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El sindrome reproductor y respiratorio porcino
(PRRS) es una de las enfermedades mas
significativas de las que afectan al ganado
porcino, fundamentalmente por las pérdidas
economicas tan importantes que se asocian a la
infeccion. Esta causada por un virus, el virus del
PRRS (PRRSV) que pertenece a la familia
Arteriviridae 'y, dentro de ésta, al género
Arterivirus (Cavanagh, 1997), que engloba virus
cuyo genoma esta constituido por una molécula
de ARN de cadena sencilla y polaridad positiva.
A pesar de que el PRRSV vy la enfermedad que
produce han sido objeto de intenso estudio
desde su identificacion hace ya mas de 20 afios,
todavia no se han podido desarrollar
herramientas de profilaxis médica que sean
totalmente eficaces y garanticen la salud de los
animales en los que se apliquen. Este fallo en la
obtencion de vacunas adecuadas para el control
de la enfermedad se debe a varias razones, entre
las que merece especial mencion la variabilidad
del virus. Hoy en dia sabemos que el virus
presenta una elevada variabilidad genomica,
existiendo en forma de quasispecies en las
granjas y en los individuos afectados (Goldberg
et al., 2003), lo cual facilita la aparicion muy
rapida de nuevas variantes que se van
difundiendo entre la poblacion porcina sin que
desplacen necesariamente a las previamente
existentes, pudiendo de hecho recombinar entre
ellas para crear nuevas variantes. Estos
fendémenos hacen que el virus sea muy
heterogéneo desde el punto de vista genomico.
Esta heterogeneidad ha conducido a la division
del virus en dos genotipos distintos: 1. genotipo
1, que comprende cepas europeas del virus y 2.
genotipo 2, que engloba cepas americanas
(Meng, 2000). A su vez estos genotipos se
subdividen en subtipos, muy claramente
definidos en el caso del genotipo 1 (Forsberg et
al., 2002; Stadejek et al., 2006), y en distintos
grupos genomicos.

Aunque hay mucha menos informacion en
relacion con las repercusiones practicas de este
alto grado de wvariabilidad genémica, esta
generalmente aceptado que ésta se traduce en
diferencias biologicas importantes,
especialmente las relacionadas con la virulencia
de los aislados y con su composicion antigénica.
De hecho, estudios realizados utilizando tanto
sueros  policlonales  como  anticuerpos
monoclonales  han  revelado  diferencias
importantes en la reactividad cruzada entre
cepas, indicando la existencia de esa
variabilidad antigénica (Drew et al., 1995;
Cancel-Tirado et al., 2004). El hecho de que las
cepas del virus difieran en su composicion

antigénica se ha aducido con frecuencia como
una de las razones que justifican la falta de
proteccion cruzada entre aislados y la
consiguiente falta de eficacia de las vacunas
(Labarque et al., 2003;Meng, 2000; Prieto et al.,
2008).

Sin embargo, en los trabajos en los que se ha
comprobado de forma experimental la eficacia
de distintas vacunas, siempre se analiza la
similitud gendémica entre las cepas de
inmunizacion y desafio pero normalmente no se
comparan desde el punto de vista antigénico,
posiblemente por las dificultades que ello
conlleva. Estas dificultades derivan tanto del
desconocimiento de los antigenos relevantes en
proteccion como de problemas para utilizar
métodos  seroldgicos  rutinarios en la
determinacion de las diferencias antigénicas. En
este sentido, la determinacion de la presencia de
anticuerpos frente al virus se suele realizar
mediante la utilizacién de técnicas de ELISA,
que se basan en la deteccion de epitopos
conservados y muy inmunogenosdel virus por lo
que, en la practica, no son utiles para determinar
la existencia de diferencias antigénicas entre
aislados. Por otra parte, los componentes de la
respuesta inmune relacionados con la proteccion
no han sido completamente identificados y
caracterizados,siendo confuso el papel que cada
uno de ellos juega en el control de la infeccion.
No obstante, hay indicios de que la respuesta de
anticuerpos neutralizantes que se produce tras la
infeccion podria ser uno de los factores clave en
el control de las reinfecciones. Esta informacion
deriva de estudios de proteccion realizados en
animales naive en los cuales la Gnica inmunidad
especifica frente al virus provenia de la
transferencia pasiva de cantidades conocidas de
anticuerpos neutralizantes (Osorio et al., 2002;
Lopez et al., 2007). En ellos se ha determinado
que la mera transferencia de anticuerpos
neutralizantes especificos frente al virus es
suficiente para conferir proteccion y que el
grado de proteccion alcanzado se correlaciona
con la cantidad de anticuerpos neutralizantes
circulantes, de forma que la viremia y el fallo
reproductivo se pueden prevenir con cantidades
relativamente bajas de anticuerpos (titulos en
torno a 1/8), mientras que para prevenir la
distribucion orgéanica del virus en lechones son
necesarias cantidades muy superiores, con
titulos de, al menos, 1/64.

Sin embargo, a pesar del papel que estos
anticuerpos neutralizantes podrian jugar en la
proteccion, no hay mucha informacion
disponible acerca de su especificidad y de su
reactividad cruzada. Se sabe que la infeccion
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por el virus da lugar al desarrollo de cantidades
detectables, aunque generalmente bajas de
anticuerpos neutralizantes (Scortti et al., 2006;
Prieto et al., 2008; Vanhee et al., 2010) cuya
especificidad no esta totalmente dilucidada,
aunque parece ser variada. De esta forma, se han
identificado y secuenciado epitopos
neutralizantes en la proteina mayoritaria de la
envoltura del virus, la GP5 (Ostrowski et al.,
2002; Plagemann, 2004), y,mas
recientemente,en tres de las glicoproteinas
minoritarias, la GP2, la GP3 yla GP4 (Costers et
al., 2010; Vanhee et al, 2011), existiendo
indicios de la presencia de epitopos
neutralizantes, posiblemente conformacionales,
de cuya composicion formarian parte distintas
proteinas del virus, incluyendo la proteina M.
En cuanto a la reactividad cruzada de los
anticuerpos  neutralizantes la  informacion
disponible es muy limitada. Estudios de
proteccion han determinado que la reactividad
cruzada con la cepa de desafio de los
anticuerpos neutralizantes desarrollados tras la
vacunacion de cerdos en crecimiento es bastante
limitada (Prieto et al., 2008). Este hecho parece
indicar que podrian existir diferencias
significativas en la composicion de los epitopos
neutralizantes entre las cepas del virus, lo que
podria  condicionar la  capacidad de
neutralizacion cruzada entre aislados y, por
ende, la proteccion. Es mas, la composicion
antigénica de un aislado en particular puede
condicionar su sensibilidad o resistencia a
neutralizacion y, por tanto, la proteccion que
cabe esperar que tengan animales previamente
inmunizados cuando son expuestos a ella.

No obstante, a pesar de la relevancia que la
reactividad cruzada entre cepas y la sensibilidad
o resistencia a neutralizacion puede tener en la
proteccion, la informacion disponible es muy
limitada. Con el objetivo de ahondar en el
conocimiento de la similitud antigénica entre
aislados del virus y de los perfiles de
susceptibilidad a neutralizacion de distintos
aislados del virus, en nuestro laboratorio hemos
llevado a cabo un estudio disefiado para conocer
la capacidad de neutralizacion cruzada entre
aislados.

Para ello hemos producido un total de 30 sueros
hiperinmunesmonoespecificos, es decir,
especificos frente a un aislado en particular del
virus y, después de concentrar o diluir los sueros
hasta que todos tuvieran el mismo titulo de
anticuerpos neutralizantes frente a la cepa
utilizada para inmunizar a los animales, los
hemos enfrentado, en ensayos de
seroneutralizacion cruzada, a un panel de 48
aislados  distintos del virus, comparando
posteriormente la reactividad de los sueros con
cada uno de los aislados. El andlisis de estos

datos nos indica que los sueros tienen una
capacidad variable para neutralizar los virus de
nuestro panel, sin que hayamos podido
identificar patrones claros que permitan agrupar
a los aislados en funcion de su perfil antigénico.
Es decir, no es posible agrupar a los distintos
aislados en categorias que compartan los
mismos perfiles de neutralizaciéon con los
distintos sueros. Sin embargo, si hemos podido
observar que los aislados difieren en su
susceptibilidad a neutralizacion, habiendo
identificado un grupo de virus que son
neutralizados con relativa facilidad por la
mayoria de los sueros empleados en nuestro
panel, entre los que destaca un aislados que
hemos calificado como altamente sensible a
neutralizacion, mientras que hay otro grupo
constituido por virus que son bastante
resistentes a la neutralizacion, neutralizandose
muy pobremente y a titulos bajos por la mayoria
de los sueros utilizados. Entre ambos, queda un
grupo de aislados que tienen una sensibilidad
intermedia a neutralizacion, que hemos
denominado  moderadamente  sensibles a
neutralizacion, y que presentan patrones de
neutralizacion mas variables y dependientes del
suero que se utilice en el ensayo. La
clasificacion de los aislados se ha llevado a cabo
utilizando distintos sistemas informaticos de
agrupamiento, demostrando los resultados que,
con algunas variaciones, los aislados mas
sensibles a neutralizacion tienden a agruparse en
grupos con composicion similar con todos los
sistemas utilizados, al igual que los mas
resistentes, siendo la clasificacion de los
aislados moderadamente sensibles a
neutralizacion mas laxo y variable.

Como segundo objetivo hemos intentado
correlacionar el patron de susceptibilidad a
neutralizacion de los aislados con las
caracteristicas de algunas de las proteinas del
virus que han sido identificadas como
inductoras de anticuerpos neutralizantes. En
concreto hemos secuenciado la ORF3, la ORF4
y la ORFS5 y hemos comparado la secuencia de
aminoacidos predicha para cada proteina con el
patron de susceptibilidad a neutralizacion
obtenido para cada cepa. En particular, hemos
determinado la secuencia y la variabilidad en la
secuencia de los epitopos neutralizantes
predichos y el patréon tedrico de glicosilacion de
cada proteina. En lo que se refiere al patron de
glicosilacion, no se han observado diferencias
en el numero y la localizacion de los sitios
predichos entre los distintos aislados en la GP3
y la GP4. Por el contrario, en la GP5 el namero
de sitios de glicosilacion predichos varié entre
cepas, aunque los cambios detectados no se han
podido correlacionar directamente con la
susceptibilidad a neutralizacién, quedando
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descartado que las cepas que sdlo presentan dos
sitios sean mas susceptibles a neutralizacion que
las que presentan tres. En lo que se refiere a la
secuencia de los epitopos neutralizantes
descritos, se han analizado las distintas
proteinas estudiadas. En la GP5 se han
detectado algunos cambios en la secuencia del
epitopo neutralizante en algunos de los virus,
aunque estos cambios no se han asociado a un
perfil concreto de neutralizacion. En la GP3,
aunque los tedricos epitopos no estan
claramente localizados, la secuencia entre las
posiciones 57 y 72, que recientemente ha sido
descrita como una zona inductora de
anticuerpos neutralizantes, muestra algunos
cambios en determinadas posiciones. Sin
embargo, tampoco en este caso se ha podido
asociar un cambio concreto con una mayor
susceptibilidad o resistencia a neutralizacion.
Finalmente, en el caso del epitoponeutralizantes
de la GP4, nuestros estudios indican que es
altamente variable, teniendo la misma secuencia
en un nimero muy limitado de aislados, lo que
hace imposible establecer asociacion alguna
entre su secuencia y otras caracteristicas
biologicas del virus como la susceptibilidad a
neutralizacion.

Todos estos resultados, tomados en su conjunto
indican que las cepas del PRRSV no parecen
agruparse en grupos antigénicos claros cuando
se usan sueros de distinta especificidad para su
clasificacion. Sin embargo, difieren claramente
en su susceptibilidad a neutralizacion, siendo
algunas neutralizadas con cierta facilidad
mientras que otras no son neutralizadas por
practicamente ninglin suero. Las causas ultimas
de la susceptibilidad o resistencia a
neutralizacion de las cepas no han podido ser
esclarecidas en este estudio. Sin embargo,
nuestros resultados indican que el analisis de la
secuencia de los epitopos neutralizantes
conocidos no es suficiente para asignar a una
cepa un perfil determinado de susceptibilidad a
neutralizacion. Es posible que la susceptibilidad
global sea un proceso complejo en el que
intervengan de forma conjunta la composicion
de los distintos epitopos identificados vy,
posiblemente, otros que no han sido
identificados, tanto lineales como
conformacionales. Asimismo, la accesibilidad
de los anticuerpos a los epitopos clave para la
neutralizacionpuede jugar un papel importante
en la susceptibilidad y ser variable en funcion
de los patrones de glicosilacion y de la
estructura secundaria y terciaria de las distintas
proteinas.

Unicamente la variabilidad observada en el
epitopo de la GP4 podria explicar la baja
reactividad cruzada de la inmensa mayoria de
los sueros utilizados en nuestro estudio. Si este

epitopo es bastante inmunogeno, como se ha
propuesto, y bastante variable, como hemos
observado en nuestro estudio, esta conjuncion
de factores explicaria la falta de reactividad
cruzada de los sueros, que contendrian una gran
cantidad de  anticuerpos  neutralizantes
especificos para este epitopo que sélo
reaccionarian con la cepa utilizada en la
inmunizacion. Es mds, aunque se trata solo de
indicios, en nuestro estudio, los pocos aislados
que comparten la misma secuencia en este
epitopo tienen un grado de reactividad cruzada
alta, lo que apuntaria hacia una influencia alta
de este epitopo en la reactividad cruzada. Por el
contrario, los pocos sueros que han mostrado
una alta capacidad de neutralizacién cruzada
posiblemente  presenten  una  respuesta
mayoritaria hacia epitopos conservados, pero
poco inmundgenos. Harian falta estudios
adicionales para verificar esta teoria.
Por ultimo, hay que destacar que los resultados
de este estudio permiten explicar la baja
proteccion cruzada observada entre distintos
aislados del virus. La baja reactividad cruzada
de los anticuerpos neutralizantes y la
relativamente alta resistencia a neutralizacion de
muchos aislados podria dificultar sobremanera
la obtencion de vacunas capaces de ofrecer una
respuesta universal frente a la infeccion con el
virus.
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