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SUMMARY

Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS), is a viral disease of swine that has been known
in the United States since the 1980’s. The sickness was initially characterized by rapid propagation through
pork farms, spreading through almost all the United States and later Canada and European countries. In Chile,
PRRS was diagnosed at the end of 1999 and is currently part of an eradication program.

To contribute to the diagnosis of the disease in our environment and to characterize the distribution of the
viral antigen in the tissues of inoculated pigs, using an immunohistochemical (IHC) study was carried out
utilizing 12 hybrid pigs originated from a PRSS free genetic pyramid. Nine were inoculated with the national
isolate of the PRRS virus and three were used as controls. The inoculated pigs received an intranasal dosage
of 7.0 ml of viremic serum from inoculated pigs with a cellular culture dosefdf'[LOIDsoin order to
reactivate its pathogenicity; they were also inoculated intramuscularly with 0.7 ml of the same serum. The
pigs of the control group were sacrificed at 0 dpi and the inoculated pigs at 7, 14 and 21 dpi, At necropsy time,
tonsils, retropharyngeal and mediastinal lymphatic nodes, thymus, spleen, nasal turbinates, lung, heart and
liver were dissected, fixed, dehydrated and paraffin embedded. Additionally, lung alveolar macrophages were
collected via a bronchoalveolar lavage. All these samples were immunostained using the monoclonal antibody
SDOW-17 and the ABC complex method.

Viral antigen was detected in the macrophages of all the tissues studied from 7 to 21 dpi. The organs that
showed greatest intensity of reaction were the lungs and spleen. The consistent fimgeajesfquantity
viral antigen of in these organs, these tissues suggest constitute the best source of samples for diagnosing the
disease whether by IHC or other methods that detect the viral antigen or its genome.

Palabras clave: PRRv, inmunohistoquimica, pulmon.
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INTRODUCCION Familia Arteriviridae, del ordenNidovirales, al
igual que el virus del aumento de la deshidro-
El Sindrome Respiratorio y Reproductivogenasa lactica del raton, virus de la arteritis viral
Porcino (PRRS) es una enfermedad de gran irrquina y virus de la fiebre hemorragica del simio
portancia econémica para la industria porcingdRossow y col., 1994; Neulenberg y col., 1993).
causada por un virus RNA del généreerivirus, La enfermedad se caracteriza por causar aborto
tardio en cerdas y chanchillas y un severo cua-
Aceptado: 06.07.2004. dro respiratorio en lechones (Collins y col., 1992).
*  Financiado por el Proyecto FONDECYT 1020217 Fue observada primeramente en 1987 en Esta-
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dos Unidos, difundiéndose ampliamente y afealveolares, especialmente de cerdos menores de
tando a Canada, alcanzando mas tarde a Eurdpaemanas de edad, y por macréfagos inmaduros
en 1990 (Nodelijk, 2002). o recientemente activados (Molitor y col., 1997).
El virus del PRRS, al igual que otrididovi-  También se ha demostrado que el virus se puede
rales, se multiplica en distintas poblaciones demultiplicar en los testiculos de verracos infecta-
macrofagos que incluyen a los macrofagodos, especificamente en las células del epitelio
alveolares (MAPs), macrofagos intersticialegerminal de los tlbulos seminiferos y en
(Mls), macrofagos intravasculares pulmonaremacrofagos localizados en el intersticio de los
(MIPs), macrofagos esplénicos y células de l&esticulos (Sury col., 1998).
microglia del cerebro (Rossow y col, 1996; Mo- Los cerdos con PRRS tienen fiebre prolon-
litor y col., 1997; Thanawongnuwech y col.,gada, hiperapnea, letargia y edema periocular,
1997). presentando lesiones macroscoépicas inespecificas
La transmisién de la enfermedad ocurre gecomo cambios de color del pulmoén y aumento
neralmente cuando hay contacto estrecho entie varios ndédulos linfaticos superficiales y
los cerdos, preferentemente por via nasal, aumscerales (Collins y col., 1992; Rossow y col.,
gue existe descripcion de otras vias de transni995). Histopatolégicamente se presentan: rinitis,
sibn como la via oral, intramuscular, intraperitoneumonitis, linfoadenopatia (necrosis linfoide,
neal y vaginal (Zimmerman y col., 1998). Pordegeneracion poliquistica del tejido linfoide con
otra parte, se ha demostrado que el virus dpblicariocitos), vasculitis, miocarditis y encefa-
PRRS puede transmitirse a través del semen ligs (Collins y col., 1992; Rossow y col., 1994;
verracos infectados (Christopher-Hennings y colKalburt y col., 1995; Rossow y col., 1995).
1995), lo cual puede traer devastadoras conse- En la actualidad, el diagndstico del PRRS se
cuencias en la industria porcina que utiliza insguede realizar por aislamiento viral, deteccion del
minacion artificial (Gradil y col., 1996) y puedeantigeno viral por inmunohistoquimica (IHQ),
ser uno de los principales mecanismos de tran®accion en cadena de la polimerasa de trans-
mision del virus a grandes distancias (Shin gripcion reversa (RT-PCR) e hibridacignsitu
Molitor, 2002). Ademas, tienen importancia la(Rossow y col., 1996; Cheon y Chae, 2001;
transmision transplacentaria (Dee y Molitor,Chungy col., 2002; Nodelijk, 2002;) y deteccion
1998) y por fomites como botas, ropas y agujage anticuerpos por ELISA (Molitor y col., 1997).
entre otros (Otake y col., 2002). El empleo de anticuerpos monoclonales en
El virus ingresa primariamente por via nasalHQ tiene la ventaja de su menor costo que otras
y se multiplica en macréfagos asociados a cornetigcnicas que demuestran el antigeno viral y de
nasal, tonsila o pulmén (Rossow, 1998; Cheonpoder realizarse sobre material obtenido
Chae, 1999), para posteriormente continuar poutinariamente para diagnéstico histopatolégico;
via linfatica a los nodulos regionales, donde s&in embargo, se ha demostrado que la fijacién
puede multiplicar secundariamente en lopor mas de 3 dias reduce la sensibilidad de la
macrofagos residentes de estos tejidos, alcanzaéenica (Van Alstine y col., 2002), al igual que el
do mas tarde la sangre y asi llegar a todos lexamen de un nimero reducido de muestras por
tejidos, multiplicandose masivamente en maanimal, sugiriéndose al menos 5 (Yaeger, 2002).
crofagos por todo el organismo. Se ha demostr®or otra parte, algunos anticuerpos monoclonales
do la presencia de antigenos virales medianteo detectan adecuadamente los serotipos
inmunohistoquimica en cornetes nasales, pulméayropeos (anticuerpos monoclonales VO17 y
nédulos linfaticos, corazaén, timo, vasos sanguiEP147), mientras que la mayoria de los serotipos
neos, bazo, higado, glandulas adrenales, rifionesrteamericanos reaccionan con estos. Sin em-
intestino, cerebro y testiculos (Halbur y col.pargo, el anticuerpo monoclonal SDOW-17, di-
1995; Halbur y col., 1996; Rossow y col., 1996rigido a la proteina N de la nucleocapside del vi-
Larochelle y Magar, 1997; Sur y col., 1998). Efus (Nelson y col., 1993) reacciona con ambos
virus tiene preferencia por los macréfagoserotipos: norteamericanos y europeos, por lo que
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este se puede usar para el diagnostico universelcterianos mas comunes mediante cultivos. Pos-
en la deteccién PRRS (Cheon y Chae, 2000). teriormente, los animales fueron divididos, al
En Chile, el primer diagnéstico del PRRS s@zar, en 4 grupos de 3 animales cada uno y man-
realiz6 a fines del afio 1999 y en la actualidad fenidos en unidades de aislamiento debidamente
enfermedad esta sometida a un programa de ers@paradas. Uno de los grupos se utiliz6 como
dicacion. El proposito del presente trabajo esontrol y los tres grupos restantes fueron inocu-
contribuir al diagnéstico de la enfermedad efados con 7 mlintranasal y 0.7 ml intramuscular
nuestro medio y caracterizar la distribucién exe suero de cerdos virémicos.
los tejidos del antigeno viral en los tejidos utili-

zando una técnica IHQ. Toma de muestras de sangre. Previo al sacri-
ficio de los animales, se obtuvieron muestras de
MATERIAL Y METODOS sangre a los 0, 7, 14 y 21 dpi mediante una pun-

cion en la vena cava anterior, utilizando tubos al
Virus. Se utilizé el aislado chileno del vPRRSvacio (VACUTAINER®) sin anticoagulante,

(cepa 2402), serotipo norteamericano, proporciggara obtener suero para realizar los ELISA, si-
nado por el Servicio Agricola y Ganadero (SAG)guiendo el protocolo del fabricante y RT-PCR
mantenido en cultivos celulares de linea MARC(Shin y col., 1997).
145, sometida a dos pasajes y a una concentra-
cion de 184 TCID,,(dosis infectante de cultivo  Sacrificio, necropsiay toma demuestraspara
celular). El virus fue inoculado inicialmente eninmunohistoquimica. El grupo control se sacrifi-
tres cerdos provenientes de nucleos genéticos ci@a los 0 dpi, mientras que los grupos inoculados
alta salud, libres de PRRS, para reactivar sueron eutanasiados a los 7, 14 y 21 dpi. Los ani-
patogenicidad. Los cerdos fueron mantenidos enales fueron tranquilizados con acepromazina al
la Unidad de Control Bioldgico del Complejo Lo 1% (PACIFOR®, Laboratorio Drag Pharma), uti-
Aguirre del SAG (Chile), el cual dispone de todizando una dosis de 0.5 mg/kg de peso vivo via
das las medidas de bioseguridad para evitar guramuscular, y anestesiados con tiopental sédico
difusion al exterior. De estos animales se obtuvih.aboratorio Chile, S.A., Santiago) diluido al 5%,
suero en fase virémica (7 dpi), comprobado pattilizando una dosis de inducciéon de 50 mg/kg.
RT-PCR, el cual se filtro utilizando filtros de Posteriormente se utilizé el método de perfusion
microporo de 0,2im y se le adicionaron 100 Ul/ intravascular con tampon fosfato 0.1 M (pH 7.4),
ml de penicilina 'y 100 mg/ml de estreptomicinaa una presion de 80 mm de mercurio. Por otra par-
24 horas antes de la inoculacién de los cerdde, el pulméon derecho fue lavado con tampén
del grupo experimental. fosfato salino (PBS)* estéril para la recuperacion

de macréfagos alveolares. Adicionalmente, se

Cerdos experimentales. Para este estudio, seobservaron y registraron las lesiones externas pre-

utilizaron 12 cerdos hibridos, de ambos sexasentadas por cada uno de los cerdos sacrificados y
(5 hembras y 7 machos), de 3 semanas de edaseyobtuvieron muestras de cornetes nasales, tonsi-
6 kg de peso vivo al inicio de la experiencia. Lo$a, nddulos linfaticos retrofaringeos y medias-
cerdos se obtuvieron del mismo origen que lognicos, pulmén (segmento medio del 16bulo
cerdos utilizados para la reactivacion viral y fueeardiaco izquierdo), bazo, timo, corazén e higado
ron mantenidos en la Unidad de Control Biol6para histopatologia e inmunohistoquimica, las cua-
gico del Complejo Lo Aguirre del SAG. Los ani-les fueron fijadas, por 24 a 48 horas, en formol
males permanecieron una semana en aclimatamponado al 10%**.
cién, manteniéndose en unidades de aislamiento
debidamente acondicionadas que cumplen cof :
todas las normas de ética y bienestar animal. Eg(i)' ;IZFEON:eCS'ﬁTaéfS g BP0, +0.43 g KHPO, +
Durante este periodo se determind que 10s ani- Formol tamponado: 100 ml de formalina comercial (37%)
males estaban libres de vPRRS mediante ELISA + 900 ml agua destilada + 4.0 g fosfato de sodio
(IDEXX®) y RT-PCR, asi como de patégenos monobasico + 6.5 g de fosfato de sodio dibasico.
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PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS VPRRS (Nelson y col., 1993), especifico para
cepas europeas y americanas de VPRRS. Los cor-
Lavado bronquiolaveolar. Una vez obtenidas tes fueron incubados con el anticuerpo primario
las muestras para histopatologia e inmunohisturante 18 horas a 4°C, utilizando una dilucién
toquimica se pinzo6 el bronquio primario izquier-de trabajo de 1:500 en PBS. Posteriormente, se
do y se procedid a lavar el pulmén derecho meéacubé con el segundo anticuerpo o anticuerpo
diante una sonda intratraqueal con 250 ml de PB$otinilado del kit ABC (Vector Laboratories,
estéril, posteriormente se separ6 el pulmon de Burlingame, CA, USA), durante 30 minutos a
cavidad toraxica y se llevé a una campana de flufemperatura ambiente. Después de 3 lavados de
laminar, donde primero se presiond levement® minutos en PBS, las secciones fueron incuba-
la superficie pulmonar para después recuperar@as con el Complejo Avidina-Biotina-
fluido alveolar en forma estéril. PosteriormentePeroxidasa, durante una hora en oscuridad y a
el fluido alveolar se sometié a centrifugacion aemperatura ambiente. Las secciones fueron pos-
1.500 rpm por 15 minutos a@’Una vez obte- teriormente lavadas 3 veces con tris buffer sali-
nido el pellet de células alveolares, se realiz6 e (TBS)*** a pH 7.6 e incubadas durante 1 a 2
frotis depositando los macréfagos alveolares eminutos con el cromégeno DAB (3.3'-
portaobjetos y se fijaron en formalina al 10% podiaminobenzidine tetrahydrochloride) (Sigma
5 minutos. Posteriormente, las laminas se lav&hemical Co, St Louis, MO, USA), diluido al
ron con agua destilada por 5 minutos, se secar6r035% en TBS con perdxido de hidrégeno al
en estufa a 3T por 30 minutos y se almacena-30%, lavadas en agua corriente, contratefiidas
ron a temperatura ambiente hasta ser inmunoteen Hematoxilina de Mayer, deshidratadas y
fidas con anticuerpo SDOW-17, como se desnontadas.
cribe mas adelante para los tejidos. Como controles negativos se empled PBS, o
suero no inmune, en lugar de los anticuerpos
Histopatologia e Inmunohistoquimica. Los te-  primario especificos en cortes de pulmén dis-
jidos fueron incluidos en parafina, utilizando urpuestos con este propésito al realizar cada
procesador Shandon, Citadel 1000 con bomba denunoquimica. Como control positivo se em-
vacio y un Centro de Inclusion Microm (modeloplearon secciones de un pulmoén de cerdo inocu-
AP280-2). De los bloques de parafina se realizéado con vPRRSPosteriormente los tejidos fue-
ron cortes de gm con un micrétomo marca Leicaron observados y fotografiados con un micros-
(modelo RM2045), los que fueron montados enopio Zeiss, modelo Axioskop 50.
portaojetos cubiertos con poli-L-lisina.
Para la demostracion inmunohistoquimica ddRESULTADOS
antigeno viral se realizé la técnica del complejo
ABC, paraello, los cortes fueron desparafinados, En el 100% de los cerdos inoculados se de-
deshidratados e incubados con peréxido de hiecto el virus, mediante RT-PCR, en muestras de
drégeno al 1% en metanol, por 30 minutos, parsuero sanguineo a los 7 y 14 dpi, disminuyendo
inactivar la accion de peroxidasas endégenasstos valores a 67% a los 21 dpi. Los anticuerpos
luego se trataron con pronasa al 0.1%nti-vPRRS fueron detectados por ELISA desde
(PRONASA 0.1%: 0.01g Pronasa + 10 ml PBSJos 14 dpi en el 50% de los cerdos y en el 100%
por 10 minutos a temperatura ambiente (Porteade ellos a los 21 dpi. Los cerdos controles fueron
E, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA).negativos para ambas pruebas.
Después de 3 lavados con PBS a pH 7,2 las sec-
ciones fueron incubadas con suero normal de
cabra al 10% diluido en PBS por 30 minutos. **TBS: 1 parte de TRIS madre + 9 partes de suero s_alino;
Como anticuerpo primario se utilizé el anti- Ii?ﬂggﬁﬂéﬂg E:S'fa;iggg'r%za?‘éa destilada
cuerpo monoclonal SDOW-17, producido direc1 - prgporcionado gentilmente por el Dr. Fernando Osorio
to contra la proteina N de la nucleocapside del de la Universidad de Nebraska, Lincoln, USA.

186



SINDROME RESPIRATORIO Y REPRODUCTIVO PORCINO, PRRSV, INMUNOHISTOQUIMICA, PULMON

Las principales lesiones macroscopicas fue- Timo: Se observé inmunotincién en macréfa-
ron leves y se caracterizaron por la presentacid@yos localizados en cortezay médula alos 7y 14
de conjuntivitis, edema periocular y leve aumeny 21 dpi (cuadro 1).
to de tamafio de los linfonodulos, especialmente Nédulo linfatico retrofaringeo y medias-

a los 21 dpi. Histopatoldgicamente se detectinico: A los 7, 14 y 21 dpi habia inmunotincion
neumonia intersticial en el 100% de los animaen macréfagos de los foliculos y del tejido
les inoculados, deplecion linfoide de los foliculodinfoide difuso de la corteza. Se observaron tam-
en los 6rganos linfoides, rinitis, hepatitis, mio-bién algunas células inmunopositivas con pro-
carditis y encefalitis no purulenta en algunos anlengaciones citoplasmaticas compatibles con la
males. morfologia de células dendriticas, localizadas en

El anticuerpo monoclonal reaccioné positidos foliculos (cuadro 1). El nédulo linfatico
vamente con los tejidos infectados con el vPRR®ediastinico tenia mayor cantidad de células
sin embargo, no se observéd inmunotincién epositivas que el retrofaringeo.
ninguno de los tejidos analizados de los cerdos Bazo: Este 6rgano presenté una gran canti-
controles ni en los tejidos de pulmén usados comitad de células inmunotefiidas con abundante cito-
controles negativos. La reaccién especifica ggasma, localizadas en foliculos, vainas
observo en el citoplasma de los macréfagos, cqeriarteriales y en la pulpa esplénica (figura 2).
un aspecto microgranular en sectores u ocupaBstas células presentaron morfologia de
do gran parte del citoplasma en otros. En las céracrofagos. Se observaron células inmunote-
lulas infectadas no se observaron efecto@idas a los 7, 14 y 21 dpi (cuadro 1).
citopéticos al compararlas con las células no te-
fiidas de los tejidos vecinos. No se observé tincidh Organosrespiratorios. Cornete nasal: Las cé-
de fondo en la mayoria de los tejidos analizadokilas con antigeno del vPRRS se encontraron dis-
y en los casos que estuvo presente, ésta aparguéisas en la mucosa o en los acimulos de células
como difusa y homogénea en toda la seccién. inflamatorias localizadas en la mucosa especial-

La inmunorreaccion fue observada emmente a los 14 y 21 dpi. También se observaron
cornetes nasales, tonsilas, ndédulos linfaticomacrofagos inmunotefiidos, de localizacion
retrofaringeos y mediastinicos, parénquimantraepitelial, a los 7, 14 y 21 dpi. Ademas, a los
pulmonar, bazo, timo, corazén e higado, afec? dpi habia positividad en el epitelio de las glan-
tando preferentemente macrofagos residentes delas mucosas, en el endotelio de arteriolas y en
los tejidos analizados. Ademas, se observadsteoclastos de las laminillas 6seas (cuadro 1).
inmunotincion en el endotelio arteriolar de los  Pulmén: Se observaron células inmunotefii-
cornetes nasales a los 7 dpi, en el epitelio de ldas, distribuidas de forma dispersa en el
glandulas de los cornetes nasales a los 7 dpi y parénquima, existiendo zonas con mayor canti-
los osteoclastos de los cornetes nasales a losdad de células positivas a los 14 dpi. Este hallaz-
14y 21 dpi. go coincidio con la presencia de areas de

neumonitis con predominio de infiltrado mono-
1. Organos linfoides. Tonsila: Se encontré nuclear, especificamente de macrofagos. La mor-
inmunorreaccion especifica en macrofagos de falogia y localizacién de las células inmuno-
zona central de los foliculos linfoides, entefiidas correspondieron a la de macréfagos
macrofagos aislados de las areas interfolicularesgptales (MIPs y MIs) y macrofagos alveolares
asi como en macroéfagos y restos celulares locpulmonares (MAPS) (figura 3). También se ob-
lizados en las criptas de la tonsila (figura 1). Laervaron macréfagos inmunotefiidos en el tejido
inmunotincion en la tonsila se observo a los %onectivo peribronquial y bronquiolar, especial-
14y 21 dpi, siendo mas intensa a los 7 dpi (cuarente a los 21 dpi (cuadro 1).
dro 1).
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CUADRO 1. Hallazgos inmunohistoquimicos en tejidos de cerdos inoculados con el virus PRRS.
Immunohistochemical findings in tissues of pigs inoculated with the PRRS virus.

Dias postinoculacion
Organos y tejidos 7 14 21
“a @ 6 0 6 6 0O & 6
Organos linfoides
Tonsila + ++ + + + + —/+ + +
Timo - + —/+ + + -1+ + + +
N.L. Retrofaringeo - + —/+ + + -+ =+ + I+
N.L. Mediastinico —/+ — + + + + —/+ - —/+
Bazo + + + ++ ++ ++ + - +
Organos respiratorios + + + + + + + + +
Cornete nasal —/+ + + + + -+ + —/+ +
Pulmoén + ++ S e + +
Corazén - — - + + + _ + _
Higado - - + + + + —I+ + +
Lavado bronquioalveolar | ++ + + ++ + ++ + + +

Cantidad de células inmunotefiidas por tejido: —: ausencia; +: leve; ++: moderada; +++: intensa
(): identificaciéon del animal por cada dia de sacrificio
N. L.: Nédulo linfatico.

3. Corazon. Este 6rgano presenté una escasde nucleo ovalado. Por lo general, la
inmunotincioén, limitada a macréfagos del intersinmunotincién se observé en todo su citoplasma
ticio perivascular y de focos de miocarditis, esffigura 5 ). Este hallazgo fue constante en todos
pecialmente a los 14 dpi. los animales inoculados.

4. Higado. El antigeno VPRRS se detecté erDISCUSION

macréfagos de los espacios perivasculares (figu-

ra 4), siendo mas intensa la inmunotincion a los Usando un anticuerpo monoclonal se pudo

14 dpi (cuadro 1). demostrar el antigeno vVPRRS en muestras de te-
jidos de cerdos infectados experimentalmente con

5. Lavado bronquioalveolar. Se observo un pre- el aislado chileno del vVPRRS, este anticuerpo

dominio de macrofagos alveolares con citoplagnonoclonal murino esta dirigido contra las pro-

ma amplio y espumoso; sin embargo, loseinas de la nucleocapside del virus (Nelson y

macroéfagos inmunotefiidos generalmente corresel., 1993) y reacciona tanto con el serotipo nor-

pondieron a células macrofagicas mas pequefiEamericano como con el serotipo europeo del
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FIGURA 1. Tonsila. Inmunotincién usando el anticuerpo SDOW-17 de macrofagos (fle-
cha) y restos celulares cercanos a una cripta de un cerdo sacrificado a los 14 dpi. Comple-
jo ABC, contratefiido con hematoxilina. 400X.

Tonsil. SDOW-17 antibody immunostaining of macrophages (arrow) and cellular remains close to a
crypt of a sacrificed pig 14 dpi. ABC complex, counterstained with hematoxylin. 400X.

¥ i ik & A

FIGURA 2. Bazo. Intensa inmunorreaccion para VPRRS en macrdfagos de la pulpa
esplénica. Complejo ABC, contratefiido con hematoxilina. 200X.

Spleen. Intense PRRSv immunoreaction in macrophages of the splenic pulp. ABC complex,
counterstained with hematoxylin. 200X.
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FIGURA 3. Pulmén. Macréfagos alveolares inmunotefiidos con anticuerpo SDOW-17. Cer-
do sacrificado 14 dpi. Complejo ABC, contratefiido con hematoxilina. 630X.

Lung. Alveolar macrophages immunostained with SDOW-17 antibody. Pig sacrificed at 14 dpi. ABC
Complex, counterstained with hematoxylin. 630X.

FIGURA 4. Higado. Macrdfagos inmunotefiidos con anticuerpo SDOW-17 en espacio
periportal. Cerdo sacrificado a los 14 dpi. Complejo ABC, contratefiido con hematoxilina.
400X.

Liver. SDOW-17 antibody immunostained macrophages in the periportal space. Pig sacrificed at 14
dpi. ABC complex, counterstained with hematoxylin. 400X.
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FIGURA 5. Frotis de macrofagos alveolares inmunotefiidos con anticuerpo SDOW-17.
Complejo ABC, contratefiido con hematoxilina. 1000X.

Smear of alveolar macrophages immunostained with SDOW-17 antibody. ABC complex,
counterstained with hematoxylin. 1000X.

VvPRRS (Nelson y col., 1993). El anticuerpccomo mucosa nasal, pulmén e higado, en los que
SDOW-17 reaccion6 con el aislado chileno, ese observaron infiltrados inflamatorios, el virus
gue corresponde a un serotipo norteamericange detecté en mayor cantidad a los 14 dpi y se
no vacunal (Ruiz y col., 2003). Adicionalmentefedujo de forma importante a los 21 dpi. Estas
se pudieron observar lesiones inflamatorias debservaciones son coincidentes con lo comuni-
algunos tejidos que contenian antigeno viral, re&ado por Rossow y col. (1996), quienes realiza-
saltando la importancia de la técnicaoninmunohistoquimica frente al antigeno viral
inmunohistoquimica, que permite detectar & alos leucocitos presentes en los tejidos, encon-
agente asociado con la lesion. trando una importante reduccion de antigeno viral
El empleo de este anticuerpo monoclonakn los infiltrados leucocitarios de los tejidos con
permitié encontrar el vPRRS en varios tejidosmayor grado de inflamacion, en los que aumen-
incluyendo tejidos respiratorios y linfoides, lo quearon de forma importante los linfocitos Ty B a
concuerda con trabajos previos (Halbur y collps 14 y 21 dpi.
1995; Rossow y col., 1996; Chung y col., 2002), EI antigeno vPRRS fue identificado en
demostrandose la importancia de la técnica IH@acréfagos del tejido conectivo de diversos 6r-
para detectar el virus en los animales infectadoganos y tejidos, en algunas células con prolon-
como en este caso que ademas demuestra qugdaiones citoplasméticas de morfologia similar
enfermedad causada por el aislado chileno tara- células dendriticas en el tejido linfoide,
bién es multisistémica, como la observada paraacrofagos alveolares, intravasculares e
aislados virulentos (Halbur y col., 1996; Rossovintersticiales del pulmén a los 7, 14 y 21 dpi.
y col., 1996), ya que a los 7 dpi se encontré praédemas, se observd inmunotincion del epitelio
ticamente en todos los tejidos analizados. En dk las glandulas de la mucosa nasal, en endotelio
pulmén y bazo se observé una reaccion intensayyen osteoclastos de los cornetes nasales a los 7
constante, especialmente a los 14 dpi. En tejidolpi. Estas observaciones son coincidentes con lo
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encontrado por otros autores (Pol y col., 199Tgsteoclastos del cornete nasal a los 7 dpi. Aun-
Magar y col., 1993; Halbur y col., 1995), quie-que este hallazgo demuestra la presencia del
nes han descrito un compromiso de loantigeno virico en componentes celulares no ha-
macrofagos con la multiplicacion virad vivo o bituales para Rossow y col. (1996), esto no cons-
de sus precursores: los monocitogtro (Voicu tituiria multiplicacién; sin embargo, demuestra
y col., 1994). la presencia del antigeno viral en la mucosa na-
En este estudio, el pulmoén y el bazo resultasal, lo cual tiene importancia en la patogenia de
ron ser los 6rganos con mayor cantidad de célla enfermedad, ya que este hallazgo puede estar
las inmunotefiidas, lo que estaria relacionado dksociado a la entrada o salida de virus. Por otra
rectamente con la via de transmisién y con la grgrarte, en este trabajo no se observé inmunotincion
poblacion de macrofagos presentes en estos die células epiteliales de conductos ni de alvéolos.
ganos. Las células inmunotefiidas en el pulmdan un estudio anterior, utilizando también el an-
correspondieron a MIPs, Mly MAPs y en el bazdicuerpo SDOW-17, se encontré positividad en
a macrofagos de los foliculos, vainas linfoidegélulas epiteliales de los bronquios y en sincicios
periarteriales y pulpa esplénica. Si bien el pulen los alvéolos, no relacionadas a multiplicacion
mon es uno de los 6rganos méas importantes paniaal (Rossow y col., 1996).
la multiplicacion del virus, ésta ocurre fundamen-  En estudios con cepas virulentas, las lesiones
talmente en la poblacion de macréfagos (MAPsgulmonares han sido muy intensas y el virus se
MI, MIPs). Asi, los MAPs han sido el tipo celu-ha detectado en macréfagos del pulmén desde
lar predominante donde el antigeno viral se hias 12 hpi; sin embargo, la mayor extension y
encontrado (Bautistay col., 1993) y son las célieantidad de células comprometidas se observo
las de eleccion para el aislamiento del virus (Bawentre los 14 y 21 dpi (Rossow y col., 1996). En
tista y col., 1993; Wensvoort y col., 1991), porl presente estudio, la deteccion inmunohisto-
lo que fueron usadas inicialmente con fines diagzuimica del antigeno se realizé desde los 7 a 21
noésticos. En este trabajo, los MAPs obtenidos paipi; sin embargo, se encontré una distribucion
lavado bronquioalveolar presentaron una fuerteenos extensa en los tejidos que la informada
inmunotincién a los 7, 14 y 21 dpi. Las célulagpara cepas virulentas por Rossow y col. (1996),
imnunotefiidas mas pequefias observadas enoblservandose, ademas, una baja cantidad de
pulmén corresponderian a macrofagos reciententigeno. En términos relativos el pulmoén y bazo
mente activados, ya que las células del linajeresentaron una distribucion mas extensa e in-
monocito/macréfago no activadas son refractaensa de antigeno que la observada en otros teji-
rias al virus (Labarque y col., 2000). El lavadalos, por lo que estos érganos constituirian la fuen-
bronquialveolar del pulmén aumenta considerae de muestras méas adecuada para el diagndstico
blemente la sensibilidad de la técnica IHQ, yae la enfermedad en nuestro medio, ya sea por el
que las células recuperadas en el lavado proviempleo de IHQ o por otros métodos que detec-
nen de diferentes partes del pulmon. En esta eten el antigeno o genoma viral.
periencia el 100% de los animales inoculados
tenia MAPs inmunotefidos, lo que concuerda coRESUMEN
Yaeger (2002), quien sefala que la sensibilidad
de la IHQ aumenta >90% tomando 5 muestras EIl Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porci-
de zonas anteroventrales del pulmon. no (PRRS) es una enfermedad de origen viral en el
La multiplicacion en otros tipos celulares dj-cérdo que se conoce desde la década de los 80 en
ferentes a los macréfagos no se ha demostra ,tados Unidos. La enferrpe_dad se caracterizo ini-
- . . __..cialmente por propagarse rapidamente entre los plan-
sin embargo, se ha observado la inmunotincién

s1ul iteliales de los b . -~ .. teles porcinos, difundiéndose casi a todos los Esta-
en celulas epiteliales de los bronquios, sINCICIOg, nigos y luego a Canada y paises europeos. En

del puimény células gndoteliales (,R_’OSSOWY C(?l,(zhile, el PRRS se diagnosticé a fines de 1999 y en la
1996). En este estudio, se observo inmunotinCidgttualidad esta sometida a un programa de erradica-
de acinos glandulares, células endoteliales aion.
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Con el fin de contribuir al diagnostico de la enfer-CHEON, D.S., C. CHAE. 1999. Distribution of a Ko-
medad en nuestro medio y caracterizar la distribucion rean strain of porcine reproductive and respira-
del antigeno virico en los tejidos de cerdos inocula- tory syndrome virus in experimentally infected
dos, se realizé un estudio inmunohistoquimico (IHQ), pigs, as demonstrated immunohistochemically
utilizando 12 cerdos hibridos provenientes de plante- and by insitthybridization.J. Comp. Pathol. 120:
les con piramide genética libre de PRRS. De ellos, 9 79-88.
fueron inoculados con el aislado nacional del viru€HEON, D.S., C. CHAE. 2000. Antigenic variation
PRRS y 3 cerdos se usaron como controles. Los cer- and genotipe of isolates of porcine reproductive
dos inoculados recibieron una dosis por via intranasal and respiratory syndrome virus in Kor¥at. Rec.
de 7.0 ml de suero virémico, proveniente de cerdos 147:215-218.
inoculados con una dosis de5I‘OTCID50; para CHEON, D.S., C. CHAE. 2001. Distribution of por-
reactivar el virus; ademas, se inocularon estos anima- cine reproductive and respiratory syndrome vi-
les con 0.7 ml del mismo suero por via intramuscular. rus in stillborn and liveborn piglets from experi-
Los cerdos del grupo control fueron sacrificados a los mentally infected sowsl. Comp. Pathol. 124:

0 dpi y los cerdos inoculados a los 7, 14, 21 dpi. De 231-237

todos los animales se recolectaron muestras de ton€HUNG, H.K., C. CHOI, J. KIM, C. CHAE. 2002.

la, nédulos linfaticos retrofaringeos y mediastinicos, Detection and differentiation of North American

timo, bazo, cornete nasal, pulmon, corazén e higado, and European genotypes of porcine reproductive
las que fueron fijadas, deshidratadas e incluidas en and respiratory syndrome virus in formalin-fixed,
parafina. Adicionalmente, se obtuvieron muestras de paraffin-embedded tissues by multiplex reverse
macréfagos alveolares pulmonares mediante lavado transcription-nested polymerase chain reactlon.

bronquioalveolar. Todas las muestra fueron Vet. Diagn. Invest. 14: 56-60.

inmunotefiidas usando el anticuerpo monoclonaLOLLINS, J. E., D. A. BENFIELD, W. T.

SDOW-17 y el método del complejo ABC. CHRISTIANSON, L. HARRIS, D. P. SHAW, S.
Se detect6 antigeno viral en macréfagos de todos M. GOYAL, S. McCULLOUGH, R. B.

los tejidos estudiados desde los 7 a los 21 dpi. Los MORRISON, H. S. JOO, D. GORCYCA, D.

organos que presentaron mayor intensidad de reac- CHLADEK, 1992. Isolation of swine infertility

cion fueron el pulmén y el bazo. Debido a que el and respiratory syndrome virus in North America
antigeno viral se encontr6 en mayor cantidad y de and experimental reproduction of the disease in

forma mas constante en estos érganos, estos consti- gnotobiotic pigsJ. Vet. Diagn. Invest. 4: 117-

tuirian la fuente de muestras mas adecuada para el 126.

diagnéstico de la enfermedad ya sea por IHQ u otrd8HRISTOPHER-HENNINGS, J., E.A. NELSON,

métodos que detecten el antigeno o genoma viral.  J.K. NELSON, R.J. HINES, S.L. SWENSON,

H.T. HILL, J.J. ZIMMERMAN, J.B. KATZ, M.J.
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