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RESUMEN

De un total de 10 cerdas primerizas adultas y seronegativas a
GET se formaron al azar 2 grupos de 5 animales cada uno que recibieron -
alimentacidn y alojamiento semejante pero cuya diferencia fué el tratamien
to que se les aplich para provocar en ellas inmunidad adoptiva. E1 pri--
mer grupo fué tratado con células linfoides asociadas al intestino prove-
nientes de una cerda inmunc @ gastroenteritis transmisible {(GET). Cada cer
da recibi6 entre los 70 a 85 dias de gestaci6n 6X109 células linfofdes co
mo minimo una sola vez:

La primera cerda fué inrunizada por via oral

La segunda cerda fué inmunizada por via diatélica (inoculacidn

dentro del pezfin en gldndulia mamaria).

La tercera cerda fué inoculada por via intraperitoneal.

La cuarta cerda fué inoculada por via linfdtica (gdnglios linfd

ticos cervicales superiores).

La quinta cerda quedd como testigo Sin ninglin tratamiento.

£1 segundo grupo fué tratado con el extracto dializable de un -
lizado de 1a misma clase de células provenientes del mismo animal inmune
contra GET. Cada cerda recibid el extracto proveniente de 6X109 c&lulas-
(2 U de factor de transferencia), Jos animales se jnocularon en la forma
semejante a Tas del grupo anterior y 13 quinta quedd también como testigo
sin tratamiento.

Una vez transcurrida la gestacidn y cuatro a cinco dias después
del parto todos los 1lechones que nacieron de todas 1as cerdas fueron ex-
puestos al virus virulento de GET cepa FMVZ-69 para ser desafiados.

Se observf el efecto de la exposicidn de 1os lechones y de las

cerdas al virus en cuanto a signos clinicos y mortalidad, estas observacig



nes se relacionaron con la presencia de anticuerpos en el calestro, la le
che y el suerc de los lechones.

Los datos de mortalidad por camada, tratamiento y via de inocu-
lacidn, se compararon cstadisticamente con 1os obtenidos en los animales

testigo sin tratamiento. Pruecba de Ji cuadrada.

Via de ' Huertos Vivos Total
Administracidn o ~
Oral 0 B 8
Intraperitoneal 8] 9 9
Diatélica 0 7 7
Linfdtica 0 8 B
Testigo Fi 0 7

{ P <0.01)
1-5 1.25 _ (P <o0.01)
2-5 1209 (P <0.01)
3-5 10,28 (P < 0.01)
4 -5 11.25 {pP< 0.01)

Este trabajo pretende demostrar que las células linfoides asocia
das al intestino o las sustancias contenidas en dichas células identifica-
das como factor de transferencia obtenidas por 1a infeccién oral de una -
cerda, son capaces de inducir inmunidad en animales susceptibles sin nece-
sidad de que estos animaies se infecten o entren en contacto con el antige

no.
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INTRODUCCION

a} Presentacidn del problema.

La Gastroenteritis transmisible (GET) es una enfermedad viral de
los cerdos, caracterizada por una rdpida difusién, diarrea profusa, deshi-
dratacibn y muerte de mds de! 90 de los animales afectados menores de 2
semanas de edad {4,8,311,12). E! virus de esta enfermedad puede infectar a
cerdos de todas las edades, pero las manifestaciones clinicas son muy seve
ras tnicamente en lechones. Los cerdos adquieren resistencia contra los -
efectos del virus a medida que avanzan en edad, de tal forma que la morta-
1idad disminuye dristicamente en animales mﬁyores de 2 semnas y a las 5 se
manas de edad rara vez mueren por efecto de la infeccidn con el virus (8,
11,12).

* La enfermedad fué reportada por primera vez en los Estados Unidos
de América (EUA)} en 1946, pero posteriormente se ha identificado en todo el
mundo, incluyendo México, en las principales &reas productoras de cerdos (19,
20,32,62). En todos Tos paises donde se ha reportado la enfermedad produce
anualmente una gran mortalidad de lechones, provocando pérdidas considera-
bles a la porcicultura (6,54}. Desgraciadamente en México no existen datos
oficiales que cuantifiquen dichas pérdias.

Hasta 1a fecha no se han desarrollade, 0 no se conocen medicamen-
tos eficaces para el tratamiento de esta enfermedad (58,65,76). Las vacunas
desarrolladas han mostrade tener solo una eficacia relatica (10,53,73,76,86,-
88,95%), y la (nica forma satisfactoria de proteccifn de los lechones es me-
diante la inmunidad pasiva que les confieren las madres cuando se han infec-
tado con virus virulento por via oral durante 1a gestacidn, 30 a 40 dias an-
tes del parto; ya sea en forma natural o experimentalmente (1,5,9,10,11,33,-

35,36,41,43,61,63,64,73,76,77).
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L Se han 1levado a cabo varios trabajos para investigar las razones
por las cuales la vacunacibn con cepas atenuadas del virus aplicado porvfa
oral o parenteral, provoca una respuesta semejante a la infeccifn oral con
virus virulento, ya que la inoculacidn parenteral u oral de cerdas gestan-
tes con virus atenvado, produce una respuesta serclfgica marifiesta desde
5 a 7 dfas pos -fnoculacidn {P.[.) pero ¢l tfitule de anticuerpos en la se
crecidn lictea sdlo se mantiene durante 2 6 3 dias pos -parto, dejando sin
proteccidn a los lechones durante el resto de la lactancia (26,32,41,61,-
63). Por otra parte, se sabe que la_infeccidn de cerdas gestantes por via
oral con virus virulento de cerdas gestantes, 30 a 40 dfas antes del parto,
proveca 1a formaci6n de altos titules de anticuerpos del tipo IgA secretor
que se eliminan en el calaostro y leche durante toda ta lactancia (5,11,14,
40,587,71,73,74,76,77).

Un procedimiento que se ha utilizado para asegurar la inmunidad pa
siva que proteja a los lechones, es la inoculacién deliberada de cerdas ges-
tantes con intestinos de lechones nuertos por GET; o cual ha ayudado a la
difusifn mds r&pida de la enfermedad; ademds de provocar la disminucién de
de otros patfgenos del cerdo gue pudieran estar presentes en los intestinos
de 1os lechones infectados {8,56,82).

Se¢ ha especulade, pero a la fecha no se ha obtenido ninguna evi-
dencia directa (18,57,71,76), de que la infeccidn oral con el virus virulen
to de GET provoca una sensibilizacidn en las células Vinfofdes asociadas al
intestino que migran hacfa 'a ¢ldndula mamaria en donde transfieren informi
ci6n a las células de dicha gldndula induciéndolas a producir lg del topo A
secretor, La infeccidn parenteral u oral con virus atenuade no provoca este
mecanismo a juzgar por la falta de secrecién de IgA secretora en la gléndula

mamaria de las cerdas tratadas con esta clase de virus {10,11,61,76). La -
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ingculacién parenteral de cerdas gestantes con el virus virulento tampoco
provoca la formacidn de IghA secretora especifica en su gldndula mamaria

{61,81,87,95).

b} Antecedentes bibliogrificos:
I Patogenia de 1a GET.

Haeltennan y Pensaert (37) y Hooper y Haelterman (43) demostraron
qQue el sindrome que se observa cuando los lechones se infectan con el virus
de GET se debe a 1a replicacidn del virus en las células epiteliales funcio
nales de la mucosa del intestino delgade. Estos mismes autores, también de
mostraron que los anticuperpos neutralizantes que circulan en el plasma san-
guineo no evitan que el virus se replique en las células mencionadas.

La patogenia de la gastroenteritis transmisible se ha descrito re
cientemente por Moon (55) y por Shepherd et al. en 1979 (79). Estos auto-
res sefialan gque en los lechones, el virus es ingerido probablemente junto
con material fecal proveniente de la madre o de algin otro lechdn enfermo
que contiene grandes cantidades de virus.

Experimentalmente se ha reproducido la enfermedad por inoculacidn
oral o nasal, en este Ultimo caso, cl virus de cualquier modo es dirigido
hacia 12 nasofaringe en donde es deglutido hacia el tracto digestivo (43).

E} virus resiste el pH dcido del estfmago y 1a accién proteolfici-
ca de las enzimas digestivas; una vez en el intestine delgado, entra en con
tacto con las cBlulas epiteliales de las vellosidades, y &stas una vez que
son infectadas, se destruyen rapidamente, 1o que resulta en una reduccién
dramitica de 1a capacidad de absorcitn de nutrientes y en un descenso rdpi-
do de la activided enzimdtica del intestino delgado. Ambas funciones, absor
cifén y produccidn de enzimas, se llevan nprmalmente a cabo por las células

epiteliales ya mencionadas (12},
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En los lechones, estas células producen principalmente 1actosa.‘
que hidreliza la lactosa para convertirla en dos moléculas de glucosa. Al
faltar este mecanismo enzimitico y al presentarse la incapacidad de absor-
cifn de nutrientes, los lechones presentan un sindrome aqudo de malabsor--
cifn que resulta critico para la vida {37). Ademds Hooper y Haelterman (43)
sugieren que la presencia de leche semidigerida o ne digerida en Ta luz in
testinal, ante un ebitelio destruido, ejerce una accién psmdtica que provo
ca salida del 1iquido y electrolitos de los tejides hacia el contenido in-
testinal, La accién irritante de 12 actividad viral proveca hipermotili--
dad, que a su vez impide una adecuada reabsorcién de 1iquidos y electroli-
tos en el intestino grueso, todo 1o cual se manifiesta en diarrea profusa,
deshidratacién y muerte por acidosis o hipercalemia {19,37,43,79).

Butler et al, (15) han sefialade que un mecanismo adicional que
contribuye a la diarrea es 1a alteracidn en el transporte de sodio en el
yeyuno que provoca acumulacifn de agua y electrolitos en la Juz intestinal,
asf como la pérdida de proteina extravascular.

La gravedad de los signos clinicos disminuye a medida que los ani
males avanzan en edad; varjos autores han sugerido una mayor suceptibilidad
al virus en 1os animales menores de 3 semanas de edad, y una mayor resisten
cia en los animales mayores, que se manifiesta por una reduccifn en 1a gra-
vedad de la destruccidn de las vellosidades intestinales (55,60).

De cualquier modo, se ha observado que en los animales mayores de
3 semanas, e incluso en tos adultos, el ciclo de replicacifn viral es seme-
Jjante al descrito en los lechones, pero gue pueden existir varios mecanis--
mos que expliquen la resistencia por edad a la accidn del virus. El1 prime-
ro de estos mecanismos es gue, en animales mayores de 3 semanas, las c6lu--

las epiteliales destrufdas por el virus pueden ser sustituidas rdpidamente
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por otras células funcionales, a partir de la zona de replicacitn en el '

"cuello de las criptas de Lieberkiihn”. Otro mecanismo de resistencia que
se manifiesta con la edad es una mayor resistencia de las células de reem-
plazo a la acci6n del virus, ya sva por la producci6on de interferdn o por
el inicio de una respuesta inmune local. La Bonnardiere y Laude {49).

Se ha observado también, que los animales mayares requieren de
una mayor dosis infectante para manifestar signos clinicos, segin Witte y -
Walther (92), se requiere 104 mds virus para infectar a un cerdo de seis me
se5 de edad que a un lechdn en la primera semana de vida,

Es conveniente mencionar que en lechones de hasta 3 semanas de
edad el virus se acumula en la parte apical, tubulovascular de las vellosi-
dades intestinales, la cual desaparece después de dicha edad (90).

1I1.- Inmunidad en GET

I.- Inmunidad Activa

Segin la revisi6n de Saif y Ooh? (76} no existen ain estudios que
aclaren con precision los mecanismos mediante los cuales se establece la in
munidad después de 1a infecci6én intestinal de los cerdos con e! virus viru-

_lento. Tampoco hay estudios que aclaren el tiempo de duraci6n de Ta inmuni
dad activa.

Segin Stepanek (83), en Vas cerdas de crfa es posible detectar an
ticuerpos en el suero sanguineo durante por to menos 6 meses después de la
infeccién oral con el virus de campo; estos anticuerpos pueden persistir
in¢luso durante varios ahos, pero el tiempo exacto no se conoce.

Olguin et al. sefialan que la exposicitn oral de cerdos recién na-
cidos con una cepa atenuada del virus provoca la formeci6n de anticuerpos
detectables en el suero sanguineo desde 5 dfas después de la exposicibn ¥

que éstos alcanzan un titulo alto 7 dfas después.
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En cerdas gestantes la adminfstraci6n oral del virus virulento -
de campo, en forma natural o experimental, provoca una respuesta de anti--
cuerpos circulantes detectable a los 9 dias posteriores a la inoculacibn.

E1 tftulo se incrementa hasta alcanzar un pico a los 21 dfas despuds de la
fnoculacifn y éste permancce mds o menos constapte hasta los 60 dias des--
pubs de la exposicidn y puede disminuir después de haber pasado el parto y
la Tactancia, sin embargo los anticuerpos persisten a titulos importantes
daspués de 6 meses {61).

Cvando se exponen cerdas gestantes por via oral o parenteral con
cepas atenuadas del virus, se observa una respuesta semejante a 1o anterior
mente sefialado en cuanto a anticuerpos circulantes (61).

Ya se sefald anteriormente que Haelterman (36), Hooper y Haelter-
man {43) y Harada et al. (39} han demostrado que 1os anticuerpos circulan--
tes, adquiridos activa o pasivamente, no dan proteccidén contra la infeccifn
oral del virus virulento de GET,

Los anticuerpos circulantes, permiten Tlevar a cabo el diagndsti-
co serclfgico de la enfermedad, pero no indicar el grado de proteccién que
pudieran tener los animales, (71,76). Par otro lado, 10s cerdos recupera-
dos de la infeccidn natural generalmente resisten posteriores desafios al
virus, presumiblemente por la iniciacidn de inmunidad Tocal en la mucosa
intestinal (72,76).

Probablemente este mecanismo estd relacionado con la produccifn
de anticuerpos del tipo IgA secretor (SIgh} a nivel de la mucosa intestinal
por células linfoides dentro de 1a Yamina propia, { 11,16,24,31,32,40,41,42,
45,46,57 ,61,64,71,72,73,75,76,77,80,82,89).

Este tipo de anticuerpos se han detectado en el contenido intesti

nal de cerdos inoculados por via oral con el virus virulento de GET pero no
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cuando se inoculan por vfa parenteral, (76,77).

Sprino y Ristic {82), asi como Uohl et al.(14) sefialan que las
cepas atenuadas del virus de GET se replican preferiblemente en la parte -
terminal de 1a mucosa del intestino delgado con 1o cual causan menos dafio,
Tos sfntomas son muy benignos y ¢l estimule inmunoldgico es menor.

Hess ot. al. (42} sefialan que hay una relacidn inversa entre el
nivel de atenuacidn del virus y 1a cxtensién de 1a infeccidn intestipal.

Se ha reportado que la exposicidn oral de lechenes libres de -
gérmenes con el virus virulento resulta en la produccién de anticuerpos cir
culantes y locales en el intestino desde los 5 dias posteriores a la inocu
lacién (76).

Estos mismos autores detectaron inmunocitos productores de IgA
en 1a 14mina propida del intestino de cerdes inoculados oralmente con el -
virus 7 dfas después. Estos estudios han sido confirmados posteriormente
por Stone et. al, {B85) quicnes encontraron ademds inmunocitos en ldmina pro
pla del intestino de lechones recién nacidos capaces de producir IgM o IgA.

La inmunidad celular puede ser también un mecanismo importante -
en la inmunidad activa contra al virus de GET. Frederichk y Bohl (24) y
Shimizu y Shimizu (81), han demostrado inmunidad celular con linfocitos ob-
tenidos del tejido linfoide asaciado al intestino de cerdos inoculados oral
mente con el virus del GET. Cuando el virus se inoculd parenteralmente pu-
do demostrarse dnjcamente con células del bazo. Este tipo de inmunidad no
demostré reaccifn inmune en los linfocitos circulantes.

Cepica y Derbyshire (16) reportaron que en los cerdos recién naci
dos y en las cerdas pos-parturientas hay ausencia y disminucidn de células
K ¥y NK ¥y que tal situacidn podffia relaciorarse con la mayor subceptibilidad

de 1os Techones y de las cerdas recién paridas expuestas a la infeccidn con



&1 virus virulento.

Tedos 1os estudios anteriores indicex nque Ta imunidad mediada -
por c8iulas @s importante en la resistenciea 7Ti ifeccifn conel virus de
GET.

S¢ ha tratado de inducir resistenciee ala dnfeccidn del virus -
en los animil es recién nac idos, ¥a sea mediints e inler-ferencia o por el de-
sarrollo de 7 nounidad activa local en el intess ting, peroesto no se ha lo-
grado. Todos los estudios indican que Ta resT stemia por inmunidad activa
Tocal se adquiere entre s a 7 dfas dpspuds e Ta apl icacibn de vacunas se-
gin Olguinet. al. (63), ¥ Furwuchi et. al. (&2 5,26), De igual forma no se
ha demostrado tampoca, un mecanismo de interfes rencia . (76).

Por estas razones la inmunizacidn de= los ce vrdos recién nacidos
no es un mito do adecuado para lograr su pretecs <lfn inmediata ya que Jos de
Ja desprotegi dos durante 1os primeros dias de ~vida, que son criticos en el
desarrollo de 1a enfermedad. Sin embargo, b= et 21 . {14) sefalan que -
Ta vucunacifn oral con cepas atenuadas del vir-ws en cerdos  Tactantes o re
cién destetados podria contribuir al control < 2laform enzaodtica de la
enfermedad.

Dos estudios; el de Furuuchi ot. al. {26) v el de Hess at, al. -

(42) reportaron que la presencia de anticuerpps= aduir-idos en el intestine
pasivamente de la madre impide el desarrollo = e inrurnidad activa que de
otra formase produciria por 12 administracior= oral del virus atenuado de
GET.

Inmunidad Pas iva.

Bay et. al. desde 1952, sugirieroncgue lis cerdas recuperadas de
la enfermedad trasmitidn inmunidad a sus lechce mes wando las cerdas gestan

tes se infectaban y se recuperaban de la esfer—smedad, tres o mds semanas an
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tes del parto, y daban proteccién a sus lechones inclusoe cuando entraban -
en contacto con lechones enfermos. Posteriormente Bay 1953 et. al. (5) se
fialaron dos hechos importantes para el desarrollo de este tipo de inmuni--
dad:
a).- La inmunidad se desarro)laba d(nicamente en cerdas infectadas
orlamente.
bY.- Eran necesarios treinta o mds dfas entre 12 infeccidn y el
parto para que la cerda diera una proteccidn efectiva a sus
lechones, ya que dnicamente los lechones nacidos de cerdas
infectadas treinta o mis dfas antes del parto resistfan el
desaffo al virus virulento.

Recientemente Haelterman y Hutchings (33) sugirieron que la resis
tencia que mostraban Tos lechones nacidos de cerdas inmunes se debfa a la
presencia de anticuerpos en el calostro y en ta leche, ya que estos anima-
Tes eran muy susceptibles si se separaban de la madre antes de amamantarse.
Ademis el suero sanguineo de animales convalescientes no daba proteccidn
cuando se administraba parenteralmente,

En 1965 Haelterman (36} describié una serie de experimentos que
aclararon el mecanismo de la inmunidad pasiva en la GET. En el primer ex-
perimento se transfirieron lechones de 3 a 5 dias de edad de cerdas inmi--
nes a cerdas susceptibles para que fueran amamantados por ellas. Los lecho
nes enfermaren de GET cuandc se expusieron al virus 24 horas después de ha-
ber estado amamantindose de las cerdas susceptibles. Por el contrario los
Techones de 1a misma edad que se transfiricron de cerdas susceptibles a cer
das inmunes para que fueran amamantados por estas dltimas resistieron el de
saffo con el virus virulento 24 horas después de convivir con las cerdas in-

munes. En el segundo experimento los cerditos nacidos de cerdas inmunes se
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hicieron susceptibles al virus de GET 4 horas despufs de haber sido separa-
dos de las madres y mantenidos en aislamiento.

En el experimento ndmero 3, los lechones nacidos tanto de cerdas
inmunes como susceptibles fueron separades de las madres y alimentados con
una dieta artificial. Posteriormente los animales recibieron por vfa paren
teral suero inmune homdlego contra el virus de GET, pero estos techones no -
resistieron el desaffio experimental.

En el cuarto experimento Tos lechones de madres inmunes y suscep-
tibles se separaron de la madre despuds del nacimiento y fueron alimentados
con una dieta artificial mis 6 a 10 wl de suero inmune homGlogo antiGET cada
3 horas. Todos estos animales sin importar el estado inmunc de la madre, re
sistieron 1a infeccifn experimental,pero cuando se suspendié la administra-
ci6n oral del antisuero se volvieron susceptibles. Haelterman (36) conclu-
y6 que los lechenes dependfan de la presencia continua de calostro, leche ¢
suero inmune en la luz de su tracto alimenticio para tencr proteccidn. Es-
te mecanismo de inmunidad pasiva en el cual los anticuerpos del calostro y
de 1a leche neutralizan al virus en el interior del intestino y fué 1lamado
"{nmunidad lactogénica (31,35).

Debide a que la mayor susceptibilidad y las consecuencias mis gra-
ves de 1a enfermedad se presentan en lechones recién nacidos es muy deseable
que &stos obtengan proteccibn, la cual se logra en forma efectiva hasta aho-
ra, mediante 1a inmunidad lactogénica. Una forma de legrar el desarrcllo
de inmunidad lactogénica es la infeccidn deliberada de las cerdas gestantes
30 a 40 dias antes del parto. La cerda gestante presentard inapetencia, de-
presidn y algunas veces diarrea duranie algunos dias, pero sus lechones que-
dardn protegidos al nacimiento. Este método ha sido rechazado porque en la

prdctica ha provocado nuevos brotes de la infeecidn v la disemipacifn de -

otros organismos patdgenos del cerdo, ya que la fuente de virus para la in-
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feccidn de las cerdas generalnente es una suspensin de intestinos de lecho
nes muertos por GET sin ningin control (5,8,34,43}.

Por las razones especificadas ha existido un interés de las com-
pafiias productoras de los productos bioldgicos y do los veterinarios inves-
tigadores a fin de desarrollar un producto que notenga tos peligros de la
infecci6n deliberada y que sea cfectivo para provocar una inmunidad lactogé
nica adecuada en las cerdas reproductoras que lo reciben.

Clguin (61} compard la respuesta seraldgica de cerdas gestantes a
la inoculacidn oral y parenteral con virus virulento v virus atenuvado de GET
¥ encontrS§ que las cerdas inocculadas con el virus virulento por via oral de
sarrollaban tftulos de anticuerpes en ¢l suero sangufneo, detectables 9 dias
después de la inoculaci6n y que después del parto era posible detectar en -
ellas anticuerpos neutralizantes en el calostro y en Ta leche, ya que dichos
anticuerpos permanecian a altos tftulos durante toda la lactancia (de 30 a
42 dfas).En un caso en que la lactancia se prolong6 hasta 8 semanas, Tos an-
ticuerpos en la leche seqguian,alin a altos titulos. Por otra parte, la inocu
lacifn oral o parenteral con el virus atenuado, produjo una respuesta de an-
ticuerpos en el suero sanguineo semejante a la que produjo el virus virulen-
to, perp después del parte los tftulos de anticuerpos se mostraron altos en
el calostro ¥ en la leche Unicamente durante los 2 primeros dias de lactan--
cia y fueron précticamente indetectables después del sexto dia posparto, lo
cual dejaba sin proteccidn a Tos lechones durante casi toda la lactancia. Es
te mismo investigador sugiri6, en base al comportamiento que tenfan los anti
cuerpos absorbidos del intestino por los lechones después del primer amamanta
miento, que los anticuerpos Tiberados en la leche de las cerdas inmunizadas
con el virus atenuado o con el virus virulento, eran de diferente clase. Los

anticuerpos liberados en el calostro y leche de las cerdas inoculadas con el
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virus virulente serfan de la clase IgA secretora y los de las cerdas 1noi
culadas con el virus atenuado, de la clase I1gG, ya que .stos dltimos eran
absorbidos ficil y rdpidamente por los lechones una vez que mamaban y los
anticuerpos del calostro y leche de cerdas infectadas oralmente con el vi
rus virulento se absorbfan a una tasa menor dentro de la circulacién genc-
ral de los lechones. FEsta sospecha fué confivmada posteriormente por Bohl
y colaboradores {11}, quienes determinaron directamente las diferentes cla-
ses de inmunoglobulinas que se producen en el calostro y la leche como res-
puesta a la inoculacién oral con virus virulento y Ta inoculacidn oral y pa
renteral con virus atenuado.

Abou-Youssef y Ristic {1) as{ como DBohl y colaboradores {11) en--
contraran que las inmureglobulinas presentes en el calostro y Teche de cer
das inoculadas oralmente con virus virulento eran del tipo IgA, y que las -
inmunoglobulinas en el calostro y leche de las cerdas inoculadas con cepas
atenuadas eran del tipo IgG. El primer tipo de inmunoglobulinas da una pro
teccién mds efectiva pero las 1gG también dan proteccidn siempre y cuando
se maptengan a altos titulos durante toda la lactancia (77)

Para explicar la presencia de inmunoglobulinas del tipo A en la -
leche después de la infeccidn intestinal sc ha propuesto el siguiente meca-
nismo por Saif y Bohl {76):

Después de la sensibilizacion per la infeccién oral en el intesti
no, algunos inmunocitos productores de IgA migran a Ta gldndula mamaria don
de se localizan y segregan ellos mismos o inducen a otros inmunocitos a se-
gregar anticuerpos del tipo IgA secretor. Este eje inmunoldégico "intestino
-gldndula mamaria” es muy importante que se establezca si se quiere lograr
un procedimiento efective para inducir la inmunidad lactogénica. Hasta la

fecha el autor de este trabajo no ha encontrado en la literatura reporte de
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wvidencia de que efectivamente los inmunocitos sensibilizados del intesti—
no de 1a cerda, inducen la produccién de Igh en 1a glgndula mamaria.
3) Vacunacién en 1a GET,

Algunos autores como Kaji v Shimize en 1978 (46), Saif y Bohl en
1979 (72) y Saif y Boht en 1981 {73) han revisado los procedimientos de va-
cunacidn y el tipo de vacunas que se han utilizado para imnunizar cordas --
gestantes. En general, la administracién oral de virus virulento produce -
1os mejores resultados debido a que se han presentado los niveles mis altos
de inmunoglobulinas del tipe IgA secretar que persisten durante largo tiem-
po en el calostro ¥y en la leche.

Segiin Saif y Boht (74) la vacunacién oral de las cerdas gestantes
con las cepas atenvadas con el virus de GLT parecerfa ser la via 16gica de
vacunacidn para estimular 1a produccidén de IgA secretora en 1a leche, de tal
forma que se imite 1a ruta de infeccidn natural y la induccidn de imunidad.
Sin embargo, los resultados de este procedimiento con cepas atenuadas ya sea
por via oral o intranasa! han dado resultados desalentacdores (40,72,73,87,
89,).. En algunos estudios con cepas atenuadas aplicadas por via oral o por
vfa intramuscular dnicamente se detectaron bajos titulos de IgA secretora
en la leche y 1a mortalidad en los lechones después de que fueron desafiados,
varié entre el 25 al 1007 (23,27.57,58).

Algunos autores (41,89) han indicado que esta falta de estimulo -
adecuado que muestran las cepas atenuadas se debe a que tal vez no sobrevi-
ven al pH dcido del estémago y por lo tanto han utilizado in6culos del virus
dentro de cdpsulas de gelatina con capa entérica.

En un estudio, Hess, et. al. (41} reportaron que utilizando este
procedimiento se obtenfan altos tftulss de IgA en Ta leche y Gnicamente con

10% de mortalidad en lechones después del desaffo, pero en otre estudio, con
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&l mismo procedimiento y Ta misma cepa del virus se encontrd que 6 cerdas
de un total de 9 inoculadas fallaron en producir este tipo de anticuerpos
y hubo un 447 de mortal idad de lechones después del desaffo.

Se ha intentado la iroculacibn directa del virus atenuado dentro
de 1a luz intestinal, pero los resultados también han side poco favorables.
Estos estudinos han mostrado cierta variacidn en la mortal idad de tos Techo_
nes despuds del desafio utilizando diferentes cepas atenuadas del virus de
GET (23).

En algunos otros estudios.se declara que las vacunas administra-
das pralmente con diferentes cepas atenuadas del virus de GET producen mis
del 90% de proteccitn de lechones al virus virulento {92), pero otros auto
res utilizando las mismas vacunas y los mismos procedimjentos han encontra-
do que la mortalidad de lechones es similar a 1a de Tos lechones amamanta--
dos por cerdas no vacunadas después del desarfo (14,58,74).

Hasta la fecha persiste el dilema de cémo producir una vacuna c¢on
cepas atenuadas del! virus que estimule suficienteriente a la cerda gestante
para que produzca IgA a tftulos protectores para los lechones y que al mis-
mo tiempo esté suficientemente atenuada para no producir la enfermedad (76).

Se ha ytilizado también la via intramuscular para inmunizar cerdas
gestantes con virus atenuado. Este procedimiente busca inducir inmunidad en
la cerda y evitar la diseminacidn de la enfermedad a los lechones. General-
mente se utilizan dos dosis; 6 y 2 semanas antes del parto. Los resultados
indican una reduccifn de mortalidad de lecheones después del desaffo con vi--
rus virulento en comparacidn con los lechones de Tas cerdas testigos no va-
cunadas (38 a 567 de mortalidad en 10s vacunados Vs. 71 a 92 en los testi--
gos) (10,58,87,89). Sin embargo, los resultados son muy pobres si se compa
ra con el cero por ciento de mortalidad que se obtiene en casi todas las cer

das infectadas en forma natural. Segdn Bohl 1982 (14) la vacunacidn intra--
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muscular tiene dos grandes desventajas:
a) Las cerdas vacunadas no desarrollan o desarrolian muy poco inmu
nidad activa en el intestino ¥y cuando son espuestas al virus de
GET enferwman.
b) Los anticuerpos contra el virus de GET que se detectan en la le
che de cerdas vacunadas estdn a titulos bajos, son del tipo 1gG,

y no protegen Gptimamente al intestino del lechdn.

La inoculacidn intramamaria del virus atenuado de GET en cerdas
gestantes ha dado por resultado la produccién de altos tftulos de anticuer-
pos del tipo I1gG, en la leche, pero cuando se ha aplicado virus atenuado por
1a misma vfa en cerdas lactantes, se ha observado que aparecen en la leche
anticuerpos del tipo IgM ¢ IgA pero a tftulos no muy altos (74,75). Cuando
1os lechones que mamaban de cerdas vacunadas por via intramamaria durante -
la gestacidn se exponfan al virus virulento se oberservaba una proteccifn
bastante buena (14 a 26% de mortalidad) gue se atribuyf a los niveles excep
cionalmente altos de anticuerpos IgG, que persistian en la leche al tiempo
de exposicitn {11,80).

Numerosas experiencias clfinicas de campo indican que el suero ho-
m5togo inmune utilizado para dar protecci6n pasiva artificial a lechones por
vfa oral, también tiene un efecto protector si se aplica frecuentemente {ca
da 4 a 5 horas) (*).

Se han utilizado vacunas heterdlogas, con virus vivo virulento de
coronavirus felino que produce la peritonitis infecciosa de los gatos {97,
98} y con virus de bronquitis infecciosa de las aves {66), ambos intentos
con resultados totalmente desalentadores.

Se han utulizado también vacunas con cepas de virus de GET que en

forma natural presentan poca virulencia, como la variante SP (“small pla-

* 0lgufn Romero, F.E. comunicacién personal 1987.
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ques") de Woods (95,97) y 1a cepa "ALMA" de Olgufn y Veldzquez (63), las -
cuales ofrecen algunas posibil idades de éxito pero aln reguieren estudijos
en un mayor ndmero de casos.

Se han intentado la inmunizacidn de cerdas gestantes con subuni-
dades del! virus virulento de GLT tales como Tas proyecciones de la superfi-
cie del virus (pepldmeros VPl o subunidades de los viriones). Estas vacu--
nas se aplicaron por vfa parenteral o indujeron la produccién de anticuerpos
neutralizantes en el suero sanguineo v en ¢l calostre pero no en la leche -
de las cerdas vacunadas durante la gestacién., Los anticuerpos del calostro
fueron principalmente del tipo IgG excepto cn una marrana que presentd anti
cuerpos del tipo IgG e IgA. Sin embargo, la proteccidén de les lechones an-
te el desaffo con el virus virulento fué muy pobre, en la mayorfa de Tos ca
sos con el 1007 de mortalidad {28,30).

En un estudio, Gough y colaboradores {30) utilizaron subunidades
no definidas del virus GET de bajo peso melecular con las cuales inyectaron
cerdas primerizas gestantes por via intramuscular. €Estos autores observaron
anticuerpos neutralizantes tanto en el suero sanguineo como en la leche y -
reportaron una buena proteccidn de los lechones al desafio {idnicamente 4%
de mortalidad). Saif y Bohl (74.76) sefalan que actualmente serfa muy cos-
toso preducir una vacuna comercial de tales caracteristicas y ademds, debi-
do a que no se caracterizaron las subunidades del virus no se podrian hacer
lotes uniformes de un producto inmunizante de esta naturaleza. Por otra par
te, en vista de los resultados contradictories del estudio con peplémeros,
es necesario 1levar a cabo mejores estudios para poder ser tomados en consi-
deracidn y detemminar con exactitud cual seria la respuesta inmune a tales -
productos.

Se sabe que sustancias extraidas después de la 1isis de linfocitos
circutantes o de ganglios y bazo de animales inmunes, pueden inducir inmuni-
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dad celular en animales susceptibles que reciben diches extractos por via -
oral o parenteral {(22,48,50,68,69). Lawrence (50), reportd el descubrimien
to de una sustancia de bajo peso melecular que extraida por dialisis des-
pués de la lisis de linfocitos de antmales inmunes, podria inducir diferen-
tes manifestaciones de inmunidad celular especifica en animales normales -
que nunca habfan tenido contacto con el antigeno. Esta sustancia fué 1lam
da "factor de transferencia™(48, 50).

Segin Klesius y Kyrkpatrick (48) el factor de transferencia pro-
mueve la quimiotaxis de monocitos y neutrdfilosy acelera la formacidn de -
rosetas de células T; aumenta o reprime las respuestas biastogénicas anti-
ant fgenos ) mitdgenos, promueve la produccidn de linfocinas, inducen Ta
formacidn de poblaciones de linfocitos que reaccionan especificamente ante
un antfgeno; expande la poblaci6n de tales linfocitos y proporciona al ani
mal receptor informacién para entrar en un estado de inmunidad celular.

Debido a que segin la revisién de la literatura la ipmunidad ce-
lular es muy importante para el establecimiento de la resistencia contra -
la GET y que este tipo de imnunidad también parece ser indispensable para
que se establezca lo que Saif y Bohl han denominade "eje inmunoldgico in-
testino-glandula mamaria™, se piensa que se podrfa inducir inmunidad celu
lar con células linfoides sensibilizadas completas o con extractos diali-
zables (factor de transferencia) de dichas células. El autor no ha encon-
trado en l1a revisidn bibliogrdfica, referencia alguna relacionada con fac

tor de transferencia y GET,
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PWATERIAL Y MEWDOS

T .- Inmunizaci <5 n,

[aV]
'
1)

Se i noculd um ceerdiadulta 2 1o s /) dTas de gestacién por via -
oral con1©QQ0D.1.L.% Gel virus vinle nto de GET cepa F.M.V.Z. 69 (Pro
porcianado  por el Depar—tamento de Yiro 1ogfa e Inmunologfa, segln fué
descrito pov Oguin (57 ).

Prueba de ]nmulnidad.

2l DTas despuls d e la inoculacis rmi se tomd muestra de sangre del
animal [mcwlido cony sinanticoagularte. La muestra con anticoagu--
lante fué >rocesada seg ¥in Retana (67), para obtener 1a capa blanca y
con T1os Jeecocitos llevar a cabo la priuzebade M.I.F. (Factor inhibidor
de 1os mcr-6Gfagos ), seg 1in se describe e2nel mismo trabajo.

ConY a muestra sir anticoagulinte se procedi6 a obtener el suero
yeon 61,1 1 evar a cabo  Taprueba de precipitacidn en agar segln descri
bid Amars.

Obtencifnde ctlulas lirsfofdes asoclada s &l intestino.

Poco antes del par~to la cerda inmunizada fué sacrificada mediante
chogue eléctrico y sangr—ade en blano, £l mnegjo de la sangre que se co
lectS conamticagulante sedescribeerr lasiguiente seccién. Se proce-
dif a ladiseccin imec iata del intest -ino delgado, al desalojo de su
contenidoy al lavado e n agua corrient e, Lo mds rdpidamente pesible -
se trasladf =) laborator- io en forma as&otica en donde se procedid a un
lavado mimecFos0 y dises <ifn de ta muco saen 1as dreas donde se observl
tejido 1ffo¥de, Los treozos de mucosa <en tej ido 1infofde fueron lava-
dos con solu cifn estéril  de Hanks con a mtibibt ico y se trataron como si
se fuerana o btener cfluTas para cultives celul ar primario segin la téc-

nica deserlt a por Bokl y  Kumigad (7} cors lamodificaciSn de dar una pri
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mera tripzinizacidn en un tiempo mdximo de media hora. La cosecha de
la segunda tripzinizacidn se ncutralizé rdpidamente con albimina séri
ca bovina y se procedid a su centrifugacidn a 1,500 RP.M, durante 10
minutos al final de los cuales se separaron las célutas blancas. In-
mediatamente después se identificaron mediante frotis microscdpicos y
se procedi6 a su cuantificacifn segdn la técniva de Coffin (17}, 0 la
cuenta aproximada que corresponda al voldmen que margue en el tubo de
centrffuga segdn Bohl {7). Estas cGlulas linfoides fueron conservadas
en solucidn balanceada de Manks estéril en refrigeracién durante un -
miximo de 18 a 24 horas e inmediatamente se procedié a Ta inoculacidn
de cerdas gestantes normales y susceptibles a GET.

Obtencidn del Factor de Transferencia.

La.sangre que se obtuvo con anticoagulante después de aplicar la
eutanasia de la cerda inmunizada, fué procesada segin describieron Es--
trada et. al. (22) para obtener leucocitos circulantes. Con la misma -
técnica se procedif a lisar los leucocitos mediante congelacibn y des--
congelacidn repetida 10 veces. En cada ciclo de congelacidn se alternd
con descongelacifn en bafo marfa a 37°C (68). Una vez terminado este
paso el lisado pudo ser congelado hasta su uso para proceder a la sepa-
racién del factor de transferencia mediante didlisis a través de una
membrana con poro de corte 12000 = << 14000*.

Inmunizacién de cerdas gestantes con céluias linfoides o su lisado dia-
lizable.

Diez cerdas gestantes primerizas de la Granja Experimental Porci-
na seroldgicamente negativas a GET, se utilizaron en el siguiente proce
dimiento de inmunizacidn cuvando se encontraban entre 70 a B85 dfas de -~

gestacidn: 5 de ellas se inocularon con una suspensidn de células lin-

* Spectrapor 4.
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foldes asociadas al jntestino conteniendo (un mfnimo de 6X109 células
en cada inScule para cada animal}, por las siguientes vfas:

1 Cerda por via oral en cdpsula de gelatina con capa entérica,

1 Cerda por via intraperitoneal

1 Cerda por via intramamaria

1 Cerda por via ganglios linfdticos superficiales

(gangiios cervicales superiores)

1 Cerda queds como testigo {sin ningdn infculo)

Las 5 cerdas restantes fueron inoculadas con el dializado purifi
cado de células, que contenia 2 U. de factor de transferencia * para cada
animal utilizando las siguientes vias de inoculacifn:

1 Cerda por via oral

1 Cerda por via intraperitoneal

1 Cerda por via intramamaria

1 Cerda por vfa ganglios linfdticos superficiales

(ganglios cervicales superiuvres)
1 Cerda quedar§ comg testigo (sin ningdn infculo)

Se dej6 que Tas cerdas continuaran la gestacidn normalmente hasta

7 dfas antes del parto cuando fueron trasladadas a 10 corrales de aisiamien
to en FMVZ. A los prodromos del parto y durante éste se obtuvo calostro y
suero sanguineo de todas Tas cerdas y ademds después del parto se procedid
a tomar suero sanguineo de 2 lechones de cada camada {total 20), antes Qe -
que dichos animales ingieran calostro y 24 horas después de haberlo ingeri-
do se tomd nuevamente unma muestra de svero sanguinco.

Cuatro dias después del parto se separd un lechdn de cada camada
{10 lechones) y se alojaron individualmente en Unidades Horsefall. Durante

su estancia en ella se alimentaron con una dieta que sustituyd a la leche

+ | Unidad de FT es igual al dializado purificado de 3X10° cels.
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materna *; 24 horas después se inocul$ a cada uno de los lechones con virus
virulento de GET cepa FMVZ 69 por via oral con 100 désis infectante lechdn
50 ¥ {DIL 50). Cuando los lechones presentaron los signas claros de GET -
{vémito y diarrea), fueron incorporados a Ta camada para que sirvieran cohro
fuente de infeccién a todos los lechanes de cada camada. A partir de este
momento se observaron cuidadosamente los signos clinicos que se registra--
ron 3 veces al dfa.

Los dfas 1, 3, 5, 12, 21 y 30 posparto se tomaron muestras san-
gufneas de algunos de los lechones de cada camada para probar la presencia
de anticuerpes contra GET en el suero Sanguineo, ademis en las mismas fe--
chas se tomaron muestras de leche de las hembras para determinar la presen-
cia de anticuerpos en el suero de dicha leche, siguiendo para este proplsi-
to la técnica descrita por Olgufn, {61) para separar el suero de la leche y
la técnica de contrainmuncelectroforesis para probar la presencia de anti--

cuerpos segin Hudson (44).

* Leche de vaca mds un huevo de gallina batido por cada 1itre. Todo esterili
zado por ebullicién y conservado en refrigeracidn. Los lechones. tomardn e§
ta dieta ad libitum.
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RESULTADOS

Los resultados de este trabajo se resumen en los cuadros 1 al 10.

Una cerda adulte ineculada a Tos 70 dias de gestacidn por via oral -
con ta cepa virulenta de virus de gastroenteritis transmisible, mostré las reac
ciones tipicas de las cerdas susceptibles ante la infeccidn con este virus, -
Clinicamente se detectd inapetencia, depresidn ligera, constipacidn y fiebre -
desde 24 horas después de la inoculacidn. Setenta y dos horas después de la -
exposicidn se notd diarrca e intentos de vdmito. Estos signos desaparecieron
al dfa siguiente, pero la depresidn continud hasta el quinto dia posterior a -

la inaculacidn.

Se detectaron anticuerpos precipitantes en el suero sanguineo de es-
ta misma cerda desde el 9” dia pos-inoculacién. A los wveintiun dias pos-inocu-
laci6n el tftulo de anticuerpos precipitantes fué de 1:64 y la reaccién de in-
hibicidn de leucocitos circulantes fué positiva con 85% de inhibicidn.

Las cerdas gestantes susceptibles tratadas, tante con células linfof
des asociadas al intestino, como con Factor de Transferencia de 30 a 40 dfas an
tes del parto, no mostraron reacciones cl fnicas adversas atribuibles al trata-

miento.

El apetito, el comportamiento y la temperatura rectal permanecieron
normales durante 7 dias de observacién posteriores al tratamiento. Estos ani-
males continuaron su gestacidn y al término de ésta parieron lechones normales.
Los tftules de anticuerpos precipitantes detectados en suero, calostro y leche
de las cerdas tratadas tanto con células linfoides intestinales (CLI) como con
factor de tansferencia se muestran en los cuadros 3 y 4 .

Las camadas de las cerdas tratadas y de las cerdas testigo, fueron -
expuestas al virus virulento 4 6 5 dias después del parto. Los signos clini--
cos observados en los lechones y en las cerdas despuds de la exposicidn se des
criben en el cuadro 5. Es de 1lamar la atencién que los cerdos amamantados por
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las cerdas tratadas (F.T. y C.L.A.l.) no mostraron signos atribuibles a gastrp
enteritis transmisible durante 28 dfas posteriores a la exposicién. En un ca-
s el lechdn se desafio, dos dfas antes de reincorporarse a su camada y de ser
amamantado por uma cerda tratada con F.T., dejé de presentar diarrea y sobrevi
vid durante el resto del perfodo de lactancia.

Todos los lechones nacidos do y amamantados por las cerdas sin trata

miento, mostraron los signos tipicos de GET entre 18 a 24 horas después de la
exposicifn al virus virulento. La mortalidad entre estos animales fué muy ele

vada {90 £) y a la necropsia se pudieran cbservar las lesiones macroscépicas -
tipicas de la enfermedad ( cuadro & ).

Los resultados obtenidos de las reacciones seroldgicas y de LIF con
muestras de Jos lechones, se muestran en los cuadros _7 y 8 .
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Cuadre 1.- Signos ¢lfnicos y respuesta seroldgica de una cerda gestante des--
pués de la inoculacidn con virus virulento de Gastroenteritis Transmisible.*

Signos Después de la Titulo de Anticuerpos Precipi- LR, *#
Inoculacidn tantes en Suero Sanguineco Dias

pos Inoculacidn. Dias P.1.

Al

0 9 21 Al Parto 0 9 21 Parto
Inapetencia, depresién,
constipacidn, 24 hrs P,],
okl 0 1 64 256 - -+ +

Diarrea e Intentos de
Vémito 72 hrs P.1.

La Depresidn se observd
durante 5 dfas P.I.

Fiebre (39.8°C) solo
24 hrs P.1.

* 1000 D4sis infectante lechén 50 % (DIL 50) de la cepa FMVZ. 69 contenidas en
5 ml de medio de cultivo, aplicados por via oral a los 70 dfas de gestacifn.

** L,I.F. Inhibicién de leucocitos circulantes.

**+ p I, Pos inoculacibn.

Suero sin diluir.
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Cuadro 2.~ Signos clinicos observados en cerdas gestantes susceptibles a GET,
después del tratamiento con células linfoides intestinales {C.L.A.I.} o con--
factor de transferencia { F.7. } obtenidos de una cerda inmune.

Signos Clinicos Observados
Después del Tratamiento * con:

Via de Aplicacidn Células F.T.

Oral Normmal Normal
Intraperitoneal Normal Normal
Diatélica Normal Normal
Linfatica Normal Normal
Testigos sin Tratamiento Normal Novyma?

* Se utiiizaron 10 cerdas seroldgicamente negativas a GET entre 74 a 84 dias de
gestacidn; una cerda por cada vfa de aplicacidn y por tratamiento y una cerda
testigo por tratamiento. Los animales se examiparen clfinicamente durante 7
dfas desnpués del tratamiento. Todas las cerdas permanecieron normales sin -
cambios clinicos aparentes.
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Cuadro 3.- Titulos de anticuerpos precipitantes en suero sanguineo, calostro y leche de cerdas susceptibles a GET
despuds del tratamiento durante la gestacidn con células linfoides intestinales obtenidas de una cerda inmune a GET

TITULO DE ANTICUERPOS PRECIPITANTES

{ Dias pos- Tratamiento ) { Dfas pos- Parto )
Via de ’
Aplicacifn 0 7 14 21 28 Parto Exp.* 12 21 28
Oral Suero ] 0 N.p** 16 32 64 32 64 128 64
Calostro y 128 64 128 128 64
Leche
Intraperitoneal  Suero 0 0 H.p** 16 16 N.p 32 64 128 64
Calostro y
Leche 128 64 128 128 64
Diatélica Suero 0 0 N.p** 32 64 64 32 64 128 64
Calostro y .
Leche 512 512 512 1024 256
Linfdtica Suero 0 0 N.p** 32 64 256 128 256 512 256
Calostro y
Leche 256 128 256 512 128
Testigo s.t.***  Suero 0 0 N.p** 0 0 o 0 o 64 K.p
Calostro
y Leche 0 0 1]

* Dia de exposicién al virus virulento. Se ais1é un lechén de cada camada en Unidades Horsefall, se alimentd arti-
ficialmente y se inoculd a 100 DIL 50 del virus virulento, cuando presentaba signos de la enfermedad se reincor-
porg al resto de la camada.

** N.p.+ No se probd.

*** S T. S§in tratamiento = Células dadas en cdpsula de gelatina con capa entérica.
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fuadro & .- Titulos ce anticuerpos precipitantes en suero sanguineo, calostro y leche de cerdas susceptibies a
GET, después del tratamiento durante la gestacidn con Factor de Transferencia chbtenide de una carda inrunz a GET.

TITULC DE AKTICUERPOS PRECIPITANTES

( Dias pos-  Tratamiento) ( Dias pos  Parto  .)

Aplicacién yj 7 14 2t 28 Parto Exp.* 12 21 28
Oral suero - 0 0 N.p.* 4 32 & 32 64 - 128 G4

Calostro ’

y Leche - 128 64 128 128 o
Intraperitoneal Suero .0 0 "~ N.p. 16 64 64 32 64 64 i

‘ Calostro ‘ .

y Leche . : 128 128 256 128 6o
Diatélica Suero 0 0 N.p. 4 16 32 32 62 128 54

Calostro

y Leche - 256 256 512 1024 312
Linfética Suero 0 0 N.p. 32 64 128 32 128 128 a4

Calostro

y Leche . 256 128 25f 128 128
Testigo s.t. ** Suero 0 0 0 0 c 0 0 & 128 !

Calostre

y Leche 0 0 c

* D7a de exposicibn de virus virulento, Se aisl§ un lechdn de cada camada en Unidades Horsefa!l. So -limen-
16 artificialmente y .se inoculé con 1000 DIL 50 del virus virulento. Cuando ;resentaba signos de la2 ~nforng
dad, se reincorpord al resto ce la camada.

** N.p. = KD se probg.

*xx S T = 3in tratamienty.



-~ 28 -

fuadro S.- Signos ¢! =T nices observ ades despubs del desaffo, 5 a 8 dias pus-parto,
con virus vruleno cle6l* en lechenes de cerdas Lratalis durante 1a gestacidn -
con ¢l wilas 14 nfolless Intestimles ocon F.T. de yn animl  inmume.

- R e gt ——

=R¥
Tratamicqnto '*  por  deaifo Signos CifnicosMbsevvados
élulas dLinfoides 0 ald ' Todos los anT males normales (cerdas y
Intesli ates lechones} 0/ 31,
Testigo 1 Diarrica acups a amrilleonta *** &/7
? Vémito 4/7 )
3 Depresiin, ¢1 arrea, intentos de vomnito ep
la cerda,
1 Muerte 177
5 Véuito, diarrea, deshidratacicén 6/7
‘ ! al Muerta 7/7
Factorde
Trans for @ ncia 0 ald Todos los anirrzales novmales {(cerdas y le-
chones) 0/35
? Un animal inoc wlade paradesd io enpezd a
. . reostrar ncjerT a
4 L1 wisme anima 7} ya no mostraba diarrea
Testigo ] Diarrea acuosa  ararillenta 5/8
2 Vémito (/8 . Depiusicn en la cerda
3 Intentos de vSailo vy derrea en la cerda
Sem ¢ Huerte de lecho nes 7/8

*luatro @ 7dfas posp artose tord al azar un lechén < e cda cawada, se ais1é en
Unidade s lorseTall, s e dllnentd ar-tificialmente y s expiso a 1000 DL 50. -~ -
tuard @l lech&n st ridsignos de geslrecnteritis so coincorpsré con ¢l jocto -

de Yace et 0oao pus e il con se Lrdea,

*r5e ey las 4o W por tro taniento que corres Zondn a las vias de adini-
nistracdcndel  tratin v onlo,

tLoerpedonraddeael o B e be Toans clanrvedos wem siono s y el doponiing for
¢l mGeze ode i abins Znla poeeta g

fatmal cdodesafiom Tao- rue Taceda tratida pervia diatélica,
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Cuadro &.- Lesiones nacroscopicas y sub micuroscépices ohservades oy lochones -

mucrtos después del dasaffe con virus virulento de nastroenteritis transmisibio®.

l.esiones Observade en;

- Deshidratacidn Todos los lechones de 1as cerdas testi--
gos ¥ cn los lechones de desafio’

- Intestino delgado distendide traslid- Todos los lechornes de las cerdas testi--
cido, 1leno de gas y liquide amari-- gos y en los lechones de desaffo.

Nento.

[

Vasos quiliferos vacios. Todos ltos lechones de las cerdas testi--
gos y en los lechones de desafio.

- Hemorragia submucosa en la regidn Cuatro lechones de tas cerdas testigas.
findica del estGmago.

- Atrofia y fusién de vellosidades Todos los icchones de las cerdas testi--
del intestino delgado excepto en gos y ¢n los lechones de desafio.

la primera porcitn.del duodeno.

* Murieron solo los animales inocul ados oralmente con 1000 DIL 50 de virus viru-
lento, cuando se encontraban en Unidades lorsefall y los lechones de las cer--
das testigos después de convivir con les animales inoculados. ’
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Cuadro 7.- Tituln de articuoryos orociuitontes on teon rorgainte v voaccidn do LT antd
GET en lechones nacides de y aranentades por cerdes tratadas con ¢flulay lind .Tdes intes-

tinales de un aniwal irmune a gastrecnteritis transmisible.

Via de Adrinistra- Anticuerpos Precipitentes on Suero
cidn del Tralamien Sanguinco ** Reaccion LIF*
to.

{ Dias post- Hacimiento ) { Dias nost- Nacimiento

Ak b LR

0 5 Exp. 7 12 21 35 __ 0 S Fxp. 7 12 21 35
Oral 0 64 128 25 512 128 |- - - + o+ +
Intraperitoneal 0 B4 106 213 384 . 106 | - - - + + +
Diatélica 0 128 128 256 512 128 | - - - + + +
Linfética 0 64 64 128 512 128 | - - - + + +
Testigo S.T. 0 0 N.p. - - -] - - Hp

*  Reaccidn de inhibicidn de migracidn de linfocites; Se considera positiva si existe -«
15 % de inhibicidn de migracidn en relacidn a2 la migracidn que muastran los leuco-
citos en ausencia del antigeno: '
** Titulo promedio de 3 lechones.
*** fxposicifn al virus virulento entre 5 z 8 dias post nacimiento.

H.p.= llo se probd.

§$.T.= 5in tratamiento
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Cuadro B.- Titulp de anticuerpos precipitantes en suero sanguineg y reaccitn LIF* anii
GET en lechones nacidos de y emamantados por cerdas tratadas cen lacter de Transferen-

cia durante la gestacitn, obtenido de un animal inmune a gastroenteritis transmisible.

Vfa de Administra-  Anticuerpos Precipitantes en Suéro

cién del Tratamien Sanguineo ** Reaccidn LIF *
to. : h
{ DTas post-Nacimiento } ( Dfas post Nacimiento )
koo Ak

‘ 0 5Exp. 7 12 21 35 .0 SExp. 7 12 21 35
Oral 0 53 64 128 25 128 [0 H.p. MNp +  + +
Intraperitoncal 0 54 106 213 384 106 |0 " " - + +
Diatéiica - 0 128 128 25 512 128 |0 " . 4 + +
Linfdtica ) 64 64 128 512 128 | 0 » " + + .
Testigo S_.T. 0 0] N.p. - - - 0 " " - + +

*  Reaccién de inhibicién de migracidn de linfocitos; se considera positiva si existe -
15 ¢ de inhibicidn de migracidn en relacidn a 12 migracidn que muestran los Teu-
cocites en ausencia del antigeno. ’ :

** T{tulo proredio de 3 lechones.

re4 Fyeasicifn al virus virulento entre 5 a & dfas post-racimiento.

Bo se probd

h=]
N
i

I
1t
e

"
1
-
L
=
pued
=]
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Cuadro No. 9

MORTALIDAD OBSERVADA EN LECHONES NACIDOS DE CERDAS INOCULADAS
CON FACTOR DE TRANSFERENCIA Y DESAFIADAS CON VIRUS DE GASTRO-
ENTERITIS TRANSMISIBLE

vfia de Muertos Vivos Total
Administracifn

Oral 0 8 8
[ntraperitoneal Q g 9
Diatélica 0 7 7
Linfitica 0 8 8
Testigo 7 (t] 7

{ P 0C.01)

1-5 11.25 (P 0.01 )

2-5 12.19 {P 0.01 )

3-5 10.28 (p 0.01 )

4 -5 11.25 (P 0.07 )

Prueba de Ji cuadrada para tablas .
(X Comparaciones miltipies basadas en la tabla 2 X 2 tal como 1o descri-
be Navarro estadfsticamente. *

* Nayarro, F.R.: Bioestadistica, andlisis de variables binarias. Mc. Gram Hill.
México 1988,



Cuadro No. 10.
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MORTAL IDAD OBSERVADA ENM LECHONES NACIDOS DE CERDAS INOCULADAS

Vfia de
Administracidn

CON CELULAS LINFATICAS ASOCIADAS AL IKTESTINO.

Muertos

Vivos

Total

Oral
Intraperitoneal
Diatél ica
Linfitjca
Testigo

L o O o o

‘o ~w w © ™

m ~ v ™ o

(P

0.0! )
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que las células linfoi-
des del intestino de un animal inmune a gastroenteritis transmisible, y
las sustancias dialisables producidas por dichas células o por los linfo-
cites circulantes del mismo animal inmune, son capaces de inducir inmuni-
dad celular y humoral especifica en cerdas gestantes susceptibles y que
estos animales dan proteccion efectiva a sus lechones ante el desaffo con
el virus virulento.

La respuesta provocada con los procedimientos utilizados en este
trabajo, se ha denominado " Inmunidad Adoptiva" y consiste en gue un ani-
mal receptor normal adquicre un estado de inmunidad especifico cuandoe recj
be células o productos de células linfoides sensibilizadas que provienen
de un animal inmune (B3, 85). Difiere de Ta inmunidad pasiva dada per an-
ticuerpos, ya que, una vez metabolizados y eliminados por el animal recep
tor este deja de estar inmune. Por ¢) contrario en el caso de la inmuni-
dad adoptiva el animal receptor queda sensibilizado para sequir teniendo
inmunidad celular y humoral especificas y con memoria.

E! animal donador de células linfoides sensibilizadas y de sus
productos (extracto dializable o factor de transferencia) era una cerda re-
cuperada de la infecci6n deliberada con el virus virulento de GET lo cual
aseguraba su estado inmune, Esto fud confirmado por 1as pruebas positivas
de difusifn en agar y de inhibicidn de migracifn de Tinfocitos al momento
de coieccién de dichas células.

Uno de los propdsites de este trabajo era tener la evidencia de
que las céluias linfoides intestinales, una vez sensibilizadas al virus de
GET, eran capaces de inducir al tejido de la gldndula mamaria para produ-
cir anticuerpos especificos contra el virus. Esta evidencia se obtuve cla
ramente al implantar esta clase de c@&lulas en la glandula mamaria de uma
cerda normail durante la gestaci6n y observar gue sus lechones resistian la
exposicion al virus virulento. Asimismo, los resultados con calostro, le-
che y suero sanguineo de lechones, demuestran gque el proceso fué efectivo.
Por otra parte se sabe que la inmunizacidn diatélica en una glandula acti-
va provoca primeramente una respuesta local y pocos dias después, la res--
puesta se generaliza {3), 1o que explicaria claramente 1a presencia de anti
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cuerpos especificos en el suero sangufneo de la cerda. Roux et al {70}
han demostrade experimentalmente en ratones yue la presencia de anticuer-
pos especificos en la leche contra patégenos intestinales, se debe a la
migracidn de células linfoides intestinales sensibilizadas in sitig hacia
la glandula mamaria donde colonizan ¢ inducen a otras cClulas linfoides
adyacentes al epitelio glandular mamario. Estas células se incrementan

en nimero notable durante las Gitimas fases de la preiiez y la lactancia,
De cualquier modo, faltaria dilucidar el mecanismo y el tiempo de migra-
¢idn de los linfocitos T en la cerda, como estimuladores del sistema lin-
fitico intestinal a la glandula mamaria despuds de Ta infeccidn natural.
El trabajo ya clasico de Bay et al (5) y numerosas observaciones clinicas
de campo * senalan que se raquiere que transcurran cuando menos 3 semanas,
entre la infeccidn natural y el desarrgllo de una inmunidad que proteja
efectivamente a los lechones ante el virus virulento. Esto es, que las
cerdas infectadas durante un tiempo menor a 3 semanas antes del parto, no
son capaces de implantar los mecanismos para gue la gldndula mamaria secre
te la clase y la cantidad correcta de inmunoglobutinas para dar proteccidn
a sus lechones.

Se podria pensar que la inmunizacidn parenteral, inctuyendo la
via diatélica, con células completas de uh donador alogénico con respectoe
al receptor, podria desencadenar una reaccién de rechazo. $in embargo, es-
ta reaccidn no se observd, y si ésta llegd a ocurrir, se presenté en forma
subclinica y sin ninguna manifestacidn perniciosa para la salud de las cer-
das receptoras. Una posible explicacidn de elle podria ser que el nimero
de células implantadas fué muy pequefio (6x109) y que si estas células fue-
ron destrufdas liberaron durante o1 proceso algunas moléculas, posiblemen-
te factor de transferencia, que estimuld los mecanismos inmunolégicos de
los animales receptores. Otra posible explicacién serfa que las células
tinfoides intestinales del animal donador inmune estuvieran infectadas con
cierta cantidad de virus y que este pudo producir la infeccidn y posterior-
mente la inmunidad de las cerdas receptoras, Sin embargo, esta dltima posi
bilidad se rechaza al comparar la respuesta semejante que tuvieron las cer-
das receptoras del factor de transferencia en donde no era posible la conta
minacién viral por 1a naturaleza del proceso de obtencidn del factor. Ade-
mds , la respuesta seroldgica a la inoculacién de células sensibilizadas

*Olguin, R.F, comunicacidén personal.
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fué diferente a 1a que se obtiene cuando ocurre la infeccifn oral o paren-
teral con el virus virulento (61},

Frederick y Bohl (24) reportaron que la inoculacidn oral del vi
rus virulento de gastraenteritis transmisible provoca en los cerdos mani-
festaciones de inmunidad celular tanto con céluias linfoides intestinales
como del bazo (seqgin la prucba MIF}, pero que por ¢l contrario, cuando el
virus se inocula por via parenteral, dicha manifestacidn solo se logra con
céluias linfoides esplénicas. Aqui e¢s importante hacer notar que la pro-
duccibn de anticuerpos protectores a altos titulos, en forma sostenida en el
calostro y la leche, se logra Uniamente cuando el virus ha infectado la mu-
cosa intestinal y estimulado las céiulas linfoides intestinales {9, 10, 11,
40).

Ltos resultados obtenidos despuds de la expoasicidn al virus virulen
to de las camadas de las cerdas tratadas por diversas vias con células lin-
foides intestinales inmunes a GET, hacen pensar que este tratamiento fué efec
tivo para desencadenar ]os mecanismo de la inmunidad adoptiva. Seqin Stites
et al (83) la inmunidad adoptiva en ratones se desencadena Gnicamente con lin
focitos poseedores del antfgeno "Theta" en su superficie, o sea linfocitos T.
En este trabajo no se probd si las células linfoides intestinales provenien-
tes del apimal inmuneg poseian ¢l antigeno theta, pero es de suponerse que es-
tas células estaban presentes en la preparaciin que sirvid como tratamiento a
Juzgar por el grado de proteccidn obtenido en los lechones ante el desafio y

la presencia de anticuerpos en el suero sanguinec de las cerdas.

Se detectaran anticuerpos precipitantes en el suerc de las hembras
tratadas hasta veintiun dias después del procedimiento. Los titulos son rela
tivamente bajos pero pueden explicarse por la menor sensibilidad de la prueba
de difusidn en agar, comparada con la prueba de neutralizacién (reduccidn de

placas}) (7).

E1 tratamiento con células linfoides intestinales por via oral se
administrd en una cdpsula de gelatina con capa entérica como se indicé en Ma-
terial y Métodos con el objeto de proteger a las céluas de la accifn dcida del
Jjugo gdstrico. Sin embargo, se piensa que en el intestino las células fueron
destruidas por la accibn enzimdtica intestinal, jero gue algdn producto de
ellas, seguramente factor de transferencia, quedd a saivo de esta accidén y es
timuld una inmunidad adoptiva. Se sabe que, efectivamente, el factor de
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transferencia no es atacado por las enzimas intestinales y que puede ser
absorvido del intestino (48, 30). Esta resistencia y capacidad de ser ab-
sorbido se debe a la estructura de las moléculas pequeias que lo constitu-
yen y a la ausencia de enzimas intestinales especificas. El1 extracto dia-
lizado de leucocitos responsable de los efectos de factor de transferencia
es positivo al biuret y al orinel, y resistente a las Dilasa y RHasa pancrid
ticas asT como a la tripsina {(50).

Varios trabajos en los que se ha utilizado el factor de transfe-
rencia come medio terapdutico o preventivo de diversas enfermedades de los
animales, senalan que este producto proveca en 10s receptores, un aumento
de las minifestaciones de la inmunidad celular especifica (22, 47, 48, 59).
Los resultados de esta investigacibn indican que el factor de transferencia,
también puede provocar manifestaciones de imnunidad humoral. Los métodos y
técnicas empleadas en este trabajo no permiten dilucidar el mecanismo me-
diante el cual el factor de transferencia provoca tales efectos. Sin embar
go, algunas investigaciones recientes dan una base 16gica para poder expli-
carlos. Se sabe que el extracto dializable de Teucocitos es especifico y -
estda compuesto de por lo menos tres fracciones que tienen acciones estimu-
lantes, inhibidora y adyuvante inespecifica (22, 47, 48, 50). Lla accién ad
yuvante inespecifica se debe a pequenas moléculas farmacolfgicamente acti-
vas sobre la funcidn de los linfocitos como sen la serotomina, histamina,
bradiquinina, ascorbato, nicotinamida, prostaglandinas y nucleftidos cfcli
cos {50).

Las otras dos fracciones con actividades inmunolfgicas estimulan-
te e inhibidora son especfificas de antigeno (47, 50), y son producidas res-
pectivamente por los leucocitos T cooperadores ¥ T supresores., La actividad
inmunorrequladora de estas fracciones del factor de transferencia se puede
inferir de los resultados de una seriec de experimentos lievados a cabo por
Lawrence et.al.(50) en donde se pone de manifiesto que la sustancia pro-
ducida por los linfocitos T cooperadores es un fragmento proteolitico diali
zable del receptor antigénice de dichas c¢élulas y que confiere la capacidad
de reaccibn inmune especifica a otras céluTas linfoides no inmunes. Se sa-
be que esta fraccifn del factor de transferencia tiene una ¢omposicidn seme
jante a la fraccidn VH de las inmuenoglobulinas y que se une especificamen-
te al antfgeno. Asimismo, la fraccidn estimulante no contiene los determi-
nantes del antigeno mayer de histocompatibilidad (50Q), To cual explica su
falta de restriccidn paraser utilizado en diferentes especies y en animales
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‘alogénicos de 1a misma especie.

La fraccisn inhibidora (o "supresora® como la llaman Lawrence y
Borkwsky} tiene una funcién fundamentalmente reguladora de la respuesta
inmune. Parece ser que compite con el antigeno especifico por el receptor
de las ¢6lulas T cooperadoras y bloguea su respuesta. Esta acciéin se mani
fiesta si se afade antes que o simultdneamente con el antfgeno a las célu
1as inmunizadas previamenie. La accidn de 1a fraccién supresora se mani-
fiesta también en mayor o menor escala en relacidn con la dosis presente
(50).

Los resultados de este trabajo abren grandes posibilidades para
Ta prevencifn de diverses enfermedades infecciosas de los animales domésti
cos, ya que se pone de manifiesto que es posible lograr la inmunizaci6n
sin necesidad de que los animales entren en contacto con el antigeno. Tal
vez las mejores posiblidades se ofrezean a la clfnica porcina en donde no
ha sido posible el control efectivo de algunos padecimientos por Ta inmadu
rez inmunolfgica que tienen los lechones al nacimiento. E1 factor de trans
ferencia ofrece la posibilidad de “capacitar" inmunoldgicamente y en forma
especifica a los animales.
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