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Haematological and pathological findings of pigs experimentally inoculated with
a Chilean isolate of porcine reproductive and respiratory syndrome virus
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SUMMARY

The aims of this study were to characterize the haematological and bone marrow changes, gross and microscopic lesions of pigs
experimentally inoculated with the Chilean isolate of porcine reproductive and respiratory syndrome virus. Twelve 3-week-old pigs
were divided in 4 groups of 3, one of which corresponded to the negative control group sacrificed at 0 days post-inoculation (dpi),
and the 3 remaining groups corresponded to the inoculated pigs sacrificed at 7, 14 and 21 dpi. For each sampling period blood was
collected for complete haemograme and at the necropsy time gross lesions were registered and samples for both bone marrow smears
and histopathology were taken. The results of this study revealed haematological alterations characterized by a significant reduction
(P<0.05) in the haematocrit and a significant increase (P<0.05) in the total leukocyte count associated with an increase in the
monocytes and baciliforms. The bone marrow did not show significant variations in the ratio of myeloid to erythroid cells (P>0.05).
At the same time, the gross lesions were mild and mainly characterized by the presence of conjunctivitis, periocular edema and a
slight increase in the size of the lymph nodes. Microscopic lesions were characterized by the presence of interstitial pneumonia,
depletion and necrosis in lymphoid organs, rhinitis, hepatitis, myocarditis and non-purulent encephalitis. These findings suggest that
the Chilean isolate of the vVPRRS to a strain with a low virulence.
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INTRODUCCION

El Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino
(PRRS) es una enfermedad de importancia econdmica
en la industria porcina mundial, reportada por primera
vez en Estados Unidos en 1987 y en Europa en 1991
(Goyal 1993). El primer aislamiento viral se realiz6 el
afio 1991 en Holanda a partir de cultivos de macréfagos
alveolares pulmonares (MAPs) (Wensvoort y col 1991).
El PRRS es causado por un virus ARN, clasificado den-
tro del género de los Arterivirus, Familia Arteriviridae,
Orden Nidovirales, junto al virus del aumento de la
deshidrogenasa lactica del ratdn, virus de la arteritis viral
equina y virus de la fiebre hemorrdgica del simio, los
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cuales presentan varias similitudes incluyendo replicacién
en macréfagos e infeccién asintomadtica persistente
(Cavanagh 1997). Los aislados del virus PRRS (VPRRS)
se han clasificado en dos serotipos, el americano y el
europeo, los cuales presentan diferencias genéticas,
antigénicas y bioldgicas. Estas tltimas se traducen en
variaciones de virulencia respiratoria y reproductiva
(Benfield y col 1999).

El vPRRS causa una enfermedad multisistémica
(Rossow y col 1995) y se ha demostrado la presencia del
antigeno viral y su capacidad de multiplicaciéon en
macréfagos de cornetes nasales, pulmén, nédulos
linfaticos, corazdn, timo, vasos sanguineos, bazo, higa-
do, glandulas adrenales, rifiones, intestino, cerebro (Pol
y col 1991, Halbur y col 1995, Halbur y col 19962,
Rossow y col 1996a) y testiculos (Sur y col 1997); sin
embargo, se multiplica preferentemente en MAPs
inmaduros o recientemente activados (Molitor y col
1997). Los principales signos clinicos de la enfermedad
incluyen cuadros respiratorios en cerdos jévenes, carac-
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terizados por disnea, hiperapnea y taquipnea (Done y
Paton 1995, Rossow y col 1995), asi como edema
periocular, conjuntivitis y aumento de tamafio de los
nédulos linfaticos (Rossow y col 1994, Rossow y col
1995, Done y Paton 1995). A su vez, hay fallas
reproductivas en cerdas gestantes caracterizadas princi-
palmente por abortos tardios (Chistianson y col 1992,
Done y Paton 1995, Rossow 1998, Nodelijk 2002).

Los cambios hematoldgicos mas importantes son ane-
mia y un incremento significativo en la relacion mieloide:
eritroide (M:E) entre los 3 y 21 dias postinoculacién (dpi)
(Halbur y col 2002). Se ha descrito también leucopenia
asociada a disminucién de linfocitos y monocitos entre
los 3 y 7 dpi (Nielsen y Bgtner 1997, Feng y col 2001,
Halbur y col 2002).

Las lesiones mds comunes se producen en los pul-
mones y 6rganos linfoides (Rossow y col 1995), aunque
macroscopicamente las lesiones pulmonares resultan
poco evidentes (Nodelijk, 2002) ya que pueden ser
inaparentes o presentar consolidacién difusa en los 16bu-
los craneales (Rossow y col 1995) asociado, principal-
mente, a infecciones bacterianas secundarias (Rossow
1998). Los nédulos linfaticos aumentan 2 a 10 veces su
tamafio normal (Rossow y col 1995). Histol6gicamente
la lesion mds caracteristica de los pulmones corresponde
aneumonia intersticial con engrosamiento de los septos,
hiperplasia e hipertrofia de los neumocitos tipo II,
hiperplasia del tejido linfoide peribronquial y peribron-
quiolar e infiltrado perivascular linfoplasmocitario
(Rossow y col 1994, Done y Paton 1995, Rossow y col
1995, Halbur y col 1996b, Rossow 1998). Las lesiones
en nédulos linfdticos y bazo se caracterizan por
hiperplasia de centros germinales, deplecién y apoptosis
(Rossow y col 1995, Halbur y col 1996b, Rossow 1998).
También se han descrito rinitis, miocarditis, hepatitis y
meningoencefalitis no purulentas (Pol y col 1991, Collins
y col 1992, Rossow y col 1995, Halbur y col 1996b,
Rossow y col 1996b, Rossow y col 1999).

En Chile, el PRRS fue diagnosticado el afio 2000 y
actualmente es una enfermedad endémica sometida a un
programa de erradicacion (Ruiz y col 2003). El presente
trabajo se planted con el fin de caracterizar las manifes-
taciones hematoldgicas y lesiones de cerdos inoculados
con el aislado chileno del vPRRS.

MATERIAL Y METODOS

VIRUS. Se utilizé el aislado chileno del vPRRS (cepa
2402), serotipo norteamericano, proporcionado por el
Servicio Agricola y Ganadero (SAG), mantenido en cul-
tivos celulares de linea MARC-145, sometida a dos pa-
sajes y a una concentraciéon de 10>* TCID, (dosis
infectante de cultivo celular). El virus fue inoculado ini-
cialmente en tres cerdos provenientes de ntcleos
genéticos de alta salud, libres de PRRS, para reactivar su
patogenicidad. Los cerdos fueron mantenidos en salas
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de aislamiento de la Unidad de Control de Productos
Bioldgicos del Departamento de Laboratorios y Estacio-
nes Cuarentenarias Agricolas y Pecuarias, Complejo Lo
Aguirre (Chile) perteneciente al SAG, el cual dispone de
las medidas de bioseguridad para evitar su difusién al
exterior. De estos animales se obtuvo suero en fase
virémica (7 dpi), comprobado por RT-PCR, el cual se
filtr6 utilizando filtros de microporo de 0,2 um y se le
adicionaron 100 Ul/ml de penicilina y 100 mg/ml de
estreptomicina, 24 horas antes de la inoculacién de los
cerdos del grupo experimental.

CERDOS EXPERIMENTALES E INSTALACIONES. Para este
estudio, se utilizaron 12 cerdos hibridos, de ambos sexos
(5 hembras y 7 machos), de 3 semanas de edad y 6 kg de
peso vivo al inicio de la experiencia. Los animales se
obtuvieron del mismo origen que los cerdos utilizados
para la reactivacion viral y fueron mantenidos en las mis-
mas dependencias anteriormente mencionadas, pertene-
cientes al SAG. A su llegada, los animales fueron dividi-
dos, al azar, en 4 grupos de 3 animales cada uno. Uno de
los grupos se utiliz6 como control y fueron mantenidos
en la unidad de aislamiento A. Los tres grupos restantes
fueron localizados en la unidad de aislamiento B. Todos
los animales permanecieron una semana en aclimatacion,
manteniéndose en sus respectivas unidades de aislamien-
to, cada una de las cuales cuenta con corrales adaptados
para cerdos, de 6 m2, con piso elevado de concreto par-
cialmente cubierto con slat, ventilacién mecanica y tem-
peratura controlada. Durante este periodo se determiné
que todos los animales estaban libres de vVPRRS median-
te ELISA (Laboratorio IDEXX®) y RT-PCR, asi como
de patégenos bacterianos mds comunes mediante culti-
vos. Posteriormente, los tres grupos de cerdos localiza-
dos en la unidad B, fueron inoculados con 7 ml intranasal
y 0,7 ml intramuscular de suero de cerdos virémicos. Los
animales del grupo control (unidad A) fueron inocula-
dos por las mismas vias y dosis con PBS estéril. La trans-
mision de la enfermedad a través del personal fue preve-
nida a través de medidas de bioseguridad (ducha y cambio
de ropa antes del ingreso a las unidades de aislamiento,
uso de mascarillas y cofia). Ambas unidades (A y B) fue-
ron equipadas con filtros de aire hepa.

Durante el periodo experimental, todos los cerdos se
mantuvieron con alimento sin antibiéticos y agua ad
libitum. Adicionalmente, se control6é en forma diaria la
temperatura corporal y se monitorearon los sintomas cli-
nicos, especialmente aquella que indique decaimiento,
anorexia, deshidratacién, dificultad respiratoria, secre-
cién nasal, eritema de la piel (orejas, abdomen) y sinto-
mas nerviosos.

OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE. Previo al sacrifi-
cio de los animales, se obtuvieron muestras de sangre a
los 0, 7, 14 y 21 dpi a través de una puncién en la vena
cava anterior, utilizando tubos al vacio con anticoagulante
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(EDTA) y sin anticoagulante. Los tubos con EDTA fue-
ron refrigerados a 4°C para realizar hemogramas com-
pletos. Con el suero obtenido de las muestras sin
anticoagulante se determinaron las proteinas séricas y se
realizaron pruebas de ELISA (Laboratorio IDEXX®),
siguiendo el protocolo del fabricante, y RT-PCR (Shin y
col 1997).

SACRIFICIO, NECROPSIA Y TOMA DE MUESTRAS PARA
HISTOPATOLOGIA Y MEDULA OSEA. El grupo control se
sacrificé el dia 0 (n=3), dos horas posteriores a la inocu-
lacién de todos los animales, con el fin de obtener mues-
tras control para histopatologia, inmunohistoquimica y
RT-PCR. Por otra parte, los tres grupos de cerdos inocu-
lados fueron sacrificados a los 7 (n=3), 14 (n=3) y
21 (n=3) dpi, para lo cual se tranquilizaron con acepro-
mazina al 1% utilizando una dosis de 0,5 mg/kg de peso
vivo via intramuscular, y se anestesiaron con tiopental
sodico diluido al 5%, utilizando una dosis de induccion
de 50 mg/kg. Posteriormente, se utilizé el método de
perfusion intravascular con tampén fosfato 0,1 M (pH
7,4) a una presién de 80 mm de mercurio. Por otra parte,
se observaron y registraron las lesiones externas presen-
tadas por cada uno de los cerdos sacrificados y se obtu-
vieron frotis de médula ésea desde las esternebras a tra-
vés de un corte transversal del esternon. Asi también, se
obtuvieron muestras de cornetes nasales, tonsila, nddulos
linfaticos retrofaringeos y mediastinico, pulmén (segmen-
to medio del I6bulo cardiaco), bazo, timo, corazén, higa-
do y encéfalo para histopatologia, las cuales fueron fija-
das, por 24 a 48 horas, en formol tamponado al 10%.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Hematologia. El volumen globular (VG), el recuento to-
tal y diferencial de leucocitos fue obtenido a través de
los métodos convencionales descritos por Schalm y col
(1975). El fibrindgeno se calcul6 a través de la diferen-
cia entre proteinas plasmaticas totales y proteinas séricas
obtenidas a partir del suero de las muestras de sangre sin
anticoagulante.

Médula 6sea. Los frotis de médula 6sea fueron tefiidos
con solucion Giemsa. Para el recuento celular, se utilizd
un microscopio de luz con aumento de 1000X y se con-
taron 500 células al azar diferenciando aquellas que per-
tenecen a la linea mieloide y a la linea eritroide. La rela-
cién mielode: eritroide (M:E) se obtuvo por la divisién
del total de células mieloides por el total de células
eritroides.

Histopatologia. Los tejidos fueron procesados utilizan-
do un procesador Shandon (modelo Citadel 1000) con
bomba de vacio y un Centro de Inclusién Microm (mo-
delo AP280-2). De los bloques de parafina se realizaron
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cortes de 4 um con un micrétomo Leica (modelo
RM2045), los que fueron tefiidos con hematoxilina y
eosina. Posteriormente los tejidos fueron observados y
fotografiados con un microscopio Zeiss (modelo
Axioskop 50).

ANALISIS ESTADISTICO. Los resultados del estudio
hematolégico y de médula 6sea fueron sometidos a ana-
lisis de varianza de una via para determinar diferencias
entre las medias de los grupos, con un 95% de confianza.
Cuando el andlisis resultd significativo, las medias de
los grupos fueron testeadas a través del método de com-
paracién de medias Least-Significant-Differences (LSD)
para establecer diferencias significativas. Para este pro-
cedimiento se utilizé el programa computacional SPSS
version 10,0 para Windows (SPSS Inc 1989-1999)

RESULTADOS

En el 100% de los cerdos inoculados se detect6 el
virus, mediante RT-PCR, en muestras de suero sangui-
neo alos 7y 14 dpi, disminuyendo estos valores a 67% a
los 21 dpi. Los anticuerpos anti-vPRRS fueron detecta-
dos por ELISA desde los 14 dpi en el 50% de los cerdos
y en el 100% a los 21 dpi. A través de la inmunohisto-
quimica se detecté inmunorreaccion en cornetes nasales,
tonsila, nodulos linfaticos retrofaringeos y mediastinicos,
parénquima pulmonar, bazo, timo, corazén e higado afec-
tando preferentemente macréfagos residentes de los teji-
dos analizados. Los cerdos controles fueron negativos
para las tres pruebas.

ESTUDIO HEMATOLOGICO. Se observé una disminucién
del VG (P<0,05) en los cerdos de los grupos inoculados.
Las PPT y fibrinégeno no presentaron cambios signifi-
cativos (P>0,05); sin embargo, se observo una tendencia
a aumentar en el tiempo. El nimero de leucocitos au-
mento asociado al incremento en el recuento de monocitos
(P<0,05). Los linfocitos, neutréfilos y eosindfilos no pre-
sentaron cambios significativos (P>0,05) (cuadro 1).

ANALISIS DE MEDULA OSEA. Las medias de la relacion
M:E de los cerdos inoculados y controles no presentaron
modificaciones relevantes entre grupos (cuadro 2).

MANIFESTACIONES CLINICO-PATOLOGICAS. Se observo
conjuntivitis en dos cerdos a los 7 dpi, un cerdo a los 14
dpiy en dos cerdos a los 21 dpi. Ningtin animal present6
aumento de temperatura corporal ni sintomatologia res-
piratoria. Los cerdos sacrificados a los 21 dpi presenta-
ron retraso en el crecimiento, pelaje hirsuto, edema
periocular y leve aumento de tamafio de los nédulos
linfaticos inguinales, mandibulares, retrofaringeos,
presternales y mediastinicos. Ningin cerdo presentd le-
siones neumonicas evidentes.
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Cuadro 1. Promedios (xDE) de los valores hematoldgicos obtenidos de los cerdos controles a los 0 dpi y en los cerdos inoculados
con el aislado chileno del vPRRS, obtenidas a los 0, 7, 14 y 21 dpi.

Means (xSD) of haematological values obtained from the control pigs and pigs inoculated whit Chilean PRRSv isolates obtained at 0,

7, 14 and 21 dpi.

Grupos VG PPT Fibrindgeno RTL Linfocitos Neutrofilos ~ Monocitos  Eosinofilos
DPI (%) (g/L) (/L) (u) (ul) (ul) (ul) (ub)

Control

0 (n=3) 38,7(1,2)® 51,3(£5)* 33 (£1,2)* 14533 (£4356)®  8821(£1599)* 4878(x1381)*  527(£218)*  82(87)?

Inoculados

0 (n=9) 40,3(+1,6)* 50,7(£2)* 3,1(x1,1)* 13772(£3631)>  7314(x1033)"  5478(x1129)*  550(+220)*  45(£69)
7 (n=9) 354(x1,7)°  55,8(x8,1) 3,6(2,4)%  15683(+3116)™  8834(x1678)* 5680(x1678)*  906(£360)*  34(+94)?
14 (n=6) 31,2(x6,2)° 57,3(£3.5) 4.8(x1,6) 18816(£2946)*  9000(x753)*  7276(x941)*  1913(809)°  62(£94)
21 (n=3) 33,7(x0,6)  51,3(3,1) 47(£2,3)  20216(£4573)*  9568(x1415)*  7413(x1496)* 3032(+202)¢  66(+121)*

Letras diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas (P<0,05).

RTL= Recuento total de leucocitos.

Cuadro 2. Promedios (#DE) del niimero de células mieloides
(M), eritroides (E) y relaciéon M: E obtenidas de los cerdos
controles, sacrificados a los 0 dpi (n=3), y de los cerdos inocu-
lados con el aislado chileno del vPRRS, sacrificados a los 7
(n=3), 14 (n=3) y 21(n=3) dpi.

Mean (£SD) numbers of myeloid (M), erythroid (E) and
M:E ratio obtained from the control pigs, and pigs inoculated whit
Chilean PRRSv isolates sacrificed 7 (n=3), 14 (n=3) and 21(n=3) dpi.

DPI Mieloide Eritroide Relacion M:E
Control
0 253,3 (£ 5)* 246,7 (£ 5)* 1(x0,04)*
Inoculados
7 2603 (£ 1,5)* 2397 (x1,5* 1,1 (£0,01)*
14 2653 (£5,7)* 2347 (5,7 1,1 (x0,05*
21 2553 (£ 11,2)* 2447 (£ 11,2* 1,1 (£0,1)*

Letras diferentes en sentido vertical indican diferencias signi-
ficativas (P<0,05).

LESIONES HISTOPATOLOGICAS

Organoslinfoides: Los cerdos controles presentaron leve
actividad mitética y escasas necrosis aisladas en los
foliculos, mientras que en todos los cerdos inoculados se
observé aumento de la actividad mitdtica, necrosis
linfoides aisladas, deplecion leve y activacion de centros
germinales. Las lesiones variaron en distribucién e in-
tensidad con el transcurso de la infeccion. Los nédulos
linfaticos mediastinicos presentaron las lesiones mads in-
tensas de todos los 6rganos linfoides evaluados y fueron
evidentes a los 7 y 14 dpi, con mayor severidad a los 21
dpi al igual que lo observado con los nédulos linfaticos
retrofaringeos (figura 1). En la tonsila, las lesiones de
mayor intensidad se registraron a los 7 y 14 dpi en el
area folicular y se observé gran cantidad de detritus ce-
lulares, infiltracion mononuclear de moderada intensi-
dad y grupos de células necréticas dentro de las criptas.
En el timo, las lesiones se observaron tanto en la corteza
como en la médula con mayor intensidad a los 21 dpi. En
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Figura 1. N6dulo linfatico mediastinico: Multiples células en
necrosis con condensacion densa de la cromatina (») y frag-
mentacion nuclear (—) (7 dpi). H&E, x1000.

Mediastinic lymph node: Multiple necrotic cells in the
lymphoid follicle with dense condensation of the chromatin (») and
nuclear fragmentation (—) (7 pid). H&E, x1000.

el bazo se presentaron necrosis aisladas tanto en foliculos
como en vainas linfoides periarteriolares (PALS) y la
mayor intensidad de las lesiones se observé a los 14 dpi
(cuadro 3).

Organos respiratorios: Las lesiones en los cornetes

nasales fueron similares en todos los cerdos, pero con
distinta frecuencia e intensidad. Se observo rinitis carac-
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Cuadro 3. Lesiones histopatoldgicas encontradas en los 6rganos linfoides en los cerdos del grupo control e inoculados con el

aislado chileno del vPRRS.

Histopathological lesions found in lymphoid organs of the control pigs and pigs inoculated a Chilean vPRRS isolate.

Dias post inoculacién

CONTROL 7 14 21

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Tonsila
Detritus en criptas + ++ ++ ++ +++ ++ ++ +++ A+ + ++ ++
Deplecién en foliculos - - - + + - - + + - + +
Necrosis linfoide aisladas + + + ++ 4+ + ++ ++ ++ + + ++
Timo
Infiltracion de eosindfilos + + + ++ ++ + ++ +++ ++ ++ ++
Necrosis linfoide + + + ++ ++ + ++ ++ ++ +++ A+t
Nodulo linfatico retrofaringeo
Corteza
Deplecién de foliculos - - - - - - _ _ - — _ _
Necrosis linfoide + + + + + + + + + + ++ ++
Nodulo linfatico mediastinico
Corteza
Deplecion de foliculos - - - + + - - + + + + ++
Necrosis linfoide + + + ++ ++ ++ ++ +++ 4+ ++ +++
Bazo
Foliculos
Deplecién - - - - - - - - + — _ _
Necrosis linfoide + + + ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++
PALS
Deplecién - - - - - - - - + — _ —
Necrosis linfoide + + + ++ ++ ++ +++ A+ ++ [++ [++

« Intensidad de la lesion: —: ausencia, +: leve, ++: moderado, +++: intenso.
» Nimeros del 1 al 3 indican los diferentes cerdos durante cada necropasia.

* PALS: Vainas linfoides periarteriolares.

terizada por infiltracién subepitelial multifocal de
macroéfagos, linfocitos y algunos polimorfosnucleares en
la 1dmina propia con pérdida de la integridad epitelial e
infiltracion leucocitaria de éste, con mayor intensidad a
los 14 dpi.

Todos los cerdos inoculados presentaron neumonia
intersticial caracterizada por infiltracion septal de célu-
las mononucleares y la mayor intensidad se observo a
los 14 dpi (figura 2 y 3). Ademds, se encontré aumento
de MAPs, necrosis celulares aisladas y sincicios en los
septos y alvéolos, dreas focales de colapso e infiltracion
linfoide perivascular leve. A los 21 dpi, la infiltracién de
los septos fue menos intensa y se observé hiperplasia del
tejido linfoide peribronquiolar y escaso exudado en los
conductos (cuadro 4).

Higado: Se observé hiperplasia e hipertrofia de las célu-

las de Kiiffer e infiltrados mononucleares focales intralobu-
lillares y periportales, siendo mds intensas a los 14 dpi.
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Corazon: Las alteraciones en este 6rgano se limitaron a
cuadros de miocarditis focal leve con infiltrado
mononuclear de baja intensidad en el intersticio alrede-
dor de vasos y entre las fibras musculares en un cerdo a
los 7 dpi, en los tres cerdos a los 14 dpi y en dos cerdos a
los 21 dpi.

Sstema nervioso central: En el encéfalo se observaron
manguitos perivasculares no purulentos de tipo
linfocitario tanto en la sustancia blanca como en la gris
de cerebro y cerebelo (figura. 4). Estas lesiones no fue-
ron constantes, observandose en dos cerdos en cerebelo
alos 7 dpi, en tres cerdos en cerebro y en dos cerdos en
cerebelo a los 14 dpi y en un cerdo en cerebro y cerebelo
alos 21 dpi. En las meninges también se observaron dis-
cretos manguitos en un cerdo a los 7 dpi, en tres cerdos a
los 14 dpi y en un cerdo a los 21 dpi.
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Cuadro 4. Lesiones histologicas encontradas en el pulmén de los cerdos controles e inoculados con el aislado chileno del vPRRS.

Histopathological lesions found in lungs of the control pigs and pigs inoculated with a Chilean vPRRS isolate.

Hiperplasia Tejido
Dfas post Neumonitis Necrosis aisladas en Aumento Infiltrado Linfoide
inoculacién células septales MAPs Perivascular Peribronquiolar
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
CONTROL
0 - - - - + - - - - - - - - + +
INOCULADOS
7 + ++ A+t + + - + - - - - - - + ++
14 ++ + + - +++ + + + + - + ++ ++
21 ++ ++ ++ - + - + + + + + + ++ ++

« Intensidad de la lesién: —: ausencia; +: leve; ++: moderado; +++: intenso.
» Nimeros del 1 al 3 indican los diferentes cerdos durante cada necropsia.

Figura2. Pulmén: Neumonia intersticial con infiltrado
mononuclear en septos e hiperplasia del tejido linfoide
peribronquial(—) (21 dpi). H&E, x100.

Lung: Interstitial pneumonia with mononuclear septal
infiltrated and peribronchial hyperplasia of lymphoid tissue (—) (21
pid). H&E, x100.

DISCUSION

El aislado chileno del vPRRS produjo alteraciones
hematoldgicas evidentes entre los 7 'y 21 dpi, caracte-
rizadas principalmente por disminucién del VG y au-
mento de leucocitos asociado a un incremento de
monocitos. Las infecciones bacterianas o virales pue-
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Figura 3. Pulmén: Engrosamiento de septos por infiltrado de
macroéfagos y linfocitos (7 dpi). H&E x400.

Lung: Septal thickening by infiltration of macrophages
and lymphocytes (7 pid). H&E x400.

den causar anemia, producto de las reacciones
inflamatorias que ejercen estos agentes en los tejidos
(Stockham 2000), la cual estaria mediada por citoquinas
secretadas durante la inflamacioén, lo que trae como con-
secuencia una menor disponibilidad de hierro, dismi-
nucién en la supervivencia de los eritrocitos y menor
respuesta de la médula 6sea a la eritropoyetina (Trevor
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Figura 4. Cerebelo: Manguito perivascular no purulento (14
dpi). H&E x400.

Cerebellum: Non- suppurative perivascular cutfs (14 pid).
H&E x400.

y Harrus 2000). Al respecto, se ha demostrado que los
cerdos infectados con el vPRRS presentan un aumento
de citoquinas inflamatorias, liberadas desde los
macréfagos (Feng y col 2003, Labarque y col 2003),
las cuales podrian iniciar y mediar la disminucién del
VG. A su vez, estos cambios también podrian explicar-
se a través del efecto directo sobre la médula 6sea que
ejerceria el VPRRS como consecuencia de la replicacion
viral, lo que produciria la inhibicién de los precursores
eritroides; sin embargo, la presencia del vPRRS en la
médula 6sea no ha sido demostrada eficientemente
(Halbur y col 2002), por lo cual este mecanismo no esta
claramente establecido.

El aumento del fibrin6geno en la sangre es un claro
indicador de inflamacién aguda, ya que en estos proce-
sos la medicién de proteinas de fase aguda se presentan
aumentadas (Thorn 2000). En este estudio no se presen-
té un aumento significativo en los niveles de fibrinégeno
en los cerdos inoculados con el vVPRRS, aunque si fue
posible observar una tendencia a aumentar entre los 14y
21 dpi. Por otra parte, tampoco se observaron alteracio-
nes a nivel de médula dsea, lo cual difiere con lo descrito
por Halbur y col (2002), quienes observaron un aumento
considerable en la relacion M:E desde los 3 dpi en cer-
dos infectados con aislados norteamericanos de alta
virulencia.
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El aumento en el recuento de leucocitos totales aso-
ciado a un incremento en los monocitos circulantes po-
dria ser explicado por la mayor demanda de estas células
asociado a la replicacién viral en macréfagos y el efecto
citolitico que este ejerce sobre ellas. Rossow y col (1995)
establecen que la afinidad del vPRRS por macréfagos
alveolares gatilla el reclutamiento de otras poblaciones
de macréfagos. Para que ello ocurra, necesariamente de-
beria aumentar la poblacién de monocitos circulantes;
sin embargo, se ha demostrado que el virus causa
leucopenia entre los 3 'y 7 dpi, debido a una disminucién
en los linfocitos, monocitos y neutréfilos (Rossow y col
1994, Nielsen y Bgtner 1997, Halbur y col 2002). Esto
resulta dificil de precisar en esta experiencia, ya que no
se realizaron hemogramas entre los 0 y 7 dpi.

Por otra parte, las lesiones externas observadas en la
necropsia resultan similares a las descritas por Rossow y
col (1995) y Halbur y col (1996b) en cerdos inoculados
con aislados norteamericanos del vPRRS, aunque el ais-
lado chileno no presenta la regularidad e intensidad de
las lesiones observadas con aislados de alta virulencia
descritas por estos autores.

Histopatolgicamente, los 6rganos linfoides presen-
taron activacion de centros germinales e incremento de
actividad mitética a los 14 y 21 dpi. Por otra parte, se
observaron en forma constante necrosis aisladas en
foliculos y tejido linfoide difuso, las cuales han sido des-
critas ampliamente como fendmenos de apoptosis; sin
embargo, se ha demostrado que las células que presen-
tan apoptosis no necesariamente son aquellas células in-
fectadas por el virus, ya que las citoquinas liberadas du-
rante los procesos inflamatorios en los tejidos infectados
también pueden inducir apoptosis (Sur y col 1998,
Labarque y col 2003). Con respecto a los 6rganos respi-
ratorios, en las vias aéreas se observo rinitis, especial-
mente en los cerdos sacrificados a los 14 dpi, lo cual
concuerda con lo descrito por Pol y col (1991), Rossow
y col (1995) Halbur y col (1995) y Halbur y col (1996b).
Los macréfagos asociados a la mucosa nasal serfa uno
de los sitios primarios de replicacion del vPRRS (Rossow
1998), lo cual explicaria las lesiones observadas en los
cornetes nasales de los cerdos de esta experiencia. En
cuanto a las lesiones pulmonares, en este estudio no se
observaron lesiones macroscépicas evidentes, aunque al-
gunos autores sefialan alteraciones caracterizadas prin-
cipalmente por cambios de color y firmeza del
parénquima pulmonar en distintos 16bulos (Rossow y col
1995, Halbur y col 1996b). La ausencia de lesiones
macroscépicas especificas en los pulmones de los cer-
dos infectados concuerda con lo descrito por Nodelijk
(2002), quien indica que las lesiones son fundamental-
mente histolégicas en este érgano, a no ser que se pre-
senten infecciones bacterianas secundarias (Rossow y col
1995), aunque la intensidad de las neumonias puede va-
riar, segun la virulencia de los distintos aislados virales
(Halbur y col 1996b). Por otra parte, las lesiones mi-
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croscépicas encontradas en los pulmones en esta expe-
riencia se caracterizaron por presentar un tipico patrén
de neumonia intersticial como la descrita ampliamente
por diversos autores (Pol y col 1991, Collins y col 1992,
Rossow y col 1994, Rossow y col 1995, Halbur y col
1995, Halbur y col 1996b). Las lesiones pulmonares se
presentaron en todos los cerdos inoculados siendo mds
intensas a los 14 dpi, lo que concuerda con lo indicado
por otros autores, quienes describen la presentacion de
neumonia intersticial entre los 3 y 28 dpi, con mayor in-
tensidad alrededor de los 10 dpi (Collins y col 1992,
Rossow y col 1995, Halbur y col 1996b).

Los infiltrados mononucleares encontrados en higa-
do y corazén se deberfan a la migracion de macréfagos
infectados a estos tejidos (Rossow 1998), sin embargo,
la leve intensidad de las lesiones que se observo en estos
6rganos sugiere que la replicacion viral en ellos resulta-
ria escasa o nula.

En este estudio fue posible observar encefalitis y
meningitis de leve intensidad, las cuales no se presenta-
ron de forma constante en todos los cerdos, lo cual difie-
re de lo descrito en estudios previos realizados con cepas
altamente virulentas donde las lesiones encefalicas afec-
taban a todos los cerdos infectados con intenso infiltrado
perivascular (Collins y col 1992, Rossow y col 1995,
Rossow y col 1996b, Rossow y col 1999, Halbur y col
1995, Halbur y col 1996b). A su vez, estd demostrado
que el vPRRS puede replicar en células de la microglia
del cerebro (Molitor y col 1997) y causar lesiones y sig-
nos clinicos compatibles con meningoencefalitis (Rossow
y col 1999); sin embargo, la intensidad de las lesiones
del encéfalo presentan claras variaciones, segun la viru-
lencia de los distintos aislados como lo demostraron
Halbur y col (1996b). Esto podria explicar la presenta-
cion de lesiones encefélicas leves e inconstantes en los
cerdos inoculados con el aislado chileno.

De acuerdo a los estudios de patogenicidad y viru-
lencia realizados por varios autores (Collins y col 1992,
Rossow y col 1995, Rossow y col 1996b, Rossow y col
1999, Halbur y col 1995, Halbur y col 1996b), las lesio-
nes observadas en esta experiencia demuestran que el
cuadro corresponde a una infeccién multisistémica, aun-
que la intensidad leve e inconstante de las lesiones
macroscépicas y microscépicas de érganos linfoides,
coraz6n y encéfalo sugieren que el aislado chileno del
VPRRS seria de baja virulencia.

RESUMEN

El presente trabajo se plante6 con el fin de caracterizar las
manifestaciones hematolégicas y lesiones de cerdos inoculados
con el aislado chileno del vPRRS. Se utilizaron 12 cerdos de 3
semanas de edad divididos en 4 grupos de 3 animales cada
uno, uno de los cuales correspondid al grupo control que fueron
sacrificados a los O dias postinoculacién (dpi), y los 3 grupos
restantes a los cerdos inoculados que fueron sacrificados a los

158

158

7,14y 21 dpi. Durante cada muestreo se recolectd sangre para
hemogramas y al sacrificio se determinaron las lesiones
macroscépicas y se tomaron muestras para frotis de médula
Osea y para histopatologia. Los resultados de este estudio
revelaron alteraciones hematoldgicas caracterizadas por
descenso del volumen globular (P<0,05) y aumento en el
recuento de leucocitos totales (P<0,05) asociado a un aumento
de los monocitos. La médula ésea no presentd variaciones en
la relacién de células mieloides y eritroides (P>0,05). Las
lesiones macroscopicas fueron de leve intensidad y
caracterizadas principalmente por la presencia de conjuntivitis,
edema periocular y leve aumento de tamaiio de los linfonédulos.
Las lesiones microscépicas se caracterizaron por la presencia
de neumonia intersticial, deplecién y necrosis linfoide en
organos linfoides, rinitis, hepatitis, miocarditis y encefalitis no
purulenta. Estos hallazgos sugieren que el aislado chileno del
PRRSyv corresponderia a uno de baja virulencia.
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