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ABSTRACT

Characterization of in vivo cytokine production by the leukocytes from pigs infected with Porcine

Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV)

Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS), caused by porcine reproductive and

respiratory syndrome virus (PRRSV), has been recognized worldwide as one of the most economically

important swine diseases.  The major characteristics of PRRS include reproductive failure of the sows

and respiratory disease in pigs of all ages.  PRRSV infection generally resulted in delayed and ineffective

adaptive immunity against the virus followed by the deterioration of local lung defenses that leads to

secondary bacterial infections which are known as the porcine respiratory disease complex.  Previous

findings from our laboratory indicated that PRRSV infection could result in both systemic and local

production of interleukin-10 (IL-10) in infected pigs.  The findings lead to a major concern that high IL-10

production during the active stage of PRRSV infection could result in systemic immunosuppression in the

infected pigs.

The first objective of the project was to establish various immunofluorescent staining protocols

for studying IL-10 and interferon-gamma (IFN-�) production, the IL-2 receptor-alpha (CD25) surface

expression of porcine lymphocytes by flow cytometry.  The results indicated that flow cytometric

analyses of IFN-� production could be used to evaluate viral-specific cell-mediated immune responses

in pigs.  However, IFN-� production and expression of CD25 were not tightly associated in porcine

lymphocytes.  Furthermore, the result demonstrated significant increases in IL-10 production by porcine

lymphocytes from infected pigs during the early stage of PRRSV infection.  The second objective of the

project was to evaluate whether the PRRSV infection produced negative impact on the host immune

responses.  To investigate the effect of PRRSV infection on classical swine fever (CSF) vaccine efficacy,

twenty-eight, 17-day-old pigs were divided into 5 groups.  The experimental group was infected with a

Thai PRRSV (01NP1) a week before CSF vaccination and challenged with the virulent CSF virus

(Bangkok 1950) 3 weeks following vaccination.  The control groups received no PRRSV infection, no

CSF vaccination, no CSF challenge or in combination were included.  The results demonstrated that

PRRSV infection significantly reduced the CSF vaccine efficacy, with clear evidence of enhanced IL-10

production by the lymphocytes of PRRSV infected pigs at the time of CSF vaccination.  These findings

implied that active PRRSV infection could induce immunosuppression in infected pigs and might be one

of the causes for CSF vaccination failure in the field.
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 �� ���� ���� ��
 ������
��������!���� "���#$��%�$���&�'(���$�	��
)��&�'�$��
��*%+�

;�� Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS) ���	;���&+�!'�9���������O�������	

��	!�+��	] *���:������������#���
�:��'�9�;#� �����:��
;�� PRRS ���!����@A������� Porcine Reproductive

and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV)  ����������O��
;�� PRRS �!�*�� �#:�������'�9���9�����
��+�&++

�A+%�	,:$'�9���
�����!�?��&����A+%�	,:$#����#�
	*���:�� *#&;��'�
�&++'�
�!�	���
�
	�:��':��#:�����: ���	'�9

	����
�����������+�	�
'�
?����:����	?���#�
�����!�@A�� PRRSV ������!�=�	���	���
@��*#&�������&��',�?�%

	�����	���UO�������O'�9�����?���#�
��������!�@A�� PRRSV �!�*�� ����!?����:����	��
�&++'�
�!�	���
�

"=9
	������������!�@A��*'��"��	
	�&++'�
�!�	���
�*#&���
�����!�#:�������'�9�������� Porcine Respiratory

Disease Complex (PRDC)  ��������#
�	�����'�9���	��@��
�����	��� PRRSV �&'��
�����!����%�9��������
 ��	����$

#����	 10 (IL-10) 
	�:��'�9�!���+�@A�� *#&@��
�����	��� IL-10 �����+'+�''��

	*
�����!���'��
�	��
�&++

?����:����	


�	�����	�������-:��&�
�$�#����
;��
���
	@��
*�� �%A9�<=�>��#��
�����!�@A�� PRRSV '�9���9�����
��+

�������
 IL-10 
	�:��'�9�!���+�@A�� ;!�'�����<=�>����*++��
�������
 IL-10 ?���#�
���'�9�:���!���+�@A�� *#&

�"##$'�9����
�";����	$!�
�#��� ;!�%�Q	���,��������������&�$�������
 IL-10 ��� peripheral blood

mononuclear cells (PBMC) ��
�:�� !�����,� flow cytometry �!����	�#������� 	�����	����
�!�'�����%�Q	���,�

������&�$���*�!
�����
 IL-2R-alpha (CD25) +	����"##$ *#&�������
 ��	����$�^���	-*����� (IFN-�) �	

�����-	���'�	����#��	����
@�<=�>����*++*#&@	�!��
�"##$'�9����
�";����	$��
�:���!����
 �#������<=�>�

%+����&!�+�������
 IFN-� �����-
@����	���+�
@��'�9��������!�#��
��+���'��
�	��
?����:����	*++%=9
�"##$'�9��

��������%�&��+�@A�������
	�:������������������!���*�!
�����
 CD25 	�����	���#��������	����
�����-

*�!

�����	��� �@A�� PRRSV ��	�9��	��
�����������
 IL-10 *++�������%�& ����"##$ PBMC ��
�:��'�9�!���+�@A��

PRRSV ��
�=�	 
	�&�&*����
�����!�@A�� ;!�%+����"##$
	�#:�� CD4+CD8+ lymphocyte ���	�"##$�#:���#��'�9

����
 IL-10 ?���#�
�����!�@A��
	�&�&*��	��    

����#
�	��������
��	@��
�����	��������!�@A�� PRRSV �����
�#�+��	���'��
�	��
�&++?����:����	��


�:��;!���� *#&������#�+��	��&��',�?�%��
���"�	�A9	] '�9
����+�:��
	�&�&�!�����+'�9�������!�@A�� PRRSV

"=9
	����������-:��&�
�$�#����

�	�����
	@��
�`'�9 2 ��
;��
��������	�� ;!�'�����<=�>��#�����!�@A�� PRRSV ���

�����+�	�
'�
?����:����	��
�:��'�9��!�@A����A9��!���+���"�	�q�
��	;��������$�:��  ;!�*+�
�:��'!#�
���: 17 ��	

���	 5 �#:�� �:���#:��'!#�
�!���+�@A�� PRRSV (strain 01NP1) 1 ���!��$ ���	���
�����"�	�q�
��	;��������$�:��

*#&���!������
��{�!%�>'�+!����@A��������$�:�� (strain Bangkok 1950) 3 ���!��$�#�

�����"�	 �:����� 4 �#:��

��&��+!��� 1) �:��'�9�!���+�@A�� PRRS ��A� 2) �!���+���"�	�%��
����
�!���*#&���!������{�!%�>'�+ 3) �:��'�9�!�

��+���{�!%�>'�+����
�!��� *#& 4) �:���#:����+�:� �#���<=�>�@���������!���+�@A�� PRRSV ���	���
�����"�	���

���$�:�� �&�+��	�����+�	�
'�
?����:����	����@A��������$�:��*#&#!���������-
	���������	������!;��

��
�:��'!#�
��A9��!���+�@A��%�>����
��	�������O ;!����#��G�	'�9*�!

�����	����"##$����:��'�9�!���+�@A�� PRRSV

�����	�&���������
 IL-10 
	�����E'�9��
�=�	
	@��
��#�'�9�!���+���"�	 �#������<=�>�	��@����� ���*%����&�����
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EXCUTIVE SUMMARY

1. !���
=�!
.(�;&�'�����>W.-�

;�� Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS) ���	;���&+�!'�9���������O�������	

��	!�+��	] *���:������������#���
�:��'�9�;#����'��

	��&�'<�'� 
	@��
 10 �����`'�9���	�� �����:��
 PRRS

���!����@A�������@A9� Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) "=9
��!����
	�#:��

Arterivirus *^��#�9 Arteriviridae (Cavanagh, 1997) ����������O��
;�� PRRS �!�*�� �#:�������'�9���9�����
��+

�&++�A+%�	,:$'�9���
�����!�?��&����A+%�	,:$#����#�
	*���:�� *#&;��'�
�&++'�
�!�	���
�
	�:��':��#:�����:

	�����	���UO�������O'�9�����?���#�
��������!�@A�� PRRSV �!�*�� ����!?����:����	��
�&++'�
�!�	���
�

"=9
	������������!�@A��*'��"��	
	�&++'�
�!�	���
�*#&���
�����!�#:�������'�9�������� Porcine Respiratory

Disease Complex (PRDC) "=9
���	�#��������!�@A��*+�'����� *#& Mycoplasma spp. *'��"��	
	�&++'�


�!�	���
���
�:��?���#�
�����!�@A�� PRRSV (Halbur, 1998)

�	A9�
��� PRRSV ���	�@A��'�9�%�9
�:+���
�����A9����	�	��	�� ���<=�>����9����+ PRRSV �=
������	���<=�>�

�����#
	!��	�&+�!��'��*#&�������'�����	���	
�O� ���	�����#'�9���9�����
��+%��,�����	�!��
;��*#&����

���%�	,$��
�@A�� PRRSV ��+���'��
�	��
�&++?����:��;����
�:�� (viral-host relationship) �����������!*#&��
���

���	'�9����
���	!�	�� ������
�	���<=�>�'�9������%+��� PRRSV �&�����-��!�@A��*#&�%�9����	�	�!�
	�"##$�#:�� 

monocyte *#& macrophage (Duan et al., 1997a) ���	'�9	����
������?���#�
�����!�@A�����
����������+�	�


'�
?����:����	����@A�����	���
@��*#&�������&��',�?�% ;!��{%�&�����+�	�

	�#:�� innate immunity *#& cell-

mediated immunity (reviewed in Murtaugh et al., 2002)    �@A�� PRRSV �����-�
����
	�������$�!����	�&�&

��#�	�	*���������$�&���*�!
�������
;��*#�� (persistent infection) "=9
+�
@������&++?����:����	
	����:�����

�����-�����!�@A���!�����
����&��',�?�% 	�����	������$'�9��!�@A��
	�&�&	����
�����- shed �@A����������9
*�!#���

�!� (Will et al., 1997) *#&��������
�����
������ PRRSV ������#
	����!���'��
�	��
�&++?����:����	��
�:��'�9

��!�@A���!� ;!�����',�%#������'��
�	��
 cytokine network ��
�:�� (Lager & Mengeling, 2000)


	�U��:+�	��������
�!��	��'�����?����:����	�&!�+�"##$*#& cytokine �!���������+'+�'���	����
���


	���<=�>��������%�	,$�&����
�@A��;����+�������$ �	A9�
������'��
�	��
�&++?����:��;����%A�	G�	��������

'��
�	������	��
�"##$@	�!���
] ;!���<���������
 protein mediator '�9�����;!������� cytokine ���	����@A9��

����A9�����&����
�"##$���
] 
	�U��:+�	�����<=�>�-=
�&!�+*#&#��>E& (profile) ��
�������
 cytokine 
	�#:��

	���%A9�	����
@�
	����,�+��-=
%��,�����	�!��
;�����
 ] ����
*%���#��
	�	*#&����$ ������+���������!

�����E��
 cytokine '�9����
��� antigen-specific T-lymphocyte 
	�:�������9���������
�	+��

	@��
'�9���	��

(Suradhat & Damrongwatanapokin, 2003, Suradhat et al., 2001, Zuckermann et al., 1998, Zuckermann et 

al., 1999)  *������
��������'�	��'�9������
	�E&	��	�����A��������������-
	���<=�>�-=
�&!�+�������
 

cytokine �!�'�#&�#��@	�!%����] ��	 �	A9�
��� monoclonal antibody '�9����%�&��� cytokine ��
�:��������

*%
��� *#&
	+�
��E���
��������%�Q	��=�	 	��������������!�����E;����	*#�� 
	�U��:+�	�����
@��������

'�
�E�@����'����������&�:��$
@�;!����	���'�	�� reverse transcription polymerase chained reaction (RT-

PCR) ������
@�������!�&!�+ mRNA ��
 cytokine ��
 gene @���
���������������-<=�>�-=
 cytokine profile '�9
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����
�=�	�!� (Dozois et al., 1997) 
	@��
�`'�9���	�����������!�'�����<=�>�*#&%�Q	��'�	�� multiplex polymerase 

chained reaction (MPCR) �%A9�������!���*�!
�����
��	'�9����
 cytokine ��
�:���!�*�� interferon-gamma 

(IFN-�) interleukin-2 (IL-2), IL-4 *#& IL-10 �!�%������	
	����������!������	�#�������  *#&%+����@A�� PRRSV 

(field isolate) �����-��&�:�	
�������*�!
�����
��	'�9����
 immunomodulatory cytokine '�9�����O �!�*�� IL-

10 �%�9��=�	 
	 PBMC ��
�:��'�9 culture ������+ PRRSV 
	���
���+������ (in vitro effect) '��
��
+�
@����� PRRSV 

�����-�+��	�����+�	�
'�
?����:����	���*�	����	@	�!�A9	 (recall antigen) ����
��	�������O (Suradhat & 

Thanawongnuwech, 2003, Suradhat et al., 2003) �	A9�
������	'�9�����+;!�'�9������ IL-10 ���	 cytokine ��

�',�T�!���'��
�	��
�&++?����:����	'��

	�&!�+ antigen presentation *#& effector function ���
] (Moore et 

al., 2001) �����	%+��� PRRSV �����-��&�:�	���*�!
�����
 IL-10 gene �%�9��=�	 �=
-A����	�
�$�������
���'�9

�����-	�����,�+��-=
%��,�����	�!��
;���!� 	�����	�������#�+A��
��	#���:!'�9�!�������
���+��������
�������� @��


�����	��� PRRSV �&'��
�����!����%�9����*�!
�����
 IL-10 gene 
	�:��'�9�!���+�@A���!��@�	��	 *#&@��
�����	��� 

IL-10 �����+'+�''��

	*
�����!���'��
�	��
�&++?����:����	*#&#��>E&'�
%��,��?�%��
;�� PRRS '�9��

�������	���#��>E$�{%�&���*#&*�����
��������!�@A���������
�&++'�
�!�	���
�'�9�]�����!��� (Suradhat 

& Thanawongnuwech, 2003) ���<=�>��%�9�����'�9���9�����
��+�#���������
 IL-10 
	�:��'�9��!�@A��-A����	��9


�����O'�9�&	���������������
���A9�
%��,�����	�!*#&�������%�	,$�&����
 PRRSV ��+���'��
�	��
�&++

?����:����	��
�:��
��#=�"=�
��9
�=�	

�����	%+����@A�� PRRSV �����-��&�:�	���*�!
�����
 IL-10 gene ���	�����#'�9+�
@����� �@A�� PRRSV 

�����*	�;	��
	����!���'��
�	�&++?����:����	'��
�&++
	�&�& active stage ��
�����!�@A�� 
	�U��:+�	��
�����

-��*#&����?�����
	����	����@����*#&��>����
	��&�'<������� 
	��&�!�	'�9��������!�@A�� PRRSV ?��
	

^��$��&'��
����?��& systemic immunosuppression "=9
�����
�#�+��	��&��',�?�%��
���"�	�A9	] '�9
����+

�:��
	�&�&�!�����	 *#&���#����&!�+?����:��;������@A��@	�!�A9	'�9������&+�!����
	'��
'�9��
��&�'<�'��!���A���� 

;!��{%�&����
��9
;��������$�:��"=9
��!���	;���&+�!����*�
 '�9����
������O����*���:������������#���
�:��'�9

�����O���	��	!�+�	=9
��
��&�'< ���
�	�����
	@��
 2-3 �`'�9���	����������%+��� ���"�	�q�
��	;��������$�:��'�9
@�


	��&�'<�����-
�������:��;��*���:���!�����
����&��',�?�%-���:���!���+���"�	
	�&�&'�9����&�� *������
����

�����
���U����*�!#�������#������
	����	A����������"�	��
 ��'��@�	 �&!�+��
?����:����	-���'�!���*�� ���:

��
�:��'�9�!���+���"�	����
*�� *#&�����!�@A��@	�!�A9	*'��"��	 '�9���#������������-
	������	'�	�@A��%�>
	

�:��'�9�!���+���"�	 (Suradhat & Damrongwatanapokin, 2002)  ��������#!�
�#���������+�:+������E$��
;�� 

PRRS '�9%+�&+�!����
	':�'��
'�9��
��&�'<�'� *#&*	�;	��
	�������
 immunomodulatory cytokine ��
�@A�� 

PRRSV  �=
���	'�9	���	
���������!�@A�� PRRSV �&���#�����&��',�?�%��
���"�	������$�:����A���� *������
����

����	-=
�U��:+�	��
�����������<=�>�-=
�#��
 PRRSV �����&��',�?�%��
���"�	������$�:�� *#&���	'�9	������


�����	���������
	����
	��

���������@A9�����#���
�	�����	�� �&���	�����#%A�	G�	'�9������	������'����������
�-=
�������%�	,$��
 

PRRSV ������'��
�	��
�&++?����:����	��
�:�� %��,�����	�!��
;�� PRRS *#&	�����	����
�&
�������#'�9

�����-	�������*%�������>�����%A9����	��&;�@	$*���:������������#���
�:��
	��&�'<�'���������!���
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2. �
�@)>�;
�!�

1) <=�>��������
 IL-10 
	�:��'�9�!���+�@A�� PRRSV ;!��&'�����<=�>�
	*
� dynamic ��
�������
�";�

���	$?���#�
����!���+�@A�� *#&�"##$'�9����
�";����	$!�
�#���

2) <=�>�-=
�#��
����!���+�@A�� PRRSV '�9�������&��',�?�%��
���"�	�q�
��	;��������$�:��
	���

��&�:�	�������
?����:����	���;��������$�:��

3.  �;�������D���	
�

3.1 ���,G�H� dynamic ��� cytokine gene expression 0��-�
�����$��
��*%+� PRRSV (�;�����&�'
����

IL-10 "� perpheral blood mononuclear cells (PBMC)

1) ��!�#A���@A�� PRRSV ���%�	,:$'�9*���!�
	��&�'<�'� *#&'������%�9����	�	 �%A9�
@�������+��� 

inoculation

2) ��!�#A���:������	� ���: 3 ���!��$'�9�#�!����@A�� PRRSV (seronegative) *+�
�:��������	 2 �#:�� 

�#:��#& 5 ��� 	�����#���
���+�?�%'�9 �E&����*%'�<����$ �:H�#
��E$�����'��#�� ���	'����� 

inoculation

3) '�����
���@A�� PRRSV 
	�	�! 2 ml (105 TCID50/ml) *���:������'�
���� ���	��	'������!+�	'=������

'�
�#�	�� �	���	�:!���'!#�
 (15 ��	�#�

���@A��)

4) ���+�������
�#A�! (heparinized whole blood) 
	��	'�9 1-5, 10 *#& 15 �#�

���@A�� ���	��		�����U�	*�� 

PBMC !�����,� density gradient centrifugation %������+���+�������
 serum �%A9�����*���@A�� PRRSV 


	��	!�
�#���

5) *�� PBMC ���	�	=9
��'�����*�� total RNA *#�������� mRNA ��
 IL-10 gene ;!������+�'��+��+ 

housekeeping gene ;!���,�  MPCR �����,�'�9 �����������
�	���*#�� (Suradhat & 

Thanawongnuwech, 2003) ���	��	�����+�'��+�����E��
 IL-10 mRNA �&����
�#:����+�:�*#&�#:��

'!#�
 ;!���,� densitometry1

                                               
1 �������	
���
��
	����������
	������������������������	��������� �����������!"
�	"	�#��$�	������ flow cytometry �����
%&��	�	
�
�	
�����	�����
������������	����
��� �����!��!"�#!	���	�	
$�%&�	����%��	��'	(��(
����! �%)
��)�����
�	��%
��!
������	

	�
	��	
�%&�	����*���)�	�!��(��	��)"����
 +,�#*�%��-
���
�.�#*/��	
0-��	�	
�
�	
�����	��� ���"1�#*/� multiplex-
PCR �-�
������	
�%&�	�#��!��(��	��)����1����%��#!	�	�	
$�'	��������!��345(	 �	"1��'	�	
0-��	
!#���#�"��
6������!�	�	
$
�%&�	����*��	
 flow cytometry ����%��	��'	(���#�	 ��!	
�
�7�	������
�	��6�+,�#*�%��	�	
$�%&�	����*� flow cytometry 
����38�+��'	�
7� ����	�	
$�'	����*��%
��!	#�	"1�"��	
0-��	�	
�
�	
�����	�����
��!�� lymphocyte subpopulation ���
��!	
��3
��*�/*9	� ������
"(��(7�#!	�	�	
$�'	����*���)�	"1�"��	
0-��	�������.�����345(	
	�#*�%�����38���!	
�� �����
�	�
�38�������
%."�(�,!�%�#*�%� #!	+��������	�#*/��%
��!	#�	�	
$"(�����,����.��$-

��%.�	
�
�	
�3
����������
*
 
#��%)
�%
1!#�"(�
�	�	
$0-��	1�*���
���������
�	
�����	��������!	
��3
��*�/*9	��	��#!	#*/� multiplex-PCR +,�#*�%��-
�����"1�+��������	�#*/� 
flow cytometric analysis �	������	
0-��	���#*/� multiplex-PCR �%)
(�� ������%��	
0-��	�!#� multiplex-PCR ����	�

	�
	��	
0-��	 (�	������������#�"�
	�
	��#	���	#(��	3
��'	3;��� 1)
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6) '�����<=�>���������	��
 subpopulation ��
 PBMC (monocyte, lymphocyte: CD4+, CD8+, 

CD4+CD8+, CD4-CD8-) %������+�����������"##$'�9����
 IL-10 ;!���,� intracellular cytokine 

staining ;!�'�����������&�$�#;!���,� flow cytometry (;!����	:����&�$
@����A9�
 flow cytometer ��


�E&*%'�<����$ �:H�#
��E$�����'��#��)

7) ������&�$�����# ��:�*#&���
�	�#���'!#�


3.2 ���,G�H�����;&��������$��
��*%+� PRRSV &�'��������
����0���!)���
������!�-�����
)��

1) ��!�#A���:������	� ���:��&��E 3 ���!��$ '�9�#�!����@A�� PRRSV (seronegative) *#&�����

maternal derived SN titer ��� CSFV '�9�9������ 32 *+�
�:��������	 5 �#:�� �#:��#& 5-7 ��� 	�����#���


���+�?�%'�9 �E&����*%'�<����$ �:H�#
��E$�����'��#�� ;!�*+�
�#:�����'!#�
!�
	��

��)��
)�� PRRSV
inoculation

CSFV
vaccination

CSFV
challenge

A

B

C

D

E

-

-

+

+

-

-

+

-

+

-

+

+

+

+

-

2) '����� inoculate �:��!��� PRRSV (day 0) *#&���!������
�����"�	������$�:�� ?���#�
���
���@A��

PRRSV ���	��#� 7 ��	 (day 7) ���	��	3 ���!��$ (day 28) '�����{�!%�>'�+!����@A��������$�:�� ?���#�


���{�!%�>'�+ '�����+�	'=� clinical sign ������������ *#&��� �#�!���'!#�
�	-=
��	'�9 14 �#�


���{�!%�>'�+ '��������"���%A9�<=�>�#��>E&���;��*#&�:#%��,���'����A9����	�:!���'!#�


3) ������+�������

	�&����
���'!#�
 ;!�

- ���+�������
"���9��%A9��������@A�� PRRSV *#& CSFV �&!�+ serum neutralizing titer ����@A����������

���$�:�� *#&�&!�+ antibody titer ����@A�� PRRSV (IDEXX™ ELISA)

- ���+�������
 whole blood �%A9�	����*�� PBMC 	���"##$'�9�!��� culture ������+ CSFV (in vitro

activation) ���	��	������!�&!�+ mRNA ��
 IL-10 *#& IFN-�  *#&�����E��
 CSFV-specific

IFN-� secreting cells ;!���,� ELISPOT (Suradhat et al., 2001)

4) ������&�$�����# ��:�*#&���
�	�#���'!#�
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�&�=�

;�� Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS) ���!����@A�������@A9� Porcine 

Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) "=9
��!����
	�#:�� Arterivirus *^��#�9 Arteriviridae 

(Cavanagh, 1997) ����������O��
;�� PRRS �!�*�� �#:�������'�9���9�����
��+�&++�A+%�	,:$'�9���
�����!�?��&

����A+%�	,:$#����#�
	*���:�� *#&;��'�
�&++'�
�!�	���
�
	�:��':��#:�����: 	�����	���UO�������O'�9���

��?���#�
��������!�@A�� PRRSV �!�*�� ����!?����:����	��
�&++'�
�!�	���
� "=9
	������������!�@A��*'��"��	


	�&++'�
�!�	���
�*#&���
�����!�#:�������'�9�������� porcine respiratory disease complex (PRDC) "=9
���	

�#��������!�@A��*+�'����� *#& Mycoplasma spp. *'��"��	
	�&++'�
�!�	���
���
�:��?���#�
�����!�@A�� 

PRRSV (Halbur, 1998)


	�U��:+�	�����#���9����+%��,�����	�!��
;�� PRRS ����������
�����!*#&��
������	'�9����
�!�	�� PRRSV 

��!��������:��;!�������
����	����'�
 nasal epithelial cells *#&������� tonsilar *#& pulmonary macrophage 

���	��	�%�9����	�	
	 macrophage *#&�&��&�����'�9����
��� (viremia) ���
�����!%��,��?�%���
 ] '�9����


��� ��'��@�	 pneumonia, myocarditis, encephalitis, vasculitis (Rossow et al., 1995) %��,��?�%�����O'�9���!

����
�	=9
�#�
�����!�@A�� PRRSV �A� %��,��?�%��
����	�����#A�
'�9����
��� (generalized lymphadenopathy) 

;!��&%+ follicular hypertrophy *#& hyperplasia ���
*����	'�9 10-14 �#�
�����!�@A�� *#&�&�����������������

��	�	�#�����!��$ (reviewed in Lager & Mengeling, 2000) ;!�'�9����������
 PRRS �&���9�������=�	
	

@��
 48 @�9�;�
�#�
�����!�@A�� *#&������&���� ] �����?��
	��#� 1 �!A�	 ���	'�9	����
������?���#�
�����!

�@A�����
����������+�	�
����@A��'�9���	���
@��*#&�������&��',�?�% ;!��{%�&�����+�	�

	�#:�� innate 

immunity *#& cell-mediated immunity (reviewed in Murtaugh et al., 2002) *���������$'�9��!�@A�� PRRSV �&

���������������*#�� *#&�����%�Q	��������
*�	��+�!���� PRRSV ����������
*�� 2 ���!��$*�� �@A�� 

PRRSV �&��
�
�����-����
	�������$'�9�������*#���!����	��#�	�	-=
 4 �!A�	 (persistent infection) ;!�'�9����$'�9

�� persistent infection �&�����-�#����@A��������?��	��*#&*%����&������������$����A9	�!�
	�&�&	�� (Meng, 

2000) "=9
+�
@�����?����:����	'�9����
�=�	
	����$���� ��������-�����!�@A�����������
�������$�!�����
����&��',�?�% 

��������&��#�����#�+A��
��	'��

	*
��#:�� target cell ��
 PRRSV "=9
��!���	�#:���"##$'�9��+'+�'�����O
	 

phagocytic effector mechanism ���'��
��
�����������O
	�����&�:�	���'��
�	��
 specific immunity 
	*
�

������	 antigen presenting cell %��,��?�%��
����	�����#A�
'�9%+'�9����
���  *#&���������-��
�@A�� 

PRRSV '�9�
����
	���
�������$�!����	��#�	�	 *���������$�&������@��
'�9*�!
�����*#�� '��
���@A9��!���� PRRSV 

	���&��+'+�'*#&�������%�	,$ (interaction) 
�#�@�!��+
	�����+�:����'��
�	��
�&++?����:��;�� ;!��{%�&

����
��9

	�&!�+�"##$ �%A9���&;�@	$������������!��
�@A��
	�������$ "=9
��!�#��
��+�������	'�9����@A�� PRRSV 

����&���',�T�!���'��
�	��
�&++?����:����	��
�:�� (Lager & Mengeling, 2000)


	@��
�`'�9���	���#
�	�����'�9'��
	��&�'<�'�%+����@A�� PRRSV (field isolate) �����-��&�:�	
�������

*�!
�����
 immunomodulatory cytokine '�9�����O �!�*�� IL-10 gene �%�9��=�	 
	 PBMC ��
�:��'�9 culture 

������+ PRRSV 
	���
���+������ (in vitro effect) '��
��
+�
@����� PRRSV �����-�+��	�����+�	�
'�
?����:��

���*�	����	@	�!�A9	����
��	�������O (Suradhat & Thanawongnuwech, 2003, Suradhat et al., 2003) ;!�'�9�

��*#�����'��
�	'�9����&��',�?�%��
�&++?����:����	 �&���9���������&�:�	
�����������
 pro-inflammatory 
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cytokine �#��] @	�!��� phagocytic cell �%A9���&�:�	���'��
�	��
 innate immunity *#& adaptive immunity 


	#��!�+-�!�� *������
����������	'�9	����
������?���#�
�����!�@A�� PRRSV 
	�:���&%+������������
 pro-

inflammatory cytokine ;!��{%�&����
��9
 TNF- (Van Reeth et al., 1999) *#& IFN-  (Albina et al., 

1998) 
	�&!�+'�9�9����� "=9
��!�#��
��+#��>E&�����'�
�#�	��'�9����:	*�
	�� ������+?��&��������+��
��!

���!�=�	
	�&!�+�9��] ��A9��'��+��+�����'�9���!��������;����!@	�!�A9	] (Van Reeth & Nauwynck, 2000) ���	'�9

�����+;!�'�9������ IL-10 �����-����',�T�!���'��
�	��
 phagocytic cell 
	�������
 pro-inflammatory 

cytokine "=9
���-=
 TNF *#& IFNs *#& cellular function �A9	] 
	�&�&*����
����!���+�@A�� (Moore et al., 2001)  

	�����	�� IL-10 ��
���',�T�!���'��
�	��
 T-helper lymphocyte "=9
�&���#
	���#!�����&�:�	��+�	�
'�


?����:����	*++����%�& 
	�&�&����� (Moore et al., 2001) �����#!�
�#�����!�#��
��+���
�	'�9%+��������+

�	�
'�
?����:����	@	�!�"##$����@A�� PRRSV �&���&!�+'�9�9�����*#&���

@���#�	�	����'�9�&���������%+�!�?��

�#�
�����!�@A�� 	�����	��?����:����	'�9����
�=�	��
����������&��',�?�%'�9!�%� '�9�&�����!�@A�� PRRSV ���������


�����
����$'�9��!�@A���!� (Murtaugh et al., 2002) 	�����	��?��&�����!�@A��*'��"��	
	��!'�9����&�����?��

�#�
�����!�@A�� PRRSV ��
+�
@������@A�� PRRSV ���#����	A9�

	����!���'��
�	��
�"##$���
] '�9������	������

�����!�����!�@A��
	�&++'�
�!�	���
� �����	%+��� PRRSV �����-��&�:�	���*�!
�����
 IL-10 gene 
	

���!�#A�!�����
�:���%�9��=�	 -A����	�
�$�������
���'�9��
��������������
�	�����	'�9�&	����
@�
	����,�+��

%��,�����	�!��
;�� PRRS 	�����	�������#�+A��
��	#���:!'�9�!���
@��
�����	��������!�@A�� PRRSV �&'��
�����!���

�%�9����*�!
�����
 IL-10 gene 
	�:��'�9�!���+�@A�� (in vivo effect) �!��@�	�!�����	 *#&@��
�����	��� IL-10 �����

+'+�'
	*
��������	!#��>E&'�
%��,��?�%��
;�� PRRS '�9���������	���#��>E$�{%�&���*#&*�����
���

�����!�@A���������
�&++'�
�!�	���
�'�9�]�����!��� ;!��#
�	�����#���:!������
���+��������
��������+�
@����� 

�"##$'�9�!�	'�
���������!?���#�
�����!�@A��	���&��+'+�'�����O
	�������
 cytokine 
	+����E��! �!�*�� IL-10 

*#& IFN-�  "=9
�&����',�%#������'��
�	��
�&++?����:����	*#&%��,��?�%
	��! *#&+�
@������@A�� PRRSV �����

���'��
�	��
�&++?����:����	'��
�&++
	�����!�@A��@��
*��] (systemic effect) (Thanawang et al., 2004) ����


�������
	�U��:+�	��
���'��+����������
 IL-10 	��	���!�=�	���
*����A9���?���#�
�����!�@A�� �"##$
!���	�������
 

cytokine @	�!	�� *#&�����&�:�	���*�!
�����
 IL-10 gene �&���#����
����������+�	�
���*�	����	�A9	] 


	����:�� �����	%+��� PRRSV ��&�:�	���*�!
�����
 IL-10 gene -A����	�����#'�9	���	
� *#&������	�&���
��

���<=�>��%�9������%A9���
�����!��������
�
	%��,�����	�!��
;�� PRRS �����9
�=�	 �����#'�9�!�������'!#�
��#��

	���&	����������<=�>�-=
��,������!����%A9���+�:��q�
��	;�� PRRS ����
����&��',�?�%�����
	�	���

;��������$�:�� (classical swine fever) ���!����@A�������������$�:�� (classical swine fever virus, 

CSFV) "=9
��!����
	 genus Pestivirus Family Flaviviridae (Meyers & Thiel, 1996) ���	;���&+�!���*�

	�:��

'�9����
�����������
	�@�
�<�>G���*���:������������#���
�:��
	��&�'<�'�������	��	!�+�	=9
 
	�U��:+�	;��

������$�:����
�
���	�UO��*#&%+���*%���&+�!':��` ;��������$�:�����	;��'�9��!�������
��!����'��
�����!;���!�


	�:��':��#:�����: ;!�
	������!;��*++�{��+%#�	�:���&*�!
������������*#&���'�9��
-=
 100% 
	�U��:+�	

*������#����&�'<
	�:;��*#&'�����������&�����-�����!;���!�*#�� �-�	?�%����#���

	��&�'<�'���
���

�����-'���!�����
��&�'<�A9	 ����q�
��	;��
	��&�'<�'������-�=
'���!�;!����
�����"�	�q�
��	;��*#&����

��+�����!��� ��&�!�	"=9
	������������	
�
	��A9�
�#��
 PRRSV �����&��',�?�%��
���"�	������$�:��
	;��
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�	�����	�� �	A9�
����������#���
�	�����
	@��
�` 2543-2545 "=9
���������!���+':	����E&������������*��
@��� 
��

�������!���
���
���+�������%A9�<=�>��U����'�9���#����������
?����:����	@	�!�"##$'�9����%�&����@A��������$�:�� *#&�!�

���
�	��:�-=
�U���������O'�9�&���#�����&��',�?�%��
���"�	������$�:��"=9
�������#���U���� ;!��{%�&����
��9


�UO�������!�@A��'�9���#������'��
�	��
�&++?����:����	 *'��"��	
	�&����
����#A��
 (Suradhat & 

Damrongwatanapokin, 2002) *#&���
�����"�	%������+���"�	�q�
��	;�� pseudorabies @	�!�@A�����	 "=9
��

�#�!�������
?����:����	@	�!�"##$;!���
 (Suradhat & Damrongwatanapokin, 2003) �U������#��	��#��	������

�����O������������-
	���������	������!;��������$�:��
	�:��'�9�!���+���"�	 ;!��{%�&����
��9
�:��'�9�#���

	

����
	��� endemic area  ������
�	'�9���	�� �@A�� PRRSV �����-����!���'��
�	��
�&++?����:����	+����E

�&++'�
�!�	���
���
�:��'�9��!�@A�� (Thacker et al., 2000) *#&'��
�������+�	�
������"�	 pseudorabies 
	

�:��'�9�!���+�@A�� PRRSV #��@���������� (De Bruin et al., 2000) 	�����	������������
%+����@A�� PRRSV �����-#!

�������
 IFN-� ��� memory cell '�9����%�&����@A��������$�:�� ��A9�	���"##$!�
�#����� culture ������	��+ CSFV 

*#& PRRSV 
	��#��!�����	
	���
���+������ (Suradhat et al., 2003) *������
���������
��������������
�	-=
�#

��
 PRRSV �����&��',�?�%��
���"�	������$�:�� (in vivo effect)  

�
�@)>�;
�!�

1) <=�>��������
 IL-10 
	�:��'�9�!���+�@A�� PRRSV ;!��&'�����<=�>�
	*
� dynamic ��
�������
�";�

���	$?���#�
����!���+�@A�� *#&�"##$'�9����
�";����	$!�
�#���

2) <=�>�-=
�#��
����!���+�@A�� PRRSV '�9�������&��',�?�%��
���"�	�q�
��	;��������$�:��
	���

��&�:�	�������
?����:����	���;��������$�:��

>�;��*��&�'!�$���	;�$��
�

1) �!��
�$�������
���"=9
���	�����#%A�	G�	'�9���9�����
��+�#��
 PRRSV ����������
 IL-10 
	���
�����


�:��'�9��!�@A�� *#&�"##$'�9����
 IL-10 �%A9����	�����#
	���<=�>�'�
!��	%��,�����	�!��
;�� PRRSV *#&�#��'�9

���9�����
��+ immunomodulatory effect ��
 PRRSV

2) '��+�#��
�����!�@A�� PRRSV '�9�������&��',�?�%��
���"�	�q�
��	;��������$�:�� �%A9�
@����	*	�

'�

	����q�
��	*#&*��������#����#���
���'�����"�	������$�:��
	'��
'�9

3) manuscript ����9������ 2 ��A9�
 ;!���!����&�����-#
��%��%$�!�
	��������@����	�	�@��� �!�*��

Veterinary Immunology and Immunopathology (impact factor 1.38), Virology (impact factor 3.27) Journal

of General Virology (impact factor 3.24) ��A��������A9	'�9����
	����'�9���9�����
��+����*%'�$ *#&/��A���'��

���?����:��;�� '�9����� impact factor ����9������ 1.0

4) 
�	�����	�����	;��
����	=9
"=9
�&���	%A�	G�	��
;��
���������%A9��#��+�E���
	�&!�++�E���<=�>�

;!���!����&��	�����&!�+���OO�;' ����
	��� 2 �	 '�9��������;��
���	��
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�)>����(�;��D����&$���

1) ��������;���+��

MARC-145 (African green monkey kidney cell line) �!���+�����	:����&�$��� Dr. Eileen Thacker,

Iowa State University ��&�'<������� *#& SK-6 (swine kidney cell line) �!���+�����	:����&�$����	���

@�	����;������$ �E&����*%'�<����$ �:H�#
��E$�����'��#��

'������%�&�#���
�"##$
	��!�#���
�"##$�	�! 75 #��+�<�$�"	������ (Corning Incorporated, USA)

;!�
@�������#���
�"##$@	�! modified Eagle’s medium (MEM) '�9����  10% fetal calf serum (GIBCO/BRL,

USA)  amphotericin B (GIBCO/BRL, USA) 0.25 ��;�����������##�#���  penicillin G (GIBCO/BRL, USA) 100

��	�������##�#���  *#& streptomycin (GIBCO/BRL, USA) 100  ��;�����������##�#��� (GIBCO/BRL, USA) '�9

�:E�?��� 37 �
<��"#�"��� 5% CO2   

2) ���



2.1 ���

 �� ���� ���� ��
 (PRRSV)

�@A�� PRRSV �#:�����%�	,:$�������  strain 01NP1 *#& ���%�	,:$�:;�� strain 02SB3 ���	 PRRSV '�9*��

�!�����:��'�9����
	��&�'<�'� '�9�����<=�>�*#& characterize ������	*#�� (Thanawongnuwech et al., 2004)

�@A�� PRRSV ���%�	,:$ SVI-25 ���	���������G�	 �#:�����%�	,:$������� (reference strain) �!���+�����	:����&�$

��� �%.O.!�.�:!����	$ !���
�$��Q	;?��	 �-�+�	�:�?�%����$*��
@��� ����<:����$    

'������%�9����	�	 PRRSV ;!����	�"##$�%�&�#���
 MARC-145 *#&������������	��
�@A��!�����,�

Indirect Immunoperoxidase Monolayer Assay (IPMA) �����,���
 Thanawongnuwech *#&�E&

(Thanawongnuwech et al., 1998)

2.2 ���

�-�����
)�� (CSFV)

�@A�� CSFV ���%�	,:$ Bangkok 1950 '�9
@�
	���{�!%�>'�+ (challenge) ���	�@A��������$�:�����%�	,:$�:	

*�
 *#&�@A�� CSFV ���%�	,:$����G�	 ALD (reference strain) �!���+�����	:����&�$��� �%.O.!�.�:!����	$ !��

�
�$��Q	;?��	 �-�+�	�:�?�%����$*��
@��� ����<:����$

'������%�&�#���
�@A�� CSFV *#&������������	��
�@A�������!�����,� Neutralization Peroxidase-linked

Assay (NPLA) ;!����	�"##$�%�&�#���
 SK-6 �����,���
 Pinyochon *#&�E& (Pinyochon et al., 1999)    

3) 

���&$���(�;�;�������D���	
�

���	'�����'!#�
 experimental protocol  �!���+�������	@�+����E&������������+��E���
@�

����$'!#�
 �E&����*%'�<����$ �:H�#
��E$�����'��#��*#�� (
+�	:O�����
@�����$'!#�
 �#�'�9 01/2546)

'������#���
�:��'!#�

	���
�#���
����$'!#�
��!�@A��'�9���&++��+�:������#�!?��'�
@��?�% ����� 60 �`

�E&����*%'�<����$ �:H�#
��E$�����'��#��
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3.1  ���,G�H� dynamic ������
��������!����0��-�
�����$��
��*%+� PRRSV  
���
�D)��������(�;

�����&�'
���� IL-10 "� perpheral blood mononuclear cells (PBMC)

3.1.1) ��!�#A���:������	� ���: 3 ���!��$'�9�#�!����@A�� PRRSV (seronegative) *+�
�:��������	 2 �#:�� 

�#:��#& 5 ��� 	�����#���
���+�?�%'�9 �E&����*%'�<����$ �:H�#
��E$�����'��#��

3.1.2) 
	��	'�9 0 (d0) '�����
���@A�� PRRSV ���%�	,:$'�9*���!�
	��&�'<�'� @	�! US genotype (01NP1) 
	

�	�! 5 ml (104.5 TCID50/ml) *���:���#:��'!#�
 ����'�
����!��	#& 2.5 ml ���	��	'������!+�	'=������'�


�#�	�� �	���	�:!���'!#�
 (14 ��	�#�

���@A��) �:���#:����+�:��!���+ mock infected MARC-145 cell lysate 
	

�����E'�9�'����	
	��	�!�����+'�9'�����
���@A��

3.1.3) ���+�������
�#A�! (heparinized whole blood) 
	��	'�9 1-5, 7 *#& 10 �#�

���@A�� ���	��		�����U�	*��

PBMC !�����,� density gradient centrifugation %������+���+�������
 serum �%A9�����*���@A�� PRRSV 
	 d0

d7 *#& d14

3.1.4) 	�� freshly isolated PBMC ��'�����<=�>���������	��
 subpopulation ��
 PBMC (lymphocyte: 

CD4+, CD8+, CD4+CD8+, CD4-CD8-) %������+�����������"##$'�9����
 IL-10 ;!���,� intracellular cytokine 

staining

3.2  ���,G�H� dynamic ������
���� IL-10 0��-�
�����$��
��*%+� PRRSV

3.2.1) ��!�#A���:������	� ���: 9 ���!��$'�9�#�!����@A�� PRRSV (seronegative) *+�
�:��������	 3 �#:�� 

�#:��#& 5 ��� 	�����#���
���+�?�%'�9 �E&����*%'�<����$ �:H�#
��E$�����'��#��

3.2.2) 
	��	'�9 0 (d0) '�����
���@A�� PRRSV ���%�	,:$'�9*���!�
	��&�'<�'� @	�! US (01NP1) *#& EU 

(02SB3) genotype 
	�	�! 5 ml (104.5 TCID50/ml) *���:���#:��'!#�
 ����'�
����!��	#& 2.5 ml ���	��	'�����

�!+�	'=������'�
�#�	�� �	���	�:!���'!#�
 (18 ��	�#�

���@A��) �:���#:����+�:��!���+ mock infected MARC-

145 cell lysate 
	�����E'�9�'����	
	��	�!�����+'�9'�����
���@A��

3.2.3) ���+�������
�#A�! (heparinized whole blood) �#�

���@A�� 	�����U�	*�� PBMC !�����,� density

gradient centrifugation 	�� freshly isolated PBMC ��'�����<=�>���������	��
 subpopulation ��
 PBMC

%������+�����������"##$'�9����
 IL-10 ;!���,� intracellular cytokine staining

3.3  ���,G�H� dynamic ������
���� IL-10 0��-�
�����$��
��
!��� PRRS  
���
�D)��)��>

3.3.1) ��!�#A���:������	� ���: 3 ���!��$'�9�#�!����@A�� PRRSV (seronegative) *+�
�:��������	 2 �#:�� 

�#:��#& 5 ��� 	�����#���
���+�?�%'�9 �E&����*%'�<����$ �:H�#
��E$�����'��#��

3.3.2) 
	��	'�9 0 (d0) '�����
�����"�	 PRRS @	�!�@A�����	���%�	,:$�:;�� (Amerivac-PRRSV®, Laboratorios 

Hipra, Spain) �	�! 103 TCID50/dose *���:���#:��'!#�
 �����#���������*	&	����
+��>�'����#�� ���	��	'�����

�!+�	'=������'�
�#�	�� �	���	�:!���'!#�
 (10 ��	�#�

�����"�	) �:���#:����+�:��!���+*�� diluent ��
���"�	


	�����E'�9�'����	
	��	�!�����	

3.3.3) ���+�������
�#A�! (heparinized whole blood) �#�

���@A�� 	�����U�	*�� PBMC !�����,� density

gradient centrifugation 	�� freshly isolated PBMC ��'�����<=�>���������	��
 subpopulation ��
 PBMC

%������+�����������"##$'�9����
 IL-10 ;!���,� intracellular cytokine staining
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3.4 ���,G�H�����;&��������$��
��*%+� PRRSV &�'��������
����0���!)���
������!�-�����
)��

3.4.1) ��!�#A���:������	� ���: 17 ��	 ���^��$����@	'�9�#�!;��������$�:�� *#&%� ���$ ���$ ��� ;!����

�����&!�+*�	��+�!�����@A��'��
��
@	�!
	#���:�� ;!��&���
�������%+*�	��+�!�����@A�� PRRSV

(seronegative) *#&����� maternal derived SN titer ��� CSFV (?����:����	-���'�!���*���:��'�9�!���+���"�	���

;��*�����
^��$�) '�9�9������ 32 *+�
�:��������	 5 �#:�� �#:��#& 5-7 ��� 	�����#���
���+�?�%'�9���
�#���
����$

'!#�
 �E&����*%'�<����$ �:H�#
��E$�����'��#��

3.4.2) ���#&����!��
���
���@A��*#&���"�	��
�:���#:�����
] ��!�
	��

- ��	'�9 0 (D0) '����� inoculate �:���#:�� C *#& D !����@A�� PRRSV @	�! US genotype ���%�	,:$'�9*���!�


	��&�'<�'� (strain 01NP1) '�9������������	��
�@A�� 104.5 TCID50/ml ;!�������!���� ���
#& 2.5 ml

���	�:���#:���A9	] (A B *#& E) �!���+ mock infected MARC-145 cell lysate 
	�����E'�9�'����	���!

����

- ��	'�9 7 (D7) {�!���"�	�q�
��	;��������$�:��@	�! lapinized Chinese strain Lot No. 47/46 (����<:����$)


��*���:���#:�� B *#& D ;!����{�!�����#��� �����E 1 ml ������ ���	�:���#:���A9	] (A C *#& E) �!���+

�{%�& diluent ��
���"�	
	�����E'�9�'����	

- ��	'�9 28 (D28) {�!%�>'�+ (challenge) 
���:���#:�� A-D ;!�
@��@A��������$�:��@	�!�:	*�
 (strain Bangkok

1950) �	�! at least 105 PLD50/ml (50% pig lethal dose) ������ ;!����{�!�����#��� �����E 1 ml

- ��	'�9 41 (D41) ���	�:!���'!#�


Group
PRRSV inoculation

(D0)

CSFV vaccination

(D7)

CSFV challenge

(D28)

A

B

C

D

E

-

-

+

+

-

-

+

-

+

-

+

+

+

+

-

3.4.3) ���#&����!������+�����#�������

	�&����
���'!#�
 �����#&����!!�
�����	��

- �!+�	'=� clinical sign ��
�:��':��#:��':���	�#�!�&�&��#����'!#�


- ���+�������
"���9��%A9��������@A�� PRRSV �@A�� CSFV 
	��	'�9 0, 7, 14, 21, 28, 35 *#& 41

- ���+�������
"���9��%A9��������&!�+ serum neutralizing antibody titer ����@A�������������$�:�� *#&�&!�+ 

antibody titer ����@A�� PRRSV (IDEXX™ ELISA) 
	��	'�9 0, 7, 14, 21, 28, 35 *#& 41

- ���+�������
�#A�! (heparinized whole blood) ����:��'!#�
 �%A9�'�����<=�>�'�
 hematology *#&

����	�+���	�	���!�#A�!��� 
	��	'�9 0, 3, 5, 7 *#& 13 ?���#�
���{�!%�>'�+!����@A��������$�:��

- ���+�������
 heparinized whole blood �%A9�	����*�� peripheral blood mononuclear cells (PBMC) 	��

�"##$'�9�!��� culture ������+ CSFV (in vitro stimulation) ���	��	������!�����E��
 CSFV-specific IFN-

� secreting cells ;!���,� ELISPOT assay (Suradhat et al., 2001) *#&�����������E��
 CSFV-

specific IFN-� *#& IL-10 producing cells ���'��
������&�$*�� lymphocyte subpopulation '�9����
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cytokine ;!���,� flow cytometric analysis ;!���,���
 Suradhat *#&�E&  (Suradhat et al., 2005) 
	��	

'�9 0, 7, 14, 21, 28, 35 *#& 41

- 
	��	�:!'�����
���'!#�
 (D41) ��A�
	��E�'�9���:������@������A�*�!
����������	����� (succumb to 

death) ���	���	�:!���'!#�
 '����� euthanize �:��'!#�
 !������'��
���#+;!�
�� pentobarbital 

sodium (60 mg/ml) �����E 5-10 ml (to effect) �����#�!�#A�!!�� ���!������ exsanguination ���	��	

'��������"���%A9�������������#�9�	*�#
'�
%��,���'�� (pathological change) *#&���+�������
@��	

�	A������:��':�����%A9�'�����*���@A�������������$�:�� *#&��
�������
�%A9�����*���@A��*+�'����� (
	��E�'�9

�
���)

- ���+�������
@��	�	A���:��':�����%A9�������������#�9�	*�#
'�
�:#%��,���'�� (histopathological 

change) ;!��:�
�	�	�����#�9�	*�#
'�9���������9�����
��+;��������$�:�����	�#��

4) �����#�(�;(�� PBMC (�; in vitro activation

4.1) ���+�������
�#A�!�:��������'!#�
���
��	 ;!����&�#A�!�:��!��������+��$ 18 ��� 1.5 	��� ������	

�#A�! jugular vein �����E 15 ��##�#����������
 ���+
	�#�!���+�#A�!'�9�������	�#A�!*��
���'�9�� heparin sodium

(Vaccutte�,Greiner Bio-one, Austria)

4.2) 	���#A�!���U�	*�����!�#A�!���@	�!	����#����!��� (PBMC) !�����,� density gradient centrifugation

(Suradhat et al., 2001) *#&�������E *#&����������	��
��
�"##$'�9��@����!�����,� trypan blue exclusion test

4.3) 
	���'!#�
'�9 3.2 "=9
�&���
'����� in vitro stimulation !����@A�� CSFV �&�#���
�"##$ PBMC '�9�!�
	

�%#'%#�����@	�! 24 �#:� ;!�
@��"##$�����E 6x106 �"##$�����##�#�������#:� *#&'�������&�:�	!�����������

���$�:�� (ALD strain) 
	���
���+������ ;!�
@�����������	��
�@A�� CSFV '�9 1 multiplicity of infection (m.o.i.)

���	��#� 18  @�9�;�
 (������+�'�	�� ELISPOT) *#& 40 @�9�;�
������+�'�	�� intracellular immunofluorescent

staining assay '�9�:E�?��� 37 �
<��"#�"��� 5% CO2

5) (������$�
=�-�
� flow cytometry

anti-swine CD8-PE-Cy5 conjugated mAb (76-2-11, IgG2a) *#& anti-swine CD25-PE conjuagted

mAb (PGBL25A, IgG1) �!���+�����	:����&�$��� Dr. J. A. Roth ��� Iowa States University, Ames, Iowa,

USA

anti-swine CD4-FITC conjugated mAb (74-12-4, IgG2b)   anti-swine CD4-PE conjugated mAb

(74-12-4, IgG2b) *#& Biotinylated anti-swine IFN-� mAb (P2C11, IgG2a) ���+��>�' BD Biosciences

(USA) streptavidin conjugated-FITC  ���+��>�' Serotec (UK) anti-swine IL-10 mAb (954A4C437B1) ���

+��>�' Biosource (USA) *#& goat anti-mouse IgG1 FITC conjugate ���+��>�' Serotec (UK)

6) Immunofluorescent staining and flow cytometry

6.1 ��������������� (surface staining)

	�� freshly isolated PBMC ��A��"##$'�9�!������� in vitro activation '�9'��������+*#&#��
!���  PBS 1

����
 ���U�	#��
!���  PBS '�9�� sodium azide 0.1% *#& 5% bovine serum albumin (FACS buffer) 	�+*#&���+
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����������	��
�"##$ 
���������E��&��E 2x106 �"##$ ��� 1 staining reaction 	���"##$'�9�!�
��
	 96-well

tissue cultured plate 	�����U�	����9�
'�9 1500 ��+���	�'�  ���	��#� 2 	�'� �&+�!���	 supernatant '��
�� ���

	��	 resuspend cell pellet !���������� mAb '�9��A���

	�����E'�9����&��  (anti-CD4-FITC,   anti-CD8-PE-

Cy-5 *#&  anti-CD25-PE  ��A� anti-CD8-PE-Cy-5 *#& anti-CD25-PE) ������� 50 ��;��#��� '��
���'�9 4 �
<�

�"#�"���  30  	�'� 
	'�9�A!  	�����U�	#��
  3  ����
!��� FACS buffer �����E 150  ��;��#����������
 ���	��	 fix

�"##$!��� 2% formaldehyde  �����E  200  ��;��#���  ���	'�����������&�$�#!��� Facscan cytometer (BD

Biosciences, USA)

6.2 �������0��"������ (intracellular cytokine staining)

��&�:��$�����,����������
 Pala *#&�E& (Pala et al., 2000) ;!������	��	�%A9�������!�������
�";�

���	$ ;!�
	���'!#�
'�9 3.1 '������%�&�"##$'�9���+����:��'!#�
 (freshly isolate) '�9�:E�?��� 37 �
<�

�"#�"��� 5% CO2 ������+ monensin (GolgiStopTM; BD Biosciences, USA) �%A9���+���
�+�	�������#�9
������

	���"##$���	��#� 4 @�9�;�
���	��������"##$ ������+
	���'!#�
'�9 3.2 ?���#�
'�������&�:�	�"##$!����@A�����

���$�:�� ���	��#� 28 @�9�;�
 �&'��������� monensin (GolgiStopTM, BD Biosciences, USA) *#& incubate ���

����� 12 @�9�;�
 �	��+ 40 @�9�;�
 �=
'��������+*#&�����"##$

 '��������+�"##$���!�#A�!���*#&'�������������"##$ (CD4 *#& CD8) ������	��	��������"##$���
��	

�#�
���	��	'����� fix *#& permeabilize �"##$!��� Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences, USA)

�����E 200 ��;��#�������#:� '��
���'�9�:E�?������
 
	'�9�A! 3 @�9�;�
 ���	��	'���������?��
	�"##$!���

biotinylated anti-swine IFN-� mAb ��A� anti-swine IL-10 mAb '�9��A���

	 perm/wash solution (BD

Biosciences) 
	�����E 50 ��;��#�������#:� *#&���!��� streptavidin-FITC conjugate ������+ IFN-� ��A�

goat anti-mouse IgG1-FITC Conjugated mAb ������+ IL-10 '�9��A���

	 Perm/wash (BD Biosciences, USA)


	���	�:!'��� fix �"##$!��� 2% formaldehyde ���	'�����������&�$�#!��� Facscan cytometer (BD

Biosciences, USA)

6.3 ��D������%��,G�H�>�;*��������

���<=�>�*�	����	+	����"##$*#&��&@�������'�9����
�";���	$?��
	�"##$ '�����������&�$����"##$

���	�	 10,000 *#& 100,000 �"##$ ���#��!�+ ;!�����#A��<=�>���&@����"##$@	�!#��;^�"�$ (R1) �&%����E�

����	�!�"##$ (FSC) *#&�����	�*	�	?��
	�"##$ (SSC) ;!�%+���
	�#:����&@���'�9�#A����<=�>�	��	

��&��+!����"##$@	�!#��;^�"�$���	���	
�O� *#&����&@����"##$@	�!;�;	�"�$ (SWC3+) �	������&��E����#&

3 ��
��&@���'��
��! (data not shown)

�	A9�
���
	�:���&%+ double positive cell (CD4+CD8+) �!�
	��&*��#A�!"=9
�!����-�� characterize

���	�#:�� memory helper T cell (Saalmuller et al., 2002, Zuckermann, 1999) !�
	��	���<=�>�@	�!��&@���

������
�"##$#��;^�"�$ (CD4+CD8-, CD4-CD8+, CD4-CD8- *#& CD4+CD8+) '�9����
�";����	$ ��A� CD25 �=


������	���

@��&++�������*++ 3-color staining ;!�%����E��������#&��
��&@����"##$@	�! CD4+  *#&/

��A� CD8+ ��� R1  ������+���<=�>�*�	����	��'�9��� (tripled positive cell) �&�#A��<=�>������&@����"##$

��������	�*	�	?��
	�"##$*#& CD8+  (R2) ��A� CD4+ (R3) ;!�%����E���&@����"##$'�9*�!
 CD4+ ��A�

CD8+ *#&��'�9��� �A� CD25 ��A��";����	$ (IFN-� ��A� IL-10)  �	A9�
�����&@����"##$@	�! CD8+ ��
�:���� 2
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@	�! �A� CD8low  *#& CD8hi (Zuckermann, 1999) !�
	��	���<=�>���&@����"##$'�9*�!
 CD4+CD8+CD25+ ��A�

CD4+CD8+cytokine+ �=
�#A��%����E���� R3 ���	�#��  ���*�!
�#
	���<=�>�	�� ��!��������E�{#�9�����#&

��
�"##$'�9
���#+�� + SEM ����:��
	*��#&�#:��

 7) ������!��;-�������&��
@���

������&�$�����#�#�!���<=�>�;!�
@�;��*����-��� GraphPad Prism® (GraphPad Software, San

Diego, CA, USA) ;!�
@� t-test, Fisher’s exact test ��A� ANOVA *#&���!��� Tukey’s multiple comparison

��A9�������*�����
�&����
�#:�����<=�>�����
��	�������O (p< 0.05)    

�������	
�

�
�@)>�;
�!�&�' 1: ���<=�>��������
 IL-10 
	�:��'�9�!���+�@A�� PRRSV 
	*
� dynamic ��
�������
   �";�

���	$?���#�
����!���+�@A�� *#&�"##$'�9����
 cytokine !�
�#���

1.1 ����� PRRSV ������
���� IL-10 �������� PBMC &�'(���$�	��
)�� (In vitro effect)


	@��
 preliminary experiment 	�� '��������+�������
�#A�!�:�����:�&����
 7-11 ���!��$ ��� 

commercial farm *��
�	=9

	��
���!	���G� 	���������
�#A�!���U�	*�� PBMC ���	��		���� culture ������+ 

PRRSV �%A9�'�����%�Q	��'�	�� ICS ;!�'��
	���������#�+A��
��	
	
�	��������	�	��	�� ��*#����� PRRSV �����-

��	�9��	��
�����!����%�9����*�!
�����
 IL-10 gene 
	 PBMC ��
�:�� ��A9�'����� culture �@A��������+ PBMC 

���	��#�����
	��� 24 @�9�;�
 
	���
���+������ (Suradhat et al., 2003) !�
	��	�=
	�� culture system 	����
@�
	

���%�Q	��'�	�� ICS 
	�+A��
��	�!� ?���#�
���'�9�!�'��������+ (optimize) @��
��#�*#&��,����'�9����&��
	

��� pulse �"##$!��� monensin (GolgiStop™)  *#& permeabilize �"##$ PBMC ���	�#������� �=
�����-*�!


�������
 IL-10 
	�"##$ PBMC '�9'����� culture ������+ PRRSV ���	��#� 48 @�9�;�
 
�����	�!� 	�����	���#��� 

preliminary experiment ��
@��
�����	��� �"##$�#:�� CD4-CD8+ T cells ���	�"##$�#:���#��'�9����
 IL-10 
	 culture 

system 	�� (?�%��&��+'�9 1.1)   

1.2 ����� CSFV ������
��������!������������ PBMC &�'(���$�	��
)��


	���<=�>�	��	��������<=�>��#��
 PRRSV ����������
�";����	$��
�"##$ PBMC *#�� ����������


�!�%�Q	��'�	����������� intracellular cytokine production '�9����%�&����@A��������$�:����%����] ��	 ;!��&

	���"##$ PBMC ����&�:�	!��� CSFV '�9����������	 1 m.o.i. ;!�!�!*�#
��������,�'�9���
@�������+���������

CSFV-specific IFN-� secreting cells '�9�����������
�	���*#�� (Suradhat et al., 2001) ���	������&�$���"##$'�9

����
�";����	$;!� flow cytometry


	@��
 preliminary experiment '��������+�������
 PBMC ��� �:�����^��$��:��'!#�
 <�	�$����E&

����*%'�<����$ �:H�#
��E$�����'��#�� ��
���!	���G� *��
�	=9
 ���
*�����: 3-13 ���!��$ �%A9�<=�>����*++

���*�!
 CD25 *#&�������
�";����	$ ��A9��:���!���+���"�	������$�:�����;��*�������
	^��$���A9����: 5
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*#& 7 ���!��$ ����#���<=�>�*�!

�����	��������-	���'�	�� flow cytometry '�9%�Q	��=�	 ��
@�*�!
���

��+�	�
'�
?����:����	*++����%�&
	�:��'�9����!���+���"�	�!� ;!�%+����"##$ PBMC ��
�:��'�9����!���+���"�	

������$�:�������	�&�������E�"##$'�9����
 IFN-� �%�9���
�=�	��A9��!���+�����&�:�	!����@A��������$�:��
	���
���+���

��� (?�%��&��+'�9 1.2) 	�����	����
%+����&!�+�������
 IFN-� �����-	����
@����	���+�
@��'�9��������!

�#��
��+���'��
�	��
?����:����	*++%=9
�"##$'�9����������%�&��+�@A�������
	�:���!�!��������������!���*�!


�����
 CD25 (?�%��&��+'�9 1.3) ;!��#���<=�>�	���!���+�����%��%$����+����*#�� ���#&����!�����-!��!�

��� reprint 
	?���	�� (Suradhat et al., 2005)

0��>�;���&�' 1.1 ����� PRRSV ������
���� IL-10 �������� PBMC (In vitro effect)

A) �����E�{#�9�����#&��
 lymphocyte subpopulation *#& B) �����E�{#�9�����#&��


�"##$'�9����
 IL-10 ����"##$ PBMC ��
�:�� (���	�	 8���) '�9	���� culture ������+�@A��

PRRSV (SVI strain) �����E 1 m.o.i. ���	��#� 48 @�9�;�


Total CD4
+

CD8
+
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+
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0��>�;���&�' 1.2 ����� CSFV ������
��������!���� �������� PBMC (In vitro effect)

(A) �����E�{#�9�����#&��
�"##$'�9����
 IFN-�  *#& (B) IL-10 ��
 PBMC �����
�:��

'�9������ (�����) ��A��:��'�9����!���+���"�	������$�:�������	 (��!��) �#:��'!#�
��&��+

!��� �"##$ PBMC (cell) ��A� PBMC '�9�!���+�����&�:�	
	���
���+������!��� CSFV ���	

��#� 40 @�9�;�
 (+CSFV) ��A� PBMC '�9�!���&�:�	!��� PMA/Ionomycin (+CSFV+PMA)

���	��#� 3 @�9�;�
 (Suradhat et al., 2005)
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0��>�;���&�' 1.3  ��>(�����(
$� CD25 ���������� (�;���
���� IFN-� ��������&�'�$��
����

��;�)��$��� CSFV

(A) �����E�{#�9�����#&��
�"##$'�9*�!
 CD25 +	����"##$ ��A9������+�'��+��+�����E

�{#�9�����#&��
�"##$'�9����
 IFN-� (B) 
	 PBMC '�9*���!�����:��'�9�!���+���"�	������$

�:����A9����: 5 *#& 7 ���!��$ (#��<�) �"##$ PBMC �!���+�����&�:�	
	���
���+������!���

CSFV (1 m.o.i.) ���	��#� 40 @�9�;�
 ���	���������&�$�# (Suradhat et al., 2005)
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1.3 ���,G�H� dynamic ������
��������!����0��-�
�����$��
��*%+� PRRSV 
���
�D)�������� (�;

�����&�'
���� IL-10 "� perpheral blood mononuclear cells (PBMC)

�;�������D���	
�

1) ��!�#A���:������	� ���: 3 ���!��$'�9�#�!����@A�� PRRSV (seronegative) *+�
�:��������	 2 �#:�� 

�#:��#& 5 ��� 	�����#���
���+�?�%'�9 �E&����*%'�<����$ �:H�#
��E$�����'��#��

2) 
	��	'�9 0 (d0) '�����
���@A�� PRRSV ���%�	,:$'�9*���!�
	��&�'<�'� @	�! US genotype (01NP1) 


	�	�! 5 ml (104.5 TCID50/ml) *���:���#:��'!#�
 ����'�
����!��	#& 2.5 ml ���	��	'������!+�	'=������'�


�#�	�� �	���	�:!���'!#�
 (14 ��	�#�

���@A��) �:���#:����+�:��!���+ mock infected MARC-145 cell lysate 
	

�����E'�9�'����	
	��	�!�����+'�9'�����
���@A��

3) ���+�������
�#A�! (heparinized whole blood) 
	��	'�9 1-5, 7 *#& 10 �#�

���@A�� ���	��		�����U�	

*�� PBMC !�����,� density gradient centrifugation %������+���+�������
 serum �%A9�����*���@A�� PRRSV 
	

d0 d7 *#& d14

4) 	�� freshly isolated PBMC ��'�����<=�>���������	��
 subpopulation ��
 PBMC (lymphocyte: 

CD4+, CD8+, CD4+CD8+, CD4-CD8-) %������+�����������"##$'�9����
 IL-10 *#& IFN-� ;!���,� intracellular 

cytokine staining ;!�'�����������&�$�#;!���,� flow cytometry

�����&$���(�;��	����

?���#�
���
���@A���:���#:��'!#�
���9�*�!
�������
;�� PRRS �!�*�� ��������	�%#�� leukopenia 

*#&�&���9���
��������'�
�&++'�
�!�	���
� ���
*����	'�9 2 �#�

���@A���	���	�:!���'!#�
 ;!��&%+�����

���'�9�:!
	��	'�9 4-5 �#�
���
���@A�� 	�����	����
%+�������A9�����������+ *#&��+��
	�#:��'!#�
�!����
*��

��	'�9 4-6 �#�
���
���@A�� �����������
�:���&�������
�#�
���
���@A����&��E 2 ���!��$ *#&���%+�������!

����
!] 
	�:���#:����+�:� �#���������!�����E��
�@A������� *#&�&!�+*�	��+�!�������$
	�:��'!#�
 *�!


���
	����
'�9 1.1

�����&�' 1.1  �;$
�(������$�(�;���

�������	�����
'����
)��&$���0��-�
�	�����"-��*%+� PRRSV

Viral titer (TCID50/ml) Mean S/P ratioa (% pig positive)b

Day 0 Day 7 Day 14 Day 0 Day 7 Day 14

Infected
Neg. 103.5 <102 0.00 0.157 (0) 1.095 (80)

Control Neg. Neg. Neg. 0.023 0.016 (0) 0.032 (0)

 
a ELISA test for determining anti-PRRSV antibody titers was performed using IDEXX® ELISA test kit.

SP ratio = OD (sample)/OD (positive sample provided in the kit)
b Cut-off value for seropositive was when the SP ratio > 0.4.
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�#���<=�>����*++��
�������
 IL-10 *�!
���
	?�%��&��+'�9 1.4 ;!�%+����:��'��
 2 �#:���������E

�"##$'�9����
 IL-10 
	�&!�+
�#�����
��	
	��	'�9���9�
���@A�� ���	'�9	����
�������&!�+�������
 IL-10 �������E���	���


��

	�:��'��
 2 �#:�� '��
	��������	�	A9�
���?��&���������!������*�����*���:��*#&�������	��
 �	A9�
���

���	'�9'��+��	;!�'�9��������������:��������������
 endogenous IL-10 ����
	�&!�+�	=9
 *#&�&!�+ IL-10 �&��


�=�	
	�E&'�9�������+�	�
����?��&*�!#���'�9��#�9�	���!� ����
�������?���#�
����!���+ mock infected cell 

lysate �:���#:����+�:�*�!
�&!�+�������
 IL-10 '�9#!#
�9���	
�#��&!�+ baseline ?���#�
��� treatment *#&

�9�������#:��'�9�!���+�@A��
	@��
�&����
 d1-d4 ���	
	�#:��'!#�
*������&!�+ IL-10 �&#!�9��#
?���#�
 d0 ����
��

������:���#:��	����
�
�������E��
�"##$'�9����
 IL-10 ��
�����:���#:����+�:�
	@��
 4 ��	�#�
�!���+�@A�� (p<0.05, 

student t-test)   (?�%��&��+'�9 1.4A) ;!�%+����"##$�#:�� double-positive cells (CD4+CD8+) ���	�"##$�#:��

�#��'�9����
 IL-10 
	�:��'�9�!���+�@A�� PRRSV (?�%��&��+'�9 1.4B) ���	'�9	����
�������&%+����*�����
��
���

����
 IL-10 �&����
�#:�����'!#�
�!��{%�&
	@��
*����
�����!�@A�� ;!��:��'��
 2 �#:���������E�������
 IL-10 


	�&!�+'�9
�#�����
��	�#�
�����	'�9 5 ���	��	�� *#&�	A9�
����:���������!���+�@A�� PRRSV ���	���'!#�
 !�
	��	

�=
�@A9��������������-��&�:�	�������
 IL-10 �!�����"##$�#:��!�
�#���*++�������%�&  ���	���<=�>��������
 

IFN-� %+����:��'��
 2 �#:�������*++��
�������
 IFN-� '�9
�#�����
��	�#�!���'!#�
 ;!��&%+�������
 IFN-�
��
�=�	
	@��
�&����
 d2-d4 "=9
	���&���!��� early non-specific response �������!���+ PRRSV ��A� mock-

infected lysate (?�%��&��+'�9 1.4C)

	��������������!�������
�";����	$ 
	���'!#�
	����
�!�<=�>��������
 IL-2R (CD25) "=9
���	 

activation marker @	�!�	=9
��
�"##$
	�#:�� lymphocyte ;!�*�!
������?�%��&��+'�9 1.5 ;!�%+���?���#�


������ treatment �:��'��
 2 �#:���������E�"##$'�9*�!
 CD25 +	����"##$����=�	 ;!����	'�9	����
�������:���#:��

��+�:�"=9
�!���+�%��
 mock infected lysate �#�+�� activated cell 
	�����E'�9��
�����#:��'�9�!���+ PRRSV ����
��

	�������O
	@��
��	'�9 2-3 �#�
���
���@A�� (p<0.05, student t-test) (?�%��&��+'�9 1.5A) *������
���������A9�

<=�>�-=
@	�!��
�"##$'�9����
 CD25 �#�+%+����"##$�#:���#��'�9���	*�!
 CD25 +	����"##$ ���	�"##$
	�#:�� 

CD4-CD8- population (?�%��&��+'�9 1.5A, B) "=9
@��
�����	�����
���"##$#��;^�"�$ population �A9	'�9����!�'�����

<=�>�
	���<=�>�	�� (�@�	 NK cells, B cells, �� T cells ���	��	) '�9�!���+�����&�:�	����
��!����
	@��
��	*��] 

��
��� treatment *#&	���&��!�#��
��+�����+�	�
'�
?����:����	@	�! early non-specific response ����


����������	'�9	����
�������:���#:��'�9�!���+ PRRSV �&'��
�������+�	�
!�
�#���	��	�9������:���#:����+�:� 	��

���	����
���	'�9	����
������@��
��#���
�����+�	�
'�
�"##$'�9�9��#

	�#:��'�9�!���+�@A�������	��	 ������
�#�����


��+�&�&��#�'�9���������
 IL-10 
	����$'�9�!���+�@A�� "=9
+�
@������������
 IL-10 
	�&++
	@��
�&�&��#�!�
�#��� 	��

�&���#
	���'��
�	��
 systemic cellular activation ���!���

1.4 ���,G�H� dynamic ������
���� IL-10 "� PBMC ���
)��&�'�$��
��*%+� PRRSV 
���
�D)��)��>

����#�����������
��	 @��
�����	��� PRRSV ���%�	,:$������� (strain 01NP1) �����-��	�9��	��
�������

����
 systemic IL10 
	�:��'�9��!�@A��
	@��
�&����
���!��$*����
�����!�@A�� ����
��������@A�� PRRSV �!�-��

���*	��!����	 2 �#:�����%�	,:$
�O� �!�*�����%�	,:$������� (US) *#&���%�	,:$�:;�� (EU) "=9

	�U��:+�	 �����-%+
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����&+�!��
�����'��
 2 ���%�	,:$	��
	��&�'<�'� ;!�%+����&+�!��
�@A�����%�	,:$�:;��
	��������	'�9��
����

���%�	,:$������� (Thanawongnuwech et al., 2004)
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  A

B

C

0��>�;���&�' 1.4 >����������&�'
���� IL-10 (A), *��$��������&�'
���� IL-10 (B) (�; >����������&�'


���� IFN-� (C) 	�� PBMC &�'(���$�	��
)��&$���

�:���#:��'!#�
 (Infected) ��+�@A�� PRRSV (01NP1) 
	��	'�9 d0 �:���#:����+�:� 

(Control) �!���+ mock infected cell lysate 
	��	�!�����	 '��������+�������
�#A�!
	��	'�9 

0-5, 7 *#& 10 �#�

���@A�� *#&������!�����E�"##$'�9����
�";����	$;!���,� intracellular 

cytokine staining *#& flow cytometric analysis ;!�<=�>�����"##$'�9 gate ����
	�#:��

#��;^�"�$   
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A

B

0��>�;���&�' 1.5 >�����(�; subset ��������&�'(
$� CD25 (IL-2R) 	�� PBMC &�'(���$�	��
)��

&$�����)��&$��� (A) (�;��)��!��!)� (B)

�:���#:��'!#�
 (Inf) ��+�@A�� PRRSV (01NP1) 
	��	'�9 d0 �:���#:����+�:� (Cont) �!���+ 

mock infected cell lysate 
	��	�!�����	 '��������+�������
�#A�!
	��	'�9 0-5, 7 *#& 10 

�#�

���@A�� *#&������!�����E�"##$'�9 gate ����#:��#��;^�"�$ *#&*�!
 CD25 +	���

�"##$ !�����,� surface staining *#& flow cytometric analysis   
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!�
	��	�%A9�
���#����������������+��E$ *#&�����-��+�UO����
��&�'<�!�����=�	 �E&���������=
'��

���'!#�
�%�9����� ;!����
���@A�� PRRSV @	�!���%�	,:$�:;��'�9*���!�
	��&�'<�'� (strain 02SB3) �����E 5 

ml (104.5 TCID50/ml) *���:��'!#�
���: 9 ���!��$ (5 ����#:��) *#&*#&<=�>��������
�";����	$
	 PBMC ��


�:��'!#�
 (���#&����!�&�+��+��,����������
	���	�:���E$*#&��,�'!#�
 ��� 3.2)

�#���<=�>�%+����@A�� PRRSV ���%�	,:$�:;�������-��&�:�	�������
 systemic IL-10 �%�9��=�	�������

�#:����+�:�����
��	�������O'�
�-��� (p<0.05, ANOVA ���!��� Tukey’s multiple comparison test) 
	@��


���!��$*����
�����!�@A���!��@�	�!��� (?�%��&��+'�9 1.6A) ;!�%+����"##$
	�#:�� CD4+CD8+ ��+'+�'�#��
	

�������
 IL-10 (data not shown) "=9
��!�#��
��	��+�#���'!#�
���
��	 *#&���	'�9	����
������
	���'!#�
	�� 


	@��
��	'�9 4-6 �#�
���
���@A���&�����-����%+�������
 IFN-� �!��{%�&
	�#:��'�9�!���+�@A�� PRRSV ���%�	,:$ 

EU (?�%��&��+'�9 1.6B) ;!�'�9���*#�� PRRSV ���%�	,:$�:;��������
�����!�����'�
�#�	��'�9�+��������%�	,:$

������� �#�������%+�������
 IFN-� 
	@��
�&�&*����
�����!�@A�� ��������-@����,�+��-=
��������E$

!�
�#����!�+�
���	 '��
	���	A9�
��������������
�	�����	�	��	����� IFN-� ���',�T
	�����+���
����%�9����	�	��


�@A�� PRRSV �!�  (Bautista & Molitor, 1997)  ;!��#���������!�����E�����
	��&*��#A�!������'!#�
	�� ��


%+����@A�����%�	,:$�:;���&�������E�����
	��&*��#A�!�:���9�������#:�����%�	,:$ US ���!��� (?�%��&��+'�9 1.7)   

1.5 ���,G�H� dynamic ������
���� IL-10 "� PBMC ���
)��&�'�$��
��
!��� PRRS 
���
�D)��)��>

�	A9�
����U��:+�	 ������	:O��
���=�	'&�+��	���"�	 PRRS @	�!�@A�����	���%�	,:$�:;��
	��&�'<�'� *��

����&��
��������
�	-=
��&��',��#��
���"�	!�
�#���
	����q�
��	;�� PRRS '�9�&+�!
	��&�'<�'� ����
����

�����������
�	���	�	��	�� 
	���
��&�'<������"�	 PRRS �����&�:�	�������
?����:����	�!�@��*#&�������&��',�

?�%�'��'�9�����A9��'��+��+���"�	�@A�����	@	�!�A9	] (Meier et al., 2003) "=9
'��
��	���
���������"�	�@A�����	�&��	�9��

	��
�����!�������
 systemic IL-10 �!�
	�&�&*����
���
�����"�	�!��@�	��	 ;!����	�	��	���!���������
�	���

���"�	 PRRS �����-��	�9��	��
��������%�9����*�!
�����
 IL-10 gene 
	���
���+��������*#�� (Suradhat & 

Thanawongnuwech, 2004)

 �%A9�%����	$����
���!�
�#��� 
	���'!#�
����� ���������=
'�����
�����"�	 PRRS �@A�����	@	�!���%�	,:$�:

;�� (Amervac-PRRSV®, Laboratorios Hipra) *���:��'!#�
 ���: 3 ���!��$ (���#&����!�&�+��+��,����������
	

���	�:���E$*#&��,�'!#�
 ��� 3.3) *#&��!����������
 IL-10 ��
 PBMC ����:��!�
�#��� �#������<=�>�%+

������
�����"�	!�
�#��� �����-��	�9��	���������
 IL-10 ;!��"##$���!�#A�!�������
��	�������O (p<0.05, 

student t-test) �!��@�	��+ virulent PRRSV strain (?�%��&��+'�9 1.8)

;!���:�����#���'!#�
'�9�#�����'��
��! 
	@��
���-:��&�
�$'�9 1 @��
�����	����@A�� PRRSV '��
 2 ���

%�	,:$ ���'��
���"�	�@A�����	'�9	����
@�
	���<=�>� �����-��	�9��	��
�����!�������
 systemic IL-10 *++���

����%�&�=�	
	�:��'�9��!�@A����A��!���+���"�	����
��	�������O
	�&�&���!��$*����
��
�����!�@A�� *#&���#��G�	'�9

+�
@������������
 IL-10 
	�&++
	@��
�&�&��#�!�
�#��� 	���&���#
	���'��
�	��
�&++?����:����	
	�&�&!�


�#������!���
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0��>�;���&�' 1.6 >����������&�'
���� IL-10 	�� PBMC &�'(���$�	��
)��&$��� 

�:��'!#�
�#:�� US �!���+�@A�� PRRSV ���%�	,:$������� (01NP1) �#:�� EU �!���+�@A�� 

PRRSV ���%�	,:$�:;�� (O2SB3) '�9*���!�
	��&�'<�'� 
	��	'�9 0 �:���#:����+�:� 

(Control) �!���+ mock infected cell lysate 
	��	�!�����	 ������!�����E�"##$'�9����
�"

;����	$;!���,� intracellular cytokine staining *#& flow cytometric analysis ;!�<=�>�

����"##$'�9 gate ����
	�#:��#��;^�"�$ * *�!
����*�����
����#:����+�:�����
��	��

�����O'�
�-���

0��>�;���&�' 1.7 >��������

 PRRSV &�'(���$�	�����
'����
)��&$���

�:��'!#�
�#:�� US �!���+�@A�� PRRSV ���%�	,:$������� (01NP1) �#:�� EU �!���+�@A�� 

PRRSV ���%�	,:$�:;�� (O2SB3) '�9*���!�
	��&�'<�'� 
	��	'�9 0 �:���#:����+�:� 

(Control) �!���+ mock infected cell lysate 
	��	�!�����	   
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d0 d1 d2 d3 d4 d5 d7 d10
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0��>�;���&�' 1.8 >����������&�'
���� IL-10 	�� PBMC &�'(���$�	��
)��&$���&�'�$��
��
!��� 

PRRS *��$�*%+��>|�

�:���#:��'!#�
�!���+���"�	 PRRS @	�!�@A�����	���%�	,:$�:;�� �:���#:����+�:� (Control) 

�!���+ vaccine diluent 
	��	�!�����	 ������!�����E�"##$'�9����
�";����	$;!���,� 

intracellular cytokine staining *#& flow cytometric analysis ;!�<=�>�����"##$'�9 gate 

����
	�#:��#��;^�"�$ * *�!
����*�����
����
��	�������O'�
�-��� (see text)   
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�
�@)>�;
�!�&�' 2 ���<=�>��#��
����!���+�@A�� PRRSV '�9�������&��',�?�%��
���"�	�q�
��	;��������$�:��


	�����&�:�	�������
?����:����	���;��������$�:��

�;�������D���	
�

1) ��!�#A���:������	� ���: 17 ��	 ���^��$����@	'�9�#�!;��������$�:�� *#& %� ���$ ���$ ��� ;!����

�����&!�+*�	��+�!�����@A��'��
��
@	�!
	#���:�� ;!��&���
�������%+*�	��+�!�����@A�� PRRSV

(seronegative) *#&����� maternal derived SN titer ��� CSFV (?����:����	-���'�!���*���:��'�9�!���+���"�	���

;��*�����
^��$�) '�9�9������ 32 *+�
�:��������	 5 �#:�� �#:��#& 5-7 ��� 	�����#���
���+�?�%'�9���
�#���
����$

'!#�
 �E&����*%'�<����$ �:H�#
��E$�����'��#��

2) ���#&����!��
���
���@A��*#&���"�	��
�:���#:�����
] ��!�
	��

- ��	'�9 0 (D0) '����� inoculate �:���#:�� C *#& D !����@A�� PRRSV @	�! US genotype ���%�	,:$'�9*��

�!�
	��&�'<�'� (strain 01NP1) '�9������������	��
�@A�� 104.5 TCID50/ml ;!�������!���� ���
#&

2.5 ml ���	�:���#:���A9	] (A B *#& E) �!���+ mock infected MARC-145 cell lysate 
	�����E'�9�'��

��	���!����

- ��	'�9 7 (D7) {�!���"�	�q�
��	;��������$�:��@	�! lapinized Chinese strain Lot No. 47/46 (����<:

����$) 
��*���:���#:�� B *#& D ;!����{�!�����#��� �����E 1 ml ������ ���	�:���#:���A9	] (A C *#&

E) �!���+�{%�& diluent ��
���"�	
	�����E'�9�'����	

- ��	'�9 28 (D28) {�!%�>'�+ (challenge) 
���:���#:�� A-D ;!�
@��@A��������$�:��@	�!�:	*�
 (strain

Bangkok 1950) "=9
�!���+�����	:����&�$����-�+�	�:�?�%����$*��
@��� ����<:����$ �	�! at least

105 PLD50/ml  ������ ;!����{�!�����#��� �����E 1 ml

- ��	'�9 41 (D41) ���	�:!���'!#�


�����&�' 2.1   ����;����$���&$���"�
)��(���;��)��
Group PRRSV inoculation

(D0)
CSFV vaccination

(D7)
CSFV challenge

(D28)
A
B
C
D
E

-
-
+
+
-

-
+
-
+
-

+
+
+
+
-

3) ���#&����!������+�����#�������

	�&����
���'!#�
 �����#&����!!�
�����	��

- �!+�	'=� clinical sign ��
�:��':��#:��':���	�#�!�&�&��#����'!#�


- ���+�������
"���9��%A9��������@A�� PRRSV �@A�� CSFV 
	��	'�9 0, 7, 14, 21, 28, 35 *#& 41

- ���+�������
"���9��%A9��������&!�+ serum neutralizing antibody titer ����@A�������������$�:�� *#&

�&!�+ antibody titer ����@A�� PRRSV (IDEXX™ ELISA) 
	��	'�9 0, 7, 14, 21, 28, 35 *#& 41



33

- ���+�������
�#A�! (heparinized whole blood) ����:��'!#�
 �%A9�'�����<=�>�'�
 hematology 

*#&����	�+���	�	���!�#A�!��� 
	��	'�9 0, 3, 5, 7 *#& 13 ?���#�
���{�!%�>'�+!����@A��������$�:��

- ���+�������
 heparinized whole blood �%A9�	����*�� PBMC 	���"##$'�9�!��� culture ������+ CSFV 

(in vitro activation) ���	��	������!�����E��
 CSFV-specific IFN-� secreting cells ;!���,� 

ELISPOT assay (Suradhat & Damrongwatanapokin, 2002) *#&�����������E��
 CSFV-

specific IFN-� *#& IL-10 producing cells ���'��
������&�$*�� lymphocyte subpopulation '�9����
 

cytokine ;!���,� flow cytometric analysis ;!���,���
 Suradhat *#&�E& (Suradhat et al., 2005)


	��	'�9 0, 7, 14, 21, 28, 35 *#& 41

- 
	��	�:!'�����
���'!#�
 (D41) ��A�
	��E�'�9���:������@������A�*�!
����������	����� 

(succumb to death) ���	���	�:!���'!#�
 '����� euthanize �:��'!#�
 ���	��	'��������"���%A9�

������������#�9�	*�#
'�
%��,���'�� (pathological change) *#&���+�������
@��	�	A������:��':�

����%A9�'�����*���@A�������������$�:�� *#&��
�������
�%A9�����*���@A��*+�'����� (
	��E�'�9�
���)

- ���+�������
@��	�	A���:��':�����%A9�������������#�9�	*�#
'�
�:#%��,���'�� (histopathological 

change) ;!��:�
�	�	�����#�9�	*�#
'�9���������9�����
��+;��������$�:�����	�#��

�����&$���(�;��	����

1) 	=����
)��(�;�����&��!�����

����
'�9 2.2 *�!
���	�	��
�:��'!#�

	*��#&�#:���#�!���'!#�
 *#&����������!�����
�:��

��A9����	�:!���'!#�
 ?���#�
������
���@A�� PRRSV (D0) �:���#:�� C *#& D ���9�*�!
�������
;��%� ���$ ���$ 

��� ;!��&%+�����"=� �+A9������ 	�	�:���	 *#&���
���+ 
	@��
��	'�9 2-16 ��
���'!#�
 (D2-16) 	��

���	����
%+�������+��*#&��A9�����������+ (conjunctivitis) ����!��� �:��*�!
�����'�
�&++'�
�!�	

���
����'�9�:!
	@��
��	'�9 4-5 ��
���'!#�
 *#& recover ���;��
	��	'�9 16 ��
���'!#�
 	�����	��%+���

�:�� 3 ��� 
	�#:�� C �����������!�@A�� Haemophilus spp.2 (Glasser’s disease) 
	��	'�9 10 11 *#& 18 *#&��

�:������#:�� D ������?��&��!�@A�� Haemophilus spp. 1 ��� 
	��	'�9 12 ���	�:��'�9����
	�#:���A9	���*�!
�����

'�
�#�	��'�9��!����
!] ?���#�
���
�� mock intected MARC-145 lysate

�:���#:�� B ���*�!
�������!����'�
�#�	��
!] ?���#�
���
�����"�	 *#&���{�!%�>'�+ 	�����	����


���%+����� leukopenia 
	�:���#:��	��?���#�
������
���@A��������$�:�� (?�%��&��+'�9 2.1) "=9
+�
@��
�����	���

���"�	�����-��&�:�	���	'�	;���!�����
��+��E$

?���#�
���{�!%�>'�+!����@A��������$�:��@	�!�:	*�
 (D28) %+����:���#:�� A ���9�*�!
�������
;�����

���$�:������
@�!��	*#&����
�:	*�
 ���9����
*����	'�9 2 ��
���
���@A�� ;!��������"=� �+A9������ �	���
 ����� 

(rectal temperature > 40oC) leukopenia (WBC < 9,000 cells/mm3) ���
���+ 	�	�:������	 ��9	 �:����&

���
 %+�:!�#A�!���'�9+����E����	�
 
	�&�&�#�
�:���&	�	
	#��>E& lateral recumbency *#&*�!
�����@�� 

                                               
2 ����� Haemophilus spp. �'(�����������)���
��
*�
"�����+����
	�,&����!)�����
� �)�"�


��-��
�)'./-	�	����:	� (Glasser’s
disease) �"�����
����
��:	�=���"�
	�
)
	��>	�	�����=��:�"����"
�� (immunocompromised)
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;!����9�������
*����	'�9 9 �#�
���
���@A�� (D37) *#&����@���� '��
��!?��
	 11 ��	�#�
���
���@A�� (D39) ���	�:��

�#:�� C %+�������
;��������$�:��'�9�:	*�

�#�����
��+�#:�� A ;!����9����
	��	'�9 33-37 ��
���'!#�
 �:��

�#:�� D "=9
�!��@A�� PRRSV �����	���'�����"�	������$�:�� *�!
�������
;���@�	��	 *������:	*�
�'���#:�� A *#& 

C ����
����������	'�9	����
�������:��
	�#:��	�����#
?���#�
����!���+�@A�� 
	��#�'�9��!���������#:����+�:� (A) 

;!����9����:��������
*����	'�9 33-36 "=9
���	��#�'�9
�#�����
��+�#:�� C 
	��	�:!'�����
���'!#�
���:�� 1 ���'�9��

@������!������{�!%�>'�+ ;!��:���������E���!�#A�!����#�+��������&!�+�!�����+�#:�� B *#& E (?�%��&��+'�9 

2.1)  �����
���!�
�#����!������������
�	���*#�����	�	��	���������!���+�@A�� PRRSV �&���

�������!���	�	����


;��������$�:��'�9�����=�	 (Depner et al., 1999) ����
����!� �����:��
������!��������E$!�
�#�����
������	'�9

'��+*	�@�! *#&������	���
�����<=�>��%A9��������#�%�9�����

������������&�$'�
�-���%+�������������!��
�:��
	�#:�� D �9�������:��
	�#:�� B ����
��	�������O (p

<0.05, Fisher’s exact test) *#&���������*�����
����
����
��	�������O��A9��'��+��+�:��'�9����!���+���"�	 (�#:�� A 

*#& C) ���	
	�:���#:�� E (naïve) ����!�*�!
�������!����'�
�#�	��
!] �#�!@��
��#���
���<=�>�

2) ��������	&�����

��&��(�;����>��'��(>��&�����D���&��

�#�������'�
�������'������������
"���9�*#&�����&?��
	��
�:�� *�!

�����	������"�	������$�:��

�����-��&�:�	?������	'�	;���!�����
��+��E$
	�:���#:�� B ;!�
	���<=�>�	����������-*���@A���!����'��
"���9� 

(����
'�9 2.3) *#&�����&?��
	 (����
'�9 2.4) ?���#�
������{�!%�>'�+ 
	�E&'�9�����-*���@A��������$�:��

�!����'��
"���9�*#&�����&?��
	��
�:���#:�� D 
	�����E'�9
�#�����
��+�#:����+�:� (�#:�� A *#& C)

�#���<=�>������#�9�	*�#
'�
%��,���'�� (����
'�9 2.5) *#&�:#%��,���'�� (����
'�9 2.6) '�9�!����

���<=�>�	�� ���
����!�#��
��+�#���<=�>�'�
�#�	��*#&�������'�� �#����A�%+%��,��?�%���*#&�����#�9�	

*�#
'�
�:#%��,���'��'�9����%�&��+;��������$�:������
�!�	@�! 
	�:���#:�� A C *#& D "=9
+�
@����������*%��

��&�����
�@A������
�����&���
� '�9����
��� ;!����%+�����#�9�	*�#
'�
%��,�
	�����&?��
	��
�:��
	�#:�� 

B *#& E *������
������������#�9�	*�#
'�
�:#%��,���'��'�9%+
	�#:�� D ��*	�;	��'�9�9�������#:�� A (����
'�9 

2.6) ���	�#����%�&*���@A��*+�'�����*�!
���
	 ����
'�9 2.7

�����&�' 2.2  ��)��
)��&$���(�;	=����
)��&$�����*����"��;-�������&$���

Treatments
Gr.

PRRSV Vaccine CSFV

(PRRSV)

D0

(Vaccine)

D7

(CSFV)

D28 D35 D41

Survival

rate (%)

A

B

C

D

E

-

-

+

+

-

-

+

-

+

-

+

+

+

+

-

5

5

7

6

5

5

5

7

6

5

5

5

 4a

 5b

5

5

5

1

2

5

0

5

0

1

5

0

100

0

20

100

a �:�� 3 ��������������!�@A�� Haemophilus spp. (Glasser’s disease) 
	��	'�9 10 11 *#& 18
b �:�� 1 ���������?��&��!�@A�� Haemophilus spp. 
	��	'�9 12
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0��>�;���&�' 2.1 >�������#$��%�$���"�
)��&$���0��-�
�	�������$��H&
�$����*%+��-�����
)��

�:��'!#�
 �#:�� C (�) *#& D (�) �!���+�@A�� PRRSV 
	��	'�9 0 �:���#:�� B (�) *#& D 

(�) �!���+���"�	�q�
��	;��������$�:��
	��	'�9 7 �:��':��#:�� (A-D) �!���+���{�!%�>'�+

!����@A��������$�:��
	��	'�9 28 ��
���'!#�
 �����	�#:�� E (�)

0 3 5 7 14
0

9000

18000

27000

days post CSFV challenge

 T
o

ta
l 
le

u
c
o

c
y
te

 c
o

u
n

t

(c
e
ll
s
/m

m
3
)

A

D

C

E

B
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�����&�' 2.3    >������*%+����

	���
���������
'�
)��"��;�;��������} ������&$���

D0 (P) D7 (V) D14 D28 (C) D31 D33 D35 D38 D41

PRRSV titera

A (- / - /C)

B (- / V /C)

C (P/ - /C)

D (P/ V/ C)

E (- / - / -)

 -b

-

-

-

-

-

-

 3.5

 3.25

-

-

-

<2

3

-

-

-

-

2.5

-

-

-

-

2.5

-

-

-

-

2.25

-

-

-

-

2.5

-

-

-

na

-

-

 nac

-

na

-

-

CSFV titer

A (- / - /C)

B (- / V /C)

C (P/ - /C)

D (P/ V /C)

E (- / - / -)

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

3.68

-

4.80

4.63

-

6.97

-

6.30

6.97

-

7.97

-

7.8

6.97

-

-

-

na

2.97

-

na

-

na

-

-

a viral titers from pooled serum sample (logTCID50/ml)
b Negative
c Not applicable due to animal death

Treatments (P; PRRSV, C; CSFV challenge, V; CSFV Vaccine, -; no treatment)
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�����&�' 2. 4   >������*%+����

�-�����
)��&�'(���$�	����
��;0��"����
)��&$���0��-�
������$

��H&
�$����*%+��-�����
)����%'�
�+�
)$���&$���

                                            Viral titers (log TCID50/gram)

Gr.

(treatment)

A

(-/-/C)

B

(-/V/C)

C

(P/-/C)

D

(P/V/C)

E

(-/-/-)

Brain

Tonsil

Lung

Spleen

Kidney

Lymph nodes

4.13 + 0.60*a

4.08 + 0.19a,b

4.32 + 0.62a

3.84 + 0.63a

3.81 + 0.83a

3.89 + 0.63a

0b

0c

0b

0b

0b

0b

4.80 + 0.71a

4.55 + 1.77a

3.72 + 1.47a,c

4.11 + 2.26a

5.14 + 0.23c

5.22 + 0.83c

2.80 + 0.17c

3.25 + 0.58b

2.66 + 1.05c

4.06 + 1.06a

3.45 + 0.89a

3.36 + 0.42a

0b

0c

0b

0b

0b

0b

*     Data represents mean + SD virus titers (log TCID50/gr)
a-c   indicates statistical differences among the experimental groups (ANOVA followed by Tukey’s

multiple comparison test, p<0.05)

Treatments:  P; PRRSV, C; CSFV challenge, V; CSFV Vaccine

.
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�����&�' 2.5 ����>��'��(>��&�����D���&�� (macroscopic lesion) &�'��"���
��;0��"����
)��

&$���

Experimental group (treatments)

A

(-/-/C)a

B

(-/V/C)

C

(P/-/C)

D

(P/V/C)

E

(-/-/-)

Pneumonia

Lymphadenopathy

- inguinal ln.

- tracheobroncheal ln.

- mandibular ln.

- mesenteric ln.

Thymic atrophy

Haemorrhage

- skin

- lymph node

- kidney

- tonsil

- gastric mucosa

Splenic infarction

Brain congestion

Gastric infarction

Fibrinous pleuritis

Fibrinous peritonitis

100b

75

75

100

40

100

60

60

60

0

0

0

100

20

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

100

75

100

100

40

100

40

40

20

0

20

20

100

20

20

20

100

75

75

100

40

100

20

40

60

20

0

75

100

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

a  Treatments (P; PRRSV, C; CSFV challenge, V; CSFV Vaccine, -; no treatment)
b  Percentage of animal with CSF lesion in the group
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�����&�' 2.6 ����>��'��(>��&��	)����D���&�� (histopathology) &�'��"���
��;����} ���
)�&$���

Experimental group (treatments)

A

(-/-/C)a

B

(-/V/C)

C

(P/-/C)

D

(P/V/C)

E

(-/-/-)

Brain

non-suppurative meningoencephalitis

Thymus

lymphoid depletion

Tonsil

lymphoid depletion

Lymph node (lymphoid depletion)

tracheobroncheal ln.

mesenteric ln

inguinal ln.

Spleen

lymphoid depletion

Ileum

lymphoid depletion

Lung

Lymphohistiocytic interstitial pneumonia

Peribronchiolar & perivascular lymphoid

hyperplasia

Kidney

Hemorrhage

1.6b

1.5

1.4

1.2

1.4

1.4

1.4

0.75

0

1

1.3

0

0

0

0

0.2

0.2

0

0

2

2

0

1.6

1.5

1.2

1

1

1

1.2

0.67

1.4

1

1.7

1

0.8

0.8

0.8

1

1

1

0.6

2.2

2

0.2

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

a Treatments (P; PRRSV, C; CSFV challenge, V; CSFV Vaccine, -; no treatment)
b  mean histopathological score of the group (ranged from nil; 0, mild; 1, moderate; 2, severe; 3)
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�����&�' 2.7  ��������;(���*%+�(�!&�����	��
)��&$���-�
������$��H&
�$����*%+��-�����
)��

Group (Treatments)* Isolated bacteria

A  (-/-/C)

Streptococcus spp. (�-hemolysis)

Streptococcus spp. (non-hemolysis)

Hemophilus spp.

E. coli

B  (-/V/C) -

C  (P/-/C)

Streptococcus spp. (�-hemolysis)

Streptococcus spp. (non-hemolysis)

Hemophilus spp.

E. coli

Salmonella spp. (Gr. B)

D  (P/V/C)

Streptococcus spp. (�-hemolysis)

Hemophilus spp.

E. coli

E  (- /- /-) -

* Treatments (P; PRRSV, C; CSFV challenge, V; CSFV Vaccine, -; no 

treatment)
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��������	�
$���&=��������;��0���!)���
����
)��&$���

��������	&�����
'���&��

�#���������!�&!�+*�	��+�!�������$����@A�� PRRSV ��
�:��'!#�
 %+����:���#:��'�9�!���+�@A�� PRRSV 

���	
�O����9��� seroconversion ����@A�� PRRSV 
	���!��$'�9 2 ?���#�
����!���+�@A�� (����
'�9 2.8) 	�����	�����

%+ seroconversion 
	�:���#:���A9	] �#�!���'!#�
 "=9
���	����A	��	����������� cross contamination ��
�@A�� 

PRRSV 
	�&����
�#:���:��'!#�



	��	'�9 7 ��
���'!#�
�:��':��#:�����&!�+ maternal derived antibody �{#�9�'�9���*�����
��	 (p>

0.05, ANOVA) *#&�9������ 32 "=9
���	�&!�+'�9�����<=�>��A	��	���*#������&������#�+��	�����&��',�?�%��


���"�	������$�:�� (Suvintrakorn et al., 1993) ?���#�
���
�����"�	������$�:�� �:��
	�#:�� B ���&!�+ serum 

neutralizing (SN) titer �%�9���
�=�	"=9
*�!
-=
�����+�	�
������
�����"�	����
��	�������O (p<0.05, paired t-

test) *#&*�!

�����	-=
 anamnestic response ��A9��!���+�@A��%�> ;!����&!�+ anti-CSFV SN titer ��
�=�	;!���A9�

���	�:!���'!#�
 (D41) �:���#:��	��������{#�9� SN titer '�9��
������	'�9 7 ��
���'!#�
����
��	�������O (p<0.01, 

ANOVA ���!��� Tukey’s multiple comparison test) 
	�E&'�9���%+����%�9��=�	��
�&!�+ SN titer 
	�#:�� D 

?���#�
���
�����"�	 ��A�
	�:��'�9��!@��������
��	�������O��A9����	�:!���'!#�
 (?�%��&��+'�9 2.2)

��������	�
$���
��������!����"�
)��&$���

���<=�>��������
 CSFV-specific interferon-gamma (IFN-�) ;!���,� flow cytometry ���%+����%�9�

�=�	��
�����E antigen-specific IFN-� producing cells 
	 PBMC ��
�:��?���#�
���
�����"�	 ����
�������

?���#�
���{�!%�>'�+ %+����%�9���
�=�	����
��	�������O��
 IFN-�+ cells 
	 PBMC ��
�:���#:�� B (p<0.05, 

paired t-test) ?���#�
���{�!%�>'�+ ���	��	�����E��
 IFN-�+ cells �&#!#
���?��&���� "=9
+�
@��-=
anamnestic 

response *#&��A9�%����E�������+���������-
	������	'��������!;��;!���+��E$!�
*�!
������
��	 *�!



�����	�������� primed ��
�&++?����:����	'�9�����-
�� complete protection �!� (?�%��&��+'�9 2.3A)  ���	'�9	��

��
������
	�#:���:��'!#�
"=9
�!���+�@A�� PRRSV �����	 �������&�!���+���"�	�q�
��	;��������$�:�������	��A������

��� �&�������E��
 IFN-�+ cells '�9�%�9���
�=�	��������#:���A9	]  
	�:���#:�� D "=9
���:���%��
 1 ���'�9��!@���� ;!�

'�9�:��	��	���&!�+ IFN-�+ cells '�9#!#
��A9����	�:!���'!#�
 (?�%��&��+'�9 2.3A) ������<=�>�'�9���	�� ���

�%�9���
�=�	��
 IFN-�+ cells ���	�����E���] ���+�
@��-=
?��&��
 overwhelmed infection 
	�:��'!#�
 

(Suradhat et al., 2001)  "=9
���%+
	�&�&'�����
�����!�@A��"=9
����&��?��& bacterial septicemia ��������!

�@A��*+�'������A9	] ����!��� (����
'�9 2.7) ������<=�>��#:����&@��� lymphocyte '�9����
 IFN-� %+����"##$�#:�� 

CD8+ ���	�"##$�#:���#��'�9����
 IFN-� 
	�:���#:��'�9�!���+���"�	?���#�
���{�!%�>'�+ 
	�E&'�9':��#:����&@���

��
�:���#:����+�:��&���������
 IFN-� �%�9���
�=�	?���#�
���{�!%�>'�+ (?�%��&��+'�9 2.4)

����
�������
	���<=�>�	�� �&%+���������!�#��
��
�#���������!�� IFN-� secreting cells 

�&����
��,� flow cytometry *#&;!���,� ELISPOT ����+��
 ;!�%+����#:���:��'�9�!���+ PRRSV �����	�&�������E

��
 IFN-� '�9��
������	���{�!%�>'�+ '��
	����!���	���&����������:��
����� bacterial complication '�9��
�=�	


	��&*��#A�! "=9
��A9�	���"##$��'�������&�:�	
	���
���+������ (in vitro activation) ���	���������!�������
�"

;����	$ �&%+ non-specific activation ��
�"##$ lymphocyte �%�9��=�	
	 culture system �%�9�����=�	 ���'��
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�'�	�� ELISPOT ��������-*���"##$'�9��@�����������"##$'�9���#
�&����
��� culture �!� !�
	��	�=
��������-

����%+�������
 IFN-� *++ non-specific activation �!�����������
@� flow cytometric analysis (?�%

��&��+'�9 2.5)

���	'�9	����
�������:��'!#�
�#:��'�9����!���+�@A�� PRRSV �&�������E��
 IL-10+ cells 
	 PBMC �%�9���


�=�	 ��A9�	������&�:�	
	���
���+������!����@A��������$�:��;!��{%�&
	@��
 2-3 ���!��$�#�
�!���+�@A�� ���	��	�&

�%�9���
@=�	�������
?���#�
���{�!%�>'�+!����@A��������$�:�� (?�%��&��+'�9 2.3B) 
	��E�	���������
 IL-10 '�9����

%+���	���{�!%�>'�+ ���	���&����%�&����@A��������$�:�� '��
	���	A9�
����:��'�9����!���+���"�	*���!���+�@A�� PRRSV ����

�������
 IL-10 
	#��>E&�!�����	 ���	�	��	����������
�	��� ��������@A�� PRRSV #

	 culture system 

�����-�%�9����*�!
�����
 IL-10 ��� CSFV-primed PBMC �!�����
��	�������O (Suradhat et al., 2003) ���

��&�:�	�������
 IL-10 '�9%+
	��E�	��������	�#���������	�����	��
�"##$'�9��!�@A�� PRRSV ������
	�&++

culture system 	�����	��?���#�
���{�!%�>'�+�&%+����������
 IL-10 �&�%�9���
�=�	
	�#:�� D ;!�%+����"##$

�#:�� CD8+ ���	�"##$�#:���#��'�9����
 IL-10 
	�:��?���#�
����!���+�@A��������$�:�� (?�%��&��+'�9 2.4)  


�)>

;!���:�������'!#�
	�� %+����@A�� PRRSV ���%�	,:$ 01NP1 �����-��	�9��	��
�����!;��%� ���$ ���$ ��

� 
	�:�� (�#:�� C *#& D) �!����'�9��!��� �@A��������$�:�� ( �Bangkok 1950) '�9	����
@�{�!%�>'�+
	���<=�>�	����

�����:	*�
'�9�&���
�����!;��������$�:���!� *#&'��
���:��'!#�
'�9�!���+�@A����*�!
���������'�9�:	*�
*#&�������

������'�9��
-=
 100% (�#:�� A *#& C) ���	���"�	������$�:��'�9
@�
	���<=�>� ����&��',�?�%!� *#&�����-

��&�:�	?����:����	'�9�����-���	'�	������!;���������!���+�@A��%�>�!�����
��+��E$ (�#:�� B) ����
�����������!�

��+�@A�� PRRSV *���:��'!#�

	@��
 7 ��	���	
�����"�	������$�:�� (�#:�� D) ���#�����&��',�?�%��
���"�	������$

�:������
��	�������O ;!�%+������
�����"�	
	@��
��#�!�
�#��� ��������-��&�:�	?������	'�	;��
	�:��'!#�


�!� (�#:�� D) ;!��:��'!#�
*�!
���������*#&�����*%����&�����
�@A��������$�:��'�9���*�����
������#:��

��+�:� (�#:�� A *#& C) �#���������!���'��
�	��
�&++?����:����	��
�:��'!#�
 *�!

�����	�������!���+�@A�� 

PRRSV �����	���
�����"�	 �&���#������*++�����+�	�
'�
?����:����	��
�:��'��
@	�!�"##$*#&*�	��+�!� 

	�����	����
����%+����%�9���
�=�	��
�"##$'�9����
 IL-10 
	 PBMC ��
�:��'�9�!���+�@A�� PRRSV ��A9�	������&�:�	


	���
���+����� 
	@��
�&�&��#�
�#�����
��	��+'�9�:���!���+���"�	������$�:�� �#������<=�>�	��@���������� IL-10 

�%�9���
�=�	
	�&++?���#�
����:���!���+�@A�� PRRSV 	���&���#
	�@�
#+������������-��
�:��
	�����+

�	�
������'�����"�	 *#&���#������������-
	������	'�	������!;��?���#�
���{�!%�>'�+!����@A��������$

�:��
	'�9�:!
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�����&�' 2.8    �;$
�(������$������������*%+� �� ���� ���� ��
 ���
)��"��;�;��������} ������

&$���

Mean S/P ratioa (% pig positive)

 GROUPS

(Treatment)
D0 (P) D7 (Vac) D14 D21 D28 (C) D35 D38

A (- / - /C)

B (- / V/C)

C (P/ - /C)

D (P/ V /C)

E (- / - / -)

0

(0)

0

(0)

0.003

(0)

0.002

(0)

0.05

(0)

0.02

(0)

0.035

(0)

0.157

(0)

0.273

(16.67)

0.016

(0)

0.016

(0)

0.012

(0)

1.095

(80)

0.959

(60)

0.032

(0)

0.01

(0)

0.092

(0)

1.838

(100)

1.016

(60)

0.108

(0)

0.018

(0)

0.011

(0)

1.44

(66.67)

0.745

(75)

0.01

(0)

0.017

(0)

0.041

(0)

1.306

(66.67)

1.061

(100)

0.009

(0)

0.05

(0)

0.009

(0)

nab

2.379

(100)

0.008

(0)

a Cut-off value for PRRSV-seropositive when S/P ratio > 0.4 (IDEXX® ELISA test kit)
b not applicable due to animal death

Treatments (P; PRRSV, C; CSFV challenge, Vac; CSFV Vaccine, -; no treatment)
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0��>�;���&�' 2.2 �;$
�!������'���� neutralizing antibody titer (+SD) ����*%+��-�����
)��	��
)��

&$���

�:��'!#�
 �#:�� C (�) *#& D (�) �!���+�@A�� PRRSV 
	��	'�9 0 �:���#:�� B (�) *#& D 

(�) �!���+���"�	�q�
��	;��������$�:��
	��	'�9 7 �:��':��#:�� (A-D) �!���+���{�!%�>'�+

!����@A��������$�:��
	��	'�9 28 ��
���'!#�
 �����	�#:�� E (�)

0 7 14 21 28 35 41
0

2

4

6

8

Vaccine

PRRSV CSFV

Experiment day

A
n

ti
 C

S
F

V
-S

N
 t

it
e

r 
(l

o
g

2
)

A (-/-/C)
B (-/V/C)

E (-/-/-)

C (P/-/C)

D (P/V/C)
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A

B

0��>�;���&�' 2.3 >�������� cytokine producing cells &�'���	�
$�$���D� flow cytometry

�:��'!#�
 �#:�� C (�) *#& D (�) �!���+�@A�� PRRSV 
	��	'�9 0 �:���#:�� B (�) *#& D 

(�) �!���+���"�	�q�
��	;��������$�:��
	��	'�9 7 �:��':��#:�� (A-D) �!���+���{�!%�>'�+

!����@A��������$�:��
	��	'�9 28 ��
���'!#�
 �����	�#:�� E (�)

d0 d7 d14 d21 d28 d35 d41
0

1

2

3

4
A (-/-/C)
B (-/V/C)

E (-/-/-)

 CSFV vac challenge

C (P/-/C)

D (P/V/C)

PRRSV

%
 I

F
N

- �
 p

o
s

it
iv

e
 c

e
ll

s
 i

n
P

B
M

C

d0 d7 d14 d21 d28 d35 d41
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

 CSF vac challenge

PRRSV

%
 I
L

-1
0
 p

o
s
it

iv
e

 c
e

ll
s
 i
n

P
B

M
C
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Experimental days

0��>�;���&�' 2.4 *��$�����������������	�� PBMC &�'
��������!�������
)��&$���

�:��'!#�
 (panel ���) �!���+�@A�� PRRSV 
	��	'�9 0 *#&�!���+���"�	�q�
��	;��������$

�:��
	��	'�9 7 (panel ���, "���) �:��':��#:���!���+���{�!%�>'�+!����@A��������$�:��
	��	'�9 

28 ��
���'!#�


Vaccinated

0 7 14 21 28 35 41
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

CD4+CD8+

Total

CD8+

CD4+

challenge

%
 I
L

-1
0

+
c
e
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 i
n
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M
C

Unvaccinated

0 7 14 21 28 35 41
0.0
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CD4+CD8+

Total

CD8+

CD4+

challenge
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0 7 14 21 28 35 41
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+
c
e
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n
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CD4+

Total

CD8+

CD4+CD8+
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47

0��>�;���&�' 2.5 >�������� IFN-� secreting cells 	�� PBMC ���
)��&$��� &�'���	�
$�$���D� 

ELISPOT

�:��'!#�
 �#:�� C (�) *#& D (�) �!���+�@A�� PRRSV 
	��	'�9 0 �:���#:�� B (�) *#& D 

(�) �!���+���"�	�q�
��	;��������$�:��
	��	'�9 7 �:��':��#:�� (A-D) �!���+���{�!%�>'�+

!����@A��������$�:��
	��	'�9 28 ��
���'!#�
 �����	�#:�� E (�)

d0 d7 d14 d21 d28 d35 d41
0

250

500

750

 vac challenge

PRRSV
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- �
 s

e
c

re
ti

n
g

 c
e

ll
s

/ 
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x
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0
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B
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A (-/-/C)
B (-/V/C)

E (-/-/-)

C (P/-/C)

D (P/V/C)
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��	����(�;����
��(�;

;!�'�9��������!�@A�� PRRSV ����&��������-��&�:�	���'��
�	��
 innate immunity �!�!�	����A9������+

�'��+��+ respiratory pathogen @	�!�A9	 (Van Reeth et al., 1999)  ���%�Q	����'��
�	��
 specific immunity 

������&
@���#�	�	*#&�������&��',�?�%�'��'�9��� ���'��
�����!�@A�� PRRSV ���	�����������!���'��
�	��
�#

���q�
��	�����!�@A��?��
	��! (Meier et al., 2003) 	�����	����
��������
�	����@A�� PRRSV ������#�!���

'��
�	��
 T cell  ��
����$'�9��!�@A�����!��� (Aasted et al., 2002, Xiao et al., 2004) ����#��G�	��#��	��'��
����

������
�����G�	��� �@A�� PRRSV 	���&�����������-
	����!���'��
�	��
�&++?����:����	;!����	�#��+�


����
 ����
����������<=�>�-=
�#��&'+��
�����!�@A�� PRRSV ������'��
�	��
�&++?����:����	
	�:�� ����&


���#'�9��!*��
��	�	�������:�����!� (Murtaugh et al., 2002) �����:��
������!*��
!�
�#���	���&��&��+���

�#���U���� �!�*�� �&�&��
�����!�@A�� PRRSV '�9	����'�����<=�>� immunocompetency ��
�:��'!#�
 *#& 

interaction �&����
�@A�� PRRSV ��+���"�	��A��@A��@	�!�A9	'�9	����
@�<=�>�����!��� ���	��	

%��,�����	�!��
;�� PRRS �����-*+�
�!����	 3 @��

�O�] (Beyer et al., 2000) �!�*�� @��
 early acute 

phase "=9
���	@��
�&�&��#� 2 ���!��$*��?���#�
�!���+�@A�� ;!��&%+ viremia ����
��!���� ?���#�
�����!�@A�� 

PRRSV ;!��&�����-%+�@A�������
	��&*��#A�!�!����
*����	*����
�����!�@A�� (Duan et al., 1997b, Halbur et 

al., 1996) ���	��	�@A���&*%����&���������������&	�����#A�
'�9����
��� �����!����&�& delayed acute phase 
	

@��
 2-3 ���!��$�#�
�!���+�@A�� "=9
�&%+�@A���!�'�9+����E��!���	�#�� ���	��	�&��������&�& persistent phase "=9


������&�&��#����	�	�#���!A�	 �@A���&�#+��������	A����A9���
���
���;!�'�9����$������*�!
���������*��

����
�� 
	�&�& early acute phase �@A�� PRRSV �&�%�9����	�	����
��!����?��
	�"##$�#��@	�!���-=
 

monocyte/macrophage *#& dendritic cell ?��
	�����&	�����#A�
'�9����
��� (Beyer et al., 2000, Xiao et al., 

2004) �"##$��#��	��#��	��+'+�'�����O
	�����&�:�	���'��
�	��
�&++?����:����	*++����%�& !�
	��	�=
������

���	���!���
��������!�@A�� PRRSV ;!��{%�&
	@��
 early acute phase �&����',�%#����
���������'��
�	��


�&++?����:����	'��
�&++
	�&�&!�
�#��� �'��'�9���	�������
�	��������!�@A�� PRRSV �&���#�+��	��&��',�?�%

��
���"�	�#��@	�! (De Bruin et al., 2000, Thacker et al., 2000) ���'��
��������
�	��� ����!���+�@A�� PRRSV 

�&'��
���:�����������
*�	��+�!�?���#�
�!���+���"�	�q�
��	;��������$�:��
	�&!�+'�9�9��#
 (Li & Yang, 2003)  

�#���'!#�
���
�	�����	���!��A	��	����
@�!��	��� ����!���+�@A�� PRRSV ���	�!���+���"�	������$�:���&��
�#�+

��	�������
?����:��;�����?���#�
�!���+���"�	*#&���������#����#�
	���������	������!;��������$�:��
	'�9�:!

*������@A�� PRRSV �&*%��������������&	�����#A�
'�9����
�������
��!����
	�&�& early acute phase *��

����
��������'��'�9���	�� ���%+�����������
�	��������!�@A���&'��
�������'��#���"##$��
�&++?����:����	����


��	�������O
	@��
�&�&��#�!�
�#��� ;!�?���#�
�����!�@A�� PRRSV ���%+����������#�9�	*�#
��
���	�	�"##$ 

macrophage ��A� T lymphocyte subpopulation �#:��'�9�����O'��
?��
	��&*��#A�!�����&	�����#A�
 ��A���! 

(Samsom et al., 2000, Xiao et al., 2004) �����#!�
�#���@��
�����	��� 	���&���#���A9	'�9��	�9��	��
�����!������!

������
���'��
�	��
�&++?����:����	?���#�
����!���+�@A�� PRRSV 
	@��
 2-3 �`'�9���	�����9������
�	��� �@A�� 

PRRSV �����-��	�9��	��
�����������
 IL-10 ;!��{%�&
	@��
�&�&*����
�����!�@A�� (Chung & Chae, 2003, 

Royaee et al., 2004, Suradhat & Thanawongnuwech, 2003, Van Gucht et al., 2004) ����#���<=�>�'�9���	

����
��������%+����@A�� PRRSV '��
@	�!'�9��@���� *#&�����@���� (heat-inactivated PRRSV) �����-��	�9��	��
����
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���*�!
�����
��	'�9����
 IL-10 �%�9���
�=�	����
��	�������O (Suradhat & Thanawongnuwech, 2003) 	�����

	��*��*�����"�	 PRRS @	�!�@A�����	 �������-��&�:�	�������
 IL-10 
	�:��'�9�!���+���"�	�!��@�	��	 (Suradhat & 

Thanawongnuwech, 2004 *#& ?�%��&��+'�9 1.8) �#��������
	@��
*����
;��
���	���!��A	��	 in vivo effect 

��
 PRRSV '�9���#�����&�:�	�������
 systemic IL-10 
	@��
�&�&���!��$*����
�����!�@A������
�!�	@�! �����#

!�
�#������'�9�&���
��������*%��*������*%'�$�����+�:�^��$�*#&��>����'�9���9�����
 �%A9�
����&�	��-=
��',�%#

��
 PRRSV ������'��
�	��
�&++?����:����	��
�:��;!���� ���-=
�������&��
�+A��
��	
	���
@����"�	 PRRS 

@	�!�@A�����	

���	'�9�����+��	;!�'�9������ IL-10 ���	�";����	$�����O'�9���',�T�!���'��
�	��
�"##$
	�&++

?����:����	�#��@	�! ���-=
 antigen presenting cell *#& effector cell �A9	] (Moore et al., 2001) 	�����	��
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�����
�	-=
+'+�'�����O��
 IL-10 
	�����	�9��	��
�������%�Q	���
 regulatory dendritic cell 

(DCr) '�9��+'+�'
	�����&�:�	���%�Q	�*#&���'��
�	��
 pathogen-specific regulatory T cell (Tr1) "=9
�&��

�#�!���'��
�	��
�&++?����:����	*++����%�&����� (McGuirk & Mills, 2002, Redpath et al., 2001) *�����
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�:��'�9����!���+�@A�� PRRSV �����	 !����@A�����%�	,:$�!��
	���
���+������ �&�����-��&�:�	���

����
 IL-10 �!����������� expose ����@A�����%�	,:$
��� (W. Sada and S.Suradhat, manuscript in 

preparation) 	�����	����
�����:���E$'�9�����-%+�!�
	^��$��:��'�9��!�#��
��+ prediction ����#���'!#�


!�
�#��� ;!��{%�&���
���@A�� PRRSV "���*���:��'�9����!���+�@A�������	 (
	@��
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������	'�9'��+*	�@�!����@A�� PRRSV ��&�:�	�������
 IL-10 �!�����
�� *�����'�9���	���&�����

���
�	��� RNA virus �#��@	�!����	'�9����
 IL-10 �!���
 �%A9�
@�
	�����+�:����'��
�	��
�&++?����:����	��


;���$ (Pestka et al., 2004, Redpath et al., 2001) *��
	�U��:+�	��
��������%+��	'�9����
 IL-10 ��A� IL-10 

homolog 
	 PRRSV ���	'�9	����
������ ����%�9��=�	��
 IL-10 ����&���������%�	,$;!���
��+�����E��
�@A����

���'�9%+
	�	A����A9�	��	] (Van Gucht et al., 2004) �����#	��@������������
 IL-10 	���&���	�#������@A���������A�

;����	'�9���	���	��&��+��
�@A��;!���
 "=9
��!�#��
��+���
�	���	�	����
�E&�������� '�9%+��� structural 

protein ��
�����	���&�����	
	�����&�:�	�������
 IL-10 ����"##$���!�#A�!�����
�:��;!���
 (Suradhat et 

al., 2003) 	�����	����
������	���!������
���#���A9	'�9�����-��&�:�	�������
 IL-10 �%�9��=�	
	�:��?���#�
���

��!�@A�� PRRSV ;!���<�� interaction �&����
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�"##$�#:�� lymphocyte 
	�&����
���!���	�	����
;�� ;!�������
�	'�9���	��%+����"##$'��
 2 �#:�� 
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��!��
�:��'�9��!�@A�� PRRSV �����������-
	���

����
 IL-10 �!� (Thanawang et al., 2004) ��A�������	���!���������!�@A�� PRRSV ������+������! viremia �&
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antibody-dependent enhancement (ADE) ;!����	'�9'��+��	;!�'�9�������@A�� PRRSV �&��&�:�	
�����
�������
 

non-neutralizing antibody �=�	
	�����E�������
��!����?���#�
�����!�@A�� (Lopez & Osorio, 2004, Meier et 

al., 2003) *#&��	�9��	��
�����!?��& ADE "=9
�&��A��
���@A�� PRRSV �����-��������"##$��q������!�����
����&��',�

?�%;!����	'�
 Fc receptor ��
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Surface expression of the IL-2R-alpha, CD25, has been widely used for identification activated

porcine lymphocyte population.  On the other hand, interferon-gamma (IFN-�) has been shown to be a

good indicator of cell-mediated immunity in pigs.  To investigate the correlation of the 2 parameters, we

established antigen-specific, intracellular IFN-� staining assay and study the kinetics of the cytokine
production in relation to the CD25 expression by porcine lymphocyte subpopulation.

Five-week-old crossbred pigs were immunized twice with CSF vaccine at 2 weeks interval.

Blood samplings were done every 2 weeks until 13 weeks old.  The peripheral blood mononuclear cells

(PBMC) were isolated and cultured in the presence of CSFV at 1 multiplicity of infection for 40 hours,

prior to surface staining of CD4, CD8, CD25 molecules and intracellular staining of IFN-�.  Following

vaccination, there was a slight increase in the number of the antigen-specific, memory population

(CD4+CD8+CD25+ cells) in the PBMC, which diminished within a few weeks.  The number of antigen-

specific cytotoxic T cells (CD4-CD8+CD25+ cells) peaked approximately 2 weeks after that of the memory

population, and remained high throughout the experiment.  In fact, most of the antigen-specific, CD25+

population in the PBMC following vaccination was the CD4-CD8+ population.  Minimal changes in CD25

expression were observed in the naïve CD4+ (CD4+CD8-) population.  Although the number of IFN-�+

cells was somewhat low in the PBMC, the CD4+CD8+ cells were the major IFN-� producers in the PBMC

throughout the experiment.  In a separate experiment, crossbred pigs were immunized once with CSF

vaccine and challenged with the virulent strain CSFV (Bangkok 1950) at 7 days post vaccination (dpv).

On the challenge day (7 dpv), the number of CD4+CD8+CD25+ cells in the PBMC of the vaccinated group

was significantly higher than that of the control non-vaccinated group (p<0.05).  Following challenge, the

number of CD4+CD8+CD25+ cells declined, while there was an increase in the number of CSFV-specific

CD8+CD25+ cells in the PBMC of vaccinated pigs.  In contrast, the majority of activated (CD25+) cells in

the spleen, at 21 days post infection, possessed the CD4+CD8+ phenotype and these cells were also found

to be the major IFN-� producers.

Our result suggested that the antigen-specific CD25 expression and the IFN-� production by

porcine lymphocytes may not be tightly associated.  In addition, there seems to be the different in the

preference of tissue homing among the activated lymphocyte subpopulations.  In any cases, the CD4+CD8+

cells were the major IFN-� producers in this system.
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Recent studies demonstrated that porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV)

could induce upregulation of interleukin-10 (IL-10) gene expression in peripheral blood mononuclear cells

(PBMC) and bronchoalveolar lavage leukocytes of the infected pigs within the first week of infection.

These findings suggested that induction of systemic IL-10 production in the early stage of infection might

be one of the strategies used by PRRSV for modulating the host immune system.  In this study, we

examined dynamics of the surface expression of a leukocyte activation marker, CD25 (IL-2R-alpha), and

intracellular IL-10 and interferon-gamma (IFN-�) productions in CD4+CD8- (naïve Th), CD4+CD8+

(memory Th) and CD4-CD8+ (CTL) subpopulations from PBMC of PRRSV infected pigs.

Five, three-week-old, PRRSV-seronegative, crossbred pigs from a commercial farm were

intranasally inoculated with 5 ml (2.5 ml/nostril) of the Thai isolated, US genotype, PRRSV (strain

01NP1) at the concentration of 104.5 TCID50/ml.  Five uninfected pigs were kept in a separated isolation

unit as a control group.  Heparinized blood samples were collected and the PBMC were isolated every 24

hr from the inoculating day to 5 days post infection (0-5 dpi), 7 and 10 dpi.  The surface expressions of

CD4, CD8, CD25, intracellular IL-10 and IFN-� production of the freshly isolated PBMC were further

analyzed by flow cytometry.  Following PRRSV inoculation, all infected pigs developed clinical signs of

PRRS, including lethargy, leukopenia, respiratory infection symptoms with moderate conjunctivitis.  The

control pigs remained clinically normal throughout the experiment.  The number of IFN-� producing cells
by PBMC from the infected group remained low and was comparable to that of the control group

throughout the experiment.  However, the number of IL-10 producing cells in the PBMC of the infected

pigs was significantly higher than that of the control group during 1-4 dpi and CD4+CD8+ lymphocytes

were the major IL-10 producers.  Interestingly, PBMC from the control group exhibited a significant

increase in the number of activated (CD25+) cells particularly at 2 and 3 dpi.  The dominant cellular

phenotype of the CD25+ cells was CD4-CD8-.  In addition, the increase in CD25 expression was also

observed in CD4+CD8- population, with much less extent.  This result suggested that activation of other

uncharacterized leukocyte subpopulation and naïve Th in the control pigs had occurred, possibly due to the

stress from blood collecting procedure.  In contrast, this kind of cellular activation was much lower, and

only observed at 2 dpi in the PRRSV infected group.  By 5 dpi, the numbers of CD25+ and IL-10+ cells in

the PBMC of both groups were indifferent through the end of the experiment.

Taken together, our findings demonstrated significant IL-10 production by porcine PBMC in the

early stage of PRRSV infection, and that CD4+CD8+ lymphocyte subpopulation was responsible for IL-10

production during this period.  Furthermore, our result implied that early IL-10 production might affect the

early non-specific defense mechanism in the infected host.
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