LA INTERACCION DEL VIRUS DE PRRS Y Mycoplasma hyopneumoniae - SU POSIBLE PAPEL
EN EL COMPLEJO RESPIRATORIO PORCINO
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La enfermedad respiratoria continua siendo uno de los principales problemas economicos para los
productores de cerdos a nivel mundial. En afios recientes, la enfermedad respiratoria a plagado las
operaciones porcinas a tal grado, que se han tenido que instituir estrategias intensivas de reduccion
de enfermedades tales como el destete segregado, la produccién en sitios multiples y el destete
precoz. Este cuadro clinico se ha identificado como el “complejo respiratorio porcino” (CRP). El CRP
se caracteriza por crecimiento lento, disminucién de la eficiencia alimenticia, anorex1a fiebre, tos y
disnea en cerdos de crecimiento-finalizacion alrededor de 18 a 20 semanas de edad '. Estimamos que
el CRP afecta 10 millones de animales anualmente en los E.U.A., con un impacto econémico de 40
millones de délares en el mismo periodo. Los laboratorios de diagndstico han aislado, a partir de
casos de CRP, varios patdogenos entre los que se incluyen el virus del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino (VPRRS), Mycoplasma hyopneumoniae, virus de influenza porcina V[P)
Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida y virus de la Enfermedad de Aujeszky 2.
estos patogenos, el VPRRS, Mycoplasma: hyopneumoniae y el VIP son los mas frecuentemente
aislados. La mayoria de los casos severos de CRP examinados recientemente en el Laboratorio de
Diagnoéstico Veterinario de la Universidad Estatal de lowa (LDV-UEI) fueron positivos a VPRRS y
tuvieron lesiones microscopicas tipicas de infeccion por M. hyopneumoniae. El CRP parece haber
incrementado en severidad no obstante el uso difundido de vacunas comerciales contra el VPRRS y
M. hyopneumoniae.

M. hyopneumoniae ha sido reconocido como el agente causal de la neumonia enzootica, una
neumonia ligera y crénica cominmente complicada por infecciones bacterianas oportunistas M.
hyopneumoniae por si solo produce una neumonia ligera y crénica caracterizada por tos esporadica
no productiva, con poco o ningln efecto sobre la capacidad de crecimiento. Las lesiones tipicas de
micoplasma consisten en dreas bien demarcadas de consolidacion rojo obscura (aguda) a grisacea
(crénica) en las regiones craneoventrales del pulmén. La observacion microscopica revela
bronconeumonia con alveolitis supurativa e histiocitica, cumulo lifohistiocitico peribronquiolar y
perivascular y formacién consistente de nédulos con hiperplasia del tejido linfoide asociadc a
bronquios (BALT).

La patogenia de la -neumonia micopldsmica es compleja y no sélo depende del dafio causado
directamente por el microorganismo, sino también de las células del sistema inmune del hospedador.
Inicialmente, M. hyopneumaoniae se adhlere a los cilios del epitelio tragueal y bronquial, lo que resulta
en aglutinacién y pérdida excesiva de cilios *. Se piensa que la pérdida de la funcién mucociliar es una
de las principales razones de la incrementada incidencia de infecciones secundarias asociadas con la
infeccion de M. hyopneumoniae. Ademas, los cambios inmunopatolégicos son un componente
importante en muchas enfermedades respiratorias por micoplasma, aungque se conoce poco acerca de
los mecaniemos fundamentales de las respuestas inmune e snﬂamator;a M. hyopneumoniae ha
mostrado tener efecto tanto inmunosupresor como estimulador de linfocitos *°. Adicionalmente, Tajima
y col. encontraron que las lesiones neumonicas fueron menos severas en cerdos timectomizados,
sugiriendo que los mecamsmos inmunes mediados por células son importantes en el desarrollo de
lesiones neumonicas '. La neumonia enzodtica ocurre cuando se combina M. hyopneumoniae con
bacterias oportunistas tales como P. muitocida, Bordetella bronchiseptica, Streptococcus suis,
Haemophilus parasuis o Actinomyces pyogenes. Estas infecciones mixtas resultan en desmedro
reduccioén de la ganancia de peso (16-30%) y aumento en la conversién alimenticia (14- -20%) °.

El virus de PRRS, un Arterivirus, se ha convertido en uno de los patogenos economlcamente mas
importantes en la industria porcina desde que aparecié por primera vez en 1987 °. Se ha demostrado
que la infeccién de los macrofagos alveolares con el VPRRS induce lisis ceiuiar in vitro "° y los
macréfagos necréticos en los esPaclos alveolares son una lesién microscopica caracteristica de
pulmones infectados con VPRRS " Secree que la lisis y disminucién de la funcion de los macrofagos
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alveolares explican la reduccién de la capacidad del tracto respiratorio del cerdo para defenderse de
otros patogenos respiratorios, especialmente bacterias. Consecuentemente, muchos investigadores
han sugerido que el VPRRS es el patégeno primario que inicia el CRP y las bacterias sirven como
invasores secundarios u oportunistas en la patogenia del CRP. Esta hipétesis concuerda con el
paradigma comunmente conocido de que los virus predisponen al hospedador a infecciones
bacterianas secundarias. En contraste, un estudio reciente realizado en nuestro laboratorio demostro
que la infeccion con M. hyopneumoniae incrementa la severidad y duracién de la neumonia inducida
por el VPRRS 2. Mas importante, los cerdos infectados con ambos patégenos, con un minimo de
lesiones neuménicas inducidas por M. hyopneumoniae, exhibieron neumonia inducida por VPRRS
que persistid por un periodo significativamente mayor que en cerdos libres de M. hyopneumoniae,
sugiriendo que hay un efecto sinérgico entre los dos patégenos. Los mecanismos por los cuales M.
hyopneumoniae exacerba la neumonia por VPRRS son desconocidos.

DISENO EXPERIMENTAL En nuestro desafio experimental, 140 cerdos libres de VPRRS vy
micoplasma fueron divididos en 7 grupos de tratamiento. Los cerdos fueron inoculados con M.
hyopneumoniae 21 dias antes de, concomitantemente con y 10 dias después de la inoculacién con
VPRRS. Los cerdos tenian 6 semanas de edad los O dias post inoculacion (DPI). Los tiempos de
inoculacién fueron seleccionados para asegurar gue habria induccién de neumonia significante para
cada patogeno. Se utilizaron intervalos de necropsia a los 3, 10 y 28 dias para establecer lesiones
agudas (3 DPI), maximo de lesiones por VPRRS (10 DPl) y maximo de lesiones por M.
hyopneumoniae (28 DPI).

Los cerdos fueron evaluados durante los primeros 14 dias después de la inoculacién con VPRRS para
determinar enfermedad respiratoria clinica atribuible al VPRRS (Tabla 1). También se establecieron
las temperaturas rectales en ese tiempo. Todos los cerdos se evaluaron diariamente para condicion
general de salud y tos, el cual es el Unico signo especifico para M. hyopneumoniae. A ia necropsia, los
pulmones se examinaron para lesiones macroscopicas y microscopicas y se colecto fluido de lavado
broncoalveolar para aislamiento viral. Se colectaron muestras de pulmoén para aislamiento y titulacién
de M. hyopneumoniae y virus.

RESULTADOS.Todos los grupos inoculados con VPRRS mostraron signos de enfermedad
respiratoria compatible con neumonia inducida por VPRRS. Estos signos incluyeron dificultad para
respirar e incremento de la frecuencia respiratoria. Se observo tos en todos los grupos inoculados con
M. hyopneumoniae, comenzando entre 10-14 DPI, pero no en los cerdos infectados sélo con VPRRS
o en los cerdos control. Los cerdos que recibieron M. hyopneumoniae 21 dias antes de la inoculacién
con VPRRS, desarrollaron significativamente mas enfermedad respiratoria severa y fiebres altas
dentro de los primeros 3 DPI que aquellos cerdos que recibieron VPRRS y M. hyopneumoniae
conjuntamente. El andlisis de los registros de la enfermedad respiratoria indicaron que los cerdos en
los grupos infectados con M. hyopneumoniae y VPRRS tuvieron enfermedad respiratoria clinica mas
severa en comparacion con los grupos infectados sélo con un microorganismo.

El porcentaje de tejido pulmonar con neumonia visible, ya sea inducida por VPRRS o por M.
hyopneumoniae, se muestra en la Tabla 2. La neumonia compatible con VPRRS aparecié en los
cerdos inoculados con el virus a los 3 DPI. Para los 10 DPI, ya fue visibie la neumonia micoplasmica
en los cerdos infectados con ambas patégenos, aunque los niveles en cerdos infectados sélo con M.
hyopneumoniae, inoculados 31 dias antes, fue minima.

A los 28 DPI, todos los grupos infectados con ambos patégenos atin exhibieron lesiones compatibles
con neumonia inducida por VPRRS. En contraste, la neumonia inducida por VPRRS se observé en
solo 2 de los 8 cerdos en el grupo inoculado solamente con VPRRS. De manera interesante. mientras
solo 2 de los cerdos inoculados con M. hyopneumoniae 21 dias antes que VPRRS tuvieron lesiones
macroscopicas obvias compatibles con neumonia micoplasmica, todos los cerdos en el grupo aun
tuvieron lesiones neumonicas compatibles con VPRRS a los 28 DPI.

Las evaluaciones histopatologicas estan presentadas en la Tabla 3. Neumonia intersticial compatible
con neumonia inducida por VPRRS estuvo presente en todos los cerdos infectados con VPRRS a los
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3 DPI. Esta neumonia estuvo caracterizada por hiperirofia € hiperplasia de neumocitos Tipo 2,
engrosamiento septal con monocitos y exudado alveolar consistente de macroéfagos, tejido necrético y
células multinucleadas. La hiperplasia peribronquiolar de tejido linfoide inducida por M.
hyopneumoniae no se observé a los 3 DPL. A los 10 DPI, lesiones microscopicas compatibles con M.
hyopneumoniae fueron méas severas en los grupos infectados con VPRRS y M. hyopneumoniae en
comparacioén con el grupo infectado unicamente con M. hyopneumoniae.

Los cerdos infectados con VPRRS antes o simultdneamente con Ia inoculacion de M. hyopneumoniae
tuvieron un incremento significativo en la neumonia intersticial inducida por VPRRS a los 28 DPI, en
comparaciéon con el grupo que solo recibid6 VPRRS. Lesiones microscopicas compatibles con M.
hyopneumoniae fueron mas severas en los grupos infectados con ambos patégenos en comparacion
con los cerdos inoculados solamente con M. hyopneumoniae.

CONCLUSION. Basados en este estudio, concluimos que M. hyopneumoniae puede actuar como un
cofactor, potencializando la neumonia inducida por el VPRRS. La potencializacién del VPRRS por M.
hyopneumoniae fue documentada clinicamente, macroscépicamente y microscépicamente. El
incremento en la severidad y duracién de la neumonia inducida por el VPRRS se observo en todos los
cerdos infectados con ambos patégenos, comparado con los cerdos infectados sélo con VPRRS. M.
hyopneumoniae potencializé la neumonia viral independientemente de cudndo ocurrio la infeccién
viral. Sorpresivamente, atn cuando M. hyopneumoniae no indujo lesiones macroscépicas tipicamente
observadas en nuestro modelo de desafio, la neumonia inducida por VPRRS fue aln potencializada.
Los cerdos que recibieron M. hyopneumoniae 21 dias antes a la inoculacion con VPRRS tuvieron
neumonia micoplasmica no observable atn, tuvieron lesiones inducidas por VPRRS que persistieron
por 4 semanas después de la inoculacién con VPRRS, mientras que las lesiones inducidas por

VPRRS tipicamente se resolvieron en el transcurso de 4 semanas en los cerdos que recibieron sélo
VPRRS.

La relacién temporal entre infecciones con M. hyopneumoniae y VPRRS no parecié influenciar la
severidad de la neumonia inducida por VPRRS, sugiriendo que la infeccién con M. hyopneumoniae en
cualquiera de los tiempos utilizados en este estudio en relacién a la infeccién con VPRRS, resulté en
la prolongacién y mayor severidad de la neumonia inducida por VPRRS. Ademas, aun con la ligera
infeccion con M. hyopneumoniae del grupo B, se exacerb6 la neumonia inducida por VPRRS,
sugiriendo que la presencia de M. hyopneumoniae con un minimo de enfermedad clinica puede
incrementar la severidad de la neumonia inducida por VPRRS. Estos hallazgos son consideraciones
importantes en el manejo y control del CRP: Los resultados de este estudio sugieren que el control de
la infeccion por M. hyopneumoniae puede ser importante en la disminucién del impacto de la
neumonia inducida por VPRRS en granjas porcinas y, por lo tanto, del CRP.
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Tabla 1. Resumen de los registros de enfermedad respiratoria clinica de cerdos después de la
inoculacién con VPRRS, M. hyopneumoniae, o VPRRS y M. hyopneumoniae.

Grupo 1-3 DPI (n=20) 4-10 DPI (n=14) 11-14 DPI (n=8)
A 0.8£0.4°" 2.4%0.7° 41+05°
B 1.6+0.4° 2.4 +0.5° 3.7+0.6°
(o] 2.2+0.8° 2.6 +0.5° 2.9+0.6°
D 0o° 0° 0°
= 0 0° 0°
F 0.640.3° 1.9 £0.4° 2.141.4°
G of 0° 0°

"Dias post inoculacién. Los cerdos tenian 6 semanas de edad a los 0 DPI.

" Criterio: 0=normal; 1=disnea ligera y/o taquipnea al estresarse; 2= disnea ligera y/o taquipnea al
estar en reposo; 3=disnea moderada y/o taquipnea al estresarse; 4=disnea moderada y/o taquipnea al
estar en reposo; 5=disnea severa y/o taquipnea al estresarse; 6=disnea severa y/o taquipnea al estar
en reposo.

2229 Dentro de cada columna, valores con diferentes superindices son significativamente diferentes
(p<.001).
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Tabla 2. Porcentaje de pulmén con lesiones neuménicas visibles en cerdos infectados con M.

hyopneumoniae, VPRRS o ambos.
Fecha de Necropsia
3DPI 10 DPI 28 DPI

Grupo | VPRRS" M. hyo.' VPRRS M. hyo VPRRS M. hyo.
A 8.244.5° 0.240.3 50.8£15.9° 4 1£4.1° 420+7.5°  7.7465.7°
B 12.3+6.0° 1617 48.8+26.4° 1.3:2.2° 15.6£14.5°  3.3259°°
Cc 428+12.8° 0.01+0.02 29.5+9.1° 2.5¢3.1*° 28.8+414.1°  7.2+8.1*"
D 0° 0.1£0.1 0° 0.9+2.1° 0° 1.23.0%°
F 0° 0.2£0.3 0° 0.2+0.2° 0 8.3+4.0°
F 13.745.8" 0.120.2 56.5+12.7° 0.05+0.1° 0.81+1.59° o
G 0° 0.1+0.3 0° 0.02+0.05" 0 (Vg

DPI dias post inoculacién cuando se realizé la necropsia a los cerdos.

Porcenta;e de pulmon exhibiendo neumonia inducida por VPRRS estimado visualmente.

' Porcentaje de pulmon exhibiendo neumonia inducida por M. hyopneumoniae determinado por dibujo
de lesion y andlisis de imagen.

Grupo C recibi6 VPRRS 10 DPI y M. hyopneumoniae 0 DPI, de manera que no hay relacién con los
otros grupos con respecto a DPI con VPRRS y fecha de necropsia.

° Dentro de cada columna, valores con diferentes superindices son significativamente diferentes

(p<.001).

Tabla 3. Registro de lesiones microscépicas de cerdos inoculados con VPRRS, M.
hyopneumoniae o ambos.

Fecha de Necropsia
3 DPI 10 DPI 28 DPI

Grupo | VPRRS™T WM. hyo? VPRRS M. hyo. VPRRS M. hyo.
A 1.2+1.1° 0 4.0:0.97 1.7:1.0° 48:0.7° 3.9:0.4°
= 1.0+0° 0.3+0.5 3.3¢1.5° 0.8+0.4° 1.3+0.5° 1.6+1.1°
ct 3.3+0.5° 0 3.3:0.5° 1.841.0° 4.3+1.2° 3.840.5°
D 0° 0.2+0.4 o° 0.5+0.6"° 0.1£0.4° 1.0+0°
E 0.2+0.4° 0 o° 0.5+0.6"° 0° 2.5:0.8"
F 1.5:0.8°  0.320.5 3.740.8° 0° 1.420.5 1.1£0.6°
G 0.24£0.4° 0 0° 0.8+0.4"¢ 0° 0.3+0.5°

" Dias post inoculacion cuando se realizé la necropsia a los cerdos.
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T VPRRS: Criterio basado en la severidad de la neumonia intersticial. 0=sin lesiones microscopicas;
1=neumonia ligera; 2=neumonia difusa leve; 3=neumonia multifocal moderada; 4=neumonia difusa
moderada; 5=neumonia multifocal severa; 6=neumonia difusa severa.

¥ M. hyopneumoniae: Criterio basado en la severidad del cumulo peribronquiolar y perivascular y
nodulo linfoide. O=sin lesiones microscépicas; 1=ctmulo peribronquiolar y perivascular ligero y
formacion de nodulo linfoide; 2= cumulo peribronquiolar y perivascular moderado y formacion de
nédulo linfoide; 3= cimulo peribronquiolar y perivascular severo y formacion de nédulo linfoide; 4=
cumulo peribronquiolar y perivascular muy severo y formacion de nodulo linfoide.

§ Grupo C recibic VPRRS 10 DPI y M. hyopneumoniae 0 DPI, de manera que no hay relacién con los
otros grupos con respecto a DPI con VPRRS y fecha de necropsia.
2bed Dentro de cada columna para cada DPI, valores con diferentes superindices son

signifi catavamente diferentes (p<.001).
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