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INTRODUCCION

El Cllera Porcino (CF) es una enfermedad alta
Mente transmisible, que afecta en forma natural unica -
mente al cerdo (5, 6, 12, 26, 29). En Mexico se consl-
dera como el problema mes grave que afecta la porcloul-
tura neclicnal, tanto desde el puntc de vista eplzootlio-
ldgico cono por la repercusion econcmica que representa

para el pafs (18).

Su dlstribucidn geografica es mundial, excep-
to en Australia, Canada, Dinamarca, Estados Unidos, Fin
landia, Gran Bretafia, Islandia, Irlanda, Japdn, Nueva

Zelanda donde ha sido erradicada (38, U3, 4i),

Se calcula que en 1980, México perdlo 757 mi-
llones de pesos a causa de) CP y, en ese aﬁo la pobla-
. cidn poreina era menor. Actualmente se considera que la
poblacidn porcina sobrepass a los 20 millones de cerdos
por lo que se estima que las pérdidas economicas anua -
les sean de aproximaedamente 1,200 millones de pesca (3,
13), vy de ectos se gastan 500 millones de pesos al afio-
unicamente en la compra de vacuna; esto sin contar los-
gastos de aplicacion, las pérdidas que se producen por-

abortos, retraso en el crecimiento de los animales que-



no mueren,~asesorfa medica y principalmente el hecho de-
que no se puede exportar pie de cria o canales a otros -
paises, en donde el CP ha sido erradicado y donde pueden

comercializarse mejor (7, 12, 43, Uu).

Los estados que mayor indice de focos de CP -
tienen a nivel naclonal son: Michoacan (29 %), Guenajua-
to (18 %), Jalisco (10 %), Yucatan (6 %), Mexlco (5 %)
(4l4), Es en estos  estados donde mayores pérdidas econge
micas se producen; esto quizé seq deblido, a que no hay -
un buen control en la 1nfroducc16n de animales tanto ha-
cia las granjas como a la zona (6, 12, 35), o bién que -
las vacunas que se utilizan no proporecionan una solida -
inmunidad debido al mal manejo del bioldgico o fallas en
su produccion (1&, 20, 32, 43, Lh),

Caracteristlcas del Virus

El CP es producido por un virus clasificado -
’ déntro del género Pestivirus, y de la familia Togaviridae
(2, 12, 27) . Eg un virus esferico de 40-70 nandmetros--
(nm) de diametro, con una envoltura adosada a una nucleo
cdpslde eaférica de 25.3% nm de dismetro de simetria ico
sahédrica (18, 32). Su génoma esta constituido por una -
sola molécula de ARN de cadena sencilla de sentido posi-

6

tivo, con un peso de 4.2 x 10 daltons, el cual equivale



al 5.8 7 del peso del virus (2, 27). El ARN se ha dlaql
flcado de cadena positiva debido a que es capaz de infec
tar células y de inducir la sintesis de proteinas in vi-

tro.

El virue es sensible al éter, cloroformo y lo-
afecta la luz solar; sin embargo resiste blén los proce-
sos de salado, congelaclon y se conserva viable durante-
mucho tiempo en la médula de los huesos (12, 27, 50). El
ciclo de replicacion Qiral se 1nicia con la adherencla -
por medlo de receptores, slgue la penetraclén, denuda ~--
cidn viral, sfntesls de proteinas y ARN; hasta llegar al
Ultimo paso que es la gemacidn o brote que en el caso de
. los pestivirus, ocurre con frecuencia en las vacuolas y-
en 1a membrena celular (27). E1 virus del CP ge multipli
ca en diversas células entre las que se encuentran los -
leucocitos y las células endoteliales en el animal vivo,
de ah{ que cause .leucopenias tan marcadas y hemorragias

petequiales en el organismo (55).

El virus del CP comparte determinantes antigé-
nicoe con el de la enfermedad de la diarrea viral bovina
(DVB) (49); esto ha sido aprovechado para intentar inmu-

nizar cerdos susceptibles al CP con virus vacunales de -



DVB; por ejemplo, la cepa DVE, Oregdn CpyB, ﬁroduce una-
buena proteccion contra algunas cepas de CP, pero no con
tra todas. S9e ha incculado vacuna para la DVB, por dife
rentes viss, a los cerdos y posteriormente se han deea ~
fiado con cepas patégenas de CP encontrandose que hay -

proteccidn, pero menor del 100 % (12, 50).

Caracteristicas de la enfermedad
La presentacidn clfnica de la enfermedad ee va
riable y diversos autores la suelen clasificar de acuer-

do con loes dfas de duracidén de la enfermedad (5, 18, 38):

1. Hiperagud@a  -~--- 4 - 2 afas los animales mueren.
2. Aguda  —-e-- 9-18 dfas los animales mueren.
3. Subaguda = --e-- 20-29 dfas los cerdos mueren.

L. Crénica ~—mu= 30-90 dfas los cerdos mueren o -

bién logran recuperarse.

Otros autores clagifican al CP en dos: (19, 39, 43),

1. Célera T{pico o Clésico.

2. Cdlera Atiplco : a) Tremor congénito de los lechones.
b) Cdlera sgudo en recién nacidos.
¢) Cdlera agudo por contacto con -

animales vazunaedos.

d) Cdlera post-vacunal de baja pato
genicldad.



El CP puede suceder con meyor frecuencia en -
plaras en donde los animales no han tenido contacto con-
la enfermedad en las que se alcanza casl un 100 ¥ de mor
bilidad y mortalidad; en estos casos la enfermedad puede
dlagnosticarse con facilidad ya que existe una m{nima o-
nula contaminacldn bacteriana. 8in embargo, en animales
Que ya han tenido contacto previo con la enfermedad y eg
ten parcialmente inmunes el diagnostico es mas complica-
do, pues los signos clinicos son variados. Ademas, e8 vO
sible que las hembras gestantes transmitan la infeccidn-
a los lechones por via transplacentaria (Liess 1981), y
que Be provoquen efectos teratogenicos, muertes, malfor-
maclones, momificaciones, neonatos o muertes perinatales
o bi€n, que nazcan los animales y que presenten una in -
fecclon subclinice persistente de la enfermedad, y que -
gean 8l mismo tiempo portadores del virus y de esta mang
" ra ase siga disemlnando la enfermedad tanto en la granja-

como en la zona (6, 7, 19, 20, 30, 34, u42),

Los signos clfnicos mas importantes de la en -
fermeded son: pérdida del apetlto, aumento de la tempera
tura (41-420C), temblores musculares, amontonamiento en-
los rincones, estrefiimiento alternado con perlodos de -

diarrea de color mostaza, secreclcnes mucopurulentas de-



de ojos (legafias), descargas nasales, eritemas en la -~
plel del vientre, orelas, parte interna de los muslos,
vomi to, disnea.

La cuenta leucocitaria total disminuye de 9 OC0 a 3 000
o menos c€lulas/mm> (1, 25); la cuenta mds baja se ha -
encontrado entre el cuarto y séptimo dfa después de la-
infeccidn (6, 7). Los signos nerviosos suelen ser  ---
ataxia, pardlisis, temblores, incoordinacicn y convul -

siones (9, 12, 18, 20}.

Las lesiones & la necropsias que con mayor fre
cuencla se encuentran son: hemofragiaa petequiales en -
ia mucosa de la veliga, en tejido subcutaneo, laringe,
mucosa gdstrica, ganglios linfaticos (mandibulares, es-
capulares, inguinasles, hepaticos, renales), infartos en
bazo y rifion, tonsllas con hemorragias, ebscesos y con-
gestidn, Ulceras botonosas en valvula ileocecal que se-
observan en la fase subaguda y ordnica de la enfermedad
tanbién en dstas etapas ee puede observar el engrosa --
miento de la linea de osificacidn costo-condral (26, 29

32, 34, 38, 39, k2, u43),



A
Control por vacunaclon

Para poder controlar el CP es necesario el -
uso de vacunas; estas deben proporcionar un buen grado-
de seguridad y proteccién, de otra manera gse corre el -
riesgo de que se exacerben los problemas infecclosoe, -
los erdnicos o que se pueda presentar la enfermedad en
forna sguda (9). 8Se han hecho trabajos para decidir -
cual es la vacuna ideal para conocer la dosls con la -
cual los animales quedan proteglidos, vara determinar -
que efectos eecundarios puede tener el ueo 1ndlscrimlng
do de vacunas, y conocer comb se afectan los animales =
después de la aplicacidn, por ejemplo cdlera atipico -

post-vacunal (13, 34, 36, 53, 54).

Existen varios tipos de vacunas contra el CP-
pero las que mas se utilizan son: vacunas a base de vi-
rus vivo modificado, vacunas a base de virus inactivado
¥ suerce hiperinmunes.

Las principales caracter{sticas de las vacunas
de virus vivo modificado son: &) estar elaboradas con -
virus de cdlera porcino activo modificado; b) produclr-
ge en cultivos celulares primarios o estables de cerdo,

bovino, sangre, bazo y/o gangliocs linfsticos de conejo;



c) se les debe hacer prueba de pureza, con la cual se -
determina que el producto vacunal esta libre de cual --
quier contaminante; d) tener un tftulo de 1x10° part{ -
culas por dosls como minimo; e) se les debe hacer una -
prueba de inocuidad, en donde el elaborador asegura el-

grado de proteccion (36).

Las caracterfsticas de la vacuna de virus -
inactivado son: a) que los virus que se utillizan esten-
inactivados; b) su origen puede ser de sangre y/o bazo-
de cerdo infectado; ¢) se debe producir en cerdo o cone
Jos sanos; d) se les debe realizar pruebas de purers e-

inoculdad; e) se les debe hacer prueba de potencia,

El suero hiperinmune tiene las sigulentes ca-
racteristicas: a) proviene de suero sanguineo o plasma-
que contengﬁ anticuerpos especfficos obtenidos de cerdoa
- hiperinmunee con virus de cdlera porcino; b) puede con-
tener preservativos; ¢) para poder producirlo se nece ~
sita de cerdos sanos; d) se le debe hacer prueba de pu-
reza; e) practicersele prueba de seguridad e inoculdad

(36).

Una de las vacunas inactivadas mas utilizada,



fué la de cristal violeta, la cual fué desarrollads vor
MeBryde y Cole (1963), la vacuna se prepara a partir de
sangre virulenta de cerdo desfibrinada a la que ge le -
agrega glicerina y cristal violeta; cuandc se aplica a

los cerdosla vacuna, deserrolls buenavinmunidad.

Las vacunas que se utilizan de virus vivo son
preparadas a gartir de virus modificado, ya sea por ova-
ses en series de conejo, o pases alternados en conelos

y cerdos, o a traves de cultivos celulares.

Los virus atenuados proporcionan una inmunl «
dad precoz, mas sclida y mas duradera que las vocunas -
de virus lnactivedos (33, 36, 48). Las vacunas contra-
el cOlera porcino de mayor usc en México son elaboradas

con virus vivo modiflcado (33).

Las vacunas que mayor importancia tienen son-
lae atenuadas PAV-1, PAV-250; con la GP se erradico en-
Japén, Yy la de la cepa China; los resultados obtenidos-
hasta ahora son que ha funcionado mejor la cepa China,

ademds de que es la mda utilizada (42, 48, 52).
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Respuesta inmune

El desarrollo de la respuesta inmune de cerdos
inoculados con TP ha sido estudlada por medio de prue -
bas de seroneutrallzacién, hemoaglutinac16n, transforma
cidn blastolde de linfocitos. Tambien se han tomado en-
coneideracion las cuentas leucocltarias, se ha observa-
do que la vacuna elaborada con cepa China provoca ung -
leucopenia muy marcada hac{a los dfas tercero y séptimo
después de la vacunacidn con esto se pone de manifiesto

que el periodo de viremia dura de 10 a 11 dfas (52, 55).

El calostro de las cerdas inmunizades contra-
el CP confiere proteccidn a los lecheones durante 5-7 se
manas después del parto; con referencla a esto se han -
hecho trabajos para conccer que tanto protege el caloe-
tro a los lechones y se ha podido demostrar gque confie-
re wa proteccion soclida por lo menos durante las prime-

' ras semanae de vida (11, 14, 15, 31, 32, 35, L0).

La respuesta inmune de los cerdos depende mu
cho de la edad, o s{ de los cerdos provenien de madres-
inmunizadae y tienen anticuerpos calostrales. El lechén

es defendido en forma pasiva a traves del calostro, a -
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los dfez dfas los lechones tienen una debil respuesta -
inmune, por lo que ee considera que es hasta despues
del destete o bie€n a las sels semanas en que los lecho-
nes pueden defenderse por sl solos, por lo que hay que-
tener en cuenta que no se pueden vacunar antes, ya que-
los anticuerpos maternos pueden neutrelizar a las vacu-

nas (10, 11, 14, 16, 35, 37).

El virus del CP eg inmunosupresor dado que se
observs una dlsminucion en la respuesta humoral a un an
tigeno no relaeionado con la enfermedad como seria la -
lisozima, as{ como un bajo {ndice de estimulacion en la
transformacién blastoide, esto tanto en animales vacuna
dos como en animales no vacunados, pero esta reaccion -
dura hasta 11 afas despu€s de la infeccidn, ya que des-
pués de este periodo los animales que han creadc antl -
cuerpos contra la enfermedad se recuperan y logran te. -
ner nuevamente la capacidad de responder en la transfor
macion blastoide (9'). Fn diversos trabajos se ha estu-
diado la respuesta inmunologica (9', 14, 15, 16), y se
puede deducir que el cdlera porcino préduce una inmuno-
supresién Y& Que provoca una marcada leucopenla en los
cerdos no vacunados y €sta se muestra a los 14 dfas des

pués de la 1nfec016n, mientras que en los cerdos que -~
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han sido vacunadoe la leucopenla es translitoria y menos
intensa, ademds de que se presenta un retardo en la sig
tesis de antlicuerpos de la respuesta secundaria contra-

un antigéno no relacionado con el virus (9').

En la enfermedad de Peste Porcina Afrleana -
(PPA), se han encontredo efectop similares, como el que
se presenta uns leucopenia, as{ como una trombocitope -
nia al igual que en CP, pero también se ha encontrado -
‘que la replicacidn del virus puede hacerse en monocltos
y macrofagos provenlentes de médula 6sea, y en leucocl-
tos, Con estos estudios se ha comprobado que los monocl
tos son mes sensibles al virus que los leucocitos. Otro
dato importante de estos estudlos es que al 1gual que -
en el cllera porcino el mimero de los linfocitos circu-
lantes decrece, mlentras que el numero de nedtrofilos -
se incrementa debido al reemplazo que ocurre de lag for

mas maduraes por formas Juveniles (52').

No se han hecho estudios mé&s profundos sobre
el efeeto del virus del cllera porsino sobre el sistema
inmune del cerdo. Con respecto al sistema inmune normal
se puede mencionar lo siguiente: los linfocitos B son -

precursores de c€lulas plasmaticas y son productores de
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anticuerposg, tienen en su membrana receptores espeofri-
cos para la porcion Fc de la inmunoglobulinas., La apa -
ricidn de receptor de complemento {(C') @ la membrana de
los linfocitos & indicativo de madurez de la célula.

Exlsten dos subpoblaciones de linfocitos B; los B con -
receptor péra Fc que forman rosetas con eritrocltos ou
blertos de anticuerpos (Bfc). Los linfocitos con recep~
tor para complemento, los cuales forman rosetas con erl
trocitos cublertos de complemento, y poseen receptor

para el factor C3b del complemento (BC').

Los 1infocitos T son capaces de unir gldbulos
rojos de borrego y formar rosgetas, estos linfocitos no-
sintetizan anticuerpos y suelen aparecer durante la ma-
duracidn. Exlsten tres subnoblaciones de linfocitos T;
los T totales que forman rogetas con erltroocitos de bo-
rrego (Ttot); loe T autdlogos que forman rosetas con -
eritrocitos de cerdo {Taut), son marcedores de inmadu -
rez, y los T de alta afinidad que forman rosetas con -
eritrocitos de borrego en 30 minutos {Taa), son marcado

res de madurez (10),

Los linfocitos Null, estos no poseen ningin -

marcedor para formar rosetas ni con eritrocitos de cerdo
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ni de borrego, al nacer los animales estae c€lulas tie-
nen un nuimero muy alto, perc al paso del tiempo estos -
valoreg dieminuyen. En algunos trabajos de postula que-
estas célulag pueden ser inmaduras y conforme pase el -
tlempo estas me transforman en linfocitos T, ya que des
pués de una timectomla los valores decrecen (4, 10, 21,

37, 41, 45, 47, Lg).

Los valores normales de las cflulas en los -

cerdos son (10, 32, 38&).

‘Eritrocitos ——————— 6.5 x 106 célulaa/mmB.
Leucocitos ~-mwmmen 11-22 x 107 células /mmo.
Eosindfilos  —-eeem-- 55-2420 células/mm3.
Bagofilos = memm--e- 0-440 c€lulas/mm?.
Monocitos W = eeccaeaa 220~2220 oélulaa/mmB.
Linfocitos mmmmmeae 3290-13640 oflulas/mm>.
N. Segmentados =—------- 3080-10340 células/mm°.

. N. en Banda acemae-- 0-280 célulaa/mmj.
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Los valores encontrados en la d€cima semana de edad son

(10).

Leucocitos emem-me- 15,782-13,7356 células/mml.
Linfocitos memeewe- 9,453~ 8,228 células/mn-.
Moncoitos = mmee--ee- 1,263- 1,093 células/mn-.
N.Segmentados —------- 4,103- 1,571 células/mn-.
N.en Banda e emmmm s 317 - 275 células/mmB.
Fosinofilos  aacamama 317 - 275 células/mmJ.

Por medio de la formacion de rosetas se pudie
ron conocer las subpoblaciones de los linfocitos, estos

valores son de animalea de diez semanas de edad (10).

Rosetas T,
Linfocitos T totales =~-ww- 47.;%
Linfocltos T a8, @ ===a- 29.%%
Linfocitos T aut,  =-=-- 0.8%
Rosetas B.
Linfocitos B £f6  ~vcwwmeu-- 27.%%
Linfocitog B €'  cememec-n 27.44%
linfoecitoe Null eececeaeeo- 24.9%

Durante la primera semsna de vlda los linfoocl

tos Null lncrementan notablemente sus porcentajes y dis
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minuyen hacfa la décima semana (34.24% ¥); sin embargo -

en los valores absolutos hay un pequelo aumento (10).

La cuenta leucocitaria es la prueba que mas -
se utiliza para el dlapgndstico de laboratorio, ya que -
el virus provoca una disminucidn de los leucocitos; to-
mando en cuenta €sto, y el trabajo realizado por Cisne-
ros en 1985, ge re;11z6 este trabajo para comparar los-
valores que se obtuvierdn después de inocular cerdos -
sueceptibles, ademas de comprobar sl es que el virus -
provoca una disminucidn de los linfocitos, as{ como de~
las subpoblaciones de estos, y obmervar las alteracio -

nes que se provocan en la biometria hendtica.
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CBJETIVOS

l.- Determinar como se afectan las concentraciones de -
leucocitos, linfocitos, monocitos, neutrdfilos en -
banda, neutrdfilos segmentados, eosinofilos y basc-
filos en cerdos inoculados experimentalmente con -

virus de colera porcino.

2.~ Conocer como se afectan las subpoblaciones de los -
linfoclitos circulantes, en lechones inoculados expe

rimentalmente con virus de'cSIera porelno,
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MATERIAL Y METOCDOS

ANIMALES: Se utilizaron 10 cerdos susceptibles
al odlera porcino, de aproximadamente 60 dims de eded -
que no hebfan sldo vacunados previamente contra el cdle
ra poreino.

VIRUS DE EXPOSICION: Se utilizd viruse patoge-
no de cllera poreino, depa AMES con un tftulo de 1x106
pertfculas virales que es la DL50 por mililitro. A cada
animal se les inocularon 2ml por via intranuscular{IM).

PROCEDIMIENTO: Antes y cada tercer dfa despu-
€s de la inoculacion, a cada animal se le tomo una mueg
tra de sangre para determinar leucocitos totales, neut.
tréfilos segmentados, neutrdfilos en banda, eosindfilos,
baeéfilos, monocitos, linfocitos T tovdies (Ttot), lin
fooltoe T de alta afinidad (Taa), linfocitos T autdlo -
gos (Taut), linfocitos B con receptor pars fo (Bfe), -

1infocltos B con receptor para complemento (BC'), as{

como linfocitos Kull.

Tambieén se obtuvd sangre heparinizada, para hacer -
cuentas leucocitarias; se mezcld la sangre con reactivo
de TﬁrK, ¥y se contaron los leucocitos en la camara de -
Neubauer para obtener los valores absolutos. De esta mis

ma sangre se hiclerdn frotis sanguineos para tefiirlos -
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con colorante de Wright modificado y se contardn linfo-
citos, monocltos, neutrofilos segmentados, neutrofrilos

en banda, eosindfilos y basdfilos.

TECNICA PARA LA PURIFICACION DE LINFOCITOS,

1. La sangre ce obtiene por puncidn yugular (10 ml).

2. Se desfibrina con perlas de vidrio.

3. Se lava 1a sangre 3 veces con solucidn salina balan-
ceada de Hank, por medio de centrifugacion durante -
10 minutos a 800 xg, decantando el sobrenadante ‘cada
vez.,

4. En el ultimo lavado se obtiene la capa blanca de lin
focltos, se depositan suavemente en un gradiente de-
densidad de Ficoll-Hypaque (24 partes al 9% en golu- .
cidn acuosa de Ficoll y 1l partes al 34% de Hypaque,
laboratorios Sigma-Winthrop), con una densidad espe-
cffica de 1.076 gr/cm3. Centrifugar a 800 xg durante
310 minutos,

5. 8¢ colecta la fraccion media, la cual es rica en 1in
focitos y se lavan dos veces en solucion salina ba -
lanceada de Hank, por medlio de centrifugasién durante
10 minutoe a 800 xg decantandc el sobrenadante en ca
da lavado.

6. E1 boton de linfocitos se resuspende en 1 ml de sola
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oidn salina balanceada de Hank, suplementada con 2% de
Suero Fetal Boviro; se sjusta la cantidad necesaria pa-
ra tener de 4 a 5x10% células por mililitro.

La viazilidad celular me determina con colo -

" rante de Azul de Tripano en solucion al 2.

OBTENCICN DE GLOBULOS ROJOS DE BORREGC (GRB) Y DE CERDO
(GRC).
La sangre de ambas especies se obtiene en 304

lucion de Alsever (volumen-volumen), y ese lavan de 2 a
3 veces cads una de ellas con solucidn salina amortigua
dora de fosfatos (38AF), pH 7.4 por centrifugacion a -
800 xg durante 12 minutos, se decanta el sobrenadante.
‘Los eritrocitos deben de quedar exentos de hemoglobina-
libre y de la capa flogistica.

Del botdn de eritrocitos de borrego se toman O,2ml
Y se mezclan con G.8 ml de SSAF; éeta es la Solucidn al
. 2% ae GRE.

Del botdn de eritrocitos de cerdo se toman 0.2 ml
Yy se mezclan con 9.8 ml de S3AF; €sta es la Solucidn al
2% de GRC.

Del botdn de eritrocitos de borrego se toman O.2ml
y se mezclan con 9.8 ml de 8SAF; ésta es la Solucidn al

5% de cRE.
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Los GRB se usardn psra formar rosetas totales y de
alta afinidad (Ttot. y Taa.), y los GRC para former ro-
setas autélogas {Taut): todas estas subpoblaciones son-

de linfocitos T,

SENSIBILIZACION DE GRB CON HEMOLISINA Y COVPLEMENTO.

De la suspension de ORB al 5% se toman 5 ml,A
86 mezolan son 4,975 ml de solucidn salina fisiologica-
y:25 microlitros de hemolisina que contenga una unidad-
subaglutinante, se incuba durante 30 minutos a 37°C y -
después se incuba 30 minutos a 4°C, Los GRB se lavan--
dos veces con soluclon salina balanceada de Hank duran-
te 10 minutos se centrifuza a 800 xg decantando el so -
brenadante despues de cada lavado. El boton se resuspen
de en 5 ml de esolucidn salina balaﬁceada de Hank. Esta
suapensién ee usc para formar sodetas de linfocltos B -

con receptor para fc {Bfc).

De los GRB gensibllizados para formar Bfc se--
toman 2.5 ml y se mezclan con 2.459 ml de solueidn sal}l
na fisiologica y 41 microlitros de suero de conejo (co-
mo fuente de complemento); ge incuba 20 minutos a 17°C,
Los GRE con complemento se lavan dos veces con solucidn

salina balanceada de Hank vor medio de centrifugacion a
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200 xg durante 10 minutos,vdeéantando el sobrenadante -
daspués.de cada lavado; el botdn se resuspende en 5 ml-
de solucidn salina balenceada de Hank; esta suspension-
ge utilizg para formar rosetaes de linfocltos B con re -

ceptor para complemento (BC').

FORMACION DE ROSETAS.

Formacion de rosetas de linfocitos T

Rosetas T totales.- 3¢ mezclan 0.2 ml de GRB al 2% con-
0.2 ol de guepenaién de linfocltos c¢on una concentra
cién de ¥ a 5x10° células por mililitro; se incuba a
4oC durante 18 horas y se centrifuga de 3 a 5 mlnutos
a 400 xg.

Rosetas T de alta atinldad.- Se mezclan 0.2 ml de GRB -~
al 2% con 0.2 ml de suspensién de linfoclitos con una

" concentracidn de U4 a 51106 células por mllllifro; se
inouba 15 minutos a 37°C y se centrifuga de 3 a 5 mi
nutos a 400 xg.

Rosetas T autdlogas.- %e mezclan 0.2 ml de GRC al 2% -
con 0.2 ml de suspension de linfocitos ¢cOn Una Con--
centracidn de 4 a 5x106 células por mililitro; se in
cuba a 4°8 durante 18 horas y se centrifuga de 3 a 5

minutos a 400 xg.



23

Formacidn de rosetas de linfocltos B.

Rosetas Bfc (fraccion fc de las inmunoglobulinas).- Se
mezclan 0.2 ml de GRB sensibilizados con hemolisina-
con 0.2 ml de suepensién de linfocitos con una con -

6

centracion de 4 a 5x10 células por mililitro; se in
cuban 30 minutos a 37°C y se centrifuga de 3 a 5 mia
nutos a 400 xg,

Rosetas BC' (complemento).- % mezclan 6.2 ml de GRB -
sensibllizados con complemento con 0.2 ml de suspen-
8idn de linfocltos con una concentracion de U a 5x106
c€lulas por mililitro; se incuba 15 minutos & tempe-
ratura amblente y se centrifuga de 3 a 5 minutos & -
4oo xg. |

La lectura de thas mezclas se realiza utili-
zando volumenes iguales de Azul de .tripano al 2%, con -
las suspensiones de rosetas,

Las rosetas se dara&n como positivas cuando se
unan a un eritrocito, 3 ¢ mes linfocitos. Se cuentan -
hasta 100 células, tomando en cuenta loe linfooltos for

nadores de rosetas y los no formedores, los resultados

son expresados en porcentajes.
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RESULTADOS

De los 10 cerdos expuestos, 7 murlerdn y 3 80
brevierdn probablemente debido & un remanente de inmuni
ded materna ya que provenian de granjas donde se inmuni
28 contra el cdlera porcino a las cerdaé antes de la =~
monta.

En relacidn a los valores leucocitarios, de -
los animales inoculados de 21,778 células por mililitro,
disminuyeron a partir del segundo dfq post-inoculacion,
alcanzando hasta U4,U4%3 células por mililitro para el dfa
12.

En los animales gue sobrevivieron los leucocl
tos, alcanzan 5,000 celulas por mililitro hacia el dfa
14 (figura’l).

Les concentraciones de linfocitos, monocitos,
neutrdfilos en banda y neutrdfilos segmentados, asf -
cbmo'los eosin6rilos, fuerdn disminuyendo, alcanzando -
. los valores m{nimos al dfa 12; en los animales que 10w~
grardn sobrevivir los valores ge recuperaron; sin llegar
a'aléénzar los valores normales (figuras 2, 3, 4).-

En cuento a loe linfocitos T totales y T de =
alta afinidad, en las figuras 5 y 6 se pueden observar-
que los valores emplezan a declinar tenlendo una consi-

derable baja para el dfa 5, y siguen dlsninuyendo hasta
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llegar al dia 14; los valores de los linfocitos T autd-
logos se incrementan el Afd 2 después de la inooulacidn
y se mantienen elevados, hasta el dfa 7 en que diswinu-
geron (figura 4).
En relacion a los valores de linfocitos EBfe ,
BG' y Null estos inlcian el descenso para el dafa 2, al-
canzando la mdxima disminucidn para €l dfa 12 (figuras-
7, &).
Fn lo que ge refiere & los porcentajes de lin
‘focltos y sus subpoblaciones, se nota que los indicados
res de invadurer aumentsn conforme transcurre la enfer-
medad y los que son madurog disminuyen drésticamente, -
principalmente hacia el 4fa 7 después de la inoculzcidn:
pera el dfa 12 y 14 disminuyen totalmente las subpobla-
clones indicadoras de inwadurez, mientras que lag indi-
cedoras de madurez empiezan & recuperarse (figuras O,

10, 11).
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Fig. 3  CONCENTRACION DE NEUTROPILOS SEGMENTADOS Y
EN BANDA, CIRCULANTES EN CERDOS INOCULADOS
CON VIRUS DE GOLERA PORCINO.
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Fig. & CONCENTRACION DE LINFCCITO% T alte afinidad

Y T autologos CIRCULANTES EN CERDOS INCCULA
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Fig. 7 CONCENTRACION DE LINFOCITOS Bfe Y BC!
CIRCULANTES EN CERDOS INOCULADCS CON
VIRUS DE COLFRA PORCINO.
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Fig. &  CONCENTRACION DE LINFOCITOS NULL
' CIRCULANTES EN GERDOS INCCULADOS
CON VIRUS DE COLERA PORCIKO.
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Fig. 9 PORCENTAJE DE LINFOCITOS, LINFOCITOS T tota-
les y T alta afinidad CIRCULANTES EN CERDOS
INOCULADOS CON VIRUS DE COLERA PORCINO,
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Flg. 10 PORCENTAJE DE LINFOCITOS T autologos;
Bfc y BC' CIRCULANTES EN CERDOS INOCY
LAPOS CON VIRUS DE COLERA PORCINO.
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Flg. 11 PORCENTAJE DE LINFOCITOS NULL
CIRCULANTES EN CERDC3 INCCULA
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DISCUSTION

El virus del cilera porcino provoca un& marce
da leucopenia que se ha asociado a una inmunosupresion
en los animales. De hecho la leucopemnia se determina iw
con finas de dlagnostico (12).

Los datos encontrados, indican que ademas de-
provocar una disminucidn de loe leucocitos, las deméds -
celulas tambien dieminuyen y eﬁ por esto que los animaw
les no pueden montar una respuesta inmune sdecuade (55)

En este trabsjo me pudo determinsr la leuco--
penia, as{ como las disminuciones de las subpoblaclones
de linfocitos tanto los T co=o loa B.

De acuerdo con los resultedos, el virus del -
colers poroino ffecta a todas las c€lulas circulantes -
sin tener preferencia por ninguna de ella (1, 25).

Los neutrdrilos en banda se encuentren aumen-
tados desde el principio de la enfermedad, aunque para-
el dfa 7 se elevan considerablemente y disminuyen drés-
ticamente despu€e del dfa 9 post-inoculacidn (figura 5)
esto se puede exvlicar ya que al ocurrir inmunosupre --
sién, aparecen infecclonee gecundarias por gérmenes -
oportunistas, y que los neutrdfilos en clerto momento -

pudierén controler dichas infsccliones; pero que aunado-
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a esto existic una excesiva proliferacicn viral por lo-
que las c€lulas disminuyerdn.

En cusntc a los linfocltos, monocltos y neux
trofilos segmentados, da la impresidn de que el virus -
afecta principalmente & los linfooltoes destruyeéndoles,
¥y cuando ha pasado\el periodo de proliferscion viral -
las células linfoides emplezan & recuperarse {figuras
2, 3).

Loe linfocitos T son los encargados de 1a res
puesta celular y tienen 3 subpoblaclones: T totales, T
de alta afinidad y T sutdlogas; las T de alta afinidad-
son marcadoras de madurez y las T autdlogae son marcado
ras de inmadurez (10). Como el virus del ccolera porcla-
no produce una disminucidn de los linfocitos, T totales
y T de alta dfinidad aparentemente hay un estimulo para
que se produzcan linfocitos inmaduros; o T autdlogos, <
ya que esto8 aumentarcn considerablemente, y disminuyes
ron hacia el dfa 9 (figuras 5, 6, 9, 10)

Por otro lado los linfocltos B son los encar-
gados de la respuesta inmune humoral y tienen dos subpo
blaciones: Bfc {fraccién fc de las inmunoglobulinas), ¥
los BC' (fijadores de complemento); ambas subpoblaciones
son marcadoras de madurez (1C)}. Lae subpoblaciones de

los linfoclitos B, se vierdn drasticamente dlsminuldas -
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desde el dfa § después de la inoculacicn, llegando a -
eus valores mae bajos hacim el dYa 12 {figuras 7, 10).

La concentracidn de linfocitos T y B debe ser
de 42 ¥ y 27 € respectivamente para establecer una res-
ruesta inmunoldgica satisfactoris.

Debido a que los valores de los linfocltos T
estuvierdn por debajo de lo normal y los valores de loe
linfccitos B por encima de lo normal, es probable que -
no hubé una buena complementacion en cuanto a las fun -
ciones de ambos (10).

Por lo que corresponde a los valores de los -
linfocitos Null estoe estan dieminuidos desde el dfa de
la inoculacicén; estos linfocitos van desapareclendo con
la edad (41). En el traba)o se vio que para el dfa 14 -
€stos ya estan muy debajo de lo normal en los animales
que llegardn a término del experiméntd (figurae 8, 11).

Los resultados indican que el virus de cdlera
porcino deatruye todos loe leucocitoe de le sangre apa-
rentemente maduroe, por lo que el animal produce células
inmeduras (T autclogos y neutrdfilos en banda), para re
poner las celulas perdidas. Es probsble que al no exis-
tir un numero adecuado de células la resvuesta inmune &
ge vee deprimida.

Esto permitiria entender porque los cerdos -
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con cdlera porcino crdnico o semi agudo presentan signos
clinicos variados ya que los animales 81 estar inmunosu-

primidos pueden ser invadidos por germenes oportunistas.
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CONCLUSIONES

El virus del colera porcino produce una disminucidn de-
leucoclites clrculantes (leucopenia), asf{ como de linfo.

citos (linfocitopenia), y sus subpoblaciones,

En egte trabajo se pudo comprobar que los linfocitos =
mayormente afectados son log maduros (T totales, T de -
alta afinidad, Bfc y BC'), es por esto que el sistema -

inmune no puede establecer una respuesta 1nmunolégica

satigfactoria.
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