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ABREVIATURAS

ma aminoácido
anticuerpo

AcM anticuerpomonoclonal
APC célulapresentadorade antígeno
ATCC “American TypeCulture Collection”
BALT tejido linfoide asociadoal tracto respiratorio
BSA albúminaséricabovina
DNA ácido desoxiribonucléicocomplementario

Ci Curio
ConA concanavalinaA
CVB coronavirusbovino
CVC coronaviruscanino
CVRP coronavírusrespiratorioporcino
rpm cuentaspor minuto
CTL linfocito T citotóxico
DATD N, N’dialiltartardiamida
DICC~ dosisinfectiva 50 en cultivo celular
DMAB ácido 3-dimetilamino-benzoico
DMEM medio mínimo esencialde Fagle con la modificación Dulbecco
DNA ácido desoxiribonucléico
dp díaspost-parto
ecp efectocitopático
ELISA enzimoínmunoensayo
ELISAc enzimoínmunoensayode competición
Fc fracción constantede las inmunoglobulinas
GALT tejido linfoide asociadoal tracto gastrointestinal
GPT gastroenteritisporcinatransmisible
hpi horaspostinfección
IB “ímmunoblotting”
ID intestino delgado
¡FI inmunofluorescenciaindirecta
¡FN interferón
Ig inmunoglobulina
IgA-S IgA secretora
IL interleuquina
IM intramuscular
IMM mntramamaria
Kb
kDa kílodaltons
LPS lípopolisacárido
M BTU 3-metil-2-benzo-tiazolinonahidrazona
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MEM medio mirzimo esencialde Eagle
MHC complejomayor de histocampatibilidad
¡ni multiplicidad de infección
¡uRNA ácido ribonucléico mensajero
NA no aplicable
ND no determinado
NP4O Nonidet P 40
nt nucleátido
O.D. densidad óptica
ORE fasede lecturaabierta
PACE electroforesisen gel de poliacrilaniida
FRS tampónfosfato salino
PFU unidadesformadorasde placa
PM pesomolecular
PMSF Parametilfenilsulfonilo
PP placasde Peyer
RLA radioinmunoensayo
RIAc radioinmunoensayode competición
RIPA radioinmunoprecípitación
RNA ácidoribonucléico
SFR suerofetal bovino
51>5 dodecilsulfatosádico
SN seroneutralización
SR soluciónde rotura
ST línea celular de testiculode cerdo
TI> linfocitos r cooperadores
Tris Tris-hidroximetil-aminometano
VBI virus de la bronquitis infecciosade las aves
VDEP virus de la diarreaepidémicaporcina
VCPT virus de la gastroenteritisporeinatransmisible
VIIM ‘¿rusde la hepatitismurina
VPIF virus dc la peritonitis infecciosafelina
ZME 2-mercaptoetanol
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1. GASTROENTERITIS PORCINA TRANSMISIBLE

La gastroenteritisporcinatransmisible(GPT> esuna enfermedadque afectaa

cerdosde todas las edadespero que es especialmentegrave en lechoneslactantes,

menoresde dassemanasde edad,en los que la tasade mortalidadpuedealcanzarel

100% (Bohí, 1981; SideIl y col., 1983). La GPT es una de las enfermedadesmás

devastadorasde los cerdosreciénnacidosdebidoa la alta mortalidadque genera,la

ausenciade un tratamientoeficazy la limitada efectividad de las vacunasdisponibles.

1.1. DISTRIBUCION GEOGRAliICA Y TRANSMISION

El procesofue descntoclínícamentepor primera vez en 1946 por Doyle y

Hutchings,en EE.UU., quienesademásaislaronel agentecausal,demostrandoasí su

etiologíavirica. A partir de estemomento,sepublicó lapresenciadeGPTtambiénen

Japón,Inglaterray postenormenteen numerosospaiseseuropeos,Canadá,América

Central y del Sur y en algunospaisesasiáticos:Taiwan, Corea,Filipinas y China

(Sasaharay ccl., 1958; (3oodwiny Jennings,1958; Saify Bohí, 1986; Pensaerty col.,

1987). En Irlanda,sin embargo,parecequeno seintrodujohastael año 1984,en el que

se detectóel primer brote. La GPT sehaconvertidoen unade las enfermedadesque

másproblemascausaa la porcinoculturaintensiva,siendotanto así que Ferris (1973)

y Kliebensteiny col. (1982/1983)colocan a la GPT como la enfermedadvirica del

cerdo más importanteen EE.UU.
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En Españase describió por primera vez en 1960, basándoseúnicamenteen

observacionesclínicas(Concelión, 1960). La situaciónepidemiológicade la GPT en

Españaha sido diferentea la de otros paíseseuropeos,graciasal relativo aislamiento

en que se mantuvo la población porcina, hasta la apertura de las fronterasa la

importación de cerdosvivos, desdeotros paísesde la CEE.. En los 20 años que

siguieron a la primera descripciónde la enfermedadno se dieron a conocernuevos

datossobreestaen nuestropaís, hastaque en 1982 se volvió a diagnosticar,clínicay

laboratorialmente,un brote de GPT en el área mediterránea(Planay col., 1982).

Posteriormente,en 1988, Laviaday col. diagnosticaronun brotede GPTen la provincia

deMadrid, medianteel aislamientoy caracterizacióndel virus responsable(cepaMAD-

88). En este caso las característicasclínicasy epidemiológicasfueron las típicas,

aunqueaparentementese mantuvo circunscrito a la explotaciónafectada. Se pudo

demostrarque la infección había sido introducida en la explotaciónpor lechones

importadosdeBélgica. Sin embargo,sedesconocela incidenciarealquela enfermedad

tiene en nuestropaís aunquepareceque la difusión de estaes muy limitadaya que

Rubio y col., en 1987, no encontraronningún animal seropositivoentre 530 cerdasde

desviejeprocedentesde sieteprovinciasde Castillay León.

Paraevaluarla incidenciade la enfermedaden varios paísessehan llevado a

caboestudiosserológicosde la población. Los resultadosde dichosestudiosindican

que las infeccionespor estevirus son másnumerosasque el númerode diagnósticos

clínicos, probablementedebido a que las infecciones de cerdos adultos pasan

desapercibidasy no son diagnosticadas.Así, por ejemplo, seha encontradoque el

porcentajede cerdos positivos en Franciaes dei 17% (Toma y col., 1978), en la

RepúblicaFederalde Alemania21% (Witte, 1974), en Canadá7,6%(Gagnony col.,

1974),en EE.UU. 31% (Egany col., 1982).

Actualmente,esmuy dificil evaluarla prevalenciay distribución geográficade

la forma entéricadel virus de la GPT (VGPT) desdela apariciónde una variantede

tropismo respiratorio,con una gran similitud antigénica,y que seha hechoenzoótica

en la mayoríade los paíseseuropeos.
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La GPTes unaenfermedadde tipo estacionalque se caracterizaporunarápida

diseminaciónde la infección a la mayoría de los animalesde todas las edades,

especialmentesi el brote tiene lugar en invierno, y es el clásico ejemplo de una

infección que puede producirse como epizoótica, enzoótica o intermitentemente

enzoótica.

El virus infectaa los cerdosreceptivoshabitualmenteporvía ‘oral. La infección

llega a las granjaso rebañosgeneralmentevehiculadapor cerdosque excretanvirus.

Puedehabertambiéntransmisiónindirectaatravésde la ropa, el calzado,los vehículos,

etcétera,contaminadoscon hecesque contenganvirus. Estatransmisiónindirectaes

más fácil en invierno, ya que el virus mantienemejor su capacidadinfectanteen el

ambiente a baja temperatura, con humedad alta y con escasaradiación solar

(Haelterman,1962).

1.2. PATOGENIA

La patogeniade la gastroenteritisporcina transmisibleha sido revisadapor

vanosautores(Hoopery Haelterman,1966;Haelterman,1972;Moon, 1978;Bachmann,

1979; Shepherdy col., 1979).

La GPTesunainfección localizadaen el intestinodelgado(1])) queseproduce

generalmentepor ingestión, aunquea veces también por inhalación. El virus es

ingeridoy, dadasuresistenciatanto al bajopH de los jugosgástricos,como a la acción

de las enzimasproteolíticasy la bilis, entraen contacto y se adhierea las células

epitelialesde la superficieluminal del ID, principalmentedel yeyuno y comienzodel

ileon, aunqueafectaprácticamentea todo el ID.

Las célulasblancoson,concretamente,los enterocitosmadurosquerecubrenlas

vellosidades intestinales, mientras que las células inmaduras de las criptas son

resistentesala infección. Las célulasafectadasson destruidaso sufunción esalterada

como consecuenciade la infección con el VGPT, que replicaen el citoplasmade estas
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células. Como resultadode estareplicación, que dura unas4 ó 5 horas, se produce

degeneracióncelular y descamaciónque comienzaa las 12 horaspostinfección(hpi).

La destrucciónde los enterocitoshaceque se pierdala actividadenzimáticade

estascélulas,y sealterenla capacidadde digestión, la absorcióny la secrecióndel ID.

La pérdidade los enterocitosprovocaun marcadoacortamientoen la longitud de las

vellosidades intestinales, siendo esta atrofia de las vellosidades la lesión más

característicade estainfección.

Por lo que se refiere a la actividad enzimáticadel ID, la pérdida de las

disacaridasasde las microvellosidadeshace que los disacáridos,procedentesde la

digestiónde los hidratosde carbono,no sehidrolicen. Los lechoneslactanteshidrolizan

la lactosaparaobtenerla glucosanecesariaparasu metabolismopor lo que la pérdida

de la lactasahacequeno sehidroliceesta,produciéndoseunahipoglucemiagrave. Del

mismo modo, los aminoácidos(aa) y oligopéptidos, así como los ácidos grasosy

monoglicéridos,procedentesde la predigesnónpor el ácidoclorhidrico, las enzimas

gástricasy pancreáticasy las salesbiliares, pasanatravésdel IlE> sin sufrir los procesos

normalesde digestión.

Todos los nutrientesque quedansin digerir en el intestinodelgadoejercenuna

fuerza osmótica que retiene agua en la luz intestinal provocando diarrea y

deshidratación.En casosgravespuedeincluso habersalidade fluidos corporalesa la

luz intestinal, aumentandoel grado de deshidratacióny la diarrea (Hooper y

Haelterman,1966). Por otra parte,la destruccióncelulardisminuyela absorcióntanto

por reducción de la superficie disponible como por la pérdida de capacidadde

absorción,ya que los enterocitosdestruidospor el virus son reemplazadospor la

migración de célulasinmadurasdesdela criptas de Lieberkhún,que carecende dicha

capacidad. Se produceasí el llamadosíndromede mnalabsorción.Los nutrientesno

absorbidos,además,aumentanla fuerzaosmóticaen la luz intestinal contribuyendoa

la retenciónde fluidos, deshidratacióny diarrea. Ademáshay una alteracióndel flujo

de sodio y acumulaciónen la luz del ID de aguay electrolitos. Corneliusy col. (1968)
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sugierenque la causaúltima de la muertees la deshidratacióny la acidosismetabólica

unidaa una función cardiacaanormaldebidaa la hiperkalemía.

El VGPTtienemayor tropismopor los enterocitosmásmadurosy, portanto, la

infección es más extensaen los lechonesjóvenesque poseenun menor grado de

renovaciónde los enterocitosque los cerdosadultos. Lagravedadde la infeccióny la

mortalidaddisminuyena medidaque aumentala edadde los cerdosya que, con ella,

aumentantanto la capacidadde regeneraciónde los eníerocitosdestruidoscomo la

capacidadde resistira la deshidrataciónpor aumentarla capacidadde absorciónen el

colon.

1.2.1. Síntomasclínicos

La GPT presentaun cuadro clínico caracterizadopor vómitos, diarrea y

deshidratación.La gravedadde estossíntomasclínicos, la duraciónde ~aenfermedad

y la mortalidadtiendena serinversamenteproporcionalesala edad,no produciéndose,

generalmente,muertesen cerdosmayoresde tressemanasde edad,a menosde existir

complicacionesdebidasal estéso infeccionesconcurrentes,comunesen el destete.

En los lechoneslactanteslos síntomasclínicos de la enfennedadincluyen

vómitos transitorios,seguidosde una diarreaacuosaamarillentao verdosa,pérdidade

pesoy deshidratación,El lechónseva debilitando paulatinamentey la muerte suele

sobrevenirentre los 2 y 7 díasdel inicio de los sintomas. Estasintomatologíaclínica

puedeparecersealas diarreasproducidaspor Eseherichía coh, rotavirusy por el virus

de la diarreaepidémicaporcina(VDEP).

Los síntomasclínicosen los cerdosadultosselimitan afalta de apetitoy diarrea

de cortaduración,pudiendodarseinfeccionessubdlinicas. Algunascerdasen periodo

de lactacióncontraenunaenfermedadaguda,mostrandofalta de apetito,vómitos,fiebre,

diarreay agalactia,pudiendodesembocaren abortos(Saify Bohí, 1986). Sin embargo,

pareceno existir infección fetal.
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1.3. ETIOLOGIA

El virus causantede la gastroenteritisporcina transmisiblefue aislado por

primera vez en 1945 por Doyle y Hutchings y estáclasificadodentro de la familia

Coronawrídae (Spaany col., 1988). Los vinones son esféricosy de un tamaño

aproximadode 100 nm de diámetro. Estafamilia secaracterizaporquesus miembros

tienenun genomaformadopor un RNA monocatenariode polaridadpositiva y tres

proteínasestructuralesmayoritarias(Jiménezy col., 1986; Spaany col., 1988; Laude

y col., 1990). Una de ellas, la proteínaN, se halla asociadaal RNA formandola

nucleocápsida. Las otras dos, 5 y M, songlicoproteinasy están embebidasen una

bicapa lipídica, constituyendola envoltura. La proteína 5 forma los peplómeros

característicosde los coronavirus,estructurasen formade maza,que seproyectanhacia

el exterior dandoel aspectode unacorona,lo que da el nombrea la familia (Fig. 1).

1.3.1. Estructuradel virián

La proteínaN, de 382 aa, tiene un pesomolecular(PM) de 43 kDalton (kDa)

y esmuy básica. Estáfosforiladaen los residuosde serma(un 10% del total). La

secuenciade aapresentatres áreasde homologíacon la secuenciade la proteínaN de

los coronavirusVHM (virus de la hepatitis murina) y VBI (virus de la bronquitis

infecciosade las aves). Estastres regionespodríanser las que interaccionancon el

RNA (Kapke y Brian, 1986; Britton y col., 1988). Su función principal es la

encapsidacióndel RNA genómico,facilitandosuincorporaciónalos viriones. También

ha sido implicada en los procesosde replicación del RNA (Comptony col., 1987),

aunquesedesconocesi ejerceuna accióndirectaen la síntesiso si únicamenteevita la

rápidadegradacióndel RNA formado.

La proteínaM, máspequeña:262 aa,<29,5 kDadePM), estambiénbásica. Lo

más característicode la proteína es que se encuentraparcialmenteembebidaen la

membranapor medio de 3 regionesmuy hidrofóbicascon estructuraen a-héliceque

atraviesanla bicapalipídica. La región carboxí-terminalesrelativamentehiodrofilica
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y sesitúahaciael interior del vmón. En laparteamino-terminaltieneun péptido señal

de 17 aaque no existeen otros coronavirus(Kapkey col., 1987; Laudey col., 1987;

Rasschaerty col., 1987a;Britton y col, 1988). Estepéptido seseparatras una rotura

proteolítica y no estápresenteen el virión maduro. El extremoamino-•terniinalde la

proteínaM del VGPT tiene más aa que otros coronavirus(11, 12 y ILÓ más que el

VHM, CVB (coronavirusbovino) y VBI, respectivamente).Es posibleque el péptido

señal,aunqueno sea imprescindible,ayude en la transiocaciónde estaproteínaque

tiene másaahaciael exterior, y sehayaseleccionadodurantela evolución (Kapkey

col., 1988). La proteínaM posee2 sitios para unaposible N-glicosilación pero sólo

uno de ellos es utilizado, ya que el otro se encuentraen una de las regionesque

atraviesanla membrana,y, por tanto, no esfuncional.

La función de estaproteínano estáclaraporqueesunaproteínadiferentea las

proteínasde matrizpresentesen otrosvirus con envoltura. Los datosqueexistenen la

bibliografía (Tooze y col., 1984) indican que esta proteína es necesariapara la

maduracióndel virus. La región internadebeinteraccionarcon la nucleocápsiday esta

interacciónpodríaser fundamentalparael ensamblajede las partículasviricas porque

esteseproducedondeseacumulala proteínaM. Sin embargo,hastael momentono

seconoceel dominio de la proteínaM que interaccionacon la nucíeocápsida.Porotra

parte, parece que juega unpapel importante en la neutralizaciónmediada por el

complemento(Woods y col., 1986, 1988) y en la inducción de la producciónde

interferóna (IIFNa) (Charleyy Laude, 1988).

La proteína5 esla de mayor PM de las 3 (200kDa), con 1447aa, queincluyen

unasecuenciaseñalsecretorade 16 aa, ausenteen laproteínamadura. Posee32 sitios

posiblesde N-glicosilación(Asn-X- Ser/Treo)aparentementefuncionales. Cercade la

regiónC-terminaltieneunasecuenciahidrofóbicatípica,probablementeresponsabledel

anclajedel peplómeroa la envoltura(Rasschaerty col., 1987a; Rasschaerty Laude,

1987; Jacobsy col., 1987). De Groot y col. (1987a) han propuestoun modelo de

estructuratridimensionalparaestaproteína. Segúnestemodelo, la proteínaconstade

una parteglobularhaciael exterior (parteamino-terminal)y otra partecon estructura
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en a-hélice cuyo extremo se inserta en la membrana(extremo carboxi-termznal).

Delmas y Laude (1990) han demostradoque cada espículaestá formada por un

homotrimerode proteína5, en el que la regiónpor la que seandaa la membranaestá

constituidapor las regionescarboxi-terminalesde las 3 moléculasenrrolladasentresi.

(Fig. 1)

Figura 1.- Esquemadeía
estructuradel virus de la
gastroenteritis porcina
transmisible.

A diferenciade otros coronavirus,la proteína5 del VGPT no sufre una rotura

proteolíticaen 2 subunidadesparaser funcional. Al igual que el virus de la peritonitis

infecciosade los felinos (VPIF) y el coronaviruscanino(CVC), carecede la secuencia

de residuosbásicospor la que seproducela rotura en los otros coronavirus.

La glicoproteinaS esla únicaque sehaimplicado en laneutralizacióndel virus

en ausenciade complemento (Garwes y col., 1978/1979; Jiménezy col., 1986).

Además,es la responsablede la unión del virus a la céluladiana; por tanto, es la que
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determina el tropismo del virus por un determinado órgano o tipo celular.

Recientementese ha demostrado que el receptor celular para el virus es la

aminopeptidasaN (Delmasy col., 1992). Igualmente,la proteína5 poseeactividadde

fusión de membranas,lo que permite a la nucleoproteinavínca penetraren el

citoplasma(Laudey col., 1986).

1.3.2. Estructuraantig¿nfrade la proteína5

La proteína5 del VGPT es la más importantedesdeel punto de vista de la

protecciónya que,como han demostradovariosautores,esen estaproteínadondese

encuentrael antígenocrítico dominanteparala neutralizacióndel virus (Garwesy col.,

1978/1979, 1988; Jiménezy col., 1986).

Su estructura antigénica ha sido estudiada en detalle, utilizando varias

coleccionesdeanticuemosmonoclonales(AcMs) específicosparaestaproteína(Delmas

y col., 1986, 1990; Jiménezy ccl., 1986; Concay col., 1988, 1990; Gebauery col.,

1991). Se han definido cuatrositios antigénicos(A, B, C y D) mediantecompetición

mutua entre AcMs. Tres de los sinosantigénicosdescritosporCorreay col. (1990)

solapancon sitios descritosporotrosautores(Delmasy col., 1990). Los sitios A y D,

y en menor extensiónel sitio B, estánimplicados en la neutralizacióndel VGPT

(Delmasy col., 1986; Jiménezy col., 1986; Correay coI.,1990). Jiménezy col. (1986)

medianteel empleo de una colección de 26 AcMs específicosde la proteína 5 del

VGP’T, identificaron seis epitoposcríticos en la neutralizacióndel virus, que estaban

muy conservadosentre 11 cepasde VGPT de diferenteorigeny númerode pases.

Correay col. (1988), medianteradicinmunoensayocompetitivo (fflAc) y por

selecciónde cepasviricas mutantesresistentesa la neutralizacióncon AcMs, han

determinadola estructuraantigénicade la proteína5 del VGPT segúntres gradosde

complejidad:sitio antigénico,subsitioantigénicoy epítopo. El sitio A es dominanteen

la neutralizacióndel virus y ha sido dividido en tressubsitiosantígénícos(Aa, Ab, Ac)

y 8 epitopos. Este sitio es conformacionaly está glicosílado La presenciade las
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cadenasglicosídicasesesencialparaque se produzcaun conectoreconocimientopor

partede los anticuerpos(Ms) El sitio B estambiénsensiblea la desnaturalizacióny

dependientede la glicosilación. Sin embargo,los sitios C y D son reconocidosen la

proteína desnaturalizadacon SDS y 2ME, y son independientey parcialmente

dependientesde gicosilaciónrespectivamente.

Así mismo,sehacorrelacionadola estructuraantigénicacon la estructurafisica

de la proteína (Delmasy col., 1990; Correay col., 1990): los sidos antigénícos

inmunodoniinantessehan localizadoen el extremoamino-terminal,en el primer 37%

de la cadenapolipeptídica,coincidiendocon la porciónglobulardela molécula,quees

la zonamásexpuestadel peplómeroqueformala proteína5 (Fig. 1). Segúnsededuce

del análisis antigénicode fragmentosprocedentesde la proteolisis de la proteína,así

como de productosde expresiónde fragmentosdel gen insertadosen E. colí, de la

secuenciacióndel genomade mutantesresistentesaAcMs, y del empleode la técnica

de PEPSCAN(“PeptideScanning”)el sitio A escomplejoy discontinuo,formadopor

residuosdentrode la secuencia1-325 y por los residuos538 y 543. Los sitios B y C

estaríantambiéncomprendidosdentro de los residuos1-325 y el sitio D en la zona

comprendidaentre 379 y 529. Los epítoposcorrespondientesal sitio C no dependen

de la conformaciónproteicay estánmenosconservadosentrelasdistintascepasquelos

sitios A, B y D. Al ensamblarsela proteínaen trímerosparaformar el peplómerose

reconocenen estedos sitios antigénicosque no aparecenen los monómerosde la

proteína5 (Delmasy col., 1990).

En cuanto a la presenciade epítopos1 se ha demostradoque la respuesta

inmunefrenteal VGPT es dependientede célulasT, ya que sepuedeinhibir la síntesis

de anticuerposrn vdrodeplecionandola poblaciónde esplenocitosconmarcadoresLytl

o L2T4. Se ha conseguido,también, obtenerhibridomas T cooperadores(Th)

específicosparael virus (Bullido y col., 1989).

12



13.3. Genomna

1.3.3.1. Organizacióny expresión

La organizacióndel genomade los coronavirusse hadeducidoa partir de las

relacionesentre las secuenciasde los RNA mensajeros(mRNA) y por estudios de

traducciónan vítro con niRNA individuales(Boursnelly col., 1987; Annstrong,1983;

Skinner y Siddell, 1983, 1985; Skinner y col., 1985; Budzilowicz y Weiss, 1987;

Schmidty col., 1987; Luytjes y col., 1987, 1988; Rasschaerty col., 1987a).

El genomade los coronaviruses el más grande entre los virus con RNA

monocatenario.Estáformadopor una cadenade RNA, de poíaridadpositiva, con un

tamañoaproximadode 27 a30 Kb, 24 Kb en el casodel VGPT, con un pesomolecular

de 6,8 x 106 (Rilan y col., 1980). Estápoliadeniladoen el extremoY y es infeccioso

si setransfectael RNA desnudoen una líneacelular susceptiblea la infección.

ST VGPT

—- NEFdIOE EF--—

o ~ 8 4 2 0 Kb
5, 3’

‘e ____

Kb _________________

eCOtA OC

.~LCOCNC~A ua~

s
O
5

ARÑn,

82 _____ M
‘e

38
35

_________________—. 4
26

.—--‘.-—— 5 842

NSj
8

Iz

Os

PH

PM

200 ~

• -50’

• - 288

‘.4<

Figura2.- Esquemade laorganizacióndel genomadel VGPT enel queseseñalaunaposible
correspondenciaentre los genes de proteínasno estructuralesy las proteínasque se han
identificado en la célula infectada. Los genesse indican con recuadrosy con trazo gruesola
parte de cada mRNA que se traduce. La parte de la derechacorrespondeal análisis por
electroforesísbidimensionaldc un extractode células infectadas.(Tomadode Laviaday col.,
¡992).
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Estáorganizadoen 8 regiones(Wesleyy col., 1989)y cadaunatiene una o mas

fasesde !ectura abierta (ORF) que están separadaspor secuenciasde unión que

contienenla señalparala transcripciónde múltiplesmRNA subgenómicos.Seconocen

los genesque codifican las tres proteínasestructurales5, M y N. Ademásse han

identificado otras cuatro regiones(A, B, C y D> que puedencodificar proteínasno

estructurales.Sehaencontradoen las célulasinfectadasun polipéptidode 14 kDa que

correspondeal gen D (Garwesy col., 1989),mientrasque otroscuatropolipéptidosno

estructurales,que han sido localizadosen las células infectadasy cuya función se

desconocepor el momento,no se han podido relacionarhastael momentocon sugen

correspondiente. No obstante, Layada y col. (1991) proponen una posible

correspondenciaentrelosgenesde proteínasno estructuralesy las proteínasque sehan

identificado en la célula infectada. En la figura 2 se muestra un esquemade la

organizacióndel genomadel VGPT en la que seseñaladichaposiblecorrespondencia.

Recientemente,seha propuestocomoproteínaintegral asociadaal virión, un

polipéptido de 10 kDa, codificadopor el mRNA 4, que se hadesignadosM (Godety

col., 1992).

1331. Mecanismode replicación del RNA y ciclo

celular

El mecanismode transcripciónsehaestudiadocon detalleprincipalmenteen los

coronavirusVHM y VBI (Lai, 1986, 1990). El virus ha de tener un mecanismode

síntesisparticularqueneutralicelos efectosde los erroresquesecometenen la síntesis

de su genoma.de un tamañomuy grande,debidosa la alta frecuenciade error que

presentala síntesisde RNA dependientede RNA.

El virus penetraen la célula a travésde un receptor. La proteína 5 es el

componentedel virus queinteraccionacon el receptorcelular. Unavezque el genoma

vírico es liberadoal interior de la célula todo el ciclo de replicación tiene lugar en el

citoplasma,sin que intervengaparanadael núcleocelular.
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La replicacióncomienzacon la síntesisde unaRNA polimerasacodificadapor

el virus. Esta polimerasatranscribeel RNA genóniico en cadenascompletasde

polaridadnegativa,que sirven de moldeparala síntesisde los mRNA. En VBI, VHIM

y VGPT existeunasecuenciaconservadade 10 nucleótidos(nts)a 80 basesdel extremo

3’ del RNA genómico(Kapkey Brian, 1986),quepodríasercrítico parala síntesisdel

RNA de polaridadnegativa.A partirde estascadenasde polaridadnegativasesintetiza

un conjuntode 8 mRNA (Wesleyy col., 1989)de tamañosdecrecientesque tienenen

común el extremo3’, esdecir, todos, menosel máspequeño,sonpolicistrónicos. Sin

embargo,funcionalmentesecomportancomo monocistrónicosya que de cadauno de

ellos se traduceúnicamentela secuenciano común con el mRNA inmediatamente

menor. Algunosautoreshanencontradoun númerodiferentede mRNA, quevaríaentre

5 y 9 (Mu y col., 1984; Jacobsy col., 1986; Dennisy Brian, 1982).

cl Todos los mRNA así como el RNA genómicocontienenunasecuenciaidéntica

de unos 70 nts en el extremo 5’, llamadasecuencialíder. Esta secuenciano se
N

encuentraen regionesinternasdel genoma,aunqueen la regiónintergénícaqueprecede
Jjy

o
a cadagen seencuentraunapequeñasecuencia,de 8 a 10 nts, homólogaal extremo3’
de la secuencialíder, llamadasecuenciaconsenso.La secuencialíderde cadannRNA

procede del extremo 5’ del genoma. El modelo más aceptadopara explicar la

transcripciónindependientede cadamRNA de forma que contengala secuencialíder

unidaal restode una secuenciaque seinicia en un punto que estábastantedistantedel

extremo5’, esel siguiente:en primerlugar setranscribela secuencialíder del extremo

de la cadenamolde negativa. Se disociadel molde, probablementeporqueencuentra

unaestructurasecundaria(Baric y col., 1987)que impide la actuaciónde lapolimerasa,

y se vuelve a asociarpor una zona intergénicaen la que reconoce la secuencía

consenso,sirviendoasí de iniciador parala transcripción. Estemodelo de transcripción

discontinuaesúnico, y explica la alta frecuenciade recombinaciónque presentanlos

coronavirus.

Los mRNA se emplean para la síntesisde las proteínasestructuralesy no

estructurales.La acumulaciónde lasproteínasestructuralesesun requisitoparaque se
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produzcael ensamblajede las partículasvíricas,y puedesertambiénla señalparaque

dejende sintetizarselos mRNA y comiencela síntesisde RNA genómico.

El ensamblajede las partículasvíricasprobablementeseiniciapor la interacción

entreel RNA genómicoy la proteínaN, formándosela nucleocápsida.A continuación

la proteínaM seuniráa esta. La gemacióntiene lugar en las membranasdel retículo

endoplasmáticoy aquí adquierelabicapalipídica y laproteína5. Las partículasvíricas

madurassontransportadasporel aparatode Golgi y se liberan de la célula.

La glicoproteina5 en excesoestransportadaa la membranaplasmáticade la

célulainfectada. Sehademostradoquetambiénla proteínaM del VGPT estápresente

en la membranaexternade la célula (Laviaday col., 1990), lo que la diferenciade la

proteínaM del VHM o del coronavirusbovino (CVB).

2.- CORONA VIRUS RESPIRATORIO PORCINO

En 1986 sedescribióuna variantedel VGPT, aparecidaespontáneamente,de

tropismo respiratorio, antigénicamentemuy similar a este. Pensaerty col. (1986)

detectaronen Bélgica,en 1984, un aumentodel triple en la prevalenciade animales

seropositivosal VGPT, con respectoala mediaobservadaen los 16 añosanteriores,sin

que esto supusieraun aumentoen el numerode brotesclínicos de GPT. Estosdatos

hicieron sospecharla posibleapariciónde un virus que, siendoantigénicamentecomun

con el VGPT, produjeseuna infección subclínica en los cerdos. Así mismo, la

dispersióngeográficade los animalesseropositivospermitíasuponerque dicho agente

setransmitíaporvía aerógena.

Los estudiosconcluyeroncon el aislamientode un virus (Pensaerty col., 1986,

1987)que era indiferenciablede las cepasconocidasdel VGPT y que fue considerado

una cepa mutante del VGPT, denominándoseTLM-83 (“TGE-like mutant-83”).

Actualmenterecibeel nombrede CoronavirusRespiratorioPorcino (CVRP) ya que en
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la infección natural este virus se multiplica en el aparato respiratorio del cerdo,

especialmenteen las célulasepitelialesde alvéolosy bronquiolos.

La infección por el CVRiP no provoca sintomatologíaentérica,ya que su

capacidadde replicaciónintestinalesmuy limitada (Cox y col., 1990a). La capacidad

patógenadel virus parael aparatorespiratorioha sido un aspectocontrovertido. Así,

algunosautoresafirman que la infección, tanto experimentalcomo natural, no induce

ningunaalteraciónrespiratoria(O’Toole y col., 1989; Pensaerty col., 1986; Wesleyy

col., 1990), a pesarde la presenciade lesionesneumónicas. Segúnotros, la infección

provocaríasintomatologíainfluenzoide(Duret y col., 1988; Vanniery col., 1977) o un

estadocaracterizadoprincipalmentepor fiebre y anorexia(Jestiny col., 1987a;Laval

y col., 1991; Ulbnchy col, 1991) e incluso podríallegar a serletal (Van Nieuwstadt

y Pol, 1989).

Tras la primera descripción del CVRP, la infección se ha difundido muy

rápidamentey seha extendidoa la mayoríade los paíseseuropeos. Pensaerty Cox

(1989) afirman que la infección por el CVRiP es enzoóticaen la mayoría de las

explotacionesporcinasbelgas. Recientementese ha identificado tambiénen Estados

Unidos (Wesleyy col., 1990).

En 1989, Yus y col. en una encuestarealizadasobre cerdos de cebo de la

provincia de Segovia,encontraronun 87%de animalesseropositivosal VGPT. Al no

habersedescritobrotesdeGPT en la zonamuestreada,asumieronque los anticuerpos

detectadossedebíana la infecciónporel CVR.P, aunqueno utilizaronningunatécnica

diferencial.

La inoculacióndel CVRP a cerdosreceptivosprovocaunarespuestainmunitarta

humoral no diferenciable, por los métodos clásicos (seroneutralización(SN),

inmunofluorescenciaindirecta(IFI)) de la que seproducetrasla infeccióncon el VGPT.

Esto haprovocadoun problemaen el diagnósticoserológicode ambasinfecciones. La

diferenciación entre las cepasclásicasdel VGPT y el CVRP sólo ha sido posible

17



mediantela utilizaciónde AcMs (Callebauty col., 1988a),con el desarrollode métodos

de diagnósticodiferencialporenzimoo radioinmunoensayo,basadosen la competición

con AcMs (Callebauty col., 1988b, 1989; Garwesy col., 1988; Laviada, 1991; Van

Nieuwstadty Boonstra,1990)y, másrecientemente,mediantela hibridacióncon sondas

de DNA (Raey col., 1991).

La primera confirmaciónserológicade la presenciadel CVRP en Españase

realizó utilizando una prueba de enzimoinmunoensayo(ELISA) que diferencia los

anticuerposinducidospor el VGPT de los producidospor la infección con el CVRIP

(Lanzay col., 1990).

El CVRP induceun cierto gradode protecciónpasivafrenteal VGPT, aunque

existeuna controversiaen cuantoal grado de protecciónque es capazde conferir.

2.1. CARACTERISTICAS DEL CVRP

El CVRPposeeunascaracterísticasmuy similaresa las del virus clásicode la

GPT con algunasdiferenciasque serevisana continuación.

2.1.1. Genonia

La organizaciónglobal del genomadel CVRPesidénticaa la del VGR?, como

sededucede los datosdisponiblesde las secuenciasde ambosvirus (Rasschaerty col.,

1990; Bntton y col., 1991; Pagey col., 1991). Los genomasdel CVRP y del VGR?

difieren entresi por deleciones,que afectanesencialmenteal gen de la proteína5 y a

la ORF3adel CVRP, y mutacionespuntuales.Los dosvirus muestranunadivergencia

en las secuenciasde nucleótidos y de aminoácidos de un 3%, lo que no es

significativamentediferentede la observadaentredos cepasde VGPT.

Rasschaerty col. (1990) han comparadola secuencianucleotídicadel extremo

3’ del genomade una cepade CVRPaisladaen Francia(cepaR.M4) con las secuencias
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conocidasde tres cepasde VGPT: las cepasMiller y ES 772/70, ambasvirulentas,y

la cepaPurdue,atenuada. Comprobaronque existíauna homologíaantigénicamedia

del 96% entre el CVRP y las tres cepas del VGR?. Localizaron, también, dos

diferenciasnotablesentreel CVRPy el VGPT:

- El genomadel CVRPpresentauna deleciónde 672 nts respectoal del VGPT,

quehacequeuno de las ORF no seafuncional. EstaORE codificaunaproteína

no estructuralen el VGPT de función desconocida.

- La proteína5 codificadaen el gen correspondientedel CVRP estatruncada

respectoa la del VGPT.

Baey col. (1991) han preparadouna sondade DNA complementario(cDNA)

a partir del gen de la proteína5 de la cepaMiller del VGPT. Estasondareconoceal

VGR? y al CVC en una prueba de hibridación,pero no reaccionaen las mismas

condicionescon el CVRP, lo que implica que esaparte del gen de la proteína5 esta

modificadaen el CVRP.

Wesleyy col. (1991)encuentrantambiénvanasdiferenciasentreambosvirus

cuandoanalizangenéticamenteun aisladoamericanode CVRP y lo comparancon el

VGR?:

- En células infectadascon el CVRPno seencuentrael RNA 3.

- El RNA 2 es maspequeñoen el CVRP: presentauna deleciónde 681 nts tras

la base62, otra deleciónde 227 nts tras los 6 primeros nts del extremo N-

terminal, pero mantieneel péptido señalde 16 aa.

- El CVRPpresentadosdelecionesmásallá del gen quecodificaparala proteína

5.
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Así mismo,Jackwoody col. (1992),encuentranestasmismasdelecionesen otra

cepadeCVRP americana.Las secuenciasde ambosaisladosamericanosresultaronser

prácticamenteidénticas.A pesarde que las delecionesdifieren en localizaciónde las

encontradasen los aisladoseuropeos,los genomasmuestranlas mismasalteraciones,

esdecir, un gen quecodificaparaunaproteína5 truncadaen suextremoN-terminaly

una ORF3aconvertidaen pseudogen.

Basándoseen la secuenciadel RNA, Sánchezy col. (1992)han determinadola

relación genéticaexistenteentre seis aisladoseuropeosde CVRP y seis aisladosde

VGR?. Los seis aisladosdel CVRLP presentanuna deleciónidéntica que incluye los

sitios C y B de la proteína5. Dos de los aisladosde VGPT, con tropismorespiratorio,

presentanmutacionesen la zonacorrespondientea la delecióny seproponela posible

implicación de estazonaen el sitio de unión a receptorque confieretropismoentérico

a los VGPT. Los autoresproponen,así mismo,un árbol filogenético para13 aislados

entéricosy respiratorios.Segúneste,un linaje principal de virus evolucionóa partir de

un progenitorque debíaestaren circulación alrededorde 1941. De esteseoriginaron

linajes secundarios,siendoel último en aparecerel CVRP. La Usaestimadade fijación

de mutacionesde 7±2xi04 sustitucionespornucleótidoy añoindica quelos coronavirus

relacionadoscon el VGPTtienenun gradode variabilidadsemejanteaotrosvirus RNA.

Probablemente,en la evolución han tenido lugar tanto mutacionespuntuales

comorecombinaciones.Lasdelecionespodríanhaberaparecidodebidoa un mecanismo

análogoa la recombinaciónilegítima, debidaala tendenciade la polimerasavírica de

parary saltarde un RNA molde a otro (Lai, 1990),de modo que la polimerasapodría

haber parado y saltado a otras partes de la misma molécula molde de RNA,

delecionandoasíporcionesinternasdel genoma.Los posiblesmecanismosde evolución

del - CVRP a partir del VGPT y ¡a implicación, en cuanto a la pérdida de

enteropatogenicidady cambiode tropismo,de los cambiosgenéticosacaecidoshan sido

recientementerevisadosy discutidospor Laudey col. (1993).
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Lii. Proteínasestructurales

Las proteínasN y M del CVR.P parecenserprácticamenteidénticasa las del

VGPT, ya que no se han encontradodiferenciasen sutamañoni en los genesque las

codifican, así como tampoco antigénicamentecon AcMs producidosfrente a las

proteínasN y M del VGPT (Laudey col., 1988; Sánchezy col., 1990).

Sin embargo,AcMs anti-N específicosdel sitio A, localizadoen Ii. mitadamino-

terminalde la proteína,muestranuna buenareactividadcruzada,mientrasque AcMs

quedefinenel sitio B, localizadoen la mitadcarb.oxi-terminal,muestranunareactividad

alteradafrente a casi todos los aisladosde CVRP analizados(Alonso y col., 1992).

Estosresultadosrevelanla existenciade ciertaheterogeneidadantigénicaen la proteína

no observadaen el VGR?.

En cuanto a los epítopos presentesen la proteína M parece que están

conservadosentreel VGPT y el CVRPaquellosque son internos,mientrasque AcMs

dirigidosfrenteaepítopospresentesen la regiónN-terminal,protuberanteen la envuelta

exteriordel VGR?,no erancapacesde reaccionarfrenteaningunode los tres aislados

de CVRiP estudiados(Laudey col., 1988). Estosresultadosconcuerdancon los datos

dela secuenciade aa: las secuenciasde 2 aisladosde CVRiPy de 2 cepasde VGPT son

idénticasen los 64 aacarboxi-terminales,mientrasque seencuentran4 diferenciasen

los 30 primeros residuosN-terminales(Laude y col., 1987; Rasschaerly col., 1990;

Brxtton y col., 1991). Además,en dos de estoscambiosestánimplicadosaacruciales

parala expresiónde epítopos(Laudey col., 1992).

La proteína 5 del CV’RP es más pequeñaque su homólogaen el VGR?,

estimándoseun pesomolecularde 175 kfla frente a los 220 kDa en eh VGPT. Esta

disminución del tamañosedebea la deleciónpresenteen el genomadel CVRP, que

hace que su peplómeroesté truncado. La falta de partede los aminoácidosen la

proteína 5 del CVRP podría afectardirectamente(estructuraprimaria.), o debido al

cambioconformacional(estructurassecundariay cuaternaria),a la zonadel peplómero
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involucrada en el reconocimientode los receptoresdel virus en los enterocitos

(Rasschaerty col., 1990; Laudey col., 1993).

213. Estructuraantígénicade la proteína5

El CVRP y el VGPT sonantigénicanienteindistinguiblesutilizando reactivos

policlonales. Un antisueroproducidofrentea uno de los dos virus tiene el mismopoder

neutralizanteparael virus homólogoque parael heterólogo,porlo quelapruebaclásica

de SN no puedediscriminar la respuestainmunitariahumoralinducidaporuno u otro

virus (Pensaerty col., 1986).

Callebaut y col. (1988a) tampoco encontrarondiferencias en la estructura

antigénicade las tresproteínasestructuralesmediante“immunoblotting” (IB) con suero

anti-CVRPo VGPT. Sin embargo,la utilización de AcMs en RfA permitió a estos

autoresla detecciónen el CVRP de modificacionesen tres de los sitios antigénicos

definidospreviamenteen la proteína5 del VGPT (Jiménezy col., 1986). Así, 5 AcMs

noneutralizantes,dirigidoscontraotrostantosepítopossituadosen los sitiosantigénicos

B, C y D, no reconocieronal CVRP, lo queindica que estosdeterminantesantigénicos

estabanausenteso modificados en dicho virus. En cambio, todos los AcMs

neutralizantesdirigidos contrael sitio A. reconocierontanto al VGPT como al CVRiP,

lo que sugiereque la modificación de la proteína 5 del CVRP afectasólo a los

dominiosantigénicosinductoresde anticuerposno neutralizantes.

Con otro panelde AcMs contrala cepaPurduedel VGPT e inmunofluorescencia

indirecta. Laude y col. (1988) llegaron a una conclusión semejante. Compararon

ademásla reactividad de los AcMs con tres cepasde CVRP de diferente origen

geográfico(Francia,Bélgicay Dinamarca),sin encontrardiferenciasentrelos tres. Tres

epítopossituadosen la zonaexternade la proteínaN tambiénestabanmodificadosen

el CVRP, no siendo estaunacaracterísticadiferencial frenteal VGPT ya que una cepa

británica virulenta de estevirus (FS 772/70)presentabala mismapeculiaridad.
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Al enfrentarla misma colecciónde AcMs al virus de la peritonitis infecciosa

felina (VHF), estosautoresobservaronqueestevirus eraantigénicamentemásparecido

al CVRP que al VGPT. La ausenciade epítoposcomunesen el sitio antigénicoB de

la proteína5, entreel CVRP y VPIF por un lado, y el VGPT porotro., hacepensarque

estazonadel peplómeropuedaserdetenninantedel tropismocelular del virus.

En un estudiosobreel gradode homologíaantigénicaentrela cepaPurduedel

VGPT y 25 aisladosde coronavirusde diferentesespecies(porcina, canina, felina,

murinay humana),Sánchezy col. (1990)determinaronqueel porcentajede homología

entreel VGPT y 8 cepasdiferentesde CVRP oscilabaentreel 69 y el 83%. Ninguna

de las cepasde CVRP difería del VGPT en el principal sitio antigénicoinductorde

anticuerposneutralizantes(sitio A). Todaslas cepasde CVRP teníanlos sitios 13 y C

modificadoso ausentes.

Las diferenciasantigénícasentreVGR? y CVRP no selimitan únicamentea

epítopospresentesen el primero y ausentesen el último, sino que el CVRiP posee

determinantesantigénicosespecíficos,como lo demuestrael hecho de que AcMs

inducidospor el CVRP no reconozcanepítoposdel VGR?(Rasschaerty col., 1990).

2.2. EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR EL CVRP.

El CVRP se multiplica en el aparatorespiratorio del cerdo,alcanzandoaltos

títulos, que favorecen la diseminaciónaerógenade la infección. La capacidadde

difusión del virus esenorme,lo que ha hechoque la mayoríade las explotacionesde

muchospaisesesténinfectadas.

Los primeroscasosde animalesinfectadosporel CVRPsedetectaronenBélgica

en 1984. La difusión del CVRP en estepaísha sido muy rápida(Pensaerty Cox, 1989;

Pensaerty col,, 1986) y su diseminaciónpor todo el territorio europeo ha sido

explosiva.
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Pensaerty Cox (1989) consideranque actualmenteen Bélgica la infecciónse

mantienede forma enzoóticaen las explotaciones,estandola prácticatotalidadde ellas

infectadasEn el Reino Unido, apartede un casoaisladoen 1984 restringidoa unasola

granja(Brown y Cartwright, 1986), la seroconversiónmasivade cerdossedetectóa

partir de 1986 (Brown y Cartwright, 1986).

En Francialos primerosdatosque confirmanla difusión del CVRP son de 1987

(Jestin y col., l987a, 1987b; Vannier y col., 1987) y en estecasose relacionacon la

apariciónde sintomatologíarespiratoria. La difusión del CVRP tambiénfue explosiva

en Dinamarca,país libre de GPT (Henningseny col., 1988),a partir de los primeros

casosdetectadosen 1984. La presenciadel CVRP sehademostradoen Holanda(Van

NieuwstadtyPol, 1989), Alemania(Langeycol., 1988),Suiza(Bereiterycol., 1988),

Austria (Móstí y col., 1989), la antiguaChecoslovaquia(Valencak y col., 1990) y

España(Rubio y col., 1987; Yus y col., 1989). Un estudioepidemiológicoen España

(Lanza, 1991) ha confirmando que el CVRP se ha difundido muy rápidamenteen

nuestropaís,de forma semejantea otros paíseseuropeos.

Estarápidadifusión dentroy entrelos distintospaíses,incluso en paísescon

altosestandarshigiénicos,como Dinamarcaen que la infección fue primeroobservada

a lo largo de la fronteracon Alemania y posteriormentefue progresandohacia el

interior del país, hace pensar que la difusión del virus sea por vía aerógena.

Inoculacionesexperimentalescon el CVRP han demostradoque el virus en forma de

aerosolescapazde iniciar facilmentela infeccióndel tractorespiratorio,produciendose

aquígrandescantidadesde virus, que son excretadasen los fluidos nasales.No existen

indicacionesde que la vía de transmisiónheces-oraljuegueun papel en la infección

natural y la transmisiónmecánicapor los operarios,el calzadoo los camionesparece

carecerde importanciaen la difusión del virus.

Un estudio epizootiológico llevado a cabo en Bélgica durante los años

comprendidosentre 1989 y 1990, indica que duranteel otoño, cuandolas condiciones

ambientalesson de una elevadahumedad,se producenoleadasde infección por este
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virus (Pensaerty col., 1992), lo que tambiénha sido observadoen otrospaísescomo

Francia(Jestíny col., 1987a;Laval y col., 1991). Por lo tanto, parececlaro que tanto

las circustanciasestacionalescomola densidadde cerdosy la distanciaentrelas granjas

influencian la epizootiologíadel CVRP.

En EE.UU. seha aisladouna varianteindependiente,CVRP-Ind/89. Estacepa

de CVRP presentacaracterísticassemejantesa las europeas,aunque su poder de

difusión parecesermenor (Wesleyy col., 1990).

23. PATOGENIA

El lugar de multiplicación primaria del CVRP es el aparatorespiratorio del

cerdo, dondereplicapudiendoalcanzartitulos de hastalO~ DICC50 (dosisinfectiva 50

en cultivo celular)porgramode tejido pulmonar(Cox y col., 1990). El ‘virus presenta

tropismo por las células epitelialesdel pulmón, y de la mucosade las fosasnasales,

traquca,bronquiosy bronquiolos. Tambiénse ha detectadoreplicación vírica en los

macrófagosalveolaresy en las tonsilas(Cox y col., 1990; Pensaert,1989; Pensaerty

Cox, 1989),así como en las célulasepitelialesnociliadasquetapizanlamucosade los

bronquiolos(O’Toole y col., 1989). Tras la multiplicación primaria, se produceuna

víremia, aislándoseel virus de hígado,bazo y ganglios linfáticos, no detectándose

replicaciónvírica en estosórganos(Cox y col., 1990; Pensaerty Cox, 1989). El CVRP

no atraviesala barreraplacentaria(Patony Brown, 1990).

Los estudiosinicialesde Pensaerty col. (1986) indicaronque el CVRP no era

capazde multiplicarseen el intestino tras la inoculaciónmedianteaerosol. Estudios

posterioreshan mostrado que la gran cantidad de virus producido en el aparato

respiratorioes deglutido y alcanzael intestinodelgado(Cox y col., 1990; O’Toole y

col., 1989; Pensaert,1989) dando lugar allí a una infección productiva. Aquí se

multiplica primero en el ileon, extendiéndosedespuésla infecciónhaciael yeyunoy

duodeno(Cox y col., 1990),
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Se ha demostradoque, en el intestino, las células diana del CVRP tras la

inoculacióníntraíntestinalo poraerosol,son los enterocitos.La replicaciónen estoses

mas •anitada que la del virus de la GPT y no provoca el acortamientode las

vellosidadesintestinales. Además,se requierendosismuchomayoresde CVRPque de

VGPT (dosis mayoresde io~ DICC~0) para inducir una infección productivaen el

intestino(Pospischily col., 1990).

3. INMUNIDAD FRENTE AL VIRUS DE LA GPT

Dada la alta mortalidadque genera,la ausenciade un tratamientoeficaz y la

limitadaefectividadde las vacunasdisponiblesla GPTesunade las enfermedadesmás

devastadorasde los cerdosreciénnacidospor lo queel interéssecentraprincipalmente

en proporcionarinmunidadpasivao lactogénica(Moxley y Olson, 1989; Moxley y

col., 1989).

La inmunidadhumoralpareceserdeterminanteen la protecciónfrentea la GPT

aunquela inmunidadcelularprobablementejuegueun papelcomplementario,si bien,

estámenosestudiada.

Dadoquela patogénesisde laGPT sedebe,en esencia,a quelos enterocitosdel

yeyunosondestruidoso su función esalteradacomo consecuenciade la infección con

el virus, la inmunidad frente a la enfermedaddependeráprimordialmentede una

adecuadaprotecciónde las célulasepitelialesdel intestinodelgado.

3.1. INMUNIDAD DE MUCOSAS

El epitelio del intestino delgado forma parte del sistema de mucosasdel

organismo. Las mucosasson las partesdel organismomássusceptiblesa la infección,

por carecerde la defensanatural de la piel y constituyen las áreasorgánicasque

mantienenun contactomás estrechoentreel sistemainmuney los múltiplesantígenos
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extraños que están continuamentepresentesen el medio exterior. Presentan,sin

embargo,un sistemainmune que, aunquecorrelacionadocon el sistémico, forma un

~úmponenteseparadode este;así como una serie de barrerasno inmunológicasque

confierenuna protecciónfrente a bacterias,virus y toxinas.

El sistemainmune de las mucosasha sido revisadoampliamentepor varios

autores(Welliver y Ogra, 1978; Poner, 1986; Heyworth y Jones, 1988; Targany

Shanahan,1990; Escribano,1991; McGheey col., 1992).

3.1.1. Mecanismosno inmunitariosde defensade mucosas.

En el tracto gastrointestinalexistennumerosasbarrerasno inmunológicasque

evitan que determinadosagentespatógenosalteren su superficie o penetrenen el

organismo (Opdebeeck,1982; Escribano, 1991). Los principales son los ácidos

gastricos, las proteasaspancreáticas,el penstaltismo, la cubierta mucosa, y la

composicióne integridadde la membranadel enterocito.

La cubiertamucosaconstituyeuna barreramecánicacontra la penetraciónde

microorganismoshastala superficiedel epitelio. El mocoesproducidopor las células

globosasy su producciónes incrementadamedianteel estímulode inmunocomplejos

antígeno-anticuerpo.Lamucosapuedeactuar,además,anclandoinmunoglobulinas(Igs)

secretoras,aumentandoasí sueficaciaen la capturadeantígenoy prolongandosuvida

dentrodel tracto intestinal.

Algunosde estos mecanismosno inmunitariossufrencambiosen el procesode

maduracióndel animal de forma que,por ejemplo,la composiciónde carbohidratosde

las glicoproteinasqueformanel mocointestinalesdiferenteen animalesreciénnacidos

con respectoa los adultos. Diferenciassimilares ocurrenen la composiciónde las

membranasde las célulasepitelialesquecomponenlas vellosidades. Estoscambiosde

maduraciónconsistenfundamentalmenteen la proporciónde lípido-proteina,la cuales

más favorablea los lípidos en animalesreciénnacidos,provocandounaestructuramás
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desorganizada.Todosestoscambiospuedenafectarapropiedadestanimportantescomo

el tráfico de macromoléculas(Igs, componentesalimenticios)atravésde los enterocitos

en el caso de los animalesrecién nacidos,o la expresiónde receptorespara virus,

bacteriaso toxinas segúnla edaddel animal. En la actualidad,por tanto, es de gran

interéscientífico el estudiode aquellosfactoresque modulanla maduraciónintestinal

y que unavezconocidospodríanayudaradisminuir el riesgodecontraerdeterminadas

enfermedadesen los animalesneonatos.

3.1.2. El sistemainmunede las mucosas.

El sistemainmune de mucosas,caracterizadopor Acs de claseIgA secretora

(IgA-S) comoprincipal factorde defensahumoral,estaconstituidopor tejido linfoide

especializadodonde los antigenosdel medio ambientese ponen en contactocon el

organismo,son absorbidose inducenrespuestastanto T como B.

El sistemainmune de mucosas,altamenteespecializado,abarcatanto el tejido

linfoide de las mucosascomolas glándulasexocrinasy presentatodos los componentes

deun sistemainmune: linfocitos, macrófagos,célulaspresentadorasde antigeno(APC),

etc.,capacesde desencadenary mediarunarespuestainmunitariaeficaz, tantohumoral

como celular.

El sistemainmune de mucosaspuedeserdividido en dos partesen basea su

morfologíay función. La primeraestaríaconstituidapor un tejido linfoide organizado

de los tractosrespiratorioy entéricodondetienelugarel encuentrocon el antígeno. El

segundocompartimento inmunitario estaría formado por un tejido linfoide difuso

ampliamentedifundido bajo las célulasepitelialesde la mucosa,láminapropia de los

tractosintestinal,respiratorioy genitourinario,asícomoen distintasglándulassecretoras

como mamas,glándulassalivares,y en menorgradobazoy ganglioslinfáticos.

El primertipo sedenominantejidoseferentesy en ellostienelugar la activación

y diferenciacióniniciales. El segundotipo son los tejidosaferentes,dondelos antígenos
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interaccionancon células y provocanuna diferenciaciónfinal produciendotanto Acs

como reaccionescitotóxicas. En estosúltimos seencuentranlas célulasplasmáticasy

es dondetiene lugar la producciónde IgA-S resultaen proteccióninmunológicalocal.

Actualmenteesbienconocidoquelos antígenosexternosmedioanibientales,que

sonintroducidosprincipalmentepor ingestióno inhalación,seencuentrancon los tejidos

linfoides especializadosde los tractosgastrointestinal(GI) y respiratoriosuperior. Estos

son denominadosGALT y BALT respectivamente(“gut-associatedy bronchus-

associatedlymphoid tissue’9. El GALT estacolectivamenterepresentadoporlas Placas

dePeyer(PP),el apéndicey pequeñosnóduloslinfoides solitarios. El BALT comparte

muchassimilitudes anatómicascon el GALT y, probablementeejerce las mismas

funcionesque esteen el tracto respiratorio(Bienenstock,1980; Poner,1986).

3.1.2.1. Absorción de antigcnosy presentación antigénica

Pequeñaspero detectablescantidadesde antígenospresentesen los alimentos

puedenaccedera la circulaciónsistémica. Estaabsorciónesmuchomayoren animales

neonatos,favorecidapor la mayor proporción lípido/proteínade la membranadel

enterocitoque antesse mencionaba,o en aquellosanimalesque tienen alteradala

integridad de la mucosa. Parecenexistir tres rutas principalespara la absorciónde

antígenos:

- A través de las uniones entre células epiteliales. Este mecanismotendría

importanciaen casode alteraciónde la integridadde la membranao en procesos

inflamatorios,

A travésde las vellosidadesen el procesode maduracióny migración de las

célulasepitelialesal sustituir a lasantiguascélulasquetapizabanel extremode

la vellosidad.
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- A travésde la célulaepitelial, la cual esuna célulaaltamenteespecializadaque

puedeabsorber,transportar,procesary digerir macromoléculas.Las moléculas

que sufren endocitosis mediadapor receptor escapana la digestión de los

lisosomasy sonliberadasintactasal espaciointercelular. Pareceseresteúltimo

el mecanismoqueoperaen los animalesneonatos.

Cualquier respuesta inmunitaria requiere la estimulación de las células

inmunoreaccionantesmedianteel procesamientoy presentaciónde los antígenospor

lascélulasapropiadas.El antígenopuedeserinternalizadoporunacélulapresentadora,

degradadoy reexpresadosobrela superficiede dichacélulaasociadoal complejomayor

de histocompatibilidad(MHC) de claseLI o, porotraparte,sersintetizadosen el interior

de la célula presentadora(proteínasvíricas o antígenostumorales)en cuyo caso se

expresanasociadosal MHC de clase1 (Marracky Kappler, 1986; Bierery col., 1989).

Parecedemostradoque los enterocitospuedenexpresarantígenosde tipo II en su

superficie, y esta expresiónpuedeser incrementadapor la presenciade IFN. La

expresiónde estosantígenos,así como el gran númerode estascélulasexistenteen el

intestino,pareceindicarqueestascélulaspodríanjugar un papelmuy importantecomo

células presentadorasde antígenoa los linfocitos presentesen la mucosaintestinal.

La presenciade grancantidadde célulasT CD8+intraepitelialescon unaposible

actividad supresorahaceque se especulesobre la función de los enterocitosen los

mecanismosde inducción de toleranciaoral a determinadosantígenos,fenómenoeste

de gran importanciaen la inmunidadde mucosas. El enterocito,además,juegaotro

importantepapel en la inmunidadde mucosasproduciendocomponentessecretoresy

transportandoIgs secretorasdesdela láminapropia al lumen intestinal (Poner,1986).

Además,existeotro mecanismoespecíficode tráfico de antígenosen mucosas.

Las PP contienenunas regiones,llamadasdome, ricas en linfocitos, macrófagosy

algunascélulasplasmáticas.Estasáreasestáncubiertaspor un epitelio especializado

compuestopor las llamadascélulasM (‘microfold celís”) o célulasepitelialesasociadas

alos folículos (Wolf y Bye, 1984). Estassonunascélulasepitelialesespecializadasque
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tienen actividad pinocítica y que se caracterizanpor un citoplasmaelongadoy una

reducción de las microvellosidades. Estas células tienen la función especial de

fagocitar, sin procesar(ya que no poseenlisosomas),antígenosintraluminales,por

ejemploantígenosvíricos,quepresentaa lascélulasinmunitariassubyacentes,alrededor

de las cualespresentanpequeñasextensiones.LascélulasM hansido propuestascomo

el tipo celular mas importante implicado en la iníernalizaciónde antígenosen el

intestino. Tampocoha sido posible la demostraciónde antígenosde claseII en su

superficie, lo que refuerzala ideade que tengancomo única misión el transportede

antígenosintactos.

Estosdatossugierenque la presentaciónde antígenosen el intestino serealiza

dentro de los propios folículos linfoides. Los macrófagoscapturaríanel antígeno

facilitado por las célulasM y lo transportaríanal interior de las PP. Células T y B

primadaspor antígenoshan sido identificadasen el interior de las PP pero no en la

láminapropia, lo que refuerzaestahipótesis.Dentro de la placade Peyerexistentres

posibles células presentadoras:células dendríticas, macrófagosy células B, con

funcionessimilaresa las desempeñadasen el sistemainmune sistémico.

3.1.2.2. Activación y migración de linfocitos.

Para que un antígeno desencadeneuna respuestainmunitaria ha de ser

reconocido como extraño, procesadoy presentado, asociadoal MMC, a los linfocitos

T. Estosjuegan un papel decisivo,una vez estimulados,en la regulación, activación,

y maduración de linfocitos B, así como en la activación de monocitos y en la

diferenciación de célulasT. Los linfocitos B, sin embargo,puedenreaccionar también

frentea antígenossolubles. Por tanto, en el sistemainmune de mucosaspuedehaber

diferentesniveles de respuestainmunitaria.

La primera seriala respuestade células13 frente al antigeno,y una respuesta

másselectivamediadaporlinfocitos T, generandounarespuestainmunitariacoordinada.

En el sistemainmune de mucosaslos linfocitos B expresanprincipalmenteIgA en su
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superficie(la IgA-S constituyemásdel 80%de todos los anticuerposproducidosen los

tejidos asociadosa la mucosa)(McGheey col., 1992)como respuestaa interacciones

celulares,probablementeespecíficasdel sistemainmune de mucosas,y no totalmente

comprendidastodavía. Estasinteraccionesincluyenacélulasquecomponenel estroma,

célulasdendríticasy células T-claseespecíficasde las mucosasque actúan mediante

contacto directo con los linfocitos B en estado de diferenciacióno mediante la

producciónde citoquinaso linfoquinas.
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Figura 3.- Recírculaciánde células dentro del sistema inmune de las
mucosas. (Tomadode De Diego y col., 1992b).

Unacaracterísticaprimordial de estesistemainmunitarioes lo quesehavenido

en llamar la recirculaciónde linfocitos. Al llegar el antígenoa la mucosaentraen

contacto,como hemosvisto, con el tejido linfoide asociadodonde se produceuna

respuestainmunitaria local, principalmente de clase lgA-S. Los linfocitos así

Lámina
propia dcl
intestino
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estimulados salen via vasos linfáticos eferentes, pasan a los ganglios mesentéricos y de 

estos, por el conducto torácico, al torrente circulatorio desde donde son repartidos a 

todas las mucosas y glándulas 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). 

3.1.23. Regulación de la producción de IgA 

3.1.2.3.1. Regulación por linfocitos T 

Elson y col. (1979) mostraron por vez primera que células T podían jugar un 

papel directo en respuestas IgA mediante experimentos con células T procedentes de 

PP activadas con concanavahna A (ConA). La adicion de estas c&las activadas a 

células B esplénicas o procedentes de PP, estimuladas con LPS, resulto en aumentos de 

la síntesis 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 síntesis de IgA. Estos resultados, así como los obtenidos posteriormente por 

Kawanishi y col. (1982, 1983) indican la existencia de una subpoblacion de c&ulas 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 diferenciación de estas cehdas en 

células plasmkicas secretoras de IgA. 

En otros trabajos (Kiyono y col., 1983) se demostró la existencia de una 

subpoblación de linfocitos T CD4+ que interaccionan selectivamente con linfocitos B 

IgA+ e inducen la transformación de estas en células secretoras de IgA. Una de las 

características fundamentales de estos linfocitos CD4+ específicos de clase es la 

expresión de receptores para la fracción Fc de la IgA (FcaR) (Kiyono y col., 

1982,1984), aunque todavía se desconoce el papel exacto que juega dicho receptor en 

esta inmunoregulación específica de clase. 
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3.1.2.3.2. Regulación 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 diferenciación de células IgA+ en células 

plasmáticas (McGhee y col., 1992). Existe suficiente evidencia que demuestra que el 

“Transforming Growth Factor” (TGF)-8 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-S e IL-6 son efectivas en la inducción de la síntesis de IgA 

actuando sobre la diferenciación de células B IgA+ en células secretoras de IgA, siendo 

IL-6 más 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 información disponible hasta el momento indica que una inmunidad activa 

frente a la GPT ocurre únicamente como resultado de una infección del tracto intestinal 

Cerdos que se han recuperado de una infección intestinal con VGPT virulento quedan, 

por lo general, clínicamente protegidos frente a una nueva infección. 

El virus virulento es relativamente eficiente en la inducción de resistencia a una 

infección subsecuente, y, por tanto, tan sólo virus virulentos inoculados por via oral son 

capaces de conferir protección. Por el contrario, virus atenuados administrados por via 

oral o parenteral, intramuscular (IM) o subcutánea, 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 replicación 

del virus en el intestino de los animales inoculados (Moxley y Olson, 1989). También 

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

atenuación de este (Welch y Saif, 1988). 

No sólo los virus atenuados presentan una inmunogenicidad reducida. 

Empleando la ruta IM para la administración de virus virulento en muchos casos se ha 

tenido éxito en la obtención de una buena respuesta inmunitaria humoral sistémica, pero 

casi uniformemente esta respuesta falla a la hora de proporcionar una protección 

satisfactoria Es más, cerdos que han recibido inyecciones IM de virus atenuado 

presentan altos títulos de Ac neutrahzantes en suero pero la mayoría desarrollan signos 

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

Así pues, los Ac circulantes, adquiridos bien activa o bien pasivamente, 

proporcionan poca o ninguna inmunidad (Harada y col., 1969; Moxky y col., 1989). 

La resistencia frente a esta infección parece estar mediada, en cambio, por una buena 

inmunidad humoral local en la superficie epitelial del intestino. 

Dado 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 circulación materna 

a la fetal durante el último tercio de la gestación (Newby y col., 1982; Porter, 1986) - 

tiene gran importancia para la supervivencia de los lechones la transferencia de 

inmunidad que se efectúa a través de calostro y leche: inmunidad pasiva o, como 

Haelterman (1965) la llamó, inmunidad Iactog&tica. Esta es de primordial importancia 

en proporcionar a los lechones recién nacidos una protección inmediata frente a una 

infeccion vírica de GPT (Pensaert, 1979; Bohl, 1981). Ademas, la rapida progresión 

de los cambios patológicos asociados con este agente infeccioso hace que la 

inmunización activa de estos animales sea insuficiente. 
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3.2.1. Generación de la respuesta inmunitaria protectora 

En este sentido, es bien conocido el hecho de que cerdas que se han recuperado 

de una infección por VGPT desarrollan inmunidad frente al virus y confieren protección 

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 y 

col., 1972; Bohl, 1981; Moxley y col., 1989). Esto se debe a la estimulación local del 

sistema inmune de mucosas. De aquí la importancia de la vía de inoculación, que ha 

de ser oral. Así, la inoculación oral experimental 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 duración de esta inmunidad es 

bastante variable pero generalmente se estima que persiste aproximadamente entre 9 y 

12 meses. 

I Por el contrario, y al igual que ocurre con la inoculación IM de virus virulento, 

con virus atenuado por pases en cultivo se ha descrito una inmunogenicidad reducida. 

La vacunación oral con virus vivo atenuado induce la producción de Acs neutralizantes 

pero no estimula una buena inmunidad lactogénica a lechones (Bohl y col., 1975). (Pig. 

4) 

Por otro lado, la inyección intramamaria (Ih&L) de virus GPT atenuado en 

cerdas en período de lactación ha sido una vía de inoculación experimental que ha dado 

buenos resultados en cuanto a indices de protección de los lechones (Djurickovic y 

Thorsen, 1970; Thorsen y Djurickovic, 1971); probablemente debido a la estimulación 

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 recircularización de linfocitos IMM pues cuando 

se inocula el virus en algunas glándulas no se encuentran diferencias en el titulo de 

anticuerpos de la leche de glándulas inoculadas de la de glándulas no inoculadas 

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

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

activa como pasiva frente a la infección entérica con el VGPT se ha prestado atención 

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 

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

conclusiones: 

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

neutralizantes en calostro están 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 vía IM y cuando esto no 

resulta en una infección del tracto intestinal, los Ac específicos frente a GPT 

resultantes en las secreciones mamarias son principal, sino únicamente, de la 

clase IgG, cuyos títulos descienden rápidamente (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 1gA-S y que la hacen adecuada para la protección de las células 

epiteliales del intestino son: 

Estabilidad enzimática. 

Estabilidad a pH ácido. 

Afinidad por superficies mucosas. 

Juega un papel en la inhibición de la adherencia de agentes 

patógenos a las superficies mucosas. 

Por el contrario, la IgG es mucho más sensible a pH ácido y se inactiva 

rápidamente a su paso por el estómago del cerdo. Así mismo, es mas sensible a la 

hidrólisis por las enzimas proteolíticas 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 la 1gA-S. Anticuerpos de tipo IgG pueden llegar a conferir un buen nivel 

de protección, similar al conferido por la IgA-S, siempre y cuando una gran cantidad 

y/o una alta afinidad así como una gran actividad neutralizante frente al virus permitan 

compensar la fuerte degradación proteolítica que sufren estos en el intestino (Abou- 

Youssef y Ristic, 1975; Stone y col., 1977). 

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

este uno de los principales mecanismos de defensa frente a las infecciones víricas. Los 
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mecanismos de neutralización de virus son complejos y no se han establecido todavía 

reglas generales. La reacción depende en gran manera de la naturale2a de los tres 

elementos participantes, esto es, el virus, el Ac y la célula huésped. La neutralización 

del virus puede ser conseguida por inhibición de cualquier paso en la replicación del 

virus, En muchos casos se ha demostrado que los Ac neutralizantes actíran impidiendo 

la unión, la penetración, la desencapsidación o la transcripción del virus, 

El VGPT puede ser neutralizado por Ac específicos. En los wronavirus la 

proteína S es la responsable de la inducción de Ac neutralizantes. Como ya se ha 

revisado, se han descrito 4 sitios antigénicos, uno de los cuales (sitio A) es dominante 

y contiene epítopos conformacionales conservados implicados en neutrakaci6n. Este 

sitio ha sido dividido en 3 subsitios antigénicos y 8 epítopos críticos. Esta información 

fue obtenida originalmente con AcMs de origen murino, pero se ha demostrado que, en 

cerdo, los Acs neutralizantes también reaccionan con los mismos sitios antigéniws. En 

el VGFT únicamente la glicoproteína S ha sido implicada en la neutralización del virus 

en ausencia de complemento. Ademas, la neutralización del viru.s mediada por 

anticuerpos y dependiente de complemento se ha descrito con AcMs específicos de le 

proteína M. 

Algunos investigadores han sugerido que la neutralización in vilro del VGFT por 

IgA de la leche o IgG del suero se debe a la inhibición de la intemalización del virus 

adsorbido, pero no por bloqueo de 18 unión del virus a 18 célula huésped (Nguyen y 

col., 1986). Sin embargo, otros autores (Sur76 y col., 1990) han demostrado que el virus 

puede ser neutralizado in viWo en los tres pasos: unión 8 la célula, intemabzación y en 

alguna etapa posterior 8 esta, en función de la concentración de Ac. Según estos 

autores, la neutralización del VGPT es un fenómeno especifico y requiere que el epitopo 

implicado en la neutrakación esté localizado en el contexto estructural adecuado. Los 

mecanismos de neutralización por AcMs fueron caracterizados con concentraciones alta, 

media y baja de Ac con respecto a la concentración de virus. Bajo estas condiciones, 

quedaban inhibidos principalmente tres pasos en el ciclo de replicación: unión del virus 

a la célula, intemalización, y un paso posterior 8 la intemahzación. Ademas, estos 
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autores describen que la agregación de virus puede ser responsable de la neutralización 

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, epítopos críticos en protección en VGFT 

virulento deben ser neutralizados en la luz del tracto intestinal. Dado que los Acs frente 

a epítopos criticos en protección están presentes en calostro y suero inmunes, la 

combinación apropiada de los AcMs adecuados que muestren grados paralelos de 

protección pasiva identificarían estos epítopos críticos. No obstante, AcMs 

neutralizantes administrados por vía oral a lechones no son capaces de proteger a estos 

de una infección con VGFT 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 
I calostro pueden influir en la absorción de Ig o ayudar a prevenir su degradaci6n 

proteolítica. La absorción 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 protección a los lechones 

(Newby y col., 1982; Salmon, 1989). El calostro se encuentra enriquecido en IgG e 

IgM en comparación con el suero, lo que provee al lechón de ambos tipos de Igs en el 

torrente circulatorio durante las primeras 24 a 36 horas después del nacimiento. En la 

glándula mamaria productora de calostro operan unos mecanismos altamente específicos 

que causan la acumulación en el calostro de altas concentraciones de IgG (en 

comparación con las concentraciones de IgA e IgM) (Curtis y Boume, 1971). La 

concentración de IgG disminuye aproximadamente 30 veces durante la primera semana 

de lactancia, mientras que la de IgA disminuye únicamente 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% (Boume y Curtis, 1973). 
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Las Igs que forman el calostroy la leche provienenfundamentalmentede la

transudactónque se producedesdela sangrea la secreciónmamaria. Sin embargo,

existeuna producciónlocal de Igs en lapropiaglándulamamaria,la cual enriquecelas

secrecioneslácteas. La producciónlocal de lgs comienzaantesdel parto en la cerda,

alrededordel día 80 de gestación,siendo las células plasmáticasproductorasde IgA

aquellasque predominansobrelas que producenIgG e IgM. Los nivelesde estosdos

tipos de Igs (Ci y M), predominantesen calostroy leche de los primerosdías tras el

parto,dependende la transferenciaque de ellasse efectúadesdeel suero. Así pues,la

inmunidad sistémicadeterminalos nivelesde IgG e IgM calostrales. En contraste,la

IgA, así como e] restante40% de las Jgs Ci y M calostraies,sedebea la síntesisque

de dichas lgs se efectúa en la propia glándulamamaria(Bourne y Curtis, 1973;

Dahígreny col., 1989).

Como ya sevió en los apartadosanterioreslas célulasplasmáticasproductoras

de los diferentesclasesde Ig, y que producenanticuerposen la mama,provienende

mucosas(intestinalessobretodo),en las cualesseefectuó el contactoentreel antígeno,

la célulapresentadoray las célulasefectoras. La migraciónde linfocitos B en fasede

diferenciacióndesdeel intestino a la glándulamamariaparecetambiénestarregulado

por el sistema endocrino, de forma que estrógenos,progesteronay prolactina

incrementaríanla migraciónde estoslinfocitos (Salmon, 1989).

Recientementese ha demostradola absorciónespecíficade células linfoides

(célulasinmunocompetentesfuncionalesque incluyen macrófagosy linfocitos T y B)

que acompañanal calostropor cerdosrecién nacidos. Estascélulaspareceque son

absorbidassólo por los cerdosde su propia madre,y las células son transportadasa

travésde los vasoslinfáticoshastalos ganglioslinfáticosmesentéricos.Estaabsorción

es aparentementeintercelular. Estehallazgopodria implicar que la transferenciade

célulasde la cerdaal lechónconfiereuna inmunidadcelularactiva en el cerdo recién

nacido(Tuboly y col., 1988).
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El problema en el desarrollode protección contra la infección pareceestar

asociado,por tanto, con la clasede lg cuyaproducciónes estimulada.La infección del

tractointestinal resultapredominantementeen producciónlocal y secreciónde IgA que

neutralizaal virus en la luz del intestinopero pocao ningunaIgG essecretadaal lugar

de la infección,mientrasque la inoculaciónparenteraldel virus resultaen altos títulos

de IgG, pero no de IgA, en secreciones(Bohí, 1972; Kodamay col., 1980; Sprino y

Ristic, 1982; Kantak y Cooperstock,1991).

Laaparentedependenciade la inducciónde inmunidadde lavía de introducción

del virus se atribuye a la diferente clase de Ig que se producedebido al distinto

procesamientoy presentacióna las célulasinmunocompetentesen cadasistema:sistema

inmunecentraly sistemainmunede las mucosas La ingestióndel virus, la rutanatural

por la que los cerdos se exponen al patógeno,resulta en la infección de células

epitelialesde las vellosidadesintestinales. Se creeque los macrófagosen las cercanías

de las PP procesanel virus y lo presentana linfocitos B migratorios, que aquí

sensibilizadosy comprometidosa la secreciónde IgA van a anidar (“homing’) a las

glándulas secretoras: vinculo inmunológico intestino-mamá, responsablede la

inmunidad lactogénica. De estemodo el virus estimula la síntesisde cantidades

relativamentealtas de IgA que son secretadasa la leche. Localmentelos linfocitos

secretanIgA ala luz intestinal. Cuandoel virus esinoculadoporvía Dvi, sin embargo,

los ganglioslinfáticosregionalesson los encargadosdel procesamientode los antígenos

y secreción, por parte de las células plasmáticas, de los Acs. Estos son

predominantementede la claseIgG y sedetectanen relativamentealtasconcentraciones

de actividadneutralizantecirculante. Las Igs de la sangreseconcentranen el calostro

de una cerda gestantepero muy poco o nada va a la leche o a las secreciones

intestinales.

Frederik y Bohí (1976) demostraronque una exposiciónparenteral(inyección

subcutánea)a unacepaatenuadaactiva únicamentelos linfocitos sistémicos(bazo)pero

no los linfocitos de la lámina propia intestinal, lo que corroborala idea de que la

inmunidad, tanto humoral como celular, tras inoculaciónparenteralestárestringidaal
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sistemainmune sistémico. Por ello se sugiereque el fallo de las vacunascon VGPT

atenuadopuedaser atribuido en parte a una falta de activación de una inmunidad

mediadapor célulassignificativaen el intestino. Los resultadosobtenidosporErnst y

col. (1988) parecenapuntaren este mismo sentido cuando,estudiandoel papel de

celulas T en la regulacionde la sintesisde IgA, encuentranque celulas obtenidasde

bazoinducenrespuestasfundamentalmentede claseIgG, mientrasquecelLulasde las PP

seleccionanrespuestasIgA.

Se ha demostrado que la infección de la mucosa intestinal por virus

enteropatogénicosdesencadenavarios tipos de mecanismosde defensalocal que

implican Acs así como respuestasinmunítarias mediadaspor células. La primera

evidenciade unarespuestainmunitariamediadaporcélulasen GPTfue la demostración

de laproducciónespecíficade antígeno,en lechonesinfectados,del factorinhibidor de

la migraciónde los macrófagos(Frederiky Bohí, 1976). Posteriormente,seencontraron

en cerdosinfectadoslinfocitos T citotóxicos(CTh) específicosde antígeno,así como

Th (Bullido y col., 1989). Probablemente,por tanto, la protección es complejo

fenómenomultifactorial, que incluye a la IgA, dondehay que tenermuy en cuentala

inducciónde unarespuestainmunitariacelular significativa.

3.2.2. Vacunación

Ya que no existen tratamientoseficaces, la progresión de la enfermedad

únicamentepuedelimitarse por medio de una profilaxis vacunal. Esto ha llevado a

muchoslaboratoriosa haceresfuerzosparael desarrollode vacunasy/o estrategiaspara

suadministración. Como seha visto las IgA específicasanti-VGPT estánpresentesen

la lechede las cerdasúnicamentetras unainfecciónintestinalprevia. Por el contrario,

trasla inmunizaciónparenteralsepuedenobteneraltostítulos de IgG en leche,pero no

de IgA (Bohí, 1972). Por estarazón los esfuerzospara el desarrolilo de vacunas

plenamentesatisfactoriasfrente a la VGPT no se han visto coronadospor el éxito

(Moxley y Olson, 1989). La vacunaciónoral de las madrescon cepasatenuadas

(vacunasatenuadasfrente a la GPT) tampocoresuelveel problema,ya que tienentan
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solo una limitada eficacia. Por su limitada capacidadde replicación en el intestino,

estascepasno inducenuna producciónde IgA significativamentealta

Dado que la exposicióna virus virulento conlíeva riesgos (posibilidad de

perpetuarla enfermedado introducirlaen granjasno infectadas),la búsquedade una

vacunaseha centradoen el usode coronavirusrelacionados,virus atenuadosy cepas

variantesdel VGPT, así como en vacunasde subunidadescomo inmunógenos. No

obstante,tambiénexistenproblemasasociadosal uso de virus vivo atenuadoya que,

bajo ciertascondiciones,puedenrevertir a virulentosy estopuederesultaren un brote.

312.1. Virus atenuados

Existen vacunascomercialesdisponiblesen el mercadoconsistentesen virus

atenuadosque se administranoral e intramuscularmenteparaincrementarsu eficacia.

Sin embargo, el grado de protección que se consigue ha sido decepcionante,

probablementedebidoal bajonivel de infección del intestinoque esinadecuadopara

estimular una respuestainmunitaria protectora Además, la inconvenienciade

multidosis y multirutas esotra desventajaque presentanestasvacunas.

31.2.2. Cepasvariantes

Woods(1978)desarrollóunacepade VGPT quetiene tropismopor las células

de las criptas del ID en vez de las células epiteliales de las vellosidades.

Consecuentemente,no seproduceuna atrofia de las vellosidadesen la infección y no

seobservansignosclínicos de GPT. Se ha propuesto,porello, como baseparauna

vacuna. Sin embargo,las células de las criptasmaduranen células absortivasdel

epitelio velloso,y. por tanto, no pareceaconsejablela introducciónde estenuevovirus

en cerdos.

Shira¡ y col, (1988) (Aynaudy col., 1986) han desarrolladootra cepa, cepa

Nouzilly. resistente a pH ácido y enzimas digestivas, que ha demostradoser
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inmunogénicaen la cerdagestantetras inmunizaciónoral. Puestoque no seencuentra

ningunarelaciónentreel titulo de las distintasclasesde Ig y el nivel de protecciónno

~econocencualesson los factoresresponsablesde la protecciónpasivailactogénicaya

que la IgA no pareceserel único parámetroimplicado (Bernardy col., 1990).

3.2.23. Vacunasde subunidades

Paramuchossistemasvíncosseha dirigido la atenciónhaciael desarrollode

subunidadescomo agentesinmunizantes.Estosinmunógenospor subunidadespueden

ser producidos,bien por fraccionamientode los viriones,bien por interrupciónde la

secuenciade replicación virica en algún punto en el que ya se han sintetizadolos

antígenosesencialespero anterioral ensamblajede vinonesintactoso virulentos. Las

subunidadesutilizadascomo antígenosofrecenla ventajade sercompletamenteseguras

porque el ácido nucleico esencialpara la replicación del virus puedeser eliminado,

puedeneliminarsefactorestóxicosy puedenseleccionarsecomponentesparainduciruna

especificidadmás limitada.

Gough y col. (1983) han descrito un inmunógeno de pequeño tamaño,

probablementeun componentede la superficieasociadoal peplómero(asociadocon la

unión del virus a las células),que, inyectadovía IM, induceactividadneutralizantey

pareceefectivaen la protecciónde cerdosde ceboasí como en la inducción de una

buena inmunidad lactogénica(mortalidad del 4% compradacon el 73% de los

testigos),aunqueno se ha determinadola clasede Ig. Se especulaque la reacción

inmunitaria dirigida frente a estecomponenteproporcionaprotecciónal prevenir la

iniciación de la infección en las vellosidadesintestinales.La explicaciónde porquéesta

subunídaddel virus induceuna buenainmunidad mientrasque el virión intacto no lo

hacepudieraestaren queel procesamientodel antígenoserealizaraen sitios diferentes

segúnfuerasolubleo no.
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Paul y col. (1986) tras digestión enzimáticadel VGPT encuentranque una

subunidadde 23 kDa esinmunogénicay eficaz en la prevenciónde GPT en lechones

que mamande cerdasvacunadas.

Tambiénsehan inyectadovía IMM preparacionesde peplómerosdel virión y

se ha demostradola presenciade Acs neutralizantesen el suero y calostro de las

hembrasinyectadas(Garwesy col., 1979).

4. PROTECCIONCRUZADA. EL CVRPENLA PROFILAXIS DE LA GPT.

Hastael momentolos coronavirusaisladosde mamíferosy avessehanagrupado

en 4 clasesantigénicasentre las que se ha demostradopocao ninguna reactividad

cruzada.

La relación antigénicaentredistintoscoronavirushasido estudiadapormétodos

molecularese inmunológicos. Basándoseen resultadosserológicos,los coronavirusde

mamíferosse dividen en dos serotipos:

- Coronavirushumano229E,coronavíruscanino,virus de laperitonitisinfecciosa

felina, coronavirusentéricofelino, coronavirusrespíratonoporcino y virus de

la gastroenteritisporcinatransmisible(Sánchezy col, 1990, Hohdatsuy col.,

1991).

- Coronavirushumano0C43,coronavirusde la rata,coronavirusbovino,virus de

la encefalomielitishemaglutinante,y virus de la hepatitismurina

Aunque todos los virus dentrode cadaserotiposonantigénicamentesimilares,

muestranpoca similitud con virus del otro serotipo.
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Se hademostradounarelaciónantigénicaestrechaentreVGPT y CVC por IFI,

SN cruzada(Woodsy Wesley,1986),por lasimilitud de los PM desusproteínasy por

ensayosde ELISA e IB (Laviaday col., 1991).

Así mismo, la relación antigénicaentreVGPT y VPIF esespecialmentefuerte

(Reynoldsy col., 1977). Sin embargo,la infección con V&PT no protegea los gatos

frente a una infección con VPIF, mientrasque en cerdosseha descritounamoderada

inmunidadfrente al VGPT cuandoson inoculadosy sufren una infección por VPIF

(Woodsy Pedersen,1979).

El CVRP induce la producciónde Acs neutralizantesdel VGPT en el sueroy

la lechede los animalesinfectados. Desdesuapariciónel CVRP sehahechoenzoótico

en la población porcinaeuropeade modo que la mayoría de las cerdasposeenAcs

neutralizantesdel VGPT, inducidospor CVRP, en sueroy leche. Estehechopuede

tener importancia en la protección de los animales frente a la GPT, y en el

comportamientoepidemiológicode estaenfermedad,dadasu enormedifusión.

Los estudiosrealizadossobre la proteccióncruzadaCVRP-VGPThan tenido

resultadosvanablesy en ocasionescontradictorios:

- Los estudiosde Hooybergsy col. (1988)de tres brotesde GPTen tres granjas

que previamentehabíansufrido infección por CVRiP parecenindicar que el

CVRP estimula el sistema inmune, pero no lo suficiente como para inducir

protección,aunquefacilitaríala rápidaapariciónde unarespuestasecundariatras

la infección con el VGPT.

- VanNieuwstadty col. (1989)no obtuvieronningún tipo de proteccióncruzada

en lechonesinoculadoscon VGPT virulento un mes despuésde haber sido

expuestosa CVRP por vía intranasal.
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- Por otro lado, Pensaerty Cox (1989)afirman que la inoculaciónintraintestínal,

y no la inoculaciónintranasal,con CVRPinduceinmunidadlocal, disminuyendo

la gravedadde una exposiciónposteriora VGPT.

- Bernardy col. (1989) inocularon VGPT virulento a los lechonesde cerdas

infectadasnaturalmentecon CVRP, que presentabananticuerposneutralizantes

anti-VGPTen sueroy leche. Mientrasquela mortalidadde los testigosfue del

91%, enlos lechonesnacidosdelas madresinfectadascon CVRP estadescendió

hastael 44%. Estos autores obtuvieron tasas de mortalidad similares en

lechonesnacidosde madresvacunadascon VGPT (40%), lo que indicabaque

la infección por CVRP induce una protección semejantea la del virus

homólogo,

- Por el contrario,Patony Brown (1990>en un experimentosimilar llegarona la

conclusión contraria cuando los lechonesde cerdas inoculadas con CVRP

presentaronsignosclínicosy tasasde mortalidadsimilaresa los lechonestestigo,

nacidosde madresno inoculadas. La gravedadde la diarreay las tasasde

mortalidadfueron menoresen los lechonesde cerdasinoculadascon VGPT, a

pesarde que los títulos de anticuerposneutralizantespresentesen el sueroy la

lechede ambosgruposde cerdasfueron muy similares.

Las cerdasinmunescon CVRP, parecebien establecido,no protegena sus

lechonesfrentea unainfecciónintestinal con VCiPT a pesarde quesí sedemuestrauna

correlaciónpositivaentreel título de IgA específicaanti-VGPT inducidaporCVRP y

la supervivenciade los lechones.Callebauty col. (1990)estudiaronla secrecióndeIgA

neutralizantesdel virus de la GPT en cerdasinfectadasnaturalmentecon el CVRP.

Sólo el 32% de estascerdasprodujeronIgA, mientrasque sedetectaronen el 100%de

las cerdasque habíansuperadouna infecciónpor el VGPT. Las reinfeccionespor el

CVRP aumentaronel porcentajede cerdasproductorasde IgA hastael 84%. Estos

autores,por tanto, han sugerido que la ocurrenciade reinfeccionespor CVRP puede

determinar la prevalencia de IgA lactogénica, ya que se produce un descenso
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significativo en los títulos de IgA especificaanti-VGPT 24 semanaspost-inoculación

(Van Deuny col., 1990), Estasreinfeccionesparecenserbastantefrecuentesduraste

la lactación. Por lo tanto, las reinfeccionesperiódicasen el camposon probablemente

responsablesde laobservaciónde que la mayoríade lascerdasposeanIgA anti-V&PT

lactogénica.

El mecanismoinmunológicoporel quelas cerdasinfectadascon CVRPsegregan

IgA en la leche no parece probable que consistaen la migración de linfocitos

estimuladosen el intestino, ya que la capacidadde replicación intestinal de estevirus

es muy pequeña. Van Deun y col. (1990) proponenque la. infección por el CVRP

estimularia los linfocitos del BALT que migrarían despuésa la manta. Además,

resultadosrecientesobtenidosporCox y col, (1992)parecenindicar que la inoculación

vía aerosol del CVRP estimulatanto el sistemainmune sistémicocorno el sistema

inmune intestinal. Estos datos parecen indicar la existencia, para la infección

respiratoriacon CVRP,de un vinculo inmunológicomucosarespiratoria- ¡flama,al

igual que existeen el intestino.

El CVRP, por tanto, puedetenerimportanciaen la protecciónde los animales

frente a la GPT, y en el comportamientoepidemiológicode estaenfermedad. Es

posibleque la inmunidadlactogénicaque, al menosen parte,confiere el CVRP.haya

influido en la disminucióndebrotesclínicosdeGPT en Europa. Ello no impide que,

al no haberuna proteccióntotal, puedandarsebrotesde GPT en granjaspreviamente

infectadascon CVRP (Hooybergsy col., 1988). Pensaerty Cox (1989) afirman que,

coincidiendocon la aparicióndel CVR.P, los brotesmasivosdediarreasneonatalespor

el VGPT se han hecho raros en Bélgica. Bernard y col. (1989) atribuyen esta

disminucióna la proteccióncruzadaentre CVRP y VGPT. Van Deuny col. (1990)

creenqueesprobableque la presenciade estosAcs lactogénicosde claseIgA inducidos

por CVRP en la lechede las cerdasresulteen unadisminución en la intensidadde los

brotesde GPT, que pasaríandesapercibidos.
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Patony Brown (1990) no compartenestaopinión ya que la GPT ha fluctuado

muchoen el pasadoy el presentedescensoen brotesde la enfermedadno tieneporque

asociarsenecesariamentea la aparicióndel CVR.P.
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JUSTIFICACION

Y OBJETIVOS





Los procesosgastrointestinalessuponenuna de las principales causasde

mortandadneonatalen el cerdo. Uno de los agentespatógenoscon más incidencia

mundial es el VGPT. Este virus constituye uno de los riesgos potencialesmás

importantes,desdeel puntode vistade la sanidadanimal, al serfácilmenteintroducible

por los animalesde importacióntraídosde paísesde la ComunidadEuropea,dondela

enfermedadestámuy extendida. En Españala enfermedadha sido diagnosticadaen

diversasocasionespero la difusiónha sido bastantelimitada. La última ocasiónen que

se diagnosticóun brote de GPT en España(provincia de Madrid) fue en 1988, por

nuestrolaboratorio. En este caso se pudo demostrarque la infección habíasido

introducidaen la explotaciónpor lechonesimportadosde Bélgica.

A pesarde la menorincidenciaen España,el estudiodel VGPT resultade un

enormeinterésya que constituyeun modelo muy útil parael estudio‘de la generación

de la respuestainmunitariaen mucosas. El tracto gastrointestinal,y en general, las

superficiescubiertaspor mucosas,constituyen las áreasorgánicasque mantienenun

contactomás estrechocon el sistemainmune y los múltiplesantígenosextrañosque

estáncontinuamentepresentesen el medio exterior. Estassuperficiesson la principal

vía de entradade muchospatógenos,ademásdel VGPT, por lo que resultade vital

importanciael conocimientoen profundidadde los mecanismosde defensaen los que

estáimplicado el sistemainmune de las mucosas,independiente,aunquerelacionado

con el sistémico,asi comoencontrarvíasde presentaciónde antígenosque estimulen

adecuadamenteuna respuesta protectora en este sistema inmune, altamente

especializado,de modo que se puedandesarrollarvacunaseficacesy segurasparaeste

tipo de agentesinfecciosos.
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El VGPT infectaa cerdosde todaslas edadesperocausaunaalta mortalidaden

cerdos menoresde dos semanasde edad. El interésen protección frente a esta

enfermedadse centraprincipalmenteen proporcionarinmunidadpasivao lactogénica

a los lechones. En la protecciónpasivafrenteal VGPT puedenestarjugandoun papel

importantefactorestanto cuantitativoscomo cualitativos.

Los factorescuantitativos se refieren a la cantidad relativa de anticuerpos

dirigidosfrenteaepitoposcríticosen la neutralizacióndel virus. Los cualitativostienen

que ver con la clase de inmunoglobulina generadapor cada sitio antigéníco,

especialmentela IgA, demostradacomo la de mayorvalor protectorporsu estabilidad

frente a las condicionesgastrointestinalesasí comosuafinidadpor las mucosas.

A la preguntade cómo generaruna respuestainmunitariaprotectoraque aúne

tanto los aspectoscualitativoscomo cuantitativosnecesariosparaprotegerpasivamente

a los lechoneslactantes,han respondidodiversostrabajoscientíficosen el sentidode

que pareceposible generaríaúnicamentea travésde inoculacionesoralesde virus

virulentos de la GPT a cerdasgestantes. Sin embargo,en trabajosrecientescon la

variantede tropismo respiratoriosehan obtenidoresultadosprometedoresen cuantoa

proteccióncruzada,que aconsejanun estudioen profundidadde la generaciónde la

respuestainmunitaria comparadaentreambosvirus Uno, el productorde la GPT,

poseetropismo intestinal y, por tanto, generauna respuestainmunitaria local en esta

superficiemucosa(GALT), la cual se ha demostradorelacionadacon la glándula

mamaria. El CVRP, con tropismorespiratorio,estimulael sistemainmune asociadoa

bronquios(BALT) y , dado que tambiénescapazde inducir la secreciónde IgA en

leche,parecerelacionadoigualmentecon la glándulamamaria. Noobstante,laeficacia

de ambosvirus parainducir protecciónlactogénicaa los lechoneslactantesesdiferente

a pesarde que los títulos de anticuerpossecretoresneutralizantesin v»ro son muy

similares,

El estudiode las diferenciasentreambasgeneracionesde respuestainmunitaria,

comoconsecuenciade la estimulaciónen diferentescompartimentosdel sistemainmune
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de las mucosas(BALT o GALT), esde gran interésgeneral,a la vez que es indicativo

de lo realmenteimportanteen protecciónfrenteal VGPT. En esperadel desarrollode

‘.~ctores eficacesy segurosde presentaciónantigénicaen superficiesmucosas,es de

graninterésladefiniciónde los epítoposviricos relevantesen laprotecciónmediadapor

anticuerposen estaenfermedad,con el fin de avanzaren el conocimientoque permita,

en un futuro, desarrollarunavacunaexentade riesgospor ingenieríagenética.

Los objetivos concretosmás importantesque se han abordadoen la presente

tesisson los siguientes:

- Identificacióndelos epítoposvíncosinmunodominantesduranteLa infeccióncon

un virus virulento capazde inducir protecciónlactogénicaen cerdasgestantes.

2.- Identificaciónde los epítoposvíricos mediadoresde laneutralizacióndel virus

que induzcanpreferencialmenteIgA secretoratras la inmunización de cerdas

gestantes.

3.- Análisis comparativode la generaciónde anticuerpossecretoresen glándula

mamariatras la estimulaciónen BALT o GALT y su relacióncon el gradode

protecciónpasivaconferidatras ambostipos depresentaciónantígénica.

4.- Determinaciónde los epítoposvíricos relevantesen protecciónin vivomediada

por anticuerpos.
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MATERIALES

Y METODOS





1. VIRUS

PUR 46

MAD 88

Las cepas de VGPT que se han empleadoen este trabajo se indican a

continuación:

Aisladaen 1946en la Universidadde Purdue(EE.UU.>y pasada

120 veces en células ST. Atenuada. (Bohí, 1972; Bohí y

Kumagi, 1965; Bullido y col., 1989).

Aislada en Españaen 1988, en una granjaen la que sehabían

recibido cerdosprocedentesde Bélgica, y pasada7 veces en

célulasST. Virulenta. (Laviaday col., 1988; Laviada,1991).

La cepade CVRP empleada:

BEL 85-83 Aislada en Bélgica en 1986, y pasada7 veces en células ST.

(Pensaerty col., 1986; Callebauty col., 1988; Sánchezy col.,

1990, De Diego y col., 1992). Recibidadel Dr L Enjuanes

(CBM CSIC-UniversidadAutónomade Madrid>
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2. LINEAS CELULARES

Parp el cultivo de todaslas cepasde VGPT y CVRP se empleóla línea celular

ST, de testículode cerdo. Parael mantenimientode estalíneaseempleómediomínimo

esencialde Baglecon la modificaciónDulbecco(DMiEM) (Dulbeccoy Freeman,1959),

preparadosegúnla formulaciónGibco (cat. n0 H21), al queseañadieron:aminoácidos

no esenciales10 mIll, piruvatosódico0,11 gIl, bicarbonatosódico3,7 gIl, gentamicina

80 gIml, y el antimicótico ácidop-hidroxibenzoicon-butil ester0,2 ppm (Sigma). El

medio fue suplementadocon el 10% de suerofetal bovino (SFB) (Ilow).

3. PRODUCCIONDE VIRUS EN CULTIVOS CELULARES

3.1. OBTENCION DE INOCULO VIRICO

Paralaobtencióndeinóculo, seinfectó unamonocapade célulasST confluentes

con virus a unamultiplicidad de infección (mi) entre0,1-1. Despuésde un periodode

adsorciónde 2 horasa3YC, seañadiómedio DMEM suplementadocon un 5% de SFB

y seincubóhastaque el efectocítopático(ecp) fue dei 20% aproximadamente(18-20

hpi), lo quecorrespondióconel momentoen que la infectividadvírica fue máxima. Se

recogió el sobrenadantede cultivo conteniendoel virus extracelular,y, despuésde

centrifugara 2.000 rpm durante10 minutosparasedimentarrestoscelulares,seañadió

hastaun 20% de SFB y sealmacenóa -800C.

3.2. SEMIPURIFICACIONDE VIRUS

La semipurificaciónde virus sellevo acaboapartir del sobrenadantede cultivos

infectadoscon una mi de 1-10 y recogidoscon un ecpdel 80-90%. Despuésde una

centrifugacióna 10.000 x g durante15 minutosparaeliminar restoscelulares,el virus

se sedimentó por ultracentrifugación a 100,000 x g durante 1 hora. El virus

sedimentadofue resuspendidoen tampónINiE (Tris-HCI 0,01 M pH 7,5; NaCí 0,1 M;
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EDTA 1 mM) y guardadoa -800C hastasuempleo. La cuantificacióny determinación

de su purezaserealizaronpor electroforesisSUS-PAGE.

3.3. PURIFICACION DE VIRUS

La purificacióndel virus se¡levo a cabo partiendode virus sedimentadocomo

sedescribeen el capítulo anterior. Despuésde resuspenderel sedimentoen tampón

TNE secentrifugóa travésde un gradientecontinuode sacarosa20-60%(P/P)en TNE

durante 4 horas a 90.000 x g. La banda que contenía el virus purificado,

correspondientea unadensidadde sacarosade 1,18-1,20g/cm3, serecogió,sediluyó

en TNE para eliminar la sacarosay se concentrópor sedimentacióna 100.000 x g

durante 1 hora. El virus purificado seguardóa -800C en TNE hastasu utilización

(Brian y col., 1980). Su cuantificaciónserealizó por determinaciónde cantidadde

proteína, la valoración de su purezapor electroforesisSDS-PAGE y su título se

determinóantigénicamentecon suerohiperinmune.

34. TITIJLACION DE VIRES

3.4.1. Titulación de inóculo virico

3.4.1.1. Estimación de la dosis inVectiva 50 en cultivo

celular (DICC~4

La DICC
50 seestimóhaciendodilucionesdecimalesen placasde cultivo

dc 96 pocillos, segúnel métodode Reedy Muench (1938).

3.4.11. Estimación de las unidades formadoras de

placa(PFU)

La determinacióndel titulo por (PFU)/ml se llevó a cabosegúnse describió

anteriormente(Jiménezy col., 1986). Brevemente,diluciones decimalesdel inóculo
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virico fueron inoculadasa células ST confluentescrecidasen placasde 24 pocillos.

Tras 1 h de adsorción,el inóculo fue reemplazadopor medio que contiene2% SFB y

0,7% de agarosa. Las célulasseincubarona 370C durante2-3 días tras los que fueron

fijadascon forinaldehido10%y teñidascon crista] violeta 0,1%para el contajede las

placas.

341. Titulación de virus purificadopara ELISA

Se tapizandos columnasde una placaELISA (Dynatech)con dilucionespor

doblajede virus purificado, comenzandocon la dilución 1/100, y sehacenreaccionar

con suerohiperinmuney sueronegativo (ver apartado8.3.1.).

Se considerala dilución óptimala dilución inmediatamenteanterioral puntode

inflexión de la curva de titulación.

4. VACUNACIONES Y CONTRAPRUEBAS

Seis cerdasgestantesde la razaLargeWhite, de aproximadamente100 kg de

pesocadauna, fueroninoculadaspor víaoral con 2,5 x io~ DICC
50 de ‘VGPT MAD 88

por dosis. Se administrarondosdosispor cerda,en los días83 y 104 de gestación.

Dos cerdasgestantesde las mismascaracterísticasfueron inoculadasmediante

aerosolpor víaoronasalcon las mismasDICC50de CVR.P BEL 8 5-83 por dosis,en los

días 83 y 104 de gestación.

Una cerda gestantede las mismas característicasse mantuvo como control

negativo,sin inocular.

Los lechonesnacidosde la cerdacontrol,de trescerdasinoculadascon el VGPT

y de las dos cerdasinoculadascon el CVRP fueron aislados,mantenidosen ayunase
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inoculados,porvía oral, con 108 DICC50de VGPT MAD 88, cuandocontaban7 días

de edad. Al cabo de una hora, fueron devueltosa sus madres.

Una cerdamásde las mismascaracterísticasfue inoculadacon VGPT virulento

de igual forma que el primer grupo de cerdas. Los lechonesnacidosde estacerda

fueron aisladosen el primerdíatrasel parto de modo que únicamentetomaroncalostro

de la madre. A partir de su aislamientolos lechonesfueron alimentadoscon lechede

vacatratadacon gentamicinaaunaconcentraciónfinal de 40 ng/ml y mantenidaa 4
0C,

al menostodala nocheantesde su uso. Cuandocontaban7 díasde edadlos lechones

fueron contraprobadoscomo seha descrito.

5. ANTICUERPOS

51. ANTICUERPOSMONOCLONALES

5.1.1. AcMs espedficosdel VGPT

Los AcMs, específicosdel VGPT (obtenidosfrenteala cepaPurdue),utilizados

para los RIA y ELISA de competiciónfueron cedidospor el Dr. L. Enjuanes(CBM

CSIC-UAM). Seemplearonsobrenadantesdel cultivo de los hibridomas,conservados

a -800C hastasu uso. Sus característicasmás relevantesse recogenen la tabla 1

(Jiménezy col., 1986; Correay col., 1988; Suflé y col., 1990; Sánchezy col., 1990;

Gebauerycol., 1991).
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TABLA ¡

AcM
Especificidad

proteína Sitio

subsitio

a~ de
Ig

Titulo por
lilA

Titulo por
neutralización

ICC12 5 Aa IgG2a i0~ 6,1

IDE7 5 Ab IgG1 io~ 6,0

6AC3 5 Ac IgG, >8,7

8BE3 5 A IgG1 ND ND

1DB12 5 B IgG~ 1 i3~ 0,3

1DG3 5 D IgG1 io~ 0,6

8DH8 5 D IgG1 ND 1,0

9DB4 M NA IgG1 ND <0,3

3BB3 M NA IgG1 i0~

3BD3 M NA lgG, 1 o~

3DE3 M NA IgG2b i0~

3DCIO N NA IgG~ í0
4

3CD8 N NA IgG
1 i0~ <0,3

3CE4 N NA IgG1 to~ <0,3

A, B, C y O correspondena diferentes sitios antigénicos dc la glicoproteina5,
determinadospreviamentepor RíA de competición. Aa, Ab y Ac son subsitios
antigénicosdel sitio A, determinadospor caracterizaciónde mutantesresistentesa la
neutralizaciónpor AcM.

NA. no aplicable.

NO, no determinado.

Los títulosde los AcM sedeterminaronmedianteRíA utilizando los sobrenadantesde
los hibridomas,

lEí indice de neutralizaciónse determinódividiendo el númerode PFU/nil de virus
mezcladocon medio normal por cl númerode PFU¡ml de virus en presenciade un
AcM y complemento,y se expresócomo el Iog,0 del resultado,
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5.1.2. AcMs específicosde clasede Ig porcina

Los anticuerposmonoclonales(hibridomas)empleadosparala purificación, a

partir de leche,de las clasesde Ig porcinaIgA, IgG~ e IgG2 fueron gentilmentecedidos

porel Dr, Stokes(Universidadde Bristol, ReinoUnido), El AcM específicode la IgM

porcina,5C9, fue obtenidodel ATCC (n
0 liB 8371). Lascaracterísticasmásrelevantes

de estosAcM serecogenen la tabla II.

TABLA II

(clase13 pon-cina) Clasede Ig

IgG
1

K139 IgG~ lgG1

K68 IgG2 IgG,

5C9 IgM IgG~

5.1.2.1. Purificación de AcMs a partir de liquido

ascítico

Para realizar estapurificación se emplearoncromatografiasde afinidad con

ProteínaA-SepharosaCL-4B (Pharmacia). La resmasehidrató en tampón PBS, se

montó en una columnay se mantuvo a 4
0C hastasu utilización. En cadaensayo,se

pasaron2 ml de liquido ascitico por la columna,previamentediluidos en un volumen

igual de tampónglicina 1,5 M, CINa 3 M pH 8,9. Unavezequilibradala columnacon

estetampón,se aplicó la muestra,eluyéndosela fracción de proteínasno adsorbidascon

estemismo tainpón~
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Las Igs adsorbidasa la matriz se eluyeroncon una soluciónde ácido cítrico

0,1 M pH 3, recogiéndosefraccionesde 2 mí, de las cualessedeterminósu absorbancia

a 280 nm. Las fraccionesque conteníanIgs fueron dializadasfrente a bicarbonato

sódico0,1 M pH 8,3, con o sin NaCí 0,5 M, segúnsu utilización posterior.

5.1.2.2. Marcaje con biotina de AcMs

Los anticuerpos,una vez purificadosy dializadosfrentea bicarbonatosódico

0,1 M pH 8,3, se ajustarona una concentraciónde 1 mg/ml Un ml de cadaAcM se

mezclócon 125 pl de una soluciónde ésterde N-hidroxisuccinimida-biotina(Sigma),

diluido en dimetilsulfóxido,a una concentraciónde 1 mg/ml. Estamezclase mantuvo

en agitacióndurante4 h a temperaturaambientey posteriormentesedializó frente a

PBS pH 7,2.

5.2. ANTICUERPOS POLICLONALES

5.2.1. Sueros,calostrosy lechesinmunes

51.1.1. Obtención

Cadacerdafue sangradaantesde cadainmunizacion:dias 84 (suero 1) y 104

de gestación(suero 2), para realizar un seguimientode la evolución del título de

anticuerpos. Así mismo, todaslas cerdasfueron sangradastrasel parto (suero3).

Se recogió calostro de cada cerda el día del parto y leche de ¡os dos días

siguientesa este,así como en el día de la contrapruebade los lechones. De la cerda

cuyos lechonesfueron aislados e¡ primer día post-parto únicamentese recogieron

muestrasde calostro.

Los lechonesfueron sangradosen el díade la contrapruebay en los días7 y 15

a partir de este
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5.2.1.2. Tratamiento

Una vez extraídala sangresemantuvoa 40C durantevariashorastras las que

secentrifugó a 1,500 x g durante30 minutosparasepararel suero. Estesealmacenó

a -800C hastasu utilización.

El calostro y la leche fueron tratadossegún el método descrito por Abou-

Youssefy Ristic (1972)queconsisteen unacentrifugaciona 10.000x g durante3 horas

paraeliminar la grasalibre y la caseína,seguidade otra centrifugaciona 100.000x g

durante otras 3 horas. Finalmente, las lipoproteinas del suero así obtenido son

precipitadascon 0,02 ml de sulfato de dextrano500 al 10%y 0,1 ml de CI,Ca 1 M por

ml de suero. El precipitadoresultanteseelimina trasunaúltima centrifugacióna 1.500

x g durante10 minutos.

5.2.2. Suerosde campoanti-CVRP

Procedentesde cerdosde ceboobtenidosen mataderoen 1987 (Laviada,1991),

pertenecientesa varias granjas de ciclo cerrado de la provincia de Segovia y

conservadosa -800C.

5.23. CIasesde Ig purificadas

Sepurificaron los distintasclasesde Ig porcina: IgM, IgA, 1g0
1 e IgG2 a partir

del calostroy la leche obtenidade 3 cerdasinoculadascon el VGPT, de 2 cerdas

inoculadascon el CV1tPy de lacerdacontrol, por medio de cromatografíade afinidad

con AcM específicosde los distintasclasesde Ig porcinas.

Los AcMs especificosde las clasespurificados se unieron covalentementea

bolasde sefarosa(SepharoseCL-4B) (Phannacia)en tampónNaHCO3 0,1 M - NaCí

0,5 M pH 8,3, en una proporciónde 5 mg de proteínapor cadaml de gel. La mezcla

se mantuvo en rotación durante4 h a temperaturaambiente,pasadaslas cuales, los
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anticuerposque no quedaronunidos a la sefarosase eliminaroncon varios lavadosde

PBS. Los sidosactivosrestantesfueron bloqueadoscon un tampónglicina 0,2 M, PH

8, durante2 h. El gel fue montadoen las columnas,lavadocon PBS y acontinuación

incubadocon una soluciónde dietilamina 0,05 M, pH FI. Finalmente,las columnas

fueron equilibradasen PBS

El calostroy la lechede las cerdas,2-4 mí, sepasaronpor las cuatrocolumnas

diluidos en PBS, pasandodicho tampón por la columnahastaeliminar todas las

proteínasno adsorbidas.Las Igs unidasa las columnasseeluyeroncon una solución

de dietilamina 50 mM pH 11. Se recogieron fracciones de 2 mí, que fueron

inmediatamenteneutralizadascon un tampónTris-HCI 2 M pH 3. Las fraccionescon

mayor concentraciónde Ig fueron dializadasfrentea PBSy mantenidasa 40C hastasu

uso.

La cuantificación de las fracciones de Igs purificadas se realizó por

determinaciónde la absorbanciaa 280 nm y la pureza determinadamediante

electroforesisen gelesde poliacrilaniida SDS-PAGE,así como por medio de ELISA

directo empleandolos AcMs específicosde clasede Ig porcina(ver apanado8 3 2)

6. METODOS DE ANALISIS DE

6.1. MARCAJE METABOLICO DE PROTEINAS CON METIONINA-
3ss

Paramarcarradiactivamentelas proteínassintetizadasdurantela infecciónvirica,

se infectaroncélulasST confluentescon virus a unami de 1-5. Se dio un pulso de 2

horascon el isótopo radioactivo(14 - 16 hpi), procediendosede la siguientemanera.

Se retiró el medio y se lavó la monocapacon MiEM sin metionina, añadiéndosea

continuación medio MEM sin metionina con 1% de SFB y metionina-35Sa una

concentraciónde 200 pCi (800Cxlmmol, Amershani)por ml. Despuésde las 2 horas
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de incubación,se retiró el medio de marcaje,se lavaron las células y se añadió el

tampónde muestrade SDS-PAGE(Escribanoy col., 1987; Alcarazy col., 1988).

6.2. CONTAJE DE MUESTRAS RADIACTIVAS

Paracuantificarla radiactividadespecíficamenteincorporadaa proteínasdurante

el marcajemetabólico(paraRIPA, ver apartado8.1), seañadióa 2 pl de la muestraa

analizar,23 pl de tampón de contaje(SFB al 25%, PBS pH 7,2 y ácidotrícloracético

al 0,4%). La mezclaseincubóen hielo durante30 mm y sepasóa travésde un filtro

de 0,45 pm. Estesesecóa 800C y seintrodujo en un tubo de contajeque contenía2

ml de líquido de centelleo(5% PPO (Merck), 1% Dimetil-POPOP(Merck), 66,6%

Tolueno,33,3%).

Las muestrasasí preparadasen viales de centelleo, se introdujeron en un

contadorde radiaciones1 parasu lectura.

63. METODOSELECTROFORETICOS

6,3.1. Electroforesis en gelesde poliacrilaniida-DATD en presencia

de SDS (SDS-PAGE)

La electroforesisde proteínasse realizó en un gel discontinuode acrilamida-

DATD en presenciade SDS, siguiendoel métododescritopor Tabarésy col. (1980).

Paraello sepreparóun gel separadorde acrilamidaal 17% y DATE’ al 0,046%y un

gel apelmazadorde acrilamidaal 3,5 % y DATD al 0,09%.

Las muestrassesolubilizaron en tampónde disociaciónde proteínasSR (Tris-

HCI 58 mM pH 7, SDS 2,3%,2-ME 2%,glicerol 10%y azul de bromofenol0,002%),

secalentaron2 minutosa 1000C y seaplicaronal gel. La electroforesissedesarrolló

a una intensidadconstantede 18 mA.
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63.2. Fluorografia y autorradiografla

Unavezrealizadala electroforesis,enaquelloscasosen quelasmuestrasestaban

marcadascon metionina-355,el gel sesometióa fluorografiasegunel metododescrito

porBonnery Laskey (1974).

Finalmente, el gel se secó a vacío y se puso en contacto con una película

radiográficaAGFA (CURIX RP2), a -800C durante un tiempo proporcional a la

radiactividadcontenidaen la muestra.

7. VALORACION DE PROTEINAS

Se llevó a cabo siguiendo el metodo descritopor Lowry y col. (1951) con

algunasmodificacionesparalavaloraciónde proteínasinsolubles.Seincubó lamuestra

durante30 minutos a 37<’C en 0,1 ml de NaOH iN, tras lo cual se añadió0,1 ml de

aguadestilada. El restodel procesoserealizó comoestádescritoperosin incluir NaOH

en la solución alcalinade la primerareacción. Se utilizó como proteínaestandar,7-

globulina bovinaa una concentracióninicial de 1,45 mg/ml (Bio Rad) diluida en la

mismasolución que la muestra.

8. METODOS SEROLOGICOS

8.1. RADIOINMUNOPRECIPITACION (RIPA) DE PROTEINAS

ANTIGENICAS

Alícuotas de 106 cuentasporminuto (cpm) de extractosde células infectadas

marcadasradiactivamente (ver apartados6. 1 y 6.2) y lisadas con un tampón que

mantienelas proteínasen suestructuranativa(tampónVDB: Tris-CIH 50 mM pH 7,5,

NP4O 1%, EDTA(Na
2) 5 mM, deoxicolatosódico0,5%,PMSF 1 mM) (Jiménezy col,,
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1986) se inmunoprecipitaroncon los sueros, calostros o leches correspondientes

siguiendo el método descritopor Alcaraz y col., 1990). Brevemente,los extractos

celularesmarcadosse incubarondurante 1 hora a 250C con los Acs de las cerdas

inmunizadasen un tampónformado por Tris-HCI 0,05 M pH 8, NP4O 0,5%, EDTA

2 mM, CINa 0,5% y SDS 0,2% y precipitadospor una suspensiónde Staph¡Iococus

aureus al 20% en PBS (Calbiochem). Las bacterias con los inmunocomplejos

adsorbidosse lavarony setrataron con un tampónde elución (Tris-HCI 50 mM pH 7,

SDS 2%, 2-ME 5%, glicerol 12,5%, azul debromofenol0,01%)a 600(2 durante5 mm

parasepararlos inmunocomplejos.Las proteínasinmunoprecipitadasseanalizaronpor

electroforesisconvencional.

8.2. DETECCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS MEDIANTE LA

TECNICA DE “IMMUNOBLOrrING” (IB)

250 jig de VGPT semipurificadose depositaronsobreun gel de acrilamida-

DATD al 15% y serealizó una electroforesisparala separaciónde susproteínascomo

seha descritoanteriormente.A continuaciónfueron electrotransferídasa un filtro de

nitrocelulosa(Bio-Rad) durante4 horasa una intensidadconstantede 1 mA/cm2,

siguiendométodosya descritos(Towbin y col., 1979; Pastory col., 1990).

El filtro con las proteínastransferidassecortó en tiras longitudinalesque se

incubaroncon solución de bloqueo(PBS con leche desnatadaal 2% y tween 20 al

0,05%)durante 1 h a 3TC. Se incubaronentoncescon los sueros,calostrosy leches

a la dilución 1/30 en la mismasolución. Tras tres lavadoscon estemismo tampónde

dilución, se incubaronlas tiras con proteínaA conjugadacon peroxidasa(Sigma)y se

revelaroncon el sustrato4-cloro-naftol en presenciade H
20, (Alcarazy col., 1990).
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8.3. ENZIMOINMUNOENSAVO (ELISA)

8.3.1. ELISA indirecto para la detecciónde anticuerpos.

Paraesteensayosetapizó laplacaELISA con virus purificado, VGPTo CVRP,

diluido en tampóncarbonato/bicarbonatopH 9,6a la concentraciónóptima,determinada

por ensayoprevio de titulación, lo que se correspondíacon alrededorde 0,4 pg por

pocillo, incubándosea40(2 durante18 h. Seañadiósoluciónde dilución (PBS con SFB

30% y tween 20 al 0,05%) para bloquear los sitios de unión inespecífleosy, tras

lavarlas3 vecescon soluciónde lavado(H,O con tween20 al 0,05%),seincubaroncon

los sueros,calostrosy leches,diluidos al 1/30 en solución de dilución o bien con

dilucionesdoblescrecientesapartir de 1/2 en el mismo tampóncuandoel propósitoera

la titulación de las muestras.

Despuésde 1 h de incubacióna 370(2,selavaronlas placasy se añadióproteína

A conjugadacon peroxidasa(Sigma)a la dilución óptimaen la mismasoluciónanterior,

incubándosea3TC durante1 hora. Se lavaronde nuevolas placasy seañadiósustrato

DMAB.MBTH(Acido3-dimetilaniino-benzoico,3-medí-2-benzo-tiazolinonahidrazona).

Se dejó reaccionarhastala apariciónde color, y sefrenó añadiendouna soluciónde

ácido sulfúrico 3N, Finalmente,las reaccionesseleyeron espectrofotométricamentea

unadensidadópflca (O D) de 620 nm.

Los valoresde OD. superioresa 0,3 seconsideraronpositivos. En los ensayos

de titulación, seconsideróel titulo de anticuerposal log2 del reciproco de la máxima

dilución que dio valor positivo.

8.3.2. ELISA para la determinación de la pureza de las clasesde lg

purificadas.

Paraesteensayosetapizó la placade ELISA con dilucionespor doblajede las

Igs purificadas, comenzandopor 2 pg/pocillo, por cuatriplicado. Tras bloquearse
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añadieronlos AcMs conjugadoscon biotina anti-IgA, anti-IgG~, anti-IgG, y anti-IgM

(ver apartado5.1,2.2),a la dilución óptimapreviamentedetenninadapor titulación. A

continuaciónseañadióun conjugadode estreptavidinacon peroxidasa(Amersham)y

las placasserevelaroncomo en el apanadoanterior.

SA. ENSAYOS DE UNION COMPETITIVA AL VGPT

8.4.1. Radioinmunoensayode competición (RIAc>

Se realizó como se describe en Correa y col. (1988), con modificaciones.

Brevemente,setapizaronplacasde ELISA con 0,4 pg de VGPT purificado (PUR 46)

por pocillo, en tampón carbonato/bicarbonatopH 9,6. Tras incubacióna 40(2 durante

18 horaslos pocillos sebloquearoncon unasoluciónde albúminaséricabovina(BSA)

al 5% en PBS durante2 horasa 370(2

A continuaciónse añadieronlas diluciones de los sueros,calostroso lechesa

competir, en tampón de dilución (PBS con 0,1% BSA), y un volumen igual del AcM

correspondiente,exceptoen los pocillos de control positivo (sólo AcM>, y de control

negativo (sólo la dilución correspondientede muestracompetidora),amboscon un

volumen igual de tampónde dilución. Trasunaincubaciónde 2 horasa. 3rC seañadió

un conjugadode IgG anti-Ig de ratón marcadocon 1251 (Amersham)en tampón de

dilución (PBS con 0,1% BSA) que conteníaun 5% de suero negativode cerdo. El

conjugadoradiactivoseañadea unadilución tal que correspondanl0~ cpm/pocillo,que

esel númerode cpm óptimo calculadopor unatitulación previa,eligiéndosela mayor

dilución a la que los AcM unieranel máximo númerodecpm. La incubaciónse realizó

a 3TC durante 1 hora tras la que se lavaron las placas6 vecespara eliminar la

radiactividadno fijada. Finalmente,se añadió solución de rotura SR (ver apanado

6.3.1.) y se recogió el contenido de cada pocillo en un tubo que fue leido en un

contadorde radiacionesy
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El resultadoobtenido en la competición de cadamuestracon cadaAcM se

expresóen porcentaje de competición,definido por ¡a siguientefórmula:

% de competición= 100 - % de unión

siendo el porcentajede unión el porcentajede cpm unidas cuando secompitióla unión

del AcM con una determinadamuestraen relación con el numerode cpm unidas en

ausenciadel anticuerpocompetidor.

Cadaensayoserealizó al menos3 vecesconsiderándosecomo resultadofinal

la mediaaritméticade los distintosvaloresobtenidos.

8.4.2. ELISA de competición(ELISAc)

Paraesteensayose tapizaronlas placascomo se ha descritoen el apanado

anteriory sebloquearonde igual forma. A continuaciónseañadieronlas muestrasa

competir (clasesde Ig purificados) a las diluciones correspondientesen tampón de

dilución (PBS con 0,1%BSA) exceptolos pocillos de controlpositivo (sólo AcM) que

se dejaroncon tampónde dilución. Se incubarondurante18 h a 4”C y posteriormente

seañadieronlos AcMs correspondientes(sobrenadantesde cultivo de los hibridomas)

diluidos a 1/2 en el mismo tampón, excepto en los pocillos de control negativo(sólo

Ig purificada)que sedejaroncon tampón de dilución,

Tras unaincubaciónde 1 horaa 370(2 seañadióun conjugadode IgG anti-ratón

marcadocon biotina (Amersham),a la dilución óptima predeterminadapor titulación,

en tampónde dilución (PBS con 0,1% BSA) que conteníaun 5% de sueronegativode

cerdo para eliminar los fondosinespecificosocasionadospor la reaccióninespecífica

de la IgO anti-ratóncon las lgs porcinas. Finalmente,se reveló con un conjugado

pretituladodeestreptavidina-peroxidasa(Amersham)siguiendoel procedimientodescrito

en apanadosanteriores.
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Paralos ensayosrealizadosen un solo paso,se incubarona la vez el anticuerpo

competidor y el AcM correspondientedurante 2 horas a 37”C y se procedió a

continuaciónde la misma forma.

El resultadoobtenido en la competición de cadamuestracon cadaAcM se

expresécon la mismafórmula que parael RIAc, siendo en estecasoel porcentajede

unión el porcentajede OD. obtenidacuandosecompitela unión del AcM en relación

con el valor de O D obtenido en ausenciade competidor.

Cadaensayoserealizó al menos3 vecesconsiderándosecomo resultadofinal

la mediaaritméticade los distintosvaloresobtenidos.

8.5. SERONTEUTRALIZACION

85.1. Determinación del título de SN en DICC~

Los ensayosde SN serealizaronen placasde microtitulación de 96 pocillos,

determinándosela dilución limite capardeneutralizar el 100% del ecpde las DICC50

de VGPT correspondientesen cadaensayo,segúnla metodologíadescritapor Hsiung

y Fong (1982). Seconsideróel título de SN al log2 del recíprocode la dilución límite.

8.5.2. Ensayosde reduccióndel númerode placas.

La neutralizaciónbasadaen la reduccióndel númerode placasse llevó a cabo

según se describió anteriormente(Jiménezy col., 1986). Brevemente,el número

correspondientede PFU en cadaensayo fue incubadodurante 1 h a 3TC con una

cantidad fija de anticuerpos o diluciones de estos en el caso de ensayosde

determinacióndel titulo de SN. La mezclafue inoculadaa célulasST confluentes

crecidasen placasde 24 pocillos. A continuaciónseprocedecomo sedescribióen el

apartado3.4.1.2
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8.53. Determinación de la cinética de neutralización

Para la determinaciónde la cinética de neutralización50 ~g de las clases

purificadas,diluidos en DMEM, fueron incubadoscon 102 PFU de VGPT PUR46, e

inoculadossobremonocapasde células ST crecidas en placasde 24 pocillos en los

tiemposindicados: 1, 2, 3, 5, 10 y 30 mm. El númerode PFU y los porcentajesde

neutralizaciónfueron determinadoscomo ya sehadescritoanteriormente.

8.5.4. Determinación de la. reversibilidad de la neutralización

La reversibilidad de la neutralización del VGPT por las clasespurificadas se

estudiópor dilución de los complejosvirus-anticuerpoparaposibilitar sudisociación.

Para ello, 100 pg de los anticuerposfueron incubadoscon 1 o~ PFU de VGPT PLJR46

durante1 h a 37(2hastaque el 100%del virus estabaneutralizado,como sedemostró

por la ausenciade placasde lisis tras el plaqueosobrecélulas ST. Finalmente, una

dilución 1/100 de los complejos virus-anticuerposasí obtenidosfue inoculadasobre

célulasST y el númerode PFU determinado.

9. ENSAYOS DE PROTECCIONIN VIVO

La inoculación de lechonespara los ensayosde protecciónse llevó a cabo

basicamentecomo se ha descritopreviamente(Wesleyy col., 1988). Se emplearon

lechonesde 3-5 díasde edad,nacidosde cerdasseronegativasa VGPT, alimentadoscon

leche de vaca tratada con gentamicinaa una concentraciónfinal de 40 pg/ml y

mantenidaa 40(2, al menostodala nocheantesde su uso. La racióndiaria de leche fue

dividida en 2 tomas de 25 ml y una de 60 ml durante los primeros 2 días y

gradualmenteincrementadaa 60 ml por toma.
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El AcM apropiadofue suplementadoa la leche,a unadilución 1/100,en la tarde

anterior a la contraprueba,para aquellos lechonesque iban a ser continuamente

alimentadoscon AcM. La dosisde virus a emplear, io~ DICC~ de VGPT virulento

MAD 88, diluida en DMEM a un volumende 1 mí, fue incubadadurante1 h a 37C

con excesode anticuerpo(0,6 ml de ascitis de AcMs específicosdel VGPT o 250 pg

de las clasesde Ig purificadas)y administradaa los lechonesporvíaoral. Previamente

se habíaestablecidoque dichascantidadesestabanen excesode la cantidadmínima

necesariapara neutralizarel 100%del ecp ¡it vuro en estascondiciones,lo que fue

corroboradoal resultar negativa la titulación de las mezclasvirus-anticuerposobre

célulasST. Los animalescontrol recibieronla misma dosisde virus diluido a 1 ml en

medio de cultivo e incubado 1 h a 3 70(2, Tras la contrapruebalos lechonesfueron

aisladosy mantenidosen ayunasdurante30 mm. Para los lechonesinoculadoscon

AcMs las 2 primerastomasdel día, en los 3 primerosdías de la experiencia,fueron

suplementadascon liquido ascítico a una dilución 1/100. Los lechones fueron

observadosdurante1 semana,parala apariciónde signosclínicos.

Los porcentajesde protecciónfueron calculadoscomo el cocienteentreel

númerode lechonesque no presentaronsignosclínicosy el númerolotal de lechones

en cadaensayox 100. El númeromínimo de lechonesempleadosparacadaensayo

fue de 4.
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RESULTADOS





1. ESPECIFICIDAD DE LA RESPUESTA INMTJNITARIA PROTECTORA

FRENTE AL VGPT

1. 1. RESPUESTA INMUNITARIA CIRCULANTE Y SECRETORA

FRENTE AL VGPT Y CVRP EN CERDAS GESTANTES

1.1.1. Vacunaciónde cerdasgestantes.

Seis cerdasseronegativasfrenteal VGPT (grupo1) fueron vacunadaspor vía oral

en los días 84 y 104 de la gestacióncon la cepavirulenta MADSS de VGPT. Todas

las cerdasde estegrupo mostraronsignosclínicos de la enfermedad,en mayor o menor

grado,desdeuna ligeraanorexiadurante 1 o 2 días en las cerdas6 y 7 a un cuadromás

grave que incluía anorexia, diarrea y abatimiento, en cerdas 2 y 3, tras la primera

inoculación.

Dascerdasigualmenteseronegativas(grupo II) sevacunaronen los mismosdías

de la gestación con CVRP BELSS-83 por vía oronasal.Las cerdasde estegrupo no

mostraronningún signo clínico tras las inoculaciones.

Una cerdasedejó sin inocular, como control.

Por último, otra cerdade las mismas caracteristicasfue vacunadacon el virus

virulento MAD88 y se empleó en una experienciade contrapruebade’ sus lechones,a

los que sólo se les permitió mamar calostro. Esta cerda mostró los mismos signos

clínicos de anorexiay ligera diarreaque las pertenecientesal grupo 1.
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1.1.2. Título de anticuerpos

Todas las cerdas empleadasfueron sangradastres veces para realizar un

seguimientode la evolución de la respuestaimune humoral circulante frentea los virus

inoculados. Los titulas de anticuerposde los suerosfueron determinadospor ELISA.

Figura 5.- Evolución del titulo de anticuerposfrente al VGPT de las cerdas
1(0),no inmunizada, 2 (U), 3 (0), 4 (@),5 (A), 6 (.),7(•), inmunizadas con
VGPT virulento, y cerdas8 (1) y 9 (*), inmunizadascon el CVRP.

En la figura 5 se representanlos resultadosobtenidos. Todas la cerdas

pertenecientesa ambos grupos,desarrollaronanticuerposcirculantesespecíficosdel

VGPT tras la primera inoculación, cuyo titulo se mantuvo despuésde la segunda
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inoculación. Entreambosgruposde cerdasseobservarondiferenciasen cuantoal titulo

de anticuerposséricos. Lascerdaspertenecientesal grupo 1, inoculadascon el virus de

tropismo entérico,presentarontítulos similaresentresi y superioresa los presentados

por las cerdasinoculadascon el virus de tropismo pulmonar.

Tras el parto, se

sangría),así como de los

todasla cerdas,tantopor

a
-5
4-

04

o

determinó también el titulo de los anticuerposséricos(Y

anticuerpossecretorespresentesen el calostroy la lechede

ELISA como por SN, empleandoVGPT purificado.

Figura 6.- Titulo de
anticuerposfrente al VGPT
de una cerda no
inmunizada(1) y de cerdas
inmunizadascon el VGPT
(2-7) o CVRP (8 y 9),
determinado por ELISA
(A) o SN (B) en suero(U),
calostro (~) y leche (0).
En la gráfica se muestrala
desviación estándarde la
media de tres
determinaciones,

En la figura 6 serepresentanlos títulosobtenidosporambastécnicas.En los dos

gruposde cerdasexistió una buenacorrelaciónentre los títulos de anticuerpostotales

(ELISA) y de anticuerposneutralizantes(SN) Cuando los titulos de anticuerposse

determinaronpor ELISA empleandoCVRP purificado, los resultadosfueron muy
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similares a los obtenidosmedianteel empleo de VGPT como antígeno. Así mismo,

ambosvirus se neutralizaronindístinguiblementepor los anticuerposrecogidosde los

dos gruposde cerdasvacunadas

Los titulos de anticuerposen calostroy leche fueron superioresa los circulantes

en las cerdasvacunadascon el virus entérico. Porel contrario,en las cerdasinoculadas

con el virus respiratorio los títulos de anticuerpossecretoresfueron similaresa los de

anticuerposséricos. Los títulos de anticuerpossecretores,al igual de lo queocurríacon

los circulantes,fueron mayoresparalas cerdasinoculadascon el VGPT, que paralas

inoculadascon el CVRP.

La respuestade anticuerposdel el grupo II, inferior a la generadaen el grupo

1, se comparócon la respuestaproducidaen cerdasnaturalmenteinfectadascon el

CVR.P. Una colecciónde suerosde campode cerdos infectadosnaturalmentecon

CVRPseanalizaronporELISA, presentandotítulos semejantesa los encontradosen las

cerdasdel grupo II (Fig. 7). Esto confirmó la menor eficienciaen la inducción de

anticuerposcuandolapresentaciónantigénica,como consecuenciade la replicacióndel

CVRiP, se efectúa en el tejido linfoide asociadoa mucosasdel tracto respiratorio

(BALT), en comparacióncon la que se producepor la presentaciónantigénicaen el

tejido linfoide asociadoa mucosaintestinal (GALT), comoconsecuenciade la infección

porVGPT

Se determinétambiénel titulo de anticuerpos,por ELISA, del calostrode la

cerdacuyoslechonesfueron aisladosel díaposterioral nacimiento<Fig. 8). El calostro

de esta cerda presentóun titulo de anticuerpossimilar al del resto de las cerdas

inoculadascon el VGPT.

La eficienciade absorciónde anticuerposcalostralespor los lechoneslactantes

pudo demostrarsemedianteel análisisde los anticuerposcirculantesde estoslechones

7 díasdespuesdel parto Estospresentarontítulos de anticuerposmuy similaresa los

detectadosen las cerdasmadresen el momentodel parto.
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Figura 7.- Titulo dc
anticuerposfrente a VOPT
de cincosuerosde campoy
de los sueros,obtenidosel
díadel parto, de las cerdas
8 y 9, inmunizadas
experimentalmente con
CVRP.

Figura 8.- Título de
anticuerposfrenteal VGPT
del calostro de una cerda,
inmunizada con VGPT
virulento, cuyos lechones
fueron retirados el dia
despuésdel parto.
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1.13. Especificidad de la respuesta inmnunitaria. Reconocimiento de

proteínas

El estudiode la especificidadde los anticuerposinducidosen ambosgruposde

cerdaspor los dos tipos de virus seestudiópor las técnicasde IB y RIPA.

Todaslas cerdasdesarrollaronnivelesdetectablesde anticuerposfrentea las

tresproteínasestructuralesmayoritariasdel virus 5, N y M, ya quefueron reconocidas,

en ambastécnicas,por todaslas muestrasestudiadas(Fig. 9).

Las tres proteínasresultaronser antigénicas,por tamo, en los dos grupos de

cerdas,aunqueseobservarondiferenciascon el empleode una u otra técnica.Cuando

el ensayose realizópor IB, en condicionesparcialmentedesnaturalizantes,la proteína

N parecióser la másantigénica,reaccionandomás intensamenteque las proteínas5 y

M. Por el contrario, estas últimas resultaron ser las mejor reconocidaspor los

anticuerpos,tanto secretorescomocirculantes,cuandoseanalizaronpor RIIPA. Estas

diferenciaspuedenserexplicadaspor la exposiciónconformacionalde los epítoposen

las distintasproteínas.Los epítopospresentesen las proteínas5 y M parecensermas

dependientesde conformaciónque aquellospresentesen la proteínaN.

En general,los anticuerposcirculantesdel suerode las cerdasvacunadascon el

VGPT, reaccionaronmenosintensamentecon las tres proteínasmayoritariasque los

anticuerpossecretores,tanto de calostrocomo de leche. Esto concuerdacon el mayor

titulo de anticuerpossecretores,frenteal de anticuerposcirculantes,que se hadescrito

en el apartadoanterior.

Los anticuemos procedentes de las cerdas vacunadas con el CVRP,

especialmentelos de la cerda9, reaccionaroncon menor intensidadfrente a las tres

proteínasestructuralesque los anticuerposprocedentesde las cerdasvacunadascon el

virus entérico,no pudiéndoseobservaruna diferenciaclara en la reactividadde los

anticuerposcirculantesy secretores.
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Figura 9.- Especificidad de los anticuerpos?le 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) detenuinada por IB y RIPA. La proteínas 
reaccionantes por ambas técnicas son comparadas con un patrón de proteínas 
del VGPT obtenido a partir de un cultivo de células infectadas marcadas con 
metionina marcada con S3’ (P). 

1.1.4. Contraprueba de los lechones 

Los lechones nacidos de tres cerdas del grupo 1, de las dos cerdas del grupo II, 

así como de la cerda control, fueron aislados y expuestos oralmente al VGPT virulento 

cuando contaban ‘7 días de edad. En la tabla III se muestran los datos de mortalidad 

y morbilidad obtenidos. 

Todos los lechones de la cerda control desarrollaron signos clínicos, 

caracteristicos de GPT (vómitos y diarreas), 24 a 48 h despúes de la exposición al virus. 

Ningún lechón nacido de esta cerda sobrevivió a las condiciones de contraprueba, 

muriendo todos entre los días 3 y 5 post-inoculación. 
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Los lechonesnacidos de las cerdasinoculadas con el CVRP desarrollaron

también signos clínicos de la enfermedadentre las 24 y 48 horasposterioresa la

contr3prlieba. Sin embargo,5 lechonesde la cerdanúmero8 y 2 de la cerdanúmero

9 se recuperarona los 3 o 4 díasdel inicio de los síntomas,lo que se traduceen unos

porcentajesde protecciónde 62,5 y 28,5%, respectivamente.

TABLA III

Morbilidad y mortalidad de los lechonestras la contrapruebacon VGPT

virulento.

Cerda

Númerode lechones

Total Con signos Supervivientes

número Virus8 nacidos clínicos trascontrapr. Supervivencia

1 Ninguno 4 4 0 0

2 MAD-SE 8 -c

3 MAD-88 lo -c

4 MAD-88 8 8 lOO

5 MAD-88 9 -c

6 MAD-88 5 100

7 MAD-SE 5 su 4 80

8 BEL-85-83 8 8 5 62,5

9 BEL-85-83 7 7 2 28,5

Aislado de virus empleadopara la vacunaciónde las cerdas.
Retrasoen la apariciónde signosclínicos, estosmás leves,con respectoa los cerdos
control.
No se realizó la contrapruebacon cl virus virulento.
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Parala contrapruebade los lechonesnacidosde cerdasinoculadascon el VGPT,

seseleccionaronlas camadasde tres de las cerdasvacunadas,representativasde alto,

cerda4, y bajo titulo de anticuerpos,cerdas 6 y 7. Los lechonesnacidosde estas

últimas presentaronuna morbilidad del 100%, aunquela apariciónde los primeros

signosclínicosseretrasó2 díascon respectoal control, siendoestosmucho másleves,

limitándosea una ligera diarrea de corta duración, Tan solo 1 lechán,nacidode la

cerda 7, murió a ¡os 6 días tras la contraprueba, lo que supone un porcent~e de

proteccióndel 80%. Por el contrario,la cerda4 fue capazde protegerde la infección

a 5 de sus 8 lechones,mientrasque los otros 3 presentarontambiénsignosclínicos

levesa los 3 o 4 díaspost-inoculación. En estecasola tasade supervivenciafue del

100%.

Los 9 lechonesque sólo recibieron calostro con alto título de anticuerpos

específicosdel VGPT, fueron igualmentecontraprobados.El 100%de Los lechones

resultaronprotegidosaunquela morbilidadfue tambiéndel 100%. Los signosclínicos

sufrieron un leve retrasoen su aparicióncon respectoal control y se limitaron a una

diarreademayor o menorduraciónen los distintos¡echones.

1.2. CARACTERIZACION DE EPITOPOS DEL VGPT Y CVRP

INMIJNODOMINANTES EN CERDAS INMUNIZADAS

Dado el gradode protecciónlactogénicacruzadaencontradoentre el CVRP y

el VGPT cabíaesperarencontrarpuntosen comúnentrelas respuestasmnmunitanasde

ambos grupos de cerdas,principalmenteen el reconocimientode epitopos. Estos

epítoposserian,por tanto, relevantesen la protecciónlactogénica. Con estafinalidad,

se llevaron a cabo ensayosde RIAc, para determinarsi los anticuerpospresentesen

suero, calostro y leche de los dos grupos de cerdasinmunizadaseran capacesde

bloquear la unión al virus de AcMs específicosde las tres proteínasestructurales

mayoritarias
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1.2.1. Establecimiento de las condicionespara el RIAc

1.2.1.1. AcMs específicos de la proteína S

Se escogierontres AcMs, cadauno específicode un subsitiodel sitio A de la

proteína5, y sellevarona caboensayosde RJAccon distintasdilucionesde anticuerpos

circulantes(suero)y secretores(calostroy leche)de 2 cerdas,cadauna representativa

de un grupode cerdas(Fig. 10).

CERDA 2
n—n14~t~

o o
10012 1 6A03

~- -~- ~
1 2100500 1 2 00500 1 2 100600

II DILUCION

Figura 10.- Ensayosde unión competitivaal VGPT de diferentesdiluciones
de suero (O), calostro (O) y leche (A) de una cerda inmunizadacon VGPT
(cerda2) y deunacerdainmunizadaconCVRP (cerda9) con AcMs específicos
de los tres subsitiosdel sitio A, Aa (lCC 12), Ab (10E7)y Ac (6AC3), de la
glicoproteinaS, llevadosa caboparaeí establecimientodc las condicionesdel
ensayo.
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En Los resultadosobtenidos de dichos ensayos,se observó que a altas

concentracionesde los anticuerposdela cerdainoculadacon el virus entérico(cerda2),

los porcentajesdecompeticióneranpracticamentedel 100%,tantoparalos anticuerpos

circulantescomosecretores,mientrasque a altas dilucionesseobservarondiferencias

entrelos porcentajesde competiciónde ambostipos de anticuerpos. Por lo tanto,para

los ensayoscon AcMs específicosde la glicoproteinaS seecogieronlasdiluciones 1/1,

1/2, 1/lOO y 1/500 de las muestrasde suero,calostroy lechede las cerdasinoculadas

con el VGPT, parapoder estudiarlas posiblesdiferenciasentre las muestrasde las

cerdaspertenecientesa estegrupo.

Sin embargo,para las muestrasde las cerdasinoculadas con el CVRP se

escogierondilucionesde 1/1 a 1/8 puestoque adilucionesmayoresno erancapacesde

competirla uniónde los AcMs. A altasconcentracionesfueposibleobservardiferencias

en los porcentajesde competiciónentrelas distintasmuestras.Esto pareceindicarque

la respuestainmunitariafrentea la proteína5 fue mayor en las cerdasinoculadascon

elVGPT queen cerdasinoculadascon el CVRP, lo queseconfirmódespuésal emplear

todo el panel de AcMs frentea la proteína5 (ver apartado1.2.2.).

1.2.1.2. AcMs específicosde las proteínas III y N

En estecasose escogierontres de los AcMs específicosde la proteína M que

posteriormenteserian empleadospara el estudio completo, específicosde epitopos

comunesa ambosvirus (el epítoporeconocidopor el AcM 9DB4 estáausenteen el

CVRP), y los tres AcMs específicosde la proteínaN de que sedisponía,parallevar a

cabolos ensayosde RIAc con el suero,calostroy leche de las dos cerdasempleadas

en el apartadoanterior, cadauna representativade un grupo de cerdasinmunizadas.

Los resultadossemuestranen la figura 11.

Paralos ensayoscon AcMs específicosde las proteínasM y N seescogieronlas

diluciones 1/1 a 1/8 paratodaslas cerdasy todoslos AcMs, puesa altasdilucioneslos

porcentajes de competición eran muy bajos para las muestras de las cerdas
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pertenecientesal grupo 1 y no habíacompeticiónpara las muestrasde las cerdasdel

grupoII. Estosresultadosparecensugerirque en el virus entéricolas proteínasN y M

son menos antigénicasque la proteína 5, al menospara los epítoposhastaahora

analizados.

VGPT
‘(Cerda 2>

CVRP
Cerda9)

GPT
rda 2)

CVRP
(Cerdo 9)

M

N

W DILUCION
Figura 11.- Ensayosde unión competitivaal VGPT de diferentesdiluciones
de suero(O), calostro (O) y leche (A) de una cerdainmunizadacon VGPT
(cerda 2) y de una cerda inmunizadacon CVRP (cerda 9) con AcMs
específicosde las proteínasN y M, llevadosa caboparael establecimientode
las condicionesdel ensayo.
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1.2.2. Reconocimientode epítoposde la proteína 5

Dadoque laglicoproteina5 ha sido identificadacomo la principal inductorade

anticuerposneutralizantes<Delmasy col., 1986; (iarwes y col., 1978/1979;Jiménezy

col., 1986),esen teoría la másrelevanteen cuantoa protección. Por tanto, el análisis

de los epítoposde esta glicoproteina reconocidospor los anticuerposes de gran

Importancia. Los ensayosde RIAc sellevaron a cabo con AcMs específicosde los

distintos sitios antígénicosde la proteína5. Los AcMs empleadosdefinen los sitios

antigénicosB y D, así como los subsitiosantigénicosAa, Ab y Ac. Así mismo, se

empleóel AcM SBE3, específicodel sitio A perono incluido dentrode ningunode los

subsitiosdefinidos. El sitio B no fue estudiadoen el casode las cerdasinoculadascon

el CVRP, por estarestesitio ausenteen dicho virus (Fig. 12>.
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Figura 12.- Ensayosde unión competitivaal VGPT de diferentesdiluciones
dc suero(S), calostro(C) y leche (M) de una cerdano inmunizada(1) y de
cerdasinmunizadascon VGPT (2-7) o CVRP (8 y 9)con AcMs especificosde
los sitios antigénicosA, 8 y fl (el sitio E sólo en cerdasinmunizadascon e!
VGPT). Los AcMs 1 CCI 2, 1 DE7y 6AC3 representanlos subsitiosantigénicos
Aa, Ab x Ac. respectivamente.Los resultadosseexpresancomoel porcentaje
decompeticiónmediantelos símbolos:O. E y U, querepresentanporcentajes
del 0-35%.36-70%y 71-100%respectivamente.
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En las cerdasvacunadascon el coronavirusentérico la respuestainmunitaria

frente a los epitoposestudiadosfue mayor que en las cerdasvacunadascon el virus

respiratorio. A la dilución 1/2 todos los AcMs que reaccionancon los diferentes

subsitios del sitio antigénicoA eran bloqueadosen más de un 90% por los sueros,

calostrosy ¡echesde todas las cerdasinmunizadascon el VGPT. La unión de los

AcMs dirigidos frente a los sitios B y D fue menos inhibida por los anticuerpos

procedentesde estascerdas,con porcentajesde competicióncomprendidosentreel 60

y el 84% (Fig. 12). A diluciones mayoresde los anticuerposcompetidores,se

observarondiferenciasentrelos porcentajesde competiciónobtenidoscon anticuerpos

circulantesy secretoresen todaslas cerdas. El subsitioantigénicoAb, definido porel

AcM IDE7, resultó ser el más inmunogénicoya que presentó los porcentajesde

competiciónmásaltosparalos anticuerpossecretorescontenidosen los calostrosy las

lechesde estegrupo de cerdas.

En las cerdasvacunadascon el CVRP únicamentelos AcMs específicosde

algunos subsitios del sitio antigénico A fueron bloqueadoscon porcentajesde

competiciónmayoresde 70% cuandolos anticuerposcompetidoreserananalizadosa

bajas diluciones (Fig. 12). Se encontrarondiferenciasen la especificidad de los

anticuemoscirculantesy secretoresde ambascerdasinoculadascon el virus de tropismo

respiratorio. En la cerda número 8, con una tasa de protección pasiva de

aproximadamenteel 60%, la capacidadde unión a la mayoría de los epítoposde la

proteína5 fue similarparaanticuerposcirculantesy secretores(sólo de calostro). Sin

embargo,en la cerda9, queprotegióalrededorde un 30% de sus lechones,la unión de

los anticuerposa los epítoposde laproteínaS analizadosfue mayorparalos anticuerpos

séricoscirculantesque para los secretores(Fig. 12).

Paraasegurarnosde que la vacunaciónde las cerdascon el CVRP hablasido

efectivay el desarrollode la respuestainmune en estascerdasel quecabiaesperar,se

realizaronensayosde RIAc con AcMs específicosde la glicoproteina 5 con varios

suerosde campo,de cerdosinfectadosnaturalmentecon CVRP, diluidos a 1/2 y 1/4.

Los resultados,que se muestranen la figura 13, demuestranque las competiciones
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obtenidascon los suerosde las cerdasinoculadasexperimentalmenteeransimilaresa

las obtenidascon los suerosde campo,por lo que consideramosque la respuesta

rnmunitariainducidaen estascerdasera equivalentea la inducidapor una infección

natural.
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Figura 13.- Ensayosde
unión competitivaal VGPT
de vanossuerosde campo
de cerdos infectados por
CVRP de forma natural, a
las diluciones ¡/2 (A) y 1/4
(E), con AcMs específicos
de la glicoproteinaS. Los
símbolos: Cl, W y U
representan los mismos
porcentajesde competición
queen la figura 12.
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Figura 14.- Ensayosde unión competitivaal VGPT de la leche obtenidael
díade la contraprueba,7 díaspost-parto(dp) de las cerdas6 y 7, inmunizadas
con VGPT, y de los suerosobtenidosel díade la contrapruebadetres lechones
nacidosde cadauna de estascerdas,a las diluciones 1/2 y 1/4, con AcMs
específicosde la glícoproteinaS. Los símbolos, O, E y U representanlos
mismosporcentajesde competiciónque en la figura 12.
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La leche obtenidade las cerdas6 y ‘7 en el día de la contrapruebade los

lechones,7 díasdespuésdel parto,presentóun descensoen el nivel de los anticuerpos

especific.~sfrente a la proteínaS, mostrandoporcentajesde competiciónmucho más

bajos, incluso a altasconcentraciones(1/2 y 1/4) (Fig. 14). La unión de los AcM

1DB 12 y 1D63, específicosde los sitios B y D respectivamente,fue poco competida

por los anticuerposespecíficosde la lecherecogidaen estemomento.

Los lechones,que al nacerson agammaglobulinémicos(Newby y col., 1982),

absorbenatravésdel intestinodelgadoanticuerposdel calostroy la lechede susmadres

durantelas primeras24-36horasde vida. La absorciónde los anticuerposespecíficos

por los lechoneslactantesresultósermuy eficiente,como sedetermínópor los RIAc

llevadosacabocon los suerosobtenidosen el díade la contrapruebay AcM específicos

de los distintossitios y subsitiosantigénicos(Fig. 14). Los porcentajesde competición

de los sueros,sietedías despuésdel parto, a la dilución 1/4, fueron mayoresdel 90%

parael sitio A y entreel 50 y el 80%paralos sitios B y D, muy superioresa los de la

leche que en estemomentoingerían.
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los anticuerposde la leche de cerdasinoculadascon el VGPT y el CVRP,
comosededucede la mcd¡ade los porcentajesdc competicióna la dilución 1/2
con los AcMs que se muestranen la figura 12. Los símbolos: O, EJ y U
representanlos mismos porcentajesde competiciónque en la figura 12
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La figura 15 muestraun esquemadel reconocimientode los sitios antigénicos

de la proteína S por los anticuerpossecretorespresentesen la leche de las cerdas

inoculadascon el VGPTy el CVRP El sitio antigémcoA, y especialmenteel subsitio

Ab, fue el más inmunogénico(Fig. 151). En la figura 1511 se muestratambiénuna

comparaciónde la representaciónde los subsitiosantigénicosdel sitio .4 en los Acs

presentesen leche tanto de cerdasvacunadascon el VGPT como con el CVRP.

1.23. Reconocimientode epitoposde las proteínasM y N

Paraesteestudiosellevaron a caboensayosde RIAc con AcMs específicosde

las proteínasN y M y anticuerpossecretoresy circulantesobtenidosde ambosgrupos

de cerdas.
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La antigenicidadde los epítoposanalizadosparalas proteínasN y M fue menor

que la de los epítoposestudiadosparala proteína5. Esto fue así tantopara el virus

entéricocomo parael virus de tropismo respiratorio. La mayoríade los anticuerpos

secretadosespecíficosde la proteína M en cerdasinmunizadascon el VGPT eran

específicosdel epitopo definido por el AcM 9DB4 (Fig. 16), que estáausenteen el

CVRiP. En general, con la excepción de la cerda 6, en que los porcentajesde

competiciónde la unión al virus de los distintos AcM específicosde las proteínasN y

M fueron muy bajos, ¡a proteínaN fue más inmunogénicaque la proteínaM en las

cerdasvacunadascon el VGPT. Parala proteínaN la respuestade anticuerposfrente

a los distintos epitoposfue muy variable entre las cerdasvacunadascon el virus

entérico. Resulta interesantenotar que en la cerda 7 se obsevó una selección

preferencialde unarespuestade anticuerposcirculantes,estoes,sistémica,frentea esta

proteína(Fig. 16).

Sin embargo,en cerdas vacunadascon el CVRP la proteína M fue más

inmunogénicaque la proteínaN paralos epítoposanalizados.Unicamentesedetectó

una respuestade anticuerposfrente a estasproteínas en sueroy calostroen estasdos

cerdas.El epítopode la proteínaM definido por el AcM 3DE3 resultó ser el único

representadoen los anticuerpospresentesen el calostrode ambascerdasde estegrupo

y lo mismo secumplió parael epitopo definidoporel AcM 3BB3 en el calostrode la

cerdanúmero9.

2. INDUCCION DE LAS DISTINTAS CLASES DE Ig EN GALT Y BALT

POR LOS EPITOPOS IMPLICADOS EN LA NEUTRALIZACION DEL

VGPT

2.1. PU?RIFICACION DE CLASES DE Ig

Parapoderdeterminarqué epítoposde los implicadosen la neutralizacióndel

virus (epítopospertenecientesa los sitios antigénicosA, B y D de la glicoproteina5),

son los mejoresinductoresde IgA-S, así como paraestudiarla inducciónselectivade
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otras clasesde inmunoglobulinacon posible importanciaen protecciónlactogénica

durantela respuestainmunitaria,sellevaron a caboensayosde ELISAc con lasdistintas

Jasesde inmunoglobulinapurificadasa partir de las secrecioneslácteasde las cerdas

vacunadas.

EstapurificaciónserealizómediantecromatografíadeafinidadempleandoAcMs

específicosde cada clase y subclasede inmunoglobulina. Una vez obtenidasy

dializadaslas distintasmuestrasde inmunoglobulinaspurificadasseanalizósu pureza

por medio de la técnicaELISA empleandode formacruzadalos mismosAcMs. En la

figura 17 se muestranlos resultadosobtenidospara las Igs purificadasa partir del

calostrode una de Las cerdas(cerda4), dondesecompruebaquelas clasesy subclases

de inmunoglobulinaestabantotalmentepurificados, no existiendo contaminaciónde

unascon otras. Los resultadosfueron similaresparalas inmunoglobulinaspurificadas

de lechey calostrodel restode las cerdas.

2

.5

E
c os
o
(0

2

á
ó0.5

0.5

.4=

;

;yy~~~=4

—

— — —

Y
Y

Y

~

~~~—~—gg~4z$

Y—y—.

¡=:=é~=é—á—í.--e—¡

0<5 0]? 0.05 0.007 05 0>2 003 0007

Mg ¡nmunoglobulino

Figura 17.- Determinaciónde la purezade las muestrasdeinmunoglobulinas
purificadasmediantecromatografíade afinidad, IgA (A), lgM (B), lg(i> (C) e
lgG. (D), a partir del calostrode la cerda4, por medio de la técnicade ELISA,
donde los símbolos •, U. •. ‘ y representancl revelado con los AcMs
específicosdc IgA, lgM, 1g01 e lgG,, respectivamente.
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2.2. PUESTA A PUNTO DEL ELISAC

Una vezpurificadaslas clasesy subclasesde inmunoglobulinaapartir de todas

las muestrasde calostroy lechesellevaron a cabolos ensayosde unión competitivaal

VGPT. La técnicaempleadaen estecasofue la de ELISAc. Paraaseguramosde que

la técnicaeraigualmenteválida queel RIAc parala finalidadperseguidase llevó a cabo

un ensayode competiciónde la unión del AcM ICCI2 (específicodel subsitioAa) al

VGPT, porambastécnicas,con el sueroy la lechede una de las cerdasvacunadascon

el VGPT (cerda 4). Se emplearon las condicionespreviamente establecidaspara los

ensayosde RIAc, exceptoque el ELISAc serealizó en 2 pasos(incubaciónpreviadel

anticuerpoprocedentede las cerdas).

En la figura 18 semuestranlos resultadosobtenidos,que fueron similarespara

ambastécnicas. Unicanientese obtuvieronpor ELISAc porcentajesde competición

mayoresque por MAc parael suero a altas diluciones,debido a que el ensayo fue

realizadoen 2 pasos. En todos los demáscasoslos resultadosobtenidoscon ambas

técnicasfueron equivalentes.

En el presenteestudiosepretendíaconocerfundamentalmentela inducciónde

las diferentesclasesy subclasesde lg por parte de los distintosrepítopos,tanto si la

presentaciónantigénicateníalugaren BALT o en GALT. Con estemotivo los ensayos

se realizaron en 2 pasos, con el fin de favorecer la unión de los anticuerpos

competidores,independientementede su afinidad por los distintos epítopos. La

comparacióncon los resultadosobtenidosal realizarlos mismosensayosen 1 pasodaría

unaindicaciónde la calidadde estosanticuerpos.Con la finalidad de estudiarfactores

cuantitativos los ensayosse realizaron igualando las concentracionesde todas las

muestras,analízándosediferentesconcentracionesde las inmunoglobulinaspurificadas

(75, 50, 25, 10, 5 y 2 vg) para determinarsi eran capacesde bloqueary, en caso

positivo, en qué grado, la unión de AcMs específicosde los sitios antigénicosB y D

y los subsitiosAa, Ab y Ac del sitio antigénicoA.
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Figura 18.- Curvas de

competicióndela unión del
AcM ICC12, específicodel
subsitio Aa del sitio A de
la glicoproteina 5,

obtenidascon el suero
calostro(U) y leche (.) de
la cerda 4, a distintas
diluciones. Las líneas
continuas representan la
curva obtenidapor medio
de la técnica de RIAc,
mientras que las líneas
discontinuasrepresentanlas
curvasobtenidaspormedio
de la técnicade ELISAc

2.3. ESPECIFICIDAD DE LAS CLASES Y SUBCLASES DE Ig

INDUCIDAS TRAS PRESENTACION ANTIGENICA EN GALT

Las clasesde inmunoglobulinaIgM, IgA y las subclasesde IgO, IgG~ e 1g02,

fueronpurificadasa partir de calostroy lecheobtenidaen el díaposterioral parto de

dos cerdasvacunadascon el VGPT (números4 y 6), que protegieronel 100%de sus

lechonestras la contrapruebacon virus virulento, y de una cerda,vacunadacon el

mismovirus, que protegióel 80%de su progeniefrenteala muertecausadapor la GPT

(cerda7). Los resultadosobtenidosde los ensayosde unión competitiva,previamente

descritos,con las Igs purificadasapartir del calostroy la lechesemuestranen la figura

19.

En la cerda número 4 la respuestaespecíficade las diferentes clases de

inmunoglobulinasecretorafrentea los epitoposestudiadosfue ligeramentesuperiorque
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en las otras dos cerdas,como se deducede los datosde porcentajesde competición

mostradospor todas las clasesy subclasesde inmunoglobulinapurificadasa partir de

calostroy ¡echede estacerda. Estos datosconcuerdancon los resultadospreviamente

obtenidosa partir decalostroy lechecompletos.

En las trescerdasambossitiosantígénicosA y D fueronlos mejoresinductores

de IgA-S, siendo el sitio A mejor inductorque el sitio D. Ambossitios antígénicos

fueron buenosinductoresde IgG en calostroy leche,siendoestoespecialmentepatente

en lascerdasnúmeros6 y 7, quepresentaronunarespuestaIgO mayorque la respuesta

de anticuerposde claseIgA. Es interesanteel hechode que, parala cerda4, que fue

capazde protegera algunosde sus lechonesfrentea la infección con VGPT virulento,

la respuestainmune frentea los epitoposdel VGPT analizadosfue principalmentede

claseIgA: 2,5 j.tg de IgA-S purificadaa partir de la lechede estacerdapresentaron

porcentajesde bloqueomayoresdel 70%paratodoslos AcMs quedefinenlos subsitios

antigénicospertenecientesal sitio A y al sitio D.

No seobservarondiferenciassignificativasen los porcentajesde competición

obtenidoscon las dos subclassesde IgO, que fueron igualmenteinducidaspor los

diferentesepítoposensayados.No obstante,el sitio antigénícoA fue ligeramentemejor

inductor de IgG1, como demuestranlos porcentajesde competiciónobtenidoscon el

empleode bajasconcentraciones(5 y 2,5 ~zg)de los anticuerposcompetidores.

Los porcentajesde competiciónobtenidoscon las IgMs purificadasempleadas

a altas concentracionespresentaronuna correlacióndirecta con los porcentajesde

competiciónobtenidoscon las ¡gAs secretorasprocedentesde la misma muestra. La

IgM purificadade la cerda4 presentóporcentajesde bloqueode los AcMs específicos

del sitio antigénicoA mucho mayoresque los de las LgMs purificadasa pattir de la

lechede las otrasdos cerdas,llegandoincluso a sersuperiores,para75 ~xgy 50 pg, al

70% de bloqueode los AcMs que definen los subsitios Aa y Ab. Sin embargo,

empleando 25 ¡.tg o cantidadesmenores de lgM purificada los porcentajesde

competiciónobtenidosno fueron significativos(menoresdel 35%).
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2.4. ESPECIFICIDAD DE LAS CLASES Y SUBCLASES DE Ig

INDUCIDAS TRAS PRESENTACION ANTIGENICA EN BALT

Las clasesy subclasesde inmunoglobulina IgM, IgA, lgG1 e IgG2 fueron

purificadasapartir del calostroy la lecheobtenidael díaposteriora parto de las dos

cerdasvacunadascon el CVRP, cerdasnúmeros8 y 9, queconfirieron una protección

lactogénicaparcial frentea la GPTdel 62,5 y 28,5%de los lechones,respectivamente,

tras la contrapruebacon el virus virulento. Con el fin de encontrardenominadores

comunescon la respuestainmuneinducidaen GALT porel virus de tropismoentérico

en cuanto a la clase de inmunoglobulina inducida por los distintos epítopos ya

mencionados,exceptoparael sitio B, ausenteen el CVRP, se llevaron a caboensayos

de ELISAc como sehadescritopreviamente. Los resultadosobtenidossemuestranen

la figura 20.

La inducción en GALT de anticuerpos específicos frente a los epítopos

estudiadosfue mucho mayor que la inducción en BALi?, como demuestranlos

porcentajesde competiciónmuchomenoresobtenidoscon los anticuerposprocedentes

de cerdasvacunadascon el CVRP, realizándoselas competicionescon cantidades

igualesde inmunoglobulinaspurificadasde las cerdasvacunadascon el VGPT. Estos

datos concuerdancon los previamenteobtenidoscon los sueros,calostrosy leches

totales.

Ambos sitios antigénícosA y U, como ya se babiaobsevadoen la cerdas

inoculadascon el VGPT, fueron los mejoresinductoresde anticuerposde la claseIgA-

S, siendo,en estecaso,el sitio D y el subsítioAb, definidospor los AcMs 8DH8 y

1DE7, respectivamente,los mejores inductores de esta clase de inmunoglobulina,

presentandoporcentajesde bloqueopara 75 pg de lg purificada mayoresdel 70%.

Ambos sitios antigénícosindujerontambién las dos subclasesde IgG, pero en menor

gradoque IgA-S. El sitio D fue el mejorinductorde IgG en leche. Como ocurríapara

los anticuerposinducidospor el VGPT, se observóuna ligera preferenciahacia la
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inducción de IgG> mas que de lgG2. Los anticuerposde clase IgM no mostraron

A

B

porcentajesde competiciónsignificativos paraningunode los epítoposestudiados.

Figura 20.- Ensayos

de unión competitiva al
VGPT de diferentes
diluciones de IgA, lgG2,
¡gO, e lgM purificadasa
partir de calostro (A) y
leche (8) de cerdas

___________________________________________ vacunadas con CVRP
(números 8 y 9), con
AcMs específicosde los

_____ _____ _____ sitios antigénicosA y D
_____ de la glicoproteinaS. El

sito B estáausenteen el
CVRP. Los símbolosEl,
E] y U representanlos
mismos porcentajes de
competición que en la
figura 12.

2.5. COMPARACION DE LA INDUCCION DE ANTICUERPOS TRAS

PRESENTACION ANTIGENiCA EN GALT O EN BALT

En la figura 21 semuestraun esquemacomparativode la especificidadfrente

a los diferentesepitoposde la proteína5 de las distintas clasesde inmunoglobulinas

secretadaspresentesen calostro y leche tras la estimulación en GALT o BALi? de

cerdasgestantes.

Cuandoel virus replica en el tracto gastrointestinaly, por tanto, el estimulose

produceen GALT, la respuestainmune de tipo IgA-S essimilar frenteal sitio D y los

tres subsitiosantigénicosdel sitio A, mientrasque la estimulaciónen BALi?, por la

replicacióndel CVRPen él tracto respiratorio,resultaen unarespuestainmune de tipo
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IgA-S preferencialmentedirigida frente al sitio D y al subsitio Ab. Ambos sitios

antigénicos,A y D. fueron también buenosinductoresde Igo en leche de cerdas

vacunadascon el virus de tropismo entérico.
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Figura 21.- Esquemadel reconocimientode los diferentessitios y subsitios
antigénicosde la glicoproteina S por las distintas clases de lg secretoras
purificadas,localizadosen la secuencíade dichaproteína,como sededucede
la mediade los valoresde los porcentajesde competiciónobtenidoscon 75 jag

de lg purificadaa partir de calostro(A) y leche (E) de cerdasvacunadascon
VGPT y CVRP con los AeMs especificosde la proteina S. Los simbolos
representanlos mismosporcentajesde competiciónqueen las figuras previas.

La antigenicidaddel sitio B (únicamentepresenteen el VGPT) fue menorque

la de los otros sitios y subsitiosantigénicos,ya que los porcentajesde competición

obtenidosparatodas las clasesde inmunoglobulinapurificadasnuncasobrepasaronel

50% de bloqueode los AcMs correspondientes.
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3. DEFINICION DE LAS CARACTERISTICAS DE LAS Igs RELEVANTES

EN PROTECCION IN VIVO.

Las consecuenciasdel reconocimientode los distintossitios anligénicosen al

protección,tanto ni varo como in vivo, seestudiaronmedianteel empleo de IgA-S e

IgG con distinta especificidad epitópica obtenidas a partir de la leche, tras la

estimulaciónen GALT o en BALT de cerdasgestantes

3d. AFINIDAD

En la Fig. 22A se muestraun esquemade la especificidadde las clasesde

inmunoglobulinapurificadasempleadasen los ensayosde protección. Se analizó la

IgA-S purificada de la leche recogidaen el día 1 tras el parto de las cerdas4, 7

(vacunadascon el VGPT) y 8 (vacunadacon el CVRP), así como las IgG e lgA-S de

la cerda7 purificadasa partir de las lechesobtenidasen los días 1 y 7 post-parto,

respectivamente.En esteestudiosecompararonlos resultadosobtenidosen los ensayos

de competiciónrealizadosen 1 o 2 pasoscon un excesode Acs purificados(75 pg)con

el fin de determinar,no sólo la cantidadsino también la afinidad de los anticuerpos

secretoresespecíficosde los epítoposestudiados.

La lgA-S, especificadel sitio antigénicoA, de lecherecogidael día 1 post-parto

de la cerdanúmero7, no obteníaventajaen el ensayorealizadoen dos pasosen cuanto

al bloqueode la unión de los AcMs específicosde los subsitiosantigénicosdel sitio A,

ya que se obtuvieron porcentajesde competiciónmayoresdel 77% en los ensayos

llevadosa cabotanto en 1 como en 2 pasos.

En el mismo caso seencuentrala IgG purificadade estamisma muestra. Por

el contrario, seencontróun ligero aumentode los porcentajesde bloqueode ¡os AcMs

1DBI2 y 8DH8 (quedefinenlos sitios B y D, respectivamente)obtenidoscon la IgA-S

obtenidael primer díadespuésdel partocuandoel ensayode competiciónserealizaba

en dos pasos,dandoventajaal anticuerpoporcinode unírseal virus antesque el AcM.
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En estecasolos porcentajesde competiciónpresentaronincrementosdel 22 al 47% para

el sitio 13 y del 66 al 78% parael sitio antigénicoD.

La IgA-S purificadaapartir de la leche recogidael séptimodía trasel partode

la cerdanúmero7 mostróun bloqueomuchomás eficientede la unión de los AcMs

cuandose le permitiaunirseal virus en ausenciade los AcMs correspondientes,lo que

indica una menor afinidad de los anticuerpossecretorespresentesen esta muestra

comparadoscon los pertenecientesa la lechedel día 1. Esto fue especialmentenotono

para los anticuerpos específicosde los subsitios Aa y Ab, con porcentajesde

competiciónquepasarondel 58 al 76% y del 40 al 78%, respectivamente;así como

paralos específicosdel sitio D con aumentosen los porcentajesde competicióndel 24

al 61%. Los porcentajesde competiciónde la unión del AcM específicodel subsitio

Ac presentaronuna ligera variacióndel 53 al 69% en los ensayosen 1 pasoy 2 pasos,

respectivamente.

Los porcentajesde bloqueodel AcM 8DH8 obtenidoscon IgA-S específicadel

sitio D inducidapor el CVRP no presentaronvariacionessignificativasen los ensayos

realizadosen 1 o 2 pasos,compitiendoun 73 y un 71%,respectivamente.Sin embargo,

seobservarongrandesdiferenciasentrelas competicionesobtenidasparael AcM 1DE7,

específicodel subsitioAb, con variacionesen los porcentajesdel 37 al 71%, así como

parael subsitioAc con unavariaciónde los porcentajesde competicióndel 23 al 56%,

cuandola técnicasellevabaa caboen 1 o 2 pasos,respectivamente.

3.2. PROTECCION IN VITRO

Con el fin de correlacionarel reconocimientoantigénico(de epitopos)entrelas

distintasclasesde inmunoglobulinapurificadasy tanto para la protecciónin vuro de

célulascomo in vivo de lechones,seemplearonIgA-S e lgG secretadascon diferente

especificidadobtenidasa partir de la lechede las cerdastras la estimulaciónen GALT

y BALT con VGPT o CVRP, respectivamente(ver apartadoanterior).

108



Q.. LMW±L~ —J

¡ Paso

Figura 22.- Propiedadesde las distintas clasesy subclasesde Ig secretadasinducidas por la
infecciónpor VGPT o CVRP en cerdas gestantes.

(A) Esquemade las clases y subclasesde lg secretorasinducidaspor los distintos sitios y
subsitiosantigénicosdelas glicoproteinasSdel VGPT y CVRP, localizadosen las secuencias
de dichasproteínas,como sededucede la media de los porcentajesde competiciónobtenidos
con 75 ~igde lgs purificadasde la lechedc cerdasvacunadascon VGPT y CVRP y los AcMs
específicosde la proteínaS. En el esquemaserepresentanlos resultadosobtenidoscuandoel
ensayose realizóen 1 o 2 pasos.

(B) Curvasde neutralizaciónobtenidaspor medio de ensayosdel reducción del númerode
placascon~ lgA-S purificadaa partir de lecherecogidael primer díapost-partode las cerdas
mmunizadascon VGPT números4 (U)y 7 (0)y de la cerda8 inmunizadacon CVRP (@);lgG
purificadade la lecheobtenidael día 1 post-partode la cerda7 (4; e lgA-S obtenida a partir
de la leche de la cerda7 recogida7 díasdespuésdel parto (O).

(C) Cineticade neutralizacióndel VGPT obtenidacon 50 ~igde las distintas clasesde Ig
purificadas. Los símbolosrepresentanlas mismasmuestrasqueen B.

(O) Porcentajesde reversibilidadde la neutralizacióndel VGPT obtenidospor dilución de los
complejos virus-anticuerpopara permitir la disociación. Los porcentajesfueron calculados
como el merementodel número de placasobtenidastras la dilución referida’ al número de
placasobtenidassin diluir
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3.2.1. Titulo de neutralización

Parael estudiode la protecciónin vitro de célulasST se realizaronensayosde

reduccióndel númerode placas(102 PFU de VGPT) en presenciade concentraciones

idénticasde todas las clasesy subclasesde inmunoglobulinapurificadasa partir de

calostroy lechede los dos gruposde cerdas. En la figura 23 semuestranlas curvas

de neutralización obtenidas con las inmunoglobulinas purificadas de 2 cerdas

representativasdel grupo 1 (cerdas4 y 7) y de las 2 cerdasdel grupo¡¡(cedas8 y 9).

La IgA-S de la cerdanúmero4 purificadaa partir de la lecherecogidael día 1

post-partofue la que mostróel titulo de neutralizaciónmásalto. En cuantoa las IgA-S

purificadasde la leche tanto del día 1 como del día 7 tras el partode la cerdanúmero

7 fueron igualmente capacesde proteger a las células ST, aunque el titulo de

neutralizacióneramenorqueel de la IgA-S obtenidade la cerdanúmero4. Los títulos

deneutralizaciónobtenidoscon las subclasesIgG1 e lgG2 purificadasde la lechedel día

1 recogidade la cerda7, mostrarontítulos mayoresquela IgA-S obtenidade la misma

muestrade leche. La IgA-S inducidatrasla estimulaciónen BALT mostróun título de

neutralizaciónni vítro similar, o ligeramentesuperior,al de la IgA-S inducidatras la

estimulaciónen GALT en la cerda7 (Fig. 2213).

3.2.2. Cinéticade la neutralización

Se encontraron interesantesdiferencias entre las distintas muestras de

inmunoglobulina analizadascuando se estudió la cinética de neutralizacióny la

reversibilidadde esta,pordilución del complejovirus anticuerpo(Fig. 22C). La IgA-S

inducida en GALT, obtenidade la leche del día 7 (cerda7) mostró una cinéticade

neutralizaciónmás lentaque la del resto de las Igs estudiadas,únicamentealcanzando

el 100%de neutralizacióntras un periodode incubaciónde 30 mm, mientrasque las

IgA-S e IgG purificadasde la leche obtenidael día 1 neutralizaronel 100% de la

infectividad virica duranteel primer minuto de la reacción. La IgA inducidatras la

estimulación en BALT logró unaneutralizacióncompletadel virus tras2 minutosde
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incubación. Estosresultadosparecenindicar unamenorafinidadde la IgA inducidaen

BALT, con respectoa la IgA inducida en GALT, así como una disminución de la

afinidad de la IgA a lo largo de la lactancia(IgA obtenidael día 7). Estosresultados

fueron concordantescon los obtenidosen los ensayosde competición.
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3.2.3. Reversibilidad de la neutralizacieSo

Los o esultadosindicativosde la afinidadde los anticuerposfueron corroborados

por los datos de reversibilidadde la neutralizacióndel VGPT por dilución de los

complejosvirus-anticuerpo.Unicamentecuandoseempleóanticuerponeutralizantede

claseIgA-S obtenidade la lechedel día7 post-partolaneutralizaciónrevirtió al menos

un 20%, mientras que la neutralizaciónpor partedel resto de las inmunoglobulinas

purificadasresultóser irreversiblebajoestascondicionesexperimentales(Fig. 22D).

3.3 ENSAYOS DE PROTECCION IN VIVO

Finalmenteserealizaronexperienciasde protecciónni vivo de lechonescon las

diferentesclasesde Ig. Las clasesde Ig purificadasfueron incubadascon el VGPT

virulento MAD 88 durante 1 h a 370 C y administradosoralmentea lechones

susceptiblesde 3-5 díasde edad.

Mientrasque todaslasinmunoglobulínaspurificadasensayadaserancapacesde

protegercélulas in vítro, como se ha descritoanteriormente,únicamentela IgA-S

purificadaapartir de la lecheobtenidaen el día 1 post-partotrasestimulaciónen GALT

(cerdasnúmeros4 y 7) fue capazde protegerel 100%de los lechonesfrentea la GPT.

Por el contrario, todos los lechones inoculados con los inmunocomplejos de lgA-S

obtenidade la leche del día 7 de la cerdanúmero7, que mostróun titulo similar de

neutralizaciónan varo pero una especificidaddistinta así como una menor afinidad,

desarrollaronsignosclínicostípicosde GPT. LalgA-S inducidaen BALi?, quetambién

presentódiferenciasen cuantoal reconocimientode sitios antigénicos,unacinéticade

neutralizaciónmás lentay menorafinidad por algunosepítoposdel VGPT, fue capaz

de protegeralrededorde un 30% de los lechonesfrentea la GPT, mientrasque la IgG

inducidaen GALT, muy eficientetanto en los ensayosde competicióncomo en los de

neutralizaciónni vllro, protegióaproximadamenteun 50% de los animalesempleados

(Fíg 24)
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Adícionalmente,se realizaronestosmismosensayosde protecciónin vivo de

lechones(en colaboracióncon el Dr. Luis Enjuanesdel CNB) empleando3 AcMs

específicosdel sitio A, ICCI2, IDE7 y 6AC3, específicosde los subsitiosAa, Ab y

Ac, respecflvamente,y capacesde neutralizaraltos titulos de virus in vitro (> de 1 O~

PFU, ver Tabla1). Una mezclade líquidosascíticosapartesigualesde los tres AcMs

seincubécon el virus, de igual forma que serealizaronlos ensayoscon las clasesde

lg purificadas,y seadministraronoralmentea lechonessusceptibles.A pesarde que

durantelos dosprimerosdíasde la experiencialos lechonesrecibieron los AcMs en el

alimento, todos los lechones,menosuno, de los nueveensayadospresentaronsignos

clínicos durantela semanaen que fueronobservados,lo que supusotau sólo un 11%

de protección(Fig. 24).
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Figura24.- Porcentajesde protecciónconferidaa lechonescon las distintas
clasesde lg purificadas. Las lgs (250 pg), incubadascon l0~ PFU, fueron
administradasa lechonessusceptiblesquecontabande3 a 5 díasde edad Los
porcentajessecalcularoncomoel cocienteentreel númerode lechonesqueno
mostraronsignosclínicos y el númerototal de lechonesen cadaensayox 100.
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Aparentemente,los anticuerposingeridospor los lechoneslactantesuna Serna

na trasel partono sonrelevantesen la protecciónni vivo frenteal VGPT,ya quela IgA

purificada de la leche recogidael día 7 post-partono resultó ser protectora. Para

confirmar estaobservación,se llevó a cabo un experimentode contrapruebade los

lechonesque sólo recibieronanticuerposdel calostrode unacerdainoculadacon VGPT

virulento. Estacerdamostró en calostroun alto titulo de anticuerposespecíficosdel

VGPi?, que reconocíancon alta afinidad los sitios antigénicosA y D (resultadosno

mostrados).Tras la exposiciónal virus virulento, todoslos lechones,de 7 díasde edad,

mostraronsignosclínicos levestípicos de la GPT pero fueroncapacesde recuperarse

y, por tanto, sobrevivierona la contrapruebacon una dosisletal de VGPT virulento,

cepaMAD88.
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DISCUSION





En laprimerapartedel presentetrabajoseha analizadola repuestainmunitaria,

tanto sistémicacomo secretora,frente a las proteínasestructuralesmayoritariasdel

VGPT en cerdasvacunadascon el VGPTo el antigénicamenterelacionadoCVRP. Las

cerdasinmunizadascon ambosvirus fueroncapacesde conferir inmunidadlactogénica

a suslechones,como ya sehadescritopreviamenteporotrosautoresen cerdasnatural

o experimentalmenteinfectadas(Bohí, 1981; Bohí y Smf, 1975; Moxley y col., 1989;

Bernardy col., 1989; Callebauty col., 1990; Van Deun y col., 1990), oscilando,en

nuestrocaso,el nivel de protecciónen los dosgruposde cerdasvacunadasentreel 28,5

y el 100%. En los dos gruposde cerdasseobservó,además,unacorrelaciónentrelos

nivelesde anticuerposneutralizantesen el calostroy la lechey la protecciónpasivade

los lechoneslactantes.

En los estudiosllevados a cabo con las cerdasvacunadascon el VGPT se

seleccionaron,paralacontrapruebacon el VGPT virulento, los lechonesnacidosde tres

cerdas,una (cerda4) representativadel grupode cerdasque presentaronaltostítulos de

anticuerposen sueroy secrecioneslácteas,y doscerdasquepresentaronlos títulos más

bajos (cerdas6 y 7). De los lechonesnacidosde la cerda4 aproximadamenteel 60%

resultóprotegidofrenteala infeccióny tan solo 1 de los 18 lechonesnacidosdelas tres

cerdasde estegrupomurió a los dosdías despuésde la exposiciónal virus virulento.

Estos resultadosconfirman las observacionesprevias de que cerdasvacunadascon

VGPT virulento porvía oral confierenunabuenaprotecciónlactogénicaa sus lechones
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(Bohí, 1981;Bohí y Saif, 1975; Moxley y col., 1989) Las condicionesde contraprueba

fueron muy severas,ya que ningún lechón de los nacidosde la cerda control, no

vacunada,fue capazde sobrevivir a la misma.

La amplísimadistribucióndel CVRP en la poblaciónporcinay la consecuente

seroconversión,especificadel CVRP, quehatenidolugarde formaexplosivaen Europa

en los últimos afios (Brown y Cartwright, 1986; Pensaerty col., 1986, 1992; Jestiny

col., 1987; Madeey col., 1987; Henningseny col., 1988; Bernardy col., 1989; Yus y

col., 1989; Lanzay col., 1990)ha estadoacompañadapor una marcadareducciónde

los brotes de GPT, hecho que sugiere que ambos virus son capacesde inducir

proteccióncruzadani vivo. Este fenómenohabíasido previamentedemostradopor

distintosautoresen cerdasinfectadascon CVRP de formanatural(Bernardy ccl., 1989;

Callebauty col., 1990; Van Deuny col., 1990). En los estudiosllevadosa cabocon

el CVRP en el presentetrabajo, para los que se emplearonlos lechonesde las dos

cerdasinmunizadascon dicho virus, hemosobservadola existenciade protección

cruzadaentreel VGPT y el CVR.P, con porcentajesde mortalidaden los lechonesdel

37,5 y el 71,5%. Los niveles de protección observadosen estaexperienciason

similaresa los obtenidosporotrosautorescon cerdasde campoinfectadascon el CVR.P

de forma natural.

Dado que el CVRP únicamentereplica en el tracto respiratorio(Ccx y col.,

1990a) y puesto que las cerdas vacunadascon este virus secretaronanticuerpos

específicosen el calostroy la leche,no se puededescartarla existenciaen la cerda,

como ya seha descritoen ratones(McGheey col., 1992),de un vinculo inmunológico

entre el pulmón y las glándulasmamarias,similar al existenteentreel intestinoy la

mama. Estevínculo, basándoseen nuestrosdatos,parecesermenoseficienteque el

vinculo intestino-mama,ajuzgarpor los menorestitulos de anticuerpossecretoresde

las cerdasinmunizadascon el CVRP. Estosresultadosparecenindicar, además,una

respuestainmunitariapreferencialsistémica,sobretodo en unade las cerdas,puestoque

los anticuerpospresentesen la leche de ambascerdasapenasson capacesde competir

la unión de los AcMs, tanto especificosde la proteínaS como de las proteínasN y M,
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empleadosen el estudio. No obstante,los menoresnivelesde anticuerpossecretores

tambiénpodríandeberseaque la estimulaciónantigénicaen pulmón(BALT) esmenos

eficiente que la que se producecon los mismos antígenosen el intestino (GALT),

puestoque los títulos y nivelesde competiciónde los anticuerpossistémicostampoco

fueron muy elevadosen las cerdas8 y 9.

Uno de los objetivosprincipalesde estetrabajofue el de determinarcuálesde

los sitios antigénicos de las proteínas estructuralesdel VGPT y CVRP son

inmunogénicosen las cerdas vacunadas,especialmenteen cuanto a anticuerpos

secretoresserefiere. Dadoquela glicoproteinaS ha sido identificadacomola principal

inductorade anticuerposneutralizantes(Delmasy col., 1986;Garwesy col., 1978/1979;

Jiménezy col., 1986),pareceser laprincipalcandidataparaunavacunade subunidades

efectivafrente a la GPT. La estructuraantigénicade la proteína5, así como la del

CVRP, muy estrechamenterelacionado,ha siso bien estudiada(Correay col., 1988;

Delmasy col., 1986; (iebauery col., 1991). El análisisde la estructuraantigénicade

estaproteínaha demostradoque su mitad amino-terminales altamenteinmunogénica

y contienelos cuatrositios antigénicosquehan sidodefinidosparaestaproteína(Correa

y col., ¡990; Delmas y col., 1990). El CVRP ha perdidolos sitios antigénicos13 y C

pero los sitios A y D estánpresentestanto en el virus de tropismorespiratoriocomo en

el virus entérico. Ambos sitios, A y D, son capacesde inducir la producciónde

anticuerposneutralizantes,

En estetrabajo hemosencontradodiferenciasen la inducción de anticuerpos

secretorespor los diferentessitios antigénicosimplicadosen la neutralizacióndel virus,

siendo el más inmunogénicoel sitio A Dentro de éste, el subsitio Ab parecemás

antigénicoque los subsitiosAa y Ac, independientementede si la estimulacióntuvo

lugar en el tracto respiratorioo en el entérico.

Por el contrario, los sitios antigénicos 13 y C no parecen ser muy

inmunodomínantes,ya que los títulos de anticuerposde las muestrasde suero,calostro

y leche obtenidasde las cerdasinmunizadastanto con el VGPT como con el CVRP
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fueron igualesempleandocomo antígenoambosvirus en la técnicaELISA. Esto se

confírnió, al menosparael sitio 13, por los bajosporcentajesde competiciónobtenidos

frente al AcM 1DB 12, especificode estesitio antigénico,con todasla muestras,así

como con las clasesde Ig purificadasdel calostroy la lechede las cerdasinmunizadas

con el VGPT. Por otro lado, en términos de protecciónlos sitios E y C no parecen

muy relevantespues cerdas inmunizadascon el CVRP, carente de estos sitios

antigénicos,protegieronen un cierto grado a los lechones.

En otro ordende cosas,la proteína5 parecesermasantigénicaquelas proteinas

N y M. No sepuededescartarla posibilidadde que esteresultadoestecondicionado

por los epítopos seleccionadosparallevar a caboel estudio,aunqueestoparecepoco

probableya que los epítoposanalizadosfueron altamenteinmunogénicosen otros

estudios(Correay col., 1988). Sin embargo,otrosautores(Henricksony Portner,1990)

han descritodiscrepanciasen los niveles de antigenicidadde un determinadoepitopo

en diferentesespecies. En lo que se refiere a la proteína5, este estudioválida, en

cerdos,queson los huéspedesnaturalesdel virus, los mapasantigénicosrealizadoscon

AcMs murinos, en los que el sitio A esconsideradocomo el sitio inmunodominante

(Correay col., 1988; Delmasy col., 1986; Jiménezy col., 1986).

Una adecuadainterpretaciónde los resultadosobtenidospor medio del RIAc

sobre la respuestarelativa en anticuerposfrente a los diferentesepítoposvíricos,

requiereque los AcMs empleados,que se unena los diferentessitios antigénicos,sean

de la misma clase, así como que presentenafinidadesrelativassimilares. Todos los

AcMs empleadosson de clasey~ con la excepciónde los AcMs ICCI2 y 30E3 que

son de clasey~, y Y2b’ respectivamente. Las afinidadesrelativasde los AcMs se

analizó por medio de un estudio de la unión al VGPT de cantidadesidénticas de

inmunoglobulinapurificada,llevado a cabomediantela técnicaRíA. En dicho ensayo

tanto el “plateau” (máxima unión) como los títulos de todos los AcMs resultaronser

muy similares (Enjuanes,resultadosno publicados). Otros autores,llevando a cabo

estudiossimilaresen otrossistemasvíricos, alcanzanconclusionessimilares (Nowinski

y col., 1979).
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Los resultadosobtenidosllevandoa caboIB y RIPA con los anticuerposde las

cerdasvacunadasmostraronquelas tresproteínasestructuralessonantigénicasdurante

la infección experimental. La cuantificaciónde la antigenicidadde estasproteínasno

fue posibledebidoa las diferenciasen reactivídadobservadaspor las proteínasen las

dostécnicasempleadas,probablementea causade la dependenciade conformaciónque

presentanlos epitopos en las proteínas. Los epítoposde la proteí[na N parecen

exponersetrasdesnaturalizacióncon SDSy 2ME, puestoquelos anticuerposreaccionan

más fuertementefrente a estaproteínaen IB (epítoposlineales),en contrastecon los

epítoposde las proteínasM y 5, que eranmejor reconocidospor los anticuerposen

RIPA (epítoposconformacionales).

Ademásde en el nivel de anticuerposinducidoporuno u otro virus, detectamos

diferenciasen el reconocimientode epitoposvíricos por los anticuerposcirculanteso

secretoresdependiendodel virus empleadoen la inmunización. Los anticuerpos

secretoresobtenidosa partir de las cerdasinoculadascon el VGPTreconocieronmejor

los epítoposespecíficosque los anticuerposséricos,mientras que no se observaron

diferencias notables entre los anticuerpos secretoresy circulantesde las cerdas

inmunizadascon el CVRP. En amboscasosla inducciónde anticuerpossecretorespor

parte de los epítopos presentesen la proteína 5 parecetener importancia en los

porcentajesde supervivenciade los lechones.

El sitio antigénicoA en la proteína5 fue altamenteinmunogénicoen cerdas

vacunadascon VGPT, así como en cerdasvacunadascon el CVRP, y una buena

respuestainmunitaria de tipo secretorfrente a estesitio se correlacionóbien con la

inducción de protecciónpasiva. Basándonosen los datosobtenidosde estaprimera

partedel trabajo,podemoshipotetizarque unapresentaciónadecuadaal sistemainmune

de las mucosasde las cerdasgestantesde uno o variosepítopospertenecientesal sitio

antigénicoA proporcionaríauna respuestainmunitariapasivaprotectoraa los lechones.

Además,estesitio antigénicoestáaltamenteconservadoentredistintosaislados

de VGPTy CVRP,así como entrecoronaviruscaninosy felinos(Sánchezy col., 1990).
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Esto sugiereque los sitios que no estánconservadosentrelos virus de estafamiliason

menosimportantesinmunológicamentey podemossugerirla existenciaen estevirus de

una relación entre la conservaciónestructuraly la respuestainmunitaria,como seha

descritoparaotros virus (Henricksony Portner, 1990).

En la primera parte del trabajo se han estudiadolos factorescuantitativos

implicados en la transferenciade inmunidad, caracterizandola antigenicidadde los

diferentesepítoposde las tres proteínasestructuralesvíricas. Sin embargo,en la

protecciónpasivafrenteal VGPT puedenestarjugandoun papel importante,además

de los mencionadosfactoresotros de tipo cualitativo. Entreestosúltimos, la clasede

inmunoglobulinainducidapor los diferentesepitoposrelevantespreviamentedescritos,

puedeserde gran importancia. Dadoquela IgA pareceserlaclasede inmunoglobulina

más efectivaen la protecciónpasivadel neonato,uno de los objetivosprimordialesde

estetrabajo ha sido el poderdeterminarcuálesde los sitios antigénicosconocidosde

las glicoproteinas5 del VGPT y del CVRiP son los principalesinductoresde estaclase

de inmunoglobulinaen calostroy lechede cerdasgestantes.

Como ya se revisó en la introducción,y seha discutidopreviamente,parece

claroqueambosvirus,cuyosdeterminantesantigénicossonprácticamenteidénticos,son

capacesde inducir proteccióncruzadani vivo. Bernard y col. (1989) observaron

protecciónparcialfrenteal VGPT en camadasde cerdasquehabíansido infectadaspor

CVRP de forma natural,aunqueno estudiaronla clasede los anticuerpospresentesen

las secrecioneslácteasde estascerdas. Callebauty col. (1990)demuestraronquecerdas

inmunestras una infecciónnatural con CVRP secretananticuerposneutralizantesanti-

VGPT en la lecheaunque,sin embargo,estosanticuerposno son siemprede la clase

IgA. Sin embargo,Van Deuny col. (1990) observaronque cuandocerdasde campo

que presentabananticuerposespecificosdel CVKP y que, por lo tanto, habíansufrido

previamenteuna infecciónnaturalpor CVRP, eranreinfectadascon dicho virus porvía

oronasaldurante las últimas semanasde la gestacióno durantelos primerosdias de

lactancia,seproducíabien la inducción o bien el incrementode los títulos de IgA-S

lactogénicaespecíficadel VGPT
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En estetrabajo hemosdemostradoque la vacunaciónexperimentalde cerdas

gestantescon el VGPT o el antigénicamenterelacionadoCVRP,con diferentetropismo.

resultaen respuestasinmunitariastanto secretorascomo circulantes. Tanto las cerdas

inmunizadascon el VGPT como con el CVRP confieren inmunidadlactogénicaa sus

lechonesfrentea una infecciónporVGPT, aunqueel nivel de protecciónen las cerdas

estimuladasen BALT fue menorqueen las cerdasestimuladasen GALT. Por lo tanto,

queda todavíapor determinarla causade la diferente eficienciacon que las IgA-S

inducidaspor el VGPT y por el CVRPprotegena los lechoneslactantesfrente a la

infecciónentéricapor el VGPT. Ambosvirus presentansitios antigénicoscomunes

implicadosen la neutralización(sitios A y D de la glicoproteinaS) (Sánchezy col.,

1990), pero su distinto tropismo condiciona la estimulación de compartimentos

diferentesdel sistemainmune de las mucosas(BALT o GALT), ambosteóricamente

conectadoscon la glándulamamaria(McGheey col., 1992),comoya seha discutido.

Por ello, en la segundapartedel presentetrabajosehan analizadolas diferenciasentre

las respuestasinniunitarias secretorasfrente a los epítoposdel VGPT implicadosen

neutralizaciónen cerdasgesíantestras la estimulaciónen GALT o BALT por los virus

VGPT y CVRP respectivamente.

Los resultadosobtenidosmuestrandiferenciasen la inducción de las distintas

clasesde inmunoglobulinasecretoraspor los diferentessitios antigénicos,siendo los

sitios A y D los mejoresinductoresde IgA-S, en ambosgruposde cerdas. No obstante,

sehan encontradodiferenciascondicionadaspor el diferentetropismode ambosvirus,

VGPTy CVRP. Cuandola replicaciónvíncatiene lugaren la mucosaintestinaly, por

lo tanto, la estimulaciónocurreen el GALT, todos los subsítiosdel sito antigénicoA

estimulanla produccióny secreciónde cantidadessimilares de IgA-S en la leche.

Cuando la estimulacióntiene lugar en el BALT por la replicación del CVRP en el

pulmón,el subsitioantigénicoAb esel mejorinductorde estaclasede inmunoglobulina

en leche, En ambostipos de estimulaciónel sitio D esun buen inductorde IgA-S.

Para poder investigar en mayor profundidad otros factores, ademásdel

reconocimientoepitópico,quepudieranestarinfluenciandola protecciónpasivade los
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lechones,estudiamoslascaracterísticasde las inmunoglobulinaspurificadasde lecheen

cuantoa su afinidad por dichosepítoposy a su capacidadneutralizantetanto it, vitro

como in vivo. Paralas experienciasde protecciónin vivo se seleccionóla leche del

primer día como fuente de Ig y no el calostro ya que un alto porcentajede los

anticuerpospresentesen el calostro son de origen sérico mientrasque la leche está

enriquecidaen anticuerposproducidoslocalmente,principalmentede la claseIgA-S

(Bourney Curtis, 1973; Dahígreny col., 1989).

La IgA-S purificadaa partir de la lecherecogidael día 1 despuésdel parto de

las cerdasestimuladasen GALT por el VGPT, que reconocefundamentalmentelos

sitios A y D con alta afinidad, fue capaz de protegeral 100% de los lechones

empleadosen las experienciasde protección in vivo. Por el contrario, la lgA-S

purificadaapartirde la lecherecogidael día 7 post-partode estasmismascerdas,que

reconoceprincipalmenteel sitio A y muestrauna bajaafinidad por el sitio D, no fue

capazde protegera ningún lechón en los experimentosde protecciónin vivo. El

reconocimientode un solo sitio antigénicodel virus (sitio A) por IgA-S neutralizante

obtenidade la lechedel día7 podríaser la causade queestosanticuerpospresentenuna

cinéticadeneutralizaciónmáslenta. Sin embargo,la IgA-S de la lecherecogidael día

7 tambiénmostró una menor afinidad por el sitio A que la que presentóla ¡gA-S

obtenida el dia 1 despuésdel parto, lo que podría explicar tanto el retraso en la

neutralizacióndel virus como la reversibilidadde estapor dilución de los complejos

virus-anticuerpo.Estoconcuerdacon laobservaciónde quetambiénla IgA-S purificada

a partir de la leche de las cerdasestimuladasen BALT por el CVR.P presentóuna

cinéticade neutralizaciónmás lenta. Esta IgA, mientrasque se comportóde forma

idénticaen cuantoa la neutralizaciónin vitro, se diferenció claramentede la IgA-S

inducida en el GALT en lo que conciernea las caracteristicasde reconocimiento

antigénicoy afinidad. La IgA purificadade la lechede la cerdainoculadacon el CVRP

presentóunaaltaafinidadporel sitio D mientrasquerequirióun ensayode competición

en 2 pasospara bloquearsignificativamentela unión de al menosun AcM específico

del sitio A. Es interesantenotar que el porcentajede protecciónni vivo paraestaIgA

purificadafue tan sólo del 30% de lechonesprotegidos.
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Estosdatospodríansugerirque ambossitios antigénicos(A y [>) puedenjugar

un papelimportanteen la respuestainmunitarialactogénicaprotectorafrenteal VGPT.

Los resultadosobtenidosparecenindicar quela inducciónde IgA-S en lecheporambos

sitios antígénicosesnecesariaparalaprotecciónit, vivo, mientrasque paralaprotección

ni vítro únicamenteserequeriríala unión de los anticuerposa uno sólo de ellos.

Este requisito de que los anticuerposse unan a más de un sitio antigéníco

implicado en la neutralizacióndel virus para la protecciónlactogénicade los cerdos

neonatosconcuerdacon los resultadosobtenidospor Wesley y col. (1988) que no

obtuvieronprotecciónde lechonesin vivo cuandoempleaban2 AcMs específicosde las

glicoproteinas5 y M ben independientementeo en combinación. En estetrabajo

hemosconfirmado estefenómenomedianteel empleo, en una experienciasimilar de

protecciónin vivo, de una mezclade los tres AcMs específicosdel sitio A, cadauno

específicode un subsitioantigénico. Todos los lechonesen la experiencia,menosuno,

mostraronsignosclínicos tipicos de la GPT.

Con estasexperienciashemospodido corroborarel descensoen el titulo de

anticuerposespecíficosfrenteal virus en la lechea lo largo de la lactancia(Bourney

Curtís, 1973; Newby y col., 1982) puesto que la leche recogida de las cerdas

inmunizadascon el VGPT una semanadespuésdel parto presentóun titulo de

anticuerposy nivelesde competiciónmuchomásbajosque el calostroo la lechedel

primer día. Estos anticuerposrecogidos de la leche del día de la contraprueba,

principalmentede clase IgA-S, presentaron,además,una afinidad disminuida con

respectoa la lechedel dia 1 post-partofrente a los epitoposrelevantesde la proteína

5, una cinética de neutralización in vitro más lentay no fueron capacesde protegera

los lechonesen los experimentosde protección in vivo. Sin embargo,los lechones

nacidosde cerdasvacunadascon el VGPT resultaronprotegidosfrenteala contraprueba

con virus virulento en el momentoen queestabaningiriendo IgA no protectora(7 días

despuésdel parto). Esto podríaexplicarseporquela IgA-S ingeridadurantelos 1-3

primerosdíasde lactanciatieneunaalta afinidadpor la mucosaintestinaly quedaunida

a esta,permaneciendoactivaduranteperiodoslargosde tiempo (Butíer y col., 1981).
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Hemospuestodemanifiestola relevanciade los anticuerposcalostralesen la protección

frente al VGPT mediantela contrapruebade los lechonesque fueron retiradosde la

madre,inmunizadacon el VGPT, al díasiguientedel partode modoquesólo ingirieron

estetipo de anticuerpos. Dichoslechonessobrevivierona la exposiciónoral al VGPT

virulento 7 díasdespuésdel nacimiento. Por tanto, estoslechonesposeíanunadefensa

humoral suficiente,obtenidadel calostro,paraestarprotegidosal menos6 díasdespués

de la última ingestiónde lechehiperinmune.

En esteestudiono sólo estábamosinteresadosen la inducción de IgA-S, sino

tambiénen la inducciónselectivapor los epítoposdel VGPT de otrasciasesy subclases

de Ig, principalmente IgG, que está presente en el calostro y la leche durante los

primerosdíasde la lactanciaen altasconcentraciones(el calostroy la lechetemprana

contienenmásIgG que IgA en términos absolutos),por lo queno puededescartarsesu

papel en proteccion. Otros autoreshan mostradoque IgG purificada a partir del

calostro,que mostrabauna alta afinidad y una elevadacapacidadneutralizante,era

capazde protegera lechonesfrente a una contrapruebacon VGPT virulento (Stoney

col., 1977). Nuestrosresultadosconcuerdancon estasobservacionesy sugierenque la

IgG puede desempeñarun papel importante en la inmunidadlactogénica.

En el cerdo no seproducetransferenciatranspíacentariade inmunoglobulinas,

y, comoya seha revisado,el calostroy la lecheson las principalesvias por las que el

cerdo neonatoadquiere inmunidadpasiva. En el calostrode la cerda la IgO está

presenteen altasconcentraciones,y estaIgG provieneen granmedidadel sueroporuna

concentraciónselectivade estaclasede inmunoglobulinaque tienelugaren la glándula

mamaria(Boumey Curtis, 1973). Ya que la mayoriade la proteínaen el calostroes

absorbidasin degradaren el intestino del cerdo recién nacido, estaconcentración

selectivade IgG séricaen el calostroparececonstituir un mecanismopor el cual los

anticuerposséricos de la madre son transferidosa la circulación del lechón tras el

nacimiento(Newby y col,, 1982). Estosanticuerpospermanecen,con una vida media

para la IgG de 12-14 días, hasta que el sistema inmunitario del lechón está

completamentemaduro, lo que no ocurre hasta al menos 16 semanasdespuésdel
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nacimiento(Curtísy Bourne,4971). Los elevadosporcentajesdecompeticiónobtenidos

en los ensayosde RIAc realizadoscon los suerosde los lechonesrecogidosel día de

la contraprueba,cuandocontaban7 dias de edad,confirmanestehechoy muestranque

dicha absorciónen el intestino es altamenteeficiente, puestoque se correspondenal

patrónde porcentajesdecompeticiónmostradopor los anticuerpossecretorestempranos

de la madre, Los titulos de anticuerposde los suerosde los lechonesrecogidosuna

semanadespuésde la contraprueba(14 dias post-parto)fueron muy similaresa los de

la primeratomade sangre(7 días post-parto).

La IgG aisladade la lechedel día 1 trasla estimulaciónen GALT, quemostraba

tituios altos de neutralizaciónin vuro y una alta afinidadpor los sitios antigénícosA

y D del VGPT, fue capazde protegerun alto porcentajede lechonesfrente a la GPT

(alrededordel 50%). El menor porcentajede protecciónmostradopor la IgO con

relacióna la IgA podríaestardebidoa su menor resistenciaa la digestión enzimática.

Así comoparaotros sistemas,como ciertosparásitos(Gasbarrey col., 1989)y

otros virus, como el Huy (Mathiesen y col., 1989), se ha descrito una respuesta

predominantementede tipo IgO., o IgG1, nosotros no observamosuna inducción

preferencial significativa de ninguna de las subclasesde IgG por parte de ningún

epítopo ya queobteníamosporcentajesde competición,y de neutralización,similares

con IgG~ e IgG, lactogénicasde cerdas estimuladas tanto en GALT como en BALT

Tan sólo la IgG~ presentaba porcentajes de competición y títulos de neutralización

ligeramentemásaltos que la tgG2, y no en todos los casos

Por lo tanto, la IgA-S es,como ya ha sido previamentedescrito(Bohí, 1981;

McGhee y col., 1992; Moxley y col., 1989; Saif y Bohí, 1979), la clase de

inmunoglobulinamásimportanteen la protecciónpasivade los cerdosneonatosdurante

los 7 primerosdíasde vida. Nuestrosresultadossugierenque paraque la lgA-S sea

eficazen la protecciónin vivo frenteal VGPT debereconocerpor igual a los dossitios

antigénicosinmunodominantesen el virus, sitios A y D, de la glicoproteina5 con alta

afinidad. Esto deberíatenerseen cuentaparael diseñode unavacunapor subunidades
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eficientefrenteal VGPT o parala obtenciónde cerdastransgénicasque produzcanIgs

específicasfrente al virus de forma constitutivaen secrecioneslácteas.
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CONCLUSIONES





E- La inoculación experimental de cerdas gestantescon VGPT y CVRP ha

permitido demostrarla existenciade un vínculo inmunológico intestino-mama

y pulmón-mama,dado que tras la infección con ambos virus se detectaron

anticuerposespecíficosen las secrecioneslácteas. No obstante,la estimulación

en HALT pareceser menos eficiente que la estimulación en GALT, puesto que

la respuestainmunitaria en cerdasinoculadascon el CVRP fue cuantitativamente

menor y el nivel de protección pasiva proporcionadapor estas cerdas a sus

lechonesfue tambiéninferior al proporcionadopor las cerdasinmunizadascon

el VGPT.

2.- La glicoproteina 5 fue más antigénica que las proteínasN y M en cerdas

gestantesvacunadastanto con el VGPT como con el CVRP. El sitio antigénico

A de la glicoproteina 5, especialmenteel subsitio Ab, fue el inmunodominante

en cerdasgestantesinoculadascon ambosvirus, seguidopor el sitio antigénico

D. Una buenarespuestasecretoraen cerdasfrente a estossitios antigénicosse

correlacionó bien con la inducción de protección pasiva de sus lechones

lactantes.

3.- Los sitios antigénicosA y D de la glicoproteina 5 son los mejores inductores

de IgA-S, tanto si la presentaciónantigénicaserealizó en GALT o en BALT por

el VGPT o el CVRP, respectivamente.Todos los subsitiosdel sitio antigénico

A indujeron IgA-S de forma similar cuandose inmunizó con el VGPT, mientras

que el subsitio Ab fue el mejor inductor de IgA-S cuando l.a inmunización se

realizó con el CVRP, sin que en ninguno de los dos casosse produjerauna

inducciónpreferencialde estaclasede inmunoglobulina.
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4.- La combinación de los resultados de experimentosde reconocimiento de

epitoposy afinidad por los mismos por parte de IgA-S de distinta procedencia

y nivel de protecciónpasivapermite concluir que paraque anticuerposde esta

clase sean protectoresin vivo deben reconocery mostraruna elevadaafinidad

por al menoslos sitios antigénicosA y D de la glicoproteina5, mientrasque

para la protección it, vitro el reconocimiento de uno solo de estos sitios

antigénicoses suficiente. Una respuestainmunitaria de estascaracteristicasse

induce más eficientementecuando la presentaciónantigénica tiene lugar en

GALT en lugar de en BALT.
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