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1. GASTROENTERITIS PORCINA TRANSMISIBLE

La gastroenteritis porcina transmisible (GPT) es una enfermedad que afecta a
cerdos de todas las edades pero que es especialmente grave en lechones lactantes,
menores de dos semanas de edad, en los que la tasa de mortalidad puede alcanzar el
100% (Bohl, 1981; Sidell y col.,, 1983). La GPT es una de las enfermedades mas
devastadoras de los cerdos recién nacidos debido a la alta mortalidad que genera, la

ausencia de un tratamiento eficaz y la limitada efectividad de las vacunas disponibles.

L1. DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y TRANSMISION

El proceso fue descrito clinicamente por primera vez en 1946 por Doyle y
Hutchings, en EE UU, quienes ademas aislaron el agente causal, demostrando ast su
etiologia vinca. A partir de este momento, se publicd la presencia de GPT también en
Japon, Inglaterra y posteriormente en numerosos paises europeos, Canada, Amérnca
Central y de!l Sur y en algunos paises asiaticos: Taiwan, Corea, Filipinas y China
(Sasahara y col., 1958; Goodwin y Jennings, 1958; Saif y Bohl, 1986, Pensaert y col,,
1987). En Irlanda, sin embargo, parece que no se introdujo hasta el afio 1984, en el que
se detecté el pnmer brote. La GPT se ha convertido en una de las enfermedades que
mas problemas causa a la porcinocultura intensiva, siendo tanto asi que Ferris (1973)
y Kliebenstein y col. (1982/1983) colocan a la GPT como la enfermedad virica de}

cerdo mas importante en EE UU .



En Espafia se describio por primera vez en 1960, basandose unicamente en
observactones clinicas (Concellon, 1960}. La situacion epidemiologica de la GPT en
Espaita ha sido diferente a la de otros paises europeos, gracias al relativo aislamiento
en que se mantuvo la poblacion porcina, hasta la apertura de las fronteras a la
importacion de cerdos vivos, desde otros paises de la CEE. En los 20 afios que
siguieron a la primera descripcion de la enfermedad no se dieron a conocer nuevos
datos sobre esta en nuestro pais, hasta que en 1982 se volvié a diagnosticar, clinica y
laboratorialmente, un brote de GPT en el area mediterranea (Plana y col, 1982).
Posteriormente, en 1988, Laviada y col. diagnosticaron un brote de GPT en la provincia
de Madnd, mediante el aislamiento y caractenizacion del virus responsable (cepa MAD-
88). En este caso las caracteristicas clinicas y epidemiologicas fueron las tipicas,
aunque aparentemente se mantuvo circunscrito a la explotacion afectada. Se pudo
demostrar que la infeccion habia sido introducida en la explotaciéon por lechones
importados de Bélgica. Sin embargo, se desconoce la incidencia real que 1a enfermedad
tiene en nuestro pais aunque parece que la difusion de esta es muy limitada ya que
Rubio y col., en 1987, no encontraron ningun animal seropositivo entre 530 cerdas de

desvieje procedentes de siete provincias de Castilla y Leon.

Para evaluar la incidencia de la enfermedad en varios paises se han llevado a
cabo estudios serologicos de la poblacion. Los resultados de dichos estudios indican
que las infecciones por este virus son mas numerosas que el nimero de diagnésticos
clinicos, probablemente debido a que las infecciones de cerdos adultos pasan
desapercibidas y no son diagnosticadas. Asi, por ejemplo, se ha encontrado que el
porcentaje de cerdos positivos en Francia es del 17% (Toma y col, 1978), en la
Republica Federal de Alemania 21% (Witte, 1974), en Canada 7,6% (Gagnon y col.,
1974), en EE.UU. 31% (Egan y col., 1982).

Actualmente, es muy dificil evaluar la prevalencia y distribucion geografica de
la forma entérica del virus de la GPT (VGPT) desde la aparicién de una variante de
tropismo respiratorio, con una gran similitud antigénica, y que se ha hecho enzootica

en la mayoria de los paises europeos.



La GPT es una enfermedad de tipo estacional que se caracteriza por una rapida
diseminacion de la infeccion a la mayoria de los animales de todas las edades,
especialmente si el brote tiene lugar en invieno, y es el clasico ejemplo de una
infeccion que puede producirse como epizoOtica, enzoodtica o intermitentemente

enzootica.

E! virus infecta a los cerdos receptivos habitualmente por via oral. La infeccion
llega a las granjas o rebafios generalmente vehiculada por cerdos que excretan virus.
Puede haber también transmision indirecta a través de 1a ropa, el calzado, los vehiculos,
etcétera, contaminados con heces que contengan virus. Esta transmision indirecta es
mas facil en invierno, ya que el virus mantiene mejor su capacidad infectante en el
ambiente a baja temperatura, con humedad alta y con escasa radiacion solar

(Haelterman, 1962).

1.2, PATOGENIA

L.a patogenia de la gastroenteritis porcina transmisible ha sido revisada por
vanos autores (Hooper y Haelterman, 1966; Haelterman, 1972; Moon, 1978; Bachmann,

1979; Shepherd y col., 1979).

La GPT es una infeccion iocalizada en el intestino delgado (1) que se produce
generalmente por ingestion, aunque a veces también por inhalacion. El virus es
ingenido v, dada su resistencia tanto al bajo pH de los jugos gastricos, como a la accién
de las enzimas proteoliticas y la bilis, entra en contacto y se adhiere a las células
epiteliales de la superficie luminal del ID, principalmente del yeyuno y comienzo del

ileon, aunque afecta practicamente a todo el ID.

Las células blanco son, concretamente, los enterocitos maduros que recubren las
vellosidades intestinales, mientras que las células inmaduras de las criptas son
resistentes a la infeccion. Las células afectadas son destruidas o su funcion es alterada

como consecuencia de la infeccion con el VGPT, que replica en el citoplasma de estas



células. Como resultado de esta replicacion, que dura unas 4 6 5 horas, se produce

degeneracion celular y descamacién que comienza a las 12 horas postinfeccion (hpi).

La destruccion de los enterocitos hace que se pierda la actividad enzimatica de
estas células, y se alteren la capacidad de digestion, la absorcion y la secrecion del ID.
La pérdida de los enterocitos provoca un marcado acortamiento en la longitud de las
vellosidades intestinales, siendo esta atrofia de las veliosidades la lesion mas

caracteristica de esta infeccion.

Por lo que se refiere a la actividad enzimatica del ID, la pérdida de las
disacaridasas de las microvellosidades hace que los disacaridos, procedentes de la
digestion de los hidratos de carbono, no se hidrolicen. Los lechones lactantes hidrolizan
la lactosa para obtener la glucosa necesaria para su metabolismo por lo que la pérdida
de la lactasa hace que no se hidrolice esta, produciéndose una hipoglucemia grave. Del
mismo mode, los aminoacidos (aa) y oligopéptidos, asi como los acidos grasos y
monoglicéndos, procedentes de la predigestion por el acido clorhidrico, las enzimas
gastricas y pancreaticas y las sales biliares, pasan a través del 1D sin sufrir los procesos

normales de digestion.

Todos los nutrientes que quedan sin digerir en el intestino delgado ejercen una
fuerza osmotica que retiene agua en la luz intestinal provocando diarrea y
deshidratacion. En casos graves puede incluso haber salida de fluidos corporales a la
luz intestinal, aumentando el grado de deshidratacién y la diarrea (Hooper y
Haelterman, 1966). Por otra parte, la destrucciéon celular disminuye la absorcion tanto
por reduccion de la superficie disponible como por la pérdida de capacidad de
absorcidén, ya que los enterocitos destruidos por el virus son reemplazados por la
migracion de células inmaduras desde la criptas de Lieberkhiin, que carecen de dicha
capacidad. Se produce asi el llamado sindrome de malabsorcién. Los nutnientes no
absorbidos, ademas, aumentan la fuerza osmoética en la luz intestinal contribuyendo a
la retencion de fluidos, deshidratacion y diarrea. Ademas hay una alteracion del fluyjo

de sodio y acumulacion en la luz del ID de agua y electrolitos. Comelius y col. (1968)



sugieren que la causa ultima de la muerte es la deshidratacion y la acidosis metabolica

unida a una funcion cardiaca anormal debida a la hiperkalemia.

El VGPT tiene mayor tropismo por los enterocitos mas maduros y, por tanto, la
infeccidn es mas extensa en los lechones jovenes que poseen un menor grado de
renovacion de los enterocitos que los cerdos adultos. La gravedad de la infeccién y la
mortalidad disminuyen a medida que aumenta la edad de los cerdos ya que, con ella,
aumentan tanto la capacidad de regeneractén de los enterocitos destrmidos como la
capacidad de resistir a la deshidratacion por aumentar la capacidad de absorcion en el

colon.

1.2.1. Sintomas clinicos

La GPT presenta un cuadro clinico caracterizado por vomitos, diarrea y
deshidratacion. La gravedad de estos sintomas clinicos, la duracion de la enfermedad
y la mortalidad tienden a ser inversamente proporcionales a la edad, no produciéndose,
generalmente, muertes en cerdos mayores de tres semanas de edad, a menos de existir

complicaciones debidas al estrés o infecciones concurrentes, comunes en el destete.

En los lechones lactantes los sintomas clinicos de la enfermedad incluyen
vomitos transitorios, seguidos de una diarrea acuosa amarillenta o verdosa, pérdida de
peso y deshidrataciéon. El lechon se va debilitando paulatinamente y la muerte suele
sobrevenir entre los 2 y 7 dias del inicio de los sintomas. Esta sintomatologia clinica
puede parecerse a las diarreas producidas por Escherichia coli, rotavirus y por el virus

de la diarrea epidémica porcina (VDEP).

Los sintomas clinicos en los cerdos adultos se limitan a falta de apetito y diarrea
de corta duracidn, pudiendo darse infecciones subclinicas. Algunas cerdas en periodo
de lactacion contraen una enfermedad aguda, mostrando falta de apetito, vomitos, fiebre,
diarrea y agalactia, pudiendo desembocar en abortos (Saif y Bohl, 1986). Sin embargo,

parece no existir infeccion fetal.



1.3. ETIOLOGIA

El virus causante de la gastroententis porcina transmisible fue aislado por
primera vez en 1945 por Doyle y Hutchings y esta clasificado dentro de la famihia
Coronaviridae (Spaan y col., 1988). Los viriones son esféricos y de un tamafio
aproximado de 100 nm de dtametro. Esta familia se caracteriza porque sus miembros
tienen un genoma formado por un RNA monocatenario de polaridad positiva y tres
proteinas estructurales mayoritarias (Jiménez y col,, 1986; Spaan y col., 1988; Laude
y col, 1990). Una de ellas, la proteina N, se halla asociada al RNA formando la
nucleocapsida. Las otras dos, S y M, son glicoproteinas y estan embebidas en una
bicapa lipidica, constituyendo la envoltura. La proteina S forma los peplomeros
caracteristicos de los coronavirus, estructuras en forma de maza, que se proyectan hacia

el exterior dando el aspecto de una corona, o que da el nombre a la familia (Fig. 1).

1.3.1. Estructura del virién

La proteina N, de 382 aa, tiene un peso molecular (PM) de 43 kDalton (kDa)
y es muy basica. Esta fosforilada en los residuos de serina (un 10% del total). La
secuencia de aa presenta tres areas de homologia con la secuencia de la proteina N de
los coronavirus VHM (virus de la hepatitis murina) y VBI (virus de la bronquitis
infecciosa de las aves). Estas tres regiones podrian ser las que interacctonan con el
RNA (Kapke y Brian, 1986, Britton y col., 1988). Su funcion principal es la
encapsidacion del RNA gendémico, facilitando su incorporacion a los virtones. También
ha sido implicada en los procesos de replicacion del RNA (Compton y col., 1987),
aungue se desconoce si ejerce una accion directa en la sintesis o st inicamente evita la

rapida degradacion del RNA formado.

La proteina M, mas pequefia: 262 aa, (29,5 kDa de PM), es también basica. Lo
mas caracteristico de la proteina es que se encuentra parcialmente embebida en la
membrana por medio de 3 regiones muy hidrofébicas con estructura en Q-hélice que

atraviesan la bicapa lipidica. La region carboxi-terminal es relativamente hiodrofilica



y se sitha hacia el intenior del vindn. En la parte amino-terminal tiene un péptido sefial
de 17 aa que no existe en otros coronavirus (Kapke y col., 1987, Laude y col.,, 1987;
Rasschaert y col., 1987a; Britton y col, 1988). Este péptido se separa tras una rotura
proteolitica y no esta presente en el virion maduro. El extremo amino-terminal de la
proteina M del VGPT tiene mas aa que otros coronavirus (11, 12 y 16 mas que el
VHM, CVB (coronavirus bovino) y VBI, respectivamente). Es posible que el péptido
sefial, aunque no sea imprescindible, ayude en la translocacion de esta proteina que
tiene mas aa hacia el exterior, y se haya seleccionado durante la evolucién (Kapke y
col., 1988). La proteina M posee 2 sitios para una posible N-glicosilacion pero sélo
uno de ellos es utilizado, ya que el otro se encuentra en una de las regiones que

atraviesan la membrana, y, por tanto, no es funcional.

La funcion de esta proteina no esta clara porque es una proteina diferente a las
proteinas de matriz presentes en otros virus con envoltura. Los datos que existen en la
bibhografia (Tooze y col, 1984) indican que esta proteina es necesaria para la
maduracion del virus. La region interna debe interaccionar con l1a nucleocipsida y esta
interaccion podria ser fundamental para el ensamblaje de las particulas viricas porque
este se produce donde se acumula la proteina M. Sin embargo, hasta el momento no
se conoce ¢! dominio de la proteina M que interacciona con la nucleocapsida. Por otra
parte, parece que juega unpapet importante en la neutralizactén mediada por el
complemento (Woods y col, 1986, 1988) y en la induccion de la produccion de
interferon o (IFNa) (Charley y Laude, 1988).

La proteina S es 1a de mayor PM de las 3 (200 kDa), con 1447 aa, que incluyen
una secuencia seilal secretora de 16 aa, ausente en la proteina madura. Posee 32 sitios
posibles de N-glicosilacion (Asn-X- Ser/Treo) aparentemente funcionales. Cerca de la
region C-terminal tiene una secuencia hidrofébica tipica, probablemente responsable del
anclaje del peplomero a la envoltura (Rasschaert y col., 1987a; Rasschaert y Laude,
1987, Jacobs y col., 1987). De Groot y col. (1987a) han propuesto un modelo de
estructura tridimensional para esta proteina. Segin este modelo, la proteina consta de

una parte globular hacia el exterior (parte amino-terminat) y otra parte con estructura



en O-hélice cuyo extremo se inserta en la membrana (extremo carboxi-terminal).
Delmas y Laude (1990) han demostrado que cada espicula esta formada por un
homotrimero de proteina S, en el que la region por la que se ancla a la membrana estd

constituida por las regiones carboxi-terminales de las 3 moléculas enrroliadas entre si.
(Fig. 1)

Loealizacion de
log mirlat gnligenicos

Bicopa
hpidica

Figura 1.- Esquemade la
estructura del virus de la
gastroenteritis porcina

BICAPA transmisible.
LIPIDICA

A diferencia de otros coronavirus, la proteina S del VGPT no sufre una rotura
proteolitica en 2 subunidades para ser funcional. Al igual que el virus de la peritonitis
infecciosa de los felinos (VPIF) y el coronavirus canino (CVC), carece de la secuencia

de residuos basicos por la que se produce la rotura en los otros coronavirus.

La glicoproteina § es la unica que se ha implicado en la neutralizacion del virus
en ausencia de complemento (Garwes y col., 1978/1979; Jiménez y col., 1986).

Ademas, es la responsable de la union del virus a la célula diana; por tanto, es la que
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determina el tropismo del wvirus por un determinado Oérgano o tipo celular.
Recientemente se ha demostrado que el receptor celular para el virus es la
aminopeptidasa N (Delmas y col., 1992). Igualmente, la proteina S posee actividad de
fusion de membranas, lo que permite a la nucleoproteina virica penetrar en el

citoplasma (Laude y col., 1986).

1.3.2. Estructura antigénica de la proteina S

La proteina S del VGPT es la mas importante desde el punto de vista de la
proteccion ya que , como han demostrado varios autores, es en esta proteina donde se
encuentra el antigeno critico dominante para la neutralizacion del virus (Garwes y col.,

1978/1979, 1988; Jiménez y col., 1986).

Su estructura antigénica ha sido estudiada en detaile, utilizando varias
colecciones de anticuerpos monoclonales (AcMs) especificos para esta proteina (Delmas
y col, 1986, 1990; Jiménez y col.,, 1986; Correa y col., 1988, 1990; Gebauer y ¢ol,,
1991). Se han definido cuatro sitios antigénicos (A, B, C y D) mediante competicién
mutua entre AcMs. Tres de los sitios antigénicos descritos por Correa y col. (1990)
solapan con sitios descritos por otros autores (Delmas y col., 1990). Lossitios Ay D,
y en menor extension el sitio B, estan implicados en la neutralizacién del VGPT
(Delmas y col., 1986; Jiménez y col., 1986; Correa y col.,1990). Jiménez y col. (1986)
mediante el empleo de una coleccion de 26 AcMs especificos de la proteina S del
VGPT, identificaron seis epitopos criticos en la neutralizacion del virus, que estaban

muy conservados entre 11 cepas de VGPT de diferente origen y namero de pases.

Correa y col. (1988), mediante radioinmunoensayo competitivo (RIAc) y por
seleccion de cepas viricas mutantes resistentes a la neutralizacion con AcMs, han
determinado la estructura antigénica de la proteina S del VGPT segun tres grados de
complejidad: sitio antigénico, subsitio antigénico y epitopo. El sitio A es dominante en
la neutralizacion del virus y ha sido dividido en tres subsitios antigénicos (Aa, Ab, Ac)

y 8 epitopos. Este sitio es conformacional y esta glicosilado. La presencia de las
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cadenas glicosidicas es esencial para que se produzca un correcto reconocimiento por
parte de los anticuerpos (Acs). El sitio B es también sensible a la desnaturalizacion y
dependiente de la glicosilacién. Sin embargo, los sitios C y D son reconocidos en la
proteina desnaturalizada con SDS y 2ME, y son independiente y parcialmente

dependientes de gicostlacion respectivamente.

Asi mismo, se ha correlacionado la estructura antigénica con la estructura fisica
de la proteina (Delmas y col, 1990; Correa y col, 1990): los sitios antigénicos
inmunodominantes se han localizado en el extremo amino-terminal, en el primer 37%
de la cadena polipeptidica, coincidiendo con la porcion globular de 1a molécula, que es
la zona mas expuesta del peplémero que forma la proteina S (Fig. 1). Segun se deduce
del analisis antigénico de fragmentos procedentes de la proteolisis de la proteina, asi
como de productos de expresidon de fragmentos del gen insertados en E. coli, de la
secuenciacion del genoma de mutantes resistentes a AcMs, y del empleo de 1a técnica
de PEPSCAN ("Peptide Scanning") el sitio A es complejo y discontinuo, formado por
residuos dentro de la secuencia 1-325 y por los residuos 538 y 543. Los sitios By C
estarian también comprendidos dentro de los residuos 1-325 y el sitio D en la zona
comprendida entre 379 y 529. Los epitopos correspondientes al sitio C no dependen
de la conformacion proteica y estan menos conservados entre las distintas cepas que los
sitios A, B y D. Al ensamblarse la proteina en trimeros para formar el peplémero se
reconocen en este dos sitios antigénicos que no aparecen en los monomeros de la

proteina S (Delmas y col., 1990).

En cuanto a la presencia de epitopos T se ha demostrado que la respuesta
inmune frente al VGPT es dependiente de células T, ya que se puede inhibir la sintesis
de anticuerpos in vitro deplecionando la poblacton de esplenocitos con marcadores Lytt
o L2T4. Se ha conseguido, también, obtener hibridomas T cooperadores (Th)

especificos para el virus (Bullido y col., 1989).
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13.3. Genoma
1.3.3.1. Organizacion y expresion

La organizacion del genoma de los coronavirus se ha deducido a partir de las
relaciones entre las secuencias de los RNA mensajeros (mRNA) y por estudios de
traduccion in vitro con mRNA individuales (Boursnell y col., 1987, Armstrong, 1983;
Skinner y Siddell, 1983, 1985: Skinner y col., 1985, Budzilowicz y Weiss, 1987,
Schmidt y col., 1987; Luytjes y col., 1987, 1988; Rasschaert y col., 1987a).

El genoma de los coronavirus es el mas grande entre los virus con RNA
monocatenano. Esta formado por una cadena de RNA, de polaridad positiva, con un
tamaiio aproximado de 27 a 30 Kb, 24 Kb en el caso del VGPT, con un peso molecular
de 6,8 x 10° (Brian y col., 1980). Esta poliadenilado en el extremo 3'y es infeccioso

si se transfecta el RNA desnudo en una linea celular susceptible a la infeccion.
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Figura 2.- Esquema de la organizacidn del genoma del VGPT en el que se sefiala una posible
correspondencia enire los genes de proteinas no estructurales v las proteinas que se han
identificado en la célula infectada. Los genes se indican con recuadros y con trazo grueso la
parte de cada mRNA quc se traduce. La parte de la derecha corresponde al anélisis por
electroforesis bidimensional de un extracto de células infectadas. (Tomado de Laviada v col.,
1992).
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Esta organizado en 8 regiones (Wesley y col,, 1989) y cada una tiene una o mas
fases de lectura abierta (ORF) que estan separadas por secuencias de union que
contienen la sefial para la transcripcion de muitiples mRNA subgenémicos. Se conocen
los genes que codifican las tres proteinas estructurales S, M y N. Ademas se han
idenfificado otras cuatro regiones (A, B, C y D) que pueden codificar proteinas no
estructurales. Se ha encontrado en las células infectadas un polipéptido de 14 kDa que
corresponde al gen D (Garwes y col., 1989), mientras que otros cuatro polipéptidos no
estructurales, que han sido localizados en las células infectadas y cuya funcion se
desconoce por el momento, no se han podido relacionar hasta el momento con su gen
correspondiente.  No obstante, Laviada y col. (1991) proponen una posible
correspondencia entre los genes de proteinas no estructurales y las proteinas que se han
identificado en la célula infectada. En la figura 2 se muestra un esquema de la

orgamzacion del genoma del VGPT en la que se sefiala dicha posible correspondencia.

Rectentemente, se ha propuesto como proteina integral asociada al virién, un
polipéptido de 10 kDa, codificado por el mRNA 4, que se ha designado sM (Godet y
col., 1992).

133.2. Mecanismo de replicacion del RNA y cicle

celular

El mecanismo de transcripcion se ha estudiado con detalle pnincipalmente en los
coronavirus VHM y VBI (Lai, 1986, 1990). El virus ha de tener un mecanismo de
sintesis particular que neutralice los efectos de los errores que se cometen en la sintesis
de su genoma, de un tamafioc muy grande, debidos a la alta frecuencia de error que

presenta la sintesis de RNA dependiente de RNA.

El virus penetra en la célula a través de un receptor. La proteina S es el
componente del virus que interacciona con el receptor celular. Una vez que el genoma
virico es liberado al interior de la célula todo el cicio de replicacién tiene lugar en el

citoplasma, sin que intervenga para nada el nicleo celular.
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La replicaciéon comienza con la sintesis de una RNA polimerasa codificada por
el virus. Esta polimerasa transcribe el RNA genomico en cadenas completas de
polaridad negativa, que sirven de molde para la sintesis de los mRNA. En VBI, VHM
y VGPT existe una secuencia conservada de 10 nucleotidos (nts) a 80 bases del extremo
3’ del RNA genomico (Kapke y Brian, 1986), que podria ser critico para la sintesis del
RNA de polanidad negativa. A partir de estas cadenas de polaridad negativa se sintetiza
un conjunto de 8 mMRNA (Wesley y col,, 1989) de tamafios decrecientes que tienen en
comun el extremo 3, es decir, todos, menos el mas pequeiio, son policistronicos. Sin
embargo, funcionalmente se comportan como monocistronicos ya que de cada uno de
ellos se traduce unicamente la secuencia no comin con el mRNA inmediatamente
menor. Algunos autores han encontrado un numero diferente de mRNA, que varia entre

Sy 9 (Huy col, 1984; Jacobs vy col., 1986; Dennis y Brian, 1982).

Todos los mRNA asi como el RNA genomico contienen una secuencia idéntica
de unos 70 nts en el extremo 5', llamada secuencia lider. Esta secuencia no se
encuentra en regiones internas del genoma, aunque en la region intergénica que precede
a cada gen se encuentra una pequeiia secuencia, de 8 a 10 nts, homologa al extremo 3'
de la secuencia lider, llamada secuencia consenso. L.a secuencia lider de cada mRNA
procede del extremo 5 del genoma. El modelo mas aceptado para explicar la
transcripcion independiente de cada mRNA de forma que contenga la secuencia lider
unida al resto de una secuencia que se 1nicia en un punto que esta bastante distante del
extremo 5', es el siguiente: en primer lugar se transcribe la secuencia lider del extremo
de la cadena molde negativa. Se disocia del molde, probablemente porque encuentra
una estructura secundaria (Baric y col., 1987) que impide la actuacién de 1a polimerasa,
y se vuelve a asociar por una zona intergénica en la que reconoce la secuencia
consenso, sirviendo asi de iniciador para la transcripcion. Este modelo de transcripcion
discontinua es unico, y explica la alta frecuencia de recombinacion que presentan los

cOronavirus.

Los mRNA se emplean para la sintesis de las proteinas estructurales y no

estructurales. La acumulacion de las proteinas estructurales es un requisito para que se
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produzca el ensamblaje de las particulas viricas, y puede ser también la sefial para que

dejen de sintetizarse los mRNA y comrence la sintesis de RNA gendmico.

El ensamblaje de las particulas viricas probablemente se inicia por la interaccion
entre el RNA gendmico y la proteina N, formandose la nucleocapsida. A continuacion
la proteina M se unira a esta. La gemacion tiene lugar en las membranas del reticulo
endoplasmatico y aqui adquiere la bicapa lipidica y la proteina S. Las particulas viricas

maduras son transportadas por el aparato de Golgi v se liberan de la célula.

La glicoproteina S en exceso es transportada a la membrana plasmatica de la
célula infectada. Se ha demostrado que también la proteina M del VGPT esta presente
en la membrana externa de ia célula (Laviada y col., 1990), lo que la diferencia de la

proteina M del VHM o del coronavirus bovino (CVB).

2.- CORONAVIRUS RESPIRATORIO PORCINO

En 1986 se describié una vanante del VGPT, aparecida espontaneamente, de
troptsmo respiratonio, antigénicamente muy similar a este. Pensaert y col. (1986)
detectaron en Bélgica, en 1984, un aumento del triple en la prevalencia de animales
seropositivos al VGPT, con respecto a la media observada en los 16 afios anteniores, sin
que esto supusiera un aumento en el numero de brotes clinicos de GPYT. Estos datos
hicieron sospechar la posible apancion de un virus que, siendo antigénicamente comun
con el VGPT, produjese una infeccion subclinica en los cerdos. Asi mismo, la
dispersion geografica de los animales seropositivos permitia suponer que dicho agente

se transmitia por via aerogena.

Los estudios concluyeron con el aislamiento de un virus (Pensaert y col., 1986,
1987) que era indiferenciable de las cepas conocidas del VGPT y que fue considerado
una cepa mutante del VGPT, denominandose TLM-83 ("TGE-like mutant-83").

Actualmente recibe el nombre de Coronavirus Respiratorio Porcino (CVRP) ya que en
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la infeccion natural este virus se multiplica en el aparato respiratorio del cerdo,

especialmente en las células epiteliales de alvéolos y bronquiolos.

La infeccion por el CVRP no provoca sintomatologia entérica, ya que su
capacidad de replicacién intestinal es muy limitada (Cox y col., 1990a). La capacidad
patogena del virus para el aparato respiratorio ha sido un aspecto controvertido. Asi,
algunos autores afirman que la infeccion, tanto experimental como natural, no induce
ninguna alteracion respiratoria (O'Toole y col., 1989, Pensaert y col., 1986; Wesley y
col., 1990), a pesar de la presencia de lesiones neuménicas. Segun otros, la infeccion
provocaria sintomatologia influenzoide (Duret y col., 1988; Vannier y coi., 1977) o un
estado caracterizado principalmente por fiebre y anorexia (Jestin y col., 1987a; Laval
y col, 1991; Ulbnich y col, 1991) e incluso podria llegar a ser letal (Van Nieuwstadt
y Pol, 1989).

Tras la primera descripcion del CVRP, la infeccion se ha difundido muy -
rapidamente y se ha extendido a la mayoria de los paises europeos. Pensaert y Cox
(1989) afirman que la infeccion por el CVRP es enzodtica en la mayoria de las
explotaciones porcinas belgas. Recientemente se ha identificado también en Estados

Unidos (Wesley y col., 1990).

En 1989, Yus y col. en una encuesta realizada sobre cerdos de cebo de la
provincia de Segovia, encontraron un 87% de animales seropositivos al VGPT. Al no
haberse descrito brotes de GPT en la zona muestreada, asumieron que los anticuerpos
detectados se debian a la infeccion por el CVRP, aunque no utilizaron ninguna técnica

diferencial.

La mnoculacion del CVRP a cerdos receptivos provoca una respuesta inmunitaria
humoral no diferenciable, por los métodos clasicos (seroneutralizacién (SN),
inmunofluorescencia indirecta (1F1)) de la que se produce tras la infeccion con el VGPT.
Esto ha provocado un problema en el diagnostico serologico de ambas infecciones. La

diferenciacion entre las cepas clasicas del VGPT y el CVRP solo ha sido posible

17



mediante la utilizacion de AcMs (Callebaut y col., 1988a), con el desarrollo de métodos
de diagnéstico diferencial por enzimo o radioinmunoensayo, basados en la competicién
con AcMs (Callebaut y col, 1988b, 1989, Garwes y col., 1988; Laviada, 1991, Van
Nieuwstadt y Boonstra, 1990) y, mas recientemente, mediante la hibridacién con sondas

de DNA (Bae y col., 1991).

La primera confirmacion serologica de la presencia del CVRP en Espafia se
realizd utilizando una prueba de enzimoinmunoensayo (ELISA) que diferencia los
anticuerpos inductdos por el VGPT de los producidos por la infecciéon con el CVRP
(Lanza y col., 1990).

Fl CVRP induce un cierto grado de proteccion pasiva frente al VGPT, aunque

existe una controversia en cuanto al grado de proteccidon que es capaz de conferr.

2.1. CARACTERISTICAS DEL CVRP

El CVRP posce unas caracteristicas muy similares a las del virus clasico de la

GPT con algunas diferencias que se revisan a continuacion.

2.1.1. Genoma

La organizacion global del genoma del CVRP es idéntica a la del VGPT, como
se deduce de los datos disponibles de las secuencias de ambos virus (Rasschaert y col,
1990; Britton y col., 1991; Page y col, 1991). Los genomas det CVRP y del VGPT
difieren entre s1 por deleciones, que afectan esencialmente al gen de la proteina Sy a
la ORF3a del CVRP, y mutaciones puntuales. Los dos virus muestran una divergencia
en las secuencias de nucleotidos y de aminoacidos de un 3%, lo que no es

significativamente diferente de la observada entre dos cepas de VGPT.

Rasschaert y col. (1990) han comparado la secuencia nucleotidica del extremo

3' del genoma de una cepa de CVRP aislada en Francia (cepa RM4) con las secuencias
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conocidas de tres cepas de VGPT: las cepas Miller y FS 772/70, ambas virulentas, y
la cepa Purdue, atenuada. Comprobaron que existia una homologia antigénica media
del 96% entre el CVRP y las tres cepas del VGPT. Localizaron, también, dos
diferencias notabies entre el CVRP y el VGPT:

- El genoma del CVRP presenta una delecion de 672 nts respecto al del VGPT,
que hace que uno de las ORF no sea funcional. Esta ORF codifica una proteina

no estructural en el VGPT de funcion desconocida.

- La proteina S codificada en el gen correspondiente del CVRP esta truncada
respecto a la del VGPT.

Bae y col. (1991) han preparado una sonda de DNA compiementario (cDNA)
a partir del gen de la proteina S de la cepa Miller del VGPT. Esta sonda reconoce al
VGPT y al CVC en una prueba de hibridacion, pero no reacciona en ias mismas
condiciones con el CVRP, lo que implica que esa parte del gen de la proteina S esta

modificada en el CVRP.

Wesley y col. (1991) encuentran también vanas diferencias entre ambos virus
cuando analizan genéticamente un aislado americano de CVRP y lo comparan con el
VGPT:

- En células infectadas con el CVRP no se encuentra el RNA 3.
- El RNA 2 es mas pequefio en el CVRP: presenta una delecion de 681 ats tras

la base 62, otra delecion de 227 nts tras los 6 primeros nts del extremo N-

terminal, pero mantiene el péptido sefial de 16 aa.

- El CVRP presenta dos deleciones mas alla del gen que codifica para la proteina
S.
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Asi mismo, Jackwood y col. (1992), encuentran estas mismas deleciones en otra
cepa de CVRP americana. Las secuencias de ambos aislados americanos resultaron ser
practicamente 1dénticas. A pesar de que las deleciones difieren en localizacion de las
encontradas en los aislados europeos, l0s genomas muestran las mismas alteraciones,
es decir, un gen que codifica para una proteina S truncada en su extremo N-terminal y

una ORF3a convertida en pseudogen.

Basandose en ia secuencia del RNA, Sanchez y col. (1992) han determinado la
relacion genética existente entre seis aislados europeos de CVRP y seis aislados de
VGPT. Los seis aislados del CVRP presentan una delecion idéntica que incluye los
sittos C y B de la proteina S. Dos de los aislados de VGPT, con tropismo respiratorio,
presentan mutaciones en la zona correspondiente a la delecion y se propone la posible
implicacion de esta zona en el sitio de union a receptor que confiere tropismo entérico
a los VGPT. Los autores proponen, asi mismo, un arbol filogenético para 13 aislados
entéricos y respiratorios. Segun este, un linaje principal de virus evolucioné a partir de
un progenitor que debia estar en circulacion alrededor de 1941, De este se onginaron
linajes secundarios, siendo el ultimo en aparecer el CVRP. La tasa estimada de fijacion
de mutaciones de 7£2x10™ sustituciones por nucleotido y afio indica que los coronavirus

relacionados con el VGPT tienen un grado de variabilidad semejante a otros virus RNA.

Probablemente, en la evolucion han tenido lugar tanto mutaciones puntuales
como recombinaciones. Las deleciones podrian haber aparecido debido a un mecanismo
analogo a la recombinacion ilegitima, debida a la tendencia de la polimerasa virica de
parar y saltar de un RNA molde a otro {(L.ai, 1990), de modo que la polimerasa podria
haber parado y saltado a otras partes de la misma molécula molde de RNA,
delecionando asi porciones internas del genoma. Los posibles mecanismos de evolucion
del CVRP a partir del VGPT y la implicacién, en cuanto a la pérdida de
enteropatogenicidad y cambio de tropismo, de los cambios genéticos acaecidos han sido

recientemente revisados y discutidos por Laude y col. (1993).
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2.1.2. Proteinas estructurales

Las proteinas N y M del CVRP parecen ser practicamente idénticas a las del
VGPT, ya que no se han encontrado diferencias en su tamafio ni en los genes que las
codifican, asi como tampoco antigénicamente con AcMs producidos frente a las

proteinas N y M del VGPT (Laude y col., 1988, Sanchez y col., 1990).

Sin embargo, AcMs anti-N especificos del sitio A, localizado en la mitad amino-
terminal de la proteina, muestran una buena reactividad cruzada, mientras que AcMs
que definen el sitio B, localizado en 1a mitad carboxi-terminal, muestran una reactividad
alterada frente a casi todos los aislados de CVRP analizados (Alonso y col., 1992).
Estos resultados revelan la existencia de cierta heterogeneidad antigénica en la proteina

N, no observada en el VGPT.

En cuanto a los epitopos presentes en la proteina M parece que estin
conservados entre el VGPT y el CVRP aquellos que son internos, mientras que AcMs
dirtgidos frente a epitopos presentes en la region N-terminal, protuberante en la envuelta
exterior del VGPT, no eran capaces de reaccionar frente a ninguno de los tres aislados
de CVRP estudiados (Laude y col., 1988). Estos resultados concuerdan con los datos
de la secuencia de aa: las secuencias de 2 aislados de CVRP y de 2 cepas de VGPT son
idénticas en los 64 aa carboxi-terminales, mientras que se encuentran 4 diferencias en
los 30 primeros residuos N-terminales (Laude y col., 1987, Rasschaert y col., 1990;
Bnitton y col, 1991). Ademas, en dos de estos cambios estan implicados aa cruciales

para la expresion de epitopos (Laude y col., 1992).

La proteina S del CVRP es mas pequefia que su homologa en el VGPT,
estimandose un peso molecular de 175 kDa frente a los 220 kDa en el VGPT. Esta
disminucion del tamafio se debe a la delecién presente en el genoma del CVRP, que
hace que su peplomero esté truncado. La falta de parte de los aminoacidos en la
proteina S del CVRP podria afectar directamente (estructura prnimana), o debido al

cambio conformacional (estructuras secundana y cuaternaria), a la zona del peplomero
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involucrada en el reconocimiento de los receptores del virus en los enterocitos

(Rasschaert y col,, 1990; Laude y col., 1993).

2.1.3. Estructura antigénica de la proteina S

El CVRP y el VGPT son antigénicamente indistinguibles utilizando reactivos
policlonales. Un antisuero producido frente a uno de los dos virus tiene el mismo poder
neutralizante para el virus homélogo que para el heterdlogo, por lo que la prueba clasica
de SN no puede discriminar la respuesta inmunitaria humoral inducida por uno u otro

virus (Pensaert y col., 1986).

Callebaut y col. (1988a) tampoco encontraron diferencias en la estructura
antigénica de las tres proteinas estructurales mediante "immunoblotting” (1B) con suero
anti-CVRP o VGPT. Sin embargo, la utilizacion de AcMs en RIA permitio & estos
autores la deteccion en el CVRP de modificaciones en tres de los sitios antigénicos
definidos previamente en la proteina S del VGPT (Jiménez y col., 1986). Asi, 5 AcMs
no neutralizantes, dirigidos contra otros tantos epitopos situados en los sitios antigénicos
B, Cy D, no reconocieron al CVRP, lo que indica que estos determinantes antigénicos
estaban ausentes o meodificados en diche virus. En cambio, todos los AcMs
neutralizantes dirigidos contra el sitio A, reconocieron tanto al VGPT como al CVRP,
lo que sugiere que la modificacion de la proteina S del CVRP afecta solo a los

dominios antigénicos inductores de anticuerpos no neutralizantes.

Con otro panel de AcMs contra la cepa Purdue del VGPT e inmunofluorescencia
indirecta, Laude y col. (1988) llegaron a una conclusion semejante. Compararon
ademas la reactividad de los AcMs con tres cepas de CVRP de diferente origen
geografico (Francia, Bélgica y Dinamarca), sin encontrar diferencias entre los tres. Tres
epitopos situados en la zona externa de la proteina N también estaban modificados en
el CVRP, no siendo esta una caracteristica diferencial frente al VGPT va que una cepa

britanica virulenta de este virus (FS 772/70) presentaba la misma peculiaridad.
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Al enfrentar la misma coleccién de AcMs al virus de la peritonitis infecciosa
felina (VPIF), estos autores observaron que este virus era antigénicamente mas parecido
al CVRP que al VGPT. La ausencia de epitopos comunes en el sitio antigénico B de
la proteina S, entre el CVRP y VPIF por un lado, y el VGPT por otro, hace pensar que

esta zona del peplomero pueda ser determinante del tropismo celular del virus.

En un estudio sobre el grado de homologia antigénica entre a cepa Purdue del
VGPT y 25 aislados de coronavirus de diferentes especies (porcina, canina, felina,
murina y humana), Sanchez y col. (1990) determinaron que el porcentaje de homologia
entre el VGPT y 8 cepas diferentes de CVRP oscilaba entre el 69 y el 83%. Ninguna
de las cepas de CVRP diferia del VGPT en el principal sitio antigénico inductor de
anticuerpos neutralizantes (sitio A). Todas las cepas de CVRP tenian los sitios By C

modificados o ausentes.

Las diferencias antigénicas entre VGPT y CVRP no se limitan anicamente a
epitopos presentes en el primero y ausentes en el ulttmo, sino que el CVRP posee
determinantes antigénicos especificos, como lo demuestra el hecho de que AcMs

inducidos por el CVRP no reconozcan epitopos del VGPT (Rasschaert y col., 1990).

2.2. EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR EL CVRP,

El CVRP se multiplica en el aparato respiratorio del cerdo, alcanzando altos
titulos, que favorecen la diseminacion aerdgena de la infeccion. La capacidad de
difusién del virus es enorme, lo que ha heche que la mayoria de las explotaciones de

muchos paises estén infectadas.

Los primeros casos de animales infectados por el CVRP se detectaron en Bélgica
en 1984. La difusion del CVRP en este pais ha sido muy rapida (Pensaert y Cox, 1989,
Pensaert y col., 1986) y su diseminacidn por todo el territorio europeo ha sido

explosiva.
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Pensaert y Cox {1989) consideran que actualmente en Bélgica la infeccidn se
mantiene de forma enzootica en las explotaciones, estando la practica totalidad de ellas
infectadas En el Reino Unido, aparte de un caso aislado en 1984 restringido a una sola
granja (Brown y Cartwright, 1986), la seroconversion masiva de cerdos se detectd a

partir de 1986 (Brown y Cartwright, 1986).

En Francia los primeros datos que confirman la difusion del CVRP son de 1987
(Jestin y col,, 1987a, 1987b; Vannier y col,, 1987} y en este caso se relaciona con la
aparicion de sintomatologia respiratoria. La difusion del CVRP también fue explosiva
en Dinmnérca, pais libre de GPT (Henningsen y col., 1988), a partir de los primeros
casos detectados en 1984. La presencia del! CVRP se ha demostrado en Holanda (Van
Nieuwstadt y Pol, 1989), Alemania (Lange y col., 1988), Suiza (Bereiter y col, 1988),
Austria (Mostl y col., 1989), la antigua Checoslovaquia (Valencak y col, 1990) y
Espafia (Rubio y col,, 1987; Yus y col,, 1989). Un estudio epidemiologico en Espaiia
(Lanza, 1991) ha confirmando que el CVRP se ha difundido muy rapidamente en

nuestro pais, de forma semejante a otros paises europeos.

Esta rapida difusion dentro y entre los distintos paises, incluso en paises con
altos estandars higiénicos, como Dinamarca en que la infeccion fue primero observada
a lo largo de la frontera con Alemania y posteriormente fue progresando hacia el
interior del pais, hace pensar que la difusion del virus sea por via aerogena.
Inoculaciones expenimentales con el CVRP han demostrado que el virus en forma de
aerosol es capaz de iniciar facilmente la infeccién del tracto respiratorio, produciendose
aqui grandes cantidades de virus, que son excretadas en los fluidos nasales. No existen
indicaciones de que la via de transmision heces-oral juegue un papel en ia infeccién
natural y la transmision mecanica por los operarios, el calzado o los camiones parece

carecer de importancia en la difusion del virus.

Un estudio epizootiologico llevado a cabo en Bélgica durante los afios
comprendidos entre 1989 y 1990, indica que durante el otofio, cuando las condiciones

ambientales son de una elevada humedad, se producen oleadas de infeccion por este
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virus (Pensaert y col., 1992), lo que también ha sido observado en otros paises como
Francia (Jestin y col.,, 1987a; Laval y col., 1991). Por lo tanto, parece claro que tanto
las circustancias estacionales como la densidad de cerdos y la distancia entre las granjas

influencian la epizootiologia del CVRP.

En EE UU. se ha aislado una variante independiente, CVRP-Ind/89. Esta cepa
de CVRP presenta caracteristicas semejantes a las europeas, aunque su poder de

difusion parece ser menor (Wesley y col., 1990).

23. PATOGENIA

El lugar de multiplicacion primaria del CVRP es el aparato respiratorio del
cerdo, donde replica pudiendo alcanzar titulos de hasta 10° DICC;, (dosis infectiva 50
en cultivo celular) por gramo de tejido puimonar (Cox y col., 1990). El virus presenta
tropismo por las células epiteliales del pulmon, y de la mucosa de las fosas nasales,
traquea, bronqutos y bronqutolos. También se ha detectado replicacion virica en los
macrofagos alveolares y en las tonsilas (Cox y col., 1990; Pensaert, 1989; Pensaert y
Cox, 1989), asi como en las células epitehiales no ciliadas que tapizan la mucosa de los
bronqutolos (O'Toole y col.,, 1989). Tras la multiplicacion primaria, se produce una
viremia, aislandose el virus de higado, bazo y ganglios linfaticos, no detectandose
replicacion virica en estos organos (Cox y col., 1990; Pensaert y Cox, 1989). El CVRP

no atraviesa la barrera placentaria (Paton y Brown, 1990).

Los estudios iniciales de Pensaert y col. (1986) indicaron que el CVRP no era
capaz de multiplicarse en el intestino tras la inoculacion mediante aerosol. Estudios
posteriores han mostrado que la gran cantidad de virus producido en el aparato
respiratorio es deglutido y alcanza el intestino delgado {(Cox y col.,, 1990; O'Toole y
col., 1989, Pensaert, 1989) dando lugar alli a una infeccion productiva. Aqui se
multiplica primero en el ileon, extendiéndose después la infeccion hacia el yeyuno y

duodeno (Cox y col.,, 1990).
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Se ha demostrado que, en el intestino, las células diana del CVRP tras la
inoculacion intraintestinal o por aerosol, son los enterocitos. La replicacion en estos es
mas iimitada que la del virus de la GPT y no provoca el acortamiento de las
vellosidades intestinales. Ademas, se requieren dosis mucho mayores de CVRP que de
VGPT (dosis mayores de 10° DICC,,) para inducir una infeccién productiva en el

intestino (Pospischil y col., 1990).

3. INMUNIDAD FRENTE AL VIRUS DE LA GPT

Dada la alta mortalidad que genera, 1a ausencia de un tratamiento eficaz y la
limitada efectividad de las vacunas disponibles la GPT es una de las enfermedades mas
devastadoras de los cerdos recién nacidos por lo que el interés se centra principalmente
en proporcionar inmunidad pasiva o lactegénica (Moxley y Olson, 1989, Moxley y
col., 1989).

La inmunidad humoral parece ser determinante en la proteccion frente a la GPT
aunque la inmunidad celular probablemente juegue un papel complementario, si bien,

esta menos estudiada.

Dado que la patogénesis de 1a GPT se debe, en esencia, a que los enterocitos del
yeyuno son destruidos o su funcion es alterada como consecuencia de la infeccion con
el virus, la inmunidad frente a la enfermedad dependera primordialmente de una

adecuada proteccion de las células epiteliales del intestino delgado.
3.1. INMUNIDAD DE MUCOQOSAS

El epitelio del intestino delgado forma parte del sistema de mucosas del
organismo. Las mucosas son las partes del organismo mas susceptibles a la infeccion,
por carecer de la defensa natural de la piel y constituyen las areas organicas que

mantienen un contacto mas estrecho entre el sistema inmune y los multiples antigenos
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extrafios que estan continuamente presentes en el medio exterior. Presentan, sin
embargo, un sistema inmune que, aunque correlacionado con el sistémico, forma un
componente separado de este; asi como una serie de barreras no inmunolégicas que

confieren una protecctén frente a bacterias, virus y toxinas.

El sistema inmune de las mucosas ha sido revisado ampliamente por varios
autores (Welliver y Ogra, 1978; Porter, 1986; Heyworth y Jones, 1988; Targan y
Shanahan, 1990; Escribano, 1991, McGhee y col., 1992).

3.1.1. Mecanismos no inmunitarios de defensa de mucosas.

En el tracto gastromtestinal existen numerosas barreras no inmunologicas que
evitan que determinados agentes patégenos alteren su superficie o penetren en el
organismo {(Opdebeeck, 1982, Escribano, 1991). Los principales son los acidos
gastricos, las proteasas pancreaticas, el peristaltismo, la cublerta mucosa, y la

composicion e integridad de la membrana del enterocito.

La cubierta mucosa constituye una barrera mecanica contra ia penetraciéon de
microorganismos hasta la superficie del epitelio. El moco es producido por las células
globosas y su producciéon es incrementada mediante ef estimulo de inmunocomplejos
antigeno-anticuerpo. La mucosa puede actuar, ademas, anclando inmunoglobulinas (Igs)
secretoras, aumentando asi su eficacia en ia captura de antigeno y prolongando su vida

dentro del tracto intestinal.

Algunos de estos mecanismos no inmunitanos sufren cambios en el proceso de
maduracion del amimal de forma que, por ejemplo, la composicion de carbohidratos de
las glicoproteinas que forman el moco intestinal es diferente en animales recién nacidos
con respecto a los adultos. Diferencias similares ocurren en la composiciéon de las
membranas de las células epiteliales que componen las vellosidades. Estos cambios de
maduracion consisten fundamentalmente en la proporcion de lipido-proteina, la cual es

mas favorable a los lipidos en animales recién nacidos, provocando una estructura mas
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desorganizada. Todos estos cambios pueden afectar a propiedades tan importantes como
el trafico de macromoléculas (Igs, componentes alimenticios) a través de los enterocitos
en el caso de los animales recién nacidos, o la expresion de receptores para virus,
bacterias o toxinas segun la edad del animal. En la actualidad, por tanto, es de gran
interés cientifico el estudio de aquellos factores que modulan la maduracién intestinal
y que una vez conocidos podrian ayudar a disminuir el riesgo de contraer determinadas

enfermedades en los animales neonatos.

3.1.2. El sistema inmune de las mucosas.

El sistema inmune de mucosas, caracterizado por Acs de clase IgA secretora
(IgA-S) como principal factor de defensa humoral, esta constituido por tejido linfoide
especializado donde los antigenos de! medio ambiente se ponen en contacto con el

organismo, son absorbidos e inducen respuestas tanto T como B.

El sistema inmune de mucosas, altamente especializado, abarca tanto el tejido
linfoide de las mucosas como las glandulas exocrinas y presenta todos los componentes
de un sistema inmune: linfocitos, macréfagos, células presentadoras de antigeno (APC),
etc., capaces de desencadenar y mediar una respuesta inmunitaria eficaz, tanto humoral

como celular.

El sistema inmune de mucosas puede ser dividido en dos partes en base a su
morfologia y funcion. La primera estaria constituida por un tejido linfoide organizado
de los tractos respiratorio y entérico donde tiene lugar el encuentro con el antigeno. El
segundo compartimento inmunitario estaria formado por un tejido linfoide difuso
ampliamente difundido bajo las células epitetiales de la mucosa, lamina propia de los
tractos intestinal, respiratorio y genitourinario, asi como en distintas glandulas secretoras

como mamas, glandulas salivares, y en menor grado bazo y ganglios linfaticos.

El primer tipo s¢ denominan tejidos eferentes y en ellos tiene lugar la activacion

y diferenciacion iniciales. El segundo tipo son los tejidos aferentes, donde los antigenos
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interaccionan con células y provocan una diferenciacion final produciendo tanto Acs
como reacciones citotoxicas. En estos ultimos se encuentran las células plasmaticas y

es donde tiene lugar la produccion de IgA-S resuita en proteccion inmunolégica local.

Actualmente es bien conocido que los antigenos externos medioambientales, que
son introducidos principalmente por ingestion o inhalacion, se encuentran con los tejidos
linfoides especializados de los tractos gastrointestinal (GI) y respiratorio superior. Estos
son denominados GALT y BALT respectivamenie ("gut-associated y bronchus-
associated lymphoid tissue”). El GALT esta colectivamente representado por las Placas
de Peyer (PP), el apéndice y pequefios nodulos linfoides solitarios. El BALT comparte
muchas similitudes anatomicas con el GALT y, probablemente ejerce las mismas

funciones que este en el tracto respiratorio (Bienenstock, 1980; Porter, 1986).

3.1.2.1. Absorcion de antigenos y presentacién antigénica

Pequeiias pero detectables cantidades de antigenos presentes en los alimentos
pueden acceder a la circulacion sistémica. Esta absorcion es mucho mayor en animales
neonatos, favorecida por la mayor proporcion lipido/proteina de la membrana del
enterocito que antes se mencionaba, o en aquellos animales que tienen alterada la
integridad de la mucosa. Parecen existir tres rutas principales para la absorcion de

antigenos:

- A través de las uniones entre células epiteliales. Este mecanismo tendria
importancia en caso de alteracion de la integridad de la membrana o en procesos

inflamatorios.
- A través de las vellosidades en el proceso de maduracion y migracion de las

células epiteliales al sustituir a las antiguas células que tapizaban el extremo de

la vellosidad.
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- A través de la célula epitelial, 1a cual es una célula altamente especializada que
puede absorber, transportar, procesar y digerir macromoléculas. Las moléculas
que sufren endocitosis mediada por receptor escapan a la digestion de los
lisosomas y son liberadas intactas al espacio intercelular. Parece ser este tltimo

el mecanismo que opera en los animales neonatos.

Cualquier respuesta inmunitaria requiere la estimulacidon de las células
inmunoreaccionantes mediante el procesamiento y presentacion de los antigenos por
las células apropiadas. El antigeno puede ser internalizado por una célula presentadora,
degradado y reexpresado sobre la superficie de dicha célula asociado al complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) de clase I o, por otra parte, ser sintetizados en el interior
de la célula presentadora (proteinas viricas o antigenos tumorales) en cuyo caso se
expresan asociados al MHC de clase I (Marrack y Kappler, 1986, Bierer y col., 1989).
Parece demostrado que los enterocitos pueden expresar antigenos de tipo II en su
superficie, y esta expresion puede ser incrementada por la presencia de IFN. La
expresion de estos antigenos, asi como el gran nimero de estas células existente en el
intestino, parece indicar que estas células podrian jugar un papel muy importante como

células presentadoras de antigeno a los hinfocitos presentes en la mucosa intestinal.

La presencia de gran cantidad de células T CD8&+ intraepitehales con una posible
actividad supresora hace que se especule sobre la funcion de los enterocitos en los
mecanismos de induccion de tolerancia oral a determinados antigenos, fendémeno este
de gran importancia en la inmunidad de mucosas. El enterocito, ademas, juega otro
importante papel en la inmunidad de mucosas produciendo componentes secretores y

transportando Igs secretoras desde la lamina propia al lumen intestinal (Porter, 1986).

Ademas, existe otro mecanismo especifico de trafico de antigenos en mucosas.
Las PP contienen unas regiones, [lamadas dome, ricas en linfocitos, macrofagos y
algunas células plasmaticas. Estas areas estan cubiertas por un epitelio especializado
compuesto por las HHamadas células M ("microfold cells") o células epiteliales asociadas

a los foliculos (Wolf y Bye, 1984). Estas son unas células epitehiales especializadas que
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ticnen actividad pinocitica y que se caracterizan por un citoplasma elongado y una
reduccion de las microvellosidades. Estas células tienen la funcién especial de
fagocitar, sin procesar (ya que no poseen lisosomas), antigenos intraluminales, por
ejemplo antigenos viricos, que presenta a las células inmunitarias subyacentes, alrededor
de las cuales presentan pequeiias extenstones. Las células M han sido propuestas como
el tipo celular mas importante implicado en la internalizacion de antigenos en el
intestino. Tampoco ha sido posible la demostracion de antigenos de clase II en su
superficie, lo que refuerza la idea de que tengan como unica mision el transporte de

antigenos intactos.

Estos datos sugieren que la presentacion de antigenos en el intestino se realiza
dentro de los propios foliculos linfoides. Los macrofagos capturarian el antigeno
facilitado por las células M y lo transportarian af interior de las PP. Células Ty B
primadas por antigenos han sido identificadas en el interior de las PP pero no en la
lamina propia, lo que refuerza esta hipotesis. Dentro de la placa de Peyer exusten tres
posibles células presentadoras: células dendriticas, macrofagos y células B, con

functones similares a las desempeifiadas en el sistema inmune sistémico.

3.1.2.2. Activacién y migracién de linfocitos.

Para que un antigeno desencadene una respuesta inmunitaria ha de ser
reconocido como extrafio, procesado y presentado, asociado al MHC, a los linfocitos
T. Estos juegan un papel decistvo, una vez estimulados, en la regulacién, activacion,
y maduracion de linfocitos B, asi como en la activacion de monocitos y en la
diferenciacion de células T. Los linfocitos B, sin embargo, pueden reaccionar también
frente a antigenos solubles. Por tanto, en el sistema inmune de mucosas puede haber

diferentes niveles de respuesta inmunitana.

La primera seria la respuesta de células B frente al antigeno, y una respuesta
mas selectiva mediada por linfocitos T, generando una respuesta inmunitaria coordinada.

En el sistema inmune de mucosas los linfocitos B expresan principaimente IgA en su
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superficie (la IgA-S constituye mas del 80% de todos los anticuerpos producidos en los
tejidos asociados a la mucosa) (McGhee y col., 1992) como respuesta a interacciones
celulares, probablemente especificas del sistema inmune de mucosas, y no totalmente
comprendidas todavia. Estas interacciones inciuyen a células que componen el estroma,
células dendriticas y células T-clase especificas de las mucosas que actian mediante
contacto directo con los linfocitos B en estado de diferenciacion o mediante la

produccion de citoquinas o linfoquinas.

Intestino Antigeno
delgado \ %&9 de Peyer luminar

Ldmina
propia del
intestino

1
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Figura 3.- Recirculacion de células dentro del sistema inmune de las
mucosas. (Tomado de De Diego vy col., 1992b).

Una caracteristica primordial de este sistema inmunitario es lo que se ha venido
en llamar la recirculacion de linfocitos. Al llegar el antigeno a la mucosa entra en
contacto, como hemos visto, con el tejido linfoide asociado donde se produce una

respuesta inmunitania local, principalmente de clase IgA-S.  Los linfocitos asi
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estimulados salen via vasos linfaticos eferentes, pasan a los ganglios mesentéricos y de
estos, por el conducto toricico, al torrente circulatorio desde donde son repartidos a
todas las mucosas y glandulas exocrinas, donde maduran y ejercen funciones efectoras.
Esto es posible gracias a que los linfocitos de este sistema inmunitario de mucosas
tienen unos receptores llamados de "homing", es decir, presentan tropismo por las

mucosas (Duijvestjn y Hamann, 1989). (Fig. 3).

3.123. Regulacién de la produccién de IgA

3.1.2.3.1. Regulacién por linfocitos T

Elson y col. (1979) mostraron por vez primera que células T podian jugar un
papel directo en respuestas IgA mediante experimentos con células T procedentes de
PP activadas con concanavalina A (ConA). La adicién de estas células activadas a
células B esplénicas o procedentes de PP, estimuladas con LPS, resulté en aumentos de
la sintesis de IgA del orden de cuatro a seis veces, mientras que la sintesis de IgM e
IgG fue suprimida. Por otro lado, células T de bazo activadas con Con A suprimieron
la sintesis de IgA. Estos resultados, asi como los obtenidos posteriormente por
Kawanishi y col. (1982, 1983) indican la existencia de una subpoblacion de células T,
presente en PP pero ausente en bazo, que regula el cambio de clase, aumentando el
numero de células IgA+, pero incapaces de inducir la diferenciacion de estas células en

células plasmaticas secretoras de IgA.

En otros trabajos (Kiyono y col., 1983) se demostré la existencia de una
subpoblacion de linfocitos T CD4+ que interaccionan selectivamente con linfocitos B
IgA+ e inducen la transformacion de estas en células secretoras de IgA. Una de las
caracteristicas fundamentales de estos linfocitos CD4+ especificos de clase es la
expresion de receptores para la fraccion Fc de la IgA (FcoR) (Kiyono y col,
1982,1984), aunque todavia se desconoce el papel exacto que juega dicho receptor en

esta inmunoregulacion especifica de clase.
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3.1.23.2. Regulacién por citoquinas

Las citoquinas son importantes en las respuestas IgA y pueden dividirse en dos
categorias. La primera incluye las citoquinas que influyen el cambio de clase a IgA,
y la segunda incluye aquellas que inducen la diferenciacion de células IgA+ en células
plasmaticas (McGhee y col., 1992). Existe suficiente evidencia que demuestra que el
"Transforming Growth Factor" (TGF)-B induce en células B IgM-S+ el cambio a IgA-
S+ (Coffman y col., 1989; Sonoda y col.,, 1989). Por otro lado, se ha demostrado que
las interleuquinas IL-5 e IL-6 son efectivas en la induccién de la sintesis de IgA
actuando sobre la diferenciacion de células B IgA+ en células secretoras de IgA, siendo
IL-6 mas efectiva que IL-5 (McGhee y col., 1989, 1992; Beagley y col., 1988, 1989;"
Schoenbeck y col., 1989). '

3.2. INMUNIDAD FRENTE AL VGPT

La informacién disponible hasta el momento indica que una inmunidad activa
frente a la GPT ocurre unicamente como resultado de una infeccién del tracto intestinal.
Cerdos que se han recuperado de una infeccion intestinal con VGPT virulento quedan,

por lo general, clinicamente protegidos frente a una nueva infeccion.

El virus virulento es relativamente eficiente en la induccién de resistenqia auna
infeccion subsecuente, y, por tanto, tan s6lo virus virulentos inoculados por via oral son
capaces de conferir proteccion. Por el contrario, virus atenuados administrados por via
oral o parenteral, intramuscular (IM) o subcutanea, no son capaces de proporcionar una
defensa inmuninmunitaria suficiente y la resistencia a la contraprueba es altamente
variable (Bohl y Saif, 1975; Voets y col., 1980; Henning y Thomas, 1981; Moxley y
Olson, 1989).

Este fracaso es atribuido por algunos investigadores a la inadecuada 'replicacién
del virus en el intestino de los animales inoculados (Moxley y Olson, 1989). También

se ha especulado con la posibilidad de que algunos epitopos protectores puedan ser
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perdidos durante el paso continuado del virus en cultivo celular, necesario para la

atenuacion de este (Welch y Saif, 1988).

No so6lo los virus atenuados presentan una inmunogenicidad reducida.
Empleando la ruta IM para la administracién de virus virulento en muchos casos se ha
tenido éxito en la obtencién de una buena respuesta inmunitaria humoral sistémica, pero
cast uniformemente esta respuesta falla a la hora de proporcionar una proteccion
satisfactoria. Es mas, cerdos que han recibido inyecciones IM de virus atenuado
presentan altos titulos de Ac neutralizantes en suero pero la mayoria desarrollan signos

clinicos cuando son inoculados oralmente con virus virulento (Bohl y col., 1975).

Asi pues, los Ac circulantes, adquirtdos bien activa o bien pasivamente,
proporcionan poca o ninguna inmunidad (Harada y col,, 1969, Moxley y col., 1989).
La resistencia frente a esta infeccion parece estar mediada, en cambio, por una buena

inmunidad humoral local en la superficie epitelial del intestino.

Dade que no existen tratamientos eficaces, que la mayor mortalidad debida a la
GPT se produce en cerdos recién nacidos y que estos no poseen anticuerpos matemos -
ya que en cerdos no hay una transferencia selectiva de Igs de la circulacion materna
a la fetal durante el Gltimo tercio de la gestacidn (Newby y col., 1982; Porter, 1986) -
tiene gran importancia para la supervivencia de los lechones la transferencia de
inmunidad que se efectha a través ﬂe calostro y leche: inmunidad pasiva o, como
Haelterman (1965) la ltamé, inmunidad lactogénica. Esta es de primordial importancia
en proporcionar a los lechones recién nacidos una proteccién inmediata frente a una
infeccién virica de GPT (Pensaert, 1979; Bohl, 1981). Ademas, la ripida progresion
de los cambios patologicos asociados con este agente infeccioso hace que la

inmunizacion activa de estos animales sea insuficiente.
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3.2.1. Generacion de la respuesta inmunitaria protectora

En este sentido, es bien conocido el hecho de que cerdas que se han recuperado
de una infeccion por VGPT desarrollan inmunidad frente al virus y confieren proteccion
pasiva a los lechones. Estos quedan protegidos frente a la enfermedad gracias a los
anticuerpos ingeridos en el calostro y la leche, principalmente de la clase IgA (Bohl v
col., 1972; Bohl, 1981, Moxley y col., 1989). Esto se debe a la estimulacion local del
sistema inmune de mucosas. De aqui la importancia de la via de inoculacion, que ha
de ser oral. Asi, la inoculacion oral expenmental de VGPT no atenuado en cerdas
gestantes ha resultado generalmente en niveles protectores de inmunidad activa para la
cerda y pasiva o lactogénica para los lechones. La duracién de esta inmunidad es
bastante vanable pero generalmente se estima que persiste aproximadamente entre 9 y

12 meses.

Por el contrano, y al igual que ocurre con la inoculacién IM de virus virulento,
con virus atenuado por pases en cultivo se ha descrito una inmunogenicidad reducida.
La vacunacion oral con virus vivo atenuado induce la produccion de Acs neutralizantes
pero no estimula una buena inmunidad lactogénica a lechones (Bohl y col., 1975). (Fig.
4)

Por otro lado, la inyeccién intramamaria (IMM) de virus GPT atenuado en
cerdas en periodo de lactacion ha sido una via de inoculacién experimental que ha dado
buenos resultados en cuanto a indices de proteccién de los lechones (Djurickovic y
Thorsen, 1970; Thorsen y Dyurickovic, 1971); probablemente debido a la estimulacion
local del tejido linfoide asociado. En cuanto a la clase de Ig producida, se ha detectado
tanto IgA como IgM en la leche de estas cerdas. Inyecciones similares en cerdas
gestantes producen un titulo alto de IgG en la leche (Saif y Bohl, 1983; Abou-Youssef
y Ristic, 1975). Parece que existe una recircularizaciéon de linfocitos IMM pues. cuando
se inocula el virus en algunas glandulas no se encuentran diferencias en el titulo de
anticuerpos de la leche de glandulas inoculadas de la de glandulas no inoculadas

(Bourne y col., 1975).
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Figura 4.- Inmunidad pasiva frente al VGPT. (Tomado de De Dicgo y col.
1992b).

En un intento de definir mejor el mecanismo para proporcionar inmunidad tanto

activa como pasiva frente a la infeccion entérica con el VGPT se ha prestado atencion
a la presencia y papel de las distintas clases de Ig en las secreciones intestinales y
mamarias cuando el virus es administrado por diferentes rutas (Bohl y Saif, 1975). Los
estudios sobre la respuesta inmunitaria de cerdas que han sido expuestas a preparaciones

viricas de GPT por diferentes rutas han proporcionado los siguientes resultados y

conclusiones:

En una infeccion natural u oral experimental con VGPT virulento los Acs

neutralizantes en calostro estan siempre asociados tanto con Acs de la clase IgA

como de la clase IgG (Bohl y col., 1972).
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- Cuando virus virulento o atenuado es inyectado por via IM y cuando esto no
resulta en una infeccion del tracto intestinal, los Ac especificos frente a GPT
resultantes en las secreciones mamarias son principal, sino unicamente, de la
clase IgG, cuyos titulos descienden rapidamente (Abou-Youssef y Ristic, 1972,
1975; Bohl y col., 1975)

Una buena inmunidad parece depender de un nivel adecuado de Ac
neutralizantes de la clase IgA en las secreciones intestinales y mamarias. Las posibles
ventajas que presenta la IgA-S y que la hacen adecuada para la proteccion de las células

epiteliales del intestino son:

- Estabilidad enzimatica.

- Estabilidad a pH acido.

- Afinidad por superficies mucosas.

- Juega un papel en la inhibicion de la adherencia de agentes

patégenos a las superficies mucosas.

Por el contrario, la IgG es mucho mas sensible a pH icido y se inactiva
rapidamente a su paso por el estomago del cerdo. Asi mismo, es mas sensible a la
hidrolisis por las enzimas proteoliticas del sistema gastrico y, por tanto, no retiene la
actividad neutralizante durante el paso por el- sistema digestivo donde el VGPT se
replica (Underdown y Dorrington, 1974; Stone y col., 1979; Nagura y col,, 1978). No
obstante, algunos autores han demostrado que no siempre una buena inmunidad pasiva
depende de 1a IgA-S. Anticuerpos de tipo IgG pueden liegar a confenir un buen nivel
de proteccion, similar al conferido por la IgA-S, siempre y cuando una gran cantidad
y/o una alta afinidad asi como una gran actividad neutralizante frente al virus permitan
compensar la fuerte degradacién proteolitica que sufren estos en el intestino (Abou-

Youssef y Rustic, 1975, Stone y col., 1977).

La unidn de los anticuerpos puede convertir a un virus en no infeccioso siendo

este uno de los principales mecanismos de defensa frente a las infecciones viricas. Los
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mecanismos de neutralizacidén de virus son complejos y no se han establecido todavia
reglas generales. La reaccion depende en gran manera de la naturaleza de los tres
elementos participantes, esto es, el virus, el Ac y la célula huésped. La neutralizacion
del virus puede ser conseguida por inhibicién de cualquier paso en la replicacién del
virus. En muchos casos se ha demostrado que los Ac neutralizantes actian impidiendo

la unién, la penetracion, la desencapsidacion o la transcripcién del virus.

El VGPT puede ser neutralizado por Ac especificos. En los coronavirus la
proteina S es la responsable de la induccion de Ac neutralizantes. Como ya se ha
revisado, se han descrito 4 siti0s antigénicos, uno de los cuales (sitic A) es dominante
y contiene epitopos conformacionales conservados implicados en neutralizaciéon. Este
sitio ha sido dividido en 3 subsitios antigénicos y 8 epitopos criticos. Esta informacion
fue obtenida originalmente con AcMs de origen murino, pero se ha demostrado que, en
cerdo, los Acs neutralizantes también reaccionan con los mismos sitios antigénicos. En
el VGPT unicamente la glicoproteina S ha sido implicada en la neutralizacién del virus
en ausencia de complemento. Ademas, la neutralizacion del virus mediada por
anticuerpos y dependiente de complemento se ha descrito con AcMs especificos de la

proteina M.

Algunos investigadores han sugerido que la neutralizacion in vitro del VGPT por
IgA de la leche o IgG del suero se debe a la inhibicion de la intemnalizacion del virus
adsorbide, pero no por bloqueo de la union del virus a la célula huésped (Nguyen y
col., 1986). Sin embargo, otros autores (Suiié y col., 1990) han demostrado que el virus
puede ser neutralizado in vitro en los tres pasos: union a la célula, internalizacién y en
alguna etapa posterior a esta, en funcion de la concentracion de Ac. Segun estos
autores, la neutralizacion del VGPT es un fenomeno especifico y requiere que el epitopo
implicado en la neutralizacion esté localizado en el contexto estructural adecvado. Los
mecanismos de neutralizacién por AcMs fueron caracterizados con concentraciones alta,
media y baja de Ac con respecto a la concentracion de virus. Bajo estas condiciones,
quedaban inhibidos principalmente tres pasos en el ciclo de replicacion: union del virus

a la célula, internalizacion, y un paso postenor a la internalizacion. Ademas, estos
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autores describen que fa agregacién de virus puede ser responsable de la neutralizacion

de un 10 a un 20% de la infectividad virica.

Ya que el calostro de una cerda inmune administrado regularmente a los
'lechones es capaz de proteger a estos, epitopos criticos en proteccion en VGPT
viruiento deben ser neutralizados en la luz del tracto intestinal. Dado que los Acs frente
a epitopos criticos en proteccion estin presentes en calostro y suero inmunes, la
combinacion apropiada de los AcMs adecuados que muestren grados paralelos de
proteccion pasiva identificarian estos epitopos criticos. No obstante, AcMs
neutralizantes administrados por via oral a lechones no son capaces de proteger a estos

de una infeccion con VGPT virulento (Wesley y col., 1988).

Durante el periodo que sigue inmediatamente al nacimiento la Ig materna es
adquirida del calostro (Butler y col, 1981). Determinados factores presentes en el
calostro pueden influir en la absorcion de Ig o ayudar a prevenir su degradacién
proteolitica. La absorcién de Ig del calostro por las células epiteliales intestinales es
un proceso no selectivo que dura tan solo 24 a 48 horas; es por esto que la presencia
de Acs neutralizantes en la luz del intestino delgado, continuamente proporcionados en
la leche, parecen ser primordiales a la hora de conferir proteccion a los lechones
(Newby y col, 1982; Salmon, 1989). EIl calostro se encuentra enriquecido en IgG e
IgM en comparacion con el suero, lo que provee al lechon de ambos tipos de Igs en el
torrente circulatonio durante las pnimeras 24 a 36 horas después del nacimiento. En la
glandula mamaria productora de calostro operan unos mecanismos altamente especificos
que causan la acumulacidon en el calostro de altas concentraciones de IgG (en
comparacion con las concentraciones de IgA e IgM) (Curtis y Bourne, 1971). La
concentracion de 1gG disminuye aproximadamente 30 veces durante la primera semana
de lactancia, mientras que la de IgA disminuye Gnicamente 3 veces, convirtiéndose asi
en la clase predominante de Ig en la leche de cerda. Este cambio se completa 1 semana
después del parto, tras la cual la IgA-S constituye un 50-60% de la Ig total en la leche
e IgG un 20-30% (Boumne y Curtis, 1973).
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Las Igs que forman el calostro y la leche provienen fundamentaimente de la
transudacion que se produce desde la sangre a la secrecion mamana. Sin embargo,
existe una produccion local de Igs en la propia glandula mamania, la cual enniquece las
secreciones lacteas. La produccion local de Igs comienza antes del parto en la cerda,
alrededor del dia 80 de gestacion, siendo las células plasmaticas productoras de IgA
aquelias que predominan sobre las que producen IgG e IgM. Los niveles de estos dos
tipos de 1gs (G y M), predominantes en calostro y leche de los primeros dias tras el
parto, dependen de la transferencia que de ellas se efectia desde el suero. Asi pues, la
inmunidad sistémica determina los niveles de IgG e IgM calostrales. En contraste, la
IgA, asi como el restante 40% de las Igs G y M calostrales, se debe a la sintesis que
de dichas Igs se efectia en la propia glandula mamana (Bourne y Curtis, 1973,

Dahlgren y col., 1989).

Como ya se vio en los apartados anteriores las células plasmaticas productoras
de los diferentes clases de Ig, y que producen anticuerpos en la mama, provienen de
mucosas (intestinales sobre todo), en las cuales se efectud el contacto entre el antigeno,
la célula presentadora y las células efectoras. La migracion de linfocitos B en fase de
diferenciacién desde el intestino a la glandula mamaria parece también estar regulado
por el sistema endocrino, de forma que estrogenos, progestercna y prolactina

incrementarian la migracion de estos linfocitos (Salmon, 1989).

Recientemente se ha demostrado la absorcion especifica de células linfoides
(células inmunocompetentes funcionales que incluyen macrofagos y linfocitos T y B)
que acompanan al calostro por cerdos recién nacidos. Estas células parece que son
absorbidas solo por los cerdos de su propia madre, y las células son transportadas a
través de los vasos linfaticos hasta los ganglios linfaticos mesentéricos. Esta absorcion
es aparentemente intercelular. Este hallazgo podria implicar que la transferencia de
células de la cerda al lechdn confiere una inmunidad celular activa en el cerdo recién

nacido (Tuboly y col., 1988).
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El problema en el desarrollo de proteccion contra la infeccion parece estar
asociado, por tanto, con la clase de Ig cuya produccion es estimulada. La infeccion del
tracto intestinal resulta predominantemente en produccion local y secrecion de IgA que
neutraliza al virus en la luz del intestino pero poca o ninguna IgG es secretada al lugar
de la infeccion, mientras gue la inoculacion parenteral del virus resulta en altos titulos
de IgG, pero no de IgA, en secrectones (Bohl, 1972; Kodama y coi., 1980; Sprino y
Rustic, 1982; Kantak y Cooperstock, 1991),

La aparente dependencia de la induccién de inmunidad de 1a via de introduccion
del virus se atribuye a la diferente clase de Ig que se produce debido al distinto
procesamiento y presentacion a las células inmunocompetentes en cada sistema: sistema
inmune central y sistema inmune de las mucosas. La ingestion del virus, la ruta natural
por la que los cerdos se exponen al patogeno, resulta en la infeccion de células
epiteliales de las vellosidades intestinales. Se cree que los macréfagos en las cercanias
de las PP procesan el virus y lo presentan a linfocitos B migratonos, que aqui
sensibilizados y comprometidos a la secrecion de IgA van a anidar ("homing") a las
glandulas secretoras: vinculo inmunolégico intestino-mama, responsable de la
inmunidad lactogénica. De este modo el virus estimula la sintesis de cantidades
relattvamente altas de IgA que son secretadas a la leche. Localmente los linfocitos
secretan IgA a la luz intestinal. Cuando el virus es inoculado por via IM, sin embargo,
los ganglios linfaticos regionales son los encargados del procesamiento de los antigenos
y secrecton, por parte de las células plasmaticas, de los Acs. Estos son
predominantemente de la clase IgG y se detectan en relativamente altas concentraciones
de actividad neutralizante circulante. Las Igs de la sangre se concentran en el calostro
de una cerda gestante pero muy poco o nada va a la leche o a las secreciones

intestinales.

Frederik y Bohl {1976) demostraron que una exposicion parenteral {inyeccion
subcutianea) a una cepa atenuada activa unicamente los linfocitos sistémicos {bazo) pero
no los hinfocitos de la lamina propia intestinal, lo que corrobora la idea de que la

inmunidad, tanto humoral como celular, tras inoculacion parenteral esta restringida al
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sistema mmune ststémico. Por ello se sugiere que el fallo de las vacunas con VGPT
atenuado pueda ser atnbuido en parte a una falta de activacion de una inmumdad
mediada por células significativa en el intestino. Los resultados obtenidos por Emst y
col. (1988) parecen apuntar en este mismo sentido cuando, estudiando el papel de
celulas T en la regulacion de la sintesis de IgA, encuentran que celulas obtenidas de
bazo inducen respuestas fundamentalmente de clase IgG, mientras que celulas de las PP

seleccionan respuestas IgA.

Se ha demostrado que la infeccion de la mucosa intestinal por virus
enteropatogénicos desencadena vartos tipos de mecanismos de defensa local que
implican Acs asi como respuestas inmunitarias mediadas por células. La primera
evidencia de una respuesta inmunitaria mediada por células en GPT fue la demostracion
de la produccion especifica de antigeno, en techones infectados, del factor inhibidor de
la migracion de los macréfagos (Fredenk y Bohl, 1976). Posteriormente, se encontraron
en cerdos infectados linfocitos T citotoxicos (CTL) especificos de antigeno, asi como
Th (Bullido y col,, 1989). Probablemente, por tanto, la proteccion es complejo
fenémeno multifactorial, que incluye a la IgA, donde hay que tener muy en cuenta la

induccion de una respuesta inmunitana celular significativa.

3.2.2. Vacunacion

Ya que no existen tratamientos eficaces, la progresion de la enfermedad
unicamente puede himitarse por medio de una profilaxis vacunal. Esto ha llevado a
muchos laboratorios a hacer esfuerzos para el desarrollo de vacunas y/o estrategias para
su administracién. Como se ha visto las IgA especificas anti-VGPT estan presentes en
la leche de las cerdas unicamente tras una infeccion intestinal previa. Por el contrario,
tras la iInmunizacion parenteral se pueden obtener altos titulos de IgG en leche, pero no
de IgA (Boh!, 1972). Por esta razon los esfuerzos para el desarrollo de vacunas
plenamente satisfactorias frente a la VGPT no se han visto coronados por el éxito
(Moxley y Olson, 1989). La vacunacion oral de las madres con cepas atenuadas

(vacunas atenuadas frente a la GPT) tampoco resuelve el problema, ya que tienen tan
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solo una himitada eficacia. Por su limitada capacidad de replicacton en el intestino,

estas cepas no inducen una produccion de IgA significativamente alta.

Dado que la exposicién a virus virulento conlleva riesgos (posibilidad de
perpetuar la enfermedad o introducirla en granjas no infectadas), la busqueda de una
vacuna se ha centrado en el uso de coronavirus relacionados, virus atenuados y cepas
vanantes del VGPT, asi como en vacunas de subunidades como inmunégenos. No
obstante, también existen problemas asociados al uso de virus vivo atenuado ya que,

bajo ciertas condiciones, pueden revertir & virulentos y esto puede resultar en un brote.

3.2.2.1. Yirus atenuados

Existen vacunas comerciales disponibles en el mercado consistentes en virus
atenuados que se administran oral e intramuscularmente para incrementar su eficacia.
Sin embargo, el grado de proteccién que se consigue ha sido decepcionante,
probabtemente debido al bajo nivel de infeccion del intestino que es inadecuado para
esttmular una respuesta inmunitaria protectora. Ademds, la inconveniencia de

multidosis y multirutas es otra desventaja que presentan estas vacunas.

3.2.2.2. Cepas variantes

Woods (1978) desarrollé una cepa de VGPT que tiene tropismo por las células
de las criptas del ID en vez de las células epitehales de las vellosidades.
Consecuentemente, no se produce una atrofia de las vellosidades en la infeccion y no
se observan signos clinicos de GPT. Se ha propuesto, por ello, como base para una
vacuna. Sin embargo, las células de las criptas maduran en células absortivas del
epitelio vetloso, y, por tanto, no parece aconsejable la introduccion de este nuevo virus

en cerdos.

Shirai y col. {(1988) (Aynaud y col, 1986) han desarrollado otra cepa, cepa

Nouailly, resistente a pH acido y enzimas digestivas, que ha demostrado ser
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inmunogénica en la cerda gestante tras inmunizacion oral. Puesto que no se encuentra
ninguna relacién entre el titulo de las distintas clases de Ig y el nivel de proteccion no
se conocen cuales son los factores responsables de la proteccion pasiva lactogénica ya

que la IgA no parece ser el tnico parametro implicado (Bernard y col., 1990).

3.2.23. Vacunas de subunidades

Para muchos sistemas viricos se ha dirigido la atencion hacia el desarrollo de
subunidades como agentes inmunizantes. Estos inmundgenos por subunidades pueden
ser producidos, bien por fraccionamiento de los viriones, bien por interrupcion de la
secuencia de replicacion virica en algin punto en el que ya se han sintetizado los
antigenos esenciales pero antentor al ensamblaje de viriones intactos o virulentos. Las
subunidades utilizadas como antigenos ofrecen la ventaja de ser completamente seguras
porque el acido nucleico esencial para la replicacion del virus puede ser eliminado,
pueden eliminarse factores tOxicos y pueden seleccionarse componentes para inducir una

especificidad mas limitada.

Gough y col. (1983) han descrito un inmundgeno de pequefio tamailo,
probablemente un componente de la superficie asociado al peplomero (asociado con la
untoén del virus a las células), que, inyectado via IM, induce actividad neutralizante y
parece efectiva en la proteccion de cerdos de cebo asi como en 1a inducciéon de una
buena inmunidad lactogénica (mortalidad del 4% comparada con el 73% de los
testigos), aunque no se ha determinado la clase de Ig. Se especula que la reaccion
inmunitaria dirigida frente a este componente proporciona proteccion al prevenir la
miciacion de la infeccion en las vellosidades intestinales. La explicacion de porqué esta
subumdad del virus induce una buena inmunidad mientras que el virién intacto no lo
hace pudiera estar en que el procesamiento del antigeno se realizara en sitios diferentes

segun fuera soluble o no.
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Paul y col. (1986) tras digestion enzimatica del VGPT encuentran que una
subunidad de 23 kDa es inmunogénica y eficaz en la prevencion de GPT en lechones

que maman de cerdas vacunadas.

También se han inyectado via IMM preparaciones de peplomeros del virién y
se ha demostrado la presencia de Acs neutralizantes en el suero y calostro de las

hembras inyectadas (Garwes y col., 1979).

4. PROTECCION CRUZADA. EL CVRP EN LA PROFILAXIS DE LA GPT.

Hasta el momento los coronavirus aislados de mamiferos y aves se han agrupado
en 4 clases antigénicas entre las que se ha demostrado poca o ninguna reactividad

cruzada.

La relacion antigénica entre distintos coronavirus ha sido estudiada por métodos
moleculares e inmunologicos. Basandose en resultados serologicos, los coronavirus de

mamiferos se dividen en dos serotipos:

- Coronavirus humano 229E, coronavirus canino, virus de la pentonitis infecciosa
felina, coronavirus entérico felino, coronavirus respiratorio porcino y virus de
la gastroenteritis porcina transmisible (Sanchez y col., 1990; Hohdatsu y col.,

1991).

- Coronavirus humano QC43, coronavirus de la rata, coronavirus bovino, virus de

la encefalomielitis hemagiutinante, y virus de la hepatitis murina.

Aunque todos los virus dentro de cada serotipo son antigénicamente similares,

muestran poca similitud con virus del otro serotipo.
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Se ha demostrade una relacion antigénica estrecha entre VGPT y CVC por IFI,
SN cruzada (Woods y Wesley, 1986), por la similitud de los PM de sus proteinas y por
ensayos de ELISA e IB (Laviada y col., 1991).

Asi mismo, la relacion antigénica entre VGPT y VPIF es especialmente fuerte
(Reynolds y col, 1977). Sin embargo, la infeccion con VGPT no protege a los gatos
frente a una infeccion con VPIF, mientras que en cerdos se ha descrito una moderada
inmunidad frente al VGPT cuando son inoculados y sufren una infeccion por VPIF
(Woods y Pedersen, 1979).

El CVRP induce la produccion de Acs neutralizantes del VGPT en el suero y
la leche de los animales infectados. Desde su aparicion el CVRP se ha hecho enzoético
en la poblacion porcina europea de modo que la mayoria de las cerdas poseen Acs
neutralizantes del VGPT, inducidos por CVRP, en suero y leche. Este hecho puede
tener importancia en la proteccion de los animales frente a la GPT, y en el

comportamiento epidemiologico de esta enfermedad, dada su enorme difusion.

Los estudios realizados sobre la proteccion cruzada CVRP-VGFPT han tenido

resultados variables y en ocasiones contradictorios:

- Los estudios de Hooybergs y col. (1988) de tres brotes de GPT en tres granjas
que previamente habian sufnido infeccion por CVRP parecen indicar que el
CVRP estimula el sistema inmune, pero no lo suficiente como para inducir
proteccion, aunque facilitaria la rapida aparicion de una respuesta secundaria tras

la infecciéon con el VGPT.
- Van Nieuwstadt y col. (1989) no obtuvieron ningun tipo de proteccidon cruzada

en lechones inoculados con VGPT virulento un mes después de haber sido

expuestos a CVRP por via intranasal.
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Por otro lado, Pensaert y Cox (1989) afirman que la inoculacidn intraintestinal,
y no la moculacién intranasal, con CVRP induce inmunidad local, disminuyendo

la gravedad de una exposicion posterior a VGPT.

Bemnard y col. (1989) inocularon VGPT virulento a los lechones de cerdas
infectadas naturalmente con CVRP, que presentaban anticuerpos neutralizantes
anti-VGPT en suero y leche. Mientras que la mortalidad de los testigos fue del
91%, en los lechones nacidos de las madres infectadas con CVRP esta descendio
hasta el 44%. Estos autores obtuvieron tasas de mortalidad similares en
lechones nacidos de madres vacunadas con VGPT (40%), lo que indicaba que
la infeccion por CVRP induce una proteccion semejante a la del virus

homoélogo.

Por el contrario, Paton y Brown (1990) en un experimento similar llegaron a la
conclusién contraria cuando los lechones de cerdas inoculadas con CVRP
presentaron signos clinicos y tasas de mortalidad similares a los lechones testigo,
nacidos de madres nc inoculadas. La gravedad de la diarrea y las tasas de
mortalidad fueron menores en los lechones de cerdas inoculadas con VGPT, a
pesar de que los titulos de anticuerpos neutralizantes presentes en el suero y la

leche de ambos grupos de cerdas fueron muy similares.

Las cerdas inmunes con CVRP, parece bien establecido, no protegen a sus

lechones frente a una infeccion intestinal con VGPT a pesar de que si se demuestra una

correlacion positiva entre el titulo de IgA especifica anti-VGPT inducida por CVRP y

la supervivencia de los lechones. Callebaut y col. (1990) estudiaron la secrecion de IgA

neutralizantes del virus de la GPT en cerdas infectadas naturalmente con el CVRP.

Sélo el 32% de estas cerdas produjeron IgA, mientras que se detectaron en el 100% de

las cerdas que habian superado una infeccion por el VGPT. Las reinfecciones por el

CVRP aumentaron el porcentaje de cerdas productoras de IgA hasta el 84%. Estos

autores, por tanto, han sugerido que la ocurrencia de reinfecciones por CVRP puede

determinar la prevalencia de IgA lactogénica, ya que se produce un descenso
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significativo en los titulos de IgA especifica anti-VGPT 24 semanas post-inoculacién
(Van Deun y col., 1990). Estas reinfecciones parecen ser bastante frecuentes durante
la lactacton. Por lo tanto, las reinfecciones periddicas en el campo son probablemente
responsables de la observacion de que la mayoria de las cerdas posean IgA anti-VGPT

lactogénica.

El mecanismo inmunolégico por el que las cerdas infectadas con CVRP segregan
IgA en la leche no parece probable que consista en la migracion de linfocitos
estimulados en el intestino, ya que la capacidad de replicacion intestinal de este virus
es muy pequeila. Van Deun y col. (1990) proponen que la infeccion por el CVRP
estimularia los linfocitos del BALT que migrarian después a la mama.  Ademas,
resultados recientes obtenidos por Cox y col. (1992) parecen indicar que la inoculacion
via aerosol del CVRP estimula tanto el sistema inmune sistémico como el sistema
inmune intestinal. Estos datos parecen indicar la existencia, para la infeccion
respiratoria con CVRP, de un vinculo inmunolégico mucosa respiratoria - mama, al

1gual que existe en el intestino.

El CVRP, por tanto, puede tener importancia en la proteccion de los animales
frente a la GPT, y en el comportamiento epidemioldgico de esta enfermedad. Es
postble que la inmunidad lactogénica que, al menos en parte, confiere el CVRP, haya
influido en la disminucion de brotes clinicos de GPT en Europa. Ello no impide que,
al no haber una proteccién total, puedan darse brotes de GPT en granjas previamente
infectadas con CVRP (Hooybergs y col., 1988). Pensaert y Cox (1989) afirman que,
comncidiendo con la apanicion del CVRP, los brotes masivos de diarreas neonatales por
el VGPT se han hecho raros en Bélgica. Bemard y col. (1989) atnbuyen esta
disminucion a la proteccion cruzada entre CVRP y VGPT. Van Deun y col. (1990)
creen que es probable que la presencia de estos Acs lactogénicos de clase IgA inducidos
por CVRP en la leche de las cerdas resulte en una disminucion en la intensidad de los

brotes de GPT, que pasarian desapercibidos.
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Paton y Brown (1990) no comparten esta opimion ya que la GPT ha fluctuado
mucho en el pasado y el presente descenso en brotes de la enfermedad no tiene porque

asociarse necesartamente a la aparicion del CVRP.
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JUSTIFICACION
Y OBJETIVOS






Los procesos gastrointestinales suponen una de las principales causas de
mortandad neonatal en el cerdo. Uno de los agentes patogenos con mas incidencia
mundial es el VGPT. Este virus constituye uno de los riesgos potenciales mas
importantes, desde el punto de vista de la sanidad animal, al ser facilmente introducible
por los animales de importacion traidos de paises de la Comunidad Europea, donde la
enfermedad estd muy extendida. En Espafia la enfermedad ha sido diagnosticada en
diversas ocastones pero la difusion ha sido bastante limitada. La altima ocasion en que
se diagnosticé un brote de GPT en Espaiia (provincia de Madnd) fue en 1988, por
nuestro laboratorio. En este caso se pudo demostrar que ia infeccion habia sido

introducida en la explotacion por lechones importados de Bélgica.

A pesar de la menor incidencia en Espafia, el estudio del VGPT resulta de un
enorme Interés ya que constituye un modelo muy unl para el estudio de la generacion
de la respuesta inmunitana en mucosas. El tracto gastrointestinal, y en general, las
superficies cubiertas por mucosas, constituyen las areas organicas que mantienen un
contacto mas estrecho con el sistema inmune y los maltiples antigenos extrafios que
estan continuamente presentes en el medio exterior. Estas superficies son la principal
via de entrada de muchos patogenos, ademas del VGPT, por lo que resulta de vital
importancia el conocimiento en profundidad de los mecanmismos de defensa en los que
esta tmplicado el sistema inmune de las mucosas, independiente, aunque relacionado
con el sistémico, asi como encontrar vias de presentacidon de antigenos que estimulen
adecuadamente una respuesta protectora en este sistema inmune, altamente

especializado, de modo que se puedan desarrollar vacunas eficaces y seguras para este

tipo de agentes infecciosos.
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El VGPT infecta a cerdos de todas las edades pero causa una alta mortalidad en
cerdos menores de dos semanas de edad. El interés en proteccion frente a esta
enfermedad se centra principalmente en proporcionar inmunidad pastva o lactogénica
a los lechones. En la proteccion pasiva frente al VGPT pueden estar jugando un papel

importante factores tanto cuantitativos como cualitativos.

Los factores cuantitativos se refieren a la cantidad relativa de anticuerpos
dirigidos frente a epitopos criticos en la neutralizacion del virus. Los cualitativos tienen
que ver con la clase de inmunogiobulina generada por cada sitio antigénico,
especiaimente la IgA, demostrada como la de mayor valor protector por su estabilidad

frente a las condiciones gastrointestinales asi como su afinidad por las mucosas.

A la pregunta de como generar una respuesta inmunitaria protectora que aune
tanto los aspectos cualitativos como cuantitativos necesarios para proteger pasivamente
a los lechones lactantes, han respondido diversos trabajos cientificos en el sentido de
qQue parece posible generarla unicamente a través de inoculaciones orales de virus
virulentos de la GPT a cerdas gestantes. Sin embargo, en trabajos recientes con la
variante de tropismo respiratorio se¢ han obtenido resultados prometedores en cuanto a
proteccion cruzada, que aconsejan un estudio en profundidad de la generacion de la
respuesta inmunitaria comparada entre ambos virus. Uno, el productor de la GPT,
posee tropismo intestinal y, por tanto, genera una respuesta inmunitana focal en esta
superficie mucosa (GALT), la cual se ha demostrado relacionada con la glandula
mamaria. El CVRP, con tropismo respiratorio, estimula el sistema inmune asociado a
bronquios (BALT) y , dado que también es capaz de inducir la secrecion de IgA en
leche, parece relacionado igualmente con la glandula mamaria. No obstante, la eficacia
de ambos virus para inducir proteccion lactogénica a los lechones lactantes es diferente
a pesar de que los titulos de anticuerpos secretores neutralizantes in virro son muy

similares.

El estudio de las diferencias entre ambas generaciones de respuesta inmunitaria,

como consecuencia de la estimulacion en diferentes compartimentos del sistema inmune
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de las mucosas (BALT o GALT), es de gran interés general, a la vez que es indicativo
de io realmente importante en proteccion frente al VGPT. En espera del desarrollo de
vectores eficaces y seguros de presentacion antigénica en superficies mucosas, es de
gran interés la definicion de los epitopos viricos relevantes en la proteccion mediada por
anticuerpos en esta enfermedad, con el fin de avanzar en el conocimiento que permita,

en un futuro, desarrollar una vacuna exenta de riesgos por ingenieria genética.

Los objenivos concretos mas importantes que se han abordado en la presente

tesis son los siguientes:

1.- Identificacion de los epitopos viricos inmunodominantes durante la infeccion con

un virus virulento capaz de inducir proteccion lactogénica en cerdas gestantes.

2.- Identificacion de los epitopos viricos mediadores de la neutralizacion del virus
que induzcan preferencialmente IgA secretora tras la inmunizacion de cerdas

gestantes.
3.- Analisis comparativo de la generacion de anticuerpos secretores en glandula
mamaria tras la estimulacion en BALT o GALT y su relacidon con el grado de

proteccion pasiva conferida tras ambos tipos de presentacion antigénica.

4.- Determinacion de los epitopos viricos relevantes en proteccion in vive mediada

por anticuerpos.
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1. VIRUS

Las cepas de VGPT que se han empleado en este trabajo se indican a

continuacion:

PUR 46 Aislada en 1946 en la Universidad de Purdue (EE.UU.) y pasada
120 veces en células ST. Atenuada. (Bohl, 1972; Bohl y
Kumagi, 1965; Bullido y col.,, 1989).

MAD 88 Aislada en Espafia en 1988, en una granja en la que se habian
recibido cerdos procedentes de Bélgica, y pasada 7 veces en

células ST. Virulenta. (Laviada y col, 1988; Laviada, 1991).

La cepa de CVRP empleada:

BEL 85-83  Aislada en Bélgica en 1986, y pasada 7 veces en células ST,
{Pensaert y col., 1986; Callebaut y col, 1988; Sanchez y col,,
1990, De Diego y col., 1992). Recibida del Dr. L. Enjuanes
(CBM CSIC-Umversidad Autéonoma de Madnd).
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2. LINEAS CELULARES

Parz el cultivo de todas las cepas de VGPT y CVRP se empled la linea celular
ST, de testiculo de cerdo. Para el mantenimiento de esta linea se empled medio minimo
esencial de Eagle con la modificacion Dulbecco (DMEM) (Dulbecco y Freeman, 1959),
preparado segun la formulacidon Gibeo (cat. n® H21), al que se afiadieron; aminoécidos
no esenciales 10 ml/1, piruvato sodico 0,11 g/l, bicarbonato soédico 3,7 g/l, gentamicina
80 g/ml, y el antimicético acido p-hidroxibenzoico n-butil ester 0,2 ppm (Sigma). El

medio fue suplementado con el 10% de suero fetal bovino (SFB) (Flow).

3. PRODUCCION DE VIRUS EN CULTIVOS CELULARES

3.1. OBTENCION DE INOCULO VIRICO

Para la obtencion de indculo, se infecté una monocapa de células ST confluentes
con virus a una multiplicidad de infeccion (mi) entre 0,1-1. Después de un penodo de
adsorcion de 2 horas a 37°C, se afiadié medio DMEM suplementado con un 5% de SFB
y se incubd hasta que el efecto citopatico (ecp) fue det 20% aproximadamente (18-20
hp1), lo que correspondié con el momento en que la infectividad virica fue maxima. Se
recogié el sobrenadante de cultivo conteniendo el virus extracelular, y, después de
centrifugar a 2.000 rpm durante 10 minutos para sedimentar restos celulares, se afiadio

hasta un 20% de SFB y se almacend a -80°C.

3J.2. SEMIPURIFICACION DE VIRUS

La semipurificacion de virus se llevo a cabo a partir del sobrenadante de cultivos
infectados con una mi de 1-10 y recogidos con un ecp del 80-90%. Después de una
centnfugaciéon a 10.000 x g durante 15 minutos para eliminar restos celulares, el virus
se sedimento por ultracentrifugacion a 100.000 x g durante 1 hora. El wvirus

sedimentado fue resuspendido en tampoén TNE (Tris-HC1 0,01 M pH 7.5; NaCl 0,1 M;
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EDTA | mM)y guardado a -80°C hasta su empleo. La cuantificacion y determinacion

de su pureza se realizaron por electroforesis SDS-PAGE.

3.3. PURIFICACION DE VIRUS

La purificacion del virus se llevo a cabo partiendo de virus sedimentado como
se describe en el capitulo anterior. Después de resuspender el sedimento en tampén
TNE se centrifugo a través de un gradiente continuo de sacarosa 20-60% (P/P) en TNE
durante 4 horas a 90000 x g. La banda que contenia el wirus purificado,
correspondiente a una densidad de sacarosa de 1,18-1,20 g/cm’, se recogio, se diluy6
en TNE para eliminar la sacarosa y se concentré por sedimentacion a 100.000 x g
durante 1 hora. El virus purificado se guardo a -80°C en TNE hasta su utilizacion
(Brian y col., 1980). Su cuantificaciéon se realizd por determinactén de cantidad de
proteina, la valoracion de su pureza por electroforesis SDS-PAGE y su titulo se

determind antigénicamente con suero hipennmune.

34. TITULACION DE VIRUS

3.4.1. Titulaciéon de inéculo virico

34.1.1. Estimacién de la dosis infectiva 50 en cultive

celular (DICC,,)

La DICC,, se esim¢ haciendo diluciones decimales en placas de cultivo

de 96 pocillos, segun el método de Reed y Miiench (1938).

34.1.2. Estimacion de las unidades formadoras de

placa (PFU)

La determinacion del titulo por (PFU)/mi se llevé a cabo segin se describié

anteriormente (Jiménez y col., 1986). Brevemente, diluciones decimales del indculo
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virico fueron inoculadas a células ST confluentes crecidas en placas de 24 pocillos.
Tras 1 h de adsorcion, el indculo fue reemplazado por medio que contiene 2% SFB y
0,7% de agarosa. Las células se incubaron a 37°C durante 2-3 dias tras los que fueron
fijadas con formaldehido 10% y tefiidas con cristal violeta 0,1% para el contaje de las

placas.
3.4.2. Titulacién de virus purificado para ELISA

Se tapizan dos columnas de una placa ELISA (Dynatech) con diluciones por
doblaje de virus purificado, comenzando con la dilucion 1/100, y se hacen reaccionar

con suero hiperinmune y suero negativo (ver apartado 8.3.1.).

Se considera la dilucion 6ptima ia dilucion inmediatamente anterior al punto de

inflexion de la curva de titulacion.

4, VACUNACIONES Y CONTRAPRUEBAS

Seis cerdas gestantes de la raza Large White, de aproximadamente 100 kg de
pesc cada una, fueron inoculadas por via oral con 2,5 x 10° DICC,, de VGPT MAD 88

por dosis. Se administraron dos dosis por cerda, en los dias 83 y 104 de gestacion.

Dos cerdas gestantes de las mismas caracteristicas fueron inoculadas mediante
aerosol por via oronasal con las mismas DICC,, de CVRP BEL 85-83 por dosis, en los

dias 83 y 104 de gestacion,

Una cerda gestante de las mismas caracteristicas se mantuvo c¢omo control

negativo, sin inocular.

Los lechones nacidos de la cerda control, de tres cerdas inoculadas con el VGPT

y de las dos cerdas inoculadas con el CVRP fueron aislados, mantenidos en ayunas e
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inoculados, por via oral, con 10° DICC,, d¢ VGPT MAD 88, cuando contaban 7 dias

de edad. Al cabo de una hora, fueron devueltos a sus madres.

Una cerda mas de las mismas caracteristicas fue inoculada con VGPT viruiento
de 1gual forma que el primer grupo de cerdas. Los lechones nacidos de esta cerda
fueron aislados en el primer dia tras el parto de modo que (inicamente tomaron calostro
de la madre. A partir de su aislamiento los lechones fueron alimentados con leche de
vaca tratada con gentamicina a una concentracion final de 40 pg/ml y mantenida a 4°C,
al menos toda la noche antes de su uso. Cuando contaban 7 dias de edad los lechones

fueron contraprobados como se ha descrito.
5. ANTICUERPOS

5.1. ANTICUERPOS MONOCLONALES

S5.1.1. AcMs especificos del VGPT

Los AcMs, especificos del VGPT (obtentdos frente a la cepa Purdue), utilizados
para los RIA y ELISA de competicion fueron cedidos por el Dr. L. Enjuanes (CBM
CSIC-UAM). Se emplearon sobrenadantes del cultivo de los hibndomas, conservados
a -80°C hasta su uso. Sus caracteristicas mas relevantes se recogen en la tabla 1

(Jiménez y col, 1986; Correa y col., 1988; Suiié y col., 1990; Sanchez y col., 1990,
Gebauer y col , 1991).
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TABLA §

Especificidad Clase de Titulo por Titalo per
Proteina  Sitio y Ig RIA neutralizacién
subsitio
S Aa IgG,a 10° 6.1
S Ab IgG, 10 6.0
S - Ac IgG, 104 >8.7
S A 1gG, ND ND
S B IgG, 10° 0.3
S IgG, 104 | 0,6
S b IgG, | ND 1.0
M NA 1gG, ND | <0,3
M NA IsG, 10° <03
M NA IgG, 104 <03
M NA IgG,b 10° <03
N NA IgG, 10° <03
N NA IgG, 10° <03
N NA 1gG, 10* <03

A, B, C y D comresponden a diferentes sitios antigénicos de la glicoproteina S,
determinados previamente por RIA de competicion. Aa, Ab y Ac son subsitios
antigénicos del sitio A, determinados por caracterizacion de mutantes resistentes a la
neutralizacion por AcM.

NA, no aplicable.
ND, no determinado.

Los titulos de los AcM se determinaron mediante RIA utilizando los sobrenadantes de
los hibridomas.

E! indice de neutralizacidon se determind dividiendo el numero de PFU/ml de virus

mezclado con medio normal por el nimero de PFU/ml de virus en presencia de un
AcM y compiemento, y se expresé como ¢l log,, del resultado.

64




5.1.2. AcMs especificos de clase de Ig porcina

Los anticuerpos monoclonales (hibridomas) empleados para la purificacién, a
partir de leche, de las clases de Ig porcina IgA, IgG, e IgG,; fueron gentilmente cedidos
por el Dr. Stokes (Universidad de Bristol, Reino Unido). El AcM especifico de la IgM
porcina, 5C9, fue obtenido del ATCC (n° HB 8371). Las caracteristicas mas relevantes

de estos AcM se recogen en la tabla 11.

TABLA II
Especificidad B
AcM {clase Ig porcina) Clase de Ig
K61 . IsA IgG,
K139 IgG, IgG,
K68 IgG, IgG,
5C9 IgM IgG,
5.1.2.1. Purificacion de AcMs a partir de ligquido
ascitico

Para realizar esta purificacién se emplearon cromatografias de afinidad con
Proteina A-Sepharosa CL-4B (Pharmacia). La resina se hidraté en tampon PBS, se
montdé en una columna y se mantuvo a 4°C hasta su utihizacion. En cada ensayo, se
pasaron 2 ml de liquido ascitico por la columna, previamente diluidos en un volumen
igual de tampon glicina 1,5 M, CINa 3 M pH 8,9 Una vez equilibrada la columna con
este tampon, se aplico la muestra, eluyéndose la frace16n de proteinas no adsorbidas con

este mismo tampon.
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Las Igs adsorbidas a la matriz se eluyeron con una solucion de acido citrico
0,1 M pH 3, recogiéndose fracciones de 2 ml, de las cuales se determiné su absorbancia
a 280 nm. Las fracciones que contenian lgs fueron dializadas frente a bicarbonato

sodico 0,1 M pH 8,3, con o sin NaCl 0,5 M, segin su utilizacion posterior.

5.1.2.2. Marcaje con biotina de AcMs

Los anticuerpos, una vez purificados y dializados frente a bicarbonato sédico
0,1 M pH 8.3, se ajustaron a una concentracion de 1 mg/ml. Un m] de cada AcM se
mezcld con 125 pl de una solucion de éster de N-hidroxisuccinimida-biotina (Sigma),
diluido en dimetilsulfoxido, a una concentracion de 1mg/ml. Esta mezcla se mantuvo
en agitacion durante 4 h a temperatura ambiente y posteriormente se dializo frente a

PBS pH 7.2

S.2. ANTICUERPOS POLICLONALES

5.2.1. Sueros, calostros y leches inmunes

5.2.1.1. Obtencion

Cada cerda fue sangrada antes de cada inmunizacion: dias 84 (suero 1} y 104
de gestacion (suero 2), para realizar un seguimiento de la evolucion del titulo de

anticuerpos. Asi mismo, todas las cerdas fueron sangradas tras el parto (suero 3).

Se recogio calostro de cada cerda el dia del parto y leche de los dos dias
siguientes a este, asi como en el dia de la contraprueba de los lechones. De la cerda
cuyos lechones fueron aislados el primer dia post-parto Gnicamente se recogieron

muestras de calostro.

Los lechones fueron sangrados en el dia de la contraprueba y en los dias 7y 15

a partir de este.
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5.2.1.2. Tratamiento

Una vez extraida la sangre se mantuvo a 4°C durante varias horas tras las que
se centrifugé a 1.500 x g durante 30 minutos para separar el suero. Este se almacend

a -80°C hasta su utilizacién.

El calostro y la leche fueron tratados segin el método descrito por Abou-
Youssef y Ristic (1972) que consiste en una centrifugacion a 10.000 x g durante 3 horas
para eliminar la grasa libre y la caseina, seguida de otra centnifugacion a 100.000 x g
durante otras 3 horas. Finalmente, las lipoproteinas del suero asi obtenido son
precipitadas con 0,02 mi de sulfato de dextrano 500 al 10% y 0,1 mi de C1,Ca I M por
ml de suero. El precipitado resultante se elimina tras una Gltima centrifugacion a 1.500

x g durante 10 minutos.

5.2.2. Sueros de campo anti-CVRP

Procedentes de cerdos de cebo obtenidos en matadero en 1987 (Laviada, 1991),
pertenecientes a varias granjas de ciclo cerrado de la provincia de Segowia y

censervados a -80°C.

5.23. Clases de Ig purificadas

Se purificaron los distintas clases de Ig porcina: IgM, IgA, IgG, e 1gG, a partir
del calostro y la leche obtenida de 3 cerdas inoculadas con el VGPT, de 2 cerdas
inoculadas con el CVRP y de la cerda control, por medio de cromatografia de afinidad

con AcM especificos de los distintas clases de Ig porcinas.

Los AcMs especificos de las clases purificados se unieron covalentemente a
bolas de sefarosa (Sepharose CL-4B) (Pharmacia) en tampon NaHCO, 0,1 M - NaCl
0,5 M pH 8.3, en una proporcion de 5 mg de proteina por cada ml de gel. La mezcla

se mantuvo en rotacion durante 4 h a temperatura ambiente, pasadas las cuales, los
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anticuerpos que no quedaron unidos a la sefarosa se eliminaron con varios lavados de
PBS. Los sitios activos restantes fueron bloqueados con un tampon glicina 0.2 M, pH
8, durante 2 h. El gel fue montado en las columnas, lavado con PBS y a continuacion
incubado con una solucion de dienlamina 0,05 M, pH 11. Finalmente, las columnas

fueron equilibradas en PBS.

El calostro y la leche de las cerdas, 2-4 ml, se pasaron por las cuatro columnas
diluidos en PBS, pasando dicho tampon por la columna hasta eliminar todas las
proteinas no adsorbidas. Las Igs unidas a las columnas se eluyeron con una solucion
de dietitamina 50 mM pH 11. Se recogieron fracciones de 2 ml, que fueron
inmediatamente neutralizadas con un tampén Tris-HCI 2 M pH 3. Las fracciones con
mayor concentracton de Ig fueron dializadas frente a PBS y mantemdas a 4°C hasta su

uso.

La cuantificacion de las fracciones de lgs purficadas se reahizd por
determinacion de la absorbancia a 280 nm y la pureza determinada mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE, asi como por medio de ELISA

directo empleando los AcMs especificos de clase de Ig porcina (ver apartado 8.3.2)).

6. METODOS DE ANALISIS DE PROTEINAS

6.1. MARCAJE METABOLICO DE PROTEINAS CON METIONINA-
35
S

Para marcar radiactivamente las proteinas sintetizadas durante la infeccion virica,
se infectaron células ST confluentes con virus a una mi de 1-5. Se dio un pulso de 2
horas con el isotopo radioactivo (14 - 16 hpi), procediendose de la siguiente manera.
Se retiré el medio y se lavo la monocapa con MEM sin mettonina, afiadiéndose a
continuacion medio MEM sin metionina con 1% de SFB y metionina-’S a una

concentracion de 200 pCi (800 Ci/mmol; Amersham) por m}. Después de las 2 horas
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de incubacion, se retird el medio de marcaje, se lavaron las células y se afiadio el

tampon de muestra de SDS-PAGE (Escribano y col,, 1987; Alcaraz y col., 1988).

6.2. CONTAIJE DE MUESTRAS RADIACTIVAS

Para cuantificar la radiactividad especificamente incorporada a proteinas durante
el marcaje metabélico (para RIPA, ver apartado 8.1), se aiiadio a 2 u! de la muestra a
analizar, 23 ul de tampon de contaje (SFB al 25%, PBS pH 7,2 y acido tricloracético
al 0,4%). La mezcla se incubé en hielo durante 30 min y se pasé a través de un filtro
de 0,45 um. Este se seco a 80°C y se introdujo en un tubo de contaje que contenia 2
ml de liqudo de centelleo (5% PPO (Merck), 1% Dimetil-POPOP (Merck), 66,6%
Tolueno, 33,3%).

Las muestras asi preparadas en viales de centelleo, se introdujeron en un

contador de radiaciones P para su lectura.

63. METODOS ELECTROFORETICOS

6.3.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida-DATD en presencia

de SDS (SDS-PAGE)

La electroforesis de proteinas se realizo en un gel discontinuo de acrilamida-
DATD en presencia de SDS, siguiendo el método descrito por Tabarés y col. (1980).
Para ello se prepard un gel separador de acrilamida al 17% y DATD al 0,046% y un
gel apelmazador de acrilamida al 3,5 % y DATD al 0,09%.

Las muestras se solubilizaron en tampon de disociacion de proteinas SR (Tris-
HCI 58 mM pH 7, SDS 2.3%, 2-ME 2%, ghicerol 10% y azul de bromofenol 0,002%),
se calentaron 2 minutos a 100°C y se aplicaron al gel. La electroforesis se desarrollé

a una intenstdad constante de 18 mA,
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6.3.2. Fluorografia y auterradiografia

Una vez realizada la electroforesis, en aquellos casos en que las muestras estaban
marcadas con metionina->’S, el gel se sometié a fluorografia segun el metodo descrito

por Bonner y Laskey (1974).

Finalmente, el gel se secd a vacio y se puso en contacto con una pelicula
radiografica AGFA (CURIX RP2), a -80°C durante un tiempo proporcional a la

radiactividad contenida en la muestra.

7. VALORACION DE PROTEINAS

Se llevé a cabo siguiendo el metodo descrito por Lowry y col. (1951) con
algunas modificaciones para la valoracion de proteinas insotubles. Se incubd la muestra
durante 30 minutos a 37°C en 0,1 ml de NaOH 1IN, tras lo cual se afiadié 0,1 ml de
agua destilada. El resto del proceso se realizd como esta descrito pero sin incluir NaOH
en la solucion alcalina de la pnimera reaccién. Se utiliz0 como proteina estandar, Y-
globulina bovina a una concentracién nicial de 1,45 mg/ml (Bio Rad) diluida en la

misma solucion que la muestra.

8. METODOS SEROLOGICOS

8.1. RADIOINMUNOPRECIPITACION (RIPA) DE PROTEINAS
ANTIGENICAS

Alicuotas de 10° cuentas por minuto (cpm) de extractos de célutas infectadas
marcadas radiactivamente (ver apartados 6.1 y 6.2} y lisadas con un tampdén que
mantiene las proteinas en su estructura nativa (tampon VDB: Tris-ClH 50 mM pH 7.5,

NP40 1%, EDTA(Na,) 5 mM, deoxicolato sdédico 0,5%, PMSF 1 mM) (Jiménez y col.,
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1986) se inmunoprecipitaron con los sueros, calostros o leches correspondientes
siguiendo el método descrito por Alcaraz y col, 1990). Brevemente, los extractos
celulares marcados se incubaron durante 1 hora a 25°C con los Acs de las cerdas
inmunizadas en un tampon formado por Tris-HCI 0,05 M pH 8, NP40 0,5%, EDTA
2 mM, CINa 0,5% y SDS 0,2% y precipitados por una suspension de Staphilococus
aureus al 20% en PBS (Calbiochem). Las bacterias con los inmunocomplejos
adsorbidos se lavaron y se trataron con un tampén de elucion (Tris-HCl 50 mM pH 7,
SDS 2%, 2-ME 5%, glicerol 12,5%, azul de bromofenol 0,01%) a 60°C durante 5 min
para separar los inmunocomplejos. Las proteinas inmunoprecipitadas se analizaron por

electroforesis convencional.

8.2. DETECCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS MEDIANTE LA
TECNICA DE "IMMUNOBLOTTING" (IB)

250 pug de VGPT semipurificado se depositaron sobre un gel de acritamida-
DATD al 15% y se realizé una electroforests para la separacion de sus proteinas como
se ha descrito anteriormente. A continuactén fueron electrotransferidas a un filtro de
nitrocelulosa (Bio-Rad) durante 4 horas a una intensidad constante de 1 mA/cm’,

siguiendo métodos ya descritos (Towbin y col., 1979; Pastor y col., 1990).

El filtro con las proteinas transferidas se cortdé en tiras longitudinales que se
incubaron con solucion de blogueo (PBS con leche desnatada al 2% y tween 20 al
0,05%) durante 1 h a 37°C. Se incubaron entonces con los sueros, calostros y leches
a la dilucion 1/30 en la misma solucién. Tras tres lavados con este mismo tampon de
dilucion, se incubaron las tiras con proteina A conjugada con peroxidasa (Sigma) y se

revelaron con el sustrato 4-cloro-naftol en presencia de H.0, (Alcaraz y col., 1990).
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8.3. ENZIMOINMUNOENSAYO (ELISA)
8.3.1. ELISA indirecto para la deteccién de anticuerpos.

Para este ensayo se tapizo la placa ELISA con virus purificado, VGPT o CVRP,
diluido en tampén carbonato/bicarbonato pH 9,6 a la concentracion 6ptima, determinada
por ensayo previo de titulacion, lo que se correspondia con alrededor de 0,4 ug por
pocillo, incubandose a 4°C durante 18 h. Se afiadio solucién de dilucion (PBS con SFB
30% y tween 20 al 0,05%) para bloquear los sitios de unidn inespecificos y, tras
lavarias 3 veces con solucion de lavado (H,O con tween 20 al 0,05%), se incubaron con
los sueros, calostros y leches, diluidos al 1/30 en solucion de dilucién o bien con
diluciones dobles crecientes a partir de 1/2 en el mismo tampoén cuando el proposito era

la titulacton de las muestras.

Después de 1 h de incubacion a 37°C, se lavaron las placas y se afladio proteina
A conjugada con peroxidasa (Sigma) a la dilucion éptima en la misma solucién anterior,
incubandose a 37°C durante 1 hora. Se lavaron de nuevo las placas y se afiadié sustrato
DMAB-MBTH(Acido3-dimetitamino-benzoico,3-metil-2-benzo-tiazohnonahidrazona).
Se dej6 reaccionar hasta la aparicion de color, y se frend afiadiendo una solucion de
acido sulflrico 3N. Finalmente, las reacciones se leyeron espectrofotométricamente a

una densidad optica (0.D.) de 620 nm.

Los valores de 3.D. superiores a 0,3 se consideraron positivos. En los ensayos
de titulacion, se considerd el titulo de anticuerpos al log, del reciproco de la maxima

dilucién que dio valor positivo.

8.3.2. ELISA para la determinacion de la pureza de las clases de Ig

purificadas.

Para este ensayo se tapizo la placa de ELISA con diluciones por doblaje de las

Igs purificadas, comenzando por 2 upg/pocillo, por cuatriplicado. Tras bloquear se
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afiadieron los AcMs conjugados con biotina anti-IgA, anti-IgG,, anti-IgG, y anti-IgM
(ver apartado 5.1.2.2), a la diluciéon optima previamente determinada por titulacion. A
continuacion se aifiadié un conjugado de estreptavidina con peroxidasa (Amersham) y

las placas se revelaron como en el apartado antertor.

84. ENSAYOS DE UNION COMPETITIVA AL VGPT

8.4.1. Radiocinmunoensayo de competicion (RIAc)

Se realizo como se describe en Correa y col. (1988), con modificaciones.
Brevemente, se tapizaron placas de ELISA con 0,4 ug de VGPT purificado (PUR 46)
por pocillo, en tampon carbonato/bicarbonato pH 9,6. Tras incubacion a 4°C durante
18 horas los pocillos se bloquearon con una solucién de albumina sérica bovina (BSA)

al 5% en PBS durante 2 horas a 37°C.

A continuacion se afiadieron las diluciones de los sueros, calostros o leches a
competir, en tampoén de diluciéon (PBS con 0,1% BSA), y un volumen igual del AcM
correspondiente, excepto en los pocillos de control positivo {soélo AcM), y de control
negativo (sdlo la dilucion correspondiente de muestra competidora), ambos con un
volumen i1gual de tampon de dilucion, Tras una incubaciéon de 2 horas a 37°C se afiadio
un conjugado de IgG anti-lIg de raton marcado con '*’I (Amersham) en tampén de
dilucién (PBS con 0,1% BSA) que contenia un 5% de suero negativo de cerdo. El
conjugado radiactivo se afiade a una dilucion tal que correspondan 10° cpm/pocillo, que
es el nimero de cpm optimo calculado por una titulacion previa, eligiéndose la mayor
dilucidn a la que los AcM unieran el maximo numero de cpm. La incubacion se realizo
a 37°C durante 1 hora tras la que se lavaron las placas 6 veces para elimmnar la
radiactividad no fijada. Finalmente, se afiadid solucion de rotura SR (ver apartado
6.3.1.) y se recogid el contenido de cada pocillo en un tubo que fue leido en un

contador de radiaciones .
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El resultado obtenido en la competicion de cada muestra con cada AcM se

expres6 en porcentaje de competicién, definido por la siguiente formula:

% de competicion = 100 - % de unién

siendo el porcentaje de unién el porcentaje de cpm unidas cuando se compitié la unién
del AcM con una determinada muestra en relacién con el numero de cpm unidas en

ausencia del anticuerpo competidor.

Cada ensayo se realizd al menos 3 veces considerandose como resultado final

la media aritmética de los distintos valores obtenidos.

8.4.2. ELISA de competicion (ELISAc)

Para este ensayo se tapizaron las placas como se ha descrito en el apartado
anterior y se bloquearon de igual forma. A continuacion se afiadieron las muestras a
competir (clases de Ig purificados) a las diluciones correspondientes en tampon de
dilucion (PBS con 0,1% BSA) excepto los pocillos de control positivo (sélo AcM) que
se dejaron con tampon de dilucion. Se incubaron durante 18 h a 4°C y posteriormente
se afiadieron los AcMs correspondientes (sobrenadantes de cultivo de los hibridomas)
diluidos a 1/2 en el mismo tampén, excepto en los pocillos de control negativo (sdlo

Ig purificada) que se dejaron con tampon de dilucion.

Tras una incubacion de 1 hora a 37°C se afiadié un conjugado de IgG anti-raton
marcado con biotina (Amersham), a la dilucion 6ptima predeterminada por titulacion,
en tampon de dilucion (PBS con 0,1% BSA) que contenia un 5% de suero negativo de
cerdo para eliminar los fondos inespecificos ocasionados por la reaccion inespecifica
de la IgG anti-raton con las Igs porcinas. Finalmente, se revelo con un comugado
pretitulado de estreptavidina-peroxidasa (Amersham) siguiendo el procedimiento descrito

en apartados anteriores.
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Para los ensayos realizados en un solo paso, se incubaron a la vez el anticuerpo
competidor y el AcM correspondiente durante 2 horas a 37°C y se procedié a

continuacién de la misma forma.

El resultado obtenido en la competicion de cada muestra con cada AcM se
expreso con la misma formula que para el RIAc, siendo en este caso el porcentaje de
union el porcentaje de O.D. obtenida cuando se compite la union del AcM en relacion

con el valor de O.D. obtemido en ausencia de competidor.

Cada ensayo se realizé al menos 3 veces considerandose como resultado final

la media aritmetica de los distintos valores obtenidos.

8.5. SERONEUTRALIZACION

8.5.1. Determinacion del titulo de SN en DICC,,

Los ensayos de SN se realizaron en placas de microtitulaciéon de 96 pocillos,
determinandose la dilucion limite capaz de neutralizar el 100% del ecp de las DICC,,
de VGPT correspondientes en cada ensayo, segun la metodologia descnita por Hsiung

y Fong (1982). Se considero el titulo de SN al log, del reciproco de l1a dilucion limite.

8.5.2. Ensayos de reduccién del namero de placas.

La neutralizacion basada en la reduccion del numero de placas se llevo a cabo
segun se describi6 anteriormente (Jiménez y col., 1986). Brevemente, el nimero
correspondiente de PFU en cada ensayo fue incubado durante 1 h a 37°C con una
cantidad fija de anticuerpos o diluciones de estos en el caso de ensayos de
determinacion del titulo de SN. La mezcla fue inoculada a células ST confluentes
crecidas en placas de 24 pocillos. A continuacion se procede como se describio en el

apartado 3.4.12.
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8.5.3. Determinacion de la cinética de neutralizacion

Para la determinacion de la cinética de neutralizacidn 50 pg de las clases
purificadas, diluidos en DMEM, fueron incubados con 10° PFU de VGPT PUR46, e
inoculados sobre monocapas de células ST crecidas en placas de 24 pocillos en los
tiempos indicados: 1, 2, 3, 5, 10 y 30 min. El namero de PFU y los porcentajes de

neutralizacion fueron determinados como ya se ha descnito anteriormente.

8.5.4. Determinacion de la reversibilidad de Ia neutralizacién

La reversibilidad de la neutralizacion del VGPT por las clases purificadas se
estudio por dilucion de los complejos virus-anticuerpo para posibilitar su disociacién.
Para ello, 100 pg de los anticuerpos fueron incubados con 10° PFU de VGPT PUR46
durante 1 h a 37°C hasta que el 100% del virus estaba neutralizado, como se demostré
por la ausencia de placas de lisis tras el plaqueo sobre células ST. Finalmente, una
dilucién 1/100 de los complejos virus-anticuerpos asi obtenidos fue inoculada sobre

células ST y el nimero de PFU determinado.

9. ENSAYOS DE PROTECCION IN VIVO

La inoculacién de lechones para los ensayos de proteccion se llevé a cabo
basicamente como se ha descrito previamente (Wesley y col., 1988). Se emplearon
lechones de 3-5 dias de edad, nacidos de cerdas seronegativas a VGPT, alimentados con
leche de vaca tratada con gentamicina a una concentracion final de 40 pg/ml y
mantenida a 4°C, al menos toda la noche antes de su uso. La racién diana de leche fue
dividida en 2 tomas de 25 ml y una de 60 ml durante los primeros 2 dias y

gradualmente incrementada a 60 ml por toma.
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El AcM apropiado fue suplementado a la leche, a una dilucion 1/100, en la tarde
anterior a la contraprueba, para aquellos lechones que tban a ser continuamente
alimentados con AcM. La dosis de virus a emplear, 10° DICC,, de VGPT viruiento
MAD 88, diluida en DMEM a un volumen de 1 mi, fue incubada durante 1 h a 37°C
con exceso de anticuerpo (0,6 ml de ascitis de AcMs especificos del VGPT o 250 pg
de las clases de Ig purificadas) y administrada a los lechones por via oral. Previamente
se habia establecido que dichas cantidades estaban en exceso de la cantidad minima
necesaria para neutratizar el 100% del ecp in vitro en estas condiciones, lo que fue
corroborado al resultar negativa la titulacion de las mezclas virus-anticuerpo sobre
células ST, Los animales control recibieron la misma dosis de virus diluido a 1 ml en
medio de cultivo e incubado 1 h a 37°C. Tras la contraprueba los lechones fueron
aislados y mantenidos en ayunas durante 30 min. Para los lechones inoculados con
AcMs las 2 primeras tomas del dia, en los 3 primeros dias de la experiencia, fueron
suplementadas con liquido ascitico a una diluciéon 1/100. Los lechones fueron

observados durante 1 semana, para la aparicion de signos clinicos.

Los porcentajes de proteccién fueron calculados como el cociente entre el
numero de lechones que no presentaron signos clinicos y el nimero total de lechones
en cada ensayo x 100. FEl nimero minimo de lechones empleados para cada ensayo

fue de 4.
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1. ESPECIFICIDAD DE LA RESPUESTA INMUNITARIA PROTECTORA
FRENTE AL VGPT

1. 1. RESPUESTA INMUNITARIA CIRCULANTE Y SECRETORA
FRENTE AL VGPT Y CVRP EN CERDAS GESTANTES

1.1.1. Vacunacion de cerdas gestantes.

Seis cerdas seronegativas frente al VGPT (grupo I) fueron vacunadas por via oral
en los dias 84 y 104 de la gestacion con la cepa virulenta MAD88 de VGPT. Todas
las cerdas de este grupo mostraron signos clinicos de la enfermedad, en mayor o menor
grado, desde una ligera anorexia durante 1 o 2 dias en las cerdas 6 y 7 a un cuadro mas
grave que incluia anorexia, diarrea y abatimiento, en cerdas 2 y 3, tras la primera

inoculacion.

Dos cerdas 1gualmente seronegativas (grupo II) se vacunaron en los mismos dias
de la gestacton con CVRP BEL85-83 por via oronasal. Las cerdas de este grupo no

mostraron ningin signo clinico tras las inoculaciones.

Una cerda se dejo sin inocular, como control.

Por ultimo, otra cerda de las mismas caracteristicas fue vacunada con el virus
virulento MADS8 y se empledé en una experiencia de contraprueba de sus lechones, a
los que solo se les permitic mamar calostro. Esta cerda mostré los mismos signos

clinicos de anorexia y ligera diarrea que las pertenecientes al grupo I.
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1.1.2. Titulo de anticuerpos

Todas las cerdas empleadas fueron sangradas tres veces para realizar un
segmmiento de la evolucion de la respuesta imune humoral circulante frente a los virus

inoculados. Los titulos de anticuerpos de los sueros fueron determinados por ELISA.

Figura 5.- Evolucion del titulo de anticuerpos frente al VGPT de las cerdas
1 (0J), no inmunizada, 2 (W), 3 (O), 4 (@), 5 (a), 6 (»), 7 (@), inmumzadas con
VGPT virulento, y cerdas 8 (I) y 9 (&), inmunizadas con el CYRP.

f£n la figura 5 se representan los resuitados obtenidos. Todas fa cerdas
pertenecientes a ambos grupos, desarrollaron anticuerpos circulantes especificos del

VGPT tras la primera inoculacion, cuyo titulo se mantuvo después de la segunda
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inoculacion. Entre ambos grupos de cerdas se observaron diferencias en cuanto al titulo
de anticuerpos séricos. Las cerdas pertenecientes al grupo I, inoculadas con el virus de
tropismo entérico, presentaren titulos similares entre si y superiores a los presentados

por las cerdas inoculadas con el virus de tropismo pulmonar.

Tras el parto, se determino también el titulo de los anticuerpos séricos (3°
sangria), asi como de los anticuerpos secretores presentes en el catostro y la leche de

todas 1a cerdas, tanto por ELISA como por SN, empleando VGPT purificado.

B Figura 6.- Titulo de
anticuerpos frente al VGPT
de una cerda no
mmunizada (1) y de cerdas
inmunizadas con el VGPT
(2-7y o CVRP (8 v 9),
determinado por ELISA
(A) o SN (B) en suero (W),
calostro (Y} v leche (L)
En la grifica se mucsira la
desviacion estandar de la
media de tres
determinaciones.

A

R

log, Titulo

e

e
e

En la figura 6 se representan los titulos obtenidos por ambas técnicas. En los dos
grupos de cerdas existié una buena correlacion entre los titulos de anticuerpos totales
(ELISA) y de anticuerpos neutralizantes (SN} Cuando los titulos de anticyerpos se

determinaron por ELISA empleando CVRP punficado, los resultados fueron muy
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similares a los obtenidos mediante el empleo de VGPT como antigeno. Asi mismo,
ambos virus se neutralizaron indistinguiblemente por los anticuerpos recogidos de los

dos grupos de cerdas vacunadas.

LLos titulos de anticuerpos en calostro y leche fueron superiores a los circulantes
en las cerdas vacunadas con el virus entérico. Por el contrario, en las cerdas inoculadas
con el virus respiratorio los titulos de anticuerpos secretores fueron similares a los de
anticuerpos séricos. Los titulos de anticuerpos secretores, al 1gual de lo que ocurria con
los circulantes, fueron mayores para las cerdas inoculadas con el VGPT, que para las

inoculadas con el CVRP.

La respuesta de anticuerpos del el grupo II, inferior a la generada en el grupo
I, se compar6 con la respuesta producida en cerdas naturalmente infectadas con el
CVRP. Una coleccién de sueros de campo de cerdos infectados naturalmente con
CVRP se analizaron por ELISA, presentando titulos semejantes a los encontrados en las
cerdas del grupo II (Fig. 7). Esto confirmé la menor eficiencia en la induccion de
anticuerpos cuando la presentacion antigénica, como consecuencia de la replicacion del
CVRP, se efectha en el tejide linfoide asociado a mucosas del tracto respiratorio
(BALT), en comparacién con la que se produce por la presentacion antigénica en el
tejtdo hinfoide asociado a mucosa intestinal (GALT), como consecuencia de la infeccion

por VGPT.

Se determind también el titulo de anticuerpos, por ELISA, del calostro de ta
cerda cuyos lechones fueron aislados el dia posterior al nacimiento (Fig. 8). El calostro
de esta cerda presentd un titulo de anncuerpos similar al del resto de las cerdas

inoculadas con el VGPT.

La eficiencia de absorcion de anticuerpos calostrales por los lechones lactantes
pudo demostrarse mediante el analisis de los anticuerpos circulantes de estos lechones
7 dias despues del parto. Estos presentaron titulos de anticuerpos muy similares a los

detectados en las cerdas madres en el momento del parto.
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anticuerpos frente a VGPT
de cinco sueros de campo y
de los sueros, obtenidos el
dia del parto, de las cerdas
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experimentalmente con
CVRP.

Figura 8.- Titulo de
anticuerpos frente al VGPT
del calostro de una cerda,
inmunizada con VGPT
virulento, cuyos lechones
fucron retirados el dia
después del parto.
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1.1.3. Especificidad de la respuesta inmunitaria. Reconocimiento de

proteinas

El estudio de la especificidad de los anticuerpos inducidos en ambos grupos de

cerdas por los dos tipos de virus se estudid por las técnicas de IB y RIPA.

Todas las cerdas desarrollaron niveles detectables de anticuerpos frente a las
tres proteinas estructurales mayoritarias del virus §, N y M, ya que fueron reconocidas,

en ambas técnicas, por todas las muestras estudiadas (Fig. 9).

Las tres proteinas resultaron ser antigénicas, por tanto, en los dos grupos de
cerdas, aunque se observaron diferencias con el empleo de una u otra técnica. Cuando
el ensayo se realizo por IB, en condiciones parcialmente desnaturalizantes, la proteina
N parecié ser la mas antigénica, reaccionando mas intensamente que ias proteinas S y
M. Por el contranio, estas ultimas resultaron ser las mejor reconocidas por los
anticuerpos, tanto secretores como circulantes, cuando se analizaron por RIPA. Estas
diferencias pueden ser explicadas por la exposicion conformacional de los epitopos en
las distintas proteinas. Los epitopos presentes en las proteinas S y M parecen ser mas

dependientes de conformacion que aquellos presentes en la proteina N.

En general, los anticuerpos circulantes del suero de las cerdas vacunadas con el
VGPT, reaccionaron menos intensamente con las tres proteinas mayoritanas que los
anticuerpos secretores, tanto de calostro como de leche. Esto concuerda con el mayor
titulo de anticuerpos secretores, frente al de anticuerpos circulantes, que se ha descrito
en el apartado anterior.

Los anticuerpos procedentes de las cerdas vacunadas con el CVRP,

especialmente los de la cerda 9, reaccionaron con menor intensidad frente a las tres
proteinas estructurales que los anticuerpos procedentes de las cerdas vacunadas con el
virus entérico, no pudiéndose observar una diferencia clara en la reactividad de los

anticuerpos circulantes y secretores.
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Figura 9.- Especificidad de los anticuerpos de suero (S), calostro (C) y lec
he (M) obtenidos de cuatro cerdas inmunizadas con el VGPT (cerdas 2 a 5) o
con el CVRP (cerdas 8 y 9) determinada por IB y RIPA. La proteinas
reaccionantes por ambas técnicas son comparadas con un patron de proteinas
del VGPT obtenido a partir de un cultivo de células infectadas marcadas con
metionina marcada con S* (P).

1.1.4. Contraprueba de los lechones

Los lechones nacidos de tres cerdas del grupo I, de las dos cerdas del grupo II,
asi como de la cerda control, fueron aislados y expuestos oralmente al VGPT virulento
cuando contaban 7 dias de edad. En la tabla III se muestran los datos de mortalidad

y morbilidad obtenidos.

Todos los lechones de la cerda control desarrollaron signos clinicos,
caracteristicos de GPT (vomitos y diarreas), 24 a 48 h despues de la exposicién al virus.
Ningin lechon nacido de esta cerda sobrevivié a las condiciones de contraprueba,

muriendo todos entre los dias 3 y 5 post-inoculacion.
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lLos lechones nactdos de las cerdas inoculadas con el CVRP desarrollaron
también signos clinicos de la enfermedad entre las 24 y 48 horas posteriores a la
contraprueba. Sin embargo, 5 lechones de la cerda namero 8 y 2 de la cerda namero
9 se recuperaron a los 3 o 4 dias del nicio de los sintomas, lo que se traduce en unos

porcentajes de proteccion de 62,5 y 28,5%, respectivamente.

TABLA H1

Morbilidad y mortalidad de los lechones tras la contraprueba con VGPT

virulento.
Numero de lechones
Cerda Total  Con signos Supervivientes %
namero Virus® nacidos clinicos tras contrapr.  Supervivencia

1 Ninguno 4 4 0 0
2 MAD-88 8 - - -
3 MAD-88 10 - - -
4 MAD-88 8 3b 8 100
5 MAD-88 9 - - -
6 MAD-88 5 5° 5 100
7 MAD-88 5 5° 4 80
8 BEL-85-83 8 8 5 62,5
9 BEL-85-83 7 7 2 285

Aislado de virus empleado para la vacunacion de las cerdas.

Retraso en la aparicion de signos clinicos, estos mas leves, con respecto a los cerdos
control,

No se realizo la contraprueba con el virus virulento.
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Para la contraprueba de los lechones nacidos de cerdas inoculadas con el VGPT,
se seleccionaron las camadas de tres de las cerdas vacunadas, representativas de alto,
cerda 4, y bajo titulo de anticuerpos, cerdas 6 y 7. Los lechones nacidos de estas
Gltimas presentaron una morbilidad del 100%, aunque la aparicion de los primeros
signos clinicos se retrasé 2 dias con respecto al control, siendo estos mucho mas leves,
limitandose a una ligera diarrea de corta duracion. Tan solo 1 lechén, nacido de fa
cerda 7, murié a los 6 dias tras la contraprueba, lo que supone un porcentaje de
proteccion del 80%. Por el contrario, la cerda 4 fue capaz de proteger de la infeccion
a 5 de sus 8 lechones, mientras que los otros 3 presentaron también signos clinicos
leves a los 3 o 4 dias post-inoculacién. En este caso 1a tasa de supervivencia fue del

100%.

Los 9 lechones que solo recibieron calostro con alto titulo de anticuerpos
especificos del VGPT, fueron igualmente contraprobados. El 100% de los lechones
resultaron protegidos aunque la morbilidad fue también del 100%. Los signos clinicos
sufrieron un leve retraso en su aparicion con respecto al control y se limitaron a una

diarrea de mayor o menor duracion en los distintos lechones.

1.2. CARACTERIZACION DE EPITOPOS DEL VGPT Y CVRP
INMUNODOMINANTES EN CERDAS INMUNIZADAS

Dado el grado de proteccion lactogénica cruzada encontrado entre el CVRP y
el VGPT cabia esperar encontrar puntos en comun entre las respuestas inmunitarias de
ambos grupos de cerdas, principalmente en el reconocimiento de epitopos. Estos
epitopos serian, por tanto, relevantes en la proteccion lactogénica. Con esta finalidad,
se llevaron a cabo ensayos de RIAc, para determinar si los anticuerpos presentes en
suero, calostro y leche de los dos grupos de cerdas inmunizadas eran capaces de
bloquear la unmoén al virus de AcMs especificos de las tres proteinas estructurales

mayoritarias.
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1.2.1. Establecimiento de las condiciones para el RIA¢
1.2.1.1. AcMs especificos de 1a proteina S

Se escogieron tres AcMs, cada uno especifico de un subsitio del sitic A de la
proteina S, y se llevaron a cabo ensayos de RIAc con distintas diluciones de anticuerpos
circulantes (suero) y secretores (calostro y leche) de 2 cerdas, cada una representativa

de un grupo de cerdas (Fig. 10).
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Figura 10.- Ensayos de union competitiva al VGPT de diferentes diluciones
de suero (Q), calostro () y leche (a) de una cerda inmunizada con VGPT
(cerda 2) y de una cerda inmunizadacon CVRP (cerda 9) con AcMs especificos
de los tres subsitios del sitio A, Aa (1CC12), Ab (IDE7) vy Ac (6AC3), de la
glicoproleina S, llevados a cabo para ¢l establecimiento de las condiciones del
CNsayo.

90



En los resultados obtenidos de dichos ensayos, se observd que a altas
concentraciones de los anticuerpos de la cerda inoculada con el virus entérico (cerda 2),
los porcentajes de competicién eran practicamente del 100%, tanto para los anticuerpos
circulantes como secretores, mientras que a altas diluciones se observaron diferencias
entre los porcentajes de competicion de ambos tipos de anticuerpos. Por lo tanto, para
los ensayos con AcMs especificos de la glicoproteina S se ecogieron las diluciones 1/1,
1/2, 1/100 y 1/500 de las muestras de suero, calostro y leche de las cerdas inoculadas
con el VGPT, para poder estudiar las posibles diferencias entre las muestras de las

cerdas pertenecientes a este grupo.

Sin embargo, para las muestras de las cerdas inoculadas con el CVRP se
escogieron diluciones de 1/1 a 1/8 puesto que a diluciones mayores no eran capaces de
competir [a union de los AcMs. A altas concentraciones fue posible observar diferencias
en los porcentajes de competicion entre las distintas muestras. Esto parece indicar que
la respuesta inmunitana frente a la proteina S fue mayor en las cerdas inoculadas con
el VGPT que en cerdas inoculadas con el CVRP, lo que se confirmé después al emplear

todo el panel de AcMs frente a la proteina $ (ver apartado 1.2.2)).

1.2.1.2. AcMs especificos de las proteinas M y N

En este caso se escogieron tres de los AcMs especificos de la proteina M que
posteriormente serian empleados para el estudio completo, especificos de epitopos
comunes a ambos virus (el epitopo reconocido por e} AcM 9DB4 estd ausente en el
CVRP), v los tres AcMs especificos de la proteina N de que s¢ disponia, para llevar a
cabo los ensayos de RIAc con el suero, calostro y leche de las dos cerdas empleadas
en el apartado anterior, cada una representativa de un grupo de cerdas inmunizadas.

Los resultados se muestran en la figura 11.

Para los ensayos con AcMs especificos de las proteinas M y N se escogieron las
diluciones 1/1 a 1/8 para todas las cerdas y todos los AcMs, pues a altas diluciones los

porcentajes de competicion eran muy bajos para las muestras de las cerdas
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pertenecientes al grupo I y no habia competicion para las muestras de las cerdas del
grupo . Estos resultados parecen sugenr que en e} virus entérico las proteinas N y M

son menos antigénicas que la proteina S, al menos para los epitopos hasta ahora

analizados.
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Figura 11.- Ensayos de union competitiva al VGPT de diferentes diluciones
de suero (Q), calostro (E1) v leche (a) de una cerda inmunizada con VGPT
(cerda 2) v de una cerda inmunizada con CVRP (cerda 9) con AcMs
especificos de las proteinas N y M, llevados a cabo para ¢l establecimiento de

las condiciones del ensayo.
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1.2.2. Reconocimiento de epitopos de la proteina S

Dado que la glicoproteina S ha sido identificada como la principal inductora de
anticuerpos neutralizantes (Delmas y col., 1986; Garwes y col., 1978/1979; Jiménez y
col., 1986), es en teoria la mas relevante en cuanto a proteccion. Por tanto, el analisis
de los epitopos de esta glicoproteina reconocidos por los anticuerpos es de gran
importancta. Los ensayos de RIAc se llevaron a cabo con AcMs especificos de los
distintos sitios antigénicos de la proteina S. Los AcMs empleados definen los sitios
antigénicos B y D, asi como los subsitios antigénicos Aa, Ab y Ac. Asi mismo, se
empled el AcM 8BE3, especifico del sitio A pero no incluido dentro de ninguno de los
subsitios defintdos. El sitioc B no fue estudiado en el caso de las cerdas inoculadas con

el CVRP, por estar este sitio ausente en dicho virus (Fig. 12).
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Figura 12.- Ensayos de unién competitiva al VGPT de diferentes diluciones
de suero (8), calosiro (C) v leche (M) de una cerda no inmunizada (1) v de
cerdas inmunizadas con VGPT (2-7) o CVRP (8 y 9) con AcMs especificos de
los sios antigénicos A, B v D (el sitio B solo en cerdas mmunizadas con el
VGPT). Los AcMs 1CC12, 1DE7 y 6AC3 representan los subsitios antigénicos
Aa, Ab v Ac. respectivamente. Los resultados se expresan como el porcentaje
de competicion medtiante los simbolos: [, By M, que representan porcentajes
del 0-35%. 36-70% v 71-100% respectivamente.
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En las cerdas vacunadas con el coronavirus entérico la respuesta inmunttaria
frente a los epitopos estudiados fue mayor que en las cerdas vacunadas con el virus
resprratorio. A la dilucion 1/2 todos los AcMs que reaccionan con los diferentes
subsitios del sitio antigénico A eran bloqueados en mas de un 90% por los sueros,
calostros y leches de todas las cerdas inmunizadas con el VGPT. La union de los
AcMs dingidos frente a los sitios B y D fue menos inhibida por los anticuerpos
procedentes de estas cerdas, con porcentajes de competicion comprendidos entre el 60
vy el 84% (Fig. 12). A diluciones mayores de los anticuerpos competidores, se
observaron diferencias entre los porcentajes de competicién obtenidos con anticuerpos
circulantes y secretores en todas las cerdas. El subsitio antigénico Ab, defimdo por el
AcM 1DE7, resultd ser el mas inmunogénico ya que presentd los porcentajes de
competicion mas altos para los anticuerpos secretores contenidos en los calostros y las

leches de este grupo de cerdas.

En las cerdas vacunadas con el CVRP unicamente los AcMs especificos de
algunos subsitios del sitio antigénico A fueron bloqueados con porcentajes de
competictdn mayores de 70% cuando los anticuerpos competidores eran analizados a
bajas diluciones (Fig. 12). Se encontraron diferencias en la especificidad de los
anticuerpos ctrculantes y secretores de ambas cerdas inoculadas con el virus de tropismo
respiratorio. En la cerda niumero 8, con una tasa de proteccion pasiva de
aproximadamente el 60%, la capacidad de union a la mayoria de los epitopos de la
proteina S fue similar para anticuerpos circulantes y secretores (solo de calostro). Sin
embargo, en la cerda 9, que protegi6 alrededor de un 30% de sus lechones, 1a umoén de
los anticuerpos a los epitopos de la proteina S analizados fue mayor para los anticuerpos

séricos circulantes que para los secretores (Fig. 12).

Para aseguramos de que la vacunacion de las cerdas con el CVRP habia sido
efectiva y el desarrollo de la respuesta inmune en estas cerdas el que cabia esperar, se
realizaron ensayos de RIAc con AcMs especificos de la glicoproteina S con varos
sueros de campo, de cerdos infectados naturalmente con CVRP, diluidos a 1/2 y 1/4.

Los resultados, que se muestran en la figura 13, demuestran que las competiciones
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obtenidas con los sueros de las cerdas inoculadas experimentalmente eran similares a

las obtemidas con los sueros de campo, por lo que consideramos que la respuesta

inmunitaria inducida en estas cerdas era equivalente a la inducida por una infeccion

natural.
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Figura 13.- Ensayos de
unidn competitiva al VGPT
de varios sueros de campo
de cerdos infectados por
CVRP de forma natural, a
las diluciones 1/2 (A)y 1/4
{B), con AcMs especificos
de la glicoproteina S. Los
simbolos: {1 & y B
representan los  mismos
porcentajes de competicion
que en la figura 12,
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Figura 14.- Ensayos de union competitiva al VGPT de la leche obtenida et
dia de {a contraprueba, 7 dias post-parto (dp) de las cerdas 6 v 7, inmunizadas
con VGPT, v de los sueros obtenidos el dia de la contraprucba de tres lechones
nacidos de cada una de estas cerdas, a las diluciones 1/2 v 1/4, con AcMs
especificos de la gheoproteina S. Los simbolos: O, B v M representan los

mismos porcentajes de competicion que en la figura 12.
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I.a leche obtenida de las cerdas 6 y 7 en el dia de la contraprueba de los
lechones, 7 dias después del parto, present6é un descenso en el nivel de los anticuerpos
especificos frente a la proteina S, mostrando porcentajes de competicion mucho mas
bajos, incluso a altas concentraciones (1/2 y 1/4) {Fig. 14). La union de los AcM
IDB12 y 1DG3, especificos de los sitios B y D respectivamente, fue poco competida

por los anticuerpos especificos de 1a leche recogida en este momento.

Los lechones, que al nacer son agammaglobulinémicos (Newby y col., 1982),
absorben a través del intestino delgado anticuerpos del calostro y la leche de sus madres
durante las primeras 24-36 horas de vida. La absorcion de los anticuerpos especificos
por los lechones lactantes resulté ser muy eficiente, como se determiné por los RIAc
llevados & cabo con los sueros obtenidos en el dia de la contraprueba y AcM especificos
de los distintos sitios y subsitios antigénicos (Fig. 14). Los porcentajes de competicion
de los sueros, siete dias después del parto, a la dilucion 1/4, fueron mayores del 90%
para el sitio A y enire el 50 y el 80% para los sitios B y DD, muy superiores a los de la

leche que en este momento ingerian.
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Figura 15.- Esquema de la representacion, en anticuerpos secretores, de los
diferentes sitios v subsitios antigénicos de la glicoproteina S, localizados en la
secuencia de dicha proteina, como se deduce de la media de los valores de
competicion obtenidos a diferentes diluciones de la leche de cerdas inoculadas
con el VGPT (panel I). El panel II muestra comparativamente la
representacion de los subsitios antigénicos del sitio A en la glicoproteina S en
los anticuerpos de la leche de cerdas inoculadas con el VGPT y el CVRP,
como se deducc de la media de los porcentajes de competicién a la dilucién 1/2
con los AcMs que se muestran en la figura 12. Los simbolos: [J. ] v M
representan los mismos porcentajes de competicion gue en la figura 12.
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La figura 15 muestra un esquema del reconocimiento de los sitios antigénicos
de la proteina S por los anticuerpos secretores presentes en la leche de las cerdas
inoculadas con el WGPT y el CVRP. El sitio antigénico A, y especialmente el subsitio
Ab, fue el mas inmunogénico (Fig. 15I). En la figura 1511 se muestra también una
comparacion de la representacion de los subsitios antigénicos del sitic A en los Acs

presentes en leche tanto de cerdas vacunadas con el VGPT como con el CVRP.
1.2.3. Reconocimiento de epitopos de las proteinas M y N

Para este estudio se llevaron a cabo ensayos de RIAc con AcMs especificos de

las proteinas N y M y anticuerpos secretores y circulantes obtenidos de ambos grupos

de cerdas.
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Figura 16.- Ensayos de union competitiva al VGPT de diferentes diluciones
de suero (S), calostro (C) v leche (M) de una cerda no inmunizada (1) v de
cerdas inmunizadas con VGPT (2-7) o CVRP (% v 9) con AcMs especificos de
las proteinas M v N. EI AcM 9DB4 no fuc ¢mpleado para las cerdas
inmunizadas con ¢t CVRP va que este virus carece de dicho epitopo. Los
resultados se expresan como el porcentaje de competicion. Los simbolos [0, E
v W representan los mismos porcentajes de competicion que en la figura 12

97



La antigenicidad de los epitopos analizados para las proteinas N y M fue menor
que la de los epitopos estudiados para la proteina S. Esto fue asi tanto para el virus
entérico como para el virus de tropismo respiratorio. La mayoria de los anticuerpos
secretados especificos de la proteina M en cerdas inmunizadas con el VGPT eran
especificos del epitopo definido por el AcM 9DB4 (Fig. 16), que esta ausente en el
CVRP. En general, con la excepcion de la cerda 6, en que los porcentajes de
competicion de la union al virus de tos distintos AcM especificos de las proteinas N y
M fueron muy bajos, la proteina N fue mas inmunogénica que la proteina M en las
cerdas vacunadas con el VGPT. Para la proteina N la respuesta de anticuerpos frente
a los distintos epitopos fue muy variable entre las cerdas vacunadas con el virus
entérico. Resulta interesante notar que en la cerda 7 se obsevd una seleccion
preferencial de una respuesta de anticuerpos circulantes, esto es, sistémica, frente a esta

proteina (Fig. 16).

Sin embargo, en cerdas vacunadas con el CVRP la proteina M fue mas
inmunogénica que la proteina N para los epitopos analizados. Unicamente se detecto
una respuesta de anticuerpos frente a estas proteinas en suero y calostro en estas dos
cerdas. El epitopo de la proteina M definido por el AcM 3DE3 resultd ser el Gnico
representado en los anticuerpos presentes en el calostro de ambas cerdas de este grupo

y lo mismo se cumplié para el epitopo definido por el AcM 3BB3 en el calostro de 1a

cerda nimero 9.

2. INDUCCION DE LAS DISTINTAS CLASKS DE Ig EN GALT Y BALT
POR LOS EPITOPOS IMPLICADOS EN LA NEUTRALIZACION DEL

VGPT
2.t. PURIFICACION DE CLASES DE Ig

Para poder determinar qué epitopos de los implicados en la neutralizacion del
virus (epitopos pertenecientes a los sitios antigénicos A, B y D de la glicoproteina S),

son los mejores inductores de IgA-S, asi como para estudiar a induccion selectiva de
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otras clases de inmunoglobulina con posible importancia en proteccidn lactogénica
durante la respuesta inmunitaria, se llevaron a cabo ensayos de ELISAc con las distintas

zlases de inmunoglobulina purificadas a partir de las secreciones lacteas de las cerdas

vacunadas.

Esta purificacion se realizo mediante cromatografia de afinidad empleando AcMs
especificos de cada clase y subclase de inmunoglobulina. Una vez obtenidas y
dializadas las distintas muestras de inmunoglobulinas purificadas se analizo su pureza
por medio de la técnica ELISA empleando de forma cruzada los mismos AcMs. En la
figura 17 se muestran los resultados obtenidos para las Igs purificadas a partir del
calostro de una de las cerdas (cerda 4), donde se comprueba que las clases y subclases
de inmunoglobulina estaban totalmente purificados, no existiendo contaminaciéon de
unas con otras. Los resultados fueron similares para las inmunoglobulinas purificadas

de leche y calostro del resto de las cerdas.
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Figura 17.- Determinacion de la pureza de las mucstras de inmunoglobulinas
purificadas mediante cromatografia de afinidad, IgA (A), IgM (B), IgG, (C) e
12G, (D), a partir del calostro de la cerda 4, por medio de la técnica de ELISA,
donde los simbolos @, M. » v ¥ representan cl revelado con los AcMs
especificos de IgA, igM, lgG, e 1gG,, respectivamente.
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2.2. PUESTA A PUNTO DEL ELISAc

Una vez punficadas las clases y subclases de inmunoglobulina a partir de todas
las muestras de calostro y leche se llevaron a cabo los ensayos de union competitiva al
VGPT. La técnica empleada en este caso fue la de ELISAc. Para aseguramos de que
la técnica era igualmente valida que el RIAc para la finalidad perseguida se 1levé a cabo
un ensayo de competicion de 1a union del AcM 1CC12 (especifico del subsitio Aa) al
VGPT, por ambas técnicas, con el suero y la leche de una de las cerdas vacunadas con
el VGPT (cerda 4). Se emplearon las condiciones previamente establecidas para los
ensayos de RIAc, excepto que el ELISAc se realizd en 2 pasos (incubacion previa del

anticuerpo procedente de las cerdas).

En la figura 18 se muestran los resultados obtenidos, que fueron similares para
ambas técnicas. Unicamente se obtuvieron por ELISAc porcentajes de competicion
mayores que por RIAc para el suero a altas diluciones, debido a que el ensayo fue
realizado en 2 pasos. En todos los demas casos los resultados obtenidos con ambas

técnmcas fueron equivalentes.

En el presente estudio se pretendia conocer fundamentalmente a induccion de
las diferentes clases y subclases de Ig por parte de los distintos epitopos, tanto si la
presentacion antigénica tenia lugar en BALT o en GALT. Con este motivo los ensayos
se realizaron en 2 pasos, con el fin de favorecer la union de los anticuerpos
competidores, independientemente de su afinidad por los distintos epitopos. La
comparacion con los resultados obtenidos al realizar 1os mismos ensayos en 1 paso daria
una indicacion de la calidad de estos anticuerpos. Con la finalidad de estudiar factores
cuantitativos los ensayos se realizaron igualando las concentraciones de todas las
muestras, analizandose diferentes concentraciones de las inmunoglobulinas purificadas
(75, 50, 25, 10, 5 y 2 ug) para determinar si eran capaces de bloquear y, en caso
positivo, en qué grado, la union de AcMs especificos de los sihos antigénicos B y D

y los subsitios Aa, Ab y Ac del sitio antigénico A.
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Figura 18.- Curvas de 100

competicion de la unién del
AcM 1CC12, especifico del
subsitio Aa del sitio A de
la glicoproteina S,
obtenidas con el suero (@),
calostro (H) v leche (&) de
la cerda 4, a distintas
diluciones. Las lineas
continuas representan la
curva obtenida por medio 20 \

de lIa técnica de RlAc, ‘.
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23. ESPECIFICIDAD DE LAS CLASES Y SUBCLASES DE Ig
INDUCIDAS TRAS PRESENTACION ANTIGENICA EN GALT

Las clases de inmunoglobulina IgM, IgA y las subclases de IgG, IgG, e IgG,,
fueron punficadas a partir de calostro y leche obtenida en el dia posterior al parto de
dos cerdas vacunadas con el VGPT (nimeros 4 y 6), que protegieron el 100% de sus
lechones tras la contraprueba con virus virulento, y de una cerda, vacunada con el
mismo virus, que protegio el 80% de su progenie frente a la muerte causada por la GPT
(cerda 7). Los resuitados obtenidos de los ensayos de union competitiva, previamente
descritos, con las Igs purificadas a partir del calostro y la leche se muestran en la figura

19.

En la cerda numero 4 la respuesta especifica de las diferentes clases de

inmunoglobulina secretora frente a los epitopos estudiados fue ligeramente superior que
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en las otras dos cerdas, como se deduce de los datos de porcentajes de competicion
mostrados por todas las clases y subclases de inmunogtobulina purificadas a partir de
calostro v leche de esta cerda. Estos datos concuerdan con los resultados previamente

obtenidos a partir de calostro y leche completos.

En las tres cerdas ambos sitios antigénicos A y D fueron los mejores inductores
de IgA-S, siendo el sitio A mejor inductor que el sitio D. Ambos sitios antigénicos
fueron buenos inductores de IgG en calostro y leche, siendo esto especialmente patente
en las cerdas nameros 6 y 7, que presentaron una respuesta IgG mayor que la respuesta
de anticuerpos de clase IgA. Es interesante el hecho de que, para la cerda 4, que fue
capaz de proteger a algunos de sus lechones frente a la infeccion con VGPT virulento,
la respuesta inmune frente a los epitopos del VGPT analizados fue principalmente de
clase IgA: 2,5 ng de IgA-S punficada a partir de la leche de esta cerda presentaron
porcentajes de bloqueo mayores del 70% para todos los AcMs que definen {os subsitios

antigénicos pertenecientes al sitio A y al sitio D.

No se observaron diferencias significativas en los porcentajes de competicion
obtenidos con las dos subclasses de IgG, que fueron igualmente inducidas por los
diferentes epitopos ensayados. No obstante, el sitio antigénico A fue ligeramente mejor
inductor de IgG,, como demuestran los porcentajes de competicion obtenidos con el

empleo de bajas concentraciones (5 y 2,5 ug) de los anticuerpos competidores.

Los porcentajes de competicion obtenidos con las IgMs purificadas empleadas
a altas concentraciones presentaron una correlacion directa con los porcentajes de
competicion obtenidos con las IgAs secretoras procedentes de la misma muestra. La
IgM purificada de la cerda 4 presentd porcentajes de bloqueo de los AcMs especificos
del sitto antigénico A mucho mayores que los de las IgMs punficadas a pagtir de la
leche de las otras dos cerdas, llegando incluso a ser superiores, para 75 pg y 50 pg, al
70% de bloqueo de los AcMs que definen los subsitios Aa y Ab. Sin embargo,
empleando 25 pg o cantidades menores de IgM purificada los porcentajes de

competicion obtenidos no fueron significativos {menores del 35%).
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Figura 19.- Ensayos de union competitiva al VGPT de diferentes diluctones
de IgA, IgG,, 1gG, e IgM punficadas a partir de calostro (A) y leche (B) de
cerdas vacunadas con VGPT (numeros 4, 6 v 7), con AcMs especificos de los
sitios antigénicos A. B v D de la glicoproteina S. Los simbolos O, Bl v
representan los mismos porcentayes de competicion que en la figura 12
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24. ESPECIFICIDAD DE LAS CLASES Y SUBCLASES DE Ig
INDUCIDAS TRAS PRESENTACION ANTIGENICA EN BALT

Las clases y subclases de inmunoglobulina IgM, IgA, IgG, e IgG. fueron
purificadas a partir del calostro y la leche obtenida el dia posterior a parto de las dos
cerdas vacunadas con el CVRP, cerdas niimeros 8 y 9, que confirieron una proteccion
lactogénica parcial frente a la GPT del 62,5 y 28,5% de los lechones, respectivamente,
tras la contraprueba con el virus virulento. Con el fin de encontrar denominadores
comunes con la respuesta inmune inducida en GALT por el virus de tropismo enténco
en cuanto a la clase de inmunoglobulina inducida por los distintos epitopos ya
mencionados, excepto para el sitio B, ausente en el CVRP, se llevaron a cabo ensayos
de ELISAc como se ha descrito previamente. Los resultados obtenidos se muestran en

la figura 20.

La induccion en GALT de anticuerpos especificos frente a los epitopos
estudiados fue mucho mayor que la induccion en BALT, como demuestran los
porcentajes de competicion mucho menores obtenidos con los anticuerpos procedentes
de cerdas vacunadas con el CVRP, realizandose las competiciones con cantidades
iguales de inmunoglobulinas purificadas de las cerdas vacunadas con el VGPT. Estos
datos concuerdan con los previamente obtenidos con los sueros, calostros y leches

totales.

Ambos sitios antigénicos A y D, como ya se habia obsevado en la cerdas
inoculadas con el VGPT, fueron los mejores inductores de anticuerpos de la clase IgA-
S, siendo, en este caso, el sitio D y el subsitio Ab, definidos por los AcMs 8DHB y
1DE7, respectivamente, los mejores inductores de esta clase de inmunogiobulina,
presentando porcentajes de bloqueo para 75 ug de lg purificada mayores det 70%.
Ambos sitios antigénicos indujeron también las dos subclases de IgG, pero en menor
grado que IgA-S. El sitio D fue el mejor inductor de 1gG en leche. Como ocurria para

los anticuerpos inducidos por el VGPT, se observo una ligera preferencia hacia la
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induccion de lgG, mas que de IgG.. Los anticuerpos de clase 1gM no mostraron

porcentajes de competicién significativos para ninguno de los epitopos estudiados.
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2.5, COMPARACION DE LA INDUCCION DE ANTICUERPOS TRAS
PRESENTACION ANTIGENICA EN GALT O EN BALT

En la figura 21 se muestra un esquema comparativo de la especificidad frente
a los diferentes epitopos de la proteina S de las distintas clases de inmunoglobulinas
secretadas presentes en calostro y leche tras la estimulacion en GALT o BALT de

cerdas gestantes.

Cuando el virus replica en el tracto gastrointestinal y, por tanto, el estimulo se
produce en GALT, la respuesta inmune de tipo IgA-S es similar frente al sitioc D y los
tres subsitios antigénicos del sitio A, mientras que la eshmulacion en BALT, por la

rephicacion del CVRP en él tracto respiratorio, resulta en una respuesta inmune de tipo
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IgA-S preferencialmente dirigida frente al sitio D y al subsitio Ab. Ambos sitios
antigénicos, A y D, fueron también buenos inductores de IgG en leche de cerdas

vacunadas con el virus de tropismo entérico.
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Figura 21.- Esquema del reconocimiento de los diferentes sitios y subsitios
antigénicos de la glicoproteina S por las distintas clases de Ig secretoras
purificadas, localizados en la secuencia de dicha proteina, como se deduce de
la media de los valores de los porcentajes de competicion oblenidos con 75 pg
de Ig purificada a partir de calostro (A) v leche (B) de cerdas vacunadas con
VGPT v CVRP con los AcMs especificos de la proteina S Los simbolos
representan los mismos porcentajes de competicion que en las figuras previas.

La antigenicidad del sitioc B (inicamente presente en el VGPT) fue menor que
la de los otros sitios y subsitios antigénicos, ya que los porcentajes de competicion
obtemdos para todas las clases de inmunoglobulina purificadas nunca sobrepasaron el

50% de bloqueo de los AcMs correspondientes.
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3. DEFINICION DE LAS CARACTERISTICAS DE LAS lIgs RELEVANTES
EN PROTECCION IN VIVO.

Las consecuencias del reconocimiento de los distintos sitios antigénicos en al
proteccion, tanto in vifro como in vivo, se estudiaron mediante el empleo de IgA-S e
IgG con distinta especificidad epitopica obtenidas a partir de ia leche, tras la

estimulacion en GALT o en BALT de cerdas gestantes .

3.1. AFINIDAD

En la Fig. 22A se muestra un esquema de la especificidad de las clases de
inmunoglobulina purificadas empleadas en los ensayos de proteccion. Se analizo la
IgA-S purnificada de la leche recogida en el dia 1 tras el parto de las cerdas 4, 7
(vacunadas con el VGPT) y 8 (vacunada con el CVRP), asi como las IgG e IgA-S de
la cerda 7 punficadas a partir de las leches obtemidas en los dias 1 y 7 post-parto,
respectivamente. En este estudio se compararon los resultados obtenidos en los ensayos
de competicion realizados en 1 o 2 pasos con un exceso de Acs punficados (75 ug) con
el fin de determinar, no solo la cantidad sino también la afimdad de los anticuerpos

secretores especificos de los epitopos estudiados.

La IgA-S, especifica del sitio antigénico A, de leche recogida el dia 1 post-parto
de la cerda numero 7, no obtenia ventaja en el ensayo realizado en dos pasos en cuanto
al bloqueo de la unién de los AcMs especificos de los subsitios antigénicos del sitio A,
ya que se obtuvieron porcentajes de competicion mayores del 77% en los ensayos

llevados a cabo tanto en 1 como en 2 pasos.

En el mismo caso se encuenira la IgG punficada de esta misma muestra. Por
el contrario, se encontré un ligero aumento de los porcentajes de bloqueo de los AcMs
1DB12 y 8DH8 (que definen los sitios B y D, respectivamente)} obtenidos con la IgA-S
obtenida el primer dia después del parto cuando el ensayo de competiciéon se realizaba

en dos pasos, dando ventaja al anticuerpo porcino de unirse al virus antes que el AcM.
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En este caso los porcentajes de competicion presentaron incrementos del 22 at 47% para

el sitio B y del 66 al 78% para el sitio antigénico D.

La IgA-S punificada a partir de la leche recogida el séptimo dia tras el parto de
la cerda namero 7 mostré un bloqueo mucho mas eficiente de la unién de los AcMs
cuando se le permitia unirse al virus en ausencia de los AcMs correspondientes, lo que
indica una menor afinidad de los anticuerpos secretores presentes en esta muestra
comparados con los pertenecientes a la leche del dia 1. Esto fue especialmente notorio
para los anticuerpos especificos de los subsitios Aa y Ab, con porcentajes de
competicion que pasaron del 58 al 76% y del 40 al 78%, respectivamente; asi como
para los especificos del sitio D con aumentos en los porcentajes de competicion det 24
al 61%. Los porcentajes de competicion de la unién del AcM especifico del subsitio
Ac presentaron una tigera variacion del 53 al 69% en los ensayos en 1 paso y 2 pasos,

respectivamente.

Los porcentajes de bloqueo del AcM 8DHR obtenidos con IgA-S especifica del
sitio D inducida por el CVRP no presentaron variaciones significativas en los ensayos
realizados en 1 o 2 pasos, compitiendo un 73 y un 71%, respectivamente. Sin embargo,
se observaron grandes diferencias entre las competiciones obtenidas para el AcM 1DE7,
especifico del subsitio Ab, con variaciones en los porcentajes del 37 al 71%, asi como
para el subsitio Ac con una variacion de los porcentajes de competicion del 23 al 56%,

cuando la técnica se llevaba a cabo en 1 0 2 pasos, respectivamente.

3.2. PROTECCION IN VITRO

Con el fin de correlacionar el reconocimiento antigénico (de epitopos) entre las
distintas clases de inmunoglobulina purificadas y tanto para la proteccion in vitro de
células como in vivo de lechones, se emplearon IgA-S e IgG secretadas con diferente
especificidad obtenidas a partir de la leche de las cerdas tras la estimulacién en GALT

v BALT con VGPT o CVRP, respectivamente {ver apartado anterior).
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Figura 22.- Propiedades de las distintas clases v subclases de Ig secretadas inducidas por la
infeccién por VGPT o CVRP en cerdas gestantes.

(A) Esquema de las clases v subclases de Ig secretoras inducidas por los distintos sitios y
subsitios antigénicos de las glicoproteinas S del VGPT y CVRP, localizados en las secuencias
de dichas proteinas, como se deduce de la media de los porcentajes de competicion obtenidos
con 75 pg de Igs purificadas de la leche de cerdas vacunadas con VGPT y CVEP y los AcMs
especificos de la proteina S. En ¢l esquema se representan los resultados obtenidos cuando el
ensayo se realizo en 1 o 2 pasos.

(B) Curvas de neutralizacion obtenidas por medio de ensayos dei reduccion del numero de
placas con: IgA-S purificada a partir de leche recogida ¢l primer dia post-parto de las cerdas
inmunizadas con VGPT numeros 4 (M) y 7 () y de la cerda 8 inmunizada con CVRP (@); IgG
purificada de la leche obtenida el dia 1 post-parto de la cerda 7 (a); e IgA-S obtenida a partir
de la leche de la cerda 7 recogida 7 dias después del parto (Q).

(C) Cinetica de neutralizacion del VGPT obtenida con 50 pg de las distintas clases de Ig
purificadas. Los simbolos representan las mismas muestras que en B.

(D) Porcentajes de reversibilidad de la neutralizacion del VGPT obtenidos por dilucion de los

complejos virus-anticuerpo para permitir la disociacion.

Los porcentajes fueron calculados

como el incremento del nimero de placas obtenidas tras la dilucion referide al mimero de

placas obtenidas sin dilmr.

109




3.2.1. Titulo de neutralizacién

Para el estudio de la proteccion in vitro de células ST se realizaron ensayos de
reduccion del numero de placas (10° PFU de VGPT) en presencia de concentraciones
idénticas de todas las clases y subclases de inmunoglobulina punificadas a partir de
calostro y leche de los dos grupos de cerdas. En la figura 23 se muestran las curvas
de neutralizacion obtenidas con las inmunoglobulinas purnificadas de 2 cerdas

representativas del grupo I (cerdas 4 y 7) y de las 2 cerdas del grupo H (cedas 8 y 9).

La IgA-S de la cerda nimero 4 punficada a partir de la leche recogida el dia 1
post-parto fue la que mostro el titulo de neutralizacion mas alto. En cuanto a las IgA-S
purificadas de la leche tanto del dia 1 como del dia 7 tras el parto de la cerda niimero
7 fueron igualmente capaces de proteger a las células ST, aunque el titulo de
neutralizacion era menor que el de la IgA-S obtenida de la cerda nimero 4. Los titulos
de neutralizacion obtenidos con las subclases I1gG, e IgG, purificadas de la leche del dia
1 recogida de la cerda 7, mostraron titulos mayores que ia IgA-S obtenida de ia misma
muestra de leche. La IgA-S inducida tras la estimulacion en BALT mostré un titulo de
neutralizacion in vitro similar, o ligeramente superior, al de la IgA-S inducida tras la

estimulacion en GALT en la cerda 7 (Fig. 22B).

3.2.2. Cinética de Ia neutralizacion

Se encontraron interesantes diferencias entre las distintas muestras de
inmunoglobulina analizadas cuando se estudio la cinética de neutralizacién y la
reversibilidad de esta, por dilucion del complejo virus anticuerpo (Fig. 22C). La IgA-S
inducida en GALT, obtenida de la leche del dia 7 (cerda 7) mostro una cinética de
neutralizacion mas lenta que la del resto de las Igs estudiadas, unicamente alcanzando
el 100% de neutralizacion tras un periodo de incubacion de 30 min, mientras que las
IgA-S e IgG purificadas de la leche obtenida el dia 1 neutralizaron el 100% de la
infectividad virica durante ¢l primer minuto de la reaccion. La IgA inducida tras la

estimulacion en BALT logro una neutralizacion completa del virus tras 2 minutos de
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incubacion. Estos resultados parecen indicar una menor afinidad de la IgA inducida en
BALT, con respecto a la IgA inducida en GALT, asi como una disminucién de la
afinidad de la IgA a lo largo de la lactancia (IgA obtenida el dia 7). Estos resultados

fueron concordantes con los obtenidos en los ensayos de competicion.
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Figura 23.- Curvas de neutralizacion (expresada como la reduccion del numero de placas de
10° PFU de VGPT) obtenidas con diluciones senadas de las clases y subclases de Ig (IgA, O;
igM, «; 1gG,, a; IgG,, v) purificadas a partir de calostro (A) v leche (B) obtenidos de dos cerdas
inmumzadas con VGPT virulento (cerdas 4 y 7) vy de las dos cerdas inmunizadas con CVRP
(cerdas 8 v 9).
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3.2.3. Reversibilidad de la neutralizacion

Los 1csultados indicativos de la afinidad de los anticuerpos fueron corroborados
por los datos de reversibilidad de la neutralizaciéon del VGPT por dilucion de los
complejos virus-anticuerpo. Unicamente cuando se empled anticuerpo neutralizante de
clase IgA-S obtenida de la leche del dia 7 post-parto la neutralizacion revirtié al menos
un 20%, mientras que la neutralizacion por parte del resto de las inmunoglobulinas

purificadas resulto ser irreversible bajo estas condiciones experimentales (Fig. 22D}).

3.3 ENSAYOS DE PROTECCION IN ¥[VO

Finalmente se realizaron expertencias de proteccién in vivo de lechones con las
diferentes clases de Ig. Las clases de Ig punficadas fueron incubadas con el VGPT
virulento MAD 88 durante 1 h a 37° C y administrados oralmente a lechones

susceptibles de 3-5 dias de edad.

Mientras que todas las inmunoglobulinas purificadas ensayadas eran capaces de
proteger células in vitro, como se ha descrito anteriormente, unicamente la IgA-S
purificada a partir de la leche obtenida en el dia 1 post-parto tras estimulaciéon en GALT
(cerdas numeros 4 y 7) fue capaz de proteger el 100% de los lechones frente a la GPT.
Por el contrano, todos los lechones inoculados con los inmunocomplejos de IgA-S
obtenida de la leche del dia 7 de la cerda numero 7, que mostrd un titulo similar de
neutralizacion in vitro pero una especificidad distinta asi como una menor afinidad,
desarrollaron signos clinicos tipicos de GPT. LalgA-S inducida en BALT, que también
presento diferencias en cuanto al reconocimiento de sitios antigénicos, una cinética de
neutralizacion mas lenta y menor afinidad por algunos epitopos del VGPT, fue capaz
de proteger alrededor de un 30% de los lechones frente a la GPT, mientras que la IgG
inducida en GALT, muy eficiente tanto en los ensayos de competicién como en los de
neutralizacion in vitro, protegié aproximadamente un 50% de los animales empleados

(Fig. 24).
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Adicionalmente, se realizaron estos mismos ensayos de proteccién in vivo de
lechones (en colaboracion con el Dr. Luis Enjuanes del CNB) empleando 3 AcMs
especificos del sitio A, 1CC12, IDE7 y 6AC3, especificos de los subsitios Aa, Ab y
Ac, respectivamente, y capaces de neutralizar altos titulos de virus in vitro (> de 10°
PFU, ver Tabla I). Una mezcla de liquidos asciticos a partes iguales de los tres AcMs
se incubd con el virus, de igual forma que se realizaron los ensayos con las clases de
Ig purificadas, y se administraron oralmente a lechones susceptibles. A pesar de que
durante los dos primeros dias de la experiencia los lechones recibieron los AcMs en el
alimento, todos los lechones, menos uno, de los nueve ensayados presentaron signos

clinicos durante la semana en que fueron observados, lo que supuso tan sélo un 11%

de proteccion (Fig. 24).

Clase Numero de Porcentaje lechones
ORIGEN I lachones roteqidos
g contraprobados proieg
0 25 50 75 100
Cerdas inmunizadas con L I | I |
VGPT
Leches dia 1 (cerda 4)  IgA 4 VA7 i7 e 7777777 7 )
Lache dia 1 (cerda 7) igA 6 F 77777777 77 rrrl s 22
Leche dia 7 {cerda 7)  IgA 8 U
Leche dia 1 {cerda 7} IgG 4 VI 7277277 (50%)
Cerdas inmunizadas con
CVRP
Leche dia 1 {cerda 8) A 6 (33%)
AcMs(Aa,Ab,Ac) IgG o 72 (11%)

Figura 24.- Porcentajes de proteccion conferida a lechones con las distintas
clases de Ig purificadas. Las Igs (250 pg), incubadas con 10° PFU, fueron
administradas a lechones susceptibles que contaban de 3 a 5 dias de edad. Los
porcentajes se calcularon como ¢l cociente entre el nimero de lechones que no
mostraron signos clinicos v el namero total de lechones en cada ensayo x 100.
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Aparentemente, los anticuerpos ingendos por los lechones lactantes una sema
na tras el parto no son relevantes en la proteccion in vivo frente al VGPT, ya que la IgA
purificada de la leche recogida el dia 7 post-parto no resulté ser protectora. Para
confirmar esta observacion, se lievo a cabo un expertmento de contraprueba de los
lechones que sélo recibieron anticuerpos del calostro de una cerda inoculada con VGPT
virulento. Esta cerda mostré en calostro un alto titulo de anticuerpos especificos del
VGPT, que reconocian con alta afinidad los sitios antigénicos A y D (resultados no
mostrados). Tras la exposicion al virus virulento, todos los lechones, de 7 dias de edad,
mostraron signos clinicos leves tipicos de la GPT pero fueron capaces de recuperarse

y, por tanto, sobrevivieron a la contraprueba con una dosis letal de VGPT virulento,

cepa MADSS.
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DISCUSION






En la primera parte del presente trabajo se ha analizado la repuesta inmunitana,
tanto sistémica como secretora, frente a las proteinas estructurales mayontarias del
VGPT en cerdas vacunadas con el VGPT o el antigénicamente relacionado CVRP. Las
cerdas inmunizadas con ambos virus fueron capaces de conferir inmunidad lactogénica
a sus lechones, como ya se ha descnto previamente por otros autores en cerdas natural
o experimentalmente infectadas (Bohi, 1981; Bohl y Saif, 1975; Moxley y col., 1989,
Bemard y col., 1989; Callebaut y col., 1990; Van Deun y col., 1990), oscilando, en
nuestro caso, el nivel de proteccion en los dos grupos de cerdas vacunadas entre el 28,5
y el 100%. En los dos grupos de cerdas se observo, ademas, una correlacion entre los
niveles de anticuerpos neutralizantes en e! calostro y la leche y la proteccion pasiva de

los lechones lactantes.

En los estudios llevados a cabo con las cerdas vacunadas con el VGPT se
seleccionaron, para la contraprueba con el VGPT virulento, los lechones nacidos de tres
cerdas, una (cerda 4) representativa del grupo de cerdas que presentaron altos titulos de
anticuerpos en suero y secreciones lacteas, y dos cerdas que presentaron los titulos mas
bajos (cerdas 6 y 7). De los lechones nacidos de la cerda 4 aproximadamente el 60%
resulto protegido frente a la infeccion y tan solo 1 de los 18 lechones nacidos de las tres
cerdas de este grupo mundé a los dos dias después de la exposicion al virus virulento.
Estos resultados confirman las observaciones previas de que cerdas vacunadas con

VGPT virulento por via oral confieren una buena proteccion lactogénica a sus lechones
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(Bohi, 1981; Bohl y Saif, 1975; Moxley y col., 1989). Las condiciones de contraprueba
fueron muy severas, ya que ningun lechon de los nacidos de la cerda control, no

vacunada, fue capaz de sobrevivir a l]a misma.

i.a amplisima distribucion del CVRP en la poblacion porcina y la consecuente
seroconversion, especifica del CVRP, que ha tenido lugar de forma explosiva en Europa
en los ultimos afios (Brown y Cartwright, 1986; Pensaert y col., 1986, 1992; Jestin y
col., 1987; Madec y col,, 1987; Henningsen y col., 1988; Bernard y col, 1989; Yus y
col, 1989; Lanza y col, 1990) ha estado acompaiiada por una marcada reduccion de
los brotes de GPT, hecho que sugiere que ambos virus son capaces de inducir
proteccion cruzada in vivo. Este fenomeno habia sido previamente demostrado por
distintos autores en cerdas infectadas con CVRP de forma natural (Bernard y col., 1989;
Callebaut y col,, 1990; Van Deun y col.,, 1990). En los estudios llevados a cabo con
el CVRP en el presente trabajo, para los que se emplearon los lechones de las dos
cerdas inmunizadas con dicho virus, hemos observado la existencia de proteccion
cruzada entre el VGPT y el CVRP, con porcentajes de mortalidad en los lechones del
375 y el 71,5%. Los niveles de proteccion observados en esta experiencia son
similares a los obtenidos por otros autores con cerdas de campo infectadas con el CVRP

de forma natural.

Dado que el CVRP (nicamente replica en el tracto respiratorio (Cox y col.,
1990a) y puesto que las cerdas vacunadas con este virus secretaron anticuerpos
especificos en el calostro y la leche, no se puede descartar la existencia en la cerda,
como ya se ha descrito en ratones (McGhee y col,, 1992), de un vinculo inmunoloégico
entre el pulmoén y las glandulas mamarias, similar al existente entre el intestino y ia
mama. Fste vinculo, basandose en nuestros datos, parece ser menos eficiente que el
vinculo intestino-mama, a juzgar por los menores titulos de anticuerpos secretores de
las cerdas inmunizadas con el CVRP. Estos resultados parecen indicar, ademas, una
respuesta inmunitaria preferencial sistémica, sobre todo en una de las cerdas, puesto que
los anticuerpos presentes en la leche de ambas cerdas apenas son capaces de competir

la union de los AcMs, tanto especificos de la proteina S como de las proteinas Ny M,
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empleados en el estudio. No obstante, los menores niveles de anticuerpos secretores
también podrian deberse a que la estimulacion antigénica en pulmon (BALT) es menos
eficiente que la que se produce con los mismos antigenos en el intestino (GALT),
puesto que los titulos y niveles de competicion de los anticuerpos sistémicos tampoco

fueron muy elevados en las cerdas 8 y 9.

Uno de los objetivos principales de este trabajo fue el de determinar cuiles de
los sitios antigénicos de las proteinas estructurales del VGPT y CVRP son
inmunogénicos en las cerdas vacunadas, especialmente en cuanto a anticuerpos
secretores se refiere. Dado que la glicoproteina S ha sido identificada como ta principal
inductora de anticuerpos neutralizantes (Delmas y col., 1986; Garwes y col., 1978/1979,
Jiménez y col., 1986), parece ser la principal candidata para una vacuna de subunidades
efectiva frente a la GPT. La estructura antigénica de la proteina S, asi como la del
CVRP, muy estrechamente relacionado, ha siso bien estudiada (Correa y col., 1988,
Delmas y col., 1986, Gebauer y col.,, 1991). El analisis de la estructura antigénica de
esta proteina ha demostrado que su mitad amino-terminal es altamente inmunogénica
y contiene los cuatro sitios antigénicos que han sido definidos para esta proteina (Cotrea
y col.,, 1990; Delmas y col., 1990). El CVRP ha perdido los sitios antigénicos By C
pero los sitios A y D estan presentes tanto en el virus de tropismo respiratorio como en
el virus entérico. Ambos sitios, A y D, son capaces de inducir ia produccion de

anticuerpos neutralizantes.

En este trabajo hemos encontrado diferencias en la induccion de anticuerpos
secretores por los diferentes sitios antigénicos implicados en la neutralizacién del virus,
siendo el mas inmunogénico el sitio A. Dentro de éste, el subsitio Ab parece mas
antigénico que los subsitios Aa y Ac, independientemente de si la estimulacion tuvo

lugar en el tracto respiratorio o en el enténico.

Por el contrario, los sitios antigénicos B y C no parecen ser muy
inmunodominantes, ya que los titulos de anticuerpos de las muestras de suero, calostro

y leche obtenidas de las cerdas inmunizadas tanto con el VGPT como con el CVRP
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fueron iguales empleando como antigeno ambos virus en la técnica ELISA. Esto se
confirmo, al menos para el sitio B, por los bajos porcentajes de competicion obtenidos
frente al AcM 1DB12, especifico de este sitio antigénico, con todas la muestras, asi
como con las clases de Ig purificadas del calostro y la leche de las cerdas inmunizadas
con el VGPT. Por otro lado, en términos de proteccién los sitios B y C no parecen
muy relevantes pues cerdas inmunizadas con el CVRP, carente de estos sitios

antigénicos, protegieron en un cierto grado a los lechones.

En otro orden de cosas, la proteina S parece ser mas antigénica que las proteinas
Ny M. No se puede descartar la posibilidad de que este resultado este condicionado
por los epitopos seleccionados para llevar a cabo el estudio, aungue esto parece poco
probable ya que los epitopos analizados fueron altamente inmunogénicos en otros
estudios (Correa y col., 1988). Sin embargo, otros autores (Henrickson y Portner, 1990)
han descrnito discrepancias en los niveles de antigenicidad de un determinado epitopo
en diferentes especies. En lo que se refiere a la proteina S, este estudio valida, en
cerdos, que son los huéspedes naturales del virus, los mapas antigénicos realizados con
AcMs munnos, en los que el sitio A es considerado como el sitio inmunodominante

(Correa y col., 1988; Delmas y col., 1986; Jiménez y col., 1986).

Una adecuada interpretacion de los resultados obtenidos por medio del RIAc
sobre la respuesta relativa en anticuerpos frente a los diferentes epitopos viricos,
requiere que los AcMs empleados, que se unen a los diferentes sitios antigénicos, sean
de la misma clase, asi como que presenten afinidades relativas similares. Todos los
AcMs empleados son de clase ¥, con la excepcion de los AcMs 1CC12 y 3DE3 que
son de clase Y., y Y., respectivamente. Las afinidades relativas de los AcMs se
analizdo por medio de un estudio de la union al VGPT de cantidades identicas de
inmunoglobulina purificada, llevado a cabo mediante 1a técnica RIA. En dicho ensayo
tanto el "plateau” (maxima umén) como los titulos de todos los AcMs resultaron ser
muy similares (Enjuanes, resultados no publicados). Otros autores, llevando a cabo
estudios similares en otros sistemas viricos, alcanzan conclusiones similares (Nowinski

y col, 1979).
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Los resultados obtenidos llevando a cabo IB y RIPA con los anticuerpos de las
cerdas vacunadas mostraron que las tres proteinas estructurales son antigénicas durante
la infeccion experimental. La cuantificacion de la antigenicidad de estas proteinas no
fue posible debido a las diferencias en reactividad observadas por las proteinas en las
dos técnicas empleadas, probablemente a causa de la dependencia de conformacion que
presentan los epitopos en las proteinas. Los epitopos de la proteina N parecen
exponerse tras desnaturalizacion con SDS y 2ME, puesto que los anticuerpos reaccionan
mas fuertemente frente a esta proteina en IB (epitopos lineales), en contraste con los
epitopos de las proteinas M y S, que eran mejor reconocidos por los anticuerpos en

RIPA (epitopos conformacionales).

Ademas de en el nivel de anticuerpos inducido por uno u otro virus, detectamos
diferencias en el reconocimiento de epitopos viricos por los anticuerpos circulantes o
secretores dependiendo del virus empleado en la inmunizacion. Los anticuerpos
secretores obtenidos a partir de las cerdas inoculadas con el VGPT reconocieron mejor
los epitopos especificos que ios anticuerpos séricos, mientras que no se observaron
diferencias notables entre los anticuerpos secretores y circulantes de las cerdas
inmunizadas con el CVRP. En ambos casos la induccion de anticuerpos secretores por
parte de los epitopos presentes en la proteina S parece tener importancia en los

porcentajes de supervivencia de los lechones.

El sitio antigénico A en la proteina S fue altamente inmunogénico en cerdas
vacunadas con VGPT, asi como en cerdas vacunadas con el CVRP, y una buena
respuesta inmunitaria de tipo secretor frente a este sitio se correlacioné bien con la
induccion de proteccion pasiva. Basandonos en los datos obtenidos de esta primera
parte del trabajo, podemos hipotetizar que una presentacion adecuada al sistema inmune
de las mucosas de las cerdas gestantes de uno o varios epitopos pertenecientes al sitio

antigénico A proporcionaria una respuesta inmunitana pasiva protectora a los lechones.

Ademas, este sitio antigénico esta altamente conservado entre distintos aislados

de VGPT y CVRP, asi como entre coronavirus caninos y felinos (Sanchez y col., 1990).
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Esto sugiere que los sitios que no estin conservados entre los virus de esta familia son
menos importantes inmunolégicamente y podemos sugerir la existencia en este virus de
una relacién entre la conservacion estructural y la respuesta inmunitaria, como se ha

descrito para otros virus (Henrickson y Portner, 1990).

En la pnmera parte del trabajo se han estudiado los factores cuantitativos
implicados en la transferencia de inmunidad, caracterizando la antigenicidad de los
diferentes epitopos de las tres proteinas estructurales viricas. Sin embargo, en la
proteccién pasiva frente al VGPT pueden estar jugando un papel importante, ademas
de los mencionados factores otros de tipo cualitativo. Entre estos ultimos, la clase de
inmunoglobulina inducida por los diferentes epitopos relevantes previamente descritos,
puede ser de gran importancia. Dado que la IgA parece ser la clase de inmunoglobulina
mas efectiva en la proteccion pasiva del neonato, uno de los objetivos primordiales de
este trabajo ha sido el poder determinar cuales de los sitios antigénicos conocidos de
las glicoproteinas S del VGPT y del CVRP son los principales inductores de esta clase

de inmunoglobulina en calostro y leche de cerdas gestantes.

Como ya se revisé en la introduccién, y se ha discutido previamente, parece
claro que ambos virus, cuyos determinantes antigénicos son practicamente idénticos, son
capaces de inducir proteccion cruzada in vivo. Bemard y col. (1989) observaron
proteccion parcial frente al VGPT en camadas de cerdas que habian sido infectadas por
CVRP de forma natural, aunque no estudiaron ia clase de los anticuerpos presentes en
las secreciones lacteas de estas cerdas. Callebaut y col. (1990) demuestraron que cerdas
inmunes tras una infeccion natural con CVRP secretan anticuerpos neutralizantes anti-
VGPT en la leche aunque, sin embargo, estos anticuerpos no son siempre de la clase
IgA. Sin embargo, Van Deun y col. (1990) observaron que cuando cerdas de campo
que presentaban anticuerpos especificos del CVRP y que, por lo tanto, habian sufrido
previamente una infeccidn natural por CVRP, eran reinfectadas con dicho virus por via
oronasal durante las ultimas semanas de la gestacion o durante los primeros dias de
lactancia, se producia bien la induccidn o bien el incremento de los titulos de IgA-S

lactogénica especifica del VGPT.
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En este trabajo hemos demostrado que la vacunacion experimental de cerdas
gestantes con el VGPT o el antigénicamente relacionado CVRP, con diferente tropismo,
resulta en respuestas inmunitarias tanto secretoras como circulantes. Tanto las cerdas
inmunizadas con el VGPT como con el CVRP confieren inmunidad lactogénica a sus
lechones frente a una infeccion por VGPT, aunque el nivel de proteccion en las cerdas
estimuladas en BALT fue menor que en las cerdas estimuladas en GALT. Por lo tanto,
queda todavia por determinar la causa de la diferente eficiencia con que las IgA-S
inducidas por el VGPT y por el CVRP protegen a los lechones lactantes frente a la
infeccion entérica por el VGPT. Ambos virus presentan sitios antigénicos comunes
implicados en la neutralizacion (sitios A y D de la glicoproteina S) (Sanchez y col,
1990), pero su distinto tropismo condiciona la estimulacion de compartimentos
diferentes del sistema inmune de las mucosas (BALT o GALT), ambos teéricamente
conectados con la glandula mamaria (McGhee y col., 1992), como ya se ha discutido.
Por ello, en ia segunda parte del presente trabajo se han analizado las diferencias entre
las respuestas inmunitarias secretoras frente a los epitopos del VGPT implicados en
neutralizacion en cerdas gestantes tras la estimulacion en GALT o BALT por los virus
VGPT y CVRP respectivamente.

Los resultados obtenidos muestran diferencias en la induccion de las distintas
clases de inmunoglobulina secretoras por los diferentes sitios antigénicos, siendo los
sitios A y D los mejores inductores de IgA-S, en ambos grupos de cerdas. No obstante,
se han encontrado diferencias condicionadas por el diferente tropismo de ambos virus,
VGPT y CVRP. Cuando la replicacion virica tiene lugar en la mucosa intestinal y, por
lo tanto, la estimulacién ocurre en el GALT, todos los subsitios del sitio antigénico A
estimulan la produccion y secrecion de cantidades similares de IgA-S en la leche.
Cuando la estimulacion tiene lugar en el BALT por la replicacion del CVRP en el
pulmon, el subsitio antigénico Ab es el mejor inductor de esta clase de inmunogiobulina

en leche. En ambos tipos de estimulacion el sitio D es un buen inductor de IgA-S.

Para poder investigar en mayor profundidad otros factores, ademas del

reconocimiento epitopico, que pudieran estar influenciando la proteccion pasiva de los
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lechones, estudiamos las caracteristicas de las inmunoglobulinas purificadas de leche en
cuanto a su afinidad por dichos epitopos y a su capacidad neutralizante tanto in vitro
como in vivo. Para las experiencias de proteccion in vivo se seleccioné la leche del
primer dia como fuente de Ig y no el calostro ya que un alto porcentaje de los
anticuerpos presentes en el calostro son de origen sérico mientras que la leche esta
enriquecida en anticuerpos producidos localmente, principalmente de la clase IgA-S

{Bourne y Curtis, 1973; Dahlgren y col., 1989).

La IgA-S purnificada a partir de la leche recogida el dia 1 después del parto de
las cerdas estimuladas en GALT por el VGPT, que reconoce fundamentalmente los
sittos A y D con alta afimdad, fue capaz de proteger al 100% de los lechones
empleados en las experiencias de proteccién in vive. Por el contrario, la IgA-S
purificada a partir de la leche recogida el dia 7 post-parto de estas mismas cerdas, que
reconoce principalmente el sitio A y muestra una baja afinidad por el sitto D, no fue
capaz de proteger a ningun lechén en los experimentos de proteccion in vive. El
reconocimiento de un solo sitio antigénico del virus (sitio A) por IgA-S neutralizante
obtenida de a leche del dia 7 podria ser la causa de que estos anticuerpos presenten una
cinética de neutralizacion mas lenta. Sin embargo, Ia IgA-S de la leche recogida el dia
7 también mostré una menor afinidad por el sitio A que la que presentd la IgA-S
obtenida el dia 1 después del parto, lo que podria explicar tanto el retraso en la
neutralizacion del virus como la reversibilidad de esta por dilucién de los complejos
virus-anticuerpo. Esto concuerda con la observacion de que también la IgA-S purificada
a partir de la leche de las cerdas estimuladas en BALT por el CVRP presenté una
cinética de neutralizacion mas lenta. Esta IgA, mientras que se comportd de forma
idéntica en cuanto a la neutralizacion in vitro, se diferencid claramente de la IgA-S
inducida en el GALT en lo que concierne a las caracteristicas de reconocimiento
antigénico y afinidad. LaIgA purificada de la leche de la cerda inoculada con el CVRP
presento una alta afinidad por el sitio D mientras que requirié un ensayo de competicion
en 2 pasos para bloquear significativamente la union de al menos un AcM especifico
del sitio A. Es interesante notar que el porcentaje de proteccion in vivo para esta IgA

purificada fue tan solo del 30% de lechones protegidos.
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Estos datos podrian sugerir que ambos sitios antigénicos (A y D} pueden jugar
un papel importante en la respuesta inmunitaria lactogénica protectora frente at VGPT.
Los resultados obtenidos parecen indicar que 1a induccion de 1gA-S en leche por ambos
sitios antigénicos es necesaria para la proteccion in vivo, mientras que para la proteccion

in vitro uinicamente se requeriria la union de los anticuerpos a uno sélo de elios.

Este requisito de que los anticuerpos se unan a mas de un sitio antigénico
implicado en la neutralizacion del virus para la proteccidon lactogénica de los cerdos
neonatos concuerda con los resultados obtenidos por Wesley y col. (1988) que no
obtuvieron proteccion de lechones in vive cuando empleaban 2 AcMs especificos de las
glicoproteinas S y M bien independientemente o en combinacion. En este trabajo
hemos confirmado este fenomeno mediante ¢l empleo, en una experiencia similar de
proteccion in vive, de una mezcla de los tres AcMs especificos del sitio A, cada uno
especifico de un subsitio antigénico. Todos los lechones en la experiencia, menos uno,

mostraron signos clinicos tipicos de la GPT.

Con estas experiencias hemos podido corroborar el descenso en el titulo de
anticuerpos especificos frente al virus en la leche a lo largo de la lactancia (Boume y
Curtis, 1973; Newby y col, 1982) puesto que la leche recogida de las cerdas
mmunizadas con el VGPT una semana después del parto presentd un titulo de
anficuerpos y niveles de competicidon mucho mas bajos que el calostro o la leche del
primer dia. [Estos anticuerpos recogidos de la leche del dia de la contraprueba,
principalmente de clase IgA-S, presentaron, ademas, una afinidad disminuida con
respecto a la leche del dia 1 post-parto frente a los epitopos relevantes de la proteina
S, una cinética de neutralizacion in vifro mas lenta y no fueron capaces de proteger a
los lechones en los experimentos de proteccion in vive. Sin embargo, los lechones
nacidos de cerdas vacunadas con el VGPT resultaron protegidos frente a la contraprueba
con virus virulento en el momento en que estaban ingiriendo IgA no protectora (7 dias
despues del parto). Esto podria explicarse porque la IgA-S ingerida durante los 1-3
primeros dias de lactancia tiene una alta afinidad por la mucosa intestinal y queda unida

a esta, permaneciendo activa durante periodos largos de tiempo (Butler y col., 1981).
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Hemos puesto de manifiesto la relevancia de los anticuerpos calostrales en la proteccion
frente al VGPT mediante la contraprueba de los lechones que fueron retirados de la
madre, inmunizada con el VGPT, al dia siguiente del parto de modo que sélo ingirieron
este tipo de anticuerpos. Dichos lechones sobrevivieron a la exposicion oral al VGPT
virulento 7 dias después del nacimiento. Por tanto, estos lechones poseian una defensa
humoral suficiente, obtenida del calostro, para estar protegidos al menos 6 dias después

de la Gltima ingestion de leche hiperinmune.

En este estudio no sélo estabamos interesados en la induccion de IgA-S, sino
también en la induccion selectiva por los epitopos del VGPT de otras clases y subclases
de Ig, principalmente 1gG, que estad presente en el calostro y la leche durante los
primeros dias de la lactancia en altas concentraciones (el calostro y la leche temprana
contienen mas IgG que IgA en términos absolutos), por lo que no puede descartarse su
papel en proteccion. Otros autores han mostrado que IgG purificada a partir del
calostro, que mostraba una alta afinidad y una elevada capacidad neutralizante, era
capaz de proteger a lechones frente a una contraprueba con VGPT virulento (Stone y
col,, 1977). Nuestros resultados concuerdan con estas observaciones y sugieren que la

IgG puede desempefiar un papel importante en la inmumdad lactogénica.

En el cerdo no se produce transferencia transplacentaria de inmunoglobulinas,
Y, como ya se ha revisado, el calostro y la leche son las principales vias por las que el
cerdo neonato adquiere inmunidad pasiva. En el calostro de la cerda la IgG esta
presente en altas concentraciones, y esta IgG proviene en gran medida del suero por una
concentracion selectiva de esta clase de inmunoglobulina que tiene lugar en la glandula
mamaria (Bourne y Curtis, 1973). Ya que la mayoria de la proteina en el calostro es
absorbida sin degradar en el intestino del cerdo recién nacido, esta concentracion
selectiva de IgG sérica en el calostro parece constituir un mecanismo por el cual los
anticuerpos séricos de la madre son transferidos a la circulacion del lechon tras el
nacimiento (Newby y col., 1982). Estos anticuerpos permanecen, con una vida media
para la 1gG de 12-14 dias, hasta que el sistema inmunitario del lechén esta

completamente maduro, lo que no ocurre hasta al menos 16 semanas después del
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nacimiento (Curtis y Bourne, 1971). Los elevados porcentajes de competicion obtenidos
en los ensayos de RIAc realizados con los sueros de los lechones recogidos el dia de
la contraprueba, cuando contaban 7 dias de edad, confirman este hecho y muestran que
dicha absorcién en el intestino es altamente eficiente, puesto que se corresponden al
patron de porcentajes de competicién mostrado por los anticuerpos secretores tempranos
de la madre. Los titulos de anticuerpos de los sueros de los lechones recogidos una
semana después de la contraprueba (14 dias post-parto} fueron muy similares a los de

la primera toma de sangre (7 dias post-parto).

L.a IgG aislada de la leche del dia 1 tras la estimulacion en GALT, que mostraba
titulos altos de neutralizacion in vitro y una alta afinidad por los sitios antigénicos A
y D del VGPT, fue capaz de proteger un alto porcentaje de lechones frente a la GPT
(alrededor del 50%). El menor porcentaje de proteccion mostrado por la IgG con

relacion a la IgA podria estar debido a su menor resistencia a la digestiéon enzimatica.

Asi como para otros sistemnas, como ciertos parasitos (Gasbarre y col., 1989) y
otros virus, como el HIV (Mathiesen y col, 1989), se ha descrito una respuesta
predominantemente de tipo IgG, o IgG,, nosotros no observamos una induccién
preferencial significativa de ninguna de las subclases de IgG por parte de ningun
epitopo ya que obteniamos porcentajes de competicion, y de neutralizacion, similares
con IgG, e IgG, lactogénicas de cerdas estimuladas tanto en GALT como en BALT.
Tan solo la IgG, presentaba porcentajes de competicion y titulos de neutralizacion

ligeramente mas altos que la IgG,, v no en todos los casos.

Por lo tanto, la IgA-S es, como ya ha sido previamente descrito (Bohl, 1981;
McGhee y col., 1992; Moxley y col, 1989; Saif y Bohl, 1979), la clase de
inmunogiobulina mas importante en la proteccion pasiva de los cerdos neonatos durante
los 7 pnmeros dias de vida. Nuestros resuttados sugieren que para que la IgA-S sea
eficaz en la proteccion in vivo frente al VGPT debe reconocer por igual a los dos sitios
antigénicos inmunodominantes en el virus, sitios A y D, de la glicoproteina S con alta

afinidad. Esto deberia tenerse en cuenta para el disefio de una vacuna por subunidades
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eficiente frente al VGPT o para la obtencion de cerdas transgénicas que produzcan Igs

especificas frente al virus de forma constitutiva en secreciones lacteas.
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CONCLUSIONES






La moculacion experimental de cerdas gestantes con VGPT y CVRP ha
permitido demostrar la existencia de un vinculo inmunoldgico intestino-mama
y pulmon-mama, dado que tras la infeccion con ambos wvirus se detectaron
anticuerpos especificos en las secreciones lacteas. No obstante, 1a estimulacion
en BALT parece ser menos eficiente que la estimulacion en GALT, puesto que
la respuesta inmunitaria en cerdas inoculadas con el CVRP fue cuantitativamente
menor y el mivel de proteccion pasiva proporcionada por estas cerdas a sus

lechones fue también inferior al proporcionado por las cerdas inmunizadas con
el VGPT.

La glicoproteina S fue mas antigénica que las proteinas N y M en cerdas
gestantes vacunadas tanto con el VGPT como con el CVRP. El sitio antigénico
A de la glicoproteina S, especialmente el subsitio Ab, fue el inmunodominante
en cerdas gestantes inoculadas con ambos virus, seguido por el sitio antigénico
D. Una buena respuesta secretora en cerdas frente a estos sitios antigénicos se

correlacioné bien con la inducciéon de proteccion pasiva de sus lechones

lactantes.

Los sitios antigénicos A y D de la glicoproteina S son los mejores inductores
de IgA-S, tanto si1 la presentacion antigénica se realizo en GALT o en BALT por
el VGPT o el CVRP, respectivamente. Todos los subsitios del sitio antigénico
A indujeron IgA-S de forma similar cuando se inmunizd con el VGPT, mientras
que el subsitio Ab fue el mejor inductor de IgA-S cuando la inmunizacion se
realizo con el CVRP, sin que en ninguno de los dos casos se produjera una

induccion preferencial de esta clase de inmunoglobulina.

131



La combinacion de los resultados de experimentos de reconocimiento de
epitopos y afinidad por los mismos por parte de IgA-S de distinta procedencia
y nivel de proteccidn pasiva permite concluir que para que anticuerpos de esta
clase sean protectores in vivo deben reconocer y mostrar una elevada afinidad
por al menos los sitios antigénicos A y D de la glicoproteina S, mientras que
para la proteccion in vitro el reconocimiento de uno solo de estos sitios
antigénicos es suficiente. Una respuesta inmunitaria de estas caracteristicas se
induce mas eficientemente cuando la presentacidn antigénica tiene lugar en

GALT en lugar de en BALT.
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