollé ningiin
sintorna respiratorio y los signos de depresidn, anorexia o inapetencia descritos por otros autores
(Blackburn, 1991; Loula, 1991; Gordon, 1992, Hopper ef al., 1992) sélo aparecieron de forma
esporadica en algunos animales, siendo ademds de corta duracién. Sin embargo, no se observaron
pérdidas de la libido como las descritas por Feitsma et al. (1992) y Hopper ¢t al. (1992). Una
posible explicacién a la disparidad existente entre las observaciones clinicas enumeradas por los
autores anteriormente mencionados y los resultados obtenidos en nuestro trabajo podria ser una
diferenciaen la patogenicidad entre las cepas implicadas en cada estudio. Asi, cabe destacar que se
han descrito grandes diferencias en términos de induccidn de sintomatologia clinicay respuesta
inmunolégica entre distintos aislados del VSRRP, especialmente entre aislados europeos y
americanos {Wensvoort ef al., 1992; Nelson er al., 1993). Ademas, la presentacién de signos de
depresién y anorexia parece depender mucho de la respuesta individual a la infeccidn, ya que
animales inoculados experimentalmente con DlsoCT muy semejantes de la misma cepa de virus
muestran una respuesta a la infeccién muy distinta, pudiendo pasar totalmente desapercibida, como
sucedid en la mayoria de los verracos utilizados o dando lugar a una sintomatologia muy notoria

como la desarrollada por el verraco nfimero 2.

En coanto a la pirexia, cabe destacar que no todos los animales mostraron temperaturas
febriles y aquellos que las presentaron tuvieron temperaturas rectales de entre 39,5 y 41°C durante
periodos de tiempo bastante cortos, en muchos casos de sélo un dia, entre los dias 2 y 7 p.i.. Estos
resultados coinciden plenamente con las observaciones previas que indican que tan sélo un 30% de

los animalesinfectados con este virus alcanzan temperaturas superiores a los 40°C.

Cuando en estos animales investigamos la duracién y la extensidn de la viremia después de
la inoculacién experimental del VSRRP, fue posible aislar el virus en el suero de forma constante
desde el dia2 6 3 p.i. hastalos dias 10 6 15 p.1., siendo la mayoria de los animales negativos en el
dia 21 p.i., con la dnica excepcién de dos verracos que fueron positivos en el dia 23 p.i.. Estos
resultados son bastante similares a los obtenidos por Christianson ef af. (1993) y Mengeling et al.
(1995) que describen viremias de © y 14 dias respectivamente en hembras gestantes y Wills er al.

(1995) que consiguen aislar el virus en lechones inoculados experimentalmente hasta el dia 11 p.i..
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Sin embargo, existen trabajos que describen viremias méis largas en lechones inoculados
experimentalmente, siendo posible encontrar el VSRRP de forma constante en el suero de los
animales hasta el dia 35 p.i. (Yoon er al., 1993), el dia 28 p.i. (Rossow eral., 1994a) y el dia 21
p.i. (Rossow et al., 1995). Obviamente, 1a duracién de la viremia puede estar influida por varios
factores, entre los cuales cabe destacar las cantidad de virus a la que son expuestos los animales, la
edad de los mismos y la virulencia de la cepa del VSRRP empleada. Estos factores, entre otros,
podrian explicar las discrepancias existentes entre nuestros resultados y los obtenidos por otros
autores, aunque también la sensibilidad de la técnicaempleada en 1a deteccién del virus podria ser

un factor a considerar.

En cuanto a la distribucién orgdnica del VSRRP después de la inoculacién experimental,
todos los trabajos realizados hasta el momento se han llevado a cabo utilizando lechones como
animal de experimentacién, sin que exista un estudio pormenorizado de dénde se localiza el
VSRRP en animales adultos. En ¢l presente trabajo, llevado a cabo con verracos inoculados
experimentalmente por la via intranasal con el VSRRP y sacrificados secuencialmente a lo largo de
30 dias hemos podido comprobar que el aislamiento del virus es ficil y constante a partir de los
6rganos donde se han descrito lesiones como consecuencia de la infeccién, fundamentalmente el
pulmén y los macréfagos alveolares, de donde es posible aislar el virus hasta el dia 30 p.i.. Estos
resultados estdn en concordancia con los obtenidos por Mengeling er al. (1995), Rossow et al.
(1995), Halbur et al. (1996) y Rossow et al. {(1996a) realizando infecciones experimentales en
lechones. Estos autores han sido capaces de detectar el virus en este érgano por técnicas de
inmunohistoquimica, aislamiento en macréfagos alveolares o por un cocultivo de macréfagos
alveolares en lalinea celular MARC-145en los dias 21, 28 y hasta 70 p.i. en funcidn de la técnica

utilizada.

Ademaés del pulmon, los ganglios linfaticos analizados resultaron ser un lugar importante de
localizacién del VSRRP, pudiendo aislarse facilmente hasta el dia 30 p.i., aun cuando en ese
momento no era detectable el virus en el suero. De entre todos los ganglios linfaticos analizados
son los submandibulares e inguinales superficiales y en menor medida los ganglios mesentéricos
donde de forma més constante se aislé el VSRRP. Estos resultados son muy similares a los
aportados por otros autores (Rossow et al., 1994a; Halbur et al., 1996). Igualmente, los resultados
de ajslamiento del VSRRP a partir de las amigdalas obtenidos por los autores anteriormente
citados, junto con Jos de Mengeling et al. (1995), coinciden plenamente con los obtenidos en
nuestro trabajo ya que, a pesar de las 16gicas variaciones, el virus se aisl6 de forma constante hasta
el final del periodo de estudio. La localizacién del VSRRP en las amigdalas en la fase inicial de la
infeccidn seria un fendmeno 16gico y facilmente explicable teniendo en cuenta que este lugar es una

via normal de procesamiento de antigenos. Sin embargo, el que se siga detectando el virus después
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de acabada la viremia parece indicar que puede persistir en este 6rgano, multiplicindose
peridédicamente, o bien que la exposicién al virus seria continua como consecuencia de la
eliminaciénde detritus celulares en los que irfa vinculado el virus desde el pulmén, fuente primaria
de multiplicacién. Esta dltima posibilidad parece ser la més probable ya que la localizacion en las
amigdalas se produce también en ausencia de viremia como ha quedado fehacientemente
demostrado en nuestro estudio y previamente habian comprobado otros autores (Rossow er al.,
1994a y 1996a; Wills et al., 1995), determinando unos que el virus se localiza en los macréfagos

de las amigdalasy otros que la presencia del virus en este 6rgano se puede alargar hasta el dia 157

pi..

En las muestras obtenidas de ileon también se aislé el VSRRP de forma bastante constante
hasta el dia 23 p.i., coincidiendo estos resultados con los aportados por Mengeling et al. (1995). H
aislarmento del virus en este lugar junto con la presencia, ya demostrada, en las placas de Peyer,
las vellosidades intestinales y en la [Amina propia del intestino delgado (Halbur er al., 1996)
permite plantear que el VSRRP estd presente en el tejido linfoide asociado al intestino,
eliminandose a 1a luz del mismo, probablemente incluido en macréfagos o vesiculas que atraviesan

el epitelio intestinal, pudiendo ser éste el origen del virus en las heces.

Finalmente, en el timo, el bazo y el higado el aislamiento del virus fue posible durante el
periodo de la viremta, aproximadamente durante los 9 primeros dfas p.i., mientras que a partir de
este momento los aislamientos fueron esporadicos. De todos estos drganos, llama la atencién
cdémo, a pesar de su amplia distribucién por los distintos drganos linfoides, el VSRRP no se
encuentra de forma constante en el bazo. De hecho, aunque nuestros resultados estdn en
concordancia con los obtenidos por Mengeling et al. (1995), estdn también en clara contraposicién
con los obtenidos por otros autores para los cuales el bazo es un 6rgano muy adecvado para la
deteccidn del virus (Pol er al., 1991; Paton et af., 1992; Stevenson er al., 1993; Rossow et al.,
1994a, 1995; Halbur et al., 1996).

La mayoria de los estudios anteriormente utilizados para la discusién sobre 1a localizacién
orgdnica del VSRRP se han realizado utilizando técnicas de inmunohistoquimica, de forma que,
con la excepcién del de Rossow et al. (1995), no existe ningiin trabajo en el que se realizaran
aislamientos y titulaciones del virus por lo que no es posible determinar si el titulo presente en los
distintos érganos era superior o inferior al obtenido en el suero. En términos generales, los
resultados obtenidos por Rossow ef al. (1995) coinciden con los nuestros en el sentido de que en
practicamente todos los casos el titulo virico obtenido en las muestras procedentes de los distintos
Grganos fue superior al obtenido en el suero de ese animal en el dia del sacrificio. Ademds, hay que

destacar que en nuestro estudio se aisld el virus en distintos 6rganos de 5 de los 6 verracos que no
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presentaban viremia en el momento del sacrificio. Este panorama implicaria que los lugares en que
estd presente el virus en el momento del sacrificio, como el pulmén y distintos érganos del sistema
linfatico, entre los que destacan los ganglios linfaticos submandibulares y las amigdalas, son sitios
activos de multiplicacién del VSRRP. Aparentemente, en estos érganos, el virus se multiplicaen
células con morfologia similar a la de los macréfagos o células dendriticas (datos no mostrados).
Este fenémeno ya ha sido descrito por otros autores, planteando la posibilidad de que las células
donde se multiplica el virus son macréfagos y células similares a éstos, habiéndose encontrado en
las células de Kupffer del higado, en las células interdigitantes del timo, en las células dendriticas
de los tejidos linfoides y en las células reticulares del bazo (Magar er al., 1993; Rossow ef al.,
1995; Halbur et af., 1996). Segin estos autores, al multiplicarse el virus en estas poblaciones
celulares seria el responsable de las lesiones que se observan tras la infeccién, fundamentalmente
de necrosis de los centros germinales en los ganglios linfaticos o las criptas amigdalares (Magar e7
al., 1993; Rossow et al., 1994a, 1996a; Halbur er al., 1995).

En funcidén de los resultados anteriormente expuestos, tanto los referentes a este trabajo
" como los aportados por otros autores, se puede aceptar que el primer lugar de multiplicacién del
VSRRP son los MAP y a partir de ellos la infeccidén se podria extender a los macréfagoé
intravasculares del putmén y a los monocitos circulantes, ademas de encontrarse de forma libre en
el torrente circulatorio, como es deducible de su aislamiento en el suero. Esta diseminacion seria
responsable de la distribucién del virus en los ganglios linféticos, lo que explicariasu presencia de
forma tan constante y con titulos viricos tan altos en todos tos drganos del sistema linfatico. La
multiplicaciéndel virus en los érganos linfoides iria seguida de fendmenos de exocitosis, viremiay
transporte del virus a otros 6rganos, siendo posiblemente responsable de las viremias tan
prolongadas que se han asociado a la enfermedad (Rossow et al., 1995), Ademas de en su forma
libre, el virus puede llegar a los distintos 6rganos con los monocitos que migran del torrente
circulatorio para convertirse en macréfagos tisulares. De esta forma se cree que puede alcanzar el

aparato reproductor, tanto en el macho como en la hembra.

En nuestro estudio ha sido posible aislar el VSRRP de distintos lugares del aparato
reproductor del verraco desde el dia4 p.i. hasta el dia 30 p.i.. Asi, aparte de los ganglios linfaticos
testiculares, de donde era previsible su aislamiento dada la distribucidn del virus por todo el
sistema ganglionar, cabe destacar el epididimo, érgano del que se ha aisladc el VSRRP a partir de
muestras de sus tres porciones. La porcién de donde se aislé con mayor frecuencia fue la cabeza
con un 38,5% de muestras positivas, seguida del cuerpo y la cola con un 20% y un 12.8% de
muestras posifivas, respectivamente. Aparentemente, la presencia de! VSRRP en el epididimo es
dificil de explicar como no sea por una infeccién directa de ese 6rgano, del testiculo o a través de la

sangre y los fluidos tisulares gue se filtran en el aparato genital. Esta tltima posibilidad parece la
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m4s probable ya que si el VSRRP se hubiera multiplicado en el testiculo deberia haber sido aistado
de forma bastante constante. Sin embargo, sélo se pudo aislar de los testiculos de uno de los
verracos, siendo ademds el titulo virico muy bajo, lo cual parece indicar la no multiplicacién del
virus en esta localizacion. Parece mas bien, por tanto, que su presencia se deba a la distribucion
orgénica del virus tanto por via hematégena como linfética. Apoya esta teoria el hecho de que el
inico verraco positivo fuera en esos momentos virémicoy que el titulo virico en el suero fuera

superior al encontrado en el testiculo.

El como llegael VSRRP a través de la sangre y fluidos tisulares que se filtran en el aparato
genital podria justificarse por la capacidad que tiene este virus para multiplicarse en los monocitos
circulantes (Voicu et al., 1994), migrando éstos fuera del torrente circulatorio para convertirse en
macréfagos tisulares. De hecho, la presencia de macréfagos intraepiteliales en el conducto
epididimario ha sido descritaen el hombre (Wang y Holstein, 1983), en el toro (Goyal, 1985) y en
el verraco (Briz y Bonet, 1992). Ademas, esta posibilidad est4 de acuerdo con la descripcion del
virus dentro de las células con morfologia distinta a los espermatozoides en el eyaculadoy conlos
titulos viricos tan bajos encontrados en las muestras procedentes del epididimo. Su vinculaciéna
los macréfagos del epididimo también explicaria el que fuera posible aislar el VSRRP con mayor
frecuencia a partir de la cabeza ya que la presencia de células fagociticas entre el esperma es més
notoria en la regidn cefédlica que en las regiones corporal y cauvdal del epididimo (Briz y Bonet,
1992). Esta diferencia en la cantidad de células macrofagicas observadas en las dos primeras
regiones del epididimo podria explicarse porque la vascularizacién del conducto epididimario sigue
dos vias: 1a arteria espermdtica, que irmga las regiones epididimarias cefalicay corporal, y la artenia
épididimaria, de origen iliaco, que irriga la regién epididimaria caudal (Clavert ef al., 1981).
Ademas, estudios llevados a cabo con otros virus porcinos como el parvovirus porcino (PVP} han
mostrado distribuciones parecidas ya que entre los diferentes 6rganos del aparato reproductor, sélo
se encuentraen forma de agregados en la luz de los tubos seminiferos y en la cabeza del epididimo,
mientras que el cuerpo y la cola estin libres del virus (Thacker et al., 1987), limitdndose la
infecci6n a la vasculatura del intersticio del epididimo. Sin embargo, esta contaminacién, tal como
aparentemente sucede en el caso del VSRRP, permite que el PVP se elimine por el semen de los

animales infectados, incluso asociado a la membrana de los espermatozoides (Gradil er al., 1990).

Por otra parte, el aislamiento del VSRRP en las gldndulas anejas se ‘produjo en una
proporcién relativamente baja dado que tan solo un 25% de las préstatas. un 7,5% de las gldndulas
bulbouretrales y un 5,1% de las gldndulas vesiculares fueron positivas al aislamiento virico, y
ademads con titulos muy bajos. Estos resultados coinciden con los aportados recientemente por Shin
et al. (1996a) utilizando una técnicade hibridacién in situ con la que determina sefiales positivas en

los testiculos, el epididimo, la préstata y las gldndulas bulbouretrales. Estas sefiales no se han
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podido asociar a un tipo celular especifico, apareciendo células positivas en el intersticio adyacente
alos vasos sanguineos entre los titbulos seminiferos del testiculoy en el semen del epididimoen la

luz de los tiibulos dentro de células con morfoiogia distinta a la de los espermatozoides.

Asi, el bajo niimero de DIsoCT encontrado en estos Iugareé, unido a los resultados
aportados por Shin et al. (1996a), hace pensar que probablemente no se produzca una
multiplicacién activa del virus en estos lugares, sino que el virus puede tener su origen en la
diseminacién orgdnica que se produce durante la viremia, encontrdndose présente en los
macréfagos e histiocitos que han migrado a estos tejidos. En este sentido, la eliminaciéndel virus
por el semen seria irregular, dependiendo de si los monocitos 0 macréfagos que migran a estos
lugares estdn infectados por el virus o no, explicando de este modo 1a detecciony el aislamientode
forma intermitente en el semen de verracos infectados preconizada por algunos autores
(Christopher-Hennings ef al., 1995a.b; 1996a). Ademds, fendmenos similares han sido descritos

para otros virus que afectan al cerdo (Biront y Bonte, 1983).

Por otro lado, es un hecho conocido que después de Ja infeccidn con el VSRRP, este virus
se puede eliminar por distintas vias, siendo posible aislarlo de las secreciones nasales, de la saliva,
de la orina, de las secreciones prepuciales, de [as heces y del semen de los animales infectados
{(Edwards er al., 1992; Christianson er al., 1993: Yoon et al., 1993; Rossow et al., 1994a;
Swenson ef al., 1994a; Christopher-Hennings e7 al., 1995a; 1996a; Teuffert er al., 1995; Wills et
al., 1995b). Los resultados obtenidos en nuestro trabajo parecen confirmar que 1a eliminacidn del
VSRRP es bastante frecuente a través de las heces, la orina y las secreciones nasales, ya que, en
términos generales, el virus se aislé de forma constante durante el periodo virémico e incluso, en el
caso de las heces, hasta el dia 23 p.i.. Por el contrario, el aislamiento del virus en las secreciones
oro-faringeas y prepuciales fue sélo esporddico, estando presente Gnicamente en las primeras en
los dias 5y 9 p.i. y en las segundas en los dias 4, 5y 9p.i..

El hecho de que los titulos viricos obtenidos a partir de las muestras de heces sean, en
general, mas altos que los obtenidos en ofras localizaciones, unido a la frecuencia, mayor de la
esperada si nos remitimosa la bibliografia, con la que fue posible aislar el virus de las heces hace
necesario considerar la via feco-oral como una via de transmisién, junto con la oro-nasal, a tener
muy en consideracion en la transmisién de la enfermedad. La importancia de estas dos vias en la
diseminacion de la enfermedad estd apoyada por el hecho de que la transmisién depende de la
existencia de un contacto muy estrecho entre los animales, careciendo de importancia,

aparentemente, 1a transmision por aerosoles a largas distancias (Wills er al., 1994).
Finalmente, todos estos resultados, incluidos los aportados por otros autores, cuando se
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consideran en su conjunto, parecen indicar un pairén de eliminacién poco constante, influido de
forma muy importante por el método de recogida de a muestra. Este patrén coincide con {a teorfa
de Yoon et al. (1993) en el sentido de que la eliminacién del VSRRP por distintas vias tiene una
duracién similar al periodo de viremia, aunque el aislamiento del virus se realiza de forma menos

constante que en el suero.

Por otro lado, el VSRRP sélo se pudo aislar en el semen obtenido del epididimo de uno de
los animales en estudio (verraco nimero 14), lo que contrasta con el hecho de que 8 de los 20
verracos estudiados presentaran muestras de epididimo positivas al virus. La tnica explicacién que
encontramos es que si el virus va unido a macréfagos, como aparentemente asi sucede, al estar
éstos presentes en menor proporcién en la cola del epididimo, lugar del cual se tomaron las
muestras de semen analizadas en este estudio, la cantidad de virus presente puede haber sido tan
baja que las técnicasde deteccion empleadas no hayan sido lo suficientemente sensibles como para
obtener resultados positivos. Ademds, tampoco fue posible aislar el VSRRP de forma constante en
las muestras de eyaculados obtenidas secuencialmente de los verracos empleados para el estudio
del efecto del virus sobre la calidad espermadtica, con la muy importante excepcién del verraco
nimero 7 {perteneciente al grupo B) y el verraco nimero 3 (perteneciente al grupo A). Estos
verracos eliminaron ef virus en una sola recogida tomada en el dia 7 p.i.. Asi, y dentro de los
limites de nuestro sistema de deteccién de virus, no obtuvimos una clara evidencia que de forma
concluyente nos indique que el VSRRP se elimina via semen. Estos resultados estdn de acuerdo
con otros previamente publicados que hacen referencia a resultados negativos o inconsistentes en el
aistamiento del VSRRP en el semen de verracos infectados de forma natural o experimental
(Robertson, 1992; Ohlinger et al., 1993; Yaeger et al., 1993; Swenson et al., 1994b; Teuffert e
al., 1995). Por el contrario, nuestros resultados difieren de los trabajos que indican una clara
evidenciaen la eliminacién de cepas americanas del VSRRP a través del semen (Swenson er al.,
1994a; Chrnistopher-Hennings er al., 1995a-¢;1996a;b; Molitory Shin, 1995; Nielsen er al., 1995;
Benfield er al., 1996) .

Estas diferencias tan evidentes entre los distintos estudios, sobre todo entre los estudios
llevados a cabo con cepas americanas y cepas europeas, se pueden deber a una serie de factores.
En primer lugar, es posible que existan diferencias importantes entre las distintas cepas, como ya
se ha demostrado en cuanto a su constitucién antigénica y su patogenicidad (Wensvoort et al.,
1992; Bautista ef al., 1993;1994; Nelson er al., 1993; Benfield er al., 1994; Kwang er al., 1994;
Drew er al.,1995; Katz et al., 1995; Magar et al., 1995a), aceptindose en la actualidad que los
aislados amerianos y europeos representan dos genotipos bien diferenciados (Meng et al., 1995;
Suérez er al., 1996a). Estas diferencias pueden dar lugar a un proceso virémico, a una distribucién

orgénicay a un patrén de eliminacién distintos. Por otra parte, en segundo lugar, estas diferencias
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se pueden deber a las distintas sensibilidades de las técnicas de deteccidn o aislamiento empleadas.
En este sentido cabe destacar que la gran mayorfa de los estudios que demuestran la eliminacién
constante del VSRRP por el semen se han realizado con pruebas de deteccién de virus indirectas
como la inoculacidn a lechones o directas como la RT-PCR y la hibridacién in situ, técnicas que
muestran un alto grado de sensibilidad al permitir la primera realizar inoculaciones experimentales
de grandes volimenes de semen y las otras al tener contrastados limites de deteccién de 10
viriones/mL de semen (Christopher-Hennings e al., 1995b) 6 de 0,001 DIsoCT (Shin et al.,
1996b). En nuestro estudio, empleando fundamentalmente ¢l aislamiento del VSRRP en cultivos
de MAP, la sensibilidad de la técnica no fue muy buena pues la capacidad para detectar dosis
infectivas bajas del VSRRP (<20 DIsoCT/mL) difiere sustancialmente entre los distintqs lotes de
MAP empleados de tal manera que la menor cantidad de virus que fue posible detectar en todos los
lotes utilizados fue de 200 DIsoCT/ml., siendo variables los resultados cuando estaban presentes
cantidades menores del virus en el inéculo. Por tanto, si cantidades de un orden de magnitud muy
bajo estuvieran presentes en el semen de los verracos infectados en nuestro estudio, lo que es muy
probable si el virus se asociaa los macréfagos en el semen y en funcién de las DI5oCT detectadas
en las muestras de semen positivas, préximas al limite de sensibilidad de la técnica, la metodologia
empleada no habria tenido la sensibilidad suficiente para ofrecer resultados positivos. Ni siquiera
en el caso de Ia inoculacién experimental en lechones pues las dosis inoculadas fueron muy bajas,

del orden de 1 mL de semen.

En conclusién, y a pesar de todo lo anteriormente expuesto, de este estudio se puede
sugerir que el VSRRP puede ser eliminado por el semen en la fase inicial de la enfermedad
asociado a células sanguineas (van Woensel er al., 1994) lo cual, unido al hecho de que los
6rganos linfoides sigan siendo positivos después de que termine la viremia, parece indicar que la
fuente del virus presente en el semen son los ganglios linfaticos donde se multiplicariael virus y

desde donde pasarfa al semen unido a los macréfagos que migran a esta localizacion.

Por otra parte, uno de los aspectos mds importantes de nuestro estudio ha sido conocer el
efecto que lainfeccién del VSRRP en el verraco tiene sobre la calidad espermadtica, mixime cuando

el virus estd presente en el aparato reproductor y en el semen de estos animales.

El método mas empleado y facil para determinar una alteracién en la calidad espermitica del
semen procedente de verracos es analizar la concentracién de espermatozoides del eyaculado.
También se suele estudiar la morfologia de los espermatozoides para ver si existe un aumento en el
porcentaje de formas anormales y el porcentaje de espermatozoides méviles ya que todos estos

pardmetros han sido correlacionados con la fertilidad.
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En nuestro estudio se midieron tanto el volumen del eyaculado como la concentracién de
espermatozoides. Sin embargo no se pudieron compararlos resultados obtenidos antes y después
de la inoculaciéncon el VSRRP ya que sélo se analizé un ciclo eyaculatorio en cada parte del
estudio. Tanto el volumen como la morfologia de los espermatozoides puede ser altamente
dependiente de la técnicade recogiday deberian ser analizados dos o més ciclos eyaculatorios para

que los datos obtenidos sean significativos (Hurtgen, 1984).

Un aumento en el niimero de espermatozoides con formas anormales implica, I6gicamente,
una disminucién de espermatozoides normales. El porcentaje de espermatozoides normales es
frecuentemente empleado como un facil indicador de la fertilidad dado que con esta variable todas
las recogidas de semen que tienen valores por debajo de lo normal estdn incluidas. El andlisis del
porcentaje medio de espermatozoides normales en los verracos del grupo A mostré una

disminucidn p.i., aunque carecié de significacién estadistica.

Sin embargo, los verracos del grupo B mostraron una mayor bajada de espermatozoides
normales después de la inoculacidn con el VSRRP, a pesar de que esta inoculacién se hizo con una
dosis infectiva menor. En este grupo, un aspecto clinico importante fue la existencia de ocho
eyaculados potencialmente subfértiles después de lainoculacién con el VSRRP y ninguno antes de

la misma.

Dado que la espermatogénesis en el verraco dura 34 dias y los espermatozoides necesitan
10 dias mds para madurar y pasar a través del epididimo, cualquier alteracién en la calidad
espermatia debida a una alteracién en la espermatogénesis deberia aparecer en las recogidas de
semen efectuadas entre los dias +10 y +40. En nuestro estudio los verracos del erupo B sufrieron
la mayor disminucién del porcentaje de espermatozoides normales entre los dias 21 y 42 después
de la inoculacién con el VSRRP. Esta disminucién sugiere dos posibilidades: un efecto directo del
VSRRP sobre la espermatogénesis del verraco (Swiestra, 1968) o un efecto indirecto como
consecuencia de un aumento de la temperatura corporal después de la infeccién. Sin embargo,
nosotros consideramos que esta tltima posibilidad es 1a menos aceptable dado que ninguno de los
verracos del grupo B alcanzé temperaturas consideradas clinicamente febriles después de la
inoculacién (>39,7°C).

Por otra parte, un efecto directo del virus sobre 1a espermatogénesis, probablemente deberia
estar acompafiado por un aumento significativo de las formas anormales primarias. Sin embargo,
en nuestro estudio la disminucidn en el porcentaje de espermatozoides normales o el aumento en el

nimero total de espermatozoides con alteraciones morfoldgicas en los verracos del grupo B se
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debié a un aumento en el ndmero de espermatozoides con gotas citoplasmadticas distales y, en
menor medida, de espermatozoides con anomalias en la cola. La significacién real de estas
anomalias del espermatozoide no estd bien definida dado que los factores asociados a la
persistencia de gotas citoplasméticas distales y colas en 14tigo no son completamente conocidos,
aunque este fendmeno puede estar relacionado con varios aspectos fisiopatolégicos como la
frecuencia de las recogidas (Einarsson y Gustafsson, 1973; Bonte, 1978; Hurtgen, ‘1980). En
cualquier caso, en nuestro estudio la baja incidencia de estas anomalias secundarias no puede

justificar un efecto directo del VSRRP sobre {a espermatogénesis.

De hecho, desde el punto de vista de los resultados individuales, nosotros consideramos
que las anomalias observadas en los espermatozoides son mads el resultado de variaciones
individuales que de la infeccién por el VSRRP. Por ejemplo, las anomalias en el semen de los
verracos 2, 4, 5y 6 del grupo A aparecen antes de la inoculacién con el virus y en los verracos 7, 8
y 9 del grupo B estas anomalias fueron observadas en recogidas de semen alternas. Ademds, desde
el punto de vista del andlisis individual, s6lo se observéd un avmento del 10% en el porcentaje de
- espermatozoides con anomalias de cola después de la inoculacién con el VSRRP, en dos recogidas
de semen del verraco 7 del grupo B y éstas se produjeron en dias de recogida alternos (dias 21 y 35
p.i.).

El porcentaje de espermatozoides con acrosomas normales se considera como uno de los
mas importantes marcadores de fertilidad. Este pardmetro de calidad, usualmente estd bien
correlacionado con la ORT, e incluso con la motilidad, tanto en ¢l semen fresco (Johnson y Truitt-
Gibert, 1982) como en el congelado (Schilling et al., 1984). De hecho, estos tres pardmetros han
sido 1os mas afectados por la inoculacién experimental del VSRRP en ambos grupos de verracos,
Ay B. Después de la inoculacién con el VSRRP el porcentaje medio de espermatozoides con

acrosomas normales descendié claramente en ambos grupos de verracos.

Se considera que la gran mayoria de los defectos que se observan en los acrosomas son
debidos a una alteracién de la espermatogénesis (Bane y Nicander, 1966). Sin embargo, una
alteracion en el porcentaje de espermatozoides con acrosomas normales necesita ir acompanado de
un aumento muy significativo de otra anomalia primana de los espermatozoides como por ejemplo
una elevaciénen el porcentaje de espermatozoides con cabezas anormales. En nuestro estudio esta

situacion nunca se presents.
Por otra parte, se considera que lafertilidad se ve senamente reducida cuando el porcentaje
de espermatozoides con acrosomas anormales supera el 35% (Andersen, 1974). Desde el punto de

vista clinico, los valores medios de los verracos del grupo A indican un total de tres recogidas
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potencialmente subfértiles en los dias 21, 28 y 35 p.i.. El andlisis individual de estos resultados
nos ensefia que existen un 30% de recogidas potencialmente subfértiles después de la inoculacién
con el VSRRP en comparacién con ninguna antes de la inoculacién. En los verracos del grupo B
solamente existieron dos recogidas potencialmente subfértiles, en los dias 28 y 35 p.i..
Individualmente, el 18,75% de las recogidas obtenidas después de lainoculacién con el VSRRP ¢n
los verracos del grupo B fueron potencialmente subfértiles en contraste con ninguna antes de la
exposicién al virus. Dado que estos resuitados no pueden ser atribuidos a un efecto directo del
VSRRP sobre la espermatogénesis o a un aumento significativo de la temperatura de los verracos
después de lainoculacién, en nuestra opinién es necesaria una mayor investigacidn para esclarecer

la causa que lo provoca.

Etl andlisis del porcentaje de motilidad revela algunos resultados interesantes basados en las
diferencias significativas entre los grupos de verracos inoculados con altay baja dosis infectiva del
VSRRP (grupo A y B respectivamente). En los verracos del grupo A se produjo una disminucién
muy significativa estadisticamente de los valores medios de la motilidad después de la inoculacién
con el virus. Por el contrario, en los verracos del grupo B la disminucién producida en los valores
medios de la motilidad fue mucho menor y no significativa estadisticamente. Ademads, el andlisis de
los valores medios de este pardmetro, desde el punto de vista de la fertilidad indica que en los
verracos del grupo A un total de tres recogidas corespondientes a los dias 14, 21 y 28 p.i. fueron
potencialmente subfértiles (<60%). Adicionalmente, cuando tomamos en consideracion los valores
individuales de cada verraco perteneciente al grupo A, el porcentaje de recogidas con valores de
mottlidad en el limite o por debajo de la fertilidad aumenta hasta un 27,50% después de la
inoculacién con el VSRRP. Por otra parte, ni los valores medios ni los valores individuales de
motilidad en los verracos del grupo B estuvieron cercanos o por debajo del nivel del 60%
indicativo de una fertilidad reducida. Disminuciones del porcentaje de motilidad normalmente se
justifican como consecuencia de un aumento de la temperatura (van Denmark y Free, 1970), sin
embargo, en nuestro estudio, el aumento de temperatura p.t. con el VSRRP no fue muy

pronunciado, como previamente se menciond.

De los resultados de nuestro estudio se puede concluir que la infeccién de verracos con el
VSRRP induce una reduccidn significativa en la motilidad y en el porcentaje de acrosomas

normales en los espermatozoides.

La deteccién del VSRRP en el semen de verracos infectados, unido a los estudios
epidemioldgicos (Robertson, 1992; Yaeger e al.,, 1993), que han demostrado que el virus puede
ser transmitido a la cerda por el semen, ha dado lugar a una importante preocupacién entre los -

ganaderos dado el riesgo que supone introducir el VSRRP en una granja a través del semen y ¢l
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uso de la inseminacién artificial. En este sentido, otro de los objetivos planteados en este estudio
fue conocer la capacidad de transmisién del VSRRP a través del semen mediante la inseminacién
de cerdas nuliparas seronegativas a este virus o previamente preinmunizadas con una vacuna
comercial frente al VSRRP.

Los resultados de este estudio indican que es posible la transmisién del VSRRP a través de
semen contaminado con el virus con independencia de si las cerdas son seronegativas o
preinmunizadas, dado que el virus se aislé en las muestras de suero y de los distintos tejidos
recogidos en la necropsia. Ademds, las cerdas de ambos grupos expuestas al VSRRP por la via
genital mostraron signos clinicos de la enfermedad, aunque Unicamente como inapetencia
transitoria y, en algunos individuos, por el desarrollo de temperaturas febriles, sin que existieran

diferencias entre ambos grupos de animales.

Estos resultados coinciden plenamente con los obtenidos por Swenson ef al. (1996a) y
parcialmente con los publicados por Gradil et al. (1996) empleando semen contaminado con el
VSRRP procedente de verracos infectados experimentalmente, aunque la transmisién del virus sélo
se pudo conseguir en cerdas previamente sincronizadas antes de la inseminacién y no en aquellas
inseminadas después de la salida a celo natural. Posiblemente esta segunda situacién, segiin plantea
el autor, se debid a la Inexistencia de virus en el semen empleado, como posteriormente se

demostré en una prueba biolégica en lechones.

Sin embargo, la transmisién del VSRRP por la via genital no siempre se ha podido
demostrar. En este sentido, dos estudios llevados a cabo por Swenson et al. (1994a) y Teuffert e
al. (1995) empleando semen de verracos infectados experimentalmente con el VSRRP recogido en
los dfas 7, 8, 9, 14y 21 p.i. y 4, 8 y 12 p.i. respectivamente no consiguieron demostrar la
presencia del virus en las cerdas inseminadas ni por aislamiento ni por seroconversién aungue
existia la seguridad de la presencia del virus segiin demostré una prueba bioldgica llevada a cabo

con lechones.

Estas discrepancias en la capacidad de transmisidn venerea del VSRRP se pueden deber a

una serie de factores previamente identificados para otras infecciones viricas como son:

1. La cepa de virus empleada. Como ya se ha mencionado, existen grandes diferencias tanto
antigénicas como de patogenicidad entre las distintas cepas, pudiendo, quizés, algunas de ellas
replicarse con mayor facilidad en el aparato reproductor como consecuencia de diferencias en su

capacidadinvasiva.
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2. Ladosis de virus inoculada. En nuestro estudio se utiliz6 una cantidad muy alta de virus (4x106

DI5¢CT), 1a cual no es probable que se encuentre de forma natural en el semen. Esto quiere decir

que, aunque nuestros resultados permitan concluir que la transmisién del VSRRP por el semen es
posible, puede ser que la cantidad de virus presente de forma natural no sea suficiente para
producir una infeccién por la via intrauterina ya que la cantidad de virus necesaria para que se
produzca depende, entre otros factores, de laruta de infeccion. Asi, la dosis infectante minima del
VLD, virus muy similar al VSRRP, se ha demostrado que varia mucho en funcién de la ruta de
inoculacién que se emplee, de forma que la inoculacidn intraperitoneal tiene una dosis minima de ]
DlsoCT mientras que si la inoculacién es a través de las mucosas (via vaginal, oral u ocular) la
dosis minimaes de 105.3 DI5oCT (Cafruny y Hovinen, 1988). En el caso del VSRRP, aunque se
sabe que los cerdos son susceptibles por una gran variedad de rutas, aiin no se han establecidolas
dosis infectantes minimas necesarias para producir lainfeccién. Sin embargo, los datos resuitantes
de los distintos trabajos parecen indicar que 1a dosis minima en la inoculacién intrauterinaes muy
superior a la dosis minima en la intraperitoneal, ruta mds frecuenlemente utilizada para determinar
la presencia del VSRRP en el semen de los verracos infectados cuando se utiliza una prueba
bioldgica. LLos resultados positivos obtenidos en nuestro estudio, y la discrepancia con los
resultados obtenidos en otros trabajos, se pueden deber en gran medidaa la alta dosis a la que
fueron expuestas las cerdas, siendo posible que dosis mucho més bajas, y mds préximas a las que
se encuentran en el semen de forma natural, hubieran dado lugar a resultados muy distintos a los

obtenidos.

3. Eluso de semen diluido o semen puro. Su influencia se deriva directamente del factor anterior,
ya que el uso de semen diluido introduce un factor de dilucién también en el posible virus presente,
disminuyendo por tanto la cantidad de virus y representando, como consecuencia, un riesgo menor
que el semen sin diluir. Por otra parte, hay que tener en cuenta ¢l posible efecto negativo que los
diluyentes pueden tener sobre el virus. De lo anteriormente expuesto se puede deducir que el uso

de la inseminacién artificial disminuye el riesgo de infeccién por el VSRRP.
4. El tiempo transcurrido desde la infeccién del verraco hasta la utilizacién del semen para la

cubricidn, ya que éste determina la presencia o no de virus en el semen, cuya eliminacién por esta

via estd limitadaen el tiempo.
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5.2. Objetive B: efecto que la infeccién por el VSRRP tiene en las cerdas en el

primer tercio de la gestacién

La infeccién de las cerdas utilizadas en este estudio por la cepa 5710 del VSRRP quedd
demostrada por el aislamiento del virus a partir de distintas muestras recogidas de los animales en
estudio y por la seroconversion que experimentaron los animales de forma bastante constante a
partirdel dia 10 6 15 p.i..

Nuestros resultados muestran que la sintomatologia asociada a la infeccién por el VSRRP
en las cerdas al inicio de la gestacién es bastante similar a la descrita anteriormente para los
verracos. En este sentido cabe que destacar que tampoco en este caso se observaron signos
respiratorios en ninguno de los animales empleados para llevar a cabo el estudio, fuera cual fuera Ia
via de inoculacién empleada. En cuanto a los signos de depresion y anorexia descritos por otros
autores (Loula, 1991; Blackburn, 1991; Gordon, 1992, Hopper et al., 1992; Terpstra et al., 1991)
s6lo aparecieron en algunos de los animales de nuestro estudio, coincidiendo con los autores
anteriormente mencionados en el hecho de que esta anorexia, o mds bien inapetencia, cuando
aparecio fue de muy corta duracién, presentdndose fundamentalmente entre los dias 1 y 3 p.i.. 1a
presentacidn de estos signos parece tener un componente de respuesta individual a la infeccién muy
fuerte. ya que animales inoculados con dosis semejantes de la misma cepa del VSRRP muestran
una respuesta a la infeccién muy distinta, pudiendo pasar tolalmente desapercibida en algunos
casos, como ha sucedido en gran parte de las cerdas inoculadas con el VSRRP enlos dias 7, 14 6
21 de gestacion o dando lugar a una sintomatologia notoria como la desarrollada por la cerda 14 del
grupo de animalesinoculados por la via intravenosa en el momento de la cubricién, la cual mostré
depresién y anorexia desde el dia 2 hasta el dia 10 p.i..

Por otra parte, la coloracidn cianética que dio denominacidn, en su origen, a la enfermedad
solo se observé en 1 de los animales utilizados a 1o largo del estudio. Este hecho concuerda con la
observacién de que su aparicién raramente supera el 5% de los animales afectados (de Jong et al.,
1991a). Esta coloracién ciandtica aparecié fundamentalmente en las orejas y, con menor
intensidad, en el abdomen, zonas donde es mds frecuente su presentacion, y su duracién fue de
menos de 24 horas.

En cuanto a la pirexia, tanto en las cerdas expuestas al virus por la via intrauterina como en
las expuestas por la via intranasal ¢ intravenosa en el dia 0 de gestacién se observaron temperaturas
ligeramente elevadas entre los dias 1 y 10 p.i. en la mayoria de los animales en estudio. Estas
temperaturas estuvieron en general en torno a los 40°C, superandose en raras ocasiones los 41°C.

Sin embargo, cuando la inoculacién se realizd en los dias 7, 14 6 21 de gestacidn s6lo uno de los

207



Discusion

animales en estudio alcanzé temperaturas de alrededor de 40°C entre los dias 1 y 14 p.1., siendo
adem4s en este mismo animal en el que se observé un mayor efecto de la infeccién por el VSRRP
sobre los embriones. Estos resultados parecen indicar una vez mds la existencia de un componente

individual de respuesta a la infeccién importante.

Después de la inoculacién de los animales, fue posible detectar el virus en el suero de los
mismos de forma constante desde 1a primera extraccién de sangre, realizadaentre los dias3 y 5p.i.
seglin los casos, hastalos dias 10 6 15 p.i., siendo la mayoria de los animales negativos en el dia
20 6 21 p.i., con la dnica excepcidn de una cerda inoculada por las vias intranasal e intravenosa
que fue positiva en el momento del sacrificio en el dia 20 p.i.. Estos resultados son bastante
similares a los obtenidos por Christianson et a/. (1993), que describen una viremia de unos 9 dias
de duracién en cerdas gestantes, Mengeling et al. (1995), que determinan la presencia del virus en
muestras de suero hasta el dia 14 p.i. y Wills et al. (1995) que consiguen aislar el virus en lechones
inoculados experimentaimente desde el dia 2 hasta el dia 11 p.i. y, a partir de ahi, de forma
intermitente hasta el dia 23 p.i..

Ademais, fue posible determinar la presencia del VSRRP en algunos de los 6rganos
recogidos en la necropsia de los animales, realizada 10 6 20 dias p.i.. La distribucidén orginica
observada es semejante a la que se produce en los verracos, siendo bastante constante su presencia
fundamentalmente en el pulmén, las amigdalasy en los distintos ganglios linfaticos obtenidos en el
momento del sacrificio. Sin embargo, destaca especialmente, por la importancia que este hecho
pudiera tener sobre la reproduccidn, su presencia en algunas de las muestras de itero y en los
ovarios de algunas de las cerdas en estudio. Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por
otros autores que han podido aislar el virus a partir de muestras de ttero y placenta (Christianson ¢t
al., 1993; Mengeling ef al., 1994) y de los ovarios (Swenson er al., 1995a). A pesar de haber sido
descrita la presencia del virus en los ovarios, no se conoce con exactitud como alcanza el virus esta
localizacion, siendo probable que sea por diseminacién hematégena o linfética, ya que la
vascularizacién tan intensa del cuerpo luteo predispondria a su llegada durante la viremia. A pesar
de todo, el efecto que pueda tener el virus en el ovario y en el ciclo estral es desconocido, sobre
todo teniendo en cuenta que no parece afectar a la fertilizacién ya que se ha aislado tanto de cerdas

gestantes como de cerdas vacias.

La viremia que se produce tras la infeccion no sélo hace que sea posible la distribucién
orgénica del VSRRP, sino que también da lugar a su eliminacién por las distintas vias, y, aunque
en este caso la eliminacién fue muy esporddica y de corta duracidn, fue posible aislar el virus de
algunos de los hisopos nasales y algunas de las muestras de heces obtenidas a la largo del estudio,
fundamentalmente entre los dias3 y 6 p.i..
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En cuanto al efecto que lainfeccion por el VSRRP pudiera tener sobre la reproduccién, en
nuestro estudio tuvimos en cuenta los distintos pardmetros que pudieran verse afectados por el
VSRRP. Los pardmetros considerados fueron las tasas de concepcidn y fertilizacién, cuando la
infeccidn se realizé en el momento de la concepcidn, el efecto del virus sobre el desarrollo

embrionario y la capacidad del virus para infectar a los embriones al comienzo de la gestacién.

Para valorar el efecto que la infeccién por el VSRRP tiene sobre la tasa de concepcidn se
tuvieron en cuenta los resultados obtenidos en dos de los estudios llevados a cabo: el realizado
exponiendo a las cerdas por la via intrauterina en el momento de la inseminacién artificial y el
realizado exponiendo a las cerdas por las vias intranasal e intravenosa en el dia O de gestacién. En
el primero de ellos hay que destacar que, aunque fue posible demostrar la transmision de la
enfermedad a través de semen contaminado con el VSRRP, no se observé ningin efecto adverso
sobre la tasa de concepcidn ya que si se comparan los resultados obtenidos en los dos grupos de
cerdas expuestas al VSRRP, seronegativas y preinmunizadas, con los del grupo testigo se observa
“que el 85,7% de las cerdas seronegativas y el 71,4% de las cerdas preinmunizadas estaban
gestantes en el momento del sacrificio frente al 100% en el grupo de las cerdas testigos. Estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas, estando los valores obtenidos en todos los
grupos dentro de los valores normales en cerdas nuliparas. Ademaés, estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Lager er ¢/. (1996b) y los obtenidos por Swenson et al. (1995), los cuales
obtuvieron unas tasas de concepcién del 66% y del 63% respectivamente en las cerdas inoculadas
con el VSRRP por la via intrauterinay del 50% y el 83% respectivamente en las cerdas que
actuaron como testigos. En cuanto al segundo estudio, cuando se utilizaron las vias intranasal e
intravenosa para inocular a las cerdas con el VSRRP en el dia 0 de gestacién, los resultados
obtenidos fueron similares a 1os obtenidos en el caso de la exposicién al VSRRP por la via genital
yaque €]l 83.3% de las cerdas de! grupo infectado con el VSRRP estaban gestantes en el momento
del sacrificio frente al 76,9% en el grupo de las cerdas testigos. Nuestros resultados, junto con los
obtenidos por los autores anteriormente mencionados parecen indicar que la presencia del VSRRP
en el momento de la concepcidn, bien sea por una exposicién intrauterina o por una exposicion
intranasal e intravenosa no interfiere de forma significativa con la misma. Sin embargo, esta
conclusién entra en contradiccién con observaciones de campo (Keffaber, 1989; Hopper er al.,
1992) y evidencias epidemioldgicas (Yaeger e al., 1993) que indican una disminucién en la
fertilidad y un aumento en las repeticiones ciclicas en los brotes de SRRP o cuando se inseminan
cerdas con verracos infectados con el virus. Estas diferencias se podrian deber una vez mds a
diferencias en la patogenicidad de las distintas cepas como ya ha quedado demostrado en

inoculaciones experimentales llevadas a cabo al final de la gestacién (Mengeling er al., 1996d; Park
etal., 1996¢).
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El segundo pardmetro valorado para determinar el efecto que la infeccién por el VSRRP
tiene al comienzo de la gestacion fue la tasa de fertilizacién. Para su estudio, de nuevo se tuvieron
en cuenta los resultados obtenidos en los estudios llevados a cabo exponiendo a las cerdas por la
via intrauterina y por las vias intranasal e intravenosa. En ningln caso se observaron diferencias
estadisticamente significativas-en la relacién embriones/cuerpos luteos entre las cerdas expuestas al
VSRRP y sus testigos. En el caso de las cerdas expuestas por la via intrauterina, la relacién
embriones/cuerpos luteos fue del 0,77, el 0,82 y el 0,78 para las cerdas seronegativas,
preinmunizadas y testigos respectivamente. Cuando la inoculaci6n se realizé por las vias intranasal
e intravenosa los resultados obtenidos fueron también similares en las cerdas inoculadas con el
VSRRP y en las testigos, siendo la relacién del 0,69 y del 0,70 respectivamente para las cerdas
sacrificadas en el dia 10 p.d. y del 0,81 y el 0,78 respectivamente en el caso de las cerdas
sacrificadas en el dfa 20 p.i... En consecuencia es posible deducir que la presencia del VSRRP en
el momento de la fertilizacién no parece tener ningilin efecto sobre la misma. En este sentido
nuestros resultados estdn en concordancia con los obtenidos por otros autores (Gradil ef al.,
1996b). los cuales no observaron diferencias en el tamafio medio de la camada en las cerdas

infectadas y las testigos (9,7 y 9,2 fetos/camada respectivamente).

Aunque las tasas de fertilizaciénen el cerdo suelen ser del 95% o superiores (Anderson,
1978), en nuestro estudio el nimero de embriones presentes en el dtero s6lo fue de
aproximadamente un 80% del niimero de cuerpos luteos encontrados en los ovarios en las cerdas
sacrificadas en el dia 20 p.i. e incluso inferior en las cerdas sacrificadas en el dia 10 p.i.. Sin
embargo, este fenémeno se produjo en todos los grupos en estudio, siendo comparables las cifras
obtenidas en las cerdas expuestas al VSRRP y en las no expuestas. Este hecho parece indicar que
la pérdida de embriones observada no se produjo como consecuencia de la presencia del VSRRP
sino que se debe a factores comunes a todos ellos, quizas a una degeneracién normal de algunos de
los ovocitos fecundados al comienzo el desarrollo embrionario por un proceso de bloqueo en el
mismo. La pérdida de embriones fue especialmente marcada en las cerdas sacrificadas en el dfa 10
p-i., en las cuales se perdieron aproximadamente un 30% de los embriones que deberfan estar
presentes en el ftero. Esta pérdida, afin superior ala hallada en las cerdas sacrificadas en el dia 20
de gestacion se pudo deber a dos factores. Por un lado a la influencia de los resultados individuales
sobre el conjunto. De hecho, las tasas de recuperacién tan bajas se vieron en gran medida influidas
por las tasas de recuperacion de 3 de las cerdas en estudio: la cerda niimero 28 y la ndimero 40 del
grupo de las expuestas al VSRRP y la cerda niimero 3 del grupo de las testigos para las cuales las
tasas de recuperacion fueron del 42%, el 44% y el 47% respectivamente. Por otro lado hay que
destacar que los embriones de cerdo son dificiles de identificar y recoger cuando han eclosionado -

de la Zonu pellucida, de forma qué es posible que, por un lado algunos de los embriones no hayan
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sido arrastrados en los lavados realizados a los cuernos uterinos y por otro lado que hayamos

perdido algunos de ellos, atn estando presentes, al no haberlos identificado adecuadamente.

Una vez valoradas las tasas de concepcidn y de fertilizacidn, el tercer pardmetro a tener en
cuenta a la hora de estudiar el posible efecto del VSRRP al comienzo de Ia gestacion es su efectoen
el desarrollo embrionario. De hecho, se sabe que algunos virus porcinos como el PVP o el virus de
la enfermedad de Aujeszky, aunque no afectan a la concepcidn, son capaceg de producir
alteraciones en el uvlterior desarrollo de esos embriones tanto in vivo como in vitro (Bolin y Bolin,
1984; Bane et al., 1990). En nuestro estudio, se tuvieron en cuenta para valorar este pardmetro los
resultados obtenidos en las cerdas inseminadas con semen contaminado con el VSRRP, en aquellas
inoculadas por las vias intranasal e intravenosa en €l momento de la cubricién y en las inoculadas
por la via intrauasal en los dias 7, 14 y 21 de gestacién. Ademas, los resultados se completaron
con un estudio realizado in virro utilizando embriones antes de la implantacidn. Los resultados

obtenidos de cada unc de estos estudios se discuten a continuacion.

El grado de desarrollo alcanzado por los embriones en el dia 10 de gestacién cuando la
inoculacién se realizd por las vias intranasal e intravenosa fue superior en el caso de las cerdas
expuestas al VSRRP al alcanzado por los embriones de las cerdas testigos. El nimero
anormalmente alto de embriones que estaban sufriendo un proceso de degeneracién en este dltimo
grupo se debi6 en gran medida al efecto que sobre el conjunto produjeron los resultados de la cerda
nimero 12, la cual presenté un ndmero muy alto de embriones que habian sufrido un proceso de
bloqueo en el estadio de 2 células. Aunque las razones de este bloqueo no pudieron ser
determinadas, bloqueos similares se han descrito cuando se mantienen los embriones in vitro,
indicando que posiblemente sea un momento especialmente delicado en el desarrollo inicial de los
mismos. En cualquier caso, no es posible adscribirlo al efecto del VSRRP ya que no fue posible
determinar la infeccidn de la cerda. Como consecuencia se puede concluir en funcién de los
resultados aqui expuestos que la presencia del VSRRP no inhibe significativamente el desarrollo
embrionario en los primeros momentos del mismo. Ademids, los resultados obtenidos in vitro
apoyan estateoria ya que el grado de desarrollo alcanzado por los embriones después de 72 horas
de cultivo en presencia de grandes cantidades del VSRRP o tras la microinyeccién con el mismo

fue similar al alcanzado por los embriones que actuaron como testigos.

Cuando el grado de desarrollo alcanzado por los embriones se valoréen el dia20 6 21 p.i.
se observé que aunque los embriones se habfan implantado normalmente y habian comenzado la
organogénesis, el niimero de embriones muertos era superior en todos los casos en los grupos de
cerdas expuestas al VSRRP, fuera cual fuera la via por la que habian sido expuestas al virus. Asi,

cuando la exposicién habia sido por la via intrauterina el nimero de embriones muertos fue 2 y 4
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veces supertor en los grupos de las cerdas seronegativas y preinmunizadas que en las cerdas del
grupo testigo, siendo las diferencias existentes entre ellos estadisticamente significativas. En el
grupo de las cerdas expuestas al VSRRP por las vias intranasal e intravenosa en el dia 0 de
gestacion el nimero de embriones muertos presentes en las cerdas del grupo expuesto al VSRRP
fue 3 veces superior al encontrado en el grupo de las testigos, siendo ademds una cifra muy
llamativa ya que representaban el 354% de los embriones presentes. Al igual que habia sucedido
en el caso anterior las diferencias fueron estadisticamente significativas. Cuando la inoculacidn se
realizé en los dias 7, 14 y 21 de gestacién el nimero de embriones muertos, también fue superior
en los grupos de cerdas expuestas al virus que los grupos testigos, aunque en este caso sdlo
ligeramente cuando se consideraron en su conjunto los resultados. Sin embargo, considerados por
separado, las diferencias fueron especialmente marcadas en los grupos inoculados en el dia 14 de
gestacion, en los cuales el nimero de embriones muertos fue el doble en el grupo de las expuestas
al VSRRP que en el grupo de las testigos, debido al efecto que sobre el conjunto causé el alto
nimero de embriones muertos encontrados en una de las cerdas, destacando ademds que ésta fue la
cerda que habia presentado vna sintomatologia mas manifiesta y 1a que mayor nimero de

embriones infectados presento.

El aumento significativo en el niimero de embriones muertos observado en nuestro estudio
no se ha producido en otros estudios llevados a cabo. Por el contrario s6lo se ha podido establecer
un claro efecto del VSRRP sobre los fetos al final de la gestacién (Christianson er al., 1993;
Mengeling et «l., 1994), detectindose con anterioridad Gnicamente en embriones vivos. Asi,
durante la primera mitad de la gestacidn el virus parece replicarse durante un periodo de al menos
31 dias sin que existen cambios macroscdpicos apreciablesen los fetos (Christianson et al., 1993;
Lager y Ackermann, 1994; Lager y Mengeling, 1995), siendo posible obtener fetos o lechones al
parto con una apariencia normal tras la inoculacién de la cerda con el VSRRP en el momento de la
cubricion (Gradil er al., 1996b). Los resultados anteriormente mencionados han ltevado a
estableceria hipdtesis de que, aunque el virus pueda infectar 2 los embriones desde el comienzo de
fa gestacidn, éste carece de capacidad para provocar la muerte de los mismos hasta el final de la
misma. Incluso se ha especulado con la posibilidad de que los fetos sufran un cambio en el
desarrollo entre los dias 65 y 70 de gestacién que los haga pasar de soportar la replicacién virica
sin efectos aparentes en su viabilidad a morir como consecuencia de 1a infeccién. Desconocemos
cuél es la causa que ha producido una mortalidad embrionaria tan alta en nuestro estudio, sin
embargo todo parece indicar que se debe a un efecto directo del virus scbre los embriones ya que
por un lado no se observé ninguna diferencia entre los distintos grupos en el desarrollo
embrionario antes de la implantacién, momento en el que tampoco se pudo demostrar la infeccidén
de los embriones por el VSRRP y por otro lado, un mayor niimero de embriones muertos fue

acompafiado normalmente de un mayor porcentaje de embriones infectados.
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Otro de los objetivos de nuestro estudio fue estudiar la susceptibilidad de los embriones a la
infeccién por el VSRRP al comienzo de la gestacién. Para ello dividimos el estudio en dos partes,
considerando por un lado el efecto que el VSRRP pudiera tener antes de que se produzca la
implantacién y por otro el efecto que pudiera tener después de la misma. De esta forma, la
susceptibilidad antes de la implantacidn se estudid in vitro e in vivo, sacrificando cerdas inoculadas
en e] dia de la cubricién por las vias intranasal e intravenosa a los 10 dias del comienzo de la
gestacién. Los resultados obtenidos in vitro indican que no es posible recuperar el VSRRP de los
embriones incubados en un medio de cultivo en el cual se habian afiadido grandes cantidades del
VSRRP. D¢ igual forma, cuando se intentd aislar el VSRRP de los embriones de 10 dias
recuperados de las cerdas expuestas al virus en el dia de la cubricién se obtuvieron resultados
negativos en todos los casos. Estos resultados negativos se pueden deber a varias razones. Una de
ellas seria la posibilidad de que los embriones al comienzo de la gestacion estén protegidos por la
Zona pellucidu, la cual actuaria como una barrera impidiendo la penetracién del VSRRP y, por
tanto, la infeccién de los blastomeros. Esto mismo sucede con la mayoria de los virus que afectan
al cerdo (Bolin er al., 1983; Singh et al., 1984; Singh y Thomas, 1987a,b; Dulac y Singh, 1988)
ya que sélo en el caso del PVP se ha conseguido demostrar que el virus atraviese la Zona pellucida
y se multiplique en los blastémeros (Bane er al., 1990). Sin embargo, tienen que existir otros
factores que expliquen la ausencia del VSRRP una vez que los embriones han eclosionado de la
zona pellucida. En el estudio realizado in vitro una posible explicacién seria la inactivacién del
virus al estar mantenido durante un periodo de tiempo muy largo a 37°C sin una célula adecuada
para su multiplicacién. De hecho se sabe que se produce una reduccidn de 5 log en el titulo virico
después de una incubacién de 48 horas a 37°C (Bloemraad et al., 1994). En cuanto al estudio
realizado in vivo, uno de los factores que podrfa explicarlo serfa la ausencia del VSRRP en la luz
del dtero en el momento en que los embriones eclostonan de 1a zona pellucida, 1a cual quedé puesta
de manifiesto por el hecho de que, aunque dos de las muestras de titero obtenidas en el momento
del sacrificio fueron positivas al aislamiento del virus, ninguno de los liguidos de lavado utilizados
para arrastrar los embriones fuera de laluz del dtero lo fue. Sin embargo, la ausencia del virus en el
entorno del embrién cuando éste eclosiona de la zona pellucide no puede explicar los resultados
negativos al aislamiento virico obtenido en ¢l embriones que fueron microinyectados con entre 10 y
20 DI5oCT del VSRRP. Estos resultados parecen indicar que los blastémeros indiferenciados de
los embriones al comienzo de la gestacién pueden no ser una poblacidn celular adecuada para la
multiplicacién del virus, de forma que sea necesario que se produzca un proceso de diferenciacién
que dé lugar a la aparicién de una poblacién celular adecuada. Sin embargo, aunque esta teorfa
puede ser cierta, debe ser tomada con precaucién ya que también hay que tener en cuenta en este
periodo del desarrollo embrionario que existe la posibilidad de que las técnicas empleadas no

tengan la sensibilidad suficiente para detectar la cantidad tan baja de virus que pudiera estar
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presente en los embriones, tanto en el caso de aquellos recuperados en el dia 10 de gestacion como
en el caso de los embriones microinyectadosy estudiados al cabo de 72 horas de incubacidn in
vitro. Hay que destacar en este sentido que las diluciones del virus inoculadas en los cultivos de
MAP para determinarla sensibilidad de cada uno de los lotes utilizados dieron como resultado que
la técnica era lo suficientemente sensible como para detectar al menos 100 DI5pCT/mL, mientras
que la deteccién de cantidades menores del virus dependié en gran medida del lote de MAP
utilizado. En cuanto a la técnica de RT-PCR utilizada, presenta una sensibilidad similar a a del

aislamiento virico ya que el limite de deteccién con muestras biolégicas es de 100 DIsoCT. Esto

explicaria el hecho de que no fuera posible detectarlas entre 10 y 20 DIsoCT microinyectadas en
los embriones. Ademas, en el caso de que los embriones no hubieran sido susceptibles a la
infeccién por el virus, es probable que ésie se hubiera inactivado después de 72 horas a37°C. Esta
misma inactivacién explicaria la ausencia de virus en el medio de cultivo en el que fueron
mantenidos los embriones in vitro asi como del medio utilizado para lavar los embriones antes de
proceder al intento de aislamiento virico, unido, en este iltimo caso, al factor de dilucién sobre &}
posible virus presente que introducen los lavados, que fue estimadoen 1/100 para cada uno de

ellos,

Aunque no se conocen las causas por las cuales, aparentemente, los embriones no son
susceptibles a la infeccion por el VSRRP el bloqueo se debe haber producido de forma temprana en
el ciclo de replicacidn del virus, ya que no se detectaron proteinas viricas por la técnica de
inmunofluorescencia en los embriones cultivados in vifro. La causa puede ser la ausencia de un
receptor para la adsorcidén y penetraciéndel virus o bien la incapacidad del virus para perder la
envoltura y empezar la replicacion. De esta forma, se sabe que los embriones de ratén en el estadio
de 2 células carecen de receptores para el virus del polioma, mientras que en el estadio de
blastocisto el virus se puede adsorber y penetraren ta membrana de los blastémeros (Biczysko e
al., 1973). Este mismo fendmeno podria suceder en el caso del VSRRP, siendo necesario esperara
momentos mas avanzados del desarrollo embrionario para que el embrién sea susceptible al

mismo.

Por el contrario, cuando se estudiaron embriones de 20 6 mads dias fue posible demostrar la
existencia de una infeccién transplacentaria, fuera cual fuera la via de inoculacidn por la que habia
sido expuesta la cerda al VSRRP.

Asi, cuando la exposicion al virus se realizé por la via intrauterina en el inicio de la
gestacion, el 83% de las camadas de las cerdas seronegativas y el 20% de las camadas de las cerdas
preinmunizadas presentaron al menos uno de sus embriones infectados con el VSRRP, cuando la

exposicion se realizd por las vias intranasal e intravenosa en el dia 0 de gestacidn el porcentaje de
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camadas infectadas fue del 60% y, por tiltimo, cuando la exposicién al VSRRP se realizé por la via
intranasal en los dias 7, 14 6 21 de gestacién no fue posible detectarninguna camada infectada en
las cerdas expuestas en los dias 7 y 21 de gestacién mientras que en el dia 14 de gestacién el 40%
de las camadas estaban infectadas. Estos resultados son similares a los obtenidos en otros estudios,
los cuales han demostrado que el porcentaje de camadas infectadas al comienzo de la gestacién
puede llegar hasta cifras préximas al 80% (Lager e? al., 1994). Ademds variaciones importantes en
el porcentaje de camadas infectadas, tal como hemos encontrado en nuestro estudio, también han
sido descritas por otros autores {Mengeling er al., 1994). En cuanto al porcentaje de embriones
infectados, éste oscilé entre el 0% en el caso de las cerdas inoculadas en los dias 7 y 21 de
gestacién y el 16% en el caso de las cerdas expuestas por las vias intranasal e intravenosa en el dia
0 de gestacion. Estas cifras parecen estar en consonancia con las obtenidas por otros autores al
comienzo y la mitad de la gestacién (Christianson ef al., 1993; Mengeling er al., 1994; Lager er
al., 1996a), habiéndose observado ademas que la incidencia de infeccidn transplacentaria aumenta
al avanzar [a gestacién siendo muy elevada cuando la infeccidn sucede al final de la misma
(Terpstra eral., 1991; Christianson ef al., 1992; Plana et al., 1992; Mengeling et al., 1994; Lager
.et al., 1996a). Es posible que las diferencias en la extension de la infeccion transplacentaria se
deban a la estructura de 1a placenta, 1a cual hace mas dificil el acceso del virus a los embriones al
comienzo de la gestacién ya que a medida que la gestaci6n avanza y se desarrolla paralelamente
todo el soporte vascular de la placentay del feto, €ste va adoptando posiciones subepiteliales,
invadiendo los capilares embrionarios los trofoblastos. Como consecuencia de ello la relacién
materno-fetal se hace mds intima, haciendo més eficiente el intercambio a medida que avanza la
gestacion, aumentando de esta manera las probabilidades de infeccidn transplacentaria. Otra
posibilidad sugerida para explicar estas diferencias en el porcentaje de embriones infectados en los
distintos momentos de la gestacién serfa la relativa capacidad del embrién o feto para soportar la
replicacién del virus (Mengeling et al., 1994). Sin embargo, la primera teoria parece mds probable
ya que se ha demostrado que cuando la inoculacién de los fetos es intraamnidticao intramuscular el

virus se puede replicar en los mismos (Christianson ef al., 1993; Lager y Mengeling, 1995).

Lo que si parece probable en funcidn de los resultados obtenidos en nuestros estudios es el
hecho de que los embriones no se infectan por el VSRRP hasta que tiene lugar 1a placentacion,
entre los dias 14 y 20 de gestacién, con el consiguiente establecimiento de una relacién directa entre
la madre y el embrién. Aunque no se conoce el mecanismo patogénico del VSRRP, los virus
patdgenos normalmente atraviesan la barrera placentaria bien como virus libre o bien unidos a
células maternas. Por tanto, es muy probéble que el virus alcanze los embriones, bien de forma
libre o bien vehiculado en macréfagos, tal como se ha descrito en otros Grganos, después de que se
haya establecido la unién materno-filial y exista por tanto un intercambio entre la madre y los

embriones. Una vez en el lado fetal de la barrera placentaria el virus puede infectar los tejidos
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placentarios o entrar a 1a vasculatura y/o el amnios y de esta forma llegar al feto. Si éste fuera el
mecanismo de infecci6n estaria en concordancia con ¢l hecho de que el porcentaje de infeccidn
transplacentaria aumente al avanzar la gestacién al existir un mayor intercambioy un contacto mas

directo entre la madre y el embrién.

En cuanto a la forma de difusion del virus entre los embriones, ésta puede ser por extension
intrauterina de la infeccién, extendiéndose por tanto a los embriones adyacentes, como sucede en el
caso del PVP o bien por infeccién transplacentaria directa. La posicién que ocupaban los
embriones infectados en nuestro estudio nos hace pensar que la infeccién de los mismos es
transplacentaria y no por difusidn intrauterina. Ademas, el que suceda asi est4 en consonancia con
la teoria de que el virus llega al embridn directamente de su madre una vez establecido un contacto

directo entre ambos.

Por otra parte el hecho de que el virus se haya aislado fundamentalmente de embriones
vivos puede deberse, ademds de a la resistencia de los embriones para soportar la replicacién virica
descrita por algunos autores, a que el tiempo transcurrido desde que se infectaron hasta que se
sacrificaron las cerdas no fue suficiente para producir un efecto patdégeno claro. Esta segunda
posibilidad quedaria apoyada en nuestro estudio por el hecho de que en la mayoria de los casos las
cerdas que presentan un mayor nimero de embriones muertos son a su vez las que presentan un
mayor nimero de embriones positivos al VSRRP.

En cuanto a la eficacia de ]a vacuna para prevenir los problemas asociados a la
reproduccidn, hay que tener en cuenta que aunque a primera vista parece que la incidencia de
infeccién transplacentariafue mucho menor en el grupo de las cerdas preinmunizadas que en e}
grupo de las cerdas seronegativas, €l nimero de animales empleado fue muy bajo y no permite
establecer conclusiones acerca del posible papel protector de la vacuna, pudiendo deberse las
diferencias al azar ya que no quedaron apoyadas estadisticamente. Por otra parte, el nimero tan
anormalmente alto de embriones muertos en ¢l grupo de las cerdas preinmunizadas no preconiza
una eficacia adecuada de la vacuna. De hecho, la muerte de los embriones se podria haber debido
al efecto del VSRRP sobre los mismos, ya que, aunque no fue posible aislar el virus de ninguno de
los embriones muertos, parece probable que el porcentaje de infeccién de 1os mismos fuera alto,
causando como consecuencia la muerte de los embriones y sufriendo postenormente, al comenzar
los fenémenos de autolisis, un proceso de inactivacién que es bastante répido en los virus ARN,

haciendo como consecuenciaimposible su aislamiento.

Por otra parte, llama la atencidén la pricticamente total ausencia de anticuerpos tras la

vacunacion de las cerdas preinmunizadas. Se podria pensar que los resultados obtenidos en este
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grupo, similares a los obtenidos en cerdas no vacunadas, se podrian explicar por la ausencia de
anticuerpos especificos en la mayoria de las cerdas vacunadas. Sin embargo, la tinica cerda que
desarrollé anticuerpos detectables tras la vacunacién presentd una respuesta similar a las cerdas
seronegativas, con una sintomatologia similar al resto y, ademds, su camada contenia el Unico.

embridn infectado encontrado en este grupo.

En resumen, los resultados de nuestro estudio indican que es posible que se produzca la
infeccién de los embriones al comienzo de la gestacién. Este hecho tiene algunas imi)licaciones ya
que como consecuenciade la infeccién se puede producir la muerte de algunos de los embriones,
dando lugar a la aparicién de cerdas con un tamafio de camadabajo, o de todos ellos, dando lugar
en este caso a repeticiones aciclicas tras la reabsorcién de los embriones. En este sentido hay que
tener en cuenta que, aunque en nuestro estudio no se han producido abortos y 1a mayoria de las
gestaciones avanzaban normalmente en el momento del sacrificio de los animales, practicamente en
todos los casos éste se llevo a cabo alrededor del dia 21 p.i.. Esto significa que si el tiempo
necesario para que se produzca la muerte y 1a reabsorcién de los embriones infectados es mayor, lo
cual parece bastante probable en funcién de los resultados obtenidos, hubiera sido posible detectar
repeticiones aciclicas o incluso expulsiones embrionarias, es decir, hubiera aparecido un fallo
reproductivo mas claro si se hubieran dejado continuar las gestaciones. De hecho, una de las cerdas
preinmunizadas inserninadas con semen que contenia el VSRRP presentd todos sus embriones en
un avanzado estado de reabsorcién. En este caso concreto, si se hubiera permitido que la gestacién
continuara se habria producido una repeticién aciclica con toda seguridad. Esta teoria estaria
apoyada por los resultados obtenidos por Lager er al. (1994), los cuales observaron que cuando la
inoculacién de las cerdas se realiza en el dia 30 de gestacién, se produce un fallo reproductivo
importante, abortando una tercera parte de los animales antes del dia 50 de gestacién. Sin embargo,
estos mismos autores no han podido determinar la existencia de ningtin efecto adverso cuando las
cerdas se inoculaban en el dia 1 de gestacion ya que todas presentaban fetos normalesen el dia 111

de gestacidn.

A pesar de que el papel del VSRRP en la produccion de un fallo reproductivo al final de la
gestacidon estd suficientemente probado, el papel que pueda tener en la infertilidad puede ser muy
limitado, en vista de los resultados aqui presentados. En cualquier caso, los mecanismos que
pueden estar implicados en un posible efecto en las tasas de concepcién y el posterior

mantenimiento de la gestacidn son los siguientes:

1.- La cepa del virus con la que trabajemos, al haberse descrito, como ya se ha mencionado

anteriormente, diferencias antigénicas y de patogenicidad muy importantes entre ellas.
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2.- La espermatogénesis y 1a capacidad de los espermatozoides para fertilizarlos évulos. Respecto
a este punto ya se ha comentado el posible efecto que [a infeccion por el VSRRP puede tener sobre
la calidad espermitica. Sin embargo, no existe ningdn trabajo en la actualidad que estudie la
capacidad de fertilizacién de los espermatozoides procedentes de verracos infectados con el
VSRRP.

3.- Fertilidad de los 6vulos. Esta no parece estar afectadapor el VSRRP si tenemos en cuenta los
resultados obtenidos en nuestro estudio. Atn asi no se puede descartar un posible efecto sobre la
misma en el caso de que el VSRRP estuviera presente en el ovario durante el desarrollo folicular,

pudiendo interferir de alguna forma en ¢l desarrollo normal de los oocitos.

4.- Desarrollo de los zigotos, el cual puede estar modificado por el efecto directo del virus en los
mismos o por cambios en el entorno uterino. En este sentido se sabe que existen otros agentes
infecciosos que pueden tener un efecto sobre el desarrollo de los zigotos. Es el caso del virus dela
rinotraqueitis infecciosa bovina y el virus de la enfermedad de Aujeszky, los cuales pueden dar
lugar ala aparicidn de endometritis (Kendrick y McEntee, 1967; Bolin er al., 1985) o el del virus
de la diarrea infecciosa bovina que puede interferir con la fertilizaciény posterior desarrollo de los
embriones (Grahn er al., 1984) y el PVP que puede interferir con el desarrollo de los embriones
(Wrathall y Mengeling, 1979). En el caso del VSRRP, éste no parece tener ningin efecto en el
desarrollo de los embriones hasta que se produce la implantacién, siendo capaz de infectarlos a

partir de este momento y posiblemente de dar lugar posteriormente a la muerte de los mismos.
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Dado que nuestro estudio se ha dividido en dos 4reas bien diferenciadas, hemos creido
oportuno dividir las conclusiones que del mismo se derivan en estas mismas dreas a fin de separar

ambas cuestiones en los dos apartados independientes que constituyen.

A. Conclusiones del estudio del efecto de la infeccién por el VSRRP en el verraco

1. La infeccién de verracos adultos con el VSRRP da lugar a una respuesta clinica variable,
existiendo animales en los que pasa totalmente desapercibida y dando lugar a la aparicién de una
sintomatologia que, en general, no es muy marcada en otros, debido a un componente de respuesta

individual muy importante.

2. Lainfeccién por el VSRRP da lugar a alteracionesen la calidad espermdtica que se manifiestan
fundamentalmente como una disminucién en el porcentaje de espermatozoides moéviles, una
disminucién en el porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal y un aumento en el
porcentaje de espermatozoides con gotas citoplasmadticas. Sin embargo, estas alteraciones no se

presentan de forma constante en todos los animales.

3 . Dentro de los limites de nuestro sistema de deteccién no podemos afirmar de forma concluyente
que el VSRRP se elimine sistemdticamente por el semen de los verracos infectados. Atn asi, su

presencia en esta localizacién es posible, aunque probablemente en bajas cantidades.

4. Tras la inoculacién de animales adultos con el VSRRP la distribucién del virus por el organismo
es muy alta, pudiendo encontrarse en practicamente todos los érganos mientras dura la viremia.
Esta distribucién da lugar a la llegada del virus a determinados 6rganos del aparato reproductor,
destacando como localizaciéndénde su presencia es mds frecuente el epididimo. Posteriormente el
virus tiene la capacidad de acantonarse en determinados érganos, fundamentalmente en los
pulmones, las amigdalas y algunos ganglios linfaticos. Ademds, al menos durante el periodo de
viremia, el VSRRP se elimina por la mayoria de las vias naturales en los animales infectados,
pudiendo encontrarse, aunque en baja proporcién, en las secreciones nasales, oro-faringeas y
prepuciales, en las heces y en la orina, siendo mayor su eliminacién por las heces y las secreciones

nasales.

5. Lapresencia del VSRRP en el semen puede dar lugar a la transmisién dé la enfermedad por 1a

via venerea en cerdas nuliparas, tanto en las que son seronegativas como en aqlellas previamente
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vacunadas con la vacuna inactivada Cyblue®.

6 . La presencia del VSRRP en el semen no interfiere con la concepcién ni con la fertilizacién de

los ovocitos en las cerdas nuliparas expuestas a ese semen.

B. Conclusiones del efecto de la infeccién por el VSRRP en las hembras al

comienzo de [a gestacion

1. Lainfeccin por el VSRRP en las cerdas, al igual que sucede en los verracos, no da lugara la
presentacion de una sintomatologia caracteristica, pudiendo pasar clinicamente desapercibida o dar
lugar a una respuesta inespecifica de intensidad y duracién variable debido a que presenta un

componente de respuesta individual muy importante.

2. La inoculacién de cerdas nuliparas con ¢l VSRRP en el momento de la cubricién no produce

ningun efecto apreciable sobre las tasas de concepcidn y fertilizacién,

3. La presencia del VSRRP no interfiere con el desarrollo embrionario, al menos hasta el estadio
de blastocisto eclosionado. Sin embargo, posteriormente, su presencia se asocia con un nimero
anormalmente alto de embriones muertos/camada, sin que se pueda afirmar de forma concluyente
que el virus haya sido la causa de su muerte ya que sélo se aisla de estos embriones en algunas

ocasiones.

4. Los embriones en estadio de mérula y blastocisto, tanto antes como después de la eclosién de la
Zonu pellucida, no parecen ser susceptibles a la infeccién por el VSRRP. Sin embargo, una vez que
se produce la implantacidn, entre los dias 14 y 20 de gestacién el VSRRP adquiere la capacidad de
atravesar la barrera placentaria, provocando como consecuencia la infeccién de los embriones, al

menos desde este momento del desarrollo.

5. El VSRRP no tiene capacidad de adhesién y/o penetracién a la Zona pellucida, estando por tanto
los embriones protegidos de la infeccién por este virus al menos hasta que se produce la eclosién
de la misma alrededor del dia 7 de gestacién.
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