
control negativo para las tres muestras. Las muestras M4 y M5 fueron inoculadas a la vez que M3

pero no se recolectaron hasta 12 y 26 horas después. Para estas muestras se utilizó un control

negativo individual. Los controles negativos fueron suspensiones de PAM en medio RPMI-1640 sin

adición de virus.

En el experimento 2, a las 2 (muestra (N) 1), 14 (N2) y 22 (N3) horas PI vírica, los PAM fueron

inoculados con#. parasuis a proporción PAM:bacteria de 1:25. Se recogieron muestras de células

infectadas dualmente con el virus y k bacteria a los O, 30 y 90 minutos PI bacteriana siendo

inmediatamente después fijadas con una mezcla del 1.5% de ghitaraldehido y 1.5% de para-

formaldehide. La infección bacteriana se realizó simultáneamente en los tres grupos de infección

vírica, dado que el protocolo de infección para estas muestras supuso infectar primero N3, 8 horas

después N2 y 20 horas después NI, de manera que cumplieron el tiempo PI vírica simultáneamente.

Se utilizó un control negativo válido para las tres muestras correspondiente a una suspensión de

PAM en medio RPMI-1640 sin adición de virus. Como controles de inoculación vírica se utilizaron

las mismas muestras NI, N2 y N3 pero sin k adición de bacteria. Como controles de inocukción

bacteriana se utilizaron cultivos de PAM en medio RPMI-1640 con tiempos de incubación

bacteriana de O, 30 y 90 minutos. En k tabk 1 se presenta el diseño experimental para el

experimento 2.

Tabk 1. Esquema del diseño del experimento 2 mostrando los tiempos de inocukción vírica y

bacteriana de los cultivos de PAM

Tratamiento
.___

—PRRS2h
PRRS2h
PRRS14h
PRRS14h
PRRS22h
PRRS22h

—H. parasuis

—H. parasuis

—H. parasuis

—
H. parasuis

Minutos PI bacteriana

—0

—0

0

0

30

—30____

30

—30

—90

—90

—90

—90

Imnunofluorescencia indirecta (IFA) para la detección de PRRSv: Paralelamente, para cada

muestra procesada, 2 horas antes de cumplirse el tiempo de incubación vírica deseado, se tomaron
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200 |iL de suspensión de PAM que se colocó en un póculo de cristal con un cubreobjetos

redondeado de 0.8 cm de diámetro en el fondo. Se permitió k adherencia de los PAM durante 2

horas al cubreobjetos y posteriormente se realizó la técnica de inmunofluorescencia indirecta (DFA),

previamente descrita en k literatura (Yoon et al, 1992).

Microscopía Electrónica de Transmisión: Posteriormente a la fijación, los PAM fueron lavados 2

veces con PBS 0.1 M durante 5 minutos cada vez y se realizó una post-fijación con tetróxido de

osmio (OsU4) al 1% en PBS 0.1 M durante 1 hora. A continuación se realizaron 2 lavados más de

las céhüas, se deshidrataron en una serie creciente de acetonas (25%, 50%, 70%, 95%, 100% y

100% con Alumina activada como agente deshidratante) y fueron embebidas en resina Epon-

Araldita. Los cortes se realizaron a con un lütramicrotomo Ultracut E (Reichert-Jung). Las

secciones semifinas fueron teñidas con azul de tohiidina y ks rejflks con cortes uftrafinos fueron

contrastadas con acetato de uranilo y citrato de plomo. La observación de ks muestras se realizó a

través de un microscopio electrónico de transmisión JEM-1200 Ex H (Jeol).

Clasificación ultraestructural de los PAM: La morfología celular fue determinada por el contaje

de 100 PAM por tratamiento, a un aumento de IS.OOOx. Los parámetros medidos, modificación de

una cksificación descrita previamente (Fuentes, 19S6), incluyen k presencia y número de lisosomas,

presencia de fàgosomas y presencia de fagolisomas.

Esta cksificación contiene 7 categorías distintas incluidas en 5 grupos:

Categoría A. Número de céhüas en reposo; uhraestructurahnente poseen 5 o menos lisosomas por

céhik.

Categoría B. Número de céhüas con un mayor número de lisosomas (X):

Bl. Baja presencia de lisosomas (5<X<10)

B2. Mediana presenck de lisosomas (10<X<20)

B3. Elevada presencia de lisosomas (>20)

Categoría C, Número de céhüas con fàgosomas.
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Categoría D. Número de células con fagolisosomas.

Categoría E. Número de células degenerativas (definidas como células que han perdido su

integridad ukraestructural). I

Cada célula examinada fue asignada a una sola de las mencionadas categorías. Si una célula cumplía I

los requisitos de más de una categoría, ésta fue clasificada en la categoría que suponía un mayor

estado de evolución celular (estado de activación más avanzado).

Paralelamente, los PAM fueron clasificados según su grado de vacuolización usando el baremo

siguiente: •

Categoría A Células sin vacuolización aparente. I

Categoría B. Células con menos de 5 vacuoks endocíticas y de tamaño inferior a 1 ¿un.

Categoría C. Células con más de 5 vacuolas endocíticas y de tamaño inferior a 1 nm. I

Categoría D. Células con menos de 5 vacuolas endocíticas y de tamaño superior a 1 (jm.

Categoría E. Células con más de 5 vacuoks endocíticas y de tamaño superior a 1 pm. 11

I
El término Porcentaje de Células Activadas (PCA) utilizado en este trabajo significa el número total _

de células menos el número de células en reposo (células de la categoría A) y número de células •

degenerativas (células de la Categoría E) (valor expresado en porcentaje).

Para el experimento 1 se definió el Porcentaje de Fagocitosis No específica (PFNE), calcukdo •

sumando el número de células de ks categorías C (celdas con fkgosomas) y D (células con i

fagolisosomas). En el caso del experimento 2 se definió un Porcentaje de Fagocitosis Específica •

(PFE), que expresó el porcentaje de PAM que presentaron internalizadas al menos una bacteria,

independientemente del porcentaje final suma de fagosomas y fagolisosomas. I

ü
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Análisis estadístico: Para determinar diferencias entre tratamientos se utilizó un modelo aditivo

linear para datos categóricos del análisis de la varianza. Se consideró una diferencia significativa

entre tratamientos cuando p<0.05.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Características ultraestructurales de PAM infectados in vitro con PRRSv.

Un 95% de"las células presentes en el lavado broncoalveolar fueron identificadas como células

macrofágicas en base a sus características morfológicas a través de la observación en microscopio

óptico (extensiones directas de fluido broncoalveolar y cortes semifinos (Figura 1)). El resto de

células fueron identificadas como linfocitos, polimorfonucleares neutrófilos y eritrocitos.

La viabilidad celular calculada a través de k tinción de azul tripano fue del 88-95% en todos los

grupos, no hallándose diferencia significativa (p>0.05) entre grupos inoculados con virus (Ml, M2,

M3, M4 y M5) ni entre éstos y los controles negativos.

La prueba de IFA demostró positividad específica en todos los tiempos PI vírica (Figura 2). El

porcentaje de células positivas fue realmente muy bajo para todos ellos, siendo menor del 3% para

las 2 horas PI y entre el 3-10% para el resto de tiempos.

Ultraestructuralmente, los PAM presentaron una forma predominantemente esférica, diámetro

variable entre 8 y 15 (¿m. y relación nucleo:citoplasma entre 1:3 y 1:5. El núcleo era habitualmente

indentado, y el citoplasma contenía una cantidad variable según tratamiento de vacuolas endocíticas,

lisosomas, fàgosomas y fagolisosomas. No se apreció diferencia ultraestructural en mitocondrias,

aparato de Golgi y retículo endoplasmático entre los distintos tratamientos. Respecto a los controles

negativos, k presencia de virus provocó una disminución del número de seudopodios

(prolongaciones citopksmáticas) de los PAM y un aumento especialmente de lisosomas a ks 2

horas PI, que se mantiene hasta ks 48 horas PI. El número de células que presentaron fàgosomas y

fagolisosomas aumentaron de forma continua entre ks 2 y 48 horas PI (Tabk 1). La presencia de

vacuolas endocíticas también se encontró aumentada tanto en tamaño como en número en los
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grupos con inoculación vírica, y ésta tendía a aumentar con el tiempo de incubación (Tabla 2), no
\

obstante la diferencia entre grupos no fue significativa (p>0.05).

Tabla 1. Cambios ultraestnicturales de PAM infectados y no infectados con PRRSv.

CATEGORÍA*
A
Bl
B2
B3
C
D
E

TOTAL

PCA**

2, 14, 22 h.
NEG.

65
13
10
2
5
5
0

100

35%

2h.
VIR.
21
18
24
14
15
4
4

100

75%

14 h.
VIR-

IO
15
25
23
17
8
3

100

87%

22 h.
VIR.

10
11
25
21
20
10
3

100

87%

34 h.
NEG.

62
14
8
4
6
6
0

100

38%

VER.
14
17
19
12
20
17
1

100

85%

48 h.
NEG.

61
10
11
4
5
8
1

100

38%

VIR.
7
8

21
17
16
23
8

100

85%

NEG. = control negativo para un tiempo/s PI vírico especffico/s
VIR. = muestras con inoculación vírica

*A = PAM en reposo (<5 lisosomas/céhüa).
B = PAM con mayor número de lisosomas (Bl, entre 5 y 10 lisosomas/célula; B2, entre 10 y

20 lisosomas/célula; B3, más de 20 lisosomas/célula).
C = PAM con presencia de fagosomas.
D = PAM con presencia de fagolisosomas.
E = PAM con pérdida de su integridad ultraestructuraL

** Percentage de Células Activadas.

La clasificación ultraestructural reveló que el número de células en reposo fue significativamente

mayor (p<0.05) en los controles negativos (rango entre 61 y 68%) que en los grupos inoculados

con el virus (rango entre 7 y 21%). Los grupos con inoculación vírica no demostraron diferencias

significativas entre ellos en términos de ultraestructura (pX).05).

El porcentaje de fagocitosis no específica aumentó con el tiempo de incubación (Figura 1) y éste fue

estadísticamente significativo (p<0.05) a las 14, 22, 34 y 48 horas. No hubo diferencia significativa

entre control negativo y tratamiento con 2 horas de incubación vírica (p>0.05). El PCA (Tabla 1)

fue diferente estadísticamente entre los grupos inoculados con el virus y los controles negativos

(p<0.05).
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Figura 3. Porcentaje de fagocitosis no específica de PAM infectados o no con PRRSv a las 2,
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Tabla 2. Clasificación de los PAM infectados o no con PRRSv según la

vacuolas endocíticas en su citoplasma.

CATEGORÍA*
A
B
C
D
E

TOTAL

2, 14, 22 h. 2 h. 14 h. 22 h. 34 h.
NEG. VEL VEL VIR. NEG.

52 12 26 16 28
22 19 40 22 12
10 34 28 38 30
10 27 5 20 20
6 8 1 4 10

100 100 100 100 100

VEC
7
15
47
24
7

100

NEG. - control negativo para un tiempo/s PI vírico específico/s
VIR, = muestras con inoculación vírica

* A = PAM con vacuolización inap árente.
B = PAM con menos de 5 vacuolas endocíticas y de tamaño inferior a

-

presencia y tamaño de

48 h.
NEG. VI

39 i:
13 2'
23 4:
11 1
8 1

100 10

[ um

R.
2
*
2
l
l
0

C = PAM con más de 5 vacuolas endocíticas y de tamaño inferior a 1 um.
D = PAM con menos de 5 vacuolas endocíticas y de tamaño superior a 1 um
E = PAM con más de 5 vacuolas endocíticas y de tamaño superior a 1 um.

Algunos macrófàgos mostraron la presencia de partículas víricas a nivel crtoplasmático. Éstas se

1

1

1

presentaron aisladamente y correspondieron a partículas con envuelta de unos 50-70 nm. de
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diámetro con una nucleocápside central de unos 25-40 nm. de diámetro (Figura 4). En algunos

casos, las partículas víricas se observaron acumuladas en vesículas citoplasmáticas (Figura 5). Los |

organillos relacionados con k morfogénesis del virus, tales como mitocondrias y aparato de GolgL,

no se observaron dañados. |

I

I

5.3.2 Características ultraestructurales de PAM infectados in vitro con PRRSv y

Haemophilus parasuis.

Al igual que en el experimento 1, el 95% o más de las células procedentes del lavado •

broncoalveokr fueron identificadas como PAM a través de k observación de extensiones directas y ™

cortes semifinos a microscopio óptico. La viabilidad celular de ks muestras estudiadas se encontró •

entre el 88 y 93% para todas elks, siendo ks diferencias entre tratamientos no significativas

(pX).05). La prueba de DFA para k detección de PRRSv demostró los mismos niveles y •

percentages de positividad observados para el experimento 1.

I
Urtraestructuralmente, los PAM presentaron ks características comentadas ya en el experimento 1,

con k diferencia de que ks muestras inocukdas con H. parasuis presentaron una cantidad variable •

de céhiks bacterianas en situación extracehilar, o bien en proceso de internalización, internalizadas

o digeridas. La cantidad de céhdas con presencia de fagosomas y fagolisosomas se observó muy • ,

aumentada en los cultivos con bacterias, y entre éstos, especialmente los correspondientes a los

tiempos de incubación de 30 y 90 minutos PI bacteriana (Tabks 3 a 6). No se pudo apreciar Jj

diferencias en cuanto a presencia de seudopodios entre los diferentes cultivos. La presencia de

vacuoks endocfticas también se encontró aumentada en los grupos con inocukción bacteriana |

respecto el resto de cultivos (Tabk 7), pero esta diferencia no fue significativa (p>0.05). _

I
En k Figura 6 se muestran ejemplos de ks categorías utilizadas en k cksificación ulrraestructuraL

Ésta reveló diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y el resto de tratamientos. El

porcentaje de fagocitosis de H. parasuis (Figura 7) aumentó hasta los 30 minutos PI bacteriana para •

todos los grupos, obteniendo unos valores de entre el 54% (22 horas PI vírica) y 68% (2 horas PI

vírica) de PAM con bacteria internalizada. El porcentaje de fagocitosis a los 90 minutos PI •

bacteriana resultó disminuido respecto a los 30 minutos, manteniéndose a unos niveles entre el 14%

(tratamiento sin virus) y 32% (2 horas PI vírica). Los porcentajes de fagocitosis a los 30 minutos •

I
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fueron significativamente distintos a los de O y 90 minutos PI bacteriana (p<0.05), pero no fueron

distintos entre los diferentes grupos con o sin inoculación vírica (p>0.05). Estadísticamente

tampoco hubo diferencia entre los tiempos O y 90 minutos PI bacteriana (p>0.05). Para los tiempos

PI bacteriana, la media de bacterias internalizadas por célula fagocítica fue de 1 a los O minutos, 2 a

los 30 minutos y 3 à los 90 minutos, independientemente del tiempo PI vírico. En algunos casos,

pudo apreciarse que la ingestión de k bacteria ocurre preferencialmente en un polo de la célula, y no

por toda la superficie del PAM (Figura 8).

El PCA no manifestó diferencias estadísticas entre grupos (p>0.05) exceptuando respecto al control

negativo, pero si manifestó una tendencia al aumento relacionada con el tiempo de incubación

bacteriana (Tablas 3 a 6),

Solo en algunos macrófagos se detectó la presencia de virus, con unas características morfológicas

y morfogénicas iguales a las descritas en el experimento 1. La presencia de H. parasuis en

localization extra e intracehúar fue un hallazgo constante en todas las muestras inoculadas con k

bacteria, y se caracterizó por ser una bacteria pleomórfica de diámetro variable entre 1 y 3 |onx de

longitud y 0.5 y 1 |im. de ancho, y encapsukda (Figura 9). La mayoría de vacuoks fagocíticas o

fagosomas contenían 1 bacteria y, en algún caso, 2. De forma muy poco habitual se pudieron

observar fagosomas con una presencia masiva de bacterias no digeridas (Figura 10), incluso alguna

en estado de división. Ultraestructuralmente el proceso de fagocitosis se pudo dividk en distintas

etapas que comprendieron k adherencia a k pared del PAM, formación de seudopodios alrededor

de k bacteria, incorporación de k bacteria en una vesícuk citopksmática o fagosoma en el interior

del macrófago, proceso de fusión de nsosoma/s a este fagosoma con formación de fagolisosomas,

destrucción de k integridad de k partícula bacteriana y formación de unas vesícuks fagolisosomales

con un contenido oscuro, amorfo y no identificable.
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Tabla 3. Cambios ultraestructurales de PAM infectados con Haemophilus parasuis a los O, 30
y 90 minutos PL

CATEGORIA*
A
Bl
B2
B3
C
D
E

TOTAL

PCA"

NEG.
68
11
9
2
6
4
0

100

32%

BOm
36
17
12
7
12
15
1

100

63%

B30m
5
5
3
3
46
37
2

100

93%

B90m
2
2
4
1

16
74
1

100

97%

NEG. = PAM no inoculados con virus y/o bacterià.
BXm. = PAM con tiempo de inoculación bacteriana de X minutos.

Tabla 4. Cambios ultraestructurales de PAM infectados con PRRSv a las 2 horas PI y
Haemophilus parasuis a los O, 30 y 90 minutos PL

CATEGORIA*
A
Bl
B2
B3
C
D
E

TOTAL

PCA**

NEG.
68
11
9
2
6
4
0

100

32%

V2h
23
20
27
15
16
4
5

100

72%

V2h/B0m
18
14
10
3

22
33
0

100

82%

V2h/B30m
8
19
8
6

46
14
4

100

88%

V2h/B90m
4
2
3
4
19
63
5

100

91%

NEG. = PAM no inoculados con virus y/o bacterià.
V2h = PAM con tiempo PI vírica de 2 horas.
BXm. = PAM con tiempo PI bacteriana de X minutos.
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Tabla S. Cambios ultraestructurales de PAM infectados con PRRSv a las 14 horas PI y
Haemophilus parasuis a los O, 30 y 90 minutos PL

CATEGORIA*
A
Bl
B2
B3
C
D
E

TOTAL

PCA**

NEG.
68
11
9
2
6
4
0

100

32%

V14h
11
16
27
25
18
8
3

100

86%

V14h/B0m
25
11
22
11
17
13
1

100

74%

V14h/B30m
7
8
4
7

42
27
5

100

88%

V14h/B90m
4
8
6
10
17
54
1

100

95%

NEG. = PAM no inoculados con virus y/o bacteria.
V14h = PAM con tiempo PI vírica de 14 horas.
BXra = PAM con tiempo PI bacteriana de X minutos.

Tabla 6. Cambios ultraestructurales de PAM infectados con PRRSv a las 22 horas PI y
Haemophilus parasuis a los O, 30 y 90 minutos PI.

CATEGORÍA*
A
Bl
B2
B3
C
D
E

TOTAL

ACT. CELULAR**

NEG.
68
11
9
2
6
4
0

100

32%

V22h
11
13
27
23
22
11
3

100

86%

V22h/B0m
15
5

20
11
24
23
2

100

83%

V22h/B30m
5
3
6
5
51
33
3

100

92%

V22h/B90m
0
2
2
2
15
78
1

100

99%

NEG. = PAM no inoculados con virus y/o bacteria.
V22h = PAM con tiempo PI vírica de 14 horas.
BXm. = PAM con tiempo PI bacteriana de X minutos.

* Para tablas 3 a 6:
A = PAM en reposo (<5 lisosomas/célula).
B = PAM con mayor número de lisosomas (Bl, entre 5 y 10 lisosomas/célula; B2, entre 10 y
20 lisosomas/célula; B3, más de 20 lisosomas/célula).
C = PAM con presencia de fagosomas.
D = PAM con presencia de fagolisosomas.
E = PAM con pérdida de su integridad ultraestructural.

** Porcentaje de Células Activadas.
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Tabla 7. Cksificación de los PAM infectados o no con PRRSv según la presencia y
vacuolas endocíticas en su citoplasma, a 0, 30 y 90 minutos PI bacteriana.

CATEGORÍA*
A
B
C
D
E

TOTAL

CATEGORÍA*
A
B
C
D
E

TOTAL

NEG. =
BXm = I

*A = P/
B = P/
C = P/
D = P¿
E = PA

Figura 1
horas o
bacterian

80
o 70

í 60
gj 50
í 40o
5 30
§ 20
S ió,

0 c

NO VIRUS

NEG.
52
22
10
10
6

100

NEG.
26
40
28
5
1

100

BOm
14
25
33
21
7

100

VIRUS

BOm
28
24
22
13
13
100

B30m
8

21
27
26
18

100

14 h. PI

B30m
10
34
31
15
10

100

B90m
12
9

41
29
9

100

B90m
12
18
31
24
15

100

VIRUS 2 h. PI

NEG.
12
19
34
27
8

100

BOm B30m Bí
42 18 :
25 32 :
19 16 :
8 22
6 12

100 100 1

VIRUS 22 h.PI

NEG.
16
22
38
20
4

100

BOm B30m Bí
32 18 :
38 20 :
16 26 :
7 23
7 13

100 100 1

muestras no inoculadas con bacteria para cada uno de los tratamientos.
*AM con tiempo X PI bacteriana.

IM con vacuolización inap árente
LM con menos de 5 vacuolas endocíticas y de tamaño inferior a 1 fim.
IM con más de 5 vacuolas endocíticas y de tamaño inferior a 1 um.
US1 con menos de S vacuolas endocíticas y de tamaño superior a 1 um.
LM con más de 5 vacuolas endocíticas y de tamaño superior a 1 fim.

'. Porcentaje de PAM con bacteria/s internalizada/s infectados previamente
no con PRRSv. El proceso de fagocitosis fue estudiado hasta los 90 n
a.

/
t /**%

"̂
X^

-^ '̂ ^
F

—NO VIRUS

«VIRUS 2h

«^VIRUS 14h

«* VIRUS 22h

) 30 60 90
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Figura 1. Macrófagos alveolares porcinos correspondientes al lavado broncoalveolar de un cerdo de 6
semanas de edad. Corte semifino. Tinción de azul de toluidina. Aumento original: lOOOx.

Figura 2. Prueba de 1FA sobre macrófagos alveolares. La fluorescencia verde indica la presencia del
PRRSv en el interior de las células. Aumento original: 400x.
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Figura 6. Clasificación ultraestructural de los
PAM. Ejemplos de cada una de las categorías
(A, B, C, D y E) presentadas en el apartado de
material y métodos. Barra: 1 nm.

... ..-* - ̂  - —_ 4^ ̂ nv,« t -

fc r • »

181

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I



I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

ij

I
I
É
I
I
I
I
I
I

.te

Figura 4. PRRSv. Las partículas víricas usualmente presentavan una envuelta de un diámetro de 50-70
nm. y una nucleocápside central de unos 25-40 nm. Barra: 50 nm.

Figura 5. Acumulo de partículas víricas en vacuolas citoplasmáticas de un PAM. Barra: 150 nm.

Figuraos. PAM fagocitando H. parasuis. En algunos casos, la fagocitosis de la bacteria se produjo
preferencialmente en un polo celular. Barra: 1 um.
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ió
Figura 9. li. parasuis. Aspecto ultraestructural de un corte longitudinal de la bacteria. Barra: 100 nm.

Figura 10. Fagosoma repleto de H. parasuis. En algunos casos se observó la masiva presencia de
bacterias en el interior de fagosomas de PAM. Barra: 1 |im.
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5.4 DISCUSIÓN

El PAM es considerado como la célula diana y punto de replicación primario del PRRSv

(Ohlinger et al., 1991; Wensvoort et al., 1991; Collins et al., 1992; Benfield et al., 1992).

Además, en condiciones naturales, los macrófagos alveolares (AM) constituyen una de las

primeras barreras con las que se ponen en contacto los agentes bacterianos que tienen entrada al

organismo por la vía respiratoria (Green et al., 1977; Lehnert et al., 1985; Herscowitz, 1985;

Adams y Hamilton, 1992). Estos dos hechos apuntan al PAM como una célula fundamental en

la patogenia-de las enfermedades respiratorias que afectan a la especie porcina.

En el Experimento 1 se muestran los efectos secuenciales que la infección por PRRSv provoca

en los PAM a nivel estructural. Los resultados de este estudio mostraron que la infección in vitro

con el PRRSv provoca cambios ultraestructurales evidentes en estas células. Estas alteraciones se

caracterizan por un notable aumento del número de lisosomas en el citoplasma y un moderado

aumento en el número de fagosomas y fagolisosomas. Previamente otros estudios han descrito

cambios en la estructura de los PAMs, especialmente relacionados con la morfogénesis del

PRRSv (Patón et al., 1992; Pol y Wagenaar, 1992; Pol et al. 1995).

Los cambios observados, y especialmente el gran aumento en número de lisosomas,

probablemente responden a una activación de la célula infectada, básicamente marcada en las

primeras 22 horas PI. Estados de activación y/o metabolismo más avanzado, caracterizados por

la mayor presencia de fagosomas y fagolisosomas, fueron observados predominantemente en

horas posteriores (34 y 48 horas PI). Este hecho concuerda con las observaciones de otros

autores (Patón et al., 1992; Pol et al., 1995) que definen un rápido proceso de degeneración de

los PAMs infectados. No obstante, en nuestro estudio no ha podido observarse la casi completa

destrucción de las células en las primeras 48 horas PI, tal como otros autores han sugerido

(Patón et al., 1992). Estas diferencias podrían deberse a diversos factores, tales como la cantidad

de virus usada en la inoculación, la cepa de virus utilizada, el nivel de pases del virus en cultivo,

el tipo de estudio micrográfíco y el tipo de medio en el cual se realizó la infección.
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La utilización de una dosis de 1 MOI fue escogida como un nivel de infección relativamente

elevado, pero más cercana a las posibilidades de infección natural que en otros estudios |

realizados sobre la morfogénesis del PRRSv en PAMs, donde se utilizan dosis próximas a 10 ^

MOI (Pol et al., 1995) o dosis desconocidas o no indicadas (Patón et al., 1992). Según la I

técnica de IFA, está dosis permitió lograr infección en 2-4% de los PAMs presentes en cultivo, _

resultando muy similar a los niveles de infección conseguidos habitualmente en la infección in •

vivo por PRRSv (Van Reeth, 1995). Estos datos no son extrapolables a otros virus pertenecientes •

a la nueva familia Arteriviridae, dado que en el caso del LDV es necesaria una dosis de 50-500

MOI para lograr la infección in vitro del 8 % de las células de la teórica población de macrófagos •

alveolares más permisivos (Stueckemann et al., 1982). No obstante, a tenor de los cambios

ultraestructurales descritos en este capítulo, parece contradictorio en centrar un bajo porcentaje •

de PAMs infectados con virus por la técnica de IFA (2-10%) pero un relativamente elevado

PCA. Uno de los factores que pueden relacionarse con este hecho es el tipo de clasificación I

ultraestructural utilizada; ésta supone un análisis muy fino en cuanto a presencia de lisosomas y

estos cambios son realmente de poca entidad a efectos de activación celular. Además, la |

infección vírica de PAM produce la secreción de citoquinas como alfa-interferon (IFN-alfa),

factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-alfa) y interleucina 6 (IL-6) al medio, que pueden afectar a m

otros PAM no infectados y provocar su activación (Gendelman y Morahan, 1992). m

I
La cepa vírica utilizada en los Experimentos 1 y 2 fue la cepa de referencia americana, VR •

2332. Hasta el momento solo existe un trabajo en el que se comparan los efectos de replicación *

y morfogénesis de las cepas europea (Lelystad) y americana, tanto en PAM como en línea •

celular CL 2621 (Pol et al., 1995). De este estudio se desprende que la cepa europea se

encuentra mejor adaptada a la propagación en PAM que la americana, la cual tiene mayor I

facilidad de propagación en línea celular CL 2621. La detección de antígenos citoplasmáticos y

la presencia de partículas víricas en la infección in vitro con la cepa europea es anterior a la que •

se obtiene con la cepa americana (antígenos citoplasmáticos a las 6 horas PI y partículas víricas a

las 9 horas PI en caso del virus Lelystad y a las 12 horas PI para el virus VR 2332 tanto para •

antígenos como partículas víricas). Estos datos podrían sugerir que los efectos citopáticos con la

cepa europea se producen más tempranamente. |
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Este ultimo punto podría estar en contradicción con los resultados del Experimento 1, en el cual,

por la técnica de IFA se detectaron antígenos citoplasmático a las 2 horas PI. Se sabe que los

virus pertenecientes a la sugerida familia Arteriviridae presentan un ciclo de replicación muy

rápido: 7-12 horas para el LDV, 6-8 horas para el EAV y 8-10 horas para el SHFV, pero en

ningún caso baja de las 6 horas. El hallazgo de positividad a las 2 horas PI podría representar la

presencia de partículas víricas en el interior de algunos PAM fruto de la entrada del virus en

ellos, pero probablemente no de su replicación. De hecho, en el Experimento 1, la primera

observación directa del PRRSv en el interior de PAM a través de microscopía electrónica de

transmisión se realizó a las 14 horas PI, en consonancia con otros estudios publicados tanto en

PAM como-èn linea celular MARC-145 (Mardassi et al., 1994; Dea y Athanassious, 1994). En

conclusión a este punto, es necesario tener en cuenta el tipo de cepa utilizado para el estudio en

caso de establecer comparaciones sobre el efecto citopático del virus sobre PAM.

El número de pases de virus en cultivo celular puede ser también un factor importante en el

desarrollo del efecto citopático. De hecho, la cepa vírica JJ1882, virus atenuado utilizado en la

vacuna contra los procesos respiratorios del PRRS (RespPRRS), fue obtenida por pases de

cultivo celular de la cepa VR 2332 (Poison, 1994). Por otro lado, el testaje de un virus de cepa

americana de pase 8 no causó ni síntomas clínicos ni lesiones en cerdos de 4 semanas inoculados

intranasalmente con una dosis de 104'5 TCID50, aunque todos los animales habían

seroconvertido el día 11 PI (datos no mostrados), lo cual sugiere que un número bajo de pases

en cultivo modifica la patogenicidad in vivo del PRRSv.

El estudio micrográfico realizado también puede ser un factor de variación. Otros estudios

mostrando los efectos de la infección por PRRSv en PAM han utilizado microscopía electrónica

de barrido y no de transmisión para la valoración del efecto citopático (Patón et al., 1992).

Otro factor de variabilidad que podría ser importante es el tipo de medio y soporte en el cual se

realizó la técnica de infección. Es sabido que el contacto de los macrófagos con un soporte

sólido adecuado provoca su adherencia y, a la vez, su activación (Herscowitz y Colé, 1981; Fels

y Cohn, 1986). Este fenómeno ya puede suponer la existencia de diferencias ultraestructurales

entre PAM mantenidos en suspensión, rotación y evitando su adhesión a la pared de los tubos

gracias a la siliconización de éstos (caso de los experimentos 1 y 2), y PAM mantenidos en
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La morfología del PRRSv y la localización de éste en el citoplasma y vacuolas citoplasmáticas

observadas en el experimento 1 se encuentra en plena concordancia con estudios anteriores (Pol

y Wagenaar, 1992; Benfíeld et al., 1992; Wensvoort et al., 1992; Mardassi et al., 1994; Pol et

al., 1995).
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cultivo sobre soporte plástico o de cristal permitiendo su adherencia (Patón et al., 1992; Pol y

Wagenaar, 1992; Pol et al., 1995). Al menos en monocitos se ha demostrado que su activación ••

por adherencia a superfícies o por estimulación químico-biológica supone un aumento

importante a la susceptibilidad a la replicación del PRRSv (Molitor et al., 1995). De esta

manera, parte de la diferencia en efecto citopático mostrado en el experimento 1 y otros autores

(Patón et al., 1992) podría ser debida a este último punto.

I

I

IOtros factores a tener en cuenta serían que no todos los PAM son igualmente sensibles a la

replicación vírica (Van Reeth, 1995), que la distinta proporción de las subpoblaciones de PAM •

puede ser un factor de variación según animal (Choi et al., 1995) y que algunos aislamientos

víricos si se replican en PAM (inmunomarcaje positivo) pero no obstante no provocan efecto •

citopático (Bautista et al., 1993).

I

1
I
I

La utilización de tiempos de incubación vírica de 2, 14 y 22 horas se realizó en consonancia con

otros estudios anteriores realizados con el mismo virus (Calina et al., 1994; Calina, 1994). En

estos trabajos se realizó un estudio funcional de la doble infección PRRSv - Streptococcus suis

tipo II, de forma muy similar al descrito en el Capítulo 6 de esta tesis, con el objeto de •

establecer comparaciones en cuanto a mecanismos patogénicos de los dos agentes (S. suis y H.

parasuis) referidos a los PAM. I

Algunos estudios muy similares de infección vírica de macrófagos alveolares han sido realizados •

por otros autores (Silverberg et al., 1979; Stueckemann et al., 1982; Fuentes, 1986). En PAM

solo se describe un estudio de infección con el virus de Aujeszky en el cual se demostró un •

efecto de aumento de lisosomas, fagosomas y fagolisosomas respecto a los grupos controles

(Fuentes, 1986), hallazgos también descritos en el este trabajo. La proliferación de granulos |

lisosomales también ha sido descrita en la infección de AM de ratón con virus parainfluenza

(Silverberg et al., 1979). I
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En el experimento 2 se realizó el estudio de la infección de PAM con el PRRSv y la bacteria H.

parasuis opsonizada. Con ello se pretendió estudiar los mecanismos ultraestructurales de la

fagocitosis mediada por receptores Fe de H. parasuis por parte de los PAM infectados con

PRRSv. Hasta el momento solo se ha descrito un estudio de fagocitosis realizado con PAM

infectados con el PRRSv (Galina et al., 1994; Calina, 1994). En este estudio, de carácter

funcional y no estructural, se observó que el virus tiene un efecto de activación sobre las células,

de manera que a tiempo de 22 horas PI vírica, los PAM presentaron una cantidad de fagocitosis

superior a los PAMs no infectados. Este fenómeno también fue parcialmente observado en el

experimento" 2; según los resultados obtenidos, el PRRSv si provocó un ligero efecto de

activación de los macrófagos en términos de percentage de fagocitosis frente a H. parasuis, pero

ello se daría especialmente a las 2 horas PI. No obstante, la diferencia entre grupo no infectado

y grupos infectados a distintos tiempos no fue significativa.

La presencia de bacteria provoca un aumento muy significativo de la presencia de fagosomas

especialmente, y fagolisosomas en los PAM, conteniendo la mayoría de ellos bacteria/s o resto

de bacterias en su interior. Estos hallazgos son comparables a los observados por la infección

dual por el virus de Aujeszky y Pasteurella muliocida en PAM (Fuentes, 1986). En otros

estudios se ha postulado que algunos virus pueden afectar negativamente a la fagocitosis de

bacterias por parte de macrófagos alveolares, alterando básicamente el proceso de fusión

fagosoma-lisosoma (Silverberg et al., 1979; Pijoan et al., 1980; Fuentes y Pijoan, 1986; Iglesias

et al., 1992). Los resultados de nuestro experimento sugieren que este no es el caso del PRRSv.

Ultraestructuralmente se pudo observar la fusión del fagosoma y lisosoma, y a los 90 minutos PI

pueden observarse un gran número de restos bacterianos digeridos, equivalentes a los existentes

en el caso de fagocitosis directas de bacterias por parte de macrófagos alveolares sin inoculo

vírico previo (Silverberg et al., 1979).

Los resultados obtenidos demuestran que los PAM fagocitan H. parasuis opsonizado con o sin

previa infección vírica, alcanzando unos niveles del 50-70% de células con bacteria internalizada

a los 30 minutos PI. El estudio ultraestructural de PAM infectados con virus y bacteria se realizó

a un máximo de tiempo de 90 minutos PI dado que la mayoría de autores describen que entre 15

y 60 minutos PI se ha realizado un 75% o más de la fagocitosis bacteriana en condiciones in
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vitro (Swanson y Zeligs, 1974; Maheswaran et al., 1980; Vray et al., 1981; Zick et al., 1982;

Fuentes, 1986; Calina et al., 1994). No obstante, a pesar de que los PAM si fagocitaron H. |

parasuis, este es un proceso que no se realizó de forma extensiva, dado que en las secciones •

estudiadas la media de bacterias por células con bacteria internalizada fue relativamente baja •

(entre 1 y 3 bacterias según tiempo PI bacteriana) en relación con el número de bacterias •

presentes extracelularmente (relación de infección de 25 bacterias/PAM). Este fenómeno ™

también fue observado en la infección dual de PAMs con virus de Aujeszky y P. multocida •

(Fuentes, 1986), y podría ser debido a la mayor dificultad de los macrófagos alveolares en la

fagocitosis de bacterias gram-negativas (Green y Kass, 1963; Horwitz, 1982; Roitt et al., 1986). I

Solo en algunas raras ocasiones se pudieron observar PAM con grandes fagosomas conteniendo I

incluso más de 15 bacterias, especialmente a los 90 minutos PI. El mecanismo por el cual este

fenómeno se da en algunas células es desconocido, pero la existencia de distintas subpoblaciones I

de PAMs con distintas capacidades fagocíticas (Choi et al., 1995) podría sugerir que un muy

bajo porcentaje de células tendrían una mayor capacidad de fagocitosis e incorporarían en poco |

tiempo un número de bacterias muy elevado. Paralelamente, las bacterias observadas en el

interior de estos fagosomas en ningún caso se observaron digeridas o en proceso de digestión. •

En algunos casos se observó que la ingestión de las bacterias se realizaba en un polo de la célula •

que adoptaba forma cóncava. Este fenómeno ha sido descrito por otros autores en macrófagos •

alveolares (Stendahl et al., 1980; Vray et al., 1981), y se sugirió una posible migración de ™

seudópodos hacia un polo dando una forma de copa donde, en elevado porcentaje, tendría lugar •

el proceso de fagocitosis.

I
A través de los experimentos 1 y 2 puede concluirse que el PRRSv si tiene un efecto sobre la

ultraestructura de los PAM, y que este se puede interpretar como activación celular, pero no •

como destrucción o degeneración masiva. Esta activación se traduce con un aumento

básicamente de lisosomas, pero también de fagosomas y fagolisosomas. Además, estos PAM I

tienen capacidad de fagocitar H. parasuis, aunque a bajos niveles, y el PRRSv no parece tener

un efecto muy marcado sobre esta fagocitosis, aunque se observa que los PAM infectados 2 |

horas PI vírica tienden a fagocitar un mayor número de bacterias que el resto. _
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6.1 INTRODUCCIÓN

Los últimos estudios sobre interacción entre el PRRSv y otros agentes víricos o bacterianos,

incluyendo los resultados obtenidos en el Capítulo 4, no han sido capaces de corroborar k evidencia

clínica de tal interacción (Carvalho et al, 1995; Cooper et al, 1995; Pol et al, 1995; Van Reeth y

Pensaert, 1995). Concretamente, en el Capítulo 4 se muestra que, en las condiciones experimentales

utilizadas, la presencia del PRRSv no acuita la presentación de enfermedad clínica debida a H.

parasuis; de hecho, los resultados sugieren un efecto contrario.

Teniendo en cuenta que el PRRSv se multiplica selectivamente en PAMs in vivo y en cultivos

primarios de PAM in vitro (Benfield et al, 1992; Goyal, 1993), es evidente que la replicación vírica

tiene un efecto sobre k funcionalidad de estas células, y ello ha sido estudiado específicamente

sobre dos funciones, fagocitosis y digestión post-fagocMca, con Streptococcus suis tipo n (Galina,

1994; Galina et al, 1994). Con S. suis se ha demostrado que existe un efecto de potenckción de k

capacidad de supervivencia intracehilar, hecho que favorece k posibilidad teórica de que, in vivo,

pueda producir un cuadro patológico de meningitis. No obstante, existen también otros resultados

in vivo en los cuales no se ha logrado reproducir esta interacción (Cooper et al, 1995).

El objetivo de este capítulo es estudiar los aspectos funcionales de k fagocitosis y digestión post-

fàgocítica de H. parasuis por parte de PAM infectados o no con el PRRSv.

6.2 MATERIAL Y MÉTODOS

Obtención de PAM: Los PAM fueron obtenidos a partir de cerdos de 4-6 semanas de edad

procedentes de una granja ubre de PRRS y H. parasuis. Los animales fueron sacrificados por

inyección intravenosa de 2 mi de una solución de pentobarbital sódico. La traquea y los pulmones

fueron extraídos de k cavidad torácica, y se les practicó un kvado broncoabveolar. Para ello se

introdujo un volumen de 200 mi de tampón fosfato salino (PBS) 0.1 M (pH = 7.2), y se realizó un

masaje firme y constante de todos los lóbulos pulmonares de duración entre 1 y 2 minutos, y

finalmente se recuperó el líquido de kvado por decantación en frascos estériles de plástico

siliconizado y base cónica de 250 mi de volumen. El líquido fue centrifugado durante 15 minutos a
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1600 rpm y se descarto el sobrenadante. El sedimento celular fue resuspendido en 50 mL de medio

RPMI-1640 con antibióticos (penicilina/estreptomicina, neomicina y gentamicina) y antifungicos |

(fungizona), y se realizó contaje y viabilidad celular utilizando un hematocitómetro (cámara de _

Neubauer) y la tinción de azul tripano. Finalmente, la concentración de células fue ajustada a 2xl06 I

PAM/ml

I
Inoculo vírico: Se utilizó la cepa de referencia americana, VR-2332, con 5 pases de cultivo en la •

línea celular CL 2621. Se realizó una infección de 1 MOI, que correspondió a una partícula vírica

procedente de una suspensión de 108 TCIDso/mL por PAM presente en cultivo. Se realizaron 3 •

grupos de inoculación vírica, cumpliéndose 2, 14 y 22 horas PL Después de estas incubaciones se

realizó de nuevo el test de viabilidad del azul tripano y el resto de PAM fueron centrifugados a 1600 I

rpm y lavados por 3 veces con RPMI-1640 sin antibióticos ni antifungicos. A continuación se

realizó k infección bacteriana. I

Inoculo bacteriano: Se utilizó la cepa 29755 de H. parasuis, de serovar 5. La bacteria fue marcada •

con isotiocianato de ftuoresceina (FTTC). El proceso de mareaje consiste en la suspensión del

sedimento bacteriano en una solución de 0.1 mg. FTTC/ml PBS 0.1 M durante 45 minutos en |

rotación y en una estufa de CÛ2- Para determinar fagocitosis mediada por receptores de la fracción

cristalina de las inmunoglobulinas (Fe) se realizó una opsonización de k bacteria incubándola |

durante 45 minutos con una solución al 10% de suero de cerdo hiperinmune contra H. parasuis _

serotipo 5. Se realizó el contaje de k bacteria por cuentas viables y de k suspensión final (109 m

UFC/ml) se realizó una inocukción de 25 bacterias por PAM presente en cultivo. •

Inmunofluorescencia indirecta (IFA) para la detección de PRRSv: Paralelamente, para cada •

muestra procesada, 2 horas antes de cumplirse el tiempo de incubación vírica deseado, se tomó una

alícuota 200 mi de suspensión de PAM que se colocó en un póculo de cristal con un cubreobjetos •

redondeado de 0.8 cm. de diámetro en el fondo. Se permitió k adherencia de los PAM durante 2

horas al cubreobjetos y posteriormente se realizó k técnica de inmunonuorescencia indirecta (IFA), I

previamente descrita en k literatura (Yoon et al, 1992), sobre ks muestras.

I
Test de Fagocitosis: Se realizó una modificación de k técnica que utiliza FITC y Bromuro de

Etidio (EB), que permite k diferenciación entre bacteria extra e intracehilar (Drevets y Campbell, I

I

I
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1991). Se aplicó este test a bacteria opsonizada y no opsonizada. Brevemente, 5 ml de una

suspensión de 2xl06 PAM/ml para cada tratamiento (PAM no infectados con PKRSv y PAM

infectados con PRRSv a las 2, 14 y 22 horas PI) fueron situados en tubos de polipropileno y

mezclados con 250 mi de una suspensión de IxlO9 UFC/ml (relación de 25 bacterias marcadas con

FTTC por PAM). Las muestras fueron incubadas en constante rotación a 37°C en una estufa con

5% de CÛ2. A los O, 30, 60, 90 y 120 minutos PI bacteriana, se extrajeron alícuotas de 1 mi para

cada tratamiento y fueron resuspendidas en 3 mi de PBS 0.1 M a 4°C y colocadas en hielo con el

objeto de detener k acción fagocítíca de los PAMs. Las muestras fueron lavadas 2 veces con PBS a

4°C y al sedimento celular le fueron añadidos 200 ni de fijador, permitiendo su fijación durante 5

minutos. Posteriormente se realizaron 2 lavados más y se añadieron 6 ul de EB (a concentración de

5 mg/ml en PBS 0.1 M), incubando 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las muestras

fueron kvadas 2 veces más y almacenadas a 4°C en ausencia de luz. £1 porcentaje de fagocitosis fue

estimado calculando el porcentaje de PAM conteniendo H. parasuis con FITC a través de un

citómetro de flujo (Coulter Electronics XL Flow Cytometer). Se contaron 10.000 céhiks para cada

tiempo de incubación y tratamiento. El experimento fue repetido tres veces con bacteria opsonizada

(Fag-Ops. 1,2 y 3) y dos veces con bacteria no opsonizada (Fag-No^Ops. 1 y 2).

Test de Muerte Intracelular: Esta prueba se realizó a través de k adaptación de k técnica de

Naranja de Acridina (OA) y Cristal Violeta (CV), que permite diferenciar microorganismos

intracehikres vivos y muertos (Williams, 1990). Se incluyeron 4 grupos equivalentes a los del test

de fagocitosis: PAM no infectados con PRRSv y PAM infectados con PRRSv a ks 2,14 y 22 horas

PL A cada grupo de tratamiento (2 mi de suspensión de PAM por tratamiento) le fueron

inoculadas tanto bacterias opsonizadas como sin opsonizar, consiguiendo una rekción de 25

bacterias por PAM. Después de 1 hora en rotación en estufà a 37°C con 5% de CC>2 los PAM

fueron kvados 3 veces con PBS 0.1 M con el objeto de eliminar el remanente de bacteria no

fagocitada hasta ese momento, y resuspendidos de nuevo en RPMI-1640. Se recogieron alicuotas

de 1 mi después de 1 y 2 horas de rotación a 37°C en estufà de 5% de CO* Las muestras fueron

teñidas con 500 ul de AO (solución de 14.4 mg. de AO en 100 mi de PBS 0.1 M a pH = 7.2)

durante 40 segundos, y kvadas 2 veces con PBS 0.1 M a 4°C. El sedimento celular obtenido fue

teñido con 500 ul de CV (solución de 50 mg. de CV en 100 mi de PBS 0.1 M de pH = 7.2)

durante 2 minutos a temperatura ambiente. Se resuspendieron con 2 mi de PBS 0.1 M y se

realizaron 2 kvados con k misma solución tampón. Las céhiks fueron observadas a través de un
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microscopio de hoz ultravioleta y se contaron 50 PAM con o sin bacteria internalizada por

tratamiento y tiempo de incubación. Bacterias vivas en el interior de PAM mostraron fluorescencia |

verde y bacterias muertas mostraron fluorescencia naranja. El porcentaje de muerte intracehilar me _

calculado dividiendo la media de bacterias muertas por PAM por la media total de bacterias I

internalizadas por PAM. El experimento fue repetido 2 veces con bacteria opsonizada (MI-Ops. 1 y «

2) y otras 2 veces con bacteria no opsonizada (MI-No-Ops. 1 y 2). "

Análisis estadístico: Tanto para el test de fagocitosis como para el test de muerte intracelular se *

realizó el test de medidas repetidas del análisis de la varianza. Las comparaciones fueron •

establecidas -con el objeto de comparar efecto vírico y efecto bacteriano. Las diferencias entre

tratamientos se consideraron significativas cuando p<0.05. I

I

I
6.3.1 Lavado Broncoalveolar

Aproximadamente un 95-98% de las células procedentes del lavado broncoalveolar fueron I

identificadas como PAM en base a sus características morfológicas a través de microscopía óptica.

El resto de células fueron identificadas como linfocitos, neutrófilos y eritrocitos. La viabilidad de |

estos PAM calculada a través de la prueba del azul tripano fue del 94% en la suspensión inicial de _

macrófagos. Después de k inoculación vírica k viabilidad se mantuvo muy elevada, alcanzando un 8

valor del 89% a ks 22 horas PI vírica. Las diferencias en viabilidad entre los distintos tratamientos •

no fueron significativas (p>0.05). •

63.2 Inmunofluorescencia indirecta (IFA) para la detección de PRRSv ™

La prueba de IFA dio resultado positivo para todos los tiempos PI vírica. Al igual que en los •

experimentos del Capítulo 5, el porcentaje de células positivas fue muy bajo: menor del 1% a ks 2

horas PI vírica y entre el 2 y 5% a ks 14 y 22 horas PI vírica. •

Test de Fagocitosis I

El percentage de internalización de H. parasuis por parte de los PAM fue calcukdo como el ,

percentage de celdas positivas contadas a través del citómetro de flujo, es decir, número de PAMs I ;

I

I
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conteniendo FTTC en su interior. Todos los resultados fueron expresados en percentage de células

con una intensidad de fluorescencia en relación a un control negativo que, para esta prueba,

correspondió al tiempo O del tratamiento con PAM no infectados con virus. De esta manera, el

citómetro de flujo expresó este percentage según desplazamiento de la curva de fluorescencia sobre

el eje de las X, indicativo de la intensidad de fluorescencia (Figura 1). Los resultados de las pruebas

Fag^Ops. 1,2 y 3 se encuentran representados en las Figuras 2, 3 y 4. Los resultados de las pruebas

Fag-No-Ops. 1 y 2 se encuentran representados en las Figuras 5 y 6. Los valores medios de estas

pruebas se encuentran representados en k Figura 7 para el test de fagocitosis de bacteria

opsonizada y en la Figura 8 para bacteria no opsonizada.

Los valores de fagocitosis para bacteria opsonizada fueron significativamente mayores (p<0.05) que

los de bacteria no opsonizada. Las diferencias entre tratamientos y tiempos PI bacteriana en caso de

bacteria no opsonizada no fueron significativas (p>0.05). En el test de fagocitosis con bacteria

opsonizada el mayor percentage de células positivas a fluorescencia se detectó a los 30 minutos PI

bacteriana del tratamiento de las 2 horas PI vírica, siendo significativamente más elevado que el

resto de tratamientos y tiempos de inoculación bacteriana (p<0.05). Para el resto de tiempos PI

bacteriana no hubo diferencias entre fagocitosis de PAMs infectados o no con PRRSv (p>0.05).

6.3.4 Test de Muerte Intracelular

El test de Muerte Intracelular mostró un muy elevado nivel de variabilidad entre experimentos tanto

en el grupo de bacteria opsonizada como en el grupo de bacteria no opsonizada. Estos resultados se

muestran en k Tabk 1 para bacteria opsonizada y en k Tabk 2 para bacteria no opsonizada.

Para todos los experimentos no hubo diferencia significativa ni entre bacteria opsonizada y no

opsonizada ni entre tratamientos ni tiempos PI bacteriana (p>0.05). No obstante, parece existir una

tendencia indicativa de inenor actividad bactericida en PAM infectados con PRRSv que en PAM no

infectados con el virus. A k vez, aunque tampoco hubo diferenck significativa (p>0.05), existe una

tendencia en k cual se demuestra mayor actividad bactericida cuando k bacteria no es opsonizada.
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Figura 1. Gráfica de intensidad de fluorescencia aportada por el crtómetro de flujo. Cada curva

expresa la intensidad de fluorescencia del grupo de células contadas (10.000 PAMs) en un tiempo

concreto (T = tiempo en minutos PI bacteriana). El propio citómetro lee la intensidad de

fluorescencia de la FTTC y la convierte en un valor en porcentaje que indicaría el porcentaje final de

células con FITC en su interior (o sea, PAMs que presentan bacterias en su interior y, por tanto, es

una medida de la fagocitosis de estas células). En este ejemplo, la gráfica corresponde a los

resultados de intensidad de fluorescencia de 2 horas PI vírica del experimento Fag-Ops. 1. Eje de las

I
I
I

X = intensidad de fluorescencia; eje de las Y = número de células contadas para cada intensidad. •
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_ Figura 4. Prueba Fag-Ops. 3. Porcentaje de fagocitosis expresado como porcentaje de células

1 positivas a fluorescencia entre los 0 y 120 minutos PI bacteriana por parte de PAM no

• infectados con PRRSv y PAM a las 2, 14 y 22 horas PI vírica.
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Figura 5. Prueba Fag-No-Ops. 1. Porcentaje de fagocitosis expresado como porcentaje de

células positivas a fluorescencia entre los O y 120 minutos PI bacteriana por parte de PAM no

infectados con PRRSv y PAM a las 2, 14 y 22 horas PI vírica.
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Figura 6. Praeba Fag-No-Ops. 2. Porcentaje de fagocitosis expresado como porcentaje de

células positivas a fluorescencia entre los O y 120 minutos PI bacteriana por parte de PAM no

infectados con PRRSv y PAM a las 2, 14 y 22 horas PI vírica.
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Figura 7. Valores medios de los experimentos Fag-Ops. 1, 2 y 3, con sus respectivas

desviaciones típicas. Porcentaje de fagocitosis expresado como porcentaje de células positivas

a fluorescencia entre los O y 120 minutos PI bacteriana por parte de PAM no infectados con

PRRSv (A) y PAM infectados a las 2, 14 y 22 horas PI vírica (B, C y D, respectivamente).
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Tabla 1. Resultados de los tests de muerte intracelular (MI) 1 y 2, con bacteria opsonizada.

Los valores expresan el porcentaje de H. parasuis muertos (con fluorescencia anaranjada)

sobre el total de bacteria localizada en el interior de los PAM. Se realizó un recuento de 50

PAMs por grupo y tratamiento, mediante microscopía de fluorescencia.

Experimento de Muerte Intracelular 1 (MI-Ops. 1)

TIEMPO (h)*
1
2

NO VIRUS
6.32%
14.42%

VIRUS 2h
1.72%
8.81%

VIRUS 14h
1.58%
5.93%

VIRUS 22h
0.34%
5.44%

Experimento de Muerte Intracelular 2 (MI-Ops. 2)

TIEMPO (h)*
1
2

NO VIRUS
29.61%
7.04%

VIRUS 2h
13.40%
7.25%

VIRUS 14h
17.54%
2.68%

VIRUS 22h
10.90%
3.55%

Tabla 2. Resultados de los tests de muerte intracelular (MI) 1 y 2, con bacteria no opsonizada.

Los valores expresan el porcentaje de H. parasuis muerto (con fluorescencia anaranjada) sobre

el total de bacteria localizada en el interior de los PAMs. Se realizó un recuento de 50 PAM

por grupo y tratamiento, mediante microscopía de fluorescencia.

Experimento de Muerte Intracelular 1 (MI-No-Ops. 1)

TIEMPO (h)*
1
2

NO VIRUS
6.97%
21.55%

VIRUS 2h
7.95%
12.25%

VIRUS 14h
4.60%
14.52%

VIRUS 22h
2.15%
6.74%

Experimento de Muerte Intracelular 2 (MI-No-Qps. 2)

TIEMPO (h)*
1
2

NO VIRUS
38.08%
14.33%

VIRUS 2h
12.08%
15.56%

VIRUS 14h
27.35%
11.74%

VIRUS 22h
26.76%
13.88%

Para ambas tablas:

* Tiempos de valoración de muerte intracelular a través de la prueba de OA y CV realizados
posteriormente a la incubación bacteriana de 1 hora con exceso de bacteria (25
bacterias/PAM).
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6.4 DISCUSIÓN

Este estudio fue realizado con el objeto de caracterizar algunos de los aspectos patogénicos

observados en el estudio ultraestructural de k relación entre el PRRSv y H. parasuis mostrada en el

capítulo 5.

En este experimento se confirma que k inocukción del PRRSv en un cultivo primario de PAM

obtenidos mediante un kvado broncoalveokr en cerdos de 4-6 semanas de edad provoca k

infección de estas céhiks. No obstante, el típico efecto citopático atribuido al PRRSv (Benfield et

al, 1992) no fue observado. Ello puede ser debido a distintos factores asociados al virus (dosis,

cepa, pase en cultivo), a k técnica utilizada en el test (medio donde se realiza k infección) o al

sistema de contaje o valoración de k prueba, aspectos ampliamente discutidos en el capítulo

anterior.

La mayoría de virus de todas ks especies que tienen k capacidad de replication en macrófagos

alveolares o líneas celulares derivadas de macrófagos tienen un efecto sobre k funcionalidad de

estas celdas. Las funciones más habitualmente afectadas son k expresión de receptor Fe de k

inmunoglobulinas, k liberación de citoquinas, k fagocitosis de partícuks opsonizadas y no

opsonizadas, el proceso de digestión post-fagocítica o muerte intracehdar, k fusión de fágosoma y

fagolisosoma, k liberación de radicales de oxígeno y k capacidad de adherencia a superficies

(Jakab, 1982; Babiuk et al, 1988; Calina, 1995).

La fagocitosis de H. parasuis opsonizada por parte de PAM se encontró alterada por k infección

de éstos con el PRRSv. Concretamente, se obtuvieron mayores porcentajes de fagocitosis

bacteriana en los grupos infectados con virus respecto a los grupos controles, aunque este aumento

solo es significativo a ks 2 horas PI vírica. En este tratamiento y, específicamente, a los 30 minutos

PI bacteriana fue cuando se consiguió un máximo porcentaje de fagocitosis de H. parasuis que, en

k media de los experimentos, se situó en el 21% (indicación de que el 21% de ks celdas respecto el

control a O minutos PI bacteriana para ese tiempo PI vírica son positivas, es decir, presentan

bacteria fluorescente en su interior). Aunque no hay diferencia estadísticamente significativa,

también se apreció que existe un aumento de fagocitosis para todos los grupos de infección vírica

respecto el grupo control a los 60 minutos PI bacteriana.
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Estos resultados sugieren que el PRRSv tiene un efecto sobre los PAM de aumento de fagocitosis,

al menos con H. parasuis y entre los 30 y 60 minutos PI bacteriana. Este efecto ya fue observado |

en ks investigaciones de interacción in vitro entre el PRRSv y Streptococcus suis tipo n (Galina, _

1994; Galina et al, 1994). El diseño experimental en los dos estudios permite establecer una I

comparación de resultados casi del 100% dado que el tipo de metodología utilizado es común en ks •

dos investigaciones. En el caso de S. suis, los PAM a 22 horas PI vírica presentaban un mayor •

porcentaje de fagocitosis de bacteria opsonizada, coincidiendo entre los 60 y 90 minutos PI •

bacteriana, logrando unos niveles hasta del 50% de fagocitosis.

No obstante; se observan una serie de diferencias claras, tal como es el porcentaje de fagocitosis,

mucho mayor en el caso de S. suis, y el tiempo PI vírica en el cual se da esta mayor fagocitosis. En •

cuanto al primer aspecto, este podría rekcionarse con el tipo de bacteria: S. suis es un

microorganismo gram, positivo mientras que H. parasuis es gram negativo y, en términos generales, •

los AM tienen mayor capacidad de fagocitosis de microorganismos gram positivos que negativos

(Green y Kass, 1964; Horwitz, 1982). La razón por k cual el mayor nivel de fagocitosis de H. •

parasuis se produce a ks 2 horas PI vírica mientras que para S. suis se produce a ks 22 horas es

desconocida. De todas maneras, en los estudios de fagocitosis de S. suis se concluyó que el efecto g

observado a ks 22 horas podía ser un artificio ya que a esos tiempos de infección vírica se había

dado un nivel considerable de destrucción de PAM (Galina, 1994). Este hecho no sucedió en este |

estudio a tenor de los resultados de microscopía electrónica.

Este efecto de aumento de fagocitosis por parte de AM también se ha observado para otros virus y _

otras especies. Concretamente ha sido observado para el Virus Respiratorio Sincitial Bovino •

(BRSV) (Olchowy et al, 1994), Virus de k Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBRV) (Bielefeldt- •

Ohmann y Babhik, 1986) y Virus Herpes Simplex (Pkeger-Marshafl et al, 1983). En los tres casos •

se observa un aumento de k fagocitosis en ks primeras horas del test para experimentos realizados •

in vitro (IBRV y virus Herpes Simplex) y en los primeros dks PI vírica en caso de extracción de

AM de temeros inocukdos con el virus in vivo (BRSV). No obstante, el patrón de comportamiento •

de los AM es variable según cepa de virus utilizada, tipo de partícuk a fagocitar y diseño

experimental realizado. I
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La realización in vivo o in vitro de la infección vírica para el diseño experimental de fagocitosis tiene

gran importancia en cuanto a los resultados de porcentaje de fagocitosis. Por ejemplo, es cierto que

k fagocitosis de partículas opsonizadas por parte de AM infectados con BRSV in vivo se encuentra

aumentada inicialmente, pero en caso de partículas no opsonizadas se encuentra disminuida, y

cuando el experimento se realiza con infección vírica in vitro no se observa variación entre

fagocitosis de grupos tratados con virus y grupos control (Trigo et al, 1985; Olchowy et al, 1994).

De forma casi contraria ocurre con el IBRV, ya que mientras in vitro si se observa este aumento de

fagocitosis, experimentos realizados con infección vírica in vivo no muestran variación de k

fagocitosis entre grupos tratados con virus y grupos control (Forman y Babiuk, 1982; Forman et al,

1982;Bielefeldt-OhmannyBabiuk, 1986).

La cepa vírica utilizada también es un elemento clave en cuanto a los resultados de fagocitosis. Se

han observado diferencias entre cepas de un mismo virus en los casos de infección de AM in vitro

con Adenovirus Bovino (Adair et al, 1992), PPV (Harding y Molitor, 1988) y ADV (Iglesias et al,

1989). En estos casos suele existir una relación directamente proporcional entre virus de baja

patogenicidad y niveles de fagocitosis muy cercanos a los obtenidos por AM sin infectar con virus.

Las diferencias en fagocitosis también son evidentes según el tipo de partícula o bacteria utilizada en

el test de fagocitosis. Este fenómeno ha sido descrito en caso de BRSV (Trigo et al, 1985), Virus

de la Parainfluenza 1 de los ratones (Virus Sendai) (Jakab y Warr, 1981) y IBRV (Forman y

Babiuk, 1982).

No obstante, uno de los aspectos más sorprendentes de los resultados del test de fagocitosis es el

bajo porcentaje de fagocitosis. Ello está en relación a los resultados obtenidos en el capítulo 5, en el

cual, a través de k observación en microscopía electrónica, se observaron niveles de fagocitosis

cercanos al 50-70%. La explicación de este fenómeno puede ser debido, probablemente, a k

utilización de dos pruebas con un método de contaje totalmente diferente, dado que los resultados

de fagocitosis de bacterias publicados en k literatura sugieren que existe una clara variabilidad

asockda a k metodología utilizada (Wright, 1986; Perry y Martin, 1995).

Desde hace 30 años se vienen desarrollando distintos métodos cuantitativos de medida de k

actividad fàgocítica. Estos incluyen k visualization directa por microscopio óptico, observación por
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microscopía electrónica, contaje por espectrofluorometría y contaje por citómetro de flujo (Stewart

et al, 1986; Wright, 1986; Harvath y Terle, 1994). Todas estas técnicas presentan una serie de |

ventajas e inconvenientes, pero en los últimos años y, probablemente, por k facilidad de realización _

y k capacidad de contar un elevado número de células por tratamiento, se ha tendido a desarrollar I

métodos que utilizan el citómetro de flujo (Vray et al, 1980; Bassoe y Solberg, 1984; Drevets y •

Campbell, 1991; Pksman y Vray, 1994; Jouin et al, 1995). •

Al utilizar el citómetro de flujo en los tests de fagocitosis, es necesario marcar al producto a ™

fagocitar con un fluorocromo. De esta manera, una vez realizados los kvados de ks células •

fàgocíticas después de realizar el test de fagocitosis, solo quedará mareaje fluorescente en el interior

de estas células (elementos fàgocitados) y en su superficie (elementos adheridos). Para diferenciar fl

unos de otros existen substancias capaces de quelar k fluorescencia extracehilar, de manera que k

lectura de k prueba a k longitud de onda adecuada al fluorocromo utilizado solo detectará a •

aquellos elementos que se encuentren intracehuarmente. Al quelar k fluorescencia extracehüar, ésta

cambia de longitud de onda y no es leída por el citómetro de flujo (Drevets y Campbell, 1991). •

£1 análisis por citómetro de flujo aporta información en cuanto a k intensidad de fluorescencia |

rektiva. A partir de este dato, el aparato calcula automáticamente el porcentaje de celdas

fagocíticas fluorescentes. Se trata de un método de elevada sensibilidad dado que permite detectar |

k presencia de una sok partícula fluorescente por macrófàgo (Pksman y Vray, 1994). I
IEn los experimentos realizados, uno de los problemas existentes podría haber sido k calibración del

control negativo que, para cada tratamiento, fue k muestra con tiempo de O minutos PI bacteriana

sin infección vírica. No obstante, k realización de k prueba en tubo significaba que para cada •

tratamiento del procesado eran necesarios tres kvados previos. Ello supone que k adición de fijador ™

a k muestra (momento inequívoco de paro del proceso de fagocitosis) se realizaba después de unos •

15 minutos desde k adición de k bacteria marcada con fiuoresceina. Aunque previamente se había

añadido PBS a 4°C con el objeto de frenar esta fagocitosis, el paro no fue instantáneo. De esta B

manera, el porcentaje O de calibración al citómetro de flujo probablemente suponía k eliminación de

cierto porcentaje de fagocitosis que, al compararlo con el siguiente tiempo (30 minutos PI •

bacteriana), este sería comparativamente mucho menor, y más teniendo en cuenta que k mayor !

parte de fagocitosis de H. parasuis a través de k valoración con microscopía electrónica se realizó •
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en los primeros 30 minutos. Ello explicaría que los resultados del test de fagocitosis y los

últraestructurales mostrasen porcentajes de ingestión de bacteria bastante desiguales, aunque se

mantuviera en ambos casos un máximo de fagocitosis en lo que correspondería a tiempo de 30

minutos PI bacteriana.

No obstante, se observa que a las 2 horas PI vírica y a los 30 minutos PI bacteriana se produce el

máximo porcentaje de fagocitosis por parte de los PAM, independientemente del sistema de

valoración utilizado. La razón por k cual el sistema de microscopía electrónica aporta unos

resultados no distintos significativamente entre ellos y el test de fagocitosis si, es desconocida.

Probablemente la respuesta se encuentre en que k microscopía electrónica realiza una observación

directa de bacterias intracehikres, mientras que a través del citómetro de flujo se aporta un valor en

porcentaje equivalente a la intensidad de fluorescencia de todo el grupo de células contadas

(Plasman y Vray, 1994), de manera que es una medida indirecta de fagocitosis.

Con independencia de los métodos de valoración, y basándonos en las condiciones experimentales

diseñadas para los experimentos de microscopía electrónica y de funcionalidad, parece que el

PRRSv ejerce un efecto de estimulación in vitro de los PAM en las fases iniciales de k infección, y,

aunque este efecto también ha sido detectado en otros virus mencionados anteriormente, el

mecanismo por el cual se da este fenómeno es desconocido. Una posible explicación de este efecto

incluye k posibilidad de que el PRRSv tenga una actividad de inducción de receptores Fe sobre los

PAM. Este fenómeno fue descrito inicialmente en k infección de cultivos celulares de fibrobkstos

humanos por Herpes Simplex Virus (Watkins, 1964). En este estudio se observó que fibrobkstos

infectados con el virus tenían k capacidad de adsorber eritrocitos de oveja previamente

opsonizados, mientras que este fenómeno no se daba en fibrobkstos no infectados. Posteriormente

este efecto fue también demostrado en fibrobkstos humanos infectados con Citomegalovirus

(Furukawa et al, 1975; Rahman et ai, 1976) y se postuló k posibilidad de que estos receptores

para Fe fueran glicoproteínas codificadas por el genoma vírico y se expresaran en caso de infección,

o bien se diese k síntesis de receptor como resultado de una estimukción o desrepresión del

genoma de k célula huésped que bajo condiciones normales no se producía (Keller et al, 1976;

Westmoreland et al, 1976). Posteriormente se estudió k naturaleza de k glicoproteína receptora de

Fe generada en cultivos celulares de riñon de mono infectados por Herpes Simplex y se postuló que

el origen de esta proteína probablemente era vírica (Baucke y Spear, 1979). A través de mareajes
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por inraunomicroscopía electrónica se pudo determinar que esta glicoproteína receptora de Fe

formaba parte de la superficie del virión, además de la membrana de las células infectadas (Para et |

al, 1980). Por esta razón, los resultados de aumento de fagocitosis en las primeras horas por parte _

de AM de conejo infectados previamente con el virus Herpes Simplex fueron sugestivos del efecto I

de aumento de receptores Fe (Plaeger-Marshall et al, 1983). No obstante, este efecto no se ha .

detectado en el Virus de k Lactato Deshidrogenasa, género representativo de k recientemente •

creada famñta Arteriviridae, en k cual se incluiría el PRRSv (Isakov et al, 1982; Pkgemann y •

Moenning, 1992). De hecho, este efecto se ha descrito básicamente en virus representantes de k "

famffia Herpesviridae (Furukawa et al, 1975; Baucke y Spear, 1979; Para et al, 1980) •

Paralelamente, a través de los experimentos realizados, queda claro que k fagocitosis de H. •

parasuis no opsonizada no se produce o bien se produce mínimamente, independientemente de k

presenck de infección vírica o no. Estos resultados sugieren que el PRRSv no tiene efecto sobre k •

fagocitosis no mediada por anticuerpos realizada por PAM. Este efecto ya ha sido descrito para

otros virus que afectan al ganado porcino, concretamente el Virus de k Enfermedad de Aujeszky I

(Iglesias et al, 1989), aunque este último si tiene un efecto de depresión de k fagocitosis en caso de

partículas opsonizadas. I

A k vez, estos resultados de partícuk no opsonizada apoyan k hipótesis de que k ausencia de |

inmunidad humoral contra H. parasuis puede ser el factor principal por el cual k bacteria produzca

enfermedad en cerdos (Nielsen y Danielson, 1975). I

I

I

I

Los resultados del test de muerte intracehikr para H. parasuis fueron bastante dispares según

experimento realizado. Los resultados muestran una tendencia de mayor capacidad de digestión

post-fàgocítica en los grupos control respecto de los infectados, y dentro de estos últimos, mayor

capacidad de muerte intracehúar cuanto menor sea el tiempo PI vírica. Este efecto de disminución

de digestión post-fàgocítica ha sido ampliamente descrito en el caso de otros virus que se

multiplican en AM Concretamente es un efecto demostrado en caso de BRSV, Adenovirus •

Bovino, Virus de k Influenza A del ratón, Virus de k Parainfluenza 3 Bovina, Virus de k Peste

Porcina Ckáca (PPC), PPV y ADV (Warshauer et al, 1977; Pijoan et al, 1980; Hesse y Toth, •

1983; Fuentes y Pijoan, 1986; Harding y Monter, 1988; Adair et al, 1992; Olchowy et al, 1994).

La razón de este efecto se ha rekcionado en algunos casos con k capacidad del virus de impedir I
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total o parcialmente el proceso de fusión de lisosoma y fàgosoma (Pijoan et aL, 1980; Fuentes y

Pijoan, 1986; Adair et al, 1992; Olchowy et al, 1994). No obstante, a falta de pruebas directas de

detección de esta actividad a nivel funcional, los resultados uftraestructurales del capítulo anterior

sugieren que este no es un efecto causado por el PRRSv. De hecho, a nivel ultraestructural, a los 90

minutos PI bacteriana se observó una gran cantidad de fágolisosomas en degeneración, lo que

indica una notable capacidad de digestión por parte de PAM Asimismo el número de PAM con

presencia de bacterias sin digerir fue relativamente bajo comparado con los resultados a 30 minutos

PI bacteriana. El menor porcentaje de este tipo de PAM se dio en el grupo control, hecho que

apoya los resultados del test de muerte intracehüar, en los cuales esta actividad es mayor en PAMs

no infectados con PRRSv.

Los resultados de digestión post-fagocítica realizados con PAM infectados con PRRSv sobre S.

suis tipo n muestran que el virus tiene un efecto estimulante sobre la digestión post-fágocMca,

siendo especialmente marcado en PAMs 14 horas PI vírica, es decir, las cepas virulentas de S.-suis

se multiplican con mayor facilidad en macrófágos no infectados con el virus (Calina, 1994; Calina et

al, 1994). Estos resultados no son refrendados por los obtenidos para H. parasuis. En este caso,

parece que el PRRSv facilita un aumento de k supervivencia de la bacteria a medida que aumenta el

tiempo PI vírico. No obstante, no hay uniformidad en cuanto a la evolución de muerte intracebkr

en el tiempo, dado que el experimento 1 tanto con bacteria opsonizada como no opsonizada el

aumento del tiempo supone un aumento de este parámetro, mientras que en el experimento 2 se

observa una disminución. El distinto comportamiento de S. suis respecto H. parasuis

probablemente radica en la capacidad mostrada por la primera bacteria de multiplicarse en el interior

dePAM

El mecanismo por el cual el efecto del virus implica esta disminución de la capacidad de muerte

intracehüar es desconocido. No obstante, el efecto causado por k infección in vivo a los 7 días PI

del PRRSv sobre ks células procedentes de kvados broncoah/eolares implica una disminución en k

producción de NADPH-oxidasa y anión superóxido (Zhou et al, 1992), de manera que este hecho

podría rekcionarse con el efecto de disminución de k digestión post-fàgocítica por parte de los

PAM
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En cuanto a k variabilidad de los valores observados en los experimentos del test de muerte

intracehilar, ello podría ser debido a la reconocida disparidad funcional de PAM que puede ser |

hallada entre distintas proporciones de subpoblaciones macrofagicas (Choi et al, 1995), k distinta

capacidad de infección del PRRSv según cual sea el animal de origen de los PAM (Van Reeth y |

Pensaert, 1995) y a que ésta fue una técnica iniciahnente concebida para S. suis, bacteria gram —

positiva y de multiplicación intracehúar (Williams, 1990), y no para una bacteria gram negativa •

como H. parasuis.

I
La existencia de distintas subpoblaciones macrofagicas puede ser uno de los factores más •

importantes que expliquen k variabilidad en el comportamiento in vivo e in vitro de los PAM frente

a distintos agentes infecciosos. La hipótesis más aceptada sobre k existencia de subpoblaciones de •

macrófagos alveolares consiste en que éstas reflejan un cambio de funciones continuo inducido por

maduración celular y por respuesta a antígenos exogenos. De hecho, se han establecido 5 fracciones I

distintas a través de un gradiente de Percoll y entre elks destaca una variación del aspecto

morfológico, de k capacidad de fagocitosis, de k expresión del receptor de k Fe de I

inmunoglobuhnas, de k producción de anión superóxido y del factor de necrosis tumoral (TNF) y

de k susceptibilidad a k replicación a PRRSv (Choi et al, 1996). Esto implicaría una variabilidad de I

estas subpobkciones dependiendo de factores como k propk granja y el propio individuo.

En resumen, y en ks condiciones experimentales expuestas en este estudio, parece ser que el

PRRSv tiene un efecto in vitro de mejora de k fagocitosis de H. parasuis en ks primeras horas PI |

pero por el contrario tiene un efecto de depresión de digestión post-fàgocítica que aumenta con el _

tiempo PI vírica. Este efecto local a nivel de PAM no permitiría explicar los resultados obtenidos in I

vivo, dado que, en teoria, funciones tan importantes como k digestión post-fàgocítica de bacterias •

se encuentra disminuida y debería facilitar de esta manera el trasvase de bacteria a sangre. No •

obstante, k disminución de esta función no es muy marcada respecto a PAM no infectados y podría •

ser que un posible efecto de mejora de inmunidad sistémica descrito en infecciones por el PRRSv

(Molitor et al, 1992; Mohtor, 1993) fuera el que marcara k diferenciación de resultados •

patológicos entre los grupos infectados con virus y bacteria y los infectados solo con bacteria en

condiciones in vivo, más que un efecto a nivel de PAMs. I
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CONCLUSIONES

1. La inoculación intratraqueal de H. parasuis (serovar 5) 5 días PI vírica con el PRRSv

en animales convencionales ubres de PRRSv y H. parasuis no resultó en un

incremento en el nivel de presentación de poliserositis fibrinosa respecto los animales

inoculados únicamente con bacteria.

2. En las condiciones experimentales mencionadas se observó que el PRRSv tiene un

efecto doble sobre la infección por H. parasuis que se caracterizó por un menor

^ número de animales afectados de poliserositis fibrinosa pero una mayor mortandad

debida a un proceso de shock séptico.

• $ '
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3. La inoculación intranasal del PRRSv en animales Ubres de PRRS con sacrificio a los 7

y 13 días PI vírica resulta en la infección de éstos. La detección de antígeno vírico en

los tejidos de estos animales fue escasa, siendo pulmón, corazón y tonsila los órganos

con mayor cantidad de éste.

Ti 4. La inoculación intratraqueal y intranasal de H. parasuis resulta en enfermedad de

' -i Glàsser básicamente en animales que se encuentran libres de esta bacteria.

5. En los casos de infección con H. parasuis, el antígeno se distribuye en distintas

serosas, libre o en el interior de células fagocíticas, y pulmón. En casos de muerte por

shock séptico la bacteria se encuentra en la mayoría de órganos, siendo el bazo y los

vasos sanguíneos del hígado y del corazón las localizaciones más frecuentes.

6. La inoculación del PRRSv en cultivo de PAM resulta en un bajo porcentaje de células

infectadas; los cambios ultraestructurales observados hasta las 48 horas PI con una

dosis de inoculación vírica de 1 MOI consisten en un aumento del número de

lisosomas y, en mucho menor grado, de fagosomas y fagolisosomas.

7. Una vez los PAM, infectados o no con PRRSv, han fagocitado H. parasuis

opsonizado, la digestión y eliminación de esta bacteria se realiza con gran eficacia.
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8. Los PAM infectados o no con PRRSv, tienen una capacidad media-baja de fagocitosis

de H. parasuis opsonizada, pero prácticamente nula de H. parasuis no opsonizada.

9. A las 2 horas PI vírica con PRRSv y 30 minutos PI bacteriana con H. parasuis se

observa el máximo nivel de fagocitosis de la bacteria, llegando a un nivel medio del

25% de células con bacteria en su interior a través de su cálculo mediante citómetro

de flujo.

10. La infección de PAM con el PRRSv parece tener un efecto de menor capacidad de

muerte intracelular de H. parasuis opsonizada a medida que aumenta el tiempo PI

vírico.
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