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Introduccion

Con el descubrimiento a lo largo de este siglo de los diversos
quimioterapicos y antibiéticos antimicrobianos, vacunas, farmacos
antiviricos y las acciones conducentes a la lucha y hasta erradicacion
de algunas enfermedades como la viruela, se creyo por un sector
importante de la sociedad que las enfermedades infecciosas del hombre
estaban en vias de ser controladas en un futuro cercano, al menocs en los
llamados paises desarrollados. Sin embargo, la aparicion de una nueva
enfermedad o sindrome como el SIDA, ocasionada por un virus con
mecanismos de actuacion muy complejos y frente al cual se desconoce
como llevar a cabo una efectiva profilaxis médica o vacunal, ha llevado
a la humanidad a percatarse de su gran error al presuponer la
posibilidad de lucha efectiva frente a la totalidad de los agentes
infecciosos.

También en la patologia animai, se ha observado este fenémeno
con la aparicion o actualizacion de nuevas entermedades causadas por
diferentes agentes infecciosos, tanto bacterianos (Afipia felix,
Borrelia burgdorferi..), como viricos (Parvovirus canino, Leucosis
felina..). Pero quizas de todos eilos, destaca por su relevancia el
sindrome reproductor y- respiratorio porcino sobre cuyo agente virico
causal versara esta Tesis Doctoral.
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i. HISTORIA DE LA ENFERMEDAD

El sindrome reproductor y respiratorio porcino es una enfermedad
de reciente aparicion que afecta a la especie porcina, y que se
caracteriza por un fallo reproductor en cerdas, neumonia en cerdos en
crecimiento y aumento de la monrtalidad en lactacién.

En 1987, por parte de veterinarios clinicos e investigadores de
diversos lugares y centros, se fue denunciando la existencia de una
nueva enfermedad que afectaba al cerdo y a la que denominaron
enfermedad misteriosa del cerdo, por el desconocimiento existente de
su etiologia. Tres anos mas tarde, la enfermedad ya se habia presentado
en once estados de Estados Unidos de América (EE.UU)} y dos provincias
de Canada (Hill, 1990). También en 1990, aparecioé por primera vez en el
continente europeo, concretamente en Munster, Alemania (Busse y cols,
1992) desde donde se difundié a otros paises como Holanda, Francia,
Bélgica, Inglaterra y Dinamarca. (Paton y cols, 1991: Meredith, 1991).
En Espana la enfermedad se localizé por primera vez en Huesca en enero
de 1991, debido a la importacion de cerdos desde Alemania, ordenando
las autoridades espaholas el sacrificio obligatorio de los mismos. Sin
embargo, cinco dias después la enfermedad aparecié en dos granjas que
se encontraban a 500 metros del foco inicial (Plana y cols, 1992). Hasta
la fecha se han detectado brotes de la enfermedad en los continentes
Americano (EE.UU y Chile); Asiatico (Japén, Corea y China) y Europeo
(Austria, Italia, Luxemburgo y Maita ademas de los anteriormente
citados), (Meredith, 1995). :

Desde la aparicidn de la enfermedad se le han dado numerosas
denominaciones, entre ellas destacamos las siguientes: enfermedad
misteriosa del cerdo (Hill, 1990); aborto enzodético tardio del cerdo
(Meredith, 1992); sindrome respiratorio y aborto epidémico porcino
(Terpstra y cols, 1991); enfermedad de la oreja azul (White, 1991),
sindrome infertilidad y respiratorio porcino {Collins y cols, 1991);
enfermedad del 89; plaga del 89; sindrome del fallo reproductor del
cerdo; sindrome reproductor y respiratorio porcino (Keftaber, 1989).
Aunque en los EE.UU la denominacion mas aceptada es la de sindrome
infertilidad y respiratorio porcino (SIRS). Los participantes en el
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primer simposio internacional de la enfermedad celebrado en Minnesota
en 1992 aceptaron como denominacion mas idonea para la misma la de
sindrome respiratorio y reproductor porcino (PRRS) (Collins, 1992). La
Oficina Internacional de Epizootias también reconoce la denominacion
PRRS (Meredith, 1992).

Uno de los aspecios mas oscuros y costosos de la nueva
enfermedad fue la determinacién de cual era el agente/agentes
involucrados en la misma, ya que transcurrieron cuatro anos desde la
aparicion clinica de la enfermedad hasta que se aislé el hoy conocido
agente causal. A este respecto multiples agentes fueron considerados
en un principio, tanto viricos, bacterianos, e incluso micotoxinas.

Dentro de los agentes viricos el que en un principio se consideré
como mas probable causa de la enfermedad fue e! virus de la
encefalomiocarditis. Algunos autores expusieron su teoria de que la
entonces llamada enfermedad misteriosa era producida por una variante
neumotrépica del virus de la encefalomiocarditis como parecia ser
corroborado por los siguientes hechos: hayazgo de una tasa
significativa de anticuerpos frente al virus {>/ a 1/16) en algunos fetos
afectados, aislamiento del virus en dos ocasiones de fetos porcinos,
lesiones histopatolégicas como miocarditis o encefalitis, el que el
virus experimentaimente pudiera causar muerte fetal y momificacion
tras la infeccion en utero y que aislados de campo fueran altamente
patogénicos para lechones de tres dias tras inoculacion experimental
asi como que inoculaciones en cerdas. gestantes dieran intecciones
transplacentarias y muertes fetales, y por ultimo el que una vacuna
frente a la enfermedad redujera algo los sintomas clinicos y ia
mortalidad. En contra del virus de la encefalomiocarditis como causa de
la enfermedad se encontraba el que no todas las hembras afectadas
seroconvertian al virus, y el aislamiento y deteccién del mismo por
inmunofluorescencia no siempre era posible (Joo y cols,1990).

En 1990, se sefalaron diferencias en los cuadros clinicos que
aparecian en Canada con respecto a los de EE.UU (Dial y cols, 1990). En
este sentido, algunos autores canadienses han senalado la
cohexistencia en su pais de dos agentes infecciosos, el virus del
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sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRSV), que fue aislado en
el pais por primera vez por Dea y cols (1892) y un nuevo virus Influenza
A de subtipo desconocido aisiado de lesiones pulmonares y cuyo cuadro
clinico se denominé con las siglas PNP (neumonia necrotizante y
proliferativa). Ambos virus presentan diferencias tanto en su cuadro
clinico como en sus lesiones. Asi, mientras el PRRS se caracteriza por
fallo reproductor, y problemas respiratorios que afectan
principaimente a cerdos no destetados sin un aumento febril
significativo en cerdas, con lesiones de neumonia intersticial difusa
caracterizada por infiltracion de las paredes alveolares por
macréfagos, la causada por el nuevo virus influenza A, en cambio,
vendria principalmente determinada por signos respiratorios (polipnea
y disnea) tanto en cerdos destetados como no destetados mas graves en
criaderos y unidades de finalizacion del engorde, con failo reproductor
previo a la aparicidn de signos respiratorios en algunas de las granjas
afectadas, asi como elevacion de temperaturas y anorexia en las cerdas
enfermas. El cuadro patoldgico se caracteriza por proliferacién de
neumocitos tipo Il, bronquiolitis necrotizante y presencia de coagulos
de células necrdticas y fibrina en el lumen alveolar (Morin y cols, 1990;
Elazhary y cols, 1991; Morin y cols, 1992). De todo lo expuesto se
desprende que posiblemente en Canada cohabiten las infecciones por el
virus de la encefalomiocarditis y por el virus influenza atipico
actuando éstas como infecciones viricas secundarias a un primer virus
inmunosupresor, probablemente el PRRSV (Dea y cols, 1992).

Otros de los virus' inicialmente propuestos como agentes causales
fueron el parvovirus porcino y la enfermedad de Aujezsky. Sin embargo,
si bien ambos producen dano reproductor en cerdas, como rasgos
diferenciadores del primero frente al PRRSV esta el hecho de que éste
es generalmente subclinico para las hembras, los fetos mueren
raramente tras los 70 dias postinfeccion con dicho virus y amenudo uno
de los principales signos de la aparicién en una granja es el elevado
namero de fetos momificados, incluso toda la camada. Por si fuera
poco, los antigenos frente a parvovirus que son muy estables en los
fetos incluso en los momificados no se encontraron en casos de
enfermedad misteriosa, ni tampoco seroconversion en hembras
(Mengeling y cols, 1990). En el caso de la posible etiologia de la
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enfermedad asociada al virus de Aujezsky tampoco se aislé el agente ni
se vio seroconversién en los animales afectados de PRRS, gue ademas,
no presentaban sintomas nerviosos.

Dentro de las posibles causas bacterianas, se sefalé una
serovariante de Leptospira interrogans; bratislava (Bolin y cols, 1990),
asi como la posible autoria de Clamidia psitacii (Daniels, 1990) e
incluso Campilobacter (Erickson, 1990). También una micotoxina, la
denominada fumonisina, fue especulada como posible etiologia del
PRRS, ya que por su efecto inmunosupresor pudiera favorecer la
infeccion por otros agentes viricos o bacterianos que ya desarrollarian
la enfermedad (Bane y cols, 1990).

El hoy bien conocido agente etioldgico fue aislado por primera vez
en 1991 mediante cultive en macréfagos alveolares porcinos (MAP) a
partir de muestras de animales enfermos por PRRS que incluian
macerados de pulmon, cerebro, amigdalas y otros 6rganos de lechones
de 2 a 10 dias de edad, asi como de plasma y suero de cerdas afectadas.
Ademas se consiguio transmitir y reproducir experimentalmente la
enfermedad (Terpstra y cols, 1991), denominando al virus por ellos
aislado, virus Lelystad (LV), en honor a la ciudad holandesa donde se
realizé el aislamiento. En EE.UU el virus no fue aislado hasta 1992
(Collins y cols, 1992), descubriéndose ya una diferencia antigénica
considerable entre los aislados americanos con respecto al virus
europeo (LV)} mediante la técnica de inmunoperoxidasa en monocapa
(IPMA) (Wensvoort y cols, 1992).

2. IMPORTANCIA ECONOMICA

Es indudable que el intenso y urgente desarrollo de la
investigacién relacionada con esta enfermedad ha venido motivado por
las graves pérdidas econdémicas que ia misma ha originado en las
explotaciones porcinas.

Aunque es muy dificil determinar el quebranto econdmico
atribuible a la enfermedad, debido a que es frecuente la complicacion
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por infecciones bacterianas secundarias (Loula, 1991), el impacto
directo e indirecto atribuible al PRRS se puede establecer comparando
los parametros antes de ta aparicion de un broie en una granja, con i0s
obtenidos durante y después del mismo. En este sentido, las pérdidas en
la produccién varian entre ninguna (infeccién detectada unicamente por
un sondeo serolégico), hasta un 20 % de pérdidas en la produccién. Estas
variaciones son atribuibles a las condiciones higiénicas de la granja,
factores de manejo, variaciones en la virulencia de la cepa virica etc.

Las pérdidas atribuibles a la enfermedad se fundamentan
principalmente en un aumento de la tasa de lechones nacidos muertos,
del niumero de momificaciones y de la mortalidad en lactacion, junto
con otros parametros como retraso en el retorno a celo, acortamiento
del periodo de gestacion (5-7 dias), y en cerdos destetados aumento de
infecciones respiratorias, de la mortalidad, y de infecciones
secundarias que causan disminucién de la ganancia de peso y del
consumo de pienso, con el consiguiente aumento del indice de
conversién (Polson y cols, 1990)

Otras pérdidas vendrian dadas por el costo de tratamientos,
gastos de mano de obra adicional, costos derivados de politicas de
control y/o erradicacién, investigacion etc. En nuestro pais, como ya se
citd, la aparicién de la enfermedad supuso el sacrificio de los cerdos
afectados (Plana y cols, 1992).

Como un dato mas de la relevancia econdémica del problema, en un
estudio econémico realizado por Polson y cols (1990) sobre una
explotaciéon de 250 hembras en un brote agudo de la enfermedad, obtuvo
unos gastos medios de 236 ddélares por hembra, lo que supuso unas
pérdidas totales de 59.781 ddlares. Estudiando la evolucién en el
tiempo de los principales parametros de produccion involucrados en el
proceso observé que la tasa de nacidos muertos alcanzaba un maximo en
el primer mes tras la aparicién de la enfermedad, disminuyendo hasta
niveles normales en el tercer mes. La mortalidad en lactacién y la
momificacion tras alcanzar un maximo en el segundo mes, la primera
descendia mucho en el tercer y cuarto mes, mientras que la
momificacién mantenia el maximo en el tercer mes y caia a niveles
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normales el quinto mes. El numero de nacidos totales por camada, se
mantuvo mas bajo de lo normal incluso en los dos afos posteriores al
brote. La tasa de partos empezd a declinar en el primer mes y alcanzd el
maximo a los tres meses retornando a niveles normales en el séptimo
mes. Los resultados anteriores se reflejaron en que durante los cuatro
meses posteriores al brote el numero de cerdos destetados por cerda
disminuyé en 2,85 cerdos con respecto a los niveles basales de antes
del brote; el numero de cerdos destetados, debido al aumento de la
mortalidad en lactacién, fue el 82,1 % del numero de nacidos vivos por
camada. Ei descenso del numero de cerdos nacidos vivos totales se
debid al descenso del total de lechones nacidos por camada (28,2 %), al
aumento del numero de nacidos muertos (24,8 %), y al aumento del
numero de cerdos momificados (47 %). En el caso de areas enzodticas,
los efectos de la infeccidn se han observado incluso tras 24 meses del
brote agudo, con aumentos del 1 % en la mortalidad en cerdos de cria y
del 0,5 % en la fase de cebo, asi como descensos del niamero de lechones
nacidos vivos por camada del 0,5 %.

En otros casos se presentan tasas de mortalidad en lactacion tan
altas como del 60-80 % en el comienzo del brote, incrementos en la
mortalidad neonatal de 2 a 3 cerdos por camada, y aumentos en la tasa
de nacidos muertos de hasta un 20 % (Reotutar, 1989).

Cuando esta enfermedad se establece crénicamente en una
explotacion, las pérdidas ocasionadas segun el estudio econdmico de
Moore y cols (1990) alcanzan a 18. ddlares.por cerdo en el momento del
envio al matadero.

3. EPIZOOTIOLOGIA

Como ya se cité anteriormente, la enfermedad esta ampliamente
difundida en América del Norte y Europa, donde se sospecha que la
incidencia clinica de la enfermedad tiende a disminuir, probablemente
debido a la existencia de cepas de baja virulencia que causan
infecciones subclinicas (Annelli, 1992). No obstante, aun existen pocos
datos sobre la situacién real de la enfermedad en los distintos paises.
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En EE.UU, estudios realizados mediante el empleo de la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFl) frente a sueros recogidos en 1980
con anterioridad a la primera notificacion de la enfermedad, han
demostrado gue el PRRSV estaba presente en el estado de lowa en 1985
y en el de Minnesota en 1986. Tras la aparicion clinica de la
enfermedad, la incidencia se incrementd rapidamente alcanzandose un
purto maximo en la misma durante los anos 1989 y 1990. Asi, en una
encuesta realizada al azar sobre 396 granjas de 17 estados, 141
granjas tenian animales seropositivos al PRRSV, lo que suponia que un
36 % de las granjas encuestadas habian tenido contacto con el virus. La
prevalencia de las granjas seropositivas variaba de 0 % en Oregén,
Pensilvania y Tennesee al 82 % de Michigan (Morrison y cols, 1992).

Con respecto a la situacion en Europa, no se conocen datos de la
prevalencia de la misma, aunque se ha observado una disminucién en la
presentacién ciinica de la enfermedad tras el maximo observado en
1991. En un estudio seroldgico retrospectivo se observéd la presencia de
animales seropositivos en granjas alemanas entre 1988 y 1989
(Ohrlinger, 1992). Nuestro pais se considera oficialmente exento de la
enfermedad, sin embargo, en una encuesta realizada en el afio 1992 por
los laboratorios Hipra, Amer-Girona, se demostré que en hembras de
granjas de produccion de lechones, sobre un total de 56 explotaciones
35 eran positivas a la enfermedad (62,5 %); en explotaciones en ciclo
cerrado de 214 granjas 131 eran positivas (61,2 %) y en explotaciones
de engorde de 32 encuestadas 24 lo eran (75 %). La misma encuesta
realizada en el ano 1993 reveld positividades de 39 sobre 51 (76,5 %)
en hembras de granjas de produccion de lechones; 44 sobre 63 (69,8 %)
en explotaciones en ciclo cerrado y de 25 sobre 29 (82,2 %) en granjas
de engorde.

Aunque no se conoce totalmente cuales son con exactitud los
medios de transmisiéon de la enfermedad, se considera que el mas
frecuente es por contacto cerdo a cerdo (Komijn, 1991), por translados
de cerdos entre granjas (Edwards y cols, 1992), asi como la via
aerégena, pudiéndose difundir por aire a distancias superiores a los 3
km, incluso 20 km (De Jong, 1991). Las investigaciones efectuadas no
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han podido demostrar la transmision del virus por medios indirectos
como vehiculos de transporte, ni tampoco por la via hematdgena (Scott,
1992). lgualmente no se ha conseguide aislar el virus © reproducir
experimentalmente la enfermedad en ratones y ratas por lo que no
parecen actuar como reservorios de la misma (Hooper y cols, 1994). Sin
embargo, el PRRSV ha sido aislado de heces de patos expuestos al virus
en el agua de bebida (Zimmerman y cols, 1993).

Parece ser posible la transmision del virus por semen ya que
cerdas inseminadas con semen recogido de verracos que presentaban
sintomatologia aguda y durante el periodo de maxima fiebre,
enfermaban y seroconvertian a la enfermedad (Yeager y cols, 1993). Por
otra parte, el PRRSV se ha aislado del semen de verracos infectados
intranasalmente (Swenson y cols, 1993) con eliminaciones del virus a
partir del dia tercero postinfecciéon (pi) hasta el dia 43. También se ha
conseguido el aislamiento del virus del tracto genital de un verraco en
la segunda semana pi, no asi a tiempos mas tardios (Blackburn y cols,
1992). En cuanto a la transmisién via transplacentaria, esta se logrd
experimentalmente cuando las hembras eran infectadas durante el
ultimo tercio de la gestacién (dia 93), y no asi cuando lo eran antes de
la mitad de la misma (dias 45-50) (Christianson y cols, 1992).

En infecciones experimentales se ha demostrado ampliamente la
difusion por proximidad o por contacto (Christianson y cols, 1992)
siendo el virus aislado esporadicamente a partir de nariz, heces, orina
(Christianson y cols , 1992; Rossow y cols, 1992) y saliva (Wills y cols,
1995). No se han sefalado infecciones humanas atribuibles al PRRSV, ni
transmisidon atribuible a insectos. En cuanto a la supervivencia del
virus en canales de cerdos infectados, se ha observado que es posibie
el aislamiento del PRRSV tras 25 dias a 4 °C, no asi a los 32 dias; a -
20 oC el virus permanecia aun infectivo (Frey y cols, 1995). Tampoco
se conoce cual es la supervivencia del virus en el medio ambiente ni en
productos carnicos.

Como factores de riesgo que incrementan la posibilidad de una

infeccion por PRRSV en una granja se han senalado la presencia de un
glevado numero de individuos, el alojamiento en un Unico edificio, la

10
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introducciéon de nuevos animales, el aimacenamiento de purines bajo las
granjas, la exposicion a vehiculos de transporte, las malas condiciones
higiénicas, o la presencia de fumonisina en los piensos (Fiedler y cols,
1991; Vogel y cols, 1991; Blane y cols, 1992). La incidencia de ila
enfermedad es mayor en los meses de invierno, en que la presencia de
bajas temperaturas, elevada humedad y la disminucién del fotoperiodo
facilitan la difusion de la misma (Keffaber, 1989; Komijn y cols,
1991).

Una vez que la enfermedad se instaura en una granja la misma
parece persistir. Se ha demostrado que tras un afo de un brote de PRRS
en una granja, el virus aun circulaba por las zonas de cria y engorde,
con elevadas tasas de seroconversidn en el area de cria y existiendo
numerosos cerdos seropositivos de tres meses de edad (Thacker, 1992).
Este hecho también ha sido cerroborado en infecciones experimentales,
con persistencias superiores a los 12 meses, aislandose el virus
incluso en titulos de 10 4 DIl5qCT 6 semanas pi en diferentes o6rganos,

pudiendo persistir conjuntamente durantie varias semanas virus vy
anticuerpos (Ohrlinger y cols, 1992). También se ha demostrado ia
existencia de infecciones subclinicas o asintomaticas, lo gue viene a
demostrar que animales recuperados aparentemente de la enfermedad
pueden servir de fuente de infeccion para cerdos susceptibles
(Zimmerman y cols,1992).

Existe una evolucién con respecto a la presentacion anterior de la
enfermedad, con la aparicion mas frecuente de formas cronicas.
También es frecuente la infeccion subclinica © inaparente o
asintomatica como lo demostré la presencia de anticuerpos. Esto puede
deberse a la presencia de cepas de PRRSV no patégenas o poco
patégenas (Ohrlinger, 1892).

11
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4. ETIOLOGIA

4.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL VIRUS DEL
SINDROME REPRODUCTOR Y RESPIRATORIO PORCINO

4.1.1. Propiedades de la particula virica

4.1.1.1. Morfologia: El virus presenta pleomorfismo acusado
aunque existe un predominio de los viriones esféricos con tamanos que
oscilan entre 48 y 80 nm (62 nm de media). Estos viriones constan de
zonas centrales electrodensas rodeadas de un envuelta membranosa. El
core central mide de 25 a 35 nm de diametro. La replicacién virica se
inhibe tras el tratamiento con etanol o eter, lo que demuestra la
presencia de una envoltura lipidica (Benfield y cols, 1992-a).

4.1.1.2. Propiedades fisico-quimicas:

4.1.1.2.1. Densidad: No se observan bandas del virus tras su
purificacion en gradientes de sacarosa. Sin embargo, en cloruro de cesio
se observa una banda opalescente entre 1,18 y 1,19 g/ml, siendo 130
veces mayor el titulo al encontrado en sacarosa (Benfield y cols, 1992-
a).

4.1.1.2.2. Estabilidad a la temperatura: l.a infectividad del virus
se reduce en un 50 % tras una incubacion de 12 horas a 37 °C y se
inactiva completamente tras 48 horas de incubacién a 37 °C o 45
minutos a 56 °C. El virus, tras un mes de incubacién a 4 °C permanece
inalterable. Lo mismo sucede cuando se conserva a -70 °C tras cuatro
meses de incubacién.

4.1.1.2.3. Estabilidad al pH:La infectividad del virus se reduce
en un 90 % a pH inferior a 5 0 mayor de 7.

12
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4.1.1.2.4. Actividad hemaglutinante: No hemaglutina globulos
rojos de pollo, cobaya, cerdo, oveja o humano (tipo 0). (Wensvoort y
cols, 1991).

4.1.1.2.5. Actividad neutralizante: No se detectan anticuerpos
neutralizantes en sueros de animales positivos mediante la técnica de
IPMA en MAP infectados con el virus. No asi cuando como sustrato se
usan lineas celulares.

4.1.1.3. Acido nucleico: El tratamiento del virus con
inhibidores de ADN como mitomicina C o bromo-deoxiuridina no reducen
su infectividad, lo que demuestra que es un virus ARN.

4.1.1.4. Proteifnas: Se han detectado tres proteinas de
aproximadamente 15, 19 y 25 KD cuando se utiliza un suero policlonal
de un animal convaleciente de la enfermedad. La primera de ellas es la
proteina de la nucleocapsida, las dos siguientes proteinas de membrana,
siendo la primera no glicosilada y la segunda si (Meulenberg y cols,
1995).

4.1.2. Replicacidén virica

El PRRSV se cultiva de forma optima en tres tipos de sistemas
celulares: cultivos primarios de MAP (Wensvoort y cols, 1991); la linea
celular CL2621 (Benfield y cols, 1992-b) y un clon derivado de la linea
MA-104 (Kim y cois, 1993).

4.2. RELACION CON OTROS VIRUS

Como ya se ha expuesto, uno de los principales problemas que
planteé en un principio esta enfermedad fue la identificacion del agente
etiolégico. Una vez salvado este aspecto, y debido a la importancia de ia
nueva enfermedad, las investigaciones se centraron en la
caracterizacion del virus.

Ya desde un inicio se comprobé que el PRRSV recordaba a los virus
lactato deshidrogenasa del ratén (LDV), arteritis virica equina (EAV) y
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la fiebre hemorragica del simio (SHFV), tanto en su morfologia y
tamafio, en los patrones proteicos, asi como en la evidencia de que
tanto ‘in vivo" como "in vitro” los macrofagos eran la célula diana
utilizada para su multiplicacién (Pol y cols, 1991; Plageman, 19892-a).

4.2.1. Virus lactato-deshidrogenasa del ratdén

Este virus fue descubierto hace aproximadamente 30 afos. Su
denominacién se debié a que produce un aumento de los niveles séricos
de esta enzima por encima de 5 a 10 veces los normales en los ratones
afectados (Riley y cols, 1960). Su importancia se debe a que es un
contaminante muy frecuente de los tumores transplantables de los
ratones (Riley y cols, 1878).

E! agente muestra una gran especificidad tanto de hospedador,
sOlo afecta al ratén tanto doméstico como salvaje y no asi a la rata,
cobaya, hamster o conejo (Rowson y cols, 1985), como de infeccién
celular. En este sentido se ha visto que el virus se muitiplica
exclusivamente en cultivos primarios de macrdéfagos de peritoneo, bazo,
médula roja y probablemente pulmén e higado, pero no en cultivos
primarios de macrofagos activados o monocitos periféricos {(Rowson y
cols, 1985). Ademas, es de vital importancia en su cultivo la edad del
ratén origen de las células; asi, en ratones de 1 a 2 semanas de edad, un
80 % de los macrofagos son susceptibles a la infeccién, mientras que si
el origen de las células son ratones de 2 a 5 semanas de edad, la
susceptibilidad celular se reduce a-un 5-10 % del total de la poblacién
celular {Onyekaba y cols, 1989-b). Esta diferencia de susceptibilidad
segun la edad del ratén probablemente se deba a una disminucién de la
proporcion de células que expresan una proteina de superficie que actue
como receptor para el virus. Este ultimo hecho se ha relacionado con
una caracteristica del virus, la posibilidad de producir infecciones
persistentes en los individuos infectados. Segun esta hipdtesis, el
virus persistiria en el animal mediante su replicaciéon en los nuevos
macréfagos susceptibles que se forman a razdén de 100 a 1000 por dia a
partir de ceélulas precursoras no susceptibles (Stueckemann y cols,
1982; Onyekaba y cols, 1989-a).
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El patron proteico del virus revela la existencia de tres proteinas
denominadas VP-1, VP-2 y VP-3. La VP-1 esta constituida por la
proteina de la nucleocapsida y es de 13-15 kilodaltons (KD). La envuelta
del virus posee dos proteinas, una de ellas no glicosilada (VP-2) de 17-
19 KD y la otra glicosilada (VP-3), con un tamafo que varia de 24-44 KD
(Michaelides y cols, 1973; Brinton-Darnell y cols, 1975; Coutelier y
cols, 1986).

Al microscopio electrénico y por inmunofluorescencia se observa
la localizacién perinuclear del virus (Stueckmann y cois, 1982-a; Harty
y cols, 1987), siendo morfolégicamente un virus estérico con envuelta y
con un tamano que oscila de 50-55 nm de diametro y una nucleocapsida
de 20-35 nm (Brinton-Darnell y cols, 1975; Horzinek y cols 1975). La
densidad determinada en gradientes de sacarosa y glicerol es de 1,13-
1,14 g/ml (Brinton-Darnell y cols, 1975).

El LDV es un virus ARN de cadena unica y polaridad positiva con un
tamano de 14.222 pares de bases (pdb) (Godeny y cols, 1993), que
presenta en su extremo 3' una cola de poliA de longitud variable
(Plagemann y cols, 1992-b). Su genoma ha sido completamente
secuenciado (Godeny y cols, 1993) poseyendo en su extremo 3' una zona
no codificante de unos 80 nucledtidos que es precedida por dos zonas de
lectura abierta (ORFs) completas en diferente marco de lectura en las
que se superponen 11 nucledtidos. La situada mas proximal al extremo
3' codifica una proteina de unos 12,2 KD que ha sido identificada como
la VP-1 por secuenciacién del extremo amino-terminal de la misma; la
siguiente ORF codifica una proteina de 171 aminoacidos con ningun
sitio potencial de glicosilacion, pero con tres segmentos potenciales de
unién a membrana que se supone codificaria la VP-2. Esta ultima ORF se
superpone en 10 nucledtidos con otra ORF vecina que pudiera codificar
una proteina de 265 aminoacidos, cuya funcién aunque aun no
determinada, en funcién de su tamafo y de la presencia de cuatro
posibles sitios de glicosilacion podria ser la VP-3. Del total de las ocho
ORFs encontradas en este virus, recientemente se ha determinadc que la
ORF-7 codificaria la nucleocapsida virica; la ORF-6 una proteina de la
envuelta no glicosilada; la ORF-5 la glicoproteina de la envuelta
mayoritaria; la ORF-2 una giicoproteina de la envuelta minoritaria; vy
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las ORFs 3 y 4 glicoproteinas de funcién desconocida (Chen y cols,
1994},

La localizacion de los genes de las proteinas estructurales en el
extremo 3' de este virus pudiera recordar en un primer analisis a los
alfa o rubitogavirus. Sin embargo, en dichos virus nunca se observa la
solapacién de las zonas de lectura abierta, no observandose similitudes
entre los extremos 3' de éstos con respecto al LDV. Esta organizacién
del genoma también se ha observado en arterivirus, coronavirus vy
torovirus (Spaan y cois, 1990), ya que en el LDV se observd la
existencia de un agrupamiento de siete ARNs mensajeros subgendémicos
derivados del extremo 3 ' del virus, de tamanos que oscilan de 1 a 3,6
kilobases (Kb). Todos ellos poseian en su extremo 5' una secuencia
comun al ARN gendémico (secuencia conductora), que posiblemente se
incorpora por un proceso de "splicing" a una secuencia nucieétidica
especifica situada previamente a las zonas codificantes para cada
proteina {Kuo y cols, 1991).

4.2.2. Virus de la arteritis virica equina

Este virus fue aislado por primera vez en 1953 en un brote
surgido en Bucyrus, Ohio (Doll y cols, 1957) donde un 50 % de las yeguas
prefadas de la granja afectada abortaron. Desde entonces han aparecido
brotes poco frecuentes tanto en EE.UU como en Europa (Mumford, 1985).
Sin embargo, los sondeos seroldgicos demuestran {a gran difusién del
virus correspondiéndose’ con infecciones -subclinicas o inaparentes con
sintomatolégica respiratoria que puede causar confusion con influenza
equina (Mumford, 1985).

La replicacién del virus se inicia en los macréfagos de pulmén
(McColum y cols, 1871; Crawford y cols, 1973), desde donde difunde al
resto del organismo detectandose el virus en todos los drganos con
excepcion del cerebro. Las células primarias de multiplicacion dei virus
son los macréfagos de los lugares donde estad presente, siendo células
secundarias de replicacion las células endoteliales (Mumford, 1985). “In
vitro” también se observa la mayor amplitud de espectro del virus con
respecto al del LDV, ya que se consigue su replicacion en gran cantidad
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de células; tanto cuitivos primarios de células renales de cabalios
(McCollum y cols, 1961), conejos (McCollum y cols, 1962) y hamsters
(Wilson y cols, 1962) como en lineas celulares establecidas, BHK21
(Hyliseth, 1868); RK-13 (McCollum, 1976); Vero (Hyliseth, 1973) e
inciuso una linea diploide de origen dérmico de caballo, la NBL-6
(McCollum y cols, 1986). También en este virus se ha observado la
existencia de infecciones persistentes en caballos, con eliminaciones
de virus via semen incluso uno a dos afnos pi (Timoney y cols, 1986).

El patréon proteico de este virus se compone de 3 proteinas; la VP-
1 de 12-14 KD; la VP-2 que es una proteina de la envuelta no
glicosilada de 17-18 KD, y una tercera compuesta por un numero
variable de proteinas glicosiladas de pesos moleculares sin definir
completamente (den Boon y cols, 1991).

El EAV es mas estable a la temperatura que el LDV (Harry y cols,
1981) y como éste su localizacién es perinuclear como se ha detectado
por inmunofiuorescencia y micrascopia optica (van Berlo y cols, 1980).
Morfolégicamente es un virus esférico con envuelta, con un diametro de
60-83 nm y una nucleocapsida con un diamétro de 35 nm. Su densidad en
gradientes de sacarosa varia de 1,17 g/ml a 1,2 g/ml (Hyliseth, 1970).

Este virus es un ARN de una sola cadena con tamano aproximado de
13 Kb y polaridad positiva (van der Zeijst y cols, 1975), siendo la
organizacién de su genoma, como en el LDV, similar a los coronavirus
(Spaan y cols, 1990; den Boon y cols, 1991). El virus presenta una cola
de poliA en su extremo 3', y en-su replicaciéon se han detectado la
formacion de diferentes ARNs viricos con tamanos que oscilan de 0.8 a
12.7 kb siendo este ultimo correspondiente al tamafio del ARN gendmico
(van Berlo y cols, 1982). Con posterioridad (Spaan y cols, 1990; den
Boon y cols, 1991) se ha demostrado la existencia de seis ARNSs
subgendmicos derivados del extremo 3 ' de tamanos que varian de 0,8 a
3,2 Kb. También en experimentos de traduccion ‘“in vitro" se ha
comprobado que el ARN mas pequeno codificaba ta nucleoproteina (VP-
1} (van Berlo, 1986). Al igual que en el LDV se ha observado la presencia
en el extremo 5' de estos ARN la presencia de una secuencia lider de
207 nucleétidos que es codificada por el extremo 5' del ARN gendmico
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(Spaan y cols, 1990), uniéndose a cada ARN por una secuencia comun 5'-
UCAAC-3' que se localiza a diferentes distancias previamente al coddn
de iniciaciéon de! ARN en cuestion (de Vries y cols, 1990; den Boon y
cols, 1991). Aunque precediendo a cada zona de lectura abierta puedan
aparecer mas de una de estas secuencias, siempre es una determinada
donde se produce la unidn de la secuencia lider.

En el EAV se distinguen siete ORFs (den Boon y cols, 1991). De la
2 a la 7 se solapan unas con otras de modo que se leen en diferente
alineacién con respecto a la inmediatamente anterior y posterior,
siendo variable el numero de nucledtidos de solapamiento. Ademas
estas ORFs ocupan unicamente aproximadamente 3 Kb del genoma ya que
las restantes 9 Kb del extremo 5 ' del genoma lo ocupa el gen de la
polimerasa virica, dividido a su vez en dos ORFs denominadas 1a y 1b.

A pesar de su similitud en la estructuracion del genoma, cuando
se compararon las 2,6 Kb del extremo 3' de los virus LDV y el EAV, no se
encontraron grandes homologias con excepcion de un segmento de 60
nucledtidos de largo dentro de la zona de lectura abierta 6, con un 63 %
de similitud nucleotidica (Plageman y cols, 1992-b), ademas entre
ambos virus no se observan relaciones serolégicas).

Actualmente este virus esta incluido dentro del género
Arterivirus de la Familia Togaviridae (Westaway y cols, 1985).

4.2.3. Virus de {a fiebre hemorrdagica del simio

El virus fue aislado por primera vez de monos a partir de brotes
que se dieron simultaneamente en EE.UU y la Unién Soviética en 1964,
La enfermedad cursa con fiebre, edema facial, anorexia, adipsia,
deshidratacién y hemorragias generalizadas, con mortalidades prdximas
al 100 %, en los monos del género macacus (Gravell y cols, 1986). Otros
géneros pueden presentar una infeccién persistente y subclinica
contribuyendo asi a la difusiéon de la enfermedad.

El virus se cultiva en lineas de rinén de mono como las MA-104 o
la BSC-1 (Wood y cols, 1970). Se ha observado a partir de un
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aislamiento de un mono asintomatico la aparicion de una infeccién
persistente en la linea MA-104 (Gravell y cols, 1980). También se
sospecha que los macrofagos puedan ser las célfulas diana del virus en
los monos macacos (Gravell y cols, 1986).

Al microscopio electronico en ceélulas MA-104 se observa una
estructura similar a la de los dos virus anteriores, aunque los
diametros del virus y de su nucleocapsida son ligéramente mas
pequefios, 40-45 nm y 22-25 nm respectivamente (Wood y cols, 1970).
En gradientes de sacarosa muestran una densidad de 1,15 g/ml.

El genoma del virus es un ARN de una sola cadena poliadenilado
(Sgripanti, 1985). A nivel proteico se han identificado tres proteinas
estructurales: una proteina de nucleocapsida de 12 KD (proteina de la
nucleocdpsida, (N ¢ VP-1); una proteina no glicosilada de la envuelta de
16 a 18 KD (M & VP-2) y una glicoproteina de la envuelta (E 6 VP-3) de
unos 50 KD. No se ha encontrado ninguna relacion antigénica entre este
virus y el LDV, el EAV, flavivirus, pestivirus y alfa y rubi togavirus.

4.3. BIOLOGIA MOLECULAR DEL VIRUS DEL SINDROME
REPRODUCTOR Y RESPIRATORIO PORCINO

Ya en 1992 se establecié la hipdtesis de que el PRRSV estaba
relaccionado con los virus anteriormente citados (Plagemann, 1992-a).
Esta hipdtesis se confirmé al lograrse secuenciar por entero el virus
(Meulenberg y cols, 1993). Tomando .como sustrato macréfagos
infectados con el virus, y tras la extraccién del ARN virico, sintesis de
ADN complementario, fraccionamiento del mismo y clonaje en un
vector, se consiguié la identificaciéon total de la secuencia virica,
demostrando que el virus era un ARN de cadena positiva con un tamano
de aproximadamente 15.088 bases que termina en una cadena de poliA
de longitud variable con un maximo de 20 adeninas en su extremo 3'. En
el interior del ARN gendémico se observaron ocho ORFs, de las cuales ias
la y 1b codifican la polimerasa virica, de la 2 a (a 6 codificaban
proteinas asociadas a membrana y la 7 codificaba la nucleocapsida
virica. Al igua! que en los virus anteriormente citados, en células
infectadas, se observa la formacién de ARNs subgendminos,
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concretamente 7, que contienen ilos extremos 3' viricos y una secuencia
lider idéntica para todos elios que deriva de |la parte 5' del virus que se
une a las zonas 3' mediante un sitio de union que precede a cada ORF
(Figura 1). Ademas precediendo a la ORF 1a se ha identificado la
secuencia 5-UUAACC- 3', que es similar a la que aparece en el LDV
precediendo a los ARNs mensajeros 5, 6 y 8 (Plagemann, 1992-b). En el
caso de los ARNs mensajeros del 4 al 7 la secuencia de union
encontrada seria 5'-(U/A)(U/C)AACC- 3, en el caso de los ARNs 2 y 3
ésta se ha identificado como 5-UAAACC- 3' y &5 -UUGACC- 3
respectivamente.

5 I ry_ =

ARNs Subgenémicos

[ | APV 3

[ | A 4

| Y -

[ T S
E_nrvs 7

Figura 1.- Organizacién gendmica del virus del sindrome reproductor
respiratorio porcino. Durante la replicacién virica se producen un total de siete ARNs

subgendmicos que contienen en su extremo 5 una secuencia lider derivada del extremo 5’

gendmico ( @@ )}, y en su extremo 3" una cola de poliA (s ).
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Por todo ello, se puede deducir que existen similitudes vy
diferencias entre los coronavirus y los virus LDV, EAV, y el PRRSV. Las
similitudes vendrian determinadas, por la organizacién del genoma, la
expresion de las proteinas estructurales mediante ta sintesis de ARNs
subgendmicos que derivan del extremo 3' del virus y por los dominios
conservados de la polimerasa virica. Asi, en todos ellos la polimerasa
virica se expresa mediante el solapamiento de dos regiones
denominadas ta y 1b entre las cuales se forma una extructura similar a
un nudo mediante [a cual, por un fenémeno de deslizamiento, se expresa
la parte 1b por un cambio de fase ribosomal. Ademas, en las
polimerasas de estos virus se han encontrado tres zonas bien definidas.
Una zona denominada regidon hidrofdbica, otra que posee dominios ricos
en cisteinas y una secuencia consenso denominada serin proteasa
constituida por tres residuos aminoacidicos histidina, aspartico y
serina en posiciones mas o0 menos préximas. Las diferencias entre éstos
virus se fundamentarian en los datos obtenidos por secuenciacion de los
mismos (estando los tres ultimos mucho mas relaccionados entre si), y
el tamafno del genoma. Asi mientras en coronavirus y torovirus oscila
entre 27-30 Kb (Spaan y cols, 1988; Snijer y cols, 1990), el de los tres
virus citados oscila entre 13 a 15 Kb, con tamanos para la polimerasa
virica de 20-22Kb (Boursnell y cols, 1987) en coronavirus, frente a los
10-11 Kb del resto (Plagemann y cols, 1992-b}. Otra diferencia con
respecto a coronavirus vendria dada por su morfologia ya que en ningun
caso se presentan las espiculas tipicas de los mismos (Timoney y cols,
1986).

Estudiando la similitud de las secuencias de las polimerasas,
proteinas asociadas a membranas y nucleocapsida entre el PRRSV y el
EAV, se observaron variaciones de entre un 20 a un 36 % mientras que
con respecto a las secuencias conocidas del LDV oscilaban de un 29 a un
67 %, indicando la mayor similitud con éste ultimo. Este hecho viene
también corroborado porgue "in vitro® &ambos se multiplican
preferentemente en células de cuitivos primarios de macréfagos,
mientras que el espectro de multiplicacion celular del EAV es mucho
mas amplio como ya se senalo. |
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Como resumen se puede establecer que los tres virus presentan
similitudes morfolégicas y parecen poder dar lugar a infecciones
persistentes, por lo cual se ha propuesto la inclusién del PRRSV dentro
de la nueva Familia Arteriviridae (Meulenberg y cols, 1993). Con
posterioridad se ha propuesto que la denominacién de la nueva Familia
no sea Areriviridae, nombre unicamente relaccionado con el EAV, sinc
el de Familia Mamurnaviridae (macrophage multiple BNA viruses),
denominacién que senalaria tanto a las células diana de éstos virus,
como su propiedad de sintesis de multiples ARNs subgendémicos
{Conzelmann y cols, 1983).

Se han caracterizacion recientemente la totalidad de las
proteinas del PRRSV, denominandolas respectivamente N, M y E, donde
la N posee 15 KD y se corresponde con la nucleocapsida virica, siendo
codificada por la ORF-7; la M de 18 KD corresponderia a la proteina de
membrana no glicosilada, codificada por la ORF-6 y la E, de 25 KD seria
una proteina de membrana glicosilada, codificada por la ORF-5. También
sefialan la existencia de dos bandas débiles de 28 y 42 KD, que
atribuyen a dimeros de ia ORF-5 (Meulenberg y cols, 1995).

5. PATOGENIA

Pocos son aun los datos disponibles sobre la patogenia del PRRS.
La enfermedad presenta un periodo de incubacién variabie oscilando
entre 5 y 35 dias segun los distintos autores (Dea y cols, 1992;
Edwards y cols, 1992). * :

Parece ser que el virus penetra por via orp-nasal, desde donde
difunde a pulmén para replicar en macrétagos alveolares. No obstante,
para algunos autores se produciria una primera multiplicaciéon virica en
los epitelios nasal y bronquiolar (Pol y cols, 1991). Desde el pulmén el
virus se disemina via hematégena circulando de forma libre, o ligado a
leucocitos o monocitos circulantes. La viremia se detecta de los dias 1
pi hasta como maximo el dia 56, aunque suele ser mas corta (Edwards y
cols, 1992). Debido a la diseminacion hematc’)géna, el virus ilega a los
distintos o¢rganos destacando, de modo importante, el bazo donde
posiblemente los macréfagos esplénicos soporten la replicacién virica.
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En este sentido, por inmunoperoxidasa sélo se ha detectado la presencia
de antigenos viricos en bazo y pulmén (Pol y cols, 1981).

En hembras gestantes el virus puede llegar via hematégena a la
placenta, atravesarla y llegar al feto produciendo su muerte. El paso a
la placenta puede no requerir necesariamente su asociacién a céluias
hematicas, ya que el virus ha sido aislado tanto de suero como de
plasma o leucocitos periféricos. En inoculaciones experimentales de
hembras prefadas se ha demostrado que la incidencia de la infeccién
transplacentaria con el PRRSV es marcadamente mayor en hembras
expuestas al virus con posterioridad a los 90 dias de gestacién. Este
hecho se corresponde con los principales transtornos reproductivos
asociados al virus, como partos prematuros, o cerdos nacidos muertos y
débiles. En el feto, el virus se ha aislado de pulmén, higado, rifiones,
bazo, suero y fluidos corporales de fetos vivos, siendo imposible su
aislamiento de fetos momificados o autolisados (Terpstra y cols,
1991). En el primer tercio de gestacién se han descrito retornos a celo
y bajas tasas de concepcion indicando que la infeccion transplacental
temprana es posible, terminando con la gestacion en ese caso (Loula,
1991). En inoculaciones experimentales de hembras prenadas durante el
segundo tercio de gestacion se observé que cuando se sacrificaban
éstas no se observaba la presencia del virus en ninguno de los fetos. Sin
embargo, cuando el virus se inocuiaba directamente en los fetos, éstos
eran capaces de soportar la multiplicacion del mismo, por 1o que mas
gue a una falta de susceptibilidad de los fetos al virus, se deberia a
diferencias de permeabilidad de la-.piacenta (Christianson y cois, 1993).
La inoculacidon experimental de hembras en gestacion tardia por via
intranasal va acompanada de la presencia de lesiones importantes en la
placenta materna como vasculitis multifocales, que pueden estar
implicadas en la muerte fetal por hipoxia, 0 microseparaciones en las
uniones materno-fetales epiteliales que pueden ser la causa del retraso
en el crecimiento de los cerditos nacidos por la importancia de las
células epiteliales en el transporte de nutrientes en la placenta
(Stochore-Zurwieden y cols, 1993). Otros autores, sin embargo,
tnicamente han observado lesiones en placenta a nivel de miometrio
(Christiansen y cols, 1992), posiblemente debido a diferencia de
patogenicidad de las cepas viricas utilizadas.
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En los machos, aunque el virus se puede eliminar por el semen, no
se ha conseguido su aistamiento de testiculos o glandulas accesorias
(Ofirlinger, 1992), por lo que aun no se sabe si existe multiplicacion
virica en el aparato reproductor masculino o si procede de
contaminacién sanguinea. En estudios experimentales se ha conseguido
la seroconversion de hembras inseminadas con semen extraido de
animales infectados por via intranasal, retornando las mismas a celo
con posterioridad, por lo que se especula que el semen contaminado con
PRRSV pueda, ademas de tener una gran implicacién en la transmisién
de la enfermedad, ser una causa de problemas de infertilidad temprana
en cerdas (Yaeger y cols, 1993). Se ha senalado la disminucién de la
calidad del semen en centros de inseminacién donde se ha detectado la
infeccion por PRRSV (Feitsma y cols, 1992). Sin embargo, en estudios
experimentales realizados hasta la fecha sdlo se ha observado la
disminucion del volumen y el incremento del pH del eyaculado sin
alteracién del resto de caracteristicas morfolégicas como
concentracion o movilidad entre muestras pre y post-exposicién al
PRRSV (Swenson y cols, 1994). El virus, no obstante, era eliminado por
semen desde los dias 3 al 43 pi.

6. SINTOMATOLOGIA

La sintomatologia es variable, afectando a los sistemas
reproductor, respiratorio y circulatoric. La enfermedad se puede
presentar en tres formas: aguda, cronica y.subclinica.

6.1. Dentro de la forma agquda de la enfermedad, se han sefialado
tres fases;

6.1.1. Fase inicial:

Como sintomas tempranos aparecen inapetencia, letargia,
depresion y fiebre moderada (39-40 ©C) (Hiil, 1990). En algunas granjas
también se observan como signos iniciales de ia enfermedad cianosis
transitoria de orejas, vulva, cola, y abdomen, que a menudo no afectan a
mas del 5 % de los cerdos afectados (De Jong y cols, 1991). Dicha
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cianosis en casos extremos puede producir necrosis de las
extremidades.

Los sintomas respiratorios, disnea y polipnea, son frecuentes en
cerdos en crecimiento y cerdos de reemplazo, con frecuentes
contaminaciones secundarias por micoplasmas y bacterias. Estos se
caracterizan por toses, respiracidn laboriosa y polipnea (White, 1981).

Los abortos aparecen de modo esporadico, afectando a menos del 3
% de las hembras.

6.1.2. Fase de climax:

Predominan los sintomas reproductivos, con partos prematuros,
aumento de animales nacidos muertos, momificaciones, lechones
débiles y aumento de la mortalidad en lactacion.

Los partos prematuros se producen entre los dias 107 y 113 de
gestacion afectando hasta a un 30 % de las hembras, (De Jong y cols,
1991). Las tasas de nacidos muertos y de momificados pueden alcanzar
el 25 y el 35 % respectivamente {(Hooper y cols, 1992), lo que repercute
finalmente en la obtencién de una reduccién media del nimero de
lechones por camada de cuatro animaies (Polson y cols, 1990).

Los cerditos recien nacidos a menudo son débiles, poseen
dificultad para amamantarse, presentan edema periocular,
incoordinacién y paralisis del tercio posterior, pelo erizado y mioclonia
(Plana y cols, 1992). También pueden mostrar respiraciéon laboriosa
(Terpstra y cols, 1891), y tendencia a hemorragias como resultado del
corte de la cola, en la regiéon umbilical o en los lugares en que se les
inyectd hierro, particularmente si se aplica con anterioridad a los 3
dias de edad. En ocasiones aparece diarrea que apenas responde a los
tratamientos de color negruzco o grisaceo, como resultado de presencia
de sangre en intestino (Keefaber, 1989). La mortalidad en lactacion
puede alcanzar incluso al 80 % de los animales (Loula, 1891).

En cerdos en crecimiento, durante esta fase de climax, los signos
son variables, desde granjas con enfermedad respiratoria severa a
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otras en que no se observan dichos sintomas. Son frecuentes las
complicaciones por infecciones secundarias tanto por bacterias;
Haemophilus parasuis, Streptococcus suis, Salmonella cholerasuis,
Pasterella multocida, como por virus; herpesvirus, citomegalovirus,
coronavirus porcino, paramixovirus etc.

6.1.3. Fase final:

Caracterizada por retorno de los parametros reproductivos a la
casi normalidad, y signos respiratorios variables en animales de
finalizacion y engorde.

6.2. Frente a la descrita presentacion aguda de la enfermedad,
actualmente se observa que por muestreo seroldgico y aistamiento de
virus el agente continda circulando en las granjas (Keffaber y cols,
1992; Loula, 1992), tendiéndose a una presentacién mas crénica
caracterizada por la disminucién del nimero de lechones por camada,
reduccién de la produccion de cerdos en cebo (Christiansen y cols,
1992), aumento de la muerte postdestete de hasta 2 o 3 veces la
normal, incrementos lentos de ganancia de peso, e incluso
desequilibrios entre crecimiento y desarrolio.

6.3. Ademas también se han senalados casos de infecciones
subclinicas en granjas americanas, apareciendo individuos
asintomaticos seropositivos (Morrison, 1992).

7. LESIONES

En lechones lactantes, indudablemente la lesidn mas frecuente
asociada al PRRSV es la presencia de una neumonia intersticial. Sin
embargo también se han senalado, aunque no de modo constante, otras
como aumento del numero de células en el miocardio o lesiones
vasculares en el cerebro.
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7.1. LESIONES MACROSCOPICAS

En ta mayoria de las infecciones por el PRRSV no complicadas con
otros agentes no se observan lesiones macroscopicas significativas.
Algunos autores han citado la presencia de edema subcutaneo
(anasarca), exceso de exudado abdominal sanguinolento, pleuritis,
rinones congestivos, y ocasionalmente hemorragia del miocardio, con
engrosamiento y moteado blanco del corazén (Hoeffling, 1990). También
se han resenado lesiones en pulmén con consolidacién moderada,
particularmente en los Iébulos craneales, y a veces presencia de fiuido
pericardico o toracico, con frecuente enmascaramiento de las mismas
por infecciones secundarias (Done y cols, 1992).

En infecciones experimentales realizadas con una cepa espafiola
en cerdos de 2 meses de edad se encontraron multiples focos de
consolidacién en pulmdn, ganglios linfaticos mandibulares congestivos
asi como ligeras hemorragias en la serosa del intestino delgado. En
animales nacidos de madres infectadas, y sacrificados a los 8 o 12 dias
de edad se observaron focos pequefios de consolidacion de color
grisaceo (Plana y cols, 1992). La presencia de areas de consolidacién en
pulmén también es notificada por diversos autores en I6bulos
contiguos, mas pronunciadas en las caras ventraies de los lobulos
medios y accesorios, parte craneal del I6bulo caudal y aveces e! apical
(Ramos y cols, 1992).

7.2. LESIONES MICROSCOPICAS . .

A nivel microscopico se han senalado lesiones en el aparato
respiratorio, cerebro y aparato circulatorio principalmente (Hoeffling,
1930).

7.2.1. Aparato respiratorio
En el epitelio nasal se ha sefialado metaplasia, degeneracién de
las células epiteliales de la mucosa nasal con pérdida del epitelio

ciliado y degeneracion hidropica de las células epiteliales (Collins y
cols, 1992). Las células tragueales no se ven afectadas aunque muchas
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células del epitelio bronquiolar sufren degeneracién hidrépica y algunos
limenes bronquiales se llenan de ceélulas de descamacién, las paredes
bronquiales no se infiltran de células inflamatorias (Pol y cols, 1991).

En pulmdn, se observa la lesién mas consistentemente asociada a
la infeccion por PRRSV; la presencia de una neumonia intersticial con
engrosamiento del septo alveolar de células mononucleares (monocitos,
células plasmaticas, linfocitos y neutrofilos) (Hoeffing, 1990; Pol y
cols, 1991, Ramos y cols, 1992; Collins y cols, 1992). En ocasiones
areas de neumonia catarral quizas debido a infecciones secundarias
(Pol y cols, 1991; Done, 1992). También se produce hiperplasia de
neumocitos tipo |l sin acompafamiento constante de células epiteliales
degeneradas. Los espacios alveolares se presentan llenos de acumulos
proteicos y células degeneradas con hipereosinofilia en el citoplasma y
nucleo picndtico. También se aprecian acumulos perivasculares e
intersticiales de linfocitos, macréfagos y células plasmaticas. Al
microscopio electronico existen abundantes células degeneradas vy
necréticas en el infiltrado intersticial, asi como hiperplasia de
neumocitos tipo [l (Ramos y cols, 1992) . En mucosa nasal y tejido
pulmonar se observan abundantes células epiteliaies con elevada
vacualizacién del citoplasma (Pol y cols, 1991).

7.2.2. Cerebro

Los cambios histologicos en cerebro no son constantes, de hecho
existen autores que no les han observado nunca (Pol y cols, 1991; Done,
1992). Sin embargo, se ha senalado en ocasiones la presencia de
encefalitis mononuclear subaguda y perivasculitis con macréfagos,
linfocitos, células plasmaticas y eosindfilos rodeando los vasos, asi
como inflamacion de la materia blanca del cerebro mas grave en la
médula (Collins y cols, 1992).

7.2.3. Aparato circulatorio
En el sistema vascular aparece una marcada hinchazén de las

células endoteliales de capilares y venas pequefias con alteracién de la
integridad endotelial y disfuncién de las proteinas plasmaticas en la
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capa subendotelial. Secundariamente se produce la adhesion al
endotelio de fibrina, plaquetas y células rojas. También se dan pequefios
trombos celulares unidos a la pared de las venas pulmonares, que
pueden causar una completa oclusion del lumen causando una
pronunciada congestion del Iébulo pulmonar correspondiente. La tunica
media y adventicia de los vasos se caracteriza por degeneracion,
necrosis e infiltraciones mono y polimorfonucleares. Los macréfagos
aparecen aumentados de tamario, hinchados y con frecuencia contienen
hemosiderina que puede verse en espacios interalveolares, lumen y
pared celular de los vasos sanguineos danados. En el trombo se aprecian
depdsitos calcicos (Goovaerts y cols, 1992). Esta lesiéon de dano
endotelial seguido de depdsitos de fibrina y plaquetas y trombosis
vascular, pudiera ser de interés en la aparicién de determinados signos
clinicos como cianosis de vulva, extremidades y orejas.

7.2.4. Otros drganos

7.2.4.1. Bazo.- Ligera disminucidon de linfocitos en los acumulos
linfocitarios periarteriales (Pol y cols, 1991).

7.2.4.2. Corteza timica.- criptas de amigdalas y ganglios
linfaticos mesentéricos; con disminucion de linfocitos con infiltracién
de neutrofilos en la médula . de ios linfonddulos mesentéricos (Pol y
cols, 1991).

7.2.4.3. Higado.~ Tras el segundo dia pi dilatacion de los
sinusoides que contienen abundantes neutrétilos (Pol y cols, 1991).

7.2.4.4. Placenta.- Al microscopio 4ptico la placenta parece
similar a la de los individuos no infectados excepto por la presencia de
algunas microseparaciones multifocales en el utero y en el epitelio
coridonico en algunas hembras (50 %), En estas zonas se observa
necrosis de las ceélulas epiteliales y descamacion celular. Aveces
existe infiltracién celular en la placenta fetal, no asi en la materna.
También se encuentran células mononucieares en el epitelio uterino,
alrededor de los vasos sanguineos, submucosa uterina y aveces incluso
en miometrio. Ultraestructuraimente existen cambios degenerativos del
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epitelio trofoblastico y maternal con vacualizacién del reticulo
endopiasmico rugoso e hinchazon mitocondrial. En algunas células
endoteliales de capilares y pequenos vasos sanguineos de la placenta
materna se observa vacualizacién y particulas viricas en la superficie
luminal, asi como ocasionalmente entre ias células epiteliales uterinas
y el endotelio capilar de la placenta fetal (Stockhofer-Zurwieden,
1992).

8. INMUNOLOGIA DEL PRRS

La gran mayoria de l0s cerdos parecen ser inmunes clinicamente a
la enfermedad tras recuperarse de PRRS. Sin embargo, una proporcion de
cerdos de la granja afectada suele escapar a la infeccion pudiendo con
posterioridad sucumbir a ella, y contribuyendo, por ello, al
mantenimiento de la infeccidn en la misma. También se han senalado
casos de reinfeccion de hembras durante la prefez (Plana, 1992). Hasta
la fecha, no se ha conseguido aislar el virus de un animal infectado con
posterioridad del tercer mes pi. Sin embargo, el virus puede persistir
en una poblacién infectada al menos durante seis meses tras el cese de
los signos clinicos (BlacKburn y cols, 1992), posiblemente debido a la
infeccién de nuevos cerdos susceptibles.

Los lechones nacidos de hembras inmunes son inicialmente
seropositivos, y a las cuatro semanas de edad seroconvierten a
seronegativos. Sin embargo, pueden nuevamente seroconvertir a las 6-7
semanas por la exposicion al virus: existente en la granja, manteniendo
titulos de 1/1024 o superiores mas alla de los seis meses (Dee y cols,
1993 [-b).

Se ha sugerido que la replicacién del PRRASV pudiera
incrementarse por la presencia de anticuerpos virus-especificos. La
formacion de inmungocomplejos es una respuesta inmune normal para la
eliminacion de virus por los fagocitos mononucleares. Sin embargo, en
el caso del PRRS é&stos parecen jugar un importante papel en el
establecimiento y mantenimiento de la infeccion persistente. Asi, se ha
comprobado que la presencia de anticuerpos especificos frente al virus
incrementa de 2 a 4 veces la producciéon de antigenos viricos, con
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aumentos del titulo virico de 10 a 100 veces (Choi y cols, 1992). Todo
esto parece indicar que los anticuerpos no siempre protegen frente a la
infeccion por PRRSV, ya que fa formacién de inmunocomplejos
incrementa la replicacién virica.

E! hecho de que no exista proteccion cruzada entre distintas cepas
del PRRSV, puede crear problemas para el desarrollo de vacunas
efectivas frente a todas ellas, aunque se ha citado la existencia de
proteccion cruzada de una vacuna viva preparada con una cepa
norteamericana frente al LV europeo (Gorcyca y cols, 1992).

Aun existen muchas dudas con respecto a los mecanismos de
inmunidad. Asi, los anticuerpos detectados por los diferentes test
serologicos aparentemente no protegen; no neutralizan el virus en
cultivos de macrdéfagos y los animales seropositivos pueden ser a la vez
virémicos (Ohlinger, 1992; Paton y cols, 1982). Segun estas
conclusiones se pone en duda que el analisis serolégico de los animales
pueda ser directamente utilizado como indicador de inmunidad. De
hecho, en estudios experimentales se ha demostrado que el PRRSV
puede ser aislado de pulmones de animales con anticuerpos
neutralizantes frente al virus por encima del dia 72 pi (Ohlinger, 1995).
En generai, los anticuerpos frente a la enfermedad tienen un papel
protectivo limitado, los cerdos infectados pueden permanecer
virémicos de 4 a 6 semanas posteriormente a la formacién de
anticuerpos, siendo capaces en este tiempo de la transmision de la
enfermedad a otros :cerdos cohexistiendo virus y anticuerpos
(Wensvoort, 1995).

Otro aspecto ha considerar es el posible papel inmunosupresor
del virus. Ya desde comienzos de la aparicién de la enfermedad muchos
investigadores sefalaron la existencia en las granjas afectadas de un
aumento tanto en la prevalencia como en la gravedad de otras
enfermedades endémicas como rinitis atrofica, neumonia enzodtica,
infecciones por Streptococus suis, Haemophilus parasuis, Pasterela
multocida tipos A y D asi como Salmonella (Dial y cols, 1890; Moore y
cols, 1990).
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Existen diferentes hechos que avalarian que el PRRSV provoque
inmunosupresion: La multiplicacion del mismo en macréfagos tanto “in
vivo" como "in vitro® con lisis de los mismos, su relacion con virus
como el LDV, o el de la EAV, que modulan la respuesta inmune mediante
su replicacion en macroéfagos, la asociacion entre la presencia del virus
y mualtiples enfermedades secundarias, etc. Sin embargo, en
experimentos realizados por Molitor y cols (1990), se descubrié que la
infeccion por el virus parece incrementar la respuesta humoral vy
celular frente a una amplia variedad de antigenos. Todo lo expuesto
parece indicar que el virus actda alterando la respuesta inmune, por una
parte el virus en pulmdn deprime la habilidad de respuesta frente a
infecciones bacterianas o viricas secundarias, mientras que fuera del
mismo actuaria aumentando las respuestas antigeno-especificas.

9. DIAGNOSTICO

Previamente al aislamiento del agente causai por primera vez, el
PRRS se diagnosticaba por exclusiéon de otras posibles causas de
transtornos reproductores y/o respiratorios, asi como por la
observacion microscépica de la neumonia intersticial tipica.

En la actualidad el diagnéstico de la enfermedad se fundamenta
en:

9.1. DIAGNOSTICO CLINICQ

Debido a la gran diversidad gue se observa en la presentacién
clinica de la enfermedad éste sdélo es util en los casos en que la
enfermedad se presente de forma aguda. La presencia del PRRSV en una
granja debe ser sospechada cuando en menos de dos semanas se
presentan tasas de abortos y partos prematuros superiores al 8 %, tasa
de nacidos muertos mayor al 20 %, o mortalidad de lechones en la
primera semana de vida superior al 25 % (Cromwijk, 1991).
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9.2. DIAGNOSTICO ANATOMO-PATOLOGICO

Como vya se ha sefalado la neumonia intersticial con
engrosamiento de los septos alveolares e infiltracién de células
mononucleares es la lesién mas comunmente encontrada en casos de
PRRS. Dicha lesién afecta a cerdos de todas las edades y a la totalidad
de los {6bulos pulmonares.

Otras lesiones histolégicas asociadas al PRRS en cerdos en
crecimiento serian rinitis, encefalitis no supurativa y miocarditis
multifocal (Collins y cols, 1992).

9.3. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

En este sentido, el diagndstico se fundamenta en el uso de
técnicas directas, para la determinacién de la presencia del virus, e
indirectas, para la determinacion de anticuerpos. Entre estas ultimas,
la mas popularmente conocida ha sido la técnica inmunoperoxidasa en
monocapa (IPMA) gque continua, de hecho, siendo la mas ampliamente
usada en Europa, no asi en EE.UU donde se impuso la
inmunofluorescencia indirecta (IFl).

El aislamiento del virus se puede realizar a partir de plasma,
sangre y fraccion leucocitaria de animales en fase aguda asi como de
macerados de distintos é6rganos de animales nacidos muertos o débiles
pero no de fetos en tase de momificacidn, Aunque también se ha aislado
de pulmoén, cerebro, amigdalas, timo, nédulos linfaticos, bazo, corazén y
médula osea, los tejidos mas idoneos son pulmén y suero mediante
inoculaciéon en cultivos primarios de macréfagos alveolares porcinos o
en las lineas celulares CL2621 o MA-104, a partir de cuyos cultivos se
pueden realizar el diagnostico por identificacidn indirecta.

El diagndstico serologico se emplea entre otros para ayudar al
diagnostico diferencial con otras enfermedades reproductivas y/o
respiratorias, establecer el estatus de infeccion de las granjas que
donen o reciban reproductores e investigar la causa de una infeccién en
una granja.
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Una de las principales dificultades del diagnéstico serologico es
la variacidn antigénica existente entre cepas del PRRSV (Wensvoort y
cols, 1992}. Asi, una prueba serolégica desarrollado frente a una cepa
del PRRSV no siempre es idénea para la deteccion de anticuerpos frente
a otras cepas. Este hecho es potencialmente un problema cuando cepas
europeas se usan en pruebas aplicadas a sueros de EE.UU y Canada o
viceversa.

9.3.1. Técnicas indirectas

9.3.1.1. IPMA

El primer método diagndstico de l!a enfermedad aplicado por
Wensvoort y cols en 1991 para la detecciéon de anticuerpos en cerdos,
fue el ya citado IPMA |, siendo de hecho la técnica diagnédstica mas
ampliamente difundida para el diagnéstico actual de la enfermedad. Sin
embargo, su uso en las entermedades infecciosas no es nuevo, ya que
habia sido aplicada a la deteccién de anticuerpos frente a varios
Togavirus como la Peste Porcina Clasica (Wensvoort y cols, 1986} o la
Diarrea Virica Bovina (Jensen y cols, 1981). La técnica se fundamenta
basicamente en que la peroxidasa es capaz de catalizar la oxidacién de
un reactivo, el 3-amino-9-etilcarbazol, por el agua oxigenada
formandose un producto rojo insoluble que puede ser visualizado al
microscopio 6ptico (Graham y cols, 1965). Ademas de MAP, también
pueden ser utilizados cemo sustrato cullivos de las lineas celulares ya
sefialadas, detectandose anticuerpos frente a la enfermedad a partir del
sexto dia pi (Ohlinger y cols, 1991). Estos anticuerpos parecen persitir
durante al menos 12 meses, aunque algunos cerdos se convierten en
seronegativos tras 4 o 6 meses. Como inconvenientes de la misma estan
el que a pesar de ser una técnica altamente especifica, sin embargo, no
es muy sensible (Wensvoort y cols, 1991), el que al deberse realizar la
lectura por visualizacién al microscopio o6ptico no esta exenta de
subjetividad, no pudiendo ser por ello automatizada.

Aunque inicialmente en Alemania, Holanda y Gran Bretana se
consideraba ia no existencia de falsos positivos a esta técnica
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(Ohlinger y cols, 1991), el hecho de que con posterioridad se
descubrieran anticuerpos frente a la enfermedad en sueros de animales
tomados entre los arfos 88/88 hace sospechar la posible existencia de
una agente virico aun no conocido que pudiese causar reacciones
cruzadas (Ohlinger, 1992). También es frecuente la existencia de falsos
negativos, ya que un 25 % de los cerdos afectados no muestran
seroconversion. Mediante el IPMA se pueden detectar anticuerpos en
sangre precalostral o en fluidos asciticos de animales nacidos muertos
o lechones débiles.

9.3.1.2. IFI

En EE.UU la inmunofluorescencia ha tenido mejor aceptacién que el
IPMA. Los niveles de deteccién son similares, hayandose anticuerpos a
partir también del sexto dia pi (Yoon y cols, 1992). Con esta técnica se
pueden testar tanto IgG como IgM usando el correspondiente antiespecie
conjugado con fluoresceina. Los inconvenientes son practicamente los
mismos que los del IPMA.

9.3.1.3. ELISA

Albina y colaboradores, 1992, propusieron una técnica ELISA para
el diagnostico serolégico. Sin embargo, este ELISA, que como sustrato
posee tapices celulares infectados con el virus entero, ha demostrado
ser menos sensible y producir una elevada coloracién de fondo ai testar
sueros de algunos animales seronegativos (Edwards y cols, 1992).
Actualmente se han desarrollado otros ELISAS comerciales con los
pocillos tapizados con un extrato celular que contiene la proteina
codificada por la ORF-7 sintetizada por ingenieria genética. Con ello se
logra eliminar el elemento subjetivo y se consigue el testaje a gran
escala (Sanz y cols, 1995).

9.3.1.4. Seroneutralizacion
Otro método diagndstico es la Seroneutralizacion (SN} in vitro.

Sin embargo, esta soélo tiene utilidad cuando se utilizan como sustrato
células diferentes a cultivos primarios de macrofagos alveolares
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porcinos, ya que se ha observado que los anticuerpos son importantes en
el mantenimiento de la infeccion por PRRS y que la formacién de
inmunccomplejos favorece la endocitosis de los mismos por los
macréfagos (Choi y cols, 1992). Mediante el uso de una linea celular, la
MA-104, los anticuerpos neutralizantes son ademas de aparicion tardia
(6-8 semanas pi) (Christoffer-Hennings y cols, 1992). Con
posterioridad, se ha conseguido incrementar la sensibilidad de la
técnica mediante la inclusion de suero fresco en la dilucién del virus.
De este modo, los anticuerpos neutralizantes pueden ser detectados
entre los dias 9-11 pi. Todo lo expuesto se atribuyé a que
probablemente la neutralizacién temprana de los sueros se estimula por
la presencia de complemento, es decir, los anticuerpos tempranos
pueden tener baja afinidad de unién a virus o baja habilidad para
neutralizar la infectividad virica (Yoon y cols, 1994). A pesar de lo
expuesto, la SN es considerablemente menos sensible que la IFl o el
IPMA.

Si bien todas las técnicas anteriores son susceptibles de uso de
un modo directo, es decir para la identificacién del agente causal, lo
son con mucha mayor frecuencia de un modo indirecto, en la
determinacién de anticuerpos.

9.3.2. Técnicas directas

9.3.2.1. Inmunofiluorescencia directa (IFD)

Para la deteccion del virus en tejidos se ha usado la IFD para
demostrar la presencia del antigeno virico en secciones histologicas de
tejidos como pulmdén y bazo o en cultivos celulares. También se han
disefado anticuerpos monoclonales conjugados a fluoresceina que
detectan tanto aislados europeos como norteamericanos (Benfield y
cols, 1992-b; Nelson y cols, 1993).

9.3.2.2. Inmunoperoxidasa

Para la deteccion del proteina en tejidos fijados con tormalina se
ha desarrollado un test de inmunoperoxidasa que produce tincién
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especifica en el citoplasma de las ceélulas infectadas (Halbur y cols,
1994).

9.3.2.3. Inmunohistoquimica

En Canada se han aplicado técnicas inmunohistoquimicas para la
deteccion directa del virus a partir de monocapas de macroéfagos o
directamente de tejidos. Esta técnica se vio muy favorecida por la
existencia de un anticuerpo monoclonal que es capaz de reccnocer una
de las proteinas del virus, concrétamente la que migra a la altura de 15
KD en geles de poliacrilamida, y que corresponde posiblemente a la
nucleocapside virica. La reaccion se visualiza con el uso de un segundo
anticuerpo frente a la lgG de raton marcada con oro cuyo efecto se
incrementa con plata. Cuando en vez del monoclonal se usa un
policlonal, sin embargo, el grado de inespecificidad se incrementa
considerablemente {Magar y cols, 1993).

9.4. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El diagnostico diferencial ha sido fundamental en la deteccion
inicial de esta nueva enfermedad ya que en un principio se pensé que
estaba causada por un agente ya existente como se ha expuesto
anteriormente en el capitulo referente a la historia de la misma. En
primer lugar debe establecerse con otras enfermedades que producen
transtornos reproductivos y/o respiratorios agudos. Una guia de este
diagndstico se esquematiza en las tablas 1y 2:

PRRS PNP
Virus causal virus ARN de cadena positiva variante de virus influenza
Sintomas predominantes reproductivos respiratorios
Sintomas variables respiratorios reproductivos
Efectos respiratorios mas severos cerdos menores de 3 semanas 4-16 semanas
Duracién sintomas respiratorios dias meses
Lesiones macroscépicas en pulmén  minimas/ninguna Iébulos rojos e indurados
Lesiones microscopicas en pulmén  neumonia intersticial proliferacién y necrosis

Tabla 1.- Diagnostico diferencial entre PRRS y neumonia necrotizante y proliferativa
{(PNP)(Collins, 1992).
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PPV EMC PRRS
Maortalidad en lactacidn No Si Si
No parto/cerda 1 Todos Todos
Signos clinicos en cerdas No Ocasional No obvio
Serologia en cerdas Alta No obvio Alta
Duracion del problema reproductivo 1 Mes 1-4 Meses 1-4 Meses
Tipo de fallo reproductivo
Aborto Raro No Ocasional
Mortinatos Bajo Bajo Alto
Momias-tamano Medianas De grandes a pequefas Todos los t
Problema en la concepcién Minimo No Obvio
Mortalidad en lechones No No Si
Problemas resp. en lechones No No Si
Enfermedades secundarias No No Si

Tabla 2.- Diagnostico diferencial entre infeccion por parvovirus porcino (PPV), infeccion
por el virus de la encefalomiocarditis (EMC) y el PRRS (Pijoan, 1992).

Otro diagnéstico diferencial debe producirse con enfermedades
que causen infertilidad cronica; en este sentido, en los casos de PRRS
dichos problemas se producen en un periodo de tiempo corto y sdlo
afectan a parte de las hembras (White, 1995), cursando con anoestro,
camadas pequenas y débiles y aumenic en la mortalidad en lactacion.

En casos en que se observen aumento en la mortalidad de cerdos
en lactacion de forma crénica se deben analizar factores como
problemas relacionados con el calostro o falta de higiene (White, 1995).
En problemas respiratorios crénicos que afecten a cerdos en lactacion o
en crecimiento se deben descariar enfermedades como la producida por
el virus influenza. Por ultimo, el diagnéstico diferencial en los casos en
que se observen sintomas como la oreja azul o partos prematuros se
encaminara a descartar posibles toxemias, enfermedades terminales,
fallos circulatorios, o frente al virus de la diarrea virica bovina.

10. PROFILAXIS

10.1. PROFILAXIS HIGIO-SANITARIA

En el caso de granjas que permanezcan exentas de PRRSV, se debe
evitar la entrada del mismo mediante cuarentena y estudio seroldgico
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de los cerdos de reemplazo, restriccién de visitas, cambioc de ropa
previo a la entrada en las mismas, evitar la entrada de vehiculos en la
granja etc. Estas medidas que aparentemente tueron muy efectivas
para evitar la difusién de la enfermedad en granjas de Béigica y Gran
Bretana, no lo fueron en otros paises como Holanda, presumiblemente
por la difusién de la enfermedad via aerea en regiones ricas en ganado
porcino bajo condiciones climatoldgicas favorables al virus.

Para evitar la difusion en granjas de nueva creacién via aerdgena,
se recomienda la construccién de las mismas al menos a 3 kildémetros
de las ya existentes. Es importante que los reproductores elegidos
procedan de zonas libres de la enfermedad, ya que cerdos de 6-7 meses
de edad que procedan de una granja enzooticamente infectada pueden
ser virémicos (Dee, 1993-b). Para elio, es conveniente realizar el
andlisis serolégico de la granja de procedencia, aunque esto no implica
una total garantia, ya que pueden existir en una granja individuos
seronegativos, particularmente cuando la infeccidén ha sido enzéotica
durante algun tiempo, si los cerdos de la misma no se han alojado
conjuntamente (Collins y cols, 1990; Christianson, 1991), si la granja
esta incubando la enfermedad o si adquirid la enfermedad tras el
analisis seroldgico. Por todo eilo, se requiere realizar los analisis
antes y después del traslado de los cerdos y analizar todos los animales
a movilizar. Es importantie tomar sueros de animales en contacto y de
modg pareado (con un intervalo de tres semanas) con el fin de saber la
actividad del virus en el grupo; seroconversion o aumento de la tasa de
anticuerpos entre ambas mediciones. ‘

La utilizacion conjunta de una doble cuarentena (antes de salir de
una granja y al entrar en la nueva) con un adecuado analisis serologico,
puede reducir en gran manera el riesgo de introduccion de la
enfermedad en una granja exenta (Blackburn y cols, 1992). Otra medida
de gran valor es el empleo de cerdos centinelas alojados con los
animales en cuarentena convenientemente monitorizados clinica y
serologicamente.

Otros parametros a controlar es la posible eliminacién del virus
en semen cuando los verracos se han infectado recientemente o la
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posible difusion del virus en embriones procedentes de hembras
infectadas. Como el PRRSV es capaz de atravesar la placenta, con la
histerectomia no es posible obtener cerdos exentos de la enfermedad,
se requiere mantener los lechones en cuarentena hasta que sean
evaluados serolégicamente.

Las medidas de higiene también son de gran importancia en el
control del PRRS. De hecho, se ha observado que las granjas con un
elevado estatus sanitario e higiene son afectadas de modo menos grave
por la enfermedad (Blaha, 1992) ya que las infecciones secundarias por
patégenos existentes de modo enzodtico en las granjas son los
determinantes de la morbilidad y mortalidad.

Por todo lo sefalado, se imponen fundamentalmente practicas de
manejo adecuadas como el todo dentro todo fuera con limpieza y
desinfeccion de salas entre grupos, separacion por edades de los
animales (Keffaber, 1992), exclusiéon en todo momento de movimientos
de aire entre salas, destete temprano de los lechones a ios 10-14 dias
cuando aun poseen anticuerpos maternales con el fin de transladarlos a
una zona limpia para que permanezcan Sanos cuando la inmunidad
maternal disminuya (Loula, 1995).

La Comunidad Economica Europea en su directiva 91/109 de marzo
de 1991, ha establecido medidas de control para el movimiento de
cerdos. Asi, siempre que se encuentren dos de los tres signos clinicos
siguientes: porcentaje de abortos mayores al 8 %, porcentaje de nacidos
muertos mayor al 20 % o mortalidad en lactacion mayor al 25 % en un
periodo de 14 dias, el unico movimiento posible de los cerdos de esas
granjas es el matadero hasta ocho semanas mas tarde de que los signos
clinicos cesen. Sin embargo, esta medida no es del todo efectiva, mas
teniendo en cuenta que las granjas generalmente permanecen infectadas
mas de 8 semanas (Vogel, 1991).

El sacrificioc de todos los animales afectados se aplicé sin éxito

en un estado aleman y también, como ya se sefalé, en las dos unicas
granjas que el gobierno espariol reconocio como infectadas.
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10. 2. PROFILAXIS MEDICA

La unica profilaxis médica tedricamente efectiva es el empleo de
vacunas. La primera vacuna comercial frente al PRRS fue lanzada en
Espafia en 1993. Dicha vacuna se compone de una cepa de campo
espaniola e inactivada que se presenta en un adyuvante oleoso para
aumentar la inmunogenicidad. Ha habido dificultades en introducir la
misma en otros paises debido a que contiene virus crecido en MAP lo
cual pudiera causar problemas de contaminacion con otros agentes
infecciosos. Hasta la fecha se han usado mas de un millon de dosis de la
misma, y aparentemente mejora las tasas de fertilidad, de nacidos
muertos, el nimero de cerdos destetados, y disminuye el numero de
abortos y aumenta el numero de lechones por cerda y afio en relacion a
controles no vacunados. Actuaimente la misma empresa espanola esta
trabajando en la fabricacién de una vacuna por ingenieria genética
(Plana y cois, 1995}.

En EE.UU se comercializa una vacuna viva modificada, que parece
segura y efectiva para la prevencion de los signos clinicos, la viremia vy
la leucopenia asociados a la forma respiratoria de la enfermedad,
incrementando la ganancia de peso y disminuyendo los gastos por
tratamientos tras la infeccién natural por el PRRSV. Aunque esta
elaborada con una cepa americana, parece conferir proteccién frente al
LV europeo (Gorcyca y cols, 1995). En un estudio realizado en Canada
con dicha vacuna se observé ademas que verracos vacunados y
posteriormente afectados con el virus no- eliminaban este por semen
una semana pi (Nielsen y cols, 1995).

El empleo de vacunas hace necesaria una correcta interpretacion
de los resultados de las pruebas diagnosticas a fin de no confudir los
anticuerpos vacunales con los anticuerpos adquiridos por infeccién
natural.
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11. TRATAMIENTO

No existe un tratamiento especifico frente al PRRS, dirigiéndose
éstos a una terapia de soporte en [os casos agudos y a la prevencién o
tratamiento de complicaciones por infecciones secundarias.
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Objetivos

El diagndstico etioldgico del PRRSV venia hasta el momento
fundamentado en el aislamiento en cultivo ceiuiar de MAP de la muestra
sospechosa para posteriormente, con {a ayuda de un suero positivo,
proceder a su identificaciéon bien mediante ia técnica de IPMA o por IFI.
indudablemente esto supone la dependencia continua de cultivos primarios
de MAP, con las complicaciones que eso conlleva (coste elevado por la
necesidad del uso de lechones para la extraccion de macrofagos alveolares
porcinos, problemas de contaminaciones, diferente sensibilidad al virus
dependiendo del lote de macréfagos etc), asi como el requerimiento de
varios dias hasta que el diagnostico es posible. Con la publicacién de la
secuencia integra del LV, se posibilitd el desarrollo de métodos
diagndsticos directamente dirigidos a la deteccion del genoma virico en
las muestras clinicas. Por todo ello, nuestro primer objetivo fue:

1.- Aplicacién de Ia técnica de transcripcién en
reverso-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) al
diagnéstico del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino.
Determinacién de la sensibilidad y especificidad de Ila misma
tanto en cultivos celulares infectades como en muestras
biolégicas procedentes de animales naturalmente infectados.

En estudios prelifninares se habia senalado la presencia de tres
proteinas de 15, 19 y 25 KD especiticas del PRRSV. La primera de ellas
corresponde a la nucleocapsida virica, la segunda a una proteina de
membrana no glicosilada y la ultima corresponderia a una proteina de
membrana glicosllada. Nuestro segundo objetivo fue identificar cual era la
ORF que codificaba la proteina de 25 KD, para posteriormente, mediante el
uso de técnicas de ADN recombinante, expresarla y obtener en pureza dicha
proteina . Asi, nuestro segundo objetivo fue:
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2.- Expresion 'y caracterizacion de Ia proteina
codificada por la ORF-5 del virus del Sindrome Reproductor y
Respiratorio Porcino tanto en un sistema eucariota como
procariota.

Como ya ha sido citado, tanto la secuencia de nucieédtidos, como la
organizacion interna del genoma indica que el PRRSV es un miembro de la
familia recientemente propuesta Arteroviridae en la que se incluye el
virus LDV del ratén, el EAV y el de la SHFV. Propiedades caracteristicas de
estos virus y por tanto del PRRS son las infecciones subclinicas,
infecciones persistenies que conviven en presencia de anticuerpos
especiticos, asi como diferencias en el comportamiento clinico e
inmunolégico entre aislados. Esta situacion unida a evidencias clinicas de
campo, sugiere diferencias de virulencia y variabilidad antigénica entre
distintos aislados de campo del virus PRRS Americanos y Europeos. Por
todo ello nuestro tercer y ultimo objetivo fue:

3.- Estudio de Ila variabilidad del virus del Sindrome
Reproductor y Respiratorio Porcino en aislados de campo
europeos.

45



ll. MATERIAL Y METODOS



Material y métodos

1. CELULAS EUCARIQTICAS

1.1. LINEAS CELULARES EMPLEADAS

1.1.1. Preparacién de macréfagos alveolares porcinos.

Para obtener cultivos primarios de MAP se utilizaron cerdos de 4-8
semanas de edad, procedentes de una granja exenta de la enfermedad vy
libres de anticuerpos frente al PRRSV.

Los animales fueron sacrificados, previa inyeccion intramuscular de
0.02-0.1 g de azoperona, mediante incision con bisturi en fa vena yugular y
sangria a muerte. Los pulmones fueron extraidos asépticamente, la traquea
ocluida con pinzas para evitar su contaminacion, y trasladados a una
cabina de flujo laminar donde se Illevaron a cabo las siguientes
operaciones. Los pulmones se sometieron a lavados de 200 ml de PBS (NaCl
37 mM; KCI 2,7 mM; KH2PO4 1,47 mM; Na2HPO4 81 mM; pH 7,2) a doble
concentracién de solucién antibiética (penicilina:150 Ul/ml;
estreptomicina: 150 mg /ml; nistatina: 0,375 mg /ml - Gibco-BRL) con la
ayuda de una bomba peristaltica hasta completar un volumen final de 1
litro. Las células pulmonares en suspension fueron centrifugadas a 3000
xg a 4 °C durante 15 minutos, tras lo cual e! sedimento celuiar fue lavado
con medio esencial minimo con sales de Eagle modificado por Duibecco
(DMEM) a pH 7,2 con la solucién antibidtica. Tras una nueva centrifugacion
las células fueron resuspendidas en-40 mi de medio y 100 pl de la solucién
celular fueron diluidos 1/10 y 1/100 con el fin de realizar un recuento
celular en una camara de Thoma.

La concentracion de trabajo fue de 2,6 x 106 células/ml, siendo los

MAP cultivados en DMEM mas antibidtico suplementado con 10 % de suero
fetal bovino {SFB).
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1.1.2. Células COS-1

Provienen de células renales de mono verde africano transformadas
con el virus SV-40.

Se cultivaron en DMEM, suplementado con gentamicina (50 mg /ml),
aminoacidos no esenciales, nistatina (0,375 mg /ml) y 5 % de SFB. Estas
células se utilizaron para el cultivo de los virus vacuna (vTF7-3/VV-PR5)
en experimentos de expresion.

1.1.3. Células HelLaS3

Provienen de un clon de la linea celular Hela, obtenidas a panir de
células de un carcinoma de cervix humano. Son células que crecen en
suspensién. Se utilizaron para cultivar también los virus vacuna. El cultivo
se realiz6 en DMEM suplementado con gentamicina (50 mg /mi),
aminoacidos no esenciales, nistatina {0,375 mg /ml} y SFB ai 5 %.

1.1.4. Células BSC-40

Provienen de la linea celular BS-C-1, que son celulas de rifidn de
mono verde africano. Estas células se emplearon en la produccién y
titulacion de los virus vacuna, ademas de para su cultivo. Se cuitivaron en
DMEM suplementado con gentamicina (50 mg /ml), aminoacidos no
esenciales, nistatina {0,375 mg /ml) y SFB al 5 %.

1.1.5. Células HuTK-143 ..

Son células de osteosarcoma humano timidin kinasa negativas que
fueron cedidas por el Dr. Mariano Esteban (Centro Nacional de
Biotecnologia). Se utilizaron para realizar la selecciéon del virus vacuna
recombinante. Las células fueron cultivadas en DMEM mas 10 % de SFB y
Bromo deoxiuridina a concentracién de 25 mg /mi.
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1.1.6. Células MA-104

Células de rindn de mono. Se utilizé un clén susceptible a la cepa
5710 del PRRSV que fue cedido junto con el virus adaptado por el Dr.
Enrique Espuna de laboratorios HIPRA. Se empled en la realizacion de
Inmunofluorescencias, seroneutralizaciones e IPMA. Las células se
cultivaron en DMEM suplementado con gentamicina (50 mg /ml),
aminoacidos no esenciales, nistatina (0,375 mg /ml) y SFB al 10 %.

1.1.7. Células N2A

Células de neuroblastoma murino. Empleadas para estudios de muerte
celular por apoptosis. Las células se cultivaron en DMEM suplementado con
gentamicina, aminoacidos no esenciales, antimicético, SFB al 10 % vy
glutamina a concentracion 2 mM. También, con la misma finalidad, se
emplearon células N2A que establemente tenian clonado el proto-oncogén
bcl-2 humano, que fueron cedidas amablemente por el Dr. Jaime Bernal
(CIB, Madrid).

1.2. MANTENIMIENTO Y CONSERVACION DE LINEAS CELULARES

[Las lineas celulares se mantuvieron mediante pases seriados en
frascos y placas de cultivo celular (Nunc) tripsinizando el tapiz celular
confluente con tripsina-versene al 0.25 % (Gibco-BRL). Desprendido el
tapiz, se agregaron 0,5 ml de SFB (aproximadamente el 10 % del volumen
final) para neutralizar la tripsina. Posteriormente se centrifugd a 1.000 xg
durante 10 minutos a 4 °C y el sedimento fue resuspendido en la cantidad
de medio de crecimiento adecuado a la superficie del recipiente utilizado,
teniendo en cuenta que el ajuste celular fue de 100.000 células por ml.

La congelacion de las células se llevé a cabo en criotubos de 1 ml a
una concentracion de aproximadamente 5 X 106 células/ml en SFB
suplementado al 10 % con DMSO. Posteriormente se congelaron a - 70 °C
toda la noche, siendo finalmente almacenadas en nitrégeno liguido.

49



Material y métodos

2. VIRUS

2.1. CEPAS DE VIRUS

2.1.1. Cepas de! virus del Sindrome Reproductor y
Respiratorio Porcino

Las cepas espanolas, fueron amablemente cedidas por el Dr.
Enrique Espufa, de laboratorios HIPRA (Girona). Las cepas francesas,
belgas, italianas y holandesas fueron cedidas por los Doctores Albina
(Ploufragan-Francia), Pensaert (Universidad de Gante-Bélgica), Simone
(Laboratorio de Brescia-italia), y Wensvoort, (CDIl-Lelystad-Holanda). Los
datos de identificacién son los siguientes:

N¢ de referencia Fecha de aislamiento Provincia/Pais
5710 4/12/91 Lérida (Espana)
5711 4/12/91 Lérida "
2228 1/04/92 Barcelona "
2910 13/05/92 Tarragona "
3211 27/05/92 Barcelona "
4606 15/09/92 Lérida "
5999 5/11/92 Navarra "
705 4/02/93 Barcelona "
1468 . 4/03/93 Gerona .
VP035 7/03/95 Lérida (Espana)
NL 2.2 1991 Holanda
NL 3.1 1992 Holanda
NL 4.2 ' 1993 Holanda
2156 Desconocida Italia
4A Desconocida Francia
5A Desconocida Francia
6A Desconocida Francia
8D Desconocida Francia
AV30 Desconocida Bélgica
92Vv058 Desconocida Bélgica
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2.1.2. Virus porcinos utilizados en Ilos ensayos de
especificidad

2.1.2.1. Virus de la peste porcina cldsica; Cedido por el La
boratorio Central del Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacién
(Algete-Madrid). Cepa Alfort/187 crecida en la linea celular PK-15 con un

titulo original de 10 6.5 DI5oCT/mt.

2.1.2.2. Virus influenza HIN1; Cedido por el Dr. Pensaert, del
Departamento de Virologia de la Facultad de Veterinaria de Ghent, Bélgica.
Cepa A/Bélgica/1/83 crecida en embrién de pollo con un tituio original de

6.4 x 10 7 DI5QCT/ml.

2.1.2.3. Virus influenza H3N2; Cedido por el Dr. Pensaert, del
Departamento de Virologia de la Facultad de Veterinaria de Ghent, Bélgica.
Cepa A/Ghent/1/84 crecida en embrion de pollo con un tituio original de

1,2 x 10 8 DI5QCT/ml.

2.1.2.4. Virus de Ia gastroenteritis transmisible porcina
(TGE); Cedido por el Dr. L. Enjuanes (Centro Nacional de Biotecnologia).
Cepa Purdue crecida en la line celular ST con un titulo original de 2 x 10

5,38 DIgoCT/ml.

2.1.2.5. Virus del parvovirus porcino (PPV); Cedido por el Dr.
Mengeling del Centro Nacional de Enfermedades Animaies (lowa-EE.UU).
Cepa NADL-8 crecida en la linea celular pK-15 con un titulo original de

2,5 x 10 9 CCs0Tl/ml.

2.1.2.6. Virus de'la enfermedad .de Aujezsky (ADV); Cedido por
Laboratorios intervet (Salamanca). Cepa NIA-3 crecida en la linea celular

Vero con un titulo original de 4 x 106 DI5QCT/ml.

2.1.2.7. Virus de la diarrea virica bovina (BVD); Cedido por el
Dr. McClurkin del Centro Nacional de Enfermedades Animales (lowa-EE.UU).

Cepa Singer crecida en la linea celular BT con un titulo original de 10 7
DisoCT/ml.
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Tras 2 o 3 dias pi el medio se decantd, y las células se resuspendieron
finaimente en 1 ml de PBS. Las suspensién de las células fue tratada
mediante ultrasonidos para liberar el virus intracelular durante 10
segundos en bano de sonicacién, repitiéndose la operacidon 3 veces.
Posteriormente fueron centrifugadas a 3000 xg durante 5 minutos, y el
sobrenadante se guardd a - 80 °C hasta su titulacién posterior.

2.2.3. Titulacién del virus del Sindrome Reproductor ¥y
Respiratorio Porcino

La titulacion virica se realizo sobre monocapas celuiares de MAP
siguiendo el metodo descrito por Reed y Muench (1938). La lectura final se
realizd en el 4-5 dia pi y los titulos se expresaron en DI5oCT/ml.

2.2.4. Titulacion del virus vacuna

La titulacién se realizo por formacion de placas de lisis. Placas de
cultivo celular M-8 confluentes de BSC-40, fueron inoculadas con 200 pnli
de diluciones decimales del sobrenadante almacenado a - 80 °C. Tras una
hora de adsorcién con agitaciones cada 15 minutos, los indculos fueron
retirados anadiéndose 3 mi/pocillo de medio de cultivo DMEM al que se le
habia afadido 0.8 % de bacto-agar y suplementado con 2,5 % de SFB.
Transcurridos 3-4 dias de incubacidn, las monocapas se fijaron con
formadehido al 10 % durante 10 minutos, levantandose el agar, y tifiendo
finalmente las mismas con cristal violeta al 2% en formaldehido al 10 %
otros 10 minutos. Los titulos se expresaron en UFP por mi de indculo.

2.3. PURIFICACION DEL VIRUS DEL SINDROME REPRODUCTOR Y
RESPIRATORIO PORCINO

Ei sobrenadante de un cultivo celular previamente centrifugado para

eliminar los restos celulares Y con un titulo de 7.6 x 107 DIsoCT/mi, se
centrifugé a 111.000 xg a 4 °C durante 2 horas. El sedimento obtenido se
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mantuvo a 4 °C en 1 ml de solucidén salina (8,59 de CINa en 1 | de agua) con
un 1% de seroalbumina bovina.

Con posterioridad, la muestra fue aplicada a capas de cloruro de
cesio de densidades 1,25 g/ml y 1,15 ¢g/ml, y centrifugada durante 2 horas
a 111.000 xg. La banda que apareci¢ entre las dos densidades de cloruro de
cesio fue extraida, resuspendida en PBS y concentrada mediante una nueva
centrifugacion de dos horas a 111.000 xg a 4 °C .

3. CEPAS BACTERIANAS EMPLEADAS

3.1. CEPAS DE Escherichia Coli
Usamos la siguientes estirpes:

3.1.1. JM-109: Se utilizaron en las transformaciones con el
plasmido pGEM-T .

3.1.2. DH-5: Se utilizaron en las transformaciones con el plasmido
pRSET.

3.1.3. BL21(DE3)plLysS: Cepa bacteriana usada para expresién de la
proteina cuya secuencia esta bajo el promotor del bacteriéfago T7
(Studier,1990). Requiere una concentracion de 35 mg/ml de cloranfenicol
en el medio de cultivo para que se conserve el plasmido plLys S.

3.2. MULTIPLICACION Y CONSERVACION DE CEPAS
BACTERIANAS

Las cepas fueron cultivadas en medio LB (bactotriptona, 10 g;
extracto de levadura, 5 g; NaCl, 10 g y agar bacteriolégico 15 g, llevandose
a 1000 ml con agua y esterilizado en autoclave), y posteriormente
mezcladas con glicerina y congeladas a -80 °C.
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Los cultivos de bacterias transformadas con plasmidos se realizaron
a partir de colonias bacterianas aisladas en placas de LB con Ampicilina
(composicion igual al LB, con 15 g de bacto-agar ), creciéndose en medio
liquido selectivo (con ampicilina 100 mg /ml ) a 37 °C y 30 °C (cultivos de
BL21(DE3) pLysS transtormados con el pR-PRDY).

4. VECTORES DE CLONAJE
4.1.- pGEM-T:
Se trata de un vector comercial (Promega) que se presenta de forma
lineal teniendo la particularidad de poseer timinas en sus extremos 37, que
posibilitan el clonaje directo de aquellos productos de PCR en que la Taq

polimerasa anadié adeninas en sus extremos 3.

Su estructura se muestra en la figura 2.
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5° ....TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG GCCRC
37 ... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CUGEC GGTAC CGGCG
Promotor del bacteridfago T7 Apa I Aat II sSph I Nco I Sac II

GGGATT LUGAR DE INSERCIOM ATCAC TAGTG CGGCC GCCTGE CAGGT CGACC ATATG GGAGA
CCCTA TTAGTG ATCAC GCCGG CGGAC GTCCA GCTGG TATAC CCTCT

Spe I Not I Pst I Sal I N de I

GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT....37
CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA....57

Sac I BstX I Nsi I Promotor de SP6

Figura 2.- Estructura del pGEM-T.

Posee, por lo tanto los promotores de T7 y de SP6 con los inicios de
transcripcion. Ademas se posibilita la secuenciacion al poseer los sitios
de unidén de los cebadores ("primers") de ida y de vuelta de pUC/M13.

4.2.- pRSET:

Es otro vector comercial (lnvitrogen), que como caracteristica
sobresaliente posee una cola de histidinas que posibilita la purificacion de
la poliproteina formada mediante el uso de una columna de niquel aceto
nitrilo, aprovechando la afinidad de las histidinas por la misma. Ademas
también posee el promotor del bacteriéfago T7, siendo un vector tanto de
transcripcion como de translacion.

Dicho vector esta disponible en tres modalidades, A, B y C de modo
que se posibilita el clonaje en fase del fragmento en cuestion. En nuestro
caso el utilizado fue el pRSET-A. Su estructura se muestra en la figura 3.
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AT@ CGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA GAG CAA ATG
TAC GCC CCA AGA GTA GTA GTA GTA GTA GTA CCA TAC CGA TCG TAC TGA CCA CCT CTC GTT TAC

Cola de Histidinas

Bam HI Xho I Pst I

GGT TGG GAT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAG GAT CGA TGG GGA TCC GAG CTC GAG ATC TGC AGC
CCA GCC CTA GAC ATG CTG CTA CTG CTA TTC CTA GCT ACC CCT AGG CTC GAG CTC TAG ACG TCG

Bgl II Pvu II

Kpn I Bst BI

TGG TAC CAT GGA ATT CGA AGC TTG ATC CGG CTG CTA ACA AAG CCC GAA AGG AAG CTG AGT TGG
ACC ATG GTA CCT TAA GCT TCG AARC TAG GCC GAC GAT TGT TIC GGG CTT TCC TTC GAC TCA ACC

Neo I Hind 111
Eco RI

CTG CTG CCA CCG CTG AGC AAT AAC TAG.. ..
GAC GAC GGT GGC GAC TCG TTA TTG ATC. ...

Figura 3.- Estructura del pRSET-A
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4.3.- pTM-1.

Plasmido cedido por el Dr. Thomas Zircker (Centro Nacional de
Biotecnologia. Universidad Autdnoma de Madrid). Dicho vector ademas de
permitir el clonaje bajo promotor del bacteridfago T7, y poseer la region
no traducible del virus de la encefalomiocarditis, que posibilita la unién a
ribosomas independiente de "cap" (Elroy-Stain,1989), incluye las zonas de
recombinacién homologa con el virus vacuna. Su estructura se muestra en
la figura 4.

11{+)
ORI

..CC ATG GGA ATT CCC CGG GGA GCT CAC TAG TGG ATC CCT GCA GCT CGA GAG
..GG TAC CCT TAA GGG GCC CCT-CGA GTG.ATC ACC TAG GGA CGT CGA GCT CTC

Nco I Eco RI Sma I Sacl Spe I Bam HI Pst I Xho I
Xma I

GCC TAA TTA ATT AAG TCG AC. ..
CGG ATT AAT TAA TTC AGC TG...

Sty I Sal I
Hinc II
Acc I

Figura 4.- Estructura del pTM-1
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5. TRANSCRIPCION EN REVERSO: BEACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (RT-PCR); Y CLONAJE DE L FRAGMENT DE PCR

5.1. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
5.1.1. Cultivos celulares

Los sobrenadantes de los cultivos de MAP inoculados con el PRRSV
fueron centrifugados a 111.000 xg a 4 °C durante dos horas y el sedimento
fue utilizado en la extraccion de ARN total.

5.1.2. Muestras biolégicas

Se utilizaron las muestras biologicas procedentes de cuatro cerdos
con edad aproximada de 4-5 semanas. Estos cerdos fueron inoculados via
intranasal con 1 ml por cada conducto nasal de una dosis de PRRSV de 5 x
108 Di5oCT/m! y sacrificados los dias, 3, 5, 8 y 10 pi. Se procesaron por
RT-PCR los siguientes dérganos o tejidos; higado, bazo, pulmén, rifién,
amigdala, ganglios linfaticos inguinales, ganglios linfaticos submaxilares,
macréfagos alveolares, suero, plasma, y fraccidn leucocitaria,

En el caso de las muestras liquidas, éstas fueron previamente
centrifugadas a 3000 xg a 4 °C durante 15 minutos, esterilizadas por
filtracién con un filtro de 0.45 nm de poro, y finalmente centrifugadas a
111.000 xg durante 2 horas para sedimentar las particulas viricas.

En los lavados pulmonares se realizaron las mismas operaciones que
con las muestras liquidas aunque previamente se realizaron tres ciclos de
congelacién y descongelacién para destruir los macrofagos alveolares.

Con respecto a las muestras de organos, se maceraron 1/10

(peso/volumen) en DMEM con la ayuda de un "tenbroek”. Se centrifugaron
3000 xg durante 15 minutos a 4 °C, y el sobrenadante fue esterilizado por

59



Material y métodos

filtracion con un filtro de 0.45 nm de poro, y ultracentrifugado como las
muestras anteriores.

En todos los casos, el virus sedimentado fue utilizado para la
extraccion de ARN y posterior procesamiento.

5.2. EXTRACCION DE ARN

Se utilizd el método descrito por Chomcinsky y Sacchi (1987). Tras
someter la muestra a centrifugacion (111.000 xg durante 2 horas), se
anadio al sobrenadante, 0,5 ml de la solucién desnaturalizadora (A 5 ml de
la solucién madre se le afnaden 36 ml de PB-mercaptoetanol // Solucién
madre: 27 g de Isotiocianato de Guanidina (Fluka): 1,76 ml de Citrato
sodico 0,75 M pH 7 (Merk): 2,46 ml de sarcosil 10 % (Merk): 29.3 ml de
agua). Posteriormente, la suspensidn de virus desnaturalizado se translado
a un tubo eppendorff y se le anadié la siguiente mezcla: 50 pl de acetato
Na 2M pH 4; 0,5 ml de fenol saturado en agua y 100 ul de la mezcla
cloroformo/isoamilico (49/1). Tras mezclar por agitacién y enfriar en
hielo 15 minutos, las muestras se centrifugaron a 12.000 xg durante 10
minutos a 4 °C, transladandose la fase acuosa a otro tubo eppendorff al que
se anadieron 0,5 ml de isopropanol, dejandose las muestras reposar
durante al menos 1 hora a - 20 ©°C . Transcurrido este tiempo, las
muestras se centrifugaron a 12.000 xg durante10 minutos y el sedimento
fue resuspendido en 150 pul de isopropanol, volviéndose a congeiar al menos
otra hora a - 20 °C. Una nueva centrifugacion se llevo a cabo a 12.000 xg
durante 10 minutos a 4 °C, y el sedimento se lavo con 200 ul de etanol al
70 %, se desec6 al vacio y fue finalmente resuspendido en 10 pi de agua
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) (1ml en 1 | de agua bidestilada y
autoclavada) e incubado a 65 °C durante 10 minutos.

5.3. TRANSCRIPCION EN REVERSO

Para la sintesis del ADN complementario al ARN, a los 10 ul de ARN
resuspendido en agua se le anadieron 10 pl de tampon 5x de Ia
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transcriptasa en reverso (250 mM Tris-HCI pH 8.3; 250mM KCI: 50 mM
MgCl2; 2.5 mM de espermidina; 50 mM DTT; 5 mM de cada dNTP), 3,5 ul del
cebador reverso (ORF-7R o ORF-5R) a concentracion de 1,42 mg /mi y 25
n! de agua bidestilada estéril.

Tras 5 minutos de incubacion a 65 °C se dejé enfriar a temperatura
ambiente 10 minutos con el fin de que el cebador se uniera adecuadamente
con el ARN, afadiéendose a la mezcla de reaccion 0,5 ul de RNasina (40
U/ml) y 1 ul de transcriptasa en reverso de la ameloblastosis aviar (5-10
U/ml) incubandoset hora a 42 °C.

La determinacion de la concentracién de los cebadores se hizo en un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 260 nm en la gama
ultravioleta.

5.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
5.4.1. Oligonucleétidos

Tomando como reterencia la publicacion por Meulenberg y cols (1993)
de la secuencia integra del ilamado LV, sintetizamos dos pares de
cebadores: unos en el interior de la ORF-7 virica que codifica la
nucleocapsida, y otros que delimitan integramente la ORF-5 del virus. E)
diseno de los cebadores se realizo con la ayuda de un programa informatico
(Mac-Primer) tratando de evitar sucesos no deseados como apareamientos
inter o intra cebador, la existencia de anillamientos no especificos etc.
Finalmente los cebadores que ‘satisfacian nuestros requerimientos
delimitaban un fragmento de exactamente 312 pares de bases en el
interior de la ORF-7 y de 609 pares de bases en el caso de la ORF-5.

Los oligonucledtidos empleados para PCR fueron sintetizados en la

Unidad de Secuenciacién del Departamento de Microbiologia de la Facultad
de Farmacia (UCM) y se muestran en la tabla niumero 3.
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Nombre Secuencia 5°-3° Posicion Utilizacién
ORF-7F GGGAATGGCCAGCCAGTCAATCAACTGT 14638-14666 PCR (ORF-7)

I ORF-7R TGTAGAAGTCACGCGAAATCAGGCGCACT 14950-14912 PCR (ORF-7)
ORF-5F ATGAGATGTTCTCACAAATTGGGGCGTTT 13484-13511 PCR (ORF-5)
ORF-5R CTAGGCCTCCCATTGCTCAGCCGAAGT 14089-14063 PCR (ORF-5) |

Tabla 3 : Oligonucledtidos utlizados en las reacciones de PCR. Se incluye la posicién de

ios mismos en la secuencia del virus Lelystad (Meulenberg y cols 1993).

5.4.2. Reaccion de PCR

A 3 pl del producto resultante de la reaccién anterior (apartado 5.3)

se le anaden:
- 5 ul de tampon 10x de la Taq polimerasa (100 mM Tris-HCI

(Ph 8.8); 15 mM MgCly; 500 mM KCI; 1 % Triton X-100)
1.5 ul de la mezcla de los 4 dANTPs (10 mM)
- 1 ul de cebador reverso (150 ng /ul)
1 ul de cebador directo (150 ng /ul)
0,25 ul de Tag polimerasa (Dynazyme-Fynzyme,

Riihitontuntie, Espoo, Finland) (2 U/ul)
- 38 ul de agua tratada con DEPC.

Con el fin de evitar la evaporaciéon durante los ciclos de
amplificacion de la muestra problema, a cada tubo de reaccién le fue
afladida una gota de aceite mineral (Sigma).

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador
utilizandose las condiciones que se senalan en la figura 5.
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94 °C/2 minutos

\

94 °C/1 minuto
¢ 60 °C/1 minuto

72 °C/1 minuto
y il

72 °C/1 minuto

Figura 5: Ciclos de temperatura utilizados en las reaccicnes de PCR.

Los productos de PCR (1/10 del total) fueron visualizados en un
transiluminador de uitravioleta, tras su inclusién en tampdén de carga
(Tampén de carga 6x: 30% glicerol en agua, azul de bromofenol 0,25 % vy
xilencianol 0,25 %) en geles de agarosa al 1.5 % en TBE (5x TBE: 54 g de
Tris base, 27.5 g de acido bérico, 20 ml 0.5M EDTA, pH 8, llevar hasta
1000 ml con agua). Como marcador de pesoc molecular se pusieron 2 ul de 6
174 digerido con la enzima de restriccién Hae lll (Promega).

5.5. LIGACION DE FRAGMENTOS DE PCR AL VECTOR pGEM-T

Los productos de PCR fueron previamente pasados por una columna de
Sephadex G-50 para eliminar posibles impurezas.

La cantidad de producto de PCR requerida por cada reaccién viene

especificada por la casa comercial suministradora del plasmido (Promega)
y se haya de acuerdo a la siguiente férmula:
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ngr de vector x Kb del inserto 3

Kb del vector 1

'

relacion deseada vector/inserto

De donde; 1 ul de pGEM-T tiene 50 ng
Kb inserto = 0,3 en el caso de la ORF-7 y 0,5 en 1aORF 5.
Kb del vector = 3

Tras medir en espectrofotdmetro la absorbancia del producto a 260
nm, se ajustd la cantidad del mismo a 25 ng /reaccién de ligacién.

Finalmente, al producto de PCR requerido se le incorpora:

- 1 ul de vector pGEM-T (proviene del pGEM-5Zf(+)digerido con EcoRV,

y con adicién de timidinas en los extremos 3').
-1 ul de 10x tampén de T4 DNA ligasa (300 mM Tris-HCI pH 7.8; 100
mM Mg Cly; 100 mM DTT; 5 mM ATP).

-1 ul deT4 DNA ligasa (Promega); 3 U/ mi .
- hasta 10 pl de agua

La ligacion, finalmente, se realizé mediante incubacién a 15 °C
durante 3 horas.

6. TRANSFORMACION DE BACTERIAS

La realizacién de células competentes y su transformaciéon se hizo
segun la técnica de Hanahan (1983).

Para realizar la transformacion, las suspensiones bacterianas fueron

descongeladas lentamente en hielo, y a 100 pl de las mismas se unieron a
10 ul de DNA plasmidico, manteniéndose 20 minutos en hielo. Transcurrido
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este tiempo se expusieron a un choque térmico de 42 °C durante 45
minutos, depositandose de nuevo en hielo. Finalmente a cada muestra se le
incorporaron 400 pl de medio LB y tras 30-45 minutos de incubacién a 37
°C, las bacterias transformadas se cultivaron sobre placas de LB con
ampicilina.

Para seleccionar las colonias bacterias transtormadas con plasmidos
gque incorporaron los insertos, se utilizaron los siguientes métodos de
seleccion:

6.1. SELECCION POR IPTG/X-GAL: Previamente a la siembra de la
mezcla transformante en placas de LB-ampicilina se incorpord a la misma
40 pl de X-gal (20 mg /ml en dimetil formamida) y 25 pl de IPTG (2 g en
10 mi de agua).

Las colonias de coloracién blanca fueron consideradas positivas en
principio, y por ello un numero minimo de 5 colonias fueron cultivadas en
5 ml de medio LB-Ampicilina a 37 °C. A la mafiana siguiente se realizaron
minipreparaciones de plasmido siguiendo el método de Birnboin y cols
(1979) de la lisis aicalina.

6.2. SELECCION DE COLONIAS POR SONDAS E HIBRIDACION:
Para elio, las placas con las colonias resultantes se pusieron en contacto
con membranas de transferencia de &cidos nucleicos (Biodyne A, Pal).
Posteriormente se ftrataron con una soiucién desnaturalizadora (0,5 M
Hidréxido sédico; 1,5 M Cloruro sodico) durante 5 minutos y a continuacion
con una solucién neutralizante (0,5 M tris-CIH pH 7,4; 1,5 M Cloruro
sédico) el mismo tiempo. Para finalizar, se secaron durante 15 minutos a
37 °C. La fijacién de los acidos nucieicos a la membrana se obtuvo
sometiendo a las mismas durante 2,5 minutos a luz uitravioleta en un
transiluminador.

La prehibridacién se efectudé en una solucidon compuesta por solucion
de Denhard 5x (Denhard 100x: 2 % ficoli; 2 % polivinilpirrolidona; 2%
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seroalbumina bovina); SSC 5x (SSC 20x: 3 M Cloruro sddico; 0,3 M citrato
sodico); 0,1 % SDS, manteniéndose esta de 1 a 2 horas a 68 °C.

La hibridacion se realizd mediante el marcaje del inserto con el
protocolo "Prime-It" de cebadores al azar (Stratagene) o el de un
oligonucledtido incluido en el inserto.

En el caso de marcaje de inserto, partiendo del fragmento del
inserto purificado por gene-clean en un gel de TAE al 1,5 % se realizé la
siguiente reaccian,

1 ul de ADN del inserto (aproximadamente 2 ng )
10 ul de cebadores al azar
23 ul de agua

Tras realizar una incubacion de 5 minutos a 95 °C, se centrifugd la
reaccion anadiéndose 10 ul de tampon del cebador dATP (contiene todos
los deoxinucledtidos excepto el deoxiadeniltrifostato), 2 ul de aS2p JATP
(10mCi/ml}, 4 ul de agua, 0.4 pl de T7 DNA pol (5U/uil). Tras ello se
mantuvo a 37 °C durante 2-10 minutos, y se le afiadié 2 pl de la mezcla de
parada.

Para eliminar el resto de nucieétidos no unidos se pasé la mezcla de
reaccion por una columna de Sephadex G50-80 equilibrada en TE. EI
volumen final se ajusté a 100 ul y se midid en un contador de centelleo la
incorporacion de radiactividad en 1 ul de la reaccion. La hibridacion se
realizé con 2 x 106 cpm y en el mismo medio que la prehibridacion
precalentado a 68 °C con 80 m! de ADN de salmén (10 mg /ml). La mezcla
de hibridacion fue previamente desnaturalizada mediante calentamiento a
100 °C/5 minutos. Tras incubarse toda la noche, las membranas fueron
finalmente lavadas en una solucién compuesta por 2x SSC y 0,1 % de SDS.

Una vez obtenido el nivel de lavado adecuado medido por seguimiento
con contador Geiger, los fiitros fueron enfrentados a peliculas
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radiograficas y revelados tras 24 horas a - 80 °C. Las colonias positivas
fueron recuperadas vy amplificadas para la realizacién de
minipreparaciones.

Cuando para la hibridacion se utilizd un oligonucleétido, el marcaje
radiactivo del mismo (aproximadamente 50 ng) se realizé mediante
tratamiento con 2 ul de y-ATP (10 mCi/ml) con la enzima polinucledtido
kinasa. La prehibridacién se llevé a cabo en Denhard 5x; SSC 6x; 0,2 % SDS
a 65 °C, incorporando en la hibridacion 500 ug de ARN de levadura. Tras
incubacidén nocturna, los lavados se realizaron en 5x SSC; 0,1 % SDS.

1 ALISIS DEL AD
7.1. OBTENCION DE ADN PLASMIDICO

La obtencién de minipreparaciones plasmidicas, se realizé segun el
método de la lisis alcalina (Birnboin, 1979), usandose el ADN asi obtenido
para la comprobacién de la presencia del inserto o para secuenciacion
manual.

Para obtener preparaciones plasmidicas en mayores cantidades (midi
0 maxipreparaciones) se utilizaron columnas comerciales {(Quiagen). EI ADN
asi obtenido se secuencid en la Unidad de Secuenciacién Automatica de la
Facultad de Farmacia, o se empleé para realizar la transfecciéon en células
Cos-1 infectadas con virus vacuna.

7.2. MODIFICACIONES 'EFECTUADAS EN PLASMIDOS:
RESTRICCIONES Y LIGACIONES

Las técnicas de ADN recombinante fueron realizadas siguiendo, en
grandes lineas, los métodos descritos por Sambrook y cois (1989). Las
reacciones catalizadas por endonucleasas de restriccién se llevaron a cabo
en las condiciones recomendadas por las empresas suministradoras
(Boehringer-Manhein, Bio-labs, y Promega).
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En reacciones de defosforilacion de pldsmidos linearizados, la
fosfatasa alcalina empleada fue suministrada por Boehringer-Manhein,
siguiendo el tratamiento para la eliminacién del enzima descrito
(Sambrook y cols, 1989). Para rellenar los extremos 5  protuberantes se
empled el fragmento Klenow de la polimerasa (Boehringer-Manhein};, para
eliminar los extremos 3  protuberantes, ¢ bien se tratd con el enzima
Mung-bean (Boehringer-Manhein), o con ADN polimerasa del bacteriéfago T4
(Boehringer-Manhein) en presencia de dNTPs.

Las ligaciones plasmidicas se llevaron a cabo con la enzima ADN
ligasa del bacteriéfago T4 (Boehringer-Manhein).

7.3. ANALISIS Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN

El ADN plasmidico y los fragmentos resultantes de digestiones por
enzimas de restricciéon fueron separados mediante electroforesis en geles
de agarosa al 0,7 % y al 1,5 % respectivamente en TBE con bromuro de
etidio a concentracién de 1 mg /mi. Como marcadores de peso molecular se
utilizaron ADN del fago A digerido con BstE Il (fragmentos desde 117 a

8454 pares de bases) o ADN del fago ¢ X174 digerido con Hae Il
(fragmentos desde 72 a 1353 pares de bases). Los geles se visualizaron

con la ayuda de un transiluminador.

Para la purificacién de Ilos insertos, los productos de las
restricciones se separaron en geles de agarosa al 1.5 % en TAE (Tris-
acetato 40mM pH 8; EDTA 2mM), las bandas cortadas, y el ADN extraido por
el método comercial del Gene-clean siguiendo las indicaciones de la casa
comercial (BIO 101 Inc, La Jolla, California).

7.4. SECUENCIACION DE ADN

7.4.1. Oligonucleétidos empleados

Se especifican en la tabla cuana.
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Nombre Secuencia 5°-3° Utilizacién

pGEM-TF GGCCGCCATGGCCGCGGE Secuenciacion automatica

pGEM-TR CAGGCGGCCGCACTAGTG Secuenciacion automatica

M13-F GTAAACGACGGCCAGT Secuenciacidn manual

Tabla 4: Cligonucledtidos empleados en reacciones de secuenciacion.
7.4.2. Reaccidén de secuenciacion

La secuenciacion manual del ADN se realizé por el método de los
dideoxinucledtidos trifosfatos (Sanger y cols, 1977) utilizando [358] dATP
como nucleotido trifosfato radioactivo, y la enzima Seqguenasa.
Escuetamente, los plasmidos a secuenciar fueron sometidos a
desnaturalizacion, anillamiento con el oligonucledtido empleado, marcaje
radiactivo, terminacion y frenado con la solucién de parada (98 % de
formamida;10 mM EDTA; 0.2 % de azul de bromofenol; 0.2 % de xilencianol).

Posteriormente las muestras fueron depositadas, previa ebullicion,
en un gel de secuenciacion (10 ml de10x TBE; 42 g de urea; 5,7 g de
acrilamida; 0,3 g de bisacrilamida; 600 ul de APS 10 % y 30 ul de TEMED vy
hasta 100 ml de agua bidestilada). El gel se fijo, finalmente, con metanol
10 %-acido acético 10 % durante 30 minutos y se secO una hora en un
secador de geles. Posteriormente fueron impresionados con una pelicula
hasta su lectura. ; o

8. METODOS DE ANALISIS DE PROTEINAS

8.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA

La concentracion proteica de la purificacion parcial del virus
resuspendido finalmente en 200 i de PBS, se determiné usando el
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reactivo BCA segun protocolo propuesto por la casa suministradora
(Pierce). A continuaciéon se realizé una curva tomando como patron
concentraciones variables de sercalbumina bovina a concentracion
conocida. La concentracidon proteica final resuité ser de 15,5 mg /ml.

8.2. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS (SDS/PAGE)

La separacién de proteinas en condiciones desnaturalizantes en geles
de poliacrilamida se realiz6 de acuerdo con el procedimientoc de Laemmii
(1970). Se emplearon geles de separacidn del 12 % de poliacrilamida, asi
como gradientes del 10 al 12 %. Las muestras se solubilizaron en tampén
de ruptura (Tris-HCI| 0,06 M pH 6,8, SDS 2 %; DTT O,1 M y glicerol 10 %)
hirviendose 5 minutos antes de aplicarse en el gei. Las muestras se
resolvieron en Tris 0.025 M; Glicina 0,192 M; SDS 0,1 %; pH 8,6, usandose
como control de peso moiecular, marcadores de un rango entre 2,3-43 KD
(Gibco).

La deteccion de las proteinas marcadas con 35S se ilevd a cabo
mediante fluorografia (Bonner y Laskey, 1974). Los geles se secaron a 80
°C y se expusieron a -70 °C. En el caso de proteinas no marcadas, estas se
visualizaron tinendo los geles con azul brillante de Coomassie R-250
(Harlow y Lane, 1988), tras lo cual se destifieron con acido acético al 10 %.

8.3. DETECCION DE LA PROTEINA CODIFICADA POR LA ORF-5
DEL PRRSV SOBRE GELES DE TRANSFERENCIA A FILTROS DE
NITROCELULOSA O NYL.ON

8.3.1. Sueros utilizados

Los sueros porcinos utilizados en este estudio fueron obtenidos por
nosotros como resultado de infecciones experimentales, con excepcion del
suero control positivo que nos fue cedido por el Dr. Enrique Espuna
(Laboratorios Hipra) siendo producido frente a la cepa 5710, y con un titulo
por IPMA de 1/100. Como control negativo se tomé suero de un lechén
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exento de la enfermedad.

Debido a las inespecificidades obtenidos con nuestro suero en
algunas reacciones inmunologicas, se realizé la preadsorcion del mismo
usando polvo de acetona segun procedimiento descrito (Sambrook y cols,
1989), usando como sustrato tanto macréfagos alveolares porcinos, como
células Cos-1 infectadas con virus vIF7-3.

En estudios de muerte celular inducida por apoptosis se utilizaron
dos anticuerpos monocionales comerciales, uno para comprobar Ia
expresion del proto-oncogén bcl-2 humano en la linea celular N2A que
expresa establemente dicho gen (Santa Cruz S.A), y otro que reconoce un
peptido que se situa préximo a la cola de histidinas (In Vitro S.A).

8.3.2. Western-Blot

La transferencia de geles a membranas de inmobilon (Milipore) se

realizo a 150 mAmp en tampdn de transferencia de proteinas (0, 01 M
NaHCO3. 0,003 M NapsCOg;Metanol 20 %), durante 4 horas.

Transferidos los geles, las membranas se saturaron con BSA al 3 %
durante una hora a temperatura ambiente, tras lo cual se ahadieron el
suero positivo y el suero negativo por separado ya que siempre las
muestras se procesaron por d'uplicado (para saber la diluciéon adecuada de
nuestros sueros previamente se realizaron diluciones de los mismos para
seleccionar la del titulo adecuado, que en este caso fue la 1/200). Los
sueros fueron diluidos en 0,1 % de BSA, 0, 05 % tween 20 en PBS
incubandose otra hora a temperatura ambiente. Se realizaron 2 lavados de
30 minutos en tween 20 al 0,05 % en PBS, y se enfrentaron a proteina A
peroxidasa (Biorad) a dilucion 1/2000. Se efectuaron nuevos lavados
previamente a su revelado con quimoluminiscencia (ECL-Amersham).
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8.4. INMUNOPRECIPITACION

Para los ensayos de inmunoprecipitacién, los extractos ceiulares se
diluyeron en tampon RIPA (Tris-HCI 0,01 M pH 7.5; NaCl 0,15M; DOC 1 %:
NP-40 1 % y SDS 0,1 %) y se incubaron con una dilucion 1/200 del suero
positivo. Despues de 2 horas a 4 °C se afadid una suspensién de proteina
A-Sefarosa CL-4B (Sigma) al 25 % y se incubd durante 1 hora a la misma
temperatura. Todas las incubaciones se realizaron en agitacién. Los
complejos inmunes se recogieron por centrifugacion, se lavaron tres veces
con tampén RIPA a 4 °C vy, finalmente, se solubilizaron en tampén de
ruptura para electroforesis de proteinas.

9. SISTEMAS DE EXPRESION DE PROTEINAS

9.1. EXPRESION TRANSITORIA EN CELULAS INFECTADAS CON
VTF7-3. MARCAJE RADIACTIVO CELULAR

Las células Cos-1 se cultivaron en pocillos de placas tipo M-6 hasta
que el tapiz celular estaba formado en un 80-90 %. Tras decantar el medio
de cultivo se lavaron dos veces con PBS para eliminar el exceso de suero y
fueron infectados con vIF7-3 a una multiplicidad de infeccion (mdi) de 10
UFP/célula durante 1 hora. Aproximadamente 15 minutos antes del final de
dicho tiempo, se realizéd la mezcla de lipofectina (GIBCO-BRL)con el
plasmido a razén de 1ul de lipofectina (1 mg /ml) cada 0.5 pg de ADN.
Transcurrida la hora de adsorcién virica, se retiré el inéculo y el plasmido
lipofectado se anadié a los tapices celulares, manteniéndose ias células en
DMEM durante 20-22 horas en que los extractos celulares fueron recogidos,
lavados dos veces con PBS por centrifugacion y el sedimento resuspendido
directamente en tampodn de lisis de proteinas para su analisis.

En una etapa posterior en la que se dispuso de un virus vacuna

recombinante, se siguieron protocolos de dobles infecciones vIF7-3 + VV-
PR5 recombinante, incorporandose cada uno de los virus a mdi 10, con
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adsorcion de una hora tras la cual se decanté el medio y se recolectaron
los extractos como en el protocolo anterior.

Para el marcaje radiactivo de células Cos-1 transfectadas, a las 22
horas pi /transfeccion, se lavaron los tapices dos veces con medioc DMEM
sin metionina ni cisteina, dejandose durante 1 hora con 1 ml del mismo.
Trascurrido ese tiempo se puso por cada pocillo 200 ul de dicho medio con
4 mCi de 39S Metionina/Cisteina (Amersham), incubandose una nueva hora
al final de la cual, el medio fue decantado y los extractos recogidos para
su posterior procesado.

8.2. EXPRESION EN E.coli. MARCAJE RADIACTIVO DE LA
PROTEINA EXPRESADA

Para comprobar la expresion de la proteina en E. Coli, partimos de
una suspension glicerolada de bacterias BL21(DEg)pLysS, que fue
transformada con un plasmido pRSET-A que contiene como insefto la ORF-5
de la cepa del PRRSV 4606. Como control negativo se incluyé una
suspension que se transformdé con un plasmido sin inserto. Debido a que el
plasmido plLysS confiere resistencia al cloranfenicol, las bacterias se
sembraron en placas de LB con ampicilina (100 mg /ml) y cloranfenicol (35
mg /ml), y fueron crecidas a 37 ©°C durante la noche.

Algunas de las colonias crecidas se sembraron individualmente en 5
ml de LB con ampicilina (50 mg /ml) y cloranfenicol (35 mg /ml)
incluyendo una control de plasmido sin inserto, incubandose a 30 °C en
agitacion, hasta que alcanzaron una DO ggg de 0,5. Las bacterias se
recogieron por centrifugacidn y se resuspendieron en el mismo volumen de
medio M9 (Sambrook et al, 1989) con ampicilina, incubandose 3C minutos a
30 °C en agitacion. Transcurrido ese tiempo, se separaron porciones de 50
wl del cultivo de cada amplificacién que se incubaron con 10 pCi de 3°8
metionina/cisteina (Amersham), durante 5 minutos a 30 °C, tras lo cuai la
reaccion se detuvo con 50 pl de tampon 2x de ruptura de proteinas (a esta
muestra previa a la induccién se le denominé tiempo cero; T=0).
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Al mismo tiempo, el resto de los cultivos fueron inducidos con
Isopropil-B-D-thiogalactopiranosido (IPTG) a concentracién final de 0.1
mM, incubandose durante otros 30 minutos a 30 °C en agitacion.
Transcurrido ese tiempo se volvieron a recoger otras porciones {(muestra
tomada tras 30 minutos de [a induccion; T=30 min), y al cultivo resultante
se le afadié rifampicina (Sigma) a concentracion final de 100 mg /ml,
incubandose a 30 ©°C, retirandose nuevas porciones a los 30 min (muestra
tomada una hora postinduccion, T= 1 h) y 1'30 h (muestra tomada dos horas
nostinduccion; T= 2 h), para marcaje.

Las muestras asi{ obtenidas fueron depositadas en un gel de proteinas
que se procesd de manera similar al de secuenciacidn fijdndose de 15 a 30
minutos en una solucién de acido acetico 10 %-metancol 10 %, tras lo cual
fue secado en un secador de geles y se impresioné con una pelicula.

10. MUTAGENESIS DIRIGID

10.1. OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS
Se senalan en la tabla numero 5.

Nombre Secuencia 5°-3° Posiciéon
en el pRSET-A
Oligo de seleccidon CAGGAAAGAAGATCTGAGCAAAAG 177-190

Oligo de mutagénesis |GAGAACCCCECATGTTGACATCTCCTTC 2831-2858
-

Tabla 5: Oligonucledtidos empleados en la reaccién de mutagénesis dirigida.

10.2. MUTAGENESIS.
Se siguié esencialmente el protocolo descrito por Deng y Nickoloff

(1992) en el sistema "Transformer” de mutagénesis dirigida (Clontec). Asi,
en un primer paso se procedid a la desnaturalizacion del plasmido a mutar,
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el pRSET-A (100 ng ) por calentamento a 100 °C durante 3 minutos junto
con dos cebadores; uno el denominado de seileccion (100 ng } en el que se
ha eliminado un sitio de restricciéon unico de dicho plasmido,
concretamente el Alf |l creandose ademas una nueva diana de restriccion
Bgl il, y el mutagénico (1 pg ), que en nuestro caso incorpora 6 cambios de
base con respecto a la secuencia original. Este proceso se llevé a cabo en
un tampdén de anillamiento (20mM Tris-HCI pH 7,5; 10 mM MgCls; 50 mM
NaCl). La uniéon de los cebadores al plasmido se produce durante el
enfriamiento.

En un siguiente paso, se realizé la sintesis de la cadena mutante con
T4 ADN polimerasa y T4 ADN ligasa en un tampén de sintesis que contiene
los dideoxinucleotidos necesarios para este fin. Tras llevarse a cabo la
reaccion mediante incubacion de una hora a 37 °C y calentamiento final a
75 °C durante 5 minutos para inactivar las enzimas, se procedio a la
digestion de la mezcla de reaccion con la enzima de seleccion Alf I,
Aquellos plasmidos que no hayan incorporado el oligo de seleccion seran
digeridos y por ello se presentaran en forma lineal, siendo, por ello, al
menos 100 veces menos eficientes en la transformacién de bacterias
(Conley y cols, 1994). Realizada la primera seleccion se realizé la
transformacién del producto final en la cepa bacteriana E. cofi BMH 71-18
mut S, cepa que posee incorporado el transposén Tn 10 en su ADN
generandose una mutacion que la hace ser deficiente en reparacion. La
transformacién se hizo en medio liquido LB con ampicilina, y Ia
minipreparacion plasmidica resultante fue digerida por segunda vez con la
enzima de seleccion Alf Ill, para asegurar la completa desaparicién del
piasmido parental. Luego se llevé a cabo una nueva transformacion, esta
vez en la cepa bacteriana DH-5, sembrandose en placas de LB con
ampicilina, La selecciéon de las colonias positivas se realizé por
hibridacion con el plasmido mutagénico marcado con foésforo radiactivo
como ya se ha descrito anteriormente. Las colonias positivas fueron
recogidas y comprobada la presencia del inserto primero mediante corte de
seleccién con la enzima de restriccién Hinc ||, ya que la incorporacion del
oligo mutagénico al vector mutagenizado causa la aparicion de esta nueva
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diana que no aparece en el plasmido original. Los clones positivos por
digestion fueron comprobados por secuenciacién. En la figura 6 se sefala

esquematicamente el procedimiento descrito.

e d 'y
Sitio de restriccién X
Gnico (AIf 11)
* Localizacién a mutar
Desnaturalizacién del ADN Plasmidice
Anillamiento de cebadores
b eleccion - *
(incorpora sitio Bgl II) r’
Sintesis de segunda banda con ,E
ADN Pol T4, ligacién con ADN * h N
ligasa T4,y seleccién por Cebador mutagénico
digestion con Alf Il {Incorpora sitio Hinc 1) *

+
Primera transformacién en %//Q

mutS E. Coli
* Aislamiento de ADN plasmidico

de la transformacion
PLASMIDO PLASMIDO

PARENTAL MUTADO

Restriccién con Aif llI . .
Verificacion de la

existencia de la mutacion

e 8

PLASMIDO
MUTADO

Segunda transformacién en DH-5

Figura 6: Mutagénesis dirigida del plasmido pRSET-A.
11. SINTESIS DEL VIR VACUNA RECOMBINANTE

Se siguieron las especificaciones descritas por Earll y Moss (1992).
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Con este fin, en un cultivo confluente de células Cos-1 (p60) se
inoculd, previa sonicacian, virus vacuna salvaje a mdi de 0.05 UFP/célula.
Tras dos horas de adsorcidn con agitaciones cada 15 minutos, se realizé la
transfeccion de 7 yug de plasmido pTM-1 con inserto de la ORF-5 (pTPR-5)
lipofectado en medioc DMEM. A las 24 horas pi, el medio se cambié a DMEM
con 5 % de SFB, recogiéndose las células 24 horas mas tarde vy
resuspendiéndaolas en un volumen final de 500 ul de DMEM con 2,5 % de SFB.
Después de tres ciclos de congelacion-descongelacion, se realizaron
diluciones decimales en un volumen de 100 ul, sembrandose para la
realizacién de la primera seleccién de virus TK- en células 143 TK-
crecidas en medio con bromo-deoxiuridina. El cuarto dia pi se examinaron y
se eligieron un total de 12 placas transpasando cada una a un tubo tipo
eppendorff con 500 pl! de DMEM con 2,5 % de SFB. Tras congelar-
descongelar 3 veces, 100 pl de 6 placas fueron diluidos decimalmente y
sembrados en placas con medio de seleccion. Después de tres operaciones
de seleccion con el fin de asegurar clones viricos puros, se seleccionaron 6
clones finales en los que se comprobd la presencia del inserto tanto por
Dot-Biot como por expresién de [a proteina codificada por la ORF-5 en
sistemas de doble infeccion (recombinante que expresa la ORF-5 del
PRRSV+vTF7-3). Al recombinante asi seleccionado se le denominé VV-PR5.

12. MARCADORE IADOS A MUERTE CELULAR INDUCIDA
APOPTOSIS

Se cultivaron células en placas p100, que fueron infectadas con
vTF7-3 a mdi 10, coinfectadas con vIF7-3 y VV-PR5 a mdi 5y 5, o con el
PRRSY, segun el experimento, dejandose como control células no
infectadas. Los extractos celulares se recogieron a diferentes tiempos pi ,
y aproximadamente 2/3 se procesaron para extraccion de ADN
cromosémico y 1/3 para obtencion de ARN utilizandose una pequeha
alicuota para analisis de la proteina sintetizada por Western-Biot.
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12.1. EXTRACCION DE ADN CROMOSOMICO

Los extractos celulares fueron lavados una vez con PBS por
centrifugacién, y finalmente resuspendidos en 1ml de PBS al que se le
incorporé 500 ul de una solucion 10mM Tris pH 7.5; 10mM EDTA; 1 % SDS y
100 nl de NaC! 5M. Tras dejarse un minimo de 6 horas a 4 °C, los extractos
fueron centrifugados a 12.000 xg durante 10 minutos a 4 °C y al
sobrenadante se le afadié SDS y proteinasa K para obtener una
concentracion final de 0,5 % y 200 pg /m! respectivamente, y 25 ug de
RNasa. Después de una incubacion a 37 °C durante una hora, las muestras
fueron extraidas dos veces con tenol, el ADN precipitado con etanol y
resuspendido en agua afadiéndosele nuevamente RNasa. Tras una nueva
incubacién de 30 minutos a 37 °C, se cargé la mitad de la muestra en un gel
de agarosa al 1,6 %, que fue tehido con bromuro de etidio tras la
separacion electroforética de las muestras y visualizado en un
transiluminador de UV.

12.2. EXTRACCION DE ARN TOTAL

Para la extraccion del ARN de las muestras se utilizé un kit
comercial (Ultraspec-1I-BRNA Isolation system/ Biotecks). Las muestras se
resuspendieron finalmente en 30 ul de agua tratada con DEPC y 10 ul se
cargaron en un gel de agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes.

12.3. TINCION DE LA CROMATINA NUCLEAR CON HOECHST

Se crecieron células sobre cristales' de modo similar a como se vera
en el apartado 15.1. Previamente, los cristales fueron tratados 15 minutos
con una solucién de polysina-L a concentracién final del 0.1 % con el fin de
evitar el desprendimiento de las células apoptoticas de los cristales. Tras
realizar la infeccion del cultivo con los diferentes virus, los cristales se
recogieron a diferentes tiempos pi y tras lavar los tapices con PBS, se
realizd la fijaciéon de los mismos con metanol frio durante 20 minutos a -
20 °C. A continuacién fueron lavados con PBS, y mantenidos hasta su
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procesamiento. La tincion de la cromatina nuclear se realizé exponiendo
las células fijadas al cristal a la tincién con Hoechst 33258 a dilucion
1/10.000 durante 1 hora. Una vez montadas las preparaciones con moviol,
se visualizaron con un microscopio de epifluorescencia con filtro
especifico para Hoechst.

13. PURIFICACION DE LA PROTEINA CODIFICADA POR LA ORF-5

Se siguio el método, con algunas variaciones, que se describe en las
intrucciones de la resina de niquel-aceto-nitrilo (In vitro).

Para la obtencion de los extractos celulares, se utilizaron placas
p100 confluentes que fueron sometidas al protocolo de coinfeccién vTF7-3
y VV-PR5 ambos a mdi 10. Después de una hora de adsorcion, las céluias
fueron recogidas a las 22 horas, lavadas con PBS dos veces por
centrifugacion, extrayéndose una pequefia muestras (fraccion total). Los
extractos fueron centriftugados nuevamente y resuspendidos en 250 pl por
pi00 de tampdn de lisis (50 mM Tris-HCI pH 8; 500 mM CiNa; 5 mM CiaMg;
10 % glicerol; 1% NP-40; 10 mM imidazol; 1M hidrocloruro de guanidina).
Tras 10 minutos en agitacion rotatoria a temperatura ambiente, los
extractos fueron rotos con la ayuda de una jeringa de insulina y recogida
otta muestra (fraccidn post-lisis). El sobrenadante se unié entonces a 50
ul por p100 de la resina previamente equilibrada en dicho tampén de lisis,
manteniendose durante 1 hora en agitacion rotatoria.

Los lavados de la resina se realizaron con la ayuda de una jeringa de
insulina que actué como columna, en cuyo cono se colocé una gasa para
evitar que la resina fuera arrastrada. Transcurrida la hora de unidn, la
muestra se paso por la columna recogiéndose el extracto no adherido en un
tubo tipo eppendorff. Sobre la resina contenida se realizaron multipies
lavados, primero con un tampon 20 mM fosfato pH 7.8; 500 mM CINa; 20 mM
Imidazol, y posteriormente con el mismo tampon pero con imidazol 1M.
Todas las fracciones se recogieron y analizaron en geles de acrilamida-
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bisacrilamida al 12 % por tincion de Comassie, y transferencia a
membranas de nitrocelulosa.

14. ESTUDI DE_INM

Con este fin, se inocularon ratones balb-c con 50 pl de resina que
llevaba adherida la proteina expresada en células Cos-1(correspondientes
a media p100 de células Cos-1). Las inoculaciones se realizaron siguiento
la pauta que se adjunta en la tabla 6. Para ello, el coadyuvante oleoso de
Freund (Difco) se usé a concentracién 1/1 con respecto a la resina
resuspendida en 100 pi de PBS/ratén.

DIA VIA ADYUVANTE DE FREUND SANGRIA 1
0 intraperitoneal Completo -

7 Intraperitoneal incompleto .-

14 --- --- +

21 Intraperitoneal Incompleto ---

28 --- --- +

35 Intraperitoneal Incompleto ---

42 . * = e +

49 Intraperitoneal Incompleto --

56 +

Tabla 6: Pauta de inoculacion seguida en ratones balc-2 inoculados con una resina a la
que se adhiere la proteina codificada por la ORF-5 del PRRSV.
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A cada ratén le fue asi inoculada una concentracién estimada de
proteina de 2-5 mg /dosis. Las sangrias seriadas se realizaron con la

ayuda de un capilar en el angulo retroorbitario del ojo.

Por otra parte, también se realizaron coinfecciones de ratones balb-c
y conejos con el vTF-7 y el VV-PR5. En los ratones la pauta de inoculacion

empleada fue la indicada en las tablas 7 y 8 respectivamente:

DIA VIA DOSIS DE CADA RECOMBINANTE SANGRIA
0 [ Escarificacion 5x106urPp | -
de la cola
15 Escarificacion 5x10 8 UFP +
de la cola
30 3 - ¥

-

Tabla 7: Pauta de inoculacién seguida en ratones balc-2 doblemente inoculados con los

virus VVPR-5 y vTF7-3.

Los conejos fueron inoculados de acuerdo al siguiente protocolo:

DIA VIA DOSIS DE CADA RECOMBINANTE | SANGRIA
0 Intradérmica 5x10 7 UFP —
15 | Intradérmica 5x 10 7 UFP +
3 | -\ - +
| e

Tabla 8: Pauta de inoculacion seguida en conejos doblemente inoculados con los virus
VVPR-5 y vTF7-3.
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Después de la sangria, el suero fue analizado por las técnicas de
Western-blot, inmunofluorescencia, seroneutralizacién e IPMA.

15. TECNICAS DE ANALISI EROLOGIC

15.1. INMUNOFLUORESCENCIA

Células MA-104 susceptibles a la multiplicacion de la cepa 5710 del
PRRSV fueron crecidas en cristales de inmunofluorescencia hasta una
confluencia aproximada del 80 %. Los tapices celulares confluentes fueron
infectados con 10 2 DIso/CT de PRRSV e incubados a 37 °C hasta que
mostraron un claro efecto citopatico. El medio fue decantado y tras lavar
los tapices con PBS, se realizo la fijacion de los mismos con metanol frio
durante 20 minutos a - 20 °C. A continuacién, fueron nuevamente lavados
con PBS, y mantenidos en el hasta su procesamiento.

Para la realizacion de la inmunofluorescencia, los cristales fueron
saturados con PBS y seroalbimina bovina al 1% durante 30 minutos.
Enfrentados al anticuerpo a probar a dilucién 1/50 una hora a temperatura
ambiente, lavados tres veces durante 15 minutos con PBS y enfrentados al
antiespecie correspondiente conjugado con fluoresceina otra hora. Tras un
nuevo lavado, las preparaciones se fijaron con moviol, y se observaron en
microscopio de epifluorescencia.

15.2. IPMA

Células MA-104 fueron crecidas en placas de 96 pocillos, al alcanzar
la confluencia se infectaron con 102 DIsqg/CT por pocillo, dejando
alternativamente pocillos sin infectar. Tras 48 horas el medio fue
decantado y las células lavadas con PBS y fijadas durante cinco minutos
con paraformaldehido al 4 % en PBS. A continuacion se lavaron nuevamente
con PBS.
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Para ia realizacion del IPMA, los sueros a dilucion 1/50 fueron
depositados por duplicado en pocillos intectados y no infectados, y tras
incubacién de 1 hora a 37 ©C, los pocillos fueron lavados con PBS y
enfrentados a conjugados con peroxidasa. Tras nuevos lavados, la reaccion
fue revelada con una solucion de 3-amino-9 etil carbazol y las placas
visualizadas en microscopio optico.

15.3. SERONEUTRALIZACION
Se siguid el protocolo descrito por Yoon y cols (1994).

Los sueros a emplear fueron previamente descomplementados
mediante calentamiento a 56 °C durante un hora. A continuacion se
realizaron diluciones dobles en placas de 96 pocillos en DMEM con SFB al 3
%. A cada dilucion se le afadieron 102 DIsoCT de PRRSV en el mismo
diluyente pero con 20% de suerc de la especie correspondiente. Tras
mezclar e incubar las placas 1 hora a 37 °C, a cada pocillo se le afadieron
100 pl de células MA-104 (103 células/mi). Las placas se incubaron en una
atmaosfera de CQO9 a 37 °C durante cinco dias, momento en que se realizo la
lectura final.
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Resuftados

1. OBJETIVO PRIMERO: Apiicacion de la técnica de transcripcidn
en _reverso-reaccion_en cadena de la polimerasa (RT-PCR) al
diagndstico del Sindrome_ Reproductor y Respiratorie _Porcino.
Determinacion de la sensibilidad y especificidad de Ila misma
tanto en cultivos celulares como en muestras bioldgicas

1.1. AMPLIFICACION DENTRO DE LA ORF-7 DEL PRRSV

Para ello se utilizaron cebadores que delimitaban en el interior de Ia
ORF-7 del PRRSV un fragmentc de aproximadamente 310 pares de bases.

Tras realizar la extraccion de ARN tomando como sustrato un militro
de cultivo con 5 x 10 6 DisoCT de la cepa de referencia 5710, e! cDNA fue
obtenido con la transcriptasa en reverso, y la PCR realizada segun las
condiciones ya descritas. La muestra de PCR fue separada en un gel de
agarosa al 1.5 % en TBE, obteniendo un unico producto resultante de un

tamafo que se correspondia perfectamente con lo esperado (figura 7).
M  ORF-7

M (pdb)

872
603

3

Figura 7: Amplificacién del fragmento interno de la ORF-7 del PRRSV. M: marcador de peso
molecular (@ 174 digerido con Hae ll); ORF-7: Amplificacién dentro de la ORF-7.
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Para comprobar que realmente el producto amplificado correspondia
a nuestro virus, el producto de PCR fue clonado en el plasmido pGEM-T
(figura 8) ya que como se senald dicho piasmido tiene, entre otras, la
particularidad de presentarse en forma lineal y poseer en sus extremos 3'
protuberantes una timidina lo que facilita, aprovechando la caracteristica
de la Taq polimerasa, de anadir dAdenosina en los extremos 3' de algunos
de los productos de PCR amplificados, el clonaje de los mismos. Ademas
dicho posee los promotores de T7 y SP6, asi como un inicio de
transcripcion. Tras la tigacién del vector al producto de PCR, ia
transformacion de bacterias JM 109 competentes con los mismos vy
seleccion de las colonias positivas con IPTG y X-Gal, colonias aisladas
fueron sembradas en medio LB con ampicilina realizandose minipreps de
las mismas. Los plasmidos que parecieron positivos por un retraso en la
migracion en geles de agarosa al 0,8 % en TBE, fueron digeridos con Apa | -
Pst | liberdandose un inserto del tamafio esperado. Una vez comprobada la
existencia del inserto se secuenciaron por secuenciacion automatica
varios ciones, obteniéndose diferencias en la secuencia del virus aislado
en Espafa con respecto al virus LV holandés, como se vera en el tercer
apartado de este capitulo.

peEM-T + fragmento

* interao dentra de la

Figura 8.- Clonaje del producto de PCR resultante de amplificacion interna de la ORF-7 en el
pGEM-T.
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1.2. SENSIBILIDAD DE LA TECNICA
1.2.1. Sensibilidad en sobrenadantes de cultivos celulares

Un punto fundamental, dada la finalidad de empleo con fines
diagnosticos de la técnica, era la determinacion de la sensibilidad de la
misma. Para ello, partiendo de 1,9 ml de un cultivo en MAP del PRRSV con
5 x 109 DiggCT/ml, y tras centrifugacion del mismo a 111.000 xg durante
dos horas, y extraccion de ARN, se hicieron diluciones decimales cubriendo
un rango desde 0,67 hasta 6,7 x 106 DIsoCT. Tras la realizacién de la RT-
PCR los productos fueron separados en geles al 1.5 % de agarosa en TBE
incluyendo como testigo negativo macrdéfagos alveolares porcinos no
infectados. Los resultados indicaron positividades desde 6,7 x 10 6 hasta

6,7 DIsoCT (figura 9).
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 9 .- Sensibilidad de la técnica de RT-PCR. M: marcador de peso molecular {g 174
digerido con Hae Il); 1y 2: Testigos negativos de PCR y RT respectivamente; 3: PCR
correspondiente a la dilucion 6,7 x 106 DisgCT: 4: PCR correspondiente a la dilucién 6.7 x
105 DiggCT; 5: PCR correspondiente a la dilucién 6.7 x 104 DIsgCT; 6: PCR correspondiente a
la dilucién 6,7 x 102 DIggCT 7: PCR correspondiente a la dilucion 6,7 x 102 Di5gCT; 8: PCR
correspondiente a la dilucion 6,7 x 10 DisgCT; 9: PCR correspondiente a la dilucion 6,7

DIgoCT; 10: PCR correspondiente a la dilucién 0,67 DiggCT,
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En un ensayo de confirmacién, el virus se diluyé en suero
realizandose tanto la extraccién de ARN como la RT-PCR aisladamente,
obteniéndose una sensibilidad de 4 x 10 2 DI5oCT/ml.

1.2.2. Sensibilidad intrinseca de la reaccion de PCR

Para, con independencia de la transcripcidn en reverso, determinar la
sensibilidad ‘"intrinseca" de la reaccion de PCR, se hicieron diluciones
decimales de plasmido con inserto desde 100 picogramos hasta 1
fentogramo, obteniendo un nive! de deteccién de 10 fentogramos (figura
10).

M

C- 100pg 10pg 1pg

100fg 10fg 1fg

Figura 10 .- Sensibilidad intrinseca de la reaccién de PCR. M: marcador de peso molecular (o
174 digerido con Hae ll}; C-: Testigo negativo de PCR; 100pg: 100 picogramos de plasmido
pGEM-T+ inserto de la ORF-7; 10pg: 10 picogramos del plasmido; 1pg: 1000 fentogramos del
plasmido; 100fg: 100 fentogramos del plasmido; 10fg: 10 fentogramos de plasmido; 1fg: 1
fentogramo de piasmido.
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1.2.3. Sensibilidad en muestras biolédgicas

Una vez determinada la sensibilidad "in vitro" se decidié realizar un
estudio "in vivo" que a la vez nos pudiera orientar de la distribucion del
virus en funciéon del tiempo en los distintos érganos y liquidos corporales.
Para ello se disend un modelo experimental utilizando cinco lechones de
21-24 dias, y dejando uno de elios como testigo. Estos lechones fueron
inoculados via intranasal con 1 ml de la cepa 5710 del PRRSV a la
concentracion de 5 x 108 Di5oCT/ml, siendo sacrificados en los dias 3, 5,

8, v 10 pi.

Los resultados obtenidos de las mediciones de temperaturas y del

estudio de lesiones macroscdpicas se resume en la figura 11 y la tabla 9.
(°C)
40-

39,8

39,6 ~

39,4

39,2 S
39 -

38,8

38,6 -

38,4 -

38,2
38 4

37,8

37,6

37,4 4

37,2 - . o
37~ ¥ | T | | T | T T |

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias post-infeccién

Cerdo 1
Cerdo 2
Cerdo 3
Cerdo 4
Cerdo 5

ITEEE

Temperaturas observadas en los lechones

Figura 11.- Curva de temperaturas observadas con posterioridad a la infeccién experimental
con 1 ml/cavidad nasal de 4 x 102 DlsgCT /ml de cuatro lechones sacrificados los dfas 3, 5, 8 y

10 respectivamente. El cerdo nimero 5 actud como testigo.
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CERDO 1 Ganglios inguinales, suprarenales y retrofaringeos con

(sacrificado 3 & infartacion y hemorragias.
dia post-Infeccion) | Ganglios mesentéricos y submaxilares indurados.

CERDQ 2 Ganglios inguinales hemorragicos aunque no infartados.
{sacrificado 5 © Higado ligeramente friable.

dia post-Infeccién)

CERDO 3 Ganglios inguinales ligeramente hemorragicos

(sacrificado 8 ©

dia post-Infeccién)

CERDO 4 Higado friable. Ligera hepato y esplenomegalia.
(sacrificado 10 © En pulmédn se observan lesiones neuménicas.

dia post-Iinfeccién)

Tabla 9.- Lesiones observadas en los lechones sacrificados a diferentes tiempos postinfeccion,

Tras el sacrificio de los animales, y con el objetivo de conocer la
distribucién y titulo del PRRSV, los diferentes drganos fueron
homogeneizados al 10 % en medio de cultivo (DMEM) y las muestras
sometidas a un doble procesado, de una parte a extracciéon de ARN y RT-
PCR, y por otra a titulacion por DIsgCT en cultivos primarios de MAP. Los
resultados obtenidos por ambas técnicas se muestran en las tablas 10 y
11. En las reacciones de RT-PCR se incluyeron como testigo positivo 1 ml
de un cultivo virico con un titulo de 5 x 106 DlggCT/ml, y como testigo

negativo un cultivo de macréfagos alvelares no infectados.
Los resultados obtenidos tras procesar las muestras

correspondientes a los cerdos 2 y 4 (sacrificados respectivamente el dia 5
y 10 postinfeccion) se presentan en las figuras 12 y 13.
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RT-PCR

Cerdo 1

e

Cerdo 2

Cerdo 3

Cerdo 4

Pulmoén

Macrofagos pulmonares 4

Higado

+ |+ |+

Bazo

RiAén

Suero

Plasma

Fraccién leucaocitaria

Ganglio Submaxilar

+ 14+ i+ |+ |+

Ganglio inguinal

Amigdala

+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ [+

Tabla 10.- Resultado de la reaccion de RT-PCR en los distintos érganos y muestras bicldgicas

ensaxadas.
Titulaciones (DignCT/ml) Cerdo 1 |Cerdo 2 |[Cerdo 3 |Cerdo 4
Macréfagos pulmonares 104-69 | 105 107-24 | 105.39
Puimén 103 103 10° 102-49
Higado 102-74 1 102 102.59 | .
Bazo 102-49 | 102 103 101.75
RifdN 103.59 102.5 104.33 102.24
Suero 104 108-49 | 104.74 | 103
Plasma 10449 | 103.5 104 102.74
Fraccion leucocitaria 104-63 | 103-5 104-49 -
Ganglic Submaxilar 10239 | 103 103-37 | 102
Ganglio_inguinal 102 11025 | 10349 | 101.75
Amigdala | 702-83 | 103 10349 | 101.75

Tabla 11.- Titulaciones en DlggCT/ml de los diferentes 6rganos y muestras biclégicas

ensayadas.
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Este producto fue clonado en el pGEM-T y secuenciado para estudios
de variabilidad, observandose también diferencias frente a la cepa LV del
PRRSV. Los plasmidos resultantes, que tenian la ORF-5 clonada, se
denominaron pGPR-5.

De igual modo se clonaron las ORFs-5 correspondientes a las cepas
3211, 2228, 4606 y 5999. Las ORFs-5 correspondientes a las cepas 5711 y
2910, incluidas también en este estudio, no fueron susceptibles de ser
amplificadas bajo las condiciones estandar de PCR. Intentos de
amplificacion de las mismas mediante la reduccion de la temperatura de
aniflamiento a 30 °C también resultaron fallidos.

2.2. EXPRESION DE LA PROTEINA CODIFICADA POR LA ORF-5
DEL PRRSV EN UN SISTEMA EUCARIOTA

Una vez clonada la ORF-5, se dirigieron las investigaciones a la
expresion de la proteina codificada por la misma asi como a determinar el
reconocimiento de ella por sueros de animales infectados
experimentalmente con el PRRSV.

2.2.1. Expresién transitoria en células Cos-1 mediante
infeccién con vTF7-3 y transfeccién plasmidica

Para ello se utilizg’: un sistema de expresion eucariota basado en el
uso de un virus vacuna recombinanté que pasee el gen de la ARN polimerasa
del bacteriéfago T7 integrado en su genoma (vIF7-3). La infeccién de
células susceptibles con dicho virus hace que en las mismas se sintetize
dicha enzima, posibilitanto la expresidn en dichas células de genes que
esten bajo el promotor del bacteriéfago T7 en un plasmido transfectado
tras la infeccion. En este sentido, el virus vacuna es capaz de infectar a la
mayoria de las lineas celulares aviares y de mamiferos. En nuestro caso
utilizamos inicialmente las células Cos-1, que proceden originalmente de
las células Vero, a las que se les infecté con el vIF7-3 a una mdi de 10
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M C- C+ MAP P H B R s FL PI GSm GI A

M C- C+ MAP P H B R S FL Pl GSm GI A

{figura 13)
Figuras 12 y 13.- RT-PCR de los 6rganos de los cerdos numeros 2 (sacrificado el dia 5

post-infeccion)y 4 (sacrificado el dia 10 post-infeccidon)respectivamente. M: marcador de peso
molecular {@ 174 digerido con Hae il}; C-: control negativo de PCR; C+: control positivo de
PCR (sobrenadante de cultivo celular de PRRS); MAP: macrofagos alveoclares porcinos; P:
pulmén; H: higado; B: bazo; R: rifién; S: suero; FL: fraccién leucocitaria; Pl: plasma; GSm:

Ganglio submaxilar; Gl: Ganglio inguinal; A: amigdala.
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1.3. ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA

Para comprobar la especificidad de la técnica se analizaron por RT-
PCR distintos agentes viricos causantes de alteraciones respiratorios y/o
reproductoras en el cerdo. Fueron incluidos los virus de la Peste Porcina
Clasica (HC), virus de la Influenza porcina serotipos H1IN1 y H3N2; virus de
la Gastroenteritis Transmisible Porcina (TGE); Parvovirus Porcino (PPV);
virus de la Enfermedad de Aujezsky (ADV} y el virus de la Diarrea Virica
Bovina (BVD). Como control positivo se incorpord la cepa 5710 del PRRSV.

Para la realizaciéon de la RT-PCR, las distintas cepas viricas
empleadas se ajustaron a una DiggCT/ml de 10°. Los resultados obtenidos

se muestran en la figura 14. En la misma sélo se observa una banda de

amplificacion correspondiente a la cepa de PRRSV.
M  C- MAP PRRSV HC H3N2 HIN1 TGE PPV ADV BVD MAP C- M

—

Figura 14.- Amplificacion de diferentes agentes viricos implicados en procesos reproductors
y/o respiratorios porcinos. M: marcador de peso molecular {& 174 Hae II); C-: Control
negativo de PCR; MAP: macrofagos alveolares porcinos; PRRS: PRRS (cepa 5710); HC: virus
de la peste porcina clasica (cepa Alfort/187); H3N2: virus Influenza (A/Ghent/1/84);
H1N1: virus Influenza {cepa A/Bélgicar/1/83); TGE: virus de la gastroenteritis transmisible
porcina (cepa Purdue); PPV: virus del parvovirus porcino (cepa NADL-8); ADV: virus de la
enfermedad de Aujezsky (cepa NIA-3 ); BVD: virus de |a diarrea virica bovina (¢cepa Singer).
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2. OBJETIVO SEGUNDO.- Expresidon aracteriz

proteina codificada por la Zona de lectura abierta numero 5 del
virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino tanto en
un_ sistema eucariota como procariota

2.1. AMPLIFICACION DE LA ORF-5 DEL PRRSV

Dentro de este objetivo se pretendia clonar una zona de lectura
abierta que codificara una posible proteina asociada a membrana del virus,
para su posterior expresidon en sistemas tanto eucariotas como
procariotas. Con este fin se eligié la proteina codificada por la ORF-5, la
proteina E, disenandose cebadores frente a la misma que incluian en sus
extremos el ATG iniciador el de ida y el de vuelta el coddn de terminacion
TAG (->ATC), con lo que se conseguia clonar integra dicha ORF. Los
cebadores utilizados fueron los descritos en material y métodos (capitulo
5.4.1).

Realizada la RT-PCR usando como patron la cepa 5710, con similares
condiciones a las usadas frente a ta ORF-7, y tras separar el producto
resultante en un gel al 1.5% de agarosa en TBE, obtuvimos un unico

producto de 609 pares de bases como se muestra en la figura 15.
M C- MAP ORF-7 ORF-5

Figura 15.- Amplificacién por PCR de la secuencia integra de la ORF-5 del virus de!
Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino. M: Marcador de peso molecular (& 174 digerido
con Hae Il}; MAP: controles negativos de macrofagos alveolares porcinos no infectados; ORF-7:
amplificacion dentro de la ORF-7; ORF-5: amplificacion de la ORF-5.

94



Resultados

UFP/célula. Tras una hora de adsorcién se les transfectd el plasmido
lipofectado, plasmido que posee la ORF-5 del PRRSV bajo el promotor de
T7. Durante la incubacian, que fue de aproximadamente 24 horas, €l gen de
la ORF-5 se transcribira debido a la sintesis de la ARN polimerasa del fago
T7.

Inicialmente, y debido a que poseiamos nuestra ORF clonada en el
pGEM-T y aprovechando que dicho plasmido tenia dicho gen bajo el
promotor de T7 decidimos comprobar si la misma era expresada en las
células Cos-1. Debido a ello, el plasmido que contenia la zona de lectura
abierta de la cepa de referencia 5710 fue transfectado en placas p35 a dos
concentraciones de plasmido 2 ugry 5 pgr, incluyendo siempre un testigo
de células no infectadas, y un testigo de células infectadas pero no
transfectadas. Los extractos celulares fueron recogidos y resuspendidos
en 100 ul de tampdén de carga de proteinas. Un quinto (20 pl) de las
muestras asi obtenidas fueron separadas en un gel de acrilamida-
bisacrilamida al 12 %, transferidas a nylon y enfrentadas a un suero
positivo al PRRSV que previamente habia sido titulado para Westem-Biot,
siendo la dilucion idonea la 1/200. Tras revelar el filtro, sin embargo, no
encontramos ninguna banda a la altura esperada de entre 22-26 KD. Al
analizar este resultado se comprobd la existencia en el polilinker del
vector de dos tripletes ATG que estaban en fase entre si, pero no con el
ATG iniciador de nuestra proteina que debia haber sido incorporado por el
cebador de ida, de modo que' si los ATG del plasmido eran tomados como
iniciador, el ATG que daba comienzo a la traduccién de nuestra proteina no
se leia al no estar en fase y ademas, quedaba convertido en un TGA -> FIN.
Todo lo expuesto queda reflejado en la figura 16.
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pGEM-T + PRRBY JRF-5

5° ....TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGOCG CCATG GCOGO
37 ....ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGH CCGGC GGTAC CGGCG
Promotor de T7 2pa T Aat IT Sph I ¥eoe I Sac I
GGGATTATGA ..--- ORF-5..... TGAAATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
CCCTAATACT ACTPTAGTG ATCAC GCCGG CGGAC GTCCA GCTGG TATAC
Spe 1 Not I Pst 1 5al I NdeI

GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT....3°
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA....5°7

Sac I BstX I Nsi I Promotor de SP&

Figura 16.- ORF-5 clonada en el pGEM-T. En negrilla aparecen los dos ATG presentes en el

polilinker que no estan en fase con el ATG iniciador de la ORF-5 (en cursiva).

En vista de ello, se procedid a eliminar los dos ATG del polilinker en
los plasmidos que tenian clonados las ORFs de las cepas 4606 y 5710.
Comprobado que los sitios de restriccion que se iban a usar no estaban en
la secuencia clonada, los ADN fueron primeramenie digeridos con la
enzima de restriccion Sac |, comprobado el corte en un gel de agarosa al
0.8 %, precipitados y digeridos nuevamente con la enzima Apa |. Como
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ambas enzimas dejan extremos 5 protuberantes, éstos fueron enromados
mediante relleno con T4 DNA polimerasa, para finalmente realizar una
ligacion romo-romo del vector con ADN ligasa y transformar el plasmido
en bacterias DH-5 competentes. Tras realizar minipreparaciones de las
colonias resultantes, los clones fueron seleccionados por ausencia de
corte con Nco |. Posteriormente, y antes de pasar a estudios de expresion,
los plasmidos fueron secuenciados usando el cebador universal de M13 a
fin de comprobar que unicamente existia el ATG de nuestra secuencia
insertada entre el promotor y la misma. A este respecio se usaron cuatro
clones de cada cepa observandose que si bien la cepa 4606 poseia el ATG
iniciador, la 5710 io habia perdido, posiblemente debido a errores durante
la sintesis del oligonucledtido. Posteriormente otro clon inicial de dicha
cepa fue secuenciado y, comprobada la existencia del ATG iniciador de la
ORF, sustituyé al clén antiguo.

Una vez verificada la correcta situacion de fa ORF-5 de la cepa 4606
del PRRSV en el plasmido, y realizada una maxipreparaciéon de la colonia
elegida, se transfectdé el plasmido pGEM-T que contenia la ORF-5 de dicha
cepa (pGPR-5), en células Cos-1 previamente infectadas con vTF7-3. Los
extractos fueron tratados de manera similar a como se describid
anteriormente. Ademas se incluyé un marcador de pesoc molecular, un
testigo de macrofagos no infectados, y el virus parcialmente purificado.
Como resultado del Western-Blot realizado tanto frente a un suero
positivo como a un suero negativo al PRRSV, encontramos una banda que
migraba a la misma altura (aproximadamente 24-25 KD) que otra existente
en el semipurificado virico y que no aparecian en el filtro donde se habia
utifizado el suero -. Estos resultados se pueden observar en la figura 17.
En esta figura, ademas, se observa en el carril correspondiente al
semipurificado virico otra banda virus-especifica de aproximadamentei5
KD.
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M(KD) sp wmAP vTF7-3 vTF7-3 M(KD) sp MAP vTF7-3 vIF7-3
+pGPR-5

+pGPR-5

Figura 17.- Western blot frente a un suero positivo a PRRSV a la izquierda y frente a un
suero negativo a la derecha. M: Marcador de peso molecular; SP: Semipurificado virico;, MAP:
Macrofagos pulmonares porcinos no infectados; VTF7-3 + pRPR-5: Células Cos-1 infectadas
con vTF?7-3 y transfectadas con el pldsmido pGEM-T con la ORF-5 de la cepa 4606 del PRRSV
clonada; vTF7-3: Células Cos-1 infectas con vTF7-3.

2.2.2. Clonaje de las ORFs-5 en el vector pRSET-A y
expresién en células Cos-1 de las proteinas codificadas por los
plasmidos resultantes

Una vez comprobado que nuestra proteina se expresaba, y era
reconocida por un suero positivo al PRRSV, se decidié traspasar ias ORF-5
de las diferentes cepas clonadas en pGEM-T a un nuevo plasmido de
expresion denominado pRSET. Mediante éste sistema, {a proteina
recombinante se expresa como proteina de fusion con una secuencia
peptidica lider que contiene seis histidinas lo que favorece su purificacion

99



Resultados

por la afinidad de las histidinas al niquel acetonitrilo de una resina
comercial (Invitrogen). Ademas dicho plasmido se presenta en tres
versiones A, B, y C, referentes a las tres fases de lectura, lo que hace
posible escoger aquel en que el inserto entra en fase con el ATG iniciador
de la secuencia lider.

Con este fin, las cinco cepas clonadas inicialmente en el pGEM-T
fueron digeridas mediante la enzima Pst-l, los extremos 3' protuberantes
enromados con Mung-Bean, y nuevamente digeridos con Nco |,
recuperandose los insertos mediante gene-clean en un gel de agarosa al
1.5 % en TAE. El pRSET que estaba en fase con la ORF-5 clonada en pGEM-T
resulto ser el pRSET-A, dicho plasmido fue digerido con Hind IlI,
enromado con el fragmento Klenow de la polimerasa y digerido con Nco |.
Finalmente fue defosforilado, ligado a los diferentes insertos (ligacion
Nco [-romo dirigida) y se realizaron las diferentes transformaciones. A
pesar de haber realizado abundantes minipreparaciones de las colonias
obtenidas, no se logrdé ninguna positiva por lo que se realizé la seleccion
de los clones positivos mediante hibridacién en membranas de
nitrocelulosa de las colonias previamente crecidas en placas de LB con
ampicilina. Como sonda fue utilizado el inserto marcado con o 32 ATP. De
las colonias aparentemente positivas se realizaron minipreparaciones vy
fueron de nuevo seleccionadas mediante corte con las enzimas de
restriccion Not |-Pst |, que daban liberacidn del fragmento, y por
presencia del nuevo sitio de restriccion Bam HI, dando linearizacion del
plasmido en algunas cepas y en otras liberacion de un fragmento (cepas
5710, 5998 y 3211, con Bam H! interno). Finalmente se consiguieron
clonar las ORFs-5 de las cinco cepas como se muestra en la figura 18. Los
plasmidos obtenidos se denominaron pRPR-5.

100



Resultados

pRSET A + PRRSvY

ORF-5

< th X\ g

Figura 18.- Clonaje de la ORF-5 del virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino
en los pRSET-A.

Una vez clonados los insertos de las cinco cepas en el pRSET-A, se
comprobd mediante secuenciacion que los insertos habian entrado
correctamente en el nuevo plasmido. Tras realizar maxipreparaciones, se
realizd la expresion de los mismos en células Cos-1. Los extractos fueron
separados por duplicado en un gel de acrilamida-bisacrilamida al 12 %
transferidos a nitrocelulosa y entrentados a un suero positivo y a un suero
negativo al PRRSV. Se incluyeron ademas del marcador de peso molecular
un testigo de células infectadas con vIF7-3, testigo de macréfagos asi
como de virus parcialmente purificado. Como resultado se observaron
cinco bandas a la altura esperada que aparecieron en los extractos que
fueron transfectados con los plasmidos con los diferentes insertos, y que
no aparecian cuando se enfrentaron al suero negativo. Estos resuitados se
muestran en la figura 19. ‘

Cuando se realizaron marcajes radiactivos de las células infectadas
con vIF7-3 (mdi 10) y transfectadas con el plasmido pRPR-5 (5ugr) de dos
cepas, incluyendo como control células sin infectar ni transfectar y
células unicamente infectadas con vIF7-3, y se inmunoprecipitaron los
extractos, se observé la presencia de una banda especifica a ila altura
esperada. Estos resultados se muestran en la figura 20.
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vTF7-3 + pRPR- vTF7-3 + pRPR-
M{KD) SP MAP 2228 3211 4606 5711 599% vTF7-3 SP MAP 2228 3211 4806 5711 5999 VvIF7-3

i 3

29 o

18.4 o)

Figura 19.- Expresion en células Cos-1 de las proteinas codificadas por las ORF-5 de cinco
cepas Espanolas. El gel de la izquierda es el resultado de enfrentar a un suero positivo, el de la
derecha a un suerc negativo. M; marcador de peso molecular: SP; semipurificado virico: MAP;
macriofagos alveolares porcinos: vIF7-3 + pRPR-5 (2228:3211:4606:5711:
5999); Células Cos-1 infectadas con vTF7-3 y transfectadas con el pldsmido pGEM-T con las
ORFs-5 de diferentes aislados espafioles del PRRSY clonados: vTF7-3; Células Cos-1 infectadas

con vTF7-3.
Inmuneprecipitaciones

VTF7-3 + pRPRS r vTF7-3 + pRPR-5 1
Cos™ 1608 570 vTF3C0os 4606 51€  VIFI-

Figura 20.- Marcaje radiactivo de células Cos-1. Cas: Células Cos-1; vTF7-3 + pRPR-§
(4606: 5710); Células Cos-1 infectadas con vTF7-3; y transfectadas con los plasmidos
pRPR-5 de los aisfados sefalados; vTF7-3: Céluias Cos-1 infectadas con vIF7-3. En la

izquierda de la figura se exponen las inmunoprecipitaciones correspondientes a esas muestras.
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Debido a los bajos niveles de expresion obienidos, de hecho, los
intentos de visualizar dicha proteina en extractos separados en geles de
poliacriilamida y tenidos por Comassie resultaron fallidos, se pensé que
con el empleo de un sistema de expresion procariota se conseguiria ia
expresion de la proteina en cantidades superiores.

2.3. EXPRESION DE LA PROTEINA CODIFICADA POR LA ORF-5
DEL PRRSV EN UN SISTEMA PROCARIOTA

Con este fin, fue utilizada la cepa bacteriana BL21(DEj3)plysS, que

tiene la particularidad de ser deficitaria en varias proteasas por lo que
algunas proteinas se pueden expresar de forma mas estable que en otras
cepas que si las poseen. Ademas, la rifampicina puede usarse como
inhibidor de la transcripcion de la polimerasa del ARN del hospedador, y
asi reducir el nivel de sintesis proteica dei mismo. También posee la T7
ARN polimerasa del fago DE3 que esta bajo un promotor inducibie por IPTG,
de modo que al sintetizarse la misma cualquier plasmido que esté bajo
promotor del bacteriofagoe T7 transcribira el ADN puesto bajo su control.
Al poseer el plasmido plysS se produce lisozima de gran importancia por
dos razones; la lisozima es un inhibidor de la ARN polimerasa de T7, con lo
que se favoreceria la eliminacion de los niveles basales que se producen
incluso sin induccién con |IPTG, de otra parte favorece la ruptura de la
pared bacteriana de E. cofi una vez rota la membrana interna (Studier y
cols, 1989). La presencia de este plasmido, por ello, aumentaria la
tolerancia de plasmidos téxicos.

Los pRPR-5, fueron transformados en bacterias BL21(DEg)plysS

competentes, sembrandose las bacterias transformadas en placas de LB
con ampicilina y cloranfenicol (resistencia producida por el pLysS), tras lo
cual se hicieron minipreparaciones para comprobar la existencia del
plasmido. Con el fin de observar la expresion de la proteina en bacterias, 1

ml de una suspension bacteriana en LB con ampicilina y cloranfenicol fue
llevado a 10 ml, siendo crecidas a 37 °C hasta DOggq nm de 0.6. En este
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momento se tomaron 300 ul (control de no inducido) y 2 ml fueron
inducidos con 0.4 mM de IPTG. Tras dos horas de crecimiento a 37 °C se
tomaron 300 pl y junto al control de no inducido se centrifugaron y
resuspendieron en 50 ul de tampén de ruptura de proteinas. Un maximo de
10 pl de cada muestra fueron cargados en un gel de de acrilamida-
bisacrilamida al 12 %, se transfirieron y enfrentaron a! suero problema.
Sin embargo, no obtuvimos ninguna banda especifica detectable por
Western Blot enfrentado a nuestro suero problema positivo, ni tampoco por
Comassie (datos no mostrados).

Al no obtener reconocimiento inmunolégico de la proteina
supuestamente expresada en e! sistema procariota, decidimos realizar el
marcaje radiactivo de la misma a diferentes tiempos con el fin de
comprobar que ésta realmente se estaba expresando. Para ello, partiendo
de diferentes colonias de bacterias BL21(DEg)plysS transformadas con el
plasmido pRPR-5, incluyendo siempre como control una colonia de
bacterias transformadas con pitasmido sin inserto, fueron amplificadas en
5 ml de LB con ampicilina y cloranfenicol a 30 °C hasta alcanzar una
densidad optica a 660 nm de 0,6. Alcanzada esta densidad éptica, el medio
LB fue sustituido por medio M8 y tras 30 minutos de incubacién a la misma
temperatura se tomaron las siguientes muestras para marcaje radiactivo
(capitulo 9.2 de material y métodos); T=0, no inducido: T=30 minutos,
inducido con IPTG sin rifampicina: T=1 hora, inducido con rifampicina: T=2
horas, inducido con rifampicina. Finalmente, las muestras fueron
separadas en un gel de de acrilamida-bisacrilamida del 12 %, fijadas en
acido acético y metanol al 10 %, y tras secado del gel éste fue expuesto
durante una noche a 'pelicula radiografica. Los resultados indicaron la
presencia de una banda proteica a ia altura apropiada, con diferente
intensidad de unas colonias a otras, que no aparecia en las muestra
referente a bacterias transformadas con plasmido sin inserto como se
muestra en la figura 21.
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pRSET-A pRPR-5 pRPR-5 pRPR-5

N/

M(KD) T=0 T=30m T=1h T=2h T=0 T=30m T=1h T=2hT=0 T=30m T=1h T=2hT=0 T=30m T=1h T=2h

29’

18.4 -.

Figura 21.- Marcaje radiactivo de la proteina codificada por la ORF-5 del PRRS expresada en
bacterias BL21(DEq)plysS. pRSET-A: muestras correspondientes a una colonia de bacterias

transformadas con plasmido sin inserto; pPRPR-5: muestras correspondientes a 3 diferentes
colonias de bacterias BL21(DE3)plysS transformadas con el plasmido pRPR-5. T=0: muestras
no inducidas. T=30 m: muestras tras 30 minutos de induccion con IPTG. T=1h muestras tras
una hora de induccién con IPTG y 30 minutos de tratarse con rifampicina. T=2h muestras tras

dos horas de induccién con IPTG y 1,30 minutos de tratarse con rifampicina.

Si bien, en un principio el experimento se realizé a 37 °C, sin
embargo observamos claramente que el tiempo necesario para llegar a la
DO requerida era muy diferente en las bacterias transformadas con
plasmido con inserto en relacion a las transformadas con plasmido sin
inserto que actuaban como control (9-10 horas de diferencia). Al disminuir
la temperatura de crecimiento a 30 °C, el crecimiento de las bacterias
transformadas con plasmido con inserto era ligeramente mejor, pero aun
asi existia una diferencia considerable en el tiempo necesario para
alcanzar dicha DO con respecto a la colonia control (de 2 a 4 horas
dependiendo de la colonia). Con el fin de ver si la diferencia de
crecimiento se debia a una pérdida de plasmido por parte de las bacterias
se hicieron siembras paralelas de diluciones de cultivos en placas de LB
con y sin ampicilina, no observandose diferencias muy significativas al
comparar el numero de colonias observadas en ambos casos.
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Cuando las muestras obtenidas del experimento anterior fueron
separadas en geles procesados tanto para Comassie como para Western-
Blot frente a nuestro suero control, no observamos reconocimiento
detectable por parte del mismo frente a la proteina que habiamos
comprobado previamente por marcaje radiactivo que se sintetizaba (datos
no mostrados).

Como consecuencia del resultado obtenido, se considerd necesario
disefiar un experimento para dilucidar si el suero sanguineo no era capaz
de reconocer la proteina sintetizada en bacterias o bien lo era pero a muy
pequehos niveles. En este sentido, decidimos inmunoprecipitar los
extractos marcados radiactivamente. Para ello, los extractos
correspondientes a los tiempos 0 y 2 fueron enfrentados a una resina
ligada a proteina A que habia sido previamente enfrentada a una dilucidn
1/100 del suero positivo. Como control se uso también resina ligada a
proteina A no enfrentada a suero. Los lavados de la resina unida a los
anticuerpos con los extractos bacterianos se realizaron inicialmente con
RIPA, no obteniéndose ninguna banda de inmunoprecipitacién a ia altura
adecuada en geles de de acrilamida-bisacrilamida del 12 %. Sin embargo,
cuando el experimento se repitid realizando los lavados en TNE + 1% NP-40
se detecté una ligera reaccion de inmunoprecipitacién con los extractos
procedentes de una de las dos colonias de BL21(DE3)plysS transfectadas
con el plasmido pRPR-5 (figura 22). Al realizar nuevamente la técnica de
Western-Blot usando el suero contro! positivo frente a los extractos
anteriores se demostré una carencia de reconocimiento de la proteina por
ese suero (datos no mostrados).

»
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pRSET-A pRPR-5
Inmunoprecipitaciones Inmunoprecipitaciones

2NN 2NN

A S+P PAS+  T=0 T=30m T=2h PA PAS+P PASs: PA S+P PAS+

M{KD) T=0 T=30m T=3h PA PAS+P PAS+

43’

29 o)

18.4 ’

Figura 22.- Marcaje radiactivo de la proteina codificada por la ORF-5 del PRRS expresada en
bacterias BL21(DEg)plysS e inmunoprecipitacion de los extractos. pRSET-A: extractos
correspondientes a una colonia bacteriana transformada con plasmido sin inserto; pRPR-5:
extractos correspondientes a una colonia bacteriana transformada con plasmido pRPR-5. T=0:
muestras no inducidas. T=30 m: muestras tras 30 minutos de induccién con IPTG. T=2h
muestras tras dos horas de induccidn con IPTG y 1,30 minutos de tratarse con rifampicina. PA:
Inmunoprecipitaciones con proteina A sin ligar al suero control; PA  S+P:
Inmunoprecipitaciones con proteina. A ligada a suero control preadsorbido a macréfagos
alveoclares porcinos; PA S+: Inmunoprecipitaciones con proteina A ligada a suero control no

preadsorbido.

Los resultados anteriores mostraban que la proteina si bien era
susceptible de ser inmunoprecipitada, lo era de forma muy poco eficiente.
Por todo elio especulamos que quizas la proteina previamente
inmunoprecipitada si fuera capaz de ser reconocida por el suero en
Western-Blot. Finalmente decidimos repetir el experimento de toma de
tiempos e inmunoprecipitaciones, separar las muestras en un gel de de
acrilamida-bisacrilamida en gradiente del 12 al 20 %, transferir las
muestras a nitrocelulosa y, el mismo filtro, tratarlo paralelamente
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primero exponiéndolo a radiografia y con posterioridad realizar sobre &l un
Western-Blot. Los resultados demuestran el reconocimiento de la proteina
por Western-Blot, aungue a niveles muy bajos como se puede observar en
las figuras 23 y 24.

pRSET-A RPR-5
/ \

Inmq?ogrecipitaciones Inmunoprecipitaciones

T=0 T=30mT=2h T=2hR PA PA S+ PA PA S+ T=0 T=30mT=2h T=2hR PA PA S+ PA PA S+

M(KD) -
29 '
18.4 ’
(figura 23)
pRSET-A pRPR-5
' Inmunoprecipitaciones inmunoprecipitaciones
T=0 =2h T=0 T=2h
\IT \ 7’ \N/ 2 \
M(KD) T=0 T=30mT=2h T=2hR PA PA S+ PA PA S+ T=0 T=30mT=2h T=2hR PA PA 5+ PA PA S+

(figura 24)
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Figuras 23 y 24.-Marcaje radiactivo de la proteina codificada por ja ORF-5 del PRRS
expresada en bacterias BL21(DEg)plysS e inmunoprecipitacién de los extractos. pRSET-A:
extractos correspondientes a una colonia bacteriana transformada con plasmido sin inserto;
pRPR-5: extractos correspondientes a una colonia bacteriana transformada con plasmido
pRPR-5. T=0: muestras no inducidas. T=30 m: muestras tras 30 minutos de induccion con
IPTG. T=2h: muestras tras 2 horas de induccion con IPTG. T=2hR muestras tras dos horas de
induccién con IPTG y 1,30 minutos de tratarse con rifampicina. PA: Inmunoprecipitaciones con
proteina A sin ligar al suero control; PA S+: Inmunoprecipitaciones con proteina A ligada a
suero control preadsorbido a macrofagos alveolares porcinos. La figura 24 muestra el Western-

blot correspondiente a los extractos indicados en la figura 23.

2.4. MEJORA DE LAS CONDICIONES DE EXPRESION DE LA
PROTEINA CODIFICADA POR LA ORF-5 DEL PRRSV EN UN SISTEMA
EUCARIOTA

Basado en lo que anteriormente se ha expuesto, el escaso o nulo
reconocimiento de la proteina expresada en bacterias por nuestro suero
control positivo, el que la proteina nunca fuera visualizada en Comassie,
es decir, su bajo nivel de expresidén, asi como las evidencias de su
toxicidad en bacterias, decidimos volver a sistemas de expresion
eucariotas tratando de mejorarfos para incrementar el nivel de expresién,

2.4.1. Mutagénesis dirigida del pRSET-A

En este sentido, como el plasmido utilizado, el pRSET-A, es un
vector disenado para expresion en procariotas, con el fin de adecuario a
sistemas eucariotas E:Iecidimos “mutaflé para cambiar el sitio de
reconocimiento de los ribosomas y hacerlo mas iddneo para su expresion
en células eucaridticas. A este respecto, tomando como referencia el
trabajo de Kozak (Kozak y cols, 1987) en el que estadisticamente obtiene
las secuencias mas consenso en eucariotas, disefnamos un cebador en el
gue su incorporacién determinaria mutaciones en la secuencia del pRSET-
A. Estas mutaciones se pueden observar en la figura 25.
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GAGAACCCCGCATATGTATATCTCCTTC (original)

v

GAGAACCCCCCATGTTGACATCTCCTTC (mutagénico)

Figura 25.- Cambios de bases incorporades al pRSET-A con el fin de hacerlo mas adecuado a

un sistema eucariota.

La mutagénesis se realizo tal y como se describié en el esquema ya
descrito en material y métodos (capituto 10.2), con la salvedad de que la
cantidad de plasmido mutagénico fue 10 veces mas que la sugerida por la
casa comercial (1 pgr en lugar de los 100 ngr sugeridos). Tras realizar la
seleccion, secuenciamos los clones aparentemente positivos, obteniendo
finalmente uno en el que la secuencia mutagenizada fue comprobada por
secuenciacion manual. Los resultados se muestran en la figura 26.

A B

T G C A TGCA
L

Figura 26.-Mutageénesis dirigida del plasmido pRSET-A. A: Cién negativo. B: Clon positivo.
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Una vez escogido el clén positivo, clonamos el inserto de la cepa
5710 del pRSET-A original al nuevo pRSET modificado para eucariotas.
Para ello el pRPR-5 fue digerido con la enzima de restriccion Not |,
enromado el extremo con el fragmento Klenow de la polimerasa vy
redigerido con la enzima Xho 1. Los insertos aislados recobrados de un gel
al 1.5 % en TAE. El pRSET mutado a eucariota fue digerido con la enzima
Eco RI, rellenado el extremo con el fragmento Klenow de la polimerasa,
redigerido con la enzima Xho |, defosforilado con fosfatasa alcalina, y
finalmente el inserto fue incorporado al nuevo vector modificado mediante
ligacién Xho I-romo. Tras la transformacion en bacterias DH-5
competentes, las colonias positivas fueron seleccionadas por hibridacién
con un cebador marcado radiactivamente. El plasmido asi obtenido se
denominé pRPR-5mt.

Tras realizar una maxipreparacion del clén positivo, se llevo a cabo
la expresion de la secuencia clonada en células Cos-1 con el fin de ver si
los niveles de expresion obtenidos con el nuevo plasmido eran superiores a

los obtenidos con el plasmido no mutado. Como controles se emplearon dos
dosis de cada plasmido (62 ngr y 1 pugr), incluyendo la cepa 5710 clonada

en el pRSET original de la ORF-5 (pPPR-5). Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 27. En esta figura se puede observar la falta de un
aumento significativo en la expresion de la proteina con el empleo del
plasmido modificado con respecto al original. lgualmente, no se
observaron bandas especificas por tincidn con azul de Comassie (dato no

mostrado).
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vTE7-3 + pAPR-5
I ¥TF7-3 + pRPR-5mt
1
5710 5710

N\

Cos y¥TF7-3 62ng 1ug 62ng 1ug
M(KD)

29

Y
wE

.\‘.{N’

Figura 27.- A.- Western-blot de la expresion en celulas Cos-1 dei pRSET-A mutagenizado

con el fin de hacerlo mas iddneo a céiulas eucariotas. M: marcador de pesc molecular; Cos:
Testigo de céiulas Cos-1; vTF7-3: Células Cos-1 infectadas con vIF7-3 a mdi 10; vTF7-3 +
pRPR-5: Células Cos-1 infectadas con vTF7-3 a mdi 10 y transfectadas con el plasmido
pRPR-5 de la cepa 5710 a concentracion de 62 ngr o 1ug; VIF7-3 + pRPR-5mt: Células
Cos-1 infectadas con vTF7-3 a mdi 10 y transfectadas con el plasmido pRPR-5 de la cepa 5710

mutagenizado con la secuencia de Kozak a concentracion de 62 ngr o 1ug.

2.4.2. Clonaje de la ORF-5 del PRRSV en el plasmido pTM-1
y sintesis de un virus vacuna recombinante (VV-PRS5)

En un nuevo intento de aumentar los niveles de expresion en
eucariotas decidimos clonar la ORF-5 correpondiente a la cepa 5999 del
pRPR-5, incluido el "tag" de histidinas, en un nuevo vector plasmidico, el
pTM-1. Dicho vector permite el clonaje bajo promotor del bacteridéfago T7,
ya que posee la region no traducible del virus de la encefalomiocarditis
haciendo posible la unidn a ribosomas independiente de cap (Elroy-Stain y
cols,1989). Este vector, ademas incluye las zonas de recombinacion
homédioga con el virus vacuna. Esto permitido la realizacién de un virus
vacuna recombinante para poder expresar la proteina de fusién en
sistemas de doble infeccién con vIF7-3. Para posiblilitar el clonaje en la
fase correcta de la ORF-5 de la cepa 5999, tuvimos que previamente
modificar el poliliker de dicho plasmido, asi el fragmento Eco RI-Pst | del
pTM-1 se cambio por el Eco RI-Pst | del polilinker del pGEM-3 (figura 28).
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El pTM-1 modificado fue digerido entonces con la enzima de restriccion
Sma | que produce extremos romos, y la ORF-5 de la cepa senalada fue
liberada del pRSET-A mediante digestion con Nde | y Spe |. Tras enromar
con el fragmento Klenow de la polimerasa, el inserto, incluyendo la cola de
histidinas fue ligado romo-romo. La correcta orientacion de los insertos
se verificd por restriccion y expresion en células Cos-1, observandose un
aumento en fa misma con respecto a la obienida en el pRPR-5. EI plasmido
obtenido se denomindé pTPR-5.

pTM-1 (original)

...CC ATG GGA ATT CCC CGG GGA GCT CAC TAG TGG ATC CCT GCA GCT CGA G..
-..GG TAC CCT TAA GGG GCC CCT CGA GTG ATC ACC TAG GGA CGT CGA GCT C..

Ncol EcoR! Sma | Sacl Spe | Bam Hl Pst | Xhoe |
Xma i

pTM-1 (modificado)

..CCATGGGA ATT CGA GCT CGG TAC CCG GGG ATC CTC TAG AGT CGA CCT GC A GCT CGA GA..
..GG TAC CCT TAA GCT CGA GCC ATG GGC CCC TAG GAG ATC TCA GCT GG A CGT CGA GCT CT..

Nco | Eco Rl Smal BamHl Xbal Pst! Xho |

.

Figura 28.- Modificacion del polilinker original del pTM-1, con el fin de posibilitar el

clonaje en fase de nuestro inserto. En cursiva se indica la secuencia extraida del pGEM-3.

La sintesis del virus vacuna recombinante se realiz6 segun
procedimiento ya descrito en material y métodos (capitulo 11) y como se
muestran esquematicamente en la figura 29. Finalmente se obtuvieron un
total de 6 clones viricos. Los extractos celulares obtenidos en células
Cos-1 tras dobles infecciones vIF7-3 y cada uno de los recombinantes
fueron testados tanto por Dot-Blot (datoc no mostrado), como por Western-
blot frente al suero de un cerdo positivo al PRRSV. Los resultados se
muestran en la figura 30. En ésta se puede observar que todos los clones
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fueron positivos. Los experimentos sucesivos se realizaron con el cion
numero 5.

i PIM-1 ¢ B2 Histrdine
PRESy ORF -5

o vaccinia salvaje

recombinacion
homdloga

Figura 29.- Sintesis del virus vacuna recombinante VV-PR5. Esquematicamente la ORF-5 del
virus del Sindrome Reproductor y Respiratario Porcino expresada como proteina de fusién con
un “tag" de histidinas procedente del vector plasmidico pRSET fue clonada en un nuevo vector, el
pTM-1, que contiene las zonas de recombinacion homologa del gen de la timidin kinasa del virus
vacuna. Posteriormente, tras enfrentar al virus vacuna salvaje y recombinarse se obtuvieron

virus vacuna recombinantes.
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vvPR-5

7 T N\

MAP SP 1 2 3 4 5 6 Cos vTF7-3
M(KD)

18.4 ’

1
Figura 30.- Western-blot con un suero positivo al PRRSYV frente a extractos celulares tras

dobles infecciones vTF7-3/virus vacuna recombinante expresando la ORF-5 del PRRSV en
células Cos-1. M: marcador de peso molecular; MAP: macrdfagos alveolares porcinos no
infectados; SP: semipurificade del PRRSV; 1-6: Dobles infecciones vTF7-3 + VV-PR5: Cos:

Testigo de células Cos-1; vTF7-3: céluias Cos-1 infectadas con vTF7-3.

2.5. INDUCCION DE APOPTOSIS POR LA PROTEINA CODIFICADA
POR LA ORF-5 DEL PRRSV

El hecho de que en cultivos doblemente infectados con vIF7-3 y VV-
PR5 se observaran abundantes celulas muertas en el sobrenadante cuando
se comparaban a cultivos unicamente infectados con vTF7-3, nos hizo
especular que quizas la expresion de la proteina tenia un efecto letal
también en culiivos de células eucariotas como ya habia sido comprobado
anteriormente tras la expresion de la proteina en bacterias (capitulo 2.3
de resultados). En este sentido, decidimos estudiar con mas profundidad el
proceso, y ver si dicha muerte se debia a muerte celular por un proceso de
apoptosis. Para ello se seleccionaron tres marcadores a fin de evaluar la
posible existencia de apoptosis ligada a la expresion de la proteina E del
PRRSV; degradacion de ADN cromosdmico con fragmentacién
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internucleosomal (Skalka y cols, 1976), alteracién en la morfologia
nuclear con condensacidon cromatinica (Clarke, 1990) y la recientemente
descrita degradacién del ARN ribosomico asociada al proceso (Houge y

cols, 1995).

2.5.1. Induccién de muerte celular programada por |Ia
proteina codificada por la ORF-5 del PRRSV

Inicialmente trabajamos con la linea celular BSC-40 y para ello,
placas p100 confluentes se inocularon, bien con el virus vIF7-3 a mdi 10,
o se coinfectaron con ambos recombinantes (vTF7-3 y VV-PR5) ambos a
mdi 5. Los extractos celulares fueron recogidos a las 12, 24, 36 y 48 horas
pi procesandose segun se ha descrito en materiales y métodos (capitulo
12). Al microscopio optico invertido se observé que a partir de las 20
horas pi, el numero de células en el sobrenadante de los cultivos era mayor
en las coinfecciones gque en aquellos cultivos infectados exclusivamente
con vIF7-3, hecho que se hizo mas dramatico a tiempos posteriores. Los
resultados del analisis del ADN cromosdmico, ARN ribosémico y
morfologia nuclear tras tincidon con Hoechst se muestran en la figura 31.
En ésta se puede observar que a parir de las 24 horas se producia la
degradacion del ADN cromosdmico en forma de escalera tipico del
fenémeno de apoptosis (figura 31-A). Paralelamente, el ARN se degradaba
en principio en fragmentos concretos que segun avanzaba la infeccién
acababan por desaparecer (figura 31-B).

Por tincion nuclear con Hoechst se observé condensacién de la
cromatina nuclear (figﬁra 31-D). - Dichos efectos no se detectaron al
analizar los cultivos infectados unicamente con el virus vTF7-3. Con el fin
de comprobar la expresion de la proteina en cuestion, también se hicieron
Western-blots de los extractos enfrentdndolos a un anticuerpc monoclonal
que reconoce un peéptido proximo a la cola de histidinas en la proteina de
fusion sintetizada (Kroll y cols, 1993). Previamenie se comprobdé que tanto
el monoclonal anteriormente mencionado, como el suero control positive
que hemos venido utilizando a lo largo de nuestros experimentos
reconocian la misma proteina (datos no mostrados). Los resultados
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muestran que na se producia un incremento en la acumulacién de la
proteina segun transcurria el tiempo pi (figura 31-C).

Figura 31.- induccion de apoptosis por la proteina E del PRRSV en células BSC-40. a:

extractos celulares procedentes de cultivos infectados con vTF7-3 a mdi 10. b: extractos
celulares procedentes de cultivos infectados con viF7-3 y VV-PR5 ambos a mdi 5. A: ADN

cromosomico. B: ARN ribosémico. C: Western-Blot. D: Hoechst.

Una vez comprobado gue la proteina £ del PRRSV era capaz de
producir apoptosis en células BSC-40, decidimos estudiar si este efecto
era 0 no exclusivo de esta linea celular, asf como si era reversible por el
proto-oncogén bcl-2. En este sentido, disponiamos en el laboratorio de la
linea celular N2A de origen neural, asi como fa misma linea pero que
establemente expresaba el proto-oncogén bcl-2 humano como se verificd
mediante Western-Blot con un anticuerpo monoclonal que reconocia dicha
proteina (figura 32-A). Nuevamente se repitié el experimento anterior por
paralelo en ambas lineas celulares, N2A y N2A que expresaba el proto-
oncogén bcl-2, a las multiplicidades anteriormente sefialadas. Se tomaron
muestras a las 6, 9, 12, y 24 horas pi, ya que habiamos observado que al
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microscopio optico el efecto era mucho mas temprano que en la linea
celular BSC-40. A partir de la novena hora pi se empezd a observar la
degradacion del ADN (figura 32-B} que era mucho mas intensa en la 12
hora pi. Tampoco se observd un incremento significativo en la acumulacién
de la proteina con el tiempo por analisis en Western-Blot (figura 32-C). De

nuevo, la tincién nuclear por Hoechst mostré la tipica condensacién
nuclear (figura 32-D). Los mismos efectos se observaron en la linea
celular N2A que expresaba constitutivamente el gen del bcl-2 humano.

A

Figura 32.- Induccién de apoptosis por la proteina E del PRRSV en células N2A y no reversion
de la misma en células N2A que establemente expresan el proto-oncogén bcl-2. a: extractos
celulares procedentes de cultivos infectados con vTF7-3 a mdi 10. b: extractos celulares
procedentes de cultivos infectados con vTF7-3 y VV-PR5 ambos a mdi 5. A: Reconocimiento de la
proteina becl-2 por Western-Blot con un anticuerpo monoclonal anti-bcl-2. B: ADN

cromosdmico. C: Western-Blot frente a los extractos anteriores. D; Hoechst.
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2.5.2. Induccién de apoptosis por el PRRSV

Una vez comprobada la induccion de apoptosis por la proteina E del
PRRSV en lineas celulares de diterentes origenes, nos propusimos estudiar
si el virus "per se" era capaz de producir este etecto. Para eilo, cuitivos
celulares confluentes de células MA-104 fueron inoculados con una dosis
virica de 103 DI5gCT de la cepa 5710, dejando como controles negativos
células no infectadas que se procesaron por paralelo, Se tomaron las
muestras los dias 1, 2, 4, y 5, donde el efecto citopatico ya era evidente.
Si bien al cuarto dia pi se empezaba a intuir la degradacién del ADN
cromosomico, el dia quinto ésta era mucho mayor, con la formacién de los
fragmentos internucleosomales tipicos como se puede observar en la
figura 33-A. Igualmente ei ARN ribosémico aparecia ya intensamente
degradado el cuarto dia pi (figura 33-B).

Figura 33.- Induccion de apoptosis por el PRRSV en células MA-104. U: extractos celulares
procedentes de células MA-104 no inoculadas con el virus. I: extractos celulares procedentes de

células MA-104 inoculados con el PRRSY.A: ADN cromosomico. B: ARN ribosdmico. C; Hoechst.
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El resultado anterior indicaba, por tanto, que el PRRSV era capaz de
inducir apoptosis en la linea celular MA-104. Para finalizar el estudio
quisimos comprobar si el virus también podria causar apoptosis en la
célula diana de su multiplicaciéon “in vivoe", el macrdofago alveolar. Para
ello, cultivos primarios de MAP fueron inoculados con 2,3 x 106 DIsgCT de
la misma cepa virica usada en el experimento anterior. Paralelamente se
procesaron para extraccion de ADN cromosémico cultives no inoculados a
tiempos 24 y 28 horas pi. Los resultados que de muestran que el PRRSY
induce apoptosis en MAP se muestran en la figura 34.

Figura 34.- Induccién de apoptesis por el PRRSV en cultivos primarios de MAP. U: extractos
celulares procedentes de MAP no inoculados con el virus. I: extractos celulares procedentes de

MAP inoculados con el PRRSV.
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2.6. PURIFICACION DE LA PROTEINA CODIFICADA POR LA
ORF-5 DEL PRRSV

El que la proteina sintetizada fuera portadora del "tag" de histidinas,
hace posible la purificaciéon de la misma mediante unién a una resina que
contiene niquel-acetonitrilo por el que las mismas tiene afinidad como ya
se ha resefado. En este sentido, se decidid intentar la purificacion de la
proteina E del PRRSV.

En este sentido, realizamos coinfeccion vIF7-3 y VV-PR5 en células
Cos-1. Como control negativo se emplearon células unicamente infectadas
con vTF7-3. Los extractos se lavaron en PBS recogiéndose una pequena
fraccion (fraccion denominada totales}). El resto se resuspendié en tampén
de lisis (50mM Tris HC! pH 8; 50 mM CINa; 5mM CI2 Mg; 10 % glicerol; 0.1
% NP40; 20 mM imidazol) y tras congelar/descongelar 3 veces, el
precipitado se desechd (fraccion de precipitado). El sobrenadante,
(fraccion denominada sobrenadante totales) se mezclé con la resina,
previamente equilibrada en el tampon de lisis, adsorbiéndose toda la noche
en camara fria en un tubo eppendorff. Tras centrifugar la muestra a 1000
xg durante 2 minutos, el sobrenadante fue eliminado (fraccion no
adherida), realizandose varios lavados de la resina con posterioridad.
Finalmente, todos las fracciones, incluida la resina final, fueron cargados
en un gel de proteinas al 12% vy analizados por Western-Blot frente al
suero control positivo. Sorprendentemente la proteina Unicamente era
detectada en las fracciones de totales, sobrenadante totales y no adherido,
no asi en los diferentes lavados ni‘en la resina, lo que parecia indicar que
por alguna razén no se unia a la misma.

Debido a lo anteriomente expuesto modificamos el tampdn de lisis
aumentando al 1 % el porcentaje de NP-40 y eliminando totalmente el
imidazol. Sin embargo, no conseguimos que la proteina se adheriera a la
misma.
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Se especuld entonces que quizas la conformacién que presentaba la
proteina fuese tal que 'a cola de histidinas permaneciese escondida, por lo
que decidimos desnaturalizar parciaimente 1a misma con el fin de que esta
se expusiese al exterior. Por ello, y siguiendo las recomendaciones dadas
por la casa comercial suministradora, decidimos probar que ocurria cuando
en el tampon de lisis se anadia hidrocloruro de guanidina. En este sentido
repetimos el experimento con una concentracion final 4M de hidrocloruro
de guanidina en el tampén de lisis, y la unién en vez de a 4 °C, a
temperatura ambiente durante dos horas. Como resuitado obtuvimos gue la
proteina en esta acasion si que se adheria a la resina e intensamente, de
modo que una parte quedaba retenida en ella y otra se eliminaba en los
primeros lavados con un nuevo tampén de lavado (20mM fosfato pH 7,8:
500mM NaCl: 8M urea).

Ante los resultados obtenidos, decidimos realizar modificaciones
tanto en el tampon de lisis como en el de lavado para fijar las condiciones
mas idoneas. Como nuestro objetivo principal era obtener una proteina con
la minima alteracion de su conformacion, se decidié determinar cual era la
concentracién minima de hidrocloruro de guanidina que debia ser
incorporada al tampon de lisis para que la misma se adheriera a la resina.
En este sentido se hicieron pruebas anadiendo a diferentes extractos
celulares doblemente infectados (vTF7-3/VV-PRS5) tampones de lisis con
concentraciones crecientes de hidrocloruro de guanidina, concretamente
0.5M: 1M: 2M: 3M: 4M. asi como un extracto que se resuspendioé en tampén de
lisis sin guanidina. Los lavados se hicieron en el tampdn anteriormente
sehalado pero eliminando la urea e incorporando imidazol a concentracion
20 mM. Como resultado final se obtuvo que cuando la unién se realiza sin
guanidina, la proteina no se adheria y por tanto no aparecia en la resina.
Por el contrario, en las muestras que contenian guanidina a concentracion
1M la proteina aparecia intensamente adherida a la resina, excepto una
cierta porcién que se eliminaba con los lavados. Por ello decidimos
realizar en experimentos posteriores siempre la unién en un tampoén con 1
M hidrocloruro de guanidina.
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Otro punto a considerar, fueron las condiciones de tratamiento de la
columna, en concreto el pH, las concentraciones de urea, y las
concentraciones de imidazol. Asi, tras unir la proteina en un tampdn de
lisis con hidrocloruro de guanidina, la muestra fue dividida en tres partes
cada una de las cuales se traté con una de las variables senalada. En el
caso del pH, los lavados se realizaron en el tampdén de lavado con 500mM
NaCl, variando el pH del tampén fostato 20mM,; tras tres lavados con pH
7.8, se realizaron nuevos lavados con pH 6 y pH 4,3. Con respecto a la urea,
los lavados se realizaron con el tampon de lavado base (20mM fosfato pH
7,8: 500mM NaCh al que se le anadieron cantidades crecientes de urea.
Asi, tras dos lavados sin urea se realizaron lavados por duplicado con
concentraciones 2M: 4M: 6M y 8M. Por ultimo los lavados de la muestra
tratada con diferentes concentraciones de imidazol se realizaron primero
con el tampon de lavado base sin imidazol y posteriormente, con 20 mM:;:
200 mM: 500 mM: y 700 mM imidazol. Aunque la proteina se detectaba por
Western-Blot en mayor proporciéon en los lavados realizados a pH 4, 6M
urea y 500 mM imidazol, {a mayor parte de la proteina seguia
permaneciendo retenida en la resina.

Ante todo lo expuesto, y como el tener la proteina unida a la resina
no era un inconveniente para conseguir la inmunizaciéon de animales,
decidimos ajustar las condiciones para obtener la maxima cantidad de la
misma adherida a dicho soporte. En este sentido, como de todas las
variables anteriormente senaladas el imidazol era ia menos nociva para la
proteina, se decidio realizar los favados utilizando cantidades crecientes
de imidazol. Finalmente, la union a la resina de los extractos celulares
obtenidos en células Cos-1 se hizo con el tampdén compuesto por 50mM
Tris HCI pH 8; 50 mM CINa; 5mM CI2 Mg; 10 % glicerol; 1 % NP40; 10 mM
imidazol: 1 M hidrocloruro de guanidina, y lavados primero con el tampédn
base a 20 mM imidazol y luego a 1 M imidazol y 2 M imidazol. Como
resultado se obtuvo la presencia de la proteina pegada a la resina que se
detecté tanto por Western-Blot como por Coomassie (figura 35).
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Lavados
20mM 1Z iM 1Z 2M IZ R
o \ Rs
M(KD) - —
43 = _
20 #) !
18.4 =)
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Figura 35.- Coomassie con los diferentes extractos tomados en la putificacion de la proteina
codificada por la ORF-5 dei PRRS, tras su expresion en células Cos-1. M: marcador de peso
molecular; T: totales; NA: no adherido; 20 mM IZ: lavados con un tampon gque contiene imidazol
a 20 mM; 1M 1Z: lavados con un tampon gque contiene imidazol a tM; 2M 1Z: lavados con un

tampaén que contiene imidazoi a 2M; Rs; resina,

Con el fin de obtener una mayor produccion decidimos realizar la
expresion en células Hela S3 en lugar de en células Cos-1, sin embargo, los
niveles de expresion obtenidos fueron considerabiemente inferiores en
esta linea celular (datos no mostrados).

2.7. ESTUDIOS DE INMUNOGENICIDAD CON LA PROTEINA
CODIFICADA POR LA ORF-5 DEL PRRSV

En los estudios de inmunogenicidad de la proteina, se utilizaron
ratones de la estirpe balb-¢, que fueron inoculados bien
intraperitonealmente con la proteina unida a la resina en adyuvante oleoso
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de Freund, o por escarificacion Intradérmica en la cola con ambos
recombinantes (vIF7-3 y VV-PR5). También se realizaron coinifecciones
en conejo (capitulo 15 de material y métodos). Tras realizar las sangrias,
los sueros fueron analizados por diferentes técnicas. Para Western-blot
los sueros fueron diluidos 1/50 y enfrentados a extractos de cultivos
coinfectados con los virus vTF7-3/VV-PR5 (control positivo), extractos
de cultivos unicamente infectados con vTF7-3 ({(control negativo), y
extractos del virus parcialmente purificado. Ademas de enfrentar a los
sueros problemas de los ratones, también se enfrentaron al policlonal
positivo a la enfermedad, y a un anticuerpo monoclonal que reconoce un
péptido préximo a la cola de histidinas. Los resultados obtenidos
demuestran falta de reconocimiento de la proteina por los sueros de los
animales inoculados experimentalmente en las condiciones probadas.

Tampoco se obtuvo actividad neutralizante por parte de los sueros
ni reconocimiento de tapices infectados por el virus mediante la técnica
de IPMA. Por el contrario, el analisis de los sueros obtenidos mediante el
uso de la resina con la proteina purificada a dilucion 1/50 mediante la
técnica de Inmunofluorescencia, mostré una clara e intensa fluorescencia
localizada en el citoplasma celular y méas intensamente en la porcién
perinuclear, y en el aparato de Golgi (datos no mostrados). Esta
localizacion de la proteina en tas celulas infectadas también se habia
observado mediante el empleo por inmunofluorescencia del anticuerpo que
reconoce el péptido proximo a la cola de histidinas. En los sueros de los
animaies que habian sido coinfectados, aunque también se detectd esta
localizacion, los niveles de fondos eran mayores.
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3. OBJETIVO TERCERO : Estudio de la variabilidad del virus del
Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino_en aislados de

campo Espafoles y Europeos

En este sentido, disponiamos en el laboratorio de diversas cepas del
PRRSV, cuyo origen, y ano de aislamiento fue anteriormente sefialado. Con
el fin de detectar posibles variaciones existentes tras el cuitivo "in vitro*
de las cepas, se incluyeron los pases 2 y 9 en MAP, asi como el pase 6 de
la cepa 5710 adaptada a cultivo en un clon susceptible de la linea celular
MA-104 (5710-CL). La cepa VPO35 fue aistada de la misma granja en que
cuatro anos antes se habia aislado la 5710. Como ya se indicoé las cepas
2910 y 5711 no fueron susceptibles de ser amplificadas cuando se
enfrentaron a los cebadores de la ORF-7.

La totalidad de las cepas fueron crecidas en MAP, sometidas a
extraccion de ARN. transcripcion en reverso, y amplificaciéon por PCR,
usando tanto los cebadores dentro de la ORF-7, como los que incluian la
totalidad de la ORF-5 virica. Tras el clonaje de los fragmentos en el
plasmido pGEM-T. transformacién en la cepa bacteriana JM-109, vy
seleccidon de clones positivos mediante digestion con enzimas de
restriccion, se realizaron midipreparaciones y fueron secuenciados
automaticamente. Las secuencias obtenidas y alineadas con la
correpondiente al virus Lelystad se describen a continuacion.,

3.1. VARIABILIDAD EN EL INTERIOR DE LA ORF-7 DE CEPAS
EUROPEAS DEL PRRSV

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 12. La traduccion
de las secuencias a proteinas se muestran en la tabla 13.
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Tabla 13.- Traduccion a proteinas de las secuencias obtenidas dentro de la ORF-7 del

Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino.
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Resultados

3. 2. VARIABILIDAD EN EL INTERIOR DE LA ORF-5 DE CEPAS
EURQPEAS DEL PRRSV
Los resultados obienidos se muestran en la tabla 14. La traduccion

de las secuencias a proteinas se muestran en la tabla 15.
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Tabla 14.- Variabilidad en la ORF-5 del virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio
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*********A
hhkhkkhkkhdkkk
koK kKKK Kok kk
kA ko ohk kXK kR
****t*A***
%k ook ek ke ok kR
KXk H ek kkdx
dodedkok ok ok kK K
*oodk kokkowr ok k
LIRS RS S S S ST
EER S AR LS S
LR B LSS &
HE KRN K KK KK
LA S R 5 8 A &

k ok Kk khkk koK kK



Resultados

v

PRES
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PERS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRSZ

LV

PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS
PRRS

5710-2
5710-9
5710-CL
2248
3211
4606
5999
705
14868
VP(O35
NL 2.2
NL 3.1
NL 4.2
2156
43

S5A

BA

8D
AV30
92v058

5710-2
5710-9
5710-CL
2228
3211
4606
5999
705
1468
VP035
NL 2.2
NL 3.1
NL 4.2
2156
4A

5A
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8D
AV30
92v058

FLTPHSCEFWW

ok xok ok ok ok ok ok ok
ok ok ke ok e Kk Kk
% % & % J ok ok ko
*****PY*C*
*t*L******
R R
Ik A KAKEEX KK
******Y***
* %k Kk dook koK ok
* %ok ok ok ok ok ok ok
& & ok Kk ok dodk ook
R RS A kS
LR R R B A R S
******Y***
*S********
*S******i’*
*S********
LR R R E S S
E R RS B i &
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SHFGWAVETTF
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LR R R A S SR
kkAkk Kk kK
LR EE S S 55 & R
hhkhkhhkk Kk okk
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***S*tt‘kt*
LB i
x k% ok odok kok oA
Ik hkxhkkkhkx
***D******

***D******

LFLLCTGLSW

* dkok ok ok ok ok ok kX
Khk Ik dkkk XK
*L********
*d Kk ok ok koK kR
V*********
* ok Kk ok e %ok kok ok
P*********
dok ok ok ok ok ok ok ok ok
*******S**
Tk hkrhkkkhxk
% ok ook ko ok Kk
*hkkkokh ok ok Rk
tkkkhkkkwkk
* ok kok ok ok ok ok ok ok
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hdkhkkkdkkkkKh
F*****‘k***
* ok ok ok ok ok gk ok Rk
hdkkkkkkKK

*Ek kI kK kKhk

VLYPVATHII.

Ak kkkk k& * K
* KR K KRk KKk
Ak kkx kL kKK
Ak kK Ik hk kK
* Kk kKT Ok kK
kkkharhkkkx
AXXKXKKK KKK
kT ALK KKK *
% ok ek ok kK K
Hokod ok okok kok kK
Khkkkkkkk kK
Kkkkhkk kKK
LA S S A AV ALY
Kok ok kR TR KK
KrK KK HHK K
HE Kk ok ok ok hk
Kok ok e Kok k
*hkkkxkkkkk
kkkkdkokkokokk

ki hkhkkkhkhx

SFADGNGDSS
*RYTE KX TN * *
X AR KRG R K
*EYTH K KGR K

Tk kokokox ok ok kR
Kk khkhkkok ok k&
‘k*v***D***
**V**DNN**
*t*****s**
*******Ntk
*******N**
kkkkxhkkkix
hhkkxkxkkkhx
****tt*N*P
*******N**
*******N**
**t****N**
LE R R RS & & &8
*hkhkkhkhxkhk
WUk kok ok ok k&

LR R RS &8 SN E

SLGFLTTSHE

*hkhkkkhkxkkKk
*hkdkkhhh ki
kkkkxhkkhhk
kR E kKK kKN Kk
R R S EEEEES
ko odkokok ok ok ok k
Ak dkkdkhkdhkk
*kkk kK ok ok
KRRk kw ok kkk
F kI kIHA KKK
W KoKk kR ok ok ok
KR KK AR K Kk k
*okkk ok kK gk ok
Kkkk ok kkok koA
khkxAkxwkkEx
*kkkhkokokhkw
hAkkhkxkkhkhx
*dokdkk ok ok kokk
kkkhkkkkhkkx

k ok ok ok ok okkkkk
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TYQYIYNLTT

ARk Tk ok k ok ok
AAkkkkkok kK
dok kK ok ok kK kK
xR KEKKE KKK
*hkokkkokwokk ok
hkok ko kK k ok
kodok ok ook deok ok ok
K kK dok ok ok ok ok
kkrkhkkkEkXE
FhkFhkE KRR K®
Ak E kKKK Kk K®
Kk Kk kI KKK
kkkkkkkk kK
* & kK ko ko ok x
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ko k dok ok ok ok ok
* kK h A kKK kK
kkkhdokkkohk
Ak A Kk Kk ok kK

* K dodkokodk ok ok ok ok

FDALGLGAVS

K hkhkokkokkdkk
J % ek koK ok ok K
* KKk koA ok ko ok
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Jook ko ok e ok ok ok ok
dk ok okokokok ok h
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* kK ek ok ok ok ke ke
ok k ok ok ok ok ok ko
Ak hkkkhk kK
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* Rk kK kkokk ok
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CELNGTDWLS
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******E***
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* kK ko ok ek K
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*EKkEXRRRR*®
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% odok Kok ko ok kK
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Resultados

v LCSVYGACAF AAFVCFVIRA AKNCMACRYA RTRFTNFIVD DRGRVHRWKS
PRRS 5710_2 *S******** **L******* sk ok ok koK ok ok ok F* %k okod ok ok ok Ak ****I***t*
PRRS 5’710_9 *Sk***t*** **Lt*‘k*‘k*t ko ok kR ok ok LR R E R LRSS ****I*****
PRRS 5710_CL *S******** **Lt****** XhkKkkhkEkhkhw LR R RS S B S & ****I*****
PRRS 2228 *S*******L **L******* AKXk kKA hx Kk LEEE A RS E SN ****I*****
PRRS 3211 *S******** **L*‘k‘***** KK Kk ok ok ok ok ok Kk KAk XKk Kk kKRR K ****I*****
PRRS 4606 *S**‘A"t**** **L******* Ihkkkhkrxhhkxk LE R EE SRS &8 ****I***t*
PRRS 5999 *S******t* **L**‘k**** ok ke ok ok ok ok Kk kkkkkk kA k ****I‘k**‘k*
PRRS 705 *S**ttt**L kK ok ok kK ok ok oh *kok ok ook ko ok ok kXX T Ak* A% ****I*****
PRRS 1468 * d ok okok ek R kR KX kAR KA kWK TRk kK k ok kk kk*xKkAHkkkhx LESE L& &8 &K
PRRS VP035 *S*******L **L***F*'k* kXX kK F AKX kKKK T hKKE K ****I*****
PRRS NL 2‘2 whk kA kkkkx kK kokkkkk kK Ak ok kk kR kk *******M** kokkxkkkkxk
PRRS m 3.1 *St******* kdkkdkhhw ik LES S & S EEEE ki hkkkhkkk T Ak kA ok ok kK
PRRS N’L 4‘2 kK Kk khkk kkk R EEE S S EEE kK kkkhok ok k Kok ok E ok kok kokk * Kk kk Ak kok ko
PRRS 2156 *S****V*** **L*‘k***** T****V**** koo ok Rk ok Wk R ****I*****
PRRS 4A PR R i *********S kkkxrxkk kXX Tk krxhkhkk *T Ak ko ok ok ok koK
PRRS SA *S****‘k*** d ok kW ok kok ok kK k& ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok h ok ok kW N********‘k
PRRS 6A * & Kk Kk ok kow Kk ok * ok ok Kk ok ow ok dok LES S S S &N 5 x Xk k ok k ok ok *hwokdk ok ok ok ok
PRRS 8D H*‘k**k#‘k‘k* TRk kETERK KKK EEREEEERE S wRk KK kR kK hk *hokok ook ok ok ok ok
PRRS AV3O *S‘k*t***‘k* LR AN & dhkhkkhkkhkhkkx kX khkkokdkkx kokk ok kkkkodkk
PRRS 92V058 ‘A‘S*‘k**‘k**t ook ok ok ok ek ok Kk ok ok kkokhx *hkxhkkkhkkkk LR SR &5 BN
LV PIVVEKLGKA EVDGNLVITIK HVVLEGVKAQ PLTR
PRRS 5716_2 ********E* **G*D**t‘k* kkkkxEkERE * kW R
PRRS 5710_9 * kK hk ok kkokk **G*D***** ok k kK NKk kK * kKX
PRRS S'?lO_CL kK kkdkkkhkRx **G*D***** ok ko &k ok ok k * ok kX
PRRS 2228 ***G****** **G*D***** d &Kk keok K od ok ke * Ak x X
PRRS 3211 ***G‘k****t *IG*D***** *******N** * & X Kk
PRRS 4606 *xhkhkdxxKkxKk **G*D***** hhk*dkkRE Kk AKh * % ¥k
PRRS 5999 * % % ok ke ok k ke ok **G*D***** LR S RS S R * ok kX
PRRS '705 LR A SR B A **G*D‘k‘**t‘k e ok ke ol ki kR ke k k kK
PRRS 1468 khkEk XA KK IKX ******F*** Tk Kk kkkhk xR * %k k
PRRS VPO35 Thkbkhhkkkkdk ***tD***** kEkhkhkkhkxkhk ok kX
PRRS NL 2.2 L hhkk Kk kA ok kKK Hhkk kAR Kk kdkk * %k ok ok
PRRS NIJ 3.1 kWK kA K kR LR R RS & &8 % 8 *’*I**'k**** * ok kK
PRRS NL 4.2 Ahkk ek ki hkk ******I‘k** *hok ok kH Kk k A * %k Kk
PRRS 2156 ******F*** t*G*G***** whk XAk kdkxkxk ¥ %k kK
PRRS 4A kkIhkhkxkkk dok ko ok ok ok ok kk 3k e ok Aok ke KR * Kk k&
PRRS 5A kkkkkhkkxkx Tk dkkk ko hk *hkkkkAhhkhkkk sk ok ok
PRRS GA kkkkkkxhxk : Hokokox ko ok ok kK LE RS E T L RS & *khxk
PRRS BD Tkhkkkkkhkkk khkkdkkkkkrx R EEEES SRS we K e K
PRRS AV30 *EhkhkAk Kk *hhkhkdxxkhkk ******D*** % ok ko
PRRS 92v058 kA K K I KKK K kkkwhkkhkkk kR wkhkkhkrK % oK K

Tabla 15.- Traduccion a proteinas de las secuencias obtenidas dentro de la ORF-5 del

Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino.

3.3. PORCENTAJES DE SIMILITUD NUCLEOTIDICA Y
AMINOACIDICA DENTRO DE LAS ORFs 7 Y 5 DE CEPAS EUROPEAS
DEL PRRSV

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 16 y 17.
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Tabla 16: Nimero de variabilidad (porcentaje de similitud) nucleotidica entre cepas (ORF-7: 256; ORF-
nucieotldos totaies)

"ORF-7 o T T

ORFS | 5710-2‘ 5710-8 W 5710-CL [ 2008 5099 [ 4608
LV 9 (96.5 %) 9 (96.5 %) 10 (96.1%) 7 (97.3 %) 9 (96.5 %): B (97.6 %) |

5710-2 |28 (94.9 %)
| 5710-9 30 {94.5 %) 4 {99.2 %)

. 5710-MA104|30 (94.5 %) 8 (98.5 %)

1.(99.6 %) 4 (98.4 %) 4

‘ (98.4 %) 3 (988 %),
4 (984 %)

4 {98.4 %) 3 (98.8 %)
7 (97.3 %) 4 (98.4 %)

8 (98.5 %)

94.2 %) 32 (94.2 %) 37 (93.3

6A 7 (987 %)133 (94 %) 35

. |14 (97.4 %) 38 (93.1 %), 32
]__ﬁ 8(98.5 %) 8 (98.5 %) 32 93.3 %)
' (931 %)
%)

93.8 %) 35 (!
94 %) 33 {
94 5 %) 32 (
94.7 %)

93.6 %) 38 (93.1
94 %) 38 (93.1 °

| 2228 35 (936 %) 37 (93.3 ° )39 (92,9 %) ) 1.(996 %)
5999 |35 (93.6 %) 12 (97,8, %) 14 (97.4 %) 13 (96.7. %) 42 (92.4 %)
4606 34 {93.8 %) 13 (96.7 %) 15 (97.2 %) 1 %) 38 (93.1 %) 21 (96, 2
321129 (947 %) 21 (96.2 %) 23 (95.8 %) 2 0136 (93.4 %) 38 (93.1 %) 28 (943 %)
708 43 (92.2 %) 42 (92.4 %) 42 (92.4 %)_4_4__ (92 %) 2296 %) 47 (915 %) 45 (918 %)
QMEC' (98_%) 5 (94 %) 35 (93.6 %).23 (95.8 %) 44 (92 %) 42 (92.4 %) 40 (92.7 %)
_% 1 (94, 3 %) 39 (92. 9 %)y 41 (925 c'/o)iﬂg‘] (925 %)21 (962 °/o) 44 (92 %) 42_ (924 %)
| NL22 | 7(987 %) 33 (94 %) 35 (93.6 %) 35 (93.6 %) 38 (93.1 %) 40 (92.7 %) 38 (93.1 %)
| NL3.1 114 {97.4 %) 34 (93.8 %) 36 (93.4 %) 36 (33.4 %) 45 (91.8 %) 42 (92.4 %) 41 (92.5 %)
NL42 | 11.(98 %) 35 (93.6 %) 37 (93,3 %) 37 (93.3 %) 44 (92 %) 42 (92.4 %) 42 (92.4 %)
67 (870 %) 63 (50 % 61 (608 %)
94.2 %) 40 (92.7 %) 46 (91,8 %) 45 (918 %) 4 (018 %
%) 3
%) 3
%) 3

6 (93.4

(
(
(
(
2156 64 (88.6 %) 61 (88.9 %) 63 (88.6 %) 62 (88.7 %)
(
(¢
(8
{
{

8D | 5(99 %) 31 (94.3 %) 33
L&oﬁ_ .8 (98.5 %) 128 (94.9 %) 30,
© 92v0s58 ‘

5711
| 2910 |
‘ ~ ORF-7
‘onfs__mf)_

LV

5710-2 | 57109 7 5710-CL_| 2028 | 5999
. 1.{98.8 %) (97 6 %) 1{98.8 %) 0 (100 %} .

_smio2 112 (93,4 %) 1 (38.8 %) 1 (98.8 %) 2 (97.6 %) 1(98.8 %)
 5710-9 12 (93.4 %) 3 (98.3 %)
| 8710-CL |14 (92.3 %) 5 (97.2 %) 4 (97.8 %) [NNENEER 3 (96.5 %) 2 (97.6 %) 2 {97.8 %)
2228 7 {90.7 %) 14 {(92.3 %) 14 (92.3 %)_14 (92.3 %) ) 1 (98.8 %) |
__.se_gg_f (92.3 %) 5 (97.2 %) 7 {96.1 %) 14 (92.3 %)
}ﬂ% (93 4 %) 5 (972 %); 5 (972 % 6 {96 _T('____%) 13 (92.9 %)
3211 (92 g %)__ 11 (24 %,)” 11 (94 %) 13 (929.
_M_{ 15 (91 8 Y) 13 (92 g %) 12 (93 4 %) 12 (973,47’7
.1468 3 (98 3 ‘7)%173 (92 9 %) 14 (92 3 _?_/9)__16 (91 3 %) 20 (89,
VPO35 _ 111.(94 %) 11.(94 %) 11 (94 %) 12 (93.4 ,,
NL22 | 2(98.9 %) 14 (923 ¢ ) 4(923 %) 16 (91,3 %).19 (89.6 %) 16 (91,3 %) 14 (92 3 %)
| ONL31 5(97.2 %) 13 (92,9 %) 13 (92.9 %) 15 (91.8 % 92.9 %)
NL 4.2 ‘ 5 {87.2 %) .14 (92.3 %) 13 {92.9 %) 17 (907 % ”‘?@)_
| 2156 | 18.(90,2 %) 17 (80.7 %) 18 (90.2 %) 17 (90.7 %)
4A 7 (96,1 %) 16.(91.3 %) 18 (30.2 %) 19 (89.6 %) 20 (89.1 %) 17 (90.7 %). 17 (90.7 %)
5A 5(97.2.%) 13 (92.9 %) 14 (82.3 %) 16 (91.3 %) 20 (89.1 %) . (91.8_%)
6A 3.(98.3 %) 15 (91,8 ° ) 5 (91.8 %) 15 (91.8 (92.3 %)
8D | 1.(99.4%) 13 (92.9 %) 13 (92,9 %) 15 (91.8_
AV30 4 {97.8 %) 12 (93.4 “V) 12 (93.4 _?{9)__14__(__9__2__._3 B
92v058 Ya): %) 14 (92.3 %) 17 (90.7 % 14 (92.3

BT

Tabla 17: Numerc de variabilidad (porcentaje de similitud) amincacidica entre cepas (ORF-7 :86; ORF-5
aminoacidos totales) 139



Tabla 16: Numero de variabilidad {porcentaje de similitud) nucleotidica entre cepas (ORF-7: 256; ORF-
nucleo’tidos tota[es)

| a1 | 708 1488 | VPO35 . NL22 | NL81 | NL42 | 2156 _\
10 (96,1 %) 1 (99.7 %) ! 4 (98.4 %), 8 (96.8 %) 3 (98.8 %) 1.(99.8 %) 2(99.2 %) 11 (95.7%)
| 7 (97.3 %) 10 (96.1 %} 13 (94.9 %) 7 (97.3 %) 10 {96.1%) 10 (96.1%) 9 (96.5 .%),?.14,,,(.94-5,,%_),|
| 7 (97.3 %) 10 (96.1 %) 13 (94.9 %) 7 (97.3 %) 10 (96.1%}) 10 (96.1%) | 9 (96.5 %) ,5,_14,,,,(94.__5, %_)i
| 5_.(95:8._?'_’9)_5__11 (95.7%) 14 (94.5 %} 8 (96.8 %) 11 (95.7%) I .1....(9,5-7‘79).f,,1.9,,,,(9,6-_1_,%)__;:,1._5. (94.1 %)
' 4.(98.4 %) 8 (96.8 %) 11 (85.7%) 5 (98 %) .10 (96.1%) . B {96.8 %) 7 {97.3 %) 12 {95.3 %)
[7 (97.3 %) .10 (96.1 %) 13 (94.9 %)f, 5(98 %) 10 (96.1%) 10 (96.1%) . 9 ,(96,,-5__%)__15.1__‘?_ (94.5 %)

4 :

8 (

9

8

| 4(98.4 %) 7 (97.3 %) 10 (96.1 %) 4 (98.4 %) 9 (96.5 %), 7.(97.3 %): 6 (97.7 %) 11 (95.7%)
114 (94.5 %) 8 (96.8 %) 11 (95.7%). 9 (96.5 %) 10 (96.1%) 13 (94.9 %)
98 %) | 9 (96.5 %) 4 (984 %) 2(99.2 %) 3 (98.8 %):12 (95.3 %)
7{973.%). 5.(98 %) B (977 %) 13 (94.9 %)
. 9 (96.5 %) 8 (96.8 9 (94.1 %)
. 5(98 %) |14 (94.5 %)

112 (95,3 %)

41 .(96.5 %)
36 (93,4%) 50 (90.9 %)
‘35 (93.1 %): 28 (94.9 %) 38 (93.1 %)
33.(94.%) 45 (91.8 %), 14 (97.4 %) 33 (
135 (93.6 %) 53 (90.4 %) 23 {95.8 %) 43 ( )
I‘BS (93.4%) 50 (90.9 %) 15 (97.2 %) 38 ( )
|66 (88 %) 67 (87.8 %) 63 (87.5 %) 67 { V89 (87.5 9
|37 (93.3 %) 41 {92.5 %) 19 (96.5 %) 40 (92.7 %) 17 (¢
) ( )
) { a):
{ )
(94

18 (96.7 %) |

133 (94 %) 43 (92.2 %) 13 (97.6 %) 31
; 19.(96.5 %) 1.4,,, (@

‘_33.__(94_._%) .. 46 (91.6 %) 14 (97.4 %) 34 ;
132 (94.2 %) 44 (92 %) 12 (97.8 %) 32 (99.2 %) 17 (96.9 %)12 (97 8
|29 (94.7 %) 43 (92.2 %) 15 (97.2 %}5_.33 %) - 1._1_ (98 %) 18 (96.7 9
! 92.4 %) 14 (97.4 %) 32 (94.2 %) 10 (98.1 %)

—

66 88 %) |

%_a_zLL_ 705 —hm I VPO3s | NLZZ T NCIT T NCaZ |2
0(100 %) | 1 (98.8 %) 3 (96.5 %) 1 (988 %). O (100 %) . O (100 %) . O (100 %) . O (100 %)
10988 %) 2 (97.6 %) 4 (953 %) 2 (97.6 %) 1(98.8 %) 1(98.8 %) 1 (988 %) 1 (988 %)|
(08 2 (67.6.%) 4953 %) %) 1 (98.8.%) 1.(98.8 %) 1(98.8 %) 1 (98.8.%)
2(97.6 %) 3 (96.5 %) 5 (941 %) ). 2.(97.6 %) 2 (97.6.%) 2(97.6 %) 2 (976 %)

1(98.8.%) . 2 (97.6 %) 4.(953 %) 2. ). 1.(98.8.%); 1 (98.8 %) 1 (98.8 %) 1 (98.8 %)
)

)

)

)

)

w

=2

13
NCIEINC JN
a8

2 (

5 3 (!

,,,,, 2 4 2 18
' 0.(100 %) 1(98.8 %) 3 (965 %) 1(98.8 %) 0 (100 %) 0 {100 %) . 0 (100 %) | O (100 %)
. 1(98.8 %) 3 (96.5 %) . 1 ) 0.(100 %) © 0 (100 %) ' 0 (100 %) : 0 (100 %)
1 3 1 0 (100 %) . 0 (100 %) .0 (100 %) O (100 %)

2 L1 (9

4 (S

(98

(

(g
o
o
(4]
& .9

98.8 96.5 %) ,
%) 17(98.8 %) ' 1(98.8 %) 1 (98.8 % 98.8 %)
(96.5 %)

‘1,6,,,,(91-,33 %)
5 (91.8 %) 17 (90.7 %) ]
|14,,,,(92 3.%), 10 (94.5 %) 12 (93.4 %)

115 (91.8 %) 17 (90.7 %) 5 (97.2 %) ;}”13 (92.9 %)

%

(96.5 %) | ).

%) |

3 (96.5 3 {96.5 %)

|16 (91.3 %) 15 (91.8 %) B (95.6 %) 14 (92.3 %

)
) )|
|15 (91.8 %) 18 (90.2 %) 6 (97.2 %) 14 (92.3 %) 1.%) 10 (94.5 %)
|18 (90.2 %): 16 (91.3 %) 20 (89.1 %);? 15 (91.8 %) 21 (788._5” %)i22 (88 %)
16 {91.3 %) 20 (B9.1 %) 8 (95.6 %) 16 (313 %) 9 (851 %) 12 (93.4 %),
).
)
).
b

9
116 (913 %).17 (90.7 %) 6 (96.7 %) 12 (23.4 %) 7 (96.1 %), 7 (96.1 %)

|15 (91.8 %) 18 (90.2 %) 6 (96.7 %) .14 (92.3 %) 5 (97.2 %) 7 (96.1 %) 8
' 3
6

4 (92.3 %) 16 (913 %) 4 (97.8 %) 12 (93.4 %) 3 (98.3 %) 5 (97.2 %)
’_,1.3....(92,:9,,,",/9).315,.(91-8, %) T (96.1 %) 13 (92.9 %)
' 7 {96.1 {13 (92.9

(96.7 %) . 7 (96.1

Tabla 17: Namero de variabilidad (porcentaje de similitud) aminoacidica entre cepas (ORF-7 :86; ORF-5
aminoacidos totales) 140



Tabla 16: Numero de variabilidad (porcentaje de similitud) nucleotidica entre cepas (ORF-7: 256; ORF-
nucledtidos totales)

| _an | _sA | eA 4 8D . __AV30 | 92vOs8| 5711 __;@_LJ
| 2(99.2 %) 2(99.2 %) | 2 (99.2 %)5 (98.8 %) 1(99.7 %) 1 (99.7 %) 7 (97.3 %) 6 (97.6 %) |
|1T (95:7%) .11 (95.7%) |11 (95.7%) 10 (96.1%) 10 (96.1%) .10 (96.1%) | 4 (984 %) 11 (95.7%) |
1 (95.7%) 11 (95.7%) 11 (95.7%) 10 (96.1%) .10 (96.1%) 10 (96.1%) " 4 (98.4 %) 11 _(95.7%)
12 (95.3 %) 12 (95.3 %) 12 (95.3 %) 11 (95.7%) 11 (95.7%) 11 (95.7%) 5 (98 %) 12 (95.3 %)
] 9 (96.5 %) 9 (96.5 %) 9 (96.5 %):10 (96.1%) B (96.8 %). 8 (96.8 %) 2 (99.2 %) 9 (96.5 %) |
\9 (96.5 %) 9 (96.5 %) | 9 (96.5 %) 12 (95.3 %) 10 (96.1%):10 (96.1%) 3 (98.8 %) 10 (96.1 %)
| B(96.8 %) 8(96.8 %) B (968 %) O (965 %) 7 (97.3%) 7 (97.3 %) 1(99.6 %). 8 (96.8 %)
10 (96.1%) 10 (961%)‘10 (96.1%) 11 (95.7%) 11 (95.7%) 11 (95.7%) 5 (98 %) 12 (95.3 %)
| 3(98.8 %) 3(98.8 %) 3 (98.8 %) 4 (98.4 %) 2 (99.2 %) 2(99.2 %) 8 (96.8 %) 7.(97.3 %) |
| 6(977 %) 6(97.7 %) 6 (377 %) 7 (37.3%) 5(98 %)  5(38%) 11 (95.7%) B (96.8 %)
(

(

10 (96.1%) 10 (36.1%) 10 (96.1%) 9 (96.5 %) 9 (96.5 %) 9 (96.5 %) 3 (98.8 %).i..10..(96,-.1%).'
! 1 (99.6 %) 1 (99.6 %)..i 1 (996 Y 899.2 %) . 4 _(95.4 %) 4(984 %)‘3__10 (96 1%) (96 5 %),
(99.2 %) 2 (99.2 %) 2 (99.2 %) 8 (96,8 %) 7 (97.3 %) |

40984 %)) 4.(98.4 %) 5 (9% 3(988%) 3 (988 % 7 (97.0%) 8 (968 %) |

4 (98.4 %) 4.(98.4 %)
13 (94.9 %)/ 14 (94.5 %) 14 (345 %) 10 (96.1%) 10 (96.1%) 12 (95.3 %) 11 (95.7%) |

. 0 (100%) 3 (98.8 %) 3 (98.8 %) 3 (98.8 %) 9 (96.5 %) 8 (96.8 %)
. 3(98.8 %) 3 (98.8 %) 3(98.8 %) 9 (96.5 %) B (96.8 %)
4(98.4 %) 4 (98.4 %) 10 (96.1%)
 (98.8 %)

14 (97.4 %)
13 (976 %) 7 (987 %)
115 (97.2 %): _7 (98.7 %) | 3 (98.8 %)
|16 (97.1%) 10 (98.1. %), 9 (98.3 %) _ 11 (98 %)

A | | 8D " avao | evose | 711 |

| 0.(100 %) 0(100 %) | 0.(100 %) 1 (98.8 %) 0(100 %) 0 (100.%) 0 (100 %) | 1 (98.8 %) |
14
1

. 1.(98.8 %) 1(98.8 %) 1(98.8 %)
1988 %) 1 (988 %) 1 (988 %)
2 (97.6 %) 2 (97.8 %)

|
(97.6 %) 1.(98.8 %): 1 (98.8 %) 1.(98.8 %) 2 (97.6 %),
(97.6 %) 1 (98.8 %) 1 {98.8 %) 1 (98 '
(97.6 %) 2 (97.6 %) 2 (97.6 %) 2 (97.6
(97.6 %) 1 (98.8 %) 1 (98.8 %) | 1 (98.
(98.8 %) 0 (100 %) . 0 (100 /)

(98.8 %) . 0 (100 %
(98.8 %) O
(97.6,%);__ ‘
(95.3 %)
{
(
(
{
(
(
(

1

2

P4

| 2 (97.6 %) 2
| 1(98.8 %) 1(98.8 %) 1.(988 %) 2
100 % ;,Q (71(}0 %) 0 {100 %) 1

g 0.(100.%) | 0 (100 %) ~ 0 (100 %) . 1
[ Q (100 %) . 0 (100 %) : 0 (100 %) .1
1(98.8 %) 1(98.8 %) 1(98.8 %) 2

| : :
2

1

1

1

1

1

1

1

| 3(96.5 %) 3 (965 %) 3 (965 %)
| 1.(98.8 %) . 1 (988 %) 1 (98.8 %)
0 (100 %} * 0 (100 %)
0 (100 %) 0 {100 %) |
.0 (100 %) O {

‘ %) . O

_97.5_,%)__,,, .(98.8
98.8 %) 0 (100 %)
98.8 %) 0 (100 %)

98.8 %) 0 (100 %) . 0 (100 %

o) . 4 (97.8 %)
- 5(97.2 %) 7 (96.1
© 5 (97.2 %): 7 (96.1

10 (94.5 %) 7 (961

Tabla 17: Numero de variabilidad (porcentaje de similitud) aminoacidica entre cepas (ORF-7 :86; ORF-5
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3.4. ARBOLES FILOGENETICOS RESULTANTES DEL ANALISIS DE
LAS SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS DE LAS ORFs 7 Y 5 DE CEPAS
EUROPEAS DEL PRRSV

Las relacciones filogenéticas entre aislados de PRRSV se obtuvieron
usando el programa MEGA (Kumar y cols, 1994). Las distancias genéticas
entre pares de secuencias nucleotiodicas se estimaron por la férmula d= -
(3/4)In(1 - 4 p/3)L (Jukes y cols, 1969), donde p es la proporcion de
cambios nucleotidicos que se observan en las secuencias a comparar, y L
es la longitud de las secuencias aalineadadas. Para obtener los arboles
filogenéticos se uso el método del neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987)
con respecto a la distancia a la matriz. Para estimar la precision de la
topologia del arbol filogenético, se usdé el método de bootstrap (Efron,
1982;Felsenstein, 1985).
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36 PRRSV 2910
PRRSV 2156
ol PRRSV 5711
52 PRRSV 5999
PRRSV VP035
78 PRRSV 3211
27| 39 r_PRHSV 46I;5RRSV 2228
46 - PRRSV 5710-9
= PRRSV 5710-2
PRRSV 5710-C
- PRRSV 4A
224 PRRSV 5A

.| " PRRSV6A

——— PRRSV NL 2.2
o (7] — PRRSV 8D
L PRRSV NL 3.1
29 fF LV
— PRRSV 705
34 PRRSV AV30
_Tg[ PRRSV 92v058
47 PRRSV 1468
PRRSV NL 4.2
,0.006 n.s.s.

Figura 36.- Arbol filogenético resultante del analisis de las secuencias obtenidas dentro de la

ORF-7 de diversas cepas europeas del PRRSV.
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Flgura 37.- Arbol filogenético resultante del analisis de las secuencias obtenidas dentro de la
ORF-5 de diversas cepas europeas del PRRSV.
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Discusion

Desde el aislamiento por primera vez del PRRSV, varias técnicas
de diagnoéstico se han desarrollado para la determinacion serol6gica de
la enfermedad, pudiendo utilizarse también para la deteccion directa
del virus mediante la inoculacién de la muestra sospechosa en cultivos
de MAP. De entre las que se han desarrollado destacan ei IPMA y la IFi.
Ambas presentan inconvenientes considerables requiriendo en ambos
casos el aislamiento del PRRSV en cultivos celulares, lo que conlleva
diferencias de susceptibilidad segun la cepa virica, por lo que se
requiere con frecuencia dar pases ciegos antes de conseguir un titulo
virico adecuado para aplicar las técnicas anteriores (Yoon y cols,
1992). Se han descrito cepas que Gnicamente crecen en cultivos
primarios de macréfagos alveolares porcinos y otras que lo hacen
exclusivamente en la linea celular CL2621 (Bautista y cals, 1992). Lo
mismo ocurre con la linea MA-104, requiriendo también dar pases
ciegos para conseguir la multiplicacién del virus, con lo que a la
subjetividad intrinseca de éstas técnicas y a no ser susceptibles de
automatizaciéon con fines diagnOsticos a gran escala, se afade la
dependencia continua de MAP con el elevado riesgo de contaminacién
que es0 supone y su amplia heterogenicidad ya que se han detectado
diferencias considerables en la susceptibilidad frente al virus
dependiendo del lote de macréfagos, lo que hace necesario el andlisis de
los mismos previamente a su uso (Botner, 1995).

En contraposicion a lo expuesto la PCR es una técnica que ademas
de ser altamente especifica y sensible, actualmente es susceptible de
automatizarse con los equipos que posibilitan la realizaciébn de
maltiples reacciones en placas. Por otra parte, es indiscutible la
ventaja que supone el posibilitar la detecciéon directa del virus sin
necesidad de su aislamiento en cultivos celulares, sean de macréfagos
o lineas celulares. Ademds, con esta técnica se obviarian practicamente
todos ios inconvenientes expuestos anteriormente.

Por todo lo anteriormente expuesto y ya que en 1992 Plagemann
habia especulado sobre la similitud del agente causal del PRRS con los
virus LDV, EAV vy el SHFV, siendo por ello probablemente un virus ARN
de cadena positiva y poliadenilado en su extremo 37, decidimos
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encaminar nuestro trabajo a intentar obtener algun fragmento de la
secuencia virica que posteriormente nos fuera de utilidad en la
deteccion del PRRSV por PCR. A este respecto, y ante la posibilidad de
que el virus fuera poliadenilado realizamos, tomando como sustrato
macréfagos infectados con el virus, extracciones de ARN y sintesis de
ADN complementario utilizando un oligo con miltiples timidinas, para
posteriormente realizar PCR usando como cebador reverso el oligo de
timidinas y como directo una mezcla de oligos al azar. Es indudable que
dicho planteamiento presentaba muchas dificultades, mas teniendo en
cuenta que todos los mensajeros eucariotas son poliadenilados, con lo
cual podiamos amplificar cualquiera de los mensajeros de la propia
célula. De este modo obtuvimos una débil banda que posteriormente fue
sometida a amplificaciones sucesivas hasta obtener una banda nitida de
unos 300 pares de bases. Con el fin de saber si esa secuencia era
especifica de nuestro virus, el ADN amplificado fue marcado con
fosforo radiactivo y enfrentado en paralelo mediante la técnica de Dot-
Blot a extractos de MAP no infectados e infectados. Como resultado
obtuvimos que la secuencia obtenida no parecia ser especifica de
nuestro virus, hecho que fue posteriormente corroborado mediante la
secuenciacién y determinacion de las similitudes posibles con todas las
secuencias existentes en el Gene-Bank, en las que también se
encontraban la secuencia completa del EAV, y la hasta entonces
conocida del LDV.

QOtra estrategia que nos planteamos inicialmente para conocer
parte de la secuencia de nuestro virus era comparar las secuencias
conocidas de los dos virus citados y disefiar cebadores degenerados con
el fin de utilizarlos frente al PRRSV. Sin embargo, la publicacién de la
secuencia integra del LV facilité la realizacién de nuestros trabajos
posteriores (Meulemberg y cols, 1993).

Dado que nuestro primer objetivo era el desarrollo de una técnica
de PCR para la deteccién del PRRSV debiamos diseftar cebadores dentro
de la secuencia virica. Debido a que nuestro virus era un ARN, era muy
probable que tuviera una mayor tasa de variabilidad genémica con
respecto a los virus ADN. Este hecho ha sido atribuido a dos causas

147



Discusion

principales; a que los virus ARN tienen tiempos de replicacion mas
cortos, ¥y a que las tasas de correcciébn de pruebas de las ARN
polimerasas en relaccién a las ADN polimerasas son mucho menores
(Steinhauer y cols, 1987). Asi, mientras que en los virus ARN los
errores de replicacion son del orden de 1 en 10 4 bases/ciclo de
replicacién, en los virus ADN son del orden de 1 en 10 9, debido a la
mayor fidelidad de !as ADN polimerasas (Webster y cols, 1992). Como
ejemplo, {as tasas de variacion de la secuencia en virus ARNs como
Influenza, Poliovirus y el virus de ia Estomatitis vesicular se han
estimado en 10 -4 nucleétidos por ciclo de replicacién (Parvin y cols,
1986). Por todo lo expuesto, si queriamos que nuestra técnica fuera
capaz de detectar distintos aislados viricos debiamos seleccionar una
zona lo mas conservada posible dentro del genoma virico para el disefio
de nuestros cebadores. En este sentido, se ha demostrado que en la
mayoria de los virus ARN estudiados las zonas que codifican |la ARN
potimerasa y i(a proteina de la nucleocapsida son generalmente mas
estables que las que codifican para el resto de las proteinas viricas
(Domingo y cols, 1988).

Por esta razén, disefiamos los cebadores con fines diagnésticos en
la region interna de la ORF-7, que codifica la nucleocapsida virica. La
amplificacion realizada tomando como sustrato muestras que contenian
un aislado virico espafiol (cepa 5710), produjo consistentemente una
anica banda que no aparecié cuando como sustrato se utilizaron
macréfagos alveolares porcinos no infectados. Incluso cuando se
disminuyé la temperatura de anillamiento a 30 °C no se obtuvieron
bandas adicionales. Tampoco se logré la amplificacidon cuando se usaron
como sustrato de la reaccion muestras de sobrenadantes de cultivos
celulares infectados con otros virus involucrados en transtornos
respiratorios y/o reproductores del cerdo, con lo que nuestra técnica
resulté ser altamente especifica, hecho que también habia sido
previamente corroborado por la comparacién directa de la secuencia de
nuestros cebadores con el resto de secuencias conocidas del Gene-Bank.
Ademés, la secuenciacién del producto amplificado y comparacién con
la secuencia del LV publicada previamente (Meulenberg y cols, 1993)
confirmaba la especificidad del producto amplificado. Por todo fo
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expuesto, parece improbable la obtencién de faisos positivos a partir de
muestras enviadas para la deteccién rutinaria de cerdos infectados con
PRRSV pero que pudieran estar afectados por agentes viricos que
pudieran causar sintomatologia similar como PPV, ADV, TGE, Infiuenza
etc.

Por otra parte, la técnica también se mostrdé altamente sensible
como se confirmd al conseguir amplificar hasta 6,7 DIsOCT/ml tomando
como sustrato cultivos de MAP infectados con el PRRSV. Sensibilidad
que descendié a 100 DIsoCT/ml en muestras clinicas obtenidas de la
infeccion experimental de cerdos como se puso de manifiesto en los
apartados de resuitados (1.21 y 1.2.3). Esta disminucién en
aproximadamente 2 logaritmos probablemente se deba a la mayor
presencia en las muestras de campo de enzimas y otros contaminantes
que faciliten una mayor degradacién del ARN virico.

Paralelamente al desarrollo por nosotros de la técnica de PCR
para el diagnéstico de la enfermedad, otro grupo propuso otra técnica
de PCR frente a la misma (Van Woensel y cols, 1994), en dicho trabajo,
los autores disefiaron cebadores en el interior de fa ORF-6 virica
detectando 30 unidades infectivas en cuitivo de tejido o esperma,
afirmando que la deteccion del virus en esperma por PCR es 10 veces
mas sensible que en cultivo de tejidos. En estudios realizados por
nosotras en que semen de verraco se mezclé con el virus a diferentes
DIsQCT, y las muestras se procesaron para RT-PCR, la sensibilidad
aicanzada era aproximadamente fa encontrada en muestras biol6gicas.
Esta disminucién en un logaritmo de nuestros resultados con respecto a
los del mencionado grupo tienen su explicacién en que si bien en nuestro
caso los productos de PCR eran corridos en geles de agarosa al 1.5 % y
visualizados directamente previa tincién con bromuro de etidio en un
transiluminador de luz UV, el grupo holandés transfieren los productos
de PCR a membranas de nylon, revelando con un reactivo quimico. A
efectos practicos consideramos que ello encarece considerablemente ei
costo de la reaccién, lo hace poco aplicativo y requiere un mayor gasto
de tiempo. Estamos de acuerdo en sefalar la importancia de la PCR en el
diagnéstico de verracos eliminadores del virus via semen, ya que el
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mismo es téxico en cultivos celulares, de ahi la mayor sensibilidad
detectada con respecto a los mismos. Ademas la PCR permite la
deteccion del virus en muestras en que el virus esté inactivado e
incapaz de multiplicarse en cultivo celular.

Actualmente hemos modificado las condiciones de extraccién de
ARN, mediante fenolizaciones sucesivas y precipitacion con
isopropanol, de modo que ésta es mas rapida al eliminarse la inicial
ultracentrifugacién (datos no mostrados)

Si como ya se ha expuesto, nuestro primer objetivo fue dar
solucion a la continua dependencia de MAP en el diagnéstico etioldgico
de la enfermedad, nuestro segundo objetivo fue el lograr la expresién
"in vitro" y obtencion lo mas pura posible de la proteina virica que
migraba a la altura de 24-26 KD en geles de poliacrilamida. En este
sentido, se habia sefalado la existencia de tres proteinas viricas
visualizables por inmunodeteccién en membranas de nitrocelulosa de
15, 19 y 24-25 KD (Benfield, 1992). Para otros autores existe una
cuarta proteina que migra a la altura de 42 KD, que probablemente sea
una forma altamente glicosilada de la proteina de peso molecular 24-
26 KD (Mardassi y cols, 1994). El motivo de querer expresar esta
proteina fue que dicha proteina era supuestamente una proteina
glicosilada, y probablemente creiamos que tendria valor como futuro
inmundgeno, ya que frecuentemente las glicoproteinas estructurales
viricas son de gran interés en la induccion de respuestas protectivas
por el hospedador. Al comienzo de nuestro trabajo se sabia que esta
proteina, por comparacién con los virus LDV y EAV, probablemente seria
una proteina de membrana glicosilada, sin embargo, desconociamos cual
era la zona de lectura abierta virica que la codificaba. Finalmente tres
hechos hicieron que nos decantaramos por la ORF-5. En primer lugar,
sabiamos que el nuevo virus mostraba gran similitud, entre otros, con
el virus de la EAV. En un trabajo previo (de Vries y cols, 1992), se habia
sefialado que este virus equino poseia cuatro proteinas estructurales: la
proteina de la nucleocdpsida de 14 KD (N), y tres proteinas de
membrana, una no glicosilada de 16 KD (M), y dos proteinas de
membrana glicosiladas (Gs y Gl) de 25 y 30 a 42 KD, proteinas que eran
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codificadas respectivamente por las zonas de lectura abierta 7, 6, 2 y
5.

En segundo iugar, se estudiaron (tabla 18) los pesos moleculares
estimados de las proteinas codificadas por las diferentes ORFs viricas
(Meulenberg y cols, 1993):

ORF Nimero de aminoacidos Peso molecular estimado del Sitios potenci;%

producto no modificado (kDa) de glicosilad

_1
la 2396 260.0 3
b 1463 161.8 3
2 249 28.4 2
3 265 30.6 7
4 183 20.0 4
5 201 22.4 2
6 173 18.9 2
7 128 13.8 1

Tabla 18.- Caracteristicas de las ORFs del LV (Meulenberg, 1993)

Se sabia, por lo tanto, que las zonas de lectura fa y 1b
codificaban la polimerasa virica, y la ORF 7 probablemente la
nucleocapsida, hecho que coincidia con lo resefiado para el EAV. Las
ORFs 2-6 codificaban, probablemente, proteinas asociadas a membrana.
Si nuestra proteina debia tener un peso molecular aproximado de 24-26
KD, las proteinas codificadas por las ORFs 2 y 3 excedian ya ese tamafo
suponiendo que no sufrieran alguna modificacion post-traduccional que
disminuyera el mismo. La ORF-6 por su peso molecular y comparacién
con el EAV, probablemente codificara la proteina de 19 KD no
glicosilada (a cuyo peso molecular se ajustaba correctamente). Por otra
parte las ORFs 4 y 5 tenian pesos moleculares estimados de 20 y 22.4
KD, que con la glicosilacidon aumentarian, siendo por ello tas ORFs mas
teoricamente candidatas a codificar 1a proteina buscada.

En tercer y ultimo lugar decidimos con la ayuda de un programa
informatico (Mac-Prot), realizar el perfil hidrofébico e hidrofilico de
las proteinas codificadas por las ORFs anteriormente citadas,
obteniendo por los métodos de Kyte & Dooclite y Hoop & Woods, los
petfiles que se indican en las figuras 38 y 39 respectivamente.

151



Discusion

: f
J .
4 A \ f
L HI /I\L I&A’dl lﬁ
+ iy A . _Jl AN '“;M‘f
WA =
R TR Y !
| Y A
;ﬂ-

A " A *’f
g Moy AN MR
B “W v

Figura 38.- Patrones de hidrofobicidad e hidroficidad correspondiente a la proteina
codificada por la ORF-4 del PRRSV. A: Método de Kyte & Doome B: Método de Hopp & Woods.

Figura 39.- Patrones de hidrofobicidad e hidroficidad correspondiente a fa proteina
codificada por la ORF-5 del PRRSV. A: Método de Kyte & Doolite. B: Método de Hopp & Woods.
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Si bien ambas proteinas presentan una zona hidrofobica en su
extremo amino-terminal que pudiera deberse a la presencia de un
péptido senal de anclaje a membrana, en la proteina codificada por la
ORF-5 del PRRSV éste era mas evidente.

Por todo lo expuesto decidimos empezar a trabajar de un modo
“empirico" con la ORF-5 del PRRSV con el fin de descubrir si esa ORF
podria codificar la proteina que migra a la altura de 25 KD en geles de
poliacrilamida, proteina que con posterioridad se denomind proteina E.

La estrategia a seguir para el clonaje de la ORF-5 del PRRSYV,
como ya se describié, fue fa amplificacién por PCR de la totalidad de
dicha ORF para su posterior clonaje en un vector plasmidico como ya se
habia realizado ampliamente con objeto de clonar varios genes viricos
(Sanz y cals, 1994). Si bien otros autores utilizan para la amplificacién
cebadores que incluyen dianas de restriccion idoneas o compatibles con
las existentes en los plasmidos en los que quieren introducir los
fragmentos (Lo y cols, 1992), nosotros utilizamos el pGEM-T, vector
cortado con una enzima de restriccion que produce extremos romos y al
que se le ha anadido un residuo de dT que permite el clonaje directo de
cualquier producto de PCR aprovechando la propiedad que tiene la Taq
polimerasa de afadir un residuo de dAdenosina en el extremo 3 de
algunas de las moléculas amplificadas (Clark y cols, 1988).

En este sentido, y tomando como sustrato MAP infectados, fueron
amplificadas y clonadas inicialmente en el plasmido pGEM-T un total de
cinco ORF-5 procedentes de aislados de campo esparfioles (aislados
2228, 2910, 3211, 4606 y 5710). Debido a que en dicho vector la
secuencia a clonar quedaba bajo ef promotor del bacteriéfago T7, se
utilizaron las ORFs 5 correspondientes a las cepas 4606 y 5710 para un
primer estudio de expresion usando un sistema de expresién en células
eucariotas (Cos-1) mediante infeccién con el virus vacuna-T7 y
transfeccion con dichos plasmidos, sistema que ha sido utilizado
ampliamente para la expresion transitoria de genes viricos {(Sanz,
1995).
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En ningun caso, como se citd, se obtuvo reconocimiento
inmunoldgico de la proteina debido a la existencia de dos ATGs previos
en el polilinker de dicho plasmido que no estaban en fase con el ATG
iniciador de dicha proteina. Se sabe que en la transcripcion en
eucariotas, en la mayoria de las ocasiones (95 %), el ATG situado mas
al extremo 5 del ARN mensajero es el que actua como inicio de la
misma (Stormo G.D, 199 ). Ademas, en el caso de la cepa 5710, como se
detectd por secuenciacidon manual usando el oligo M13 universal, no
existia el ATG iniciador que debiera haber sido incorporado con el
cebador de ida. Una posible explicacién a este hecho pudiera ser la
existencia de cebadores incompletos en la mezcla de reacciéon no
completandose [a sintesis de los 28 nucledtidos en el cebador en
cuestion. Este razonamiento se ve soportado por el hecho de que la
sintesis de los mismos se realiza en direccién 3" a 5°. Este clon fue
posteriormente cambiado por otro de la misma cepa en el que se
comprobd la presencia del ATG iniciador.

Solucionado el problema anterior mediante eliminacién de los dos
ATGs existentes en el polilinker, la expresion transitoria mediante el
uso del plasmido que contenia la ORF-5 de la cepa 4606 mostrd, tras
separar 10s extractos en geles de poliacriltamida, transferencia a
sueros de nylon y entfrentar a un suero control positivo y a otro
negativo, la existencia de una banda de reconocimiento a la altura
aproximada de 25 KD que coincidia exactamente con la existente en la
muestra correspondiente al semipurificado virico. De este modo,
quedaba confirmado que la ORF-5 del PRRSV codificaba la proteina de
25 KD como fue posteriormente corroborado (Meulenberg, 1995). Sin
embargo, en ningun caso utitizando el suero control positivo (dicho
suero habia sido producido inmunizando animales frente a la cepa
espanola 5710) que usamos para todos nuestros experimientos
conseguimos el reconocimiento inmunolégico de la proteina descrita
por varios autores que migra a la altura de 19 KD. Por el contrario, el
reconocimiento de la proteina de 15 KD, atribuible a la nucleocapsida
virica, fue muy intenso, de hecho se ha seftalado que la proteina de 15
KD es la mas inmunogénica (Yoon y cols, 1995). Ha sido sehalado por
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algunos autores la falta de reconocimiento frente a la proteina de 19
KD bajo condiciones reductoras mediante el uso de un suero
hiperinmune homdlogo de conejo, asi como el reconocimiento
predominante de la proteina de 15 KD frente al resto de las proteinas
viricas (Mardassi y cols, 1994).

La similitud existente entre el PRARSV, el EAV, y el hecho de que
se haya comprobado por medio de anticuerpos monoclonales
sintetizados frente a la proteina Gi del mismo virus, codificada por su
ORF-5, que ésta es ia responsable de la induccién de anticuerpos
neutralizantes frente a la enfermedad, o lo que es lo mismo, su
capacidad de inducir ja sintesis de anticuerpos que "in vitro" consiguen
neutralizar el virus (Dereght y cois, 1994), nos hizo especular que
posiblemente la proteina codificada por la ORF-5 del PRRSV pueda jugar
también un pape! importante en la infectividad del virus pudiendo
funcionar en ta unién a receptores celulares y /o en la penetracion del
virus en el citoplasma de la célula. Esta suposicién vendria abalada
porque algunos investigadores han sefalado la existencia, en ocasiones,
de una correlaccion entre la aparicion de anticuerpos neutralizantes
frente a la enfermedad y la deteccion por inmunoblot de anticuerpos
frente a la proteina de 25-26 KD (Nelson y cols, 1994). Anticuerpos
neutralizantes que en el caso del PRRS son de aparicion tardia y de poca
persistencia. El hecho de que los anticuerpos frente a las proteinas de
15 y 19 KD se produzcan de forma mas temprana y la deteccion sea mas
fuerte ha sido atribuido a un posible mayor porcentaje de ambas en el
virion 0 a un mayor poder inmundgeno de las mismas (Nelson y cols,
1994).

Una vez comprobada la expresién de la proteina, decidimos el
clonar la ORF-5 del PRRSV en un nuevo vector, el pRSET con el fin de
facilitar la purificacién posterior de la misma. En este sentido se
selecciond el pRSET-A, que posilitaba el clonaje en fase de nuestros
insertos, transpasandose las ORFs correspondientes a las cinco cepas
sefialadas del pGEM al nuevo plasmido. Los experimentos de expresién
fransitoria en ceélulas Cos-1 infectadas con el virus vacuna-T7 vy
transtectadas con los plasmidos correspondientes a cada una de las
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cepas, demostraron el reconocimiento por nuestro suero control de la
totalidad de las proteinas codificadas por las ORFs-5 de los distintos
aislados espanoles. Esto nos llevé a la conclusion preliminar de que si
bien podrian existir diferencias en secuencia de unos aislados a otros,
como posteriormente se sefalara, éstas no afectaban en gran manera ai
reconocimiento inmunolégico por parte de un suero policlonal
sintetizado frente a una de ella. Mas aun, la proteina E correspondiente
a la cepa 5999 era reconocida mucho mas intensamente que la 5710,
hecho que se repitid en varias ocasiones, quizas debido a una mayor
expresién de la misma. Aunque las ORFs-5 reconocidas por el suero
control positivo provienen todos de aislamientos producidos entre 1891

y 1992 en Cataluia y Navarra éste hecho abre, al menos, un resultado
esperanzador al uso de la proteina codificada por la ORF-5 del PRRSV en
el diagnéstico de la enfermedad o como inmunégeno en un futuro
proximo.

Dado los bajos niveles de deteccion observados tras la expresion
inicial en células Cos-1, decidimos la expresién de la proteina
codificada por la ORF-5 virica en un sistema procariota, o que posee
tanto ventajas; presumiblemente los niveles de expresion son mayores
y con bajo coste de produccion, como inconvenientes; ausencia de
modificaciones postraduccionales como la ya senalada glicosilacion de
la proteina posibilitando la sintesis de proteinas en su estado nativo
(Wrann y cols, 1992). Para ello, la cepa bacteriana BL21(DE3)pLysS fue
transformada con los plasmidos pRSET-A a los que se les inserté las
ORF-5 de las diferentes cepas. Las bacterias, que poseen el gen de la
ARN polimerasa del fago T7 bajo el promotor LacUV5 inducible por
IPTG, fueron inducidas para que el gen de la ORF-5 del PRRSV empezara
a transcribirse. Cuando los extractos totales fueron recogidos, corridos
en geles de poliacrilamida y enfrentadas al suero control positivo, sin
embargo, no encontramos reconocimiento inmunolégico de la proteina.
Nos planteamos por ello que quizds por alguna razén no se estuviera
expresando 1a proteina en procariotas para comprobar esta hipétesis,
realizamos el marcaje radiactivo de las bacterias sin induccion y a
diferentes tiempos post-induccién incorporando muestras con
rifampicina que actua inhibiendo Ia sintesis de las proteinas
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bacterianas con lo que se evidencia en sobremanera la sintesis de la
proteina bajo el promotor plasmidico de la ARN polimerasa del fago T7.
Como se desprende de los resultados presentados (capitulo 2.3),
tomando diferentes colonias aparecié contantemente una banda proteica
a la altura de aproximadada de 24 KD, que no existia cuando las
bacterias eran transformadas con plasmido sin inserto. Sin embargo, la
expresion era diferente de unas colonias a otras aunque todas ellas
fueron procesadas a la misma densidad éptica de 0.5, mas aun, se
observé un retraso en el crecimiento muy significativo en relaccion a
las bacterias transformadas con plasmido sin inserto. Todo esto nos
llevdé a sospechar que nuestro inserto podria ser toxico para la bacteria,
de hecho existen en la bibliografia amplias referencias a proteinas
viricas que son téxicas durante su expresion en sistemas bacterianos
(Lama y cols, 1992), recomendandose en este caso la transformacion
del plasmido que contiene el gen toxico en la cepa bacteriana utilizada,
{a BL21(DE3)pLysS. El hecho de que la lisina sintetizada por el plasmido
pLys S sea un inhibidor de los niveles basales de la ARN polimerasa
del fago T7, hace que se minimice la transcripcidon del gen téxico que
pudiera producirse incluso en ausencia del inductor IPTG (Studier y
cols, 1990). Otra forma de minimizar la toxicidad de un gen es
disminuir la temperatura de crecimiento a 30 °C. En nuestro caso,
aunque se producia una mejora en el tiempo necesario para obtener la
densidad o6ptica requerida, el retraso con respecto a las bacterias
controles era notorio. Una posible respuesta era que el gen al ser tan
toxico para las bacterias hiciera que estas se liberaran del plasmido,
sin embargo, cuando se plaqueaban paralelamente los cultivos en placas
de LB y placas de LB con Ampicilina no se observé una disminucién
significativa en el ndmero de colonias observadas en éstas Ultimas. Al
ser nuestra proteina supuestamente una proteina asociada a membrana,
se ha descrito que en muchas ocasiones éstas son téxicas para
bacterias porque se produce una interaccién de la proteina sintetizada
con la membrana bacteriana con la desorganizacién de la misma. Por
ello, nos planteamos una posibie estrategia basada en la eliminacién
del supuesto péptido sefal, con lo cual debiamos cambiar la posicién de
la secuencia codificante de la cola de histidinas al extremo carboxi-
terminal para posibilitar la purificacién posterior. Finalmente, el
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hecho de que cuando dichos extractos se procesaban para Westem-Blot
no se detectara reconocimiento inmunoldgico, o en muy poca medida, de
la proteina que habiamos comprobado previamente por marcaje
radiactivo su sintesis, hizo que abandonaramos los sistemas de
expresidn procariotas. Como ya se citd, las bacterias no son capaces de
realizar una serie de modificaciones post-traduccionales que si tienen
lugar en los sistemas eucariotas, los resultados obtenidos nos llevan a
especular que estas son, en gran medida, las responsables de la
induccién de respuesta inmune por parte de la proteina codificada por la
ORF-5 del PRRSV, quizas la ya comprobada glicosilacién (Meulenberg,
1995).

Por todo ello, decidimos regresar a la expresion en sistemas
eucariotas, y para ello debiamos incrementar ios niveles de expresién
hasta ahora obtenidos. En este sentido decidimos dos aproximaciones,
por una parte mutagenizar el plasmido pRSET con el fin de adecuarlo
mas a sistemas eucariotas, y por otra parte la sintesis de un virus
vacunal recombinante que llevara inserto la ORF-5 del PRRS3V.

Es evidente que los mecanismos de iniciacion son bastante
diferentes en procariotas con respecto a eucariotas, donde en el
extremo 3" de la subunidad 18s de su ARN ribosémico no existe la
secuencia complementaria a la regién de Shine-Dalgarno (Stormo y
cols, 199). En eucariotas, los ribosomas requieren previamente la unién
al extremo 5  de los mensajeros que poseen generalmente una
extructura de tipo "cap”. Debido a que tanto el codon de iniciacion ATG
como las secuencias flanqueantes al mismo sirven como sefal de
parada a la subunidad 40 del ribosoma en eucariotas para que se una a
la region no codificante 5°de los ARNs e inicie la traduccion (Kozak,
1986), pensamos que quizas la presentada por las proteinas expresadas
a partir de las secuencias clonadas en el pRSET, un plasmido disefado
inicialmente para su utilizacién en sistemas procariotas, no era la
adecuada para la expresion de la proteina en células animales. El
estudio de la region no coditicante del extremo 5° de 699 ARN
mensajeros de vertebrados mostrd la existencia de una secuencia mas o
menos consenso para la iniciacién de ia traduccion en eucariotas
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(Kozak, 1987). En este estudio se observé que en un 46 % de los ARN
mensajeros testados, aparecia una guanina en posicidon +4 con respecto
a la adenina del coddn de iniciacién; en un 55 % una citosina en posicion
-1; en un 97 % una base purica en posicién -3, siendo mas frecuente
{61%) que esta fuera una adenina; en el 53 % aparecia en posicion -4 la
citosina y en el 44 % era una guanina la base que ocupaba la posicién -6.
Por todo ello, decidimos mutagenizar el pRSET-A con el fin de que
presentara estas cinco posiciones no presentes en el plasmido original
con la intencion, de hacer por ello mas eficiente la traduccidén de
nuestra proteina en eucariotas.

El protocolo sequido fue descrito por Deng y Nickoloff (1992),
basado en el anillamiento inicial de dos cebadores, el de seleccién y el
de mutagénesis. Si bien la casa suministradora aconseja el empleo de
ambos en la misma concentracidon (100 ng), los resultados obtenidos en
una primera aproximacién no fueron fructuosos. Con posterioridad
repetimos el experimento pero incluyendo 10 veces mas concentracion
del plasmido a mutagenizar que del plasmido de seleccién. Esto produjo
una mayor eficiencia en la obtencién del plasmido final mutagenizado.
Los malos resuitados iniciales posiblemente se debieran al aito numero
de mutaciones a introducir, concretamente cinco cambios de bases, y a
muy poca distancia entre si. La expresién de la proteina clonada en el
nuevo vector mutagenizado, no produjo, en contra de lo esperado, un
considerable aumento en los niveles de expresidn de la misma, en
contraposicion a otros experimentos que demostraron la contribucion
sobre todo de los nucledtidos en las posiciones -1 y -6 mediante su
cambio por mutagénesis dirigida (Kozak, 1986;1987).

Como siguiente aproximacién para intentar incrementar los
niveles de expresién obtenidos, se decidid la sintesis de un virus
vacuna recombinante, al que se le incorporé la secuencia de la ORF-5 de
la cepa 5999 del PRRSV en union con la secuencia codificante del tag de
histidinas, quedando todo ello bajo el control del promotor del
bacteriéfago T7 requiriendo, por ello, para su expresion la coinfeccion
con el virus vTF7-3 que constitutivamente expresaba la ARN polimerasa
de T7. El virus vacuna es un virus perteneciente a la familia de los
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Poxvirus que posee un sistema transcripcional que permite la sintesis
de ARN mensajeros funcionales que son poliadenilados, metilados y
"capeados" (Moss y cols, 1990).

A pesar de gue mediante el uso del virus vITF7-3 en conjuncién con
un plasmido en que la proteina a clonar esté bajo eif promotor de T7 en
células eucariotas se sintetizan elevados niveles de ARN del producto
en cuestion, pudiendo alcanzar del 10 al 30 % de todos los ARN
existentes en el citoplasma de la célula infectada y transfectada, se ha
descrito que la formacién de la estructura “"cap" no es muy eficiente, de
modo que unicamente de un 5 % a un 10 %de los ARNSs sintetizados son
"capeados” y metilados restringiéndose, por ello, la cantidad de
proteina final sintetizada (Elroy-Stein y cols, 1989).'El hecho de que
los ARNs de los picornavirus, a diferencia de los ARN mensajeros
celulares, no posean estructuras tipo cap, poseyendo en cambio una
extensa region que no se traduce (UTR) que posibilita la union a
ribosoma independiente de cap {(Elroy-Stein y cols, 1989), ha
posibilitado el desarrollo de vectores como el utilizado por nosotros, el
pTM-1, en el cual la UTR del virus de la encefalomiocarditis se situa
detras del promotor de T7, con incrementos en expresion de 4 o 5 veces
los originales (Moss, 1990). El uso de este vector que posibilité a su
vez la sintesis del virus vacuna recombinante (vwPR-5) al poseer las
zonas de recombinacion homdloga con el virus vacuna salvaje, dié como
resultado niveles de expresidn en células Cos-1 superiores a los
obtenidos hasta el momento, posibilitando la deteccidon de la proteina
mediante tincion por azul de Comassie, aunque a muy bajos niveles.
Otra ventaja adicicnal fue el poder haber suprimido el uso de
lipofectina en nuestros experimentos, [0 que encarecia
considerablemente el proceso.

El hecho de que la expresion de la proteina en células eucariotas
doblemente infectadas (vTF7-3/VVPR-5) iba acompafnado de un
incremento en el namero de células muertas en el sobrenadante en
comparacion con cultivos unicamente infectados con vTF7-3 hizo que
emprendiéramos estudios para ver si ese efecto se debia a muerte
celular por apoptosis (capitulo 2.5 de resultados), en este sentido ya
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habiamos comprobado que la expresion de dicha proteina resultaba
téxica para bacterias. El fenémeno de apoptosis ligado a la infeccion
por virus no es nuevo ya que muchos agentes viricos son capaces de
producirlo como el virus Sindbis (Levine y cols, 1993), el herpesvirus
bovino (Griebel y cols, 1990), o incluso el virus de la inmunodeficiencia
humana (Laurent-Crawford y cols, 1991). Sin embargo, mas
desconocidos son los genes de los mismos capaces de codificar
proteinas que actuan induciendo o previniendo dicho efecto. El hecho de
que la proteina E del PRRSV sea capaz de producir apoptosis nos hace
especuiar que !a misma bien séla o0 acompafiada por otras puede
contribuir a la patogénesis del PRRSV. A este respecto nuestros
estudios demuestran que aunque las dos lineas celulares utilizadas, una
proviniente de una linea epitelial de rifén de mono y la otra de un
neuroblastoma murino, son susceptibles al efecto apoptético de ia
proteina E, sin embargo, en la linea neural el efecto se producia a
tiempos mas tempranos (9 horas en relaccion a 24 horas pi}, lo que
sugiere una mayor sensibilidad de la linea neural, no sabemos si ligada
al diferente origen celular o a la diferente especie animal. De otra
parte el efecto apoptético, a diferencia del obtenido mediante la
expresion de otros genes viricos, no fue susceptible de reversion
mediante la expresion del proto-oncogén bcl-2 (Levine y cols, 1993), lo
que puede atribuirse a que la via de induccién de apoptosis es diferente
a la regulada por dicha proteina o a que la regulacién se ejerce a
niveles mas tardios. Es indudable, que el hecho de que la proteina
codificada por la ORF-5 sea capaz de producir apoptosis abre un nuevo
campo de investigacién que debe ir dirigido a saber, mediante la
realizacion de mutantes, en que aminoacidos de la proteina radica dicha
actividad y si cambios nucleotidicos en la misma en cepas de campo del
PRRSV pudieran estar asociados a la aparicion de cepas no patdgenas o
menos patégenas como se esta observando en las explotaciones
porcinas.

El siguiente objetivo a lograr era la purificacion de la proteina
asi sintetizada. Para ello realizamos coinfecciones en células Cos-1 de
ambos virus (VTF7-3/vwPR-5) a multiplicidad de infeccion 10, ya que ha
sido la estimada con otras proteinas para la obtencion de los mayores
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niveles de expresion con este sistema (Fuerst y cois, 1987). Ademas,

para la purificacién de la proteina, utilizamos una resina de niquel-
acetonitrilo, por la cual poseen afinidad las 6 histidinas presentes en
la region amino-terminal de la proteina de fusién sintetizada. Varias
proteinas han sido purificadas con la ayuda de este sistema
fundamentaimente ias expresadas en bacterias (Rose y cols, 1989;
Gentz y cols, 1989), aunque aigunas también sintetizadas en células

animales (Janknecht y cois, 1991), y bajo condiciones
desnaturalizantes o no.

Para nuestros intereses era muy interesante obtener una proteina
con una conformacion lo mas nativa posible con la intencién de obtener
un antigeno de gran valor para la obtencion de anticuerpos, por ello
evitamos el uso de agentes desnaturalizantes como hidrocloruro de
guanidina. Sin embargo, el hechc de que unicamente tras su uso a
concentraciones de 1M o superiores consiguieramos su adhesion a la
resina, nos hizo sospechar que la conformacién que adoptaba la proteina
de fusion en su sintesis hacia que la regién de las histidinas no se
encuentrara accesible, por lo que al menos se requeria un cierto grado
de desnaturaiizacion para hacer factible su purificacién. Por esta
misma razon y ya que la proteina permanecia fuertemente adherida a la
resina, preferimos dejarla pegada para su uso como inmundégeno antes
que separarla por procedimientos mas drasticos que pudieran modificar
mas su conformaciéon. En este sentido, el “tag® de histidinas, segun
especificaciones de la casa comercial suministradora, es poco ©
pobremente inmundégeno, y el uso de la resina como soporte quizas
estimulara la inmunidad a nivel local. Ademas la presencia de la diana
de reconocimiento de una enteroquinasa cerca al tag de histidinas,
facilitaria en caso de que fuera necesario la liberacion de la proteina
del "tag" de histidinas.

Aungue conseguimos que la proteina en cuestion fuera la
mayoritaria, sin embargo, siempre permanecieron otras proteinas de
origen celular unidas a la resina. En este sentido, se ha sefalado
previamente que a diferencia de células bacterianas, en células de
mamifero son abundantes las proteinas que contienen histidinas y por
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ello tienden también a unirse a la columna de niquel aceto-nitrilo. Todo
lo expuesto indica que el sistema, que es de gran utilidad para
purificacion de proteinas expresadas en bacterias, no es tan idéneo para
la purificacion de productos sintetizados en eucariotas. En un estudio
realizado con objeto de purificar un factor de transcripcion celular
mediante su expresion en un virus vacunal recombinante en forma de
proteina de fusion con un "tag" de histidinas y posterior purificacion
(Janknecht y cols, 1991), los autores, bajo condiciones no
desnaturalizantes, obtuvieron la proteina en cuestién practicamente en
pureza. No obstante, cuando la lisis de la suspension celular se llevo a
cabo en condiciones desnaturalizantes (con adicién de hidrocloruro de
guanidina al tampén de lisis), no consiguieron obtenerla pura, debiendo
someter a la proteina a un paso de purificacién posterior mediante
cromatografia en fase reversa.

La inoculacién de ratones con la resina a la que se adheria la
proteina, no indujo respuesta de anticuerpos frente a la misma
detectables por Western-Blot tras varias inoculaciones con adjuvante
de Freund. Tampoco se observéd actividad neutralizante, ni deteccion de
la proteina por la técnica de IPMA. Sin embargo, cuando los mismos se
emplearon en inmunofluorescencia frente a cultivos de células MA-104
inoculadas con el virus, se observé la deteccién de la misma en forma
granular con localizacién citoplasmatica y preminentemente
perinuclear. El hecho de que por Western-blot no se detectara la
proteina puede sugerir que los sueros obtenidos no fueran capaces de
reconocer la proteina tras el tratamiento desnaturalizante a que se
someten las muestras. Meulemberg y cols (1993) tras expresion de la
ORF-5 del PRRSV en células eucariotas y realizar IPMA frente a las
mismas con un policlonal ya habia descrito la faita de reconocimiento
de dicha ORF por esa técnica. Quizas el reconocimiento de la proteina
por inmunofluorescencia, y la falta de reconocimiento por IPMA se deba
a que en el primer caso las céiulas fueron fijadas con metanol, con lo
que se permeabiliza la membrana citoplasmatica, mientras que en el
segundo caso la fijacion se realiza con paraformaldehido al 4%.
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La localizacion de la proteina E del PRRSV en el citoplasma de las
células en que se realiza su expresion no soélo se visualizé mediante el
uso de los sueros provinientes de los ratones inmunizados, también con
el uso del anticuerpo monocional que reconoce el péptido préximo al
"tag" de histidinas se observd fluorescencia perinuclear vy
citoplasmatica con posible asociacion al aparato de Golgi. Meulenberg y
cols (1995) senalaron que durante el proceso de maduracion
posiblemente la proteina E del PRRSV se transportara através del
aparato de Golgi donde tendrian lugar las modificaciones Golgi-
especificas (entre eilas la glicosilacion de la misma). En ningun caso
observamos por fluorescencia mediante el uso de los anticuerpos
senalados la localizacion de la proteina E en membrana citoplasmatica.
No obstante, desconocemos si el hecho de que la proteina se sintetice
como proteina de fusién con un "tag" de histidinas pudiera alterar su
localizacién real en células infectadas con el virus.

Otras posibles hipétesis que puedan explicar la falta de
reconocimiento por Western-Blot de la proteina son el que la dosis
inoculada fuera escasa para inducir respuesta frente a la misma, o un
posible efecto negativo en la inducciéon de la respuesta inmune por el
uso de un adjuvante oleoso. En este ultimo sentido existe en el mercado
espanol una vacuna inactivada en adjuvante oleoso habiéndose descrito
la no induccién de anticuerpos frente a la enfermedad con la misma
pareciendo, no obstante, conferir proteccién a los animales
inmunizados. Este hecho ha sido sugerido también por otros autores ya
que la producciéon de anticuerpos frente al PRRSV puede no ser
necesariamente protectiva e incluso se ha especulado un posible efecto
estimulante de la infeccion por los mismos (Choi y cols, 1992). Si esto
fuera cierto, se tendrian que medir oiros parametos, de tipo celular,
para evaluar de forma correcta la induccién o no de proteccion por el
virus y/o las proteinas sintetizadas por ingenieria genética.

Recientemente otro grupo ha realizado una aproximacién similar a
la nuestra para la purificacion de la ORF-3 del PRRSV. Asi, han clonado
por PCR la secuencia que codifica |la parte hidrofilica de la misma,
eliminando el supuesto péptido sefal, y han construido un Baculovirus
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recombinante en e} cual la proteina se expresa como proteina de fusion
con un "tag” de histidinas (Katz y cols, 1995). La proteina asi obtenida
fue también utilizada para la inmunizacién de conejos previa unién a
avridina como adjuvante. Desconocemos en dicho estudio la pureza con
que se obtuvo dicha proteina o la dosis de proteina suministrada por
conejo. El suero obtenido en los conejos inoculados no fue reactivo por
Western-biot ni por inmunoprecipitacién con la proteina virica obtenida
a partir de viriones purificados. Soélo se obtuvo por Western-blot, no asi
por inmunoprecipitacion, un reconocimiento difuso en células
infectadas con el LV, resultado que han atribuido a la aparicion de
epitopos reactivos y linearizados de una proteina no estructural del
virus que sélo fueron detectados bajo las condiciones desnaturalizantes
del inmunoblot. |

A pesar de que el sindrome causado por el PRRSV parecia ser
similar en EE.UU y europa, ya desde un principio existian diferentes
hechos que abalaban la existencia de diferencias entre aisiados viricos
de 4ambos continentes. Su diferente comportamiento serolégico
(Bautista, 1993), tropismo celular (Wensvoort, 1992), o diferencias en
la deteccion de los mismos por anticuerpos monoclonales (Neison,
1993). Esta conclusién también se ha observado a nivel de
secuenciacion de acidos nucleicos, asi dentro de las ORFs 5, 6 y 7 de
aislados europeos y de EE.UU se han senalado similitudes del 54 %, 78 %
y 58 % exclusivamente (Meng, 1994), con frecuentes inserciones y
delecciones. Todo lo anteriormente expuesto ha hecho que algunos
autores consideraran la existencia de dos genotipos diferentes,
constituidos por las cepas europeas Yy norte americanas
respectivamente. Por el contrario, los aislados europeos de PRRSV
parecen estar altamente conservados entre ellos {Meng, 1995).

Con el fin de estudiar en profundidad la variabilidad existente
entre cepas europeas del PRRSV realizamos la secuenciacién de dos
zonas del virus, una supuestamente méas conservada, la ORF-7 y otra
probablemente mas variable, la ORF-5. El analisis de las secuencias
obtenidas dentro del gen que codifica la nucleocapsida virica indicaron
que esta regién es altamente conservada entre los aislados europeos
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con porcentajes de similitud nucleotidica que oscilaban del 94.1-99.6 %
enire cepas aisladas de diferentes paises. Esta no excesivamente alta
tasa de variabilidad en esta regién parece esencial para la estabilidad
del virus. El hecho de que la totalidad de las cepas europeas fueran
susceptibles de ser amplificadas por los primers disefiados, justifica y
apoya aun mas el uso de los mismos con fines diagnésticos.

Dentro de la ORF-5, la proximidad genética entre aislados fue
menor, con similitudes que variaban del 87.1 al 99.2 % entre cepas de
diferentes paises. No se observaron inserciones ni delecciones de
nucledtidos entre las cepas europeas examinadas.

En relacciéon a la traduccién a proteinas, dentro de la ORF-7 la
mayoria de las sustituciones nucleotidicas se realizaron en la tercera
base, siendo por ello mutaciones que no produjeron cambios
aminoacidicos. De hecho, los porcentajes de identidad aminoacidica en
esta regidn virica entre aislados de diferentes paises oscilaron del
95.3 % al 100 %. En la ORF-5 los cambios fueron menos conservados
alcanzandose similitudes de Unicamente el 88 %.

En referencia a la evolucion del virus tras su pase en MAP, o su
adaptacién a cultivo celular en un clén receptivo de la linea MA-104, se
observd que tras 7 pases en macréfagos pulmonares, los porcentajes de
similitud nucleotidica encontrados variaron del100% para la ORF-7 al
99. 2 % en la ORF-5. Comparando la variabilidad encontrada en la cepa
5710 adaptada a cuiltivo celular en relaccién a los pases 2 y 9 en
macréfagos, se observaron porcentajes de similitud del 99.6 % para la
ORF-7 y del 98.5 % para la ORF-5. Con respecto a la conversion a
aminoacidos, se observd un maximo de 5 sustituciones (97.2% de
identidad) entre la cepa adaptada a cultivo y el pase segundo en
macréfagos alveolares porcinos, con una udnica sustitucién aminoacidica
dentro de la ORF-7 entre cepas crecidas en macrofagos y la adaptada a
cultivo celular (99.6 % de identidad).

La cepa VPO035 poseia importancia desde el punto de vista
epidemioldgico, porque habia sido aislada de un brote agudo de la
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enfermedad en la misma granja donde cuatro ainos antes se habia dado
un brote agudo por la cepa 5710. La similitud nucleotidica enire ambas
es del 98.8 % para la ORF-7 en su pase segundo en macrdfagos
alveolares porcinos y del 98.4 % en el noveno. Con respecto a la ORF-5
variaba de 92.9 % al comparar con el pase 2 al 92.5 % de similitud en el
pase 9, por lo que "a priori" no parece que provengan del mismo origen,
pareciendo tratarse, mas bien, de una reinfeccién con una nueva cepa.
Sin embargo, el hecho de que en 7 pases en macrofagos la cepa 5710
variase un 1.5% tampoco descarta totalmente la hipdtesis del origen
comun.

Los resultados obtenidos nos permitieron la elaboracién de sendos
arboles filogenéticos dentro de las zonas analizadas. Dentro de la ORF-
5 destaca la existencia de dos ramas bien diferenciadas, una de ellas
agruparia a las cepas francesas, holandesas y belgas a su vez agrupadas
en una "sub-rama'. Sorprendéntemente, un aislado espafol, el
denominado 1468 se agrupa con las cepas holandesas y francesas, esto
puede sugerir que dicho aislado provenia de la importacion de cerdos de
Holanda o Francia, o aunque maés discutible por la barrera geogréfica
que suponen los pirineos, via aerégena de territorio francés. En este
sentido, se ha admitido que el virus puede difundir via aerégena a una
distancia aproximada de 20 Kms (De Jong y cols, 1991). La otra rama
incluye al resto de las cepas espafnolas. La cepa VP035 muestra una
mayor proximidad genética con las cepas 2228 y 705 que con la 5710.
E! aislado italiano (PRRSV 2156) difiere considerablemente de
cualquiera de los otras cepas evaluadas, pudiendosele considerar un
linage separado.

Con respecto al arbol filogenético obtenido con las secuencias de
la ORF-7, aunque no se soporta estadisticamente, debido probablemente
al bajo nimero de mutaciones observados en las secuencias, también se
observa la mayor diversidad de la cepa 2156, y la agrupacién de cepas
del norte de europa en relaccion a las de los paises del sur del
continente. '
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De los estudios realizados podemos concluir en la menor tasa de
variabilidad entre aislados europeos con respecto a la descrita entre
aislados europeos y norte americanos, el que dicha variabilidad es
mayor en determinadas regiones del genéma virico que en otras como ya
ha sido descrito en otros virus ARN (Domingo y cols 1986) y que aunque
de modo ligero, dentro del mismo continente europeo, se tienden a
observar agrupaciones en la proximidad genética entre aislados de
paises cercanos. Posiblemente determinadas barreras geograficas
puedan funcionar como determinantes para la diferenciacion de
diferentes variantes viricas.
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Conclusiones

1.- Se ha puesto a punto una técnica de PCR para el diagndstico del PRRSV
mediante el uso de cebadores dentro de la ORF-7 del virus. Dicha técnica se
muestra altamente sensible y especifica.

2.- Se ha clonado la ORF-5 del PRRSv y se ha expresado la proteina
codificada por {a misma tanto en E. coli como en células eucariotas.

3.- La expresién de la proteina codificada por la ORF-5 resulta toxica para
E. coli, existiendo poco o ningun reconocimiento de la misma por el suero
sanguineo de un animal infectado experimentalmente con el PRRSV.

4.- Los niveles de expresion obtenidos tras la transfeccion en células
eucariotas de plasmidos que contienen la ORF-5 del PRRSV, e infeccidn
simultanea con el virus vTF7-3, fueron escasos. La modificacion de la zona
de unién a ribosomas con el fin de hacerlos mas idoneos a sistemas
eucariotas, no produjo un aumento considerable en los rendimientos de
proteina obtenidos.

5.- El PRRSYV produce apoptosis tanto en cultivos primarios de MAP como
en la linea celular MA-104.

6.- En este proceso estaria involucrada, al menos, la proteina codificada
por la ORF-5 del PRRSV que es capaz de producir apoptosis en lineas
celulares de diversos origenes. La apoptosis inducida por la proteina E del
PRRSV no es inhibida por la expresién del proto-oncogén bcl-2.

7.- Se ha purificado parcialmente la proteina codificada por la ORF-5 tras
su expresion en células eucariotas mediante la sintesis de un virus vacunal
recombinante que expresa dicha proteina en forma de proteina de fusion

con un "tag" de histidinas. Dicho sistema requiere la coinfeccion con el

virus vTF7-3.

8.- El suero de ratones inoculados con dicha proteina, si bien no produjo
reconocimiento de la misma por Western-blot, ni actividad neutralizante,
permitio el reconocimiento de la misma por Inmunofluorescencia en el
citoplasma de las células infectadas con tendencia a localizarse en la
region perinuclear,
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9.- El estudio de la variabilidad existente en cepas europeas dentro de dos
ORFs del PRRSV indican una menor diversidad antigénica entre paises de
proximidad geografica con respecto a otros situados en lugares mas
lejanos. Dentro del mismo pais se observa una menor variabilidad con
respecto a cepas de otros paises.
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