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l. lntroducci6n 

La gastraenlerills transmisible ele 101 cerdos (GTC) fue descrita pOI' vez primera 

pOI' Doyle y Hutchlngs (1946) quienes adem6s determinaron w etiologra viral. En M6xlco 

la enfermedod fue reportada por prlmet'a oc:asi6n en el ano de 1965 por el Labol'alorio Ce~ 

trol de Diagn6stico de Palo Alto en un be-ate en el ellodo do Mlchooc6n y en 1970 el .,¡. 

rus fue aislado a partir de brotes en la Ciudad de M.4xko y en San Martín Texmelur.an, 

Puebla (Ol guTn, 1970). 

La gastroenteritis transmisible de los cerdos~' uno onfermedad lnfeccl~, alta• 

mente contagl0$01 lo cual afecta prlncipolmente o loohon-;s de hasta dos semanas de edad, 

La enfermedad se corocteri:z:a por una MOvera diarrea do color amorillcnto, v6mito, deshidr2 

tad6n y muerte. El perfodo de lncubacl6n varía de 14 o 72 hor01. En animales adult0$ la 

enfermedad es benigno present6ndo¡e anOl'exla, v6mlto, 1 iooro diarrea que duro de 3 a 4 

días y ogoloctla, siendo lo mortalidad nula. 

El agente etlol6glco de la enfermedad ha sido incluido como un miembro del grupo 

de las Coronavlrus debido al tipo do 6ctdo nucl6ico (ARN), o su ncrfologra que presenta pro­

yecciones, repllcacl6n dentro del citoplasma celular y pOI' las características bloqufmlcai ta· 

les como lalsensibilidad al 6ter y al cloroformo (BradburM y TytTel, 1971). 

La rula m6s efectiva pora la entrada del virus a 101 cerdo1 es la vTa oral, sin embar­

go, Infecciones por medio de aerosoles han sido deicritas (Reber, 1955). El virus ha sido 

recobrado en altos tnulos de las mucosos Intestinal y nasal, tonsllos, tr6queo, pulmón, rll'l6n 

y en bajos tnulos de otros órganos y de lo sangre (Young y col,, 1955; Cartwright, 1966; 
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Haracla y col., 1969). El virus ha moatrado habilidad poro resistir el pH del eitdmaeo 

(Bohl y Kumagai, 1965) y la accidn de la trlpsino (Cartwrlght, 1966), lo que lo hocen 

adecuada para Infectar al tracto gostrolnte1tlnol; debido o que el virus es lnocllvoda por 

¡o} ventes de lrpldas y por el desoxlcolato de sodio, no crece en la parte onterl<K d.!I cJu.,.. 

deno y se replica r6pldamente en la pCl"te posterior del duodeno, yeyuno e ileoo, P"'º 

no crece en el est6mogo o en el c6lon (Haeltormon, 197l), 

El virus se multiplico en las células epitellolos columnores do( intestino ddgcdo 

en un lapso de 4 a 5 horas, pouerlormente Invade otros c6lul(JS, ocurriendo el ciclo varias 

veces llegando a provocCI" la atroflo de las vel101ldadcn y la modlflcoci6n del epitelio de 

columnar o cuboldol (Haelterman, 197l). Estas alteracl0t"11 producen uno baja furr:iooo­

!idad de las células paro producir ciertas enzimas que l.Ofl i"l"crtante1 r.n la digeiií6n y en 

el transporte celular de nutrienteh Hooper y Haeltermon ( 1966) no detectaron octividr.id 

de la enzima loctaso en ~gmentas intestinales con atrolla de vello•idades y ademó; encon­

traron una dlsmlnucl6ci en la actividad de las fosfatasos 6clda y alca! lna, de la ad.inosrn­

trifasfataso, deshlclrogenasa succínica y de las osteara"11 no e"'ecfficas. De o.:uerdo con 

Cornelius y col. (1966} la causo de la muerte es dobld<i a una deshldratacl6n, ocl~is me­

tabólica y a una disfunción CCl"dioca provocada por uno hlpercalemio, Debido al incre­

menta de potasio y nitr6geno urálco en la son¡J"e probablemente ocurran alteraciones en la 

función renal. 

Por lo que toca a las lesiones que se observan o la necr~aio, lo may~fo de éstas 

se encuentran conflnado1 en el !Tacto gastrointestinal. Bay y cfJI. (1951) observaron hipcro­

mia, pcquell<u lirn<,. homorr6gica1 en la zona dlofrogm6tico del e1t6mogo y necrosis dela 
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mucOIO g6strlca, au~ue ~stas lesiones no son un hallazgo constante, se ha llegado a re­

portcr que alrededor del 50% de lechones Infectados con ol vlru1 las pre1entan (Goodwin 

y JeMings, 1959; Hooper y Haelterman, 1966). En el Intestino delgado las lesiOMs ob­

servados consisten en •dema (Ywken y col., 1959) y acortamiento o destrucci6n de los 

vellosidades del yeyuno e lleon (Trapp y col., 1966), 1hta1 leslones han sido coruíJqrodas 

como caroctefíslicas de GTC (Haelterman y Pensaert, 1967; Pensaert y col., 1968; Crn..• 

y Bohl, 1969), En la meyor porte de las ocasiones ol int.,1tlno delgado so encuentra dis­

tendido y 1C observa la presencia de un ll'quldo omarUlenlo y gas en la luz lntestin~. La 

pcred intestinal se observa transparente, proboblementu dohido a 1 o atrofia de las vellosi­

dades (llohl, 1975), 

En reloc16n a los cambios mlcrosc6plcos que se encuentran en los (irgan°', Okaniwa 

y col. (1959) describieron plcnosls, karlorexis, nec:rosis y descamacl6n de las células e,'>Ite• 

liales del est6mogo, sin emborgo,&stos cambios son variables y en oca1iones no se pce..,ntan 

(Okonlwa y Maecla, 1966). Los lesiones en la mucosa y wbmucosa Intestinal coruhten en 

6reas de necrosis cerca del pMCfa dem«cadas por una densa zona de leucocitos, ad..m6s se 

observo congesti6n de la l6mlna propia, lnl1omoc16n de lm puntas da las vellosid~d..1, va­

cua! izocl6n de los c6lulos epiteliales y necrosis (Feonstra y col,, 1948; Whitehair y col,, 

1948; Boy y cal,, 1951; Lee y col., 1954; Goodwln y Jennlngs, 1959), Trapp y col.(1966) 

reportaron que durante la infeccl6n, las vellosidodes del duodeno se notaron acortadas pefo 

no destruídoi, y las velloiidades del yeyuno estaban acortadas, da1truídas y muchas se en· 

controb<11 fusionadas; los criptas y gl6ndulas no so encontraron ofoctadas, Se observ6 una 
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degenerocl6n hidr6plca en las c'1ula1 eplteltale1, algunas c~lula1 ~orecran escarn<»a1 

con los bordes estriadas y reducidos en su altura. C'lulas mlt6ticas fueron observadas 

en los gl6ndulas y criptas~ Hoelterman Y pensoert (1967) asoclmon la atrofia de los 

vellosidades con los cambios degenerativos de las c&lulas columnares. Hooper y H041-

torman (1969) realizaron observaciones acerca de lo altura de los vellosidades del yo-

yuno, en las cuales 6stm se encentraban reducidos en uno relacl6o de 7:1 en led"iMs 

nOfmoles, o 1 :1 en lechones infectadas, esto co~orando la alturn de los vellosido•J.,1 

en relaci6n o las criptas, Los células que cubren o lm vellosldod~s atrofiodc•"' •tv:on­

trabon aplanadas o cuboidales y sus bordes no ootuban bien definidos; ellos en<:ontr<lfon 

muy pocos cambios Inflamatorios en el tracto gastrolntostinal un todos los estadíCY. do lo 

infeccl6n. Waxler ( 1972) estudi6 los lesiones que cx;urrran en In G TC utilizando el mbm 

copio electrónico de barrido y describi6 uno morcudo atrofio do Ira vellosidades en el ye­

yuno e ileon con r,ienos cambios patol6glcas en el duodeno, fn ni inhntlno grueso no >e ob­

servan cambios hhtopotol6gicos; cambios degenerativos renales i. observan en los túbvlos 

contorMados, ocasionalmente~ encuentro octlvoc16n del sistema retlculo endotelio! en lo-; 

nódulos llnf6tlcos y en el bozo (Okanlwa y Moedo, 1966), 

Con respecto al dlagn6llico de lo GTC, 61te os dlfrcll de efectuar siendo Importante 

diferenciar 6sta enfermedad de otros entidades patal6glcas que provocan cuadro• dia­

rrercos en lechones (Hooper y Haelterman, 1969), De estos, se considero a la Col ibocilosis 

como lo que m6s f6cilmente se confunde con GTC; otros enfermedades que pueden ""'con­

fundidas son lo enterotoxemio debido al Clostridium perfringtu tipo C, y recientemente .e 
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ha reportado como causa i111>ortanle de cuacro¡ dlam~lcos en lechones a un miembro del 

grupo de los Rotavirus (Torres, 1978; Underdahl, 1978; Woodes, 1978), 

Por lo que respecta a la s1tuoc16n de la GTC en M&xlco, los estudios eplzootio­

l6gicos indican que se encuentra bastante difundida, SegGn reportes consignados on el 

Boletín Zoosanitarlo de la Red Nocional de Laboratorios de Diagn6stico, ontre los anos do 

1969 a 1976 se encontraron 168 brotes de la enfermedad on 10 diferentes estados de la Ro­

p<iblica , La época del año en que aparece la G TC, do acuerdo con el BoletTn Zoosonl­

tarlo, corresponde entre los meses de octubre y abrll, sle11do en marzo ol mes en que se re­

gistran m6s casos, En M6xlco, el dlagn6stico de la G TC se roaliza por medio de observa­

ciones clTnlcos, hlstopotologTa y en ocasiones lnmunoíluore~eJK".ia, sin embargo los m~todos 

na est6n bien establecid05 por lo que el diagn6stico so ha dificultado considerobleme11te, 
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11. ObJetivos· 

1. E vol u oc i6n de diverr.os métodos que han sido recomendados en el diogn6stlco dn la G TC, 

2. Dilucidar cual es el rnátodo o los método1 más opropiodo1 poro realizar ese dluu1161tico, 

3. Determinar 101 método1 que puedan tener uno oplicaci6n pr6ctico paro la porclculturo no­

cional. 

4. Proporcionar uno melodologra que puedo ser empleado pa< los diversos loborolorio1 de diog­

n6stico del país, 
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111, Material y M6todos 

Cepa de exposici6n 

Virus de Ga.stroenterltis Trarumlslble de los cerdos (GTC), cepa Texcoco aislado 

en lechones a partir de un brote de carí9o por el Dr, Antonio Morillo y Carlos R,Baufota 

en 1977. Lo cepa ha sido monf(,nida o través de po1e1 en lechones, El virus tiene un tr­

tulo de 103 d6sis infectantes por mi, inoculado por vía oral o lechones de un día de na­

cidos (103/DVml/orol/lochóiy' un día). 

Animales 

Se utilizaron 60 lechones de un día do edad quo 1e mantuvieron en caja.s de incu­

baci6n o una temperatura promedio de 2BºC por medio Je focos de 40 watts, Lo ollmon• 

toci6n comisti6 de uno dieta o base de leche de voco, ~uevos, mezclo de minerales y on-

t ibi6t icos, 

Xi probaron 1iele diferentes técnicos emploodo1 on el diagnóstico de lo GTC; 

l, Alslomlcnto del virus GTC por medio de la lnocoloci6n de lcchonei s.usccptiblos 

o) lnocuiocl6n de lechones provenientes do c•ndo> no inmunes, - A partir de lecho-

nes que pre~ntoban un cuadro diorréico "'hizo uno iuspenii6n al lO"h del intestino delgado 

en uno soluci6n bolonceoda de Honk y se centrifugó o 10,000 R.P.M. dunnte 15 minutos a 

uno te~rotura de 4ºC. El sabrenodonte fue sembrado en un medio de agor-songre poro de~ 

cortar lo presencia de bacterias, Se obtuvieron 7 lechones de un día de edad de dos ca· 

mod<I> de cerdos provenientes de granja> libres de GTC, lm lechones a las 16 horas de$pués 
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cle la separaci6n de la madre fulll'on inoculados con 1 mi. de la suipensl6n del virus adml• 

nlstrado por vra oral; pasteriarmente fueron obSlll'vodo1 la1 signos clfnicas. 

b) lnoculaci6n de lechones provenientes de cerda1 Inmunes.- Se obto,..leron 53 lo­

chones provenientes de cerdas Inmunizados contra el vlru1 GTC, la1 lechones a las 16 hara1 

después de la separac16n do la madre fueron inoculados con 1 mi. de la suspensl6n do( virus 

administroclo por vra oral, Las signas el rnicos fueron observados, 

2, Observaci6n de signos clrnicos 

A cado lech6n inoculado se le determin6, a intervalos de cada 4 horas, la proien­

cia de cada uno de las signas clrnicos característicos de la GTC como son diarrea, v6mlto, 

deshidrataci6n erizamiento del pela, docoimlenla y muorte; igual monte fueron anotadas las 

temperaturas rei::tales y ol peso de los lechones antes de la lnoculaci6n del virus y poco an­

tes de la muerte. 

3, Observacl6n de los lesiooes mocra¡e6plcas del Intestino delgada a la necropsia 

Una Val: sacrlflcado1 los animales, por media do choque eléctrico, lll dotormlnaron los 

lesiC'nes mocra¡e6plcas lntestlnales. Paro detennlnar la presencia de los vel!asldades intelllna­

les se tomaron segmentos del yeyuno, las cuales fueran colocados en cajas de Potrl conte­

niendo agua, junio can segmentos simllare1 de lechones no inoculados para estable<:er la dife­

rencia. Las vellosidades eran observadas con una lupa de aumento (Giles y cal,, 1977). 

4, Histopatulogía de segmentos intestinales 

So tomaron muestras de :.egmentos de yeyuno, los cuales fueron fijados en formol al 

10% y posteriormente efoctuados los cort~s can el método habltuol de muestras incluidas en 
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parafina, por medio del mlcrot6mo, Los corte1 efectuados fueron tenldo1 con H1mo• 

toxlllna-€osino, 

5, Pruebo bloqurmlca de la enzima loctaia 

E1ta prueba fue efectuada paro determinar el grado de actividad de lo enzima 

lactosa, Se tomaron segmentos intestinales y fueron colocados en tubas de ensaye quo 

contenían uno soluc16n de lactas.a al 2%, se Incubaron <l uno t~mperoturo do 37°C 

durante una hora, se tom6 uno gota ele la su~>r.mi6n y fue colocada en tiras rnoctlvas 

para medir glucosa en sangre (Destro><tix, Labi, Miles), Lo actividad de lo unzlmo pa­

ra desdoblar la locto10 se determin6 al comparar IO\ tiras reactivos con el potr6n do lo 

'v"~~contidod de gluco$1l (Giles y col,, 1977). 

6, EsludiCll de inmunoíl uoreicenc io 

o) Elaooocl6n de un conJugado,- A un cerda de 8 mellls de edad se le ad­

mini11T6 virus GTC por ·1fa oral (30 mi,) y por vfo ln!Tamuscular (20 mi,), 15 dTas des­

p~s de 61ta primera inoculoci6n se le volv16 a admlnls!Tar el virus dando 20 mi, por vro 

oral y 20 mi, por vra ln!Tamuscular. Al rnes de ~lla segundo inoculoc16n se songrd al 

an.lmal por medio de puncl6n venoso, la sangr~ cnlnctoda se dej6 coagular o 37°C du• 

ronte 2 horas y todo la noche o 4ºC, posterlorll\llnto s~ obtuvo el suero el cual fue clari­

ficado por cen1Tifugocl6n a 5,000 R.P.M, durante 20 minutos a 4°C, El suero fue proci­

pitado dos veces con una soluci6n $Olurada de wlfato de amonio pH 7,0 a portes Iguales; 

las globullnas precipitadas fueron dlallzada1 a 4°C contra un bo.ffer de fosfatos pH 6.B, 

0,02 M,, efectu6ndose dos cambio• ( Kawamuro, 1976), 
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La fraccl6n garnmaglobulina una vez dializada fue pa10da a trav&s de una co­

lumna de cromatografra de intercambio 16nlco conteniendo DEAE-celulosa (Lab1. S.rva), 

equilibrada con un buffer de fosfatos pH 6.8, 0,02 M, Una vez aplicada la mu•nlro se 

utiliz6 este mismo buffer paro eluir la Frocci6n enriquecida de lgG. Por medio d11 uno 

bombo perlst6ltico se obtuvo la Frocci6n 1 a raz6n de 5 mi, por coda 20 minutm, El res· 

to de la proteina unida al DEAE eluida con Mcl.:I, 1 M y construy6 lo fracci6n 11. La pr~ 

terna fue determinada por medio de un eipectofotóiootro (modelo Mitachl) a 280 nm, de Ion· 

gitud de onda; una vez obtenida la fracci6n &!) dioliz6 contra i.oluc16n salina durante 

12 horas (Wood, Tho~son y Goldstein, 1976), 

La froccl6n 1 fue conjugada a raz6n de 0,025 mg. do i>otiocianato de fluoresceína 

po.- mg. de proteína a pH 9,6 por eipocio de dos hora• a temperatura amblonte, Uno vez ef~ 

tuada la conjugoci6n ~separaron las inmunoglobul ina1 conjugado1 del hotiociariato de lluo­

resceína libre por medio de una columno de Sophodex G-25 equlliLrada con una soluci6n sa­

lina bufferada (PBS) pH 7,2, El conjugado fue dlallzado contra PBS y p0$terlormento puesto 

en alrcuota1 y congelado a -20°C h~ta IU utilizocl6n (Konhhl y Bankowski, 1967). 

b) Electroforesis en tiras de celogcl.- Se detP.rminaron los patrones elec1Tofor6ticos 

al suero completo hiperinmune, al precipitado con wlfoto de amonio y a lo frocci6n 1 obte­

nida con DEAE-celulo10, Se hizo electroforesis en celogel, utilizando un buffer de veronal 

0.04 M, pH 10,0 durante 60 minutos a 200 voltios de corriente. Las bandos fueron tenidas 

con Poinceau-S, tron1parentizado1 y leídas en un dcn1lt6metro (Gelmari), 

:¡ 
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c) lnmunoelectrofaresls.- Se prepararon portoob¡etcn cubiertos con 3 mi. de ogar ol 

1% en buffer de alta ·resolucl6n (l.Ob1. Sigma) pH B.6 y fuerza iónica de O.OS. El suero com­

pleto de cerdo, la fracción 1 y la fracción 11 de las :jlobullnas pasadas por DEAE-celulcna, f"! 

ron corridos en el aparato de electroforesis a -raión do 6 mil iamperes por lamlnllla, utilizando 

el mismo buffer de alta resolución en los tanques del oparoto, Como indicador del mo•1imiento 

do las proteTncs so utiliz6 una solucioo de negro de omldo al 71ó, Una vez efect\JOÓ'J la elec­

trofOfesisis, para dosarrollar las bandos de precipltac16n, w puso en el canal centro! ~·:anti­

wero contro el svero total de porcino preparado en conejo. La1 lominillm fu~on colv:ad~' en 

c6maras húmedas cfectu6ndo$0 la lectura o las 24 y 48 horas; aora hacer m6s clara la lectura, 

se tineron con negro de amldo, para lo cual los laminillas se lavaron con PBS Qirant~ 24 horas 

y con agua destilada por airas 24 hc."cs, se de!aron "-'C<X a temperatura ambiente, efocro.111do­

se posteriormente lo tincl6n, decolor6ndose d~ué• con baños do 6cldo ocético al 7'~. Uno 

vez clarificadas las laminilla. S<> ck:jaron !.<?cor cubri~11dose posteriormonto con e~-na!te poro 

ul'\oS (Hudson y Hay, 1976), 

d) Preparocl6n de polvo de hígado e Intestino paro absorber ol conjugado, - Se tc.mo­

ron fragmentos de hTgado y segmentos d6 Intestino de corda normal, loi cuales fueron congela­

dos o -20°C y posteriormente cortodos en pequ!\01 pedtno1 y puestos en uno 1 icuad<>ra conte­

niendo PBS hasta su total trituracl6n; 6sta suspensi6n luo centrifugada a 5,000 R. P, M, durante 

30 minutos, descart6ndose el sobrenadante y fil tr6ndose el sedimento a través de uan ~ paro 

eliminar partículas gruesas y tejido conectivo; posteriormente se agreg6 acetona para extrner 

los lrpidos, coloc6ndo~ ~1 tejido en un embudo de Buchner con popol filtro para eliminor lo 

ocotona por medio de vacío, dej6ndose u.car posteriormente ol polvo do tejido y pul·1erizón-
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dose en un mortero. Para la ab1C1rel6n del con¡u1111do • utlllzaron 10 mg. de polvo de hfga-

go e intestino por cada mi. de con¡ugado sin dllulr, de¡6ndose abl«her a 4ºC. El M>brenadan­

te contltuy6 el conjugado absorbido (Coons, Leduc y Koplan, 1976). 

e) TitulacicSn del con¡ugado en cQrtes de intoulno Infectado y en cultivos celulare$o­

Se hicieron diluciones dobles del conjugado en PBS pH 7,2 y po1teriormente ÍIJflron aplicados 

o cortes de Intestino Infectado y normal poro PJ tinc16n, El tfhilo se consider6 la diluci6n 

m6xlmo de con¡ugodo en el cual se podre apreciar íluorer.cencio especifico, Poro nvaluor el 

conjugado en cultivos celulares, se utiliz6 lo cepo dul virus Miller-HP c¡ue e.t6 od~tada o 

cultivos celulares. Este virus fue inoculado a uoo línoa celular ele testículo de corda (ST) 

mantenido en tubas ele Leighton, Uno vez que aparet:i6 el efecto citopático en loi cultivos 

celultll'es, se pro:edi6 o lo tinclón ele lo> cultivoi utillzando el conjugado especl'fao conrrc 

GTC, se hicieron diluciones dobles del conjugado v,r, PBS y s;; evdu6 lo inmunoíluorei.cen­

cio especffico do les células infectados, 

f) T6cnice de tinci6n paro inmunoíluoreicenclo.- Lo1 eones de tejido inte1tinol o 

las laminlllos de cultivos celulares Infectados, fueron filados en ocetono a temp.,raturo am­

biente por 10 minutos; una vez secas los laminilla• ::o les coloc6 uno gota do conjugado debi~ 

mente tltulado, Los lomlnillm fueron puestos en lncuboe16n, en cámara h6meda, durante 30 

minutos y posteriormente fueron lavados con PBS durante 10 minuto• electu6ndose dos combi01 

y con eguo destlledo por 5 minutos; uno vez seco el tejido fuá cubierto con glicerina buffe­

reda pH 7,2 coloc6ndose un cubreob¡etos o coda laminilla. Los tejidos fueron observado1 

en un microscopio de íluoresconcio Leitz Ortholux, utilizando los filtros BG-12 y K-510. 
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g) Procesamiento del Intestino paro el diagnóstico por lnmunofluoreacencla.- So 

ensayaron 4 formas de procesar el Intestino: 

1) Se congelaron segmentos lnta¡tlnales a una temperatura de -70°C pan"ndolos 

en un congelador (Reveo), posteriormente se hicieron cortes de un grosor de 6 micras por 

medio del criostoto (marca Ame1), protegiendo el !elido con Tissue Tek (Lobs, Ames), o uno 

tel!'lleroturo de -30° e. 

2) Se efectu6 un congelamiento inmediato del lnto1tino, protegido por Tiuuc Tek, 

empleando nitr6geno líquido, eíectu6ndose despu6s 101 cortos a 6 micros por rrcdio d(il crlo-.­

toto o uno temperatura de -30°C (Goldman, 1968), 

3) Se Intento lo inclusi6n de segmentos intestinalns en parafina siguiendo la t&nlco 

de Pospisll y col. (1969) y Peters y Coons, (1976) poro 'lt1tlcuorpo• íluoreicentes. Para 61to, 

segmentos intestinales fueroo colocados en etanol al 95% o 4°C durante 24 horas, posterior­

mente se deshidrat6 el tejido en 4 cambios da olcohol obs.oluto a lo te"lleroturo de 4ºC; se 

clarificaron las muestras en bollos de xllol a 4°C, efectu6ndose 3 poses; seguldomonte los te­

jidos fueron puestos en 4 bol'los consecutlv05 de parafina a 56°C. Los cortos dol tejido Fueron 

hechos con la tknlco usual de muestras incluidas on parafina por medio dol mlcrot6mo. Para 

lo eliminaci6n de la par&fino de los te!ld~ montados en portaobjetos, é1to1 fueron colocados 

en bollos de xilol, removi6ndo'i.e posteriormente el xilol con bal'los de etanol al 100%, y 6sto 

o su vez fue removido con bonos de PBS, quedando los muestras 1 istos para efectuar lo tin-

c i6n inmunoíl uorescente 



-14-

-4) S. hicieron i~rontas de mucosa lnte1tlnol, poro 4hto 111 abri6 un 1e9mento 

del yeyuno, ie puso sobre un oplicador de madera y "'hicieron Improntas por contacto 

con un portaobjetos, se fijaron en acetona durante 10 minutos a una temperotur11 de 

-20ºC; siguiendo posteriormente la tknico de tlnc16n poro inmunofluoresce11clo, 

En todos los cosos se siguieron los mismos procodimientos utilizando lntutinos 

de lechones normales poro sor util Izados como control ea, 

7, Estudios de microscopía olectr6nica 

Con objeto de evaluar lo utllizaci6n del microscopio olectr6nico en ol diagn61" 

tico, se tomaron muc1tras de yeyuno de 4 lechones quo habran sido inoculados n. horas 

antes con el virus GTC, así como de un lech6n control no inoculado, Las muestras fu~ron 

tomadas inmediatamente de:;pu6s del sacrificio, los J.()¡¡mentos fuoron cortados de un cm, do 

longitud y en seguido puestos a fijar pe< inmersi6n en una solución de glutmuldehTdo ai 

3% dil u Tdo en un buffer do fosfatos pH 7. 4 durante 3 horas, Las muintras fueron postfl jodas 

en una soluci6n de tetr6xido de osmio al 1% dlluída on un buffer do fosfatos pH 7,4 duran" 

te 2 horo1, los teJidos fueran demldratodos en concontraclones crecientes ele etanol y pos­

teriormente embebidos en una resina (Araldlta, Lab, Laód Reseorch Industries), Por medio 

del ultramicrot6mo, Mi efectuaron cortes finos de 400 o 600 ~' los cu61es fueron colocados 

en rejillas de cobre para su posterior tlnc16n con acetato de uranilo (Nunn, 1970). las 

muestras fueron examinadas al microscopio clectr6nlco (modelo EM-300, Phlllps Electronic 

lnstrumenh). 
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Diogn6slico dlferenc lol de G TC y Col iboc i101is 

Se utiliz6 la cepa K-87 de Escherichia cali, de la cual se desconacran 101 an· 

trgenos som6tlcas y flagelares.Esta cepa fué amablemente proporcionada por el P. M, V. z. 

J,A. de la Higuera del Departamento de Bacterialogra del l. N. l. P. Las bacterias fuoron 

estandarizadas a una concentraci6n de 1. 12 x 10
14 

de unidades formadoras de colonia• 

(U.F.C.) por mi. Se inocularon 4 lechone1 de un día de edad, administrando por vía oral 

a cada lech6n 4 mi. de la su&pensi6n. A codo lechón se lo determinaron los signos clfni-

cos, la temperatura rectal, el peso corporal, los le1lone1 mocrosc6picos y microsc6plcas, 

la pruebo de lo lacto>a y se tineron segmentos de lnte1tlno con anticuerpos fluoruscenles 

contra GTC. 
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IV. Re111ltados 

En relac16n a los resultados del aiilamiento del virus GTC en lechones provenientes 

de cerdos no inmunes se observ6 que a las 16 horas deipu&s de la lnoculaci6n del virus todos 

los lechones inoculados presentaban v6rnllo y diarrea que persistl6 hasta el tercer día le lo 

inoculoci6n en que se sacrificaron lo• animales yo que estaban moribundos. Los animales con­

trol al, no Inoculados, en rringón momento presentaron signos de diarrea o vómito (CUADRO 1). 

Con respecto o los resultados del aislamiento del virus GTC en 53 lechones provonlnntes de 

cerdos inmunes, ~stos fueron semejantes o los obtenidos con lechones pr:oveniente• úo cerdos 

no inmunes (CUADRO 2). En ningtln caso crecieron ba<:torlos del sobrenodonte do lo suspen­

sión viro! uno vez centrifugado. 

Los sbnos clínicos que fueron observados en 60 lechones inoculados con el virs GTC 

consiltieron en diarrea profui.o, vómito que declinaba on los estodros finales de la 1>nfcrmedad, 

deshldrataci6n, erizamiento del pelo, decaimiento, postrocl6n y muerte (CUADRO 3), 

En 14 lechones inoculados con el virus GTC se observ6 que durante el curso de to­

da la enfermedad lo temperatura rectal ie mantuvo en un promedio d,; 39ºC, declinando lo 

te~eratura a 36ºC solamente poco antes de la muerto (FIGURA 1). 

El peso promedio encontrado en 10 lechones fuo do 1250 gramos, antes de lo inocu­

laci6n del virus GTC al día de edad; 4 dTos después de la Inoculación dol virus los animales 

tuvieron un peso promedio de 900 grama>. Por otra parte, los lechones controles con un peo.o 

inicial promedio de 1250gramos,o1014 dTos de edad tuvieron un peso promedio do 1850 gra­

mos (FIGUPA 2), 
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Reipecto a las lesiones encontradas a la necropsia, en el estdmogo casi sie~re te 

encontró leche coagulodo en su lnt•lar, asT como cong8'tl6n de la mucosa y en ocasiones 

úlceras, Los cambios patol6glcos a nlvel lntestlnal fueron locallzados e1enclalmenh1 a ni­

vel de yeyuno e lleon, en donde se observó, en la mayarra de las ocasiones, distensión in­

testinal, la pared adelgazada casi transparente y con frecuencia a n;vel de la mocosa pe­

quel'ias hemorragias; por medio de una lupa de aumento siempre se encontró atrofia d.., las ve­

llosidades. En el intestino grueso no se observaron cambio• patol6gico1 (CUADRO 4), 

Por lo que toca a las lesiones microscópicas ob1mvodas en cortes hi1tal6glcos do in­

testino del godo se encontr6 una severa atrofia de las vcllcaidades con necrosis de las c6lulas 

epltel iales, cong01ti6n de la mucosa y de la l6mlno propia, frecucntQmonte se observaron 

hemorragias y edema en la wbmucosa y exudado inílamatodo en lo luz Intestinal (CUADRO 

4), 

Con respecto a las resultados de lo prueba de lo onzlrr.a lactosa, ésto se ofectu6 

en 20 lechones Inoculados con el virus GTC y se encontró on 18 de ellos una nula activi­

dad de lo enzima, mientras que en los otros 2 lechones se observ6 un 80% de reduccl6n en 

la actividad, En todos los lechones controles se encontr6 una actividad normal de la enzi­

ma que corre1pondi6 al 100% (FIGURA 3), 

En reloci6n a los resultados de lo purificocl6n de lnmun<dobulinas de cerda anti­

GTC para efectua los estudios de lnmunoíluorescencia, se determln6 por electroforesis en 

celogel que en el suero completa se obtuvieron los fracciones correspondientes a la albú­

mina, alfa-globul inas, beta-glabul lnm y gammaglobul inas, En el precipitado con sulfato de 
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amonio se encontraron fracciones que corresponden a pequenas cantidades de albdmlna y 

de alfa y beta-globullnas, la fracci6n de las gammaglobullnos.se encontr6 enriquecida. 

A partir del precipitada y por medio de DEAE-::elulosa, se obtuvo lo fracci6n 1 elurdo 

con buffer de fosfatos 0.02 M., pH 6.8 y que correspondl6 a la froccl6n enriquecido de 

lgG.Lo írocci6n 11 correspondi6 al resto de los proteTnas dol precipitado (FIGURA 4) (FI­

GURA So, 5b, 5c). 

Por medio de inmunoelectroforesis se determin6 que lo frocci6n 1 tuvo dos 1 i­

neas de precipitaci6n, una de movilidad gommo, hetoroy6nno y que probablemente corres­

ponde 0 lgG y otra pequeí'\o de movilidad lenta (FIGURA t,o), En lo frocci6n 11 se detcrml· 

naron varias bandos de precipitoci6n pero no se observ6 lo do lyG (FIGURA 6b). 

El conjugado fluorescente fué elaborado con In frocci6n I, obtMiéndose una 

161oci6n molar de proterno-isotiocionolo de fluore>ecíno d~ 1. El coníugodo di6 un t!tul-:i 

de 1 : 32 en cortes por criostoto de intestino infectado y on células ST infectadas, 

En los resultados obtenidos en los !Mtodos de procesamiento de segmentos inles• 

tlnales poro el diogn61tico de GTC por el ~todo de lnmunofluorescencia se encontró lo 

siguiente : 

a) Utilizando la congelocl6n de los segmentos lntestlnales o uno temporotura de 

-70'C y posteri0<mente efectuando c0<tes por medio del crlostoto a lo temperatura ele -30'C, 

se observ6 p&rdlda de lo or<:¡u'itecturo intestinal y destrucci6n de las vellosidades. Lo inmuno­

fluorescencio fu~ de difícil locolízocl6n. 
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b) POI' medlo del congelmnlento Inmediato de •gmentos lntestinolea con nltr6ge­

no 1 rquldo y efectuondo cortes longitudinales en el cilostoto a uno temperatura de -30'C 

se observ6 bien ·la arquitectura Intestinal, con c'lulos con íluoroll:enclo 01pec l'flca alre­

dedor de los vellosidades, En los estodfos finales de la enfermedad lo inmunofluorescon­

cio desaparee ro al no observarse hu células epiteliales de las vellosidades lnt1ntinolos, 

c) Incluyendo los segmentos intestinoles P.n parafina y efectuando ol corto o tem·· 

perotura ambiente pe.< medio del microt6mo, ~e oblí11v6 porfoctomente lo un¡11it11ctura del 

intestino pero la fluOfescen::la especifica d.,s.apored(,, 

d) Real izando improntas del intedino delgadr, r.<1 obscrv6 un acúmvlu do c:61ulas 

fluorescentes sin que se puedo preci$'J1' su origen o la<:olizacl6n histol~¡lc:<i, 

Por lo que toco o los rewltodos obtenidos con el microieopio eloctr6nico, se ob­

>ürv6 el virus de lo GTC madurando en vesículas intwclroplo1m6tir.m o libre en el cito­

plasma, Cuando estaba intracelular se observaba con lo moifolosra típico de los virus Co­

rono, Uno vez afuera, el virus se encontraba aglutinado 110bre la w,iorficle do lm micro­

vellosldades de las c&lulos epiteliales de las vell0$idodos lnto1tinolos; on <!stos casos no $e 

pudo apreciar lo morfología del'viru1 Corona.(Fig•Jral 7,8 y 9j, 

Con reipecto al diagi6stico diferencial de GTC y Colibacilosis, de los 4 lechones 

Inoculados con Escherichio coli, se encontr6 que los signos clínicos consistieron en diarrea 

profuso o las124 horas deipu6s de lo inoculoci6n de lo cual persisti6 durante todo el transcur­

llO de lo enfermedad, erizamiento del pelo, deshidratoci6n, decaimiento, no hubo ganancia 

do pe!IO durante el tronscur~ de lo enfermedad y uno temperatura rectal promedio de 36,4°C 
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a partir de las 24 horas deipu4s de la lnoculoci6n y que MI mantuvo asr durante el cuno de 

la enfermedad. En la prueba de la actividad de la enzima lactosa, MI obaerv6 en dol le­

chones una nula actividad de la enzima, mientras que en los otros dos se oncontr6 uno 

actividad normal. Por lo que toca a las lesiones encontradas a la necroplla,se obM1rv6 on 

todos los casos dllatacl6n e hiperemia del Intestino delgado, edema a nivel de mesontorlo, 

y empleando una lupa de aumento, en 3 de los 4 ca10S, se observ6 atrofia de (01 vellosi­

dades intestinales a nivel de yeyuno; en 3 de los 4 ca1<>1 se hall6 dilataci6n del into1tlno 

grueso, En los cortes hlsto16glcos, a nivel de yeyuno e;,. enconlr6 una enteritil de tipo he­

morrdgica, congestl6n de la 16mina propia, preser.cio de edema en la luz intestinal y c~-

lulas degeneradas en el epitello Intestinal. En corte1 por medio del crlostato de segmentas de · 

yeyuno y tenidos po51erionnente con el conjugada elpeclflco contra GTC, na se observ6 

f1uore$Cencio en ninguno de los casos, 
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CUADRO 1 

AISLAMIENTO DEL VIRUS DE LA GTC EN LECHONES DE UN DIA DE EDAD 

PROVENIENTES DE UNA GRANJA LIBRE DE GTC 

DIAS POSTINOCULACIOM 

LECHON No. (•) o 1 2 3 

1 - V-O V-D V-D-S 

2 - V-D V-O V-D··S 

3 - V-D V-D D-S 

4 - V·D V-D D-S 

5 - Y-D Y-D D-S 

6 - V-D v-o v-o-s 

7 - V-D v-o o-s 

CONTROL - - - -
CONTROL - - - -

(•) Los lechones fuoron Inoculados con l mi. d~ una suspensi6n al 10 % del Intestino 

delgado de lechones con cuadra diarrálca. 

-= No presentan signos el ínicos. 

V =V6mlto. 

D =Diarrea. 

S = Sacrificado moribundo. 
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CUADRO 2 

AISLAMIENTO DEL VIRUS DE LA GTC EN LECHONES DE UN DIA DE EDAD 

PROVENIENTES DE CERDAS !NMUNES (•) 

DIAS POSTINOCULACION 

LECHON No. ( .. ) o 1 2 3 

1 - V-D V-D D•S 

2 - V-D V-D v-o-s 

3 - V-D V-D v-o-s 

4 - V-D V-D V-D-5 

5 - V-D V-D D-S 

6 - V-D V-D D-S 

7 - V-D V-D D-5 

CONTROL - - V-D -
CONTROL - - -

(*) Se Inocularon 53 Jechooos pero en el cuadro le prosentan los resultados de uno 

camodo y que son representativos del resto. 

(**) Los lechones fueron Inoculados con 1 mi. do una suspensi6n al 10 % del intestino 

del godo de lechones con cuadro diorr~ico. 

- = Mo presontan signos clrnlcos. 

V "V6mito. 

O "Diarrea. 

S = Socrlflcado moribundo. 
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CUADR0 3 

SIGNOS CLINICOS DE llJ LECHONES INOCULADOS CON 

EL VIRUS GTC (•) 

a) Diarrea. 

b) Vómito. 

e) Deshidratac16n, 

d) Erizamiento del pQlo. 

e) Decaimiento. 

f) Mortal ldad. 

(•) Los lechones fueron inoculados con uno soiponsl6n al 10 % de intestino 

delgado de lechones Infectados con el virus GTC, 
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CUADRO 4 

LESIONES MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS DEL INTESTIMO 

DELGADO DE LECHONES INOCULADOS CON VIRUS GTC 

MACROSCOP ICAS : 

Pared distendida y adelgazada, 

lnfl amac i6n, 

Pequenas hemorragias en la mucosa Intestinal. 

Cangesti6n en la mucoso, 

Acumulac16n do lfquido1 y gas en la luz Intestinal. 

Ausenc ía de vellosidades, 

MICROSCOPICAS: 

~vera atroíla de las vellosidades, 

Congest16n y edema de la muco>a y do lo l6mina propia. 

Necrosis de las ct!lulas epiteliales de le~ ·;cJlosidades, 

Presencio de exudado en la luz intestinal. 
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FIGURA 1 

MEDIA DE LA TEMPERATURA CORPORAL DE 14 LECHONES INOCULADOS 

AL DIA DE EDAD CON EL VIRUS DE LA GTC 

o 2 3 

DIAS POSTINOCULAC IOt~ 

(>) Sacrificados, 

=Inoculados, 14 animales, 

-- =Controlas,4 anlmolas, 
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FIGURA 2 

PESO PROMEDIO DE 10 LECHONES INOCULADOS CON VIRUS DE LA GTC 
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FIGURA 3 

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE LA LACTASA EFECTUADA A SEGMENTOS DE 

INTESTINO DELGADO EN LECHONES INOCULADOS CON EL VIRUS GTC (") 
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() = Nómero de lechones, 
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FIGURA 4 

RESJLTADOS DE LA CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO (DEAE-CCLULOSA) 

EFECTUADO AL PRECIPITADO DE !llLFATO DE AMONIO 50 %, DE UN !llERO DE CER­

DO ANn-VIRUS DE LA GAIDOENTERITIS TRANSMISIBLE DE LOS CERDOS, 
o.o. 
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FIGURA 5 

PATRONES OBTENIDOS EN ELECTROFORESIS EN CELOGEL DE UN !lJERO DE 

CERDO HIPERINMUNIZADO CON VIRUS DE LA GTC, LA FRACCION PRECIPI· 

TADA CON SULFATO DE AMONIO AL 50 % Y LA FRACCION 1 OBTENIDA CON 

DEAE-CELULOSA. 
+ 
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FIGURA 6 

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE INMUNOELECTROFORESIS EFEClUADAS A UN 

SUERO DE CERDO HIPERINMUNIZADO CON VIRUS DE GTC Y A LAS FRACCIONES 

1 Y 11 OBTENIDAS POR DEAE.CELULOSA. 
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F IGURA 7 
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FIGURA 9 

MICP.CFOTOGRAFIA ElECTRONICA OH VIRUS GTC EN PPOClSC L'r 

FORMACION DENTRO DE UNA VACUOIA CITOPLASMICA · 
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V. Dhcusl6n 

El dlogn6stlco de lo Gostroenteritls Transmisible de los cerdos (GTC) plantea 

una serie de dificultades al confundirse con otras entidades patol6gicos (Cross y Bohl, 1969). 

En M~ico, al encontrarse bastante difundida la enfermedad, es de suma Importancia reall%Cll' 

el diagn6stico certero, Esto es debido a que el control de la GTC se real Iza por medio de 

lo inmunizaci6n de los cerdas gestantes con lo odmlnlstraci6n de virus vivo por vía orol, 

paro proteger posteriormente a las camadas de lechones por medio de lo Inmunidad pasiva 

que proporciona el calostro (Hoeltermon, 1965), Al no diagnosticar conoctamente lo en­

fermedad, se diseminarra el vin.11 en la granja la quo provocorro brotes nKplosiVO$ ele GTC, 

Adem6s, es importante el diagn6stico temprano de la entidad al ocurrir los primeros casos 

clrnicOJ>, y de ésta manero poder controlar el brote do GTC y evitar •u disomlnoci6n en el 

resto de las camadas por medio de medidos hlgi&nicas a la utilizoci6n de virus de GTC ad­

ministrado o las cerdas gestantes 3 semanas antes del porto (Morales, 1979), En el caso de 

que lo entidad dbgnasticado no hayo sido GTC, se pueden tomar lo~ modldas ooocuodos 

poro el control y trotomlento de la enfermedad, de ohr, lo lmportanc lo de un dlogn6stlco 

exacto y r6pido, 

Diversos h'lcnicos han sido recomendadas en ol diagn61tico de la GTC. Bohl 

(1975) sugiere el aislamiento del virus en lechones como un buen m6todo en el diagn6stico 

de la enfermedad. Los resultados obtenidos indican que éste es un buen método, odem6s, 

so encontr6 que en el aislamiento del virus pueden utilizarse indistintamente lechones que 

provengan do granjas libres do GTC, como lechono1 de madres inmunlzodus contra lo en-
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mm.dad¡ en lste 11ltimo coso se debe eiperar un mrntmo de 12 horas paro la lnoculacl6n 

del virus para dar tle~o o que lo lgA secretorio proveniente del calostro de lo cerdo su­

fra su destruccl6n paro que no existo inocllvocl6n del virus (Morillo, comunlcacl6n per­

sonal), Por otro porte, ~ste ~todo es 6tll paro diferenciar la GTC de cualquier otro en­

fermedad de origen bacteriano, debido o que lo suspensi6n viro! se centrifugo o uno alta 

velocidad y el sobrenodonte, como se demostr6, est6 llbre de bocterios, Desafortunada­

mente es posible que hayo confusi6n con otras enfermedades da origen viral, por ólemplo 

con diarreas causados pro Rotovlrus (Torres, 1978), 

Respecto o los signos clrnicos de la GTC, 6ste» puedon ser f6cllmenle confun­

didos con los que '° p<"esenton en otras enfermedade1, siendo lo m6s frecuente la Col ib<l!l­

IQ$is de tipo ent~rica (Bohl y Cross, 1971j. Esto se pudo oblefvar ya que las lechones que 

fueron inoculados con virus GTC y lechones inoculados con bcherichio col i ent'!!fopot6go­

no1 presentaron un cU<JQ-o clrnica muy similor; sm embargo, se encontraron algunos diferen­

cias tales como lm temperaturas, que en los lechones inoculados con GTC siempre se come! 

varan dentro de los rangos do normalidad, mientras c¡ue en los lechones inoculados con ~· 

coli se obJerv6 uno hipotermia durante todo ol cuno do la enfermedad, probablemente de­

bida a toxinas que afectan a nivel de hlpot61ano(Dunno, 1975), Adom6s, lo p6rdlda de 

peso fue mayor on los lechones Inoculados con GTC que en los de~· col i, debido proba­

blemente o una menor absorcl6n de nutrientes o nivel intestinal al existir una mayor atrofio 

de las vellosidades intestinales en !01 lechones con GTC, De ocucrdo con los resultados, la 
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observacl6n de los signos el Tnlcos pueden ser sugerentes de GTC pero no es posible hocer 

un diagn6stlco certero. 

Con relaci6n a los lesiones encontrados a lo necropsia a nivel de tracto g01-

traintestlnal, de los lechones Inoculados con GTC, 61ta1 correspondieron a las lesiont1 

que se han reportado como carocterTsticas de la enfermedad (Woode, 1969), Estas fue-

ron la presencia de IJ'quido y gas en lo luz intestinol, lo pared distendido y adelgazado, 

aunque en ocasiones se encontraba lo pared Intestinal colop10, hemorr6gico y engrosado, 

ya que lechones inoculados con S• ~ en or.osionos, lC •ncon!roron con los mis<na$ le­

siones y además se hollaron cambios potol6glcos únicamente a nivel do intestino del godo 

{Kenworthy y Al len, 1966). Durante el desarrollo del troba¡o se encontró quo la utiliza­

ción de uno lupa poro determinar lo ousencio de vellosidodu fue un buen método, siem­

pre y cuando se incluyera un ;egmento de lnte~tino de un animal sano para poder co1T4>a­

rodo,lo cual resulto co•toi.o, Con éste método en 3 lechono1 inoculados con~·~ tam­

bién se observó esa ausencia de vellosidades p0< lo que puede haber confus16n en el d1ag­

n6stlco, 

Por lo que toca a los cortes histol6gicos del Intestino delgado de lechones ino­

culados con GTC, generalmente se observó uno marcado atrofio de los vellosidades Intes­

tinales, debido al crecimiento del virus en lo células epitel Jales, lo que produce la necro­

sis y descamación de las mismas (Trapp y col., 1966). Otros cambios que se observaron con 

frecuencia fueron conge>ti6n y edema de lo mucoso y »Jbmucaso, y presencio de exudado en 

la luz Intestinal, En 3 lechones de los 4 inoculodol con E. coli tombifo se encontr6 atrofia 

1 
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de la1 vellosldad•s a nivel de yeyuno, asr como conge•tl6n y presencia de edema y 

exudado Inflamatorio. Estos resultados indican que puede existir confusi6n al reollzar 

el diagnóstico de la GTC por medio de lknicas histopotol6glcos (Bah! y Crou, 1971). 

Con relac:16n o la prueba bioqurmica de lo enzima lactase se observu que en 

la mayor porte de los lechones con GTC le actividad de lo enzima es nulo, sin ~mborgo, 

en 2 de 4 lechones inoculados con E. coli también se erv;on1r6 uno total reducci6n de eso 

actividad. Estos resultados van oo acuerdo con Giies t ~ni. (1977¡, quienes ew.:ontraron 

que en el 97o/o de los lechones con GTC se observob<J uno total roducci6n de le a;tivi­

dad de la enzima, pera también encontraron eia redoc,;i6n en ol 61% de lechones con 

otras enfermedades ent~rica1 que producen pérdidas¿,, lo funcl6n cln las c6lulos epíte-

1 iales de las vello1idode1 intestinale1, los cu6les son 101 prodw:t<>ro1 de lo enzima loe.­

loso. Por lo tonto, los resultados indican que lo pr•J'Jl.o es tugar•11t., da un diagnóstico de 

GTC, pero no es e~eclfico, aunque puede ser de utilidad como pPJebo do apoyo o otras 

tknicos. 

Respecto a lo eloborac:16n del conjugado eipec!Tico poro GTC, se de<:idió no 

utilizar lo fracción precipitada can sulfato de amonio d.Lido o que existen re1tos de olbú· 

mina, alfo y beta globul inos (FIGURA Sb), los cuo!e1 pucd.!n reocclonor con los tejidos y 

dar fluorescencia inrespeclfifica. Es por ~1te motivo que .e emple6 lc frocci6n 1 de lo elu­

ci6n en la columna de DEAE-celuloia, por 1er lo frocci6n enriquecida en lgG IFIGURA 6o) 

y que presentaba lo lnmunofluorescencia m6s e1pe~Tfica el reaccionar con los c~lulcs in­

fectados con el virus, como fue re por todo por Tones (1976). En el con ju godo fluorescer,te se 

obtuvo uno roloci6n molar de prateinc-isotlociaMto ,fo fh,ur~scerna del, en relaci6n mo· 

lorel ele 0.75 a 2 lo flua<escencia ine1pecllico"' ~lirnino, o bien e1 muy poca; vol0<es 
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menorei de O. 75 producen una fluorescencia muy cUbil, y volares mayores de 2 provocan 

lluoreM:encia ineipeclfica (Peters y Coons, 1976), Adem6J, poro absorber proternas qua 

pudieran reaccionar lnespe::lflcamente con 10$ tejidos, se util Izaron poi vos de hrgado e In­

testino de cerdo normal y se encontr6 que uttl izando el poi vo de intestino se eliminaba m61 

la fluorescencia inespeclfica que utilizando polvo de hrgado, esto es probablemente oobldo o la 

hamologfo con el tejido e~leado en el dlogn6stico, 

Diversos autores han reportado el uso de tknico> lnmunofluoroscontes para ol 

diogn6stico r6pido y efectivo de la GTC (Konishi y Ban~.i:rHski, 1967; Penwert y col,, 1968; 

Sol6rzano y col., 1978) y que constituye el mt!itodo de elecc:16n para el diagn61tlco ospeclfi­

co de la enfermedad, Para el e""1'1oo de tistes tt!cnicos inmunofluorescentea os de suma lm­

portanc ia el correcto procesamiento del tejido intestinal, ~bido a que la fluorescencia 6ni­

comente se <:>bservo en las células epiteliales de las vellosi.Jades infectado• con el vlrus, E~ 

pleondo la congelac16n del intestino a una temperatura de -70°C y cortan® posteriormente 10$ 

segmentos por medio del crlostato, se conoluy6 que el mt!todo no es bueno debido a que la con­

gelac16n lenta a -70ºC provoca la formac16n de cristales de hielo que destruyen a las ct!lulas 

epiteliales de los vellosldodes, dificultando la observocl6n de la fluoresconcla (Herreveld y 

col,, 1976), Por medio del congelamiento inmediato del tejido con nitr6geno 1 Tquido, pro­

tegido con Tissue Tek y corte posterior por medio del cric»to!o, M! encontr6 que poco des­

trucci6n celular, con .Ssta t.Scnica se obserVO<on a lm célulcn con íluoroscencta especifica 

alrededor de 10$ vellosidades; .Ssto mlitodo result6 bastante b~no para ol diagn6stico, en­

contrando positivos o GTC alrededor del 90% de las lechones que previamente habían sida 

inoculados con oel virus, Utilizando la t6cnica de inclu1i6n de 101 S<!!gmenlos lntesllnales en 
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parafina na se observ6 fluoreicencla, probablemente debido a efectos de la temperatura que 

se necesita en los tknicas hhtol6gicos rutinarias, o bien por lo util lzaci6n de dhol ventes 

de los 1 Tpldos que padrTan alterar la antigenicidad del vlru1, Por otra porte, al rnol lzor im­

prontas de la mucoso del intestino delgado se encontraron c&lulas fluore$Centes l<l<M\ontes o 

lo que reportan Block ( 1971) y Garzo (1976) en cerdo• racuperodos do lo infeccl6n .Reyes 

(1976) uttliz6 uno tknica $8mejante tirlendo a 101 c6lulos con un conjugado contra GTC, p•1-

ro tambi6n demostr6 que es posible utilizar un conjugado contra el virus de lo Brnr~¡1Jitis In­

fecciosa de las oves (BI); 6sto es factible yo que Romano ( 1975) encontr6 que el ·1lru1 de 

GTC y BI tienen antTgenas comunes. Por otra parte,los rewltados obtenidos indicorori que el 

m6todo de los improntas es r6pido y f6cil de efectuar po10 do resultada< voricbles y un o<:osio­

nes de difícil interpretoci6n. 

Por último,el método de !o mlcrc$CopÍO ~lcctrt.nico pr:rnilti6 ob>ervar f6cilrr><!nte 

al virus intracelular y sobre lo 1Vporficio do las c61ulm, lo que proporciona un diagn6stico 

m6s seguro de que la causo de la enformedod es G TC, OIJ~Ue podrTa confundirs"' con Roto•1irus, 

sobretodo cuando se encuentro 1 ibre sobre la superficie de lo c61ula y cubierto cor. oglutini­

nos, como se observ6 con el virus do lo G TC, Los resultodo~ indican que el m6todo puede pro-

. porcionor un diagnóstico m6s seguro, pero es tordodo, costo'° y se requiere de laboratorio: y 

personal altamente capacitado (Wogner y col., 1972). 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que el diogn6stico de la 

GTC es difrcil de efectuar, siendo recomendable lo utilizoci6n de varios m<!todos, Por medio 

del aislamiento del virus en lechones es posibl~ llegar o un diogn6stico, aunque constituye un 
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""todo caro debido ol costo de los animales. El dlogn6stlco m6' preciso de la enfermedad 

5e puede realizar por medio de tknlcas lnmunofluorescenles, lo cual rewlta baroto y f6-

cll, o bien empleando el microscopio electr6nlco, el cual plantea los inconvenienloa de 

la tecnologra que se necesita, asr como el costo que puede resultar excesivo. 
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VI. Conclu1ione1 

\) PCll'a efectuar el diagn6stlco de GTC deben utillzarso la comblnaci6n de varios ~tada1. 

2) Por medio de lo observacl6n de si9nOJ clTnlcos,temperatura re<:tal,peso COJtloral,loslones 

mocrosc6picas y mlcrasc6picos y pruebo de lo lactosa no se puede llegar o un diogn&tico 

definitivo de GTC. 

3) Por medio del oislomlento del virus en lechon~s iusceptiblcs,es po•ibl!J dlforenclar lo GTC 

de cualquier otra enfermedad de origen bacteriano, Adem6s se encontr6 quo as posible uti­

lizar 1 echone1 de hembras Inmunes. 

4) Los pru&bos de inmunolluorcscencio y mlcroscop fo electr6nica son las m6s conflables paro 

el diogn6stico,sienda lo lnmunofluorescencio lo más econ6mlca y f6cil de fJfectuor. 

5) La Collbocilosis de tipo entárlca es una enfermedad que r.e puedo confundir f6cllmente 

con la GTC. 
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Vil. Ret4men 

La Gastroenterith Transmisible de los cerdos (GTC) es uno enfermedad vfrlca,su­

momente contagi0$0 1que escCl'octerlzada por dlarreo,v6mlto,deihldrataci6n y elevado mor­

talidad en lechones menores de dos semanas de edad.En el campo e><isten varias enformeda­

des de!<» lechones que son f6cilmente confundibles con GTC,especiolmente lo Colibacilo­

sis entérico,En el presente trabajo se evalOon algunos do (os métodos empleados paro llegar 

al dlogn6stlco definitivo de lo enfermcidad, 

Camadas de lechones de un dTa de edad fueron inoculados con uno cepa do virus 

GTC (cepo Texccco),Los métodos empleadas paro identificar GTC en éstos lechones fueron: 

Aislomionto del virus en cerdos de l o 3 dTos de edad, dgnos clrnlcos de lo enfermedad, le­

lionel a lo necropslo,histopatologTa de segmentos inhutlnales,pruebo bioquTmlco do la ac­

tividad de lo e1uima lec tasa, inmunoíluorescencia de cortes de Intestino delgado y micros­

copTo electr6nico de cortes ultrafinos de porciones del yeyuno, 

Los resultadas indicaron que el ohlomiento del virus o partir del Intestino de lecho­

nes con cuadro dlarr61co,en lechones provenientes de cerdas susceptibles o inmunes,es un 

buen m~todo para el dlogn6stico de GTC y adern6s p<lrmlte diferenciar la enfsrmedod de otros 

de otras entidades de orl!Jfln bacteriano, Se observ6 que la slntomatologTo de la enfermedad 

puede ser confundido con algunas otras entldodes,asT como las lesiones mocrosc6picas y mi­

crosc6picos y lo actividad de la enzima loctaso.Lo inmunofluorescencia en cortes de intes­

tino delgado y en improntas intestinales es especifico siendo un buen método paro llegar ol 

diogn6stico,AI microscopio clectr6nico puede observurso con rolotlva facilidad el vlrut,por 

lo que pu.,de i.er un buen m6todo do diagn6stico,pcro n1 cor1J y tardado.Al inoculorio 4 le­

chones con Escherichio coll y compOTar los diversos m~todos do dlagn6stico para la GTC,so 
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obierv6 que la enfermedad provocada pOI' E.coll enteropat6gena se confunde f6cllmente 

con GTC. 
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