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Se emple8 la técnica de Anti pos £1 tes, para de-
tectar el virus del Cblera Porcino en leucocitos de muestras
de sangre provenientes de: d pech de pad la
enfermedad por infoccibn natural, de 10 animales inoculados
en forma experimental utilizando la cepa virulenta AMES, -
de 10 cerdos inoculados con la cepa modificada PAV 250 y de
10 cerdos sin inocular.

En el grupo de los animales sospechosos 26 musstras presen-
taron fluorescencia especifica y 33 resultaron negativos --
igual que las muestras de los cerdos controles.

En los 10 cerdos inoculados con la cepa AMES, se observd -

n ia ffica en 1los leucocitcs desde el cuarto
y quinto dfa posterior a la inoculacibn.

En los 10 cerdos inoculados con 1la cepa PAV 250 no se obser
v el antfgeno viral en los leucccitos.

El diagn8stico emitido se comprobd realizando la prueba de
inmunofluorescencia sodre impresiones de toneilas, ganglios
y bazo, obtenidos cuando se sacrificaron o murieron anima--
les de los diferentes grupos.



INTRODUCCION. -

El Cblera Porcino (C.P.), e¢s una enfermedad de los cerdos,
producida por un virus de la familis Togaviridae, que los
afecta en forma hiperaguda, aguda 6 crénica, con resulta-
dos generalmante mortales. En la forma hiperaguda no se -
observan signos clinicos y la muerte acontece sGbitamente.
En los casos crénicos, los animales sobreviven més de 30-
dSas, resolviondose con la muerte § la recuperacibn de los
animales afactados (13). En nuestro pals esta enfermedad -
se presenta con mayor frecuencia en la formsa aguda, y los
signos més coounmente observados en los animales afectados
son: apatfa, poreza, anorexia, hipertermia, conjuntivitis,
constipacibn, diarrea, eritema marcado de la piel; hacia -
la fase final de la enfermedad, los animales se agrupan --
unos sobre otros, al cuarto dia de inciado los signos su -
fren incoordinacibn y paresia de los miembros posteriores.
La mucrte generalmente sobreviene entre los 7 y 12 dfas --
dospués de manifostarse los primeros signos (13,15).

El virus que produce la enfermedad no tiene cepas antigéni-
camente diferentos pero si estirpes que varfan en su viru-
lencia 10 que produce las difcrentes farmas de presenta- -
cibn do la enfermedad (%,13,15,28),

En condiciones naturales la infecciln viral se efectfa a -
trwvés de las mucosas del tracto digestivo superior o del-
aparato respiratorio, a partir de aerosoles, agua § alinen
tos contaminados con heces, orina y otros ~xudados corpora
les provenientes de animales enfermos (13, 22, 29, 31)

Experinmentalrmente e ha estudiado la patogenia del virus,-



haciendo inoculaciones en animales susceptibles por dife-
rentes vias y doterminando el orden cronolfgico en que ge
afectan los 6rganos, detectando la presencis del antigeno
viral mediante el examen histopatolégico, por i{nmunofluo-
rescencia 6 inoculando animales susceptibles (10,11,12,1n,
29).

Las muestras para determinar la localizacibn del virus se
tomaron a diferentes lapsos y el virus se localizb inicial
mente en las tonsilas entre la primera y tercera hora des-
pués de la inoculacibn (2,13,18,27,29). A la quinta hora,
e) virus se detecté en los ganglios linf&ticos regionales,
en los que produjo una ligera inflamacibn e infiltracién
eosinofflica. A la octava hora, el virus se detect§ en la
sangre, principalmente en los leucocitos los cuales fueron
altamente infectantes para animales susceptibles (13,29).

Entre quince y dieciocho horas, el virus se encontr$, en -
el sistema linf&tico y en la pared de los vasos sanguSneos,
produciendo degeneracién hidrépica del endotelio vascular
de los capilares, y despubs de cuarenta y ocho horas, se -
pudo encontrar on los tejidos de la mayorfa de los &rgancs.
El virus alcanz su mfxima concentracién en la sangre entre
el quinto y octavo dfa, después de la inoculacibn en los --
casos crSnicos la concentraciSn viral tiende a disminuir a
partir del décimo dfa (10,11,12,13,18).

El tiempo en que se efectGan estos cambios y la severidad -
de las lesiones que se¢ producen, varian de acuerdo a la - -
virulencia de las estirpes lel viris ccifricc, a la resis--
tencia y respuesta inmunc individial, o 1. arociaciones --
bacterianas Gue agravan ¢l -uadro, preduc.e-

- uiferentes -
formas de pre-entacidn de low. nignos, asf ' .nc ramlios pa -
toldricos post-rorten. de tal forma aue en s.aiha LcA“ ' H --



nes el Médico Veterinario no puede efectuar un diagnstico
oportuno (3.5,6,10,28,35)

Kuch

investigad se han dedicado & buscar un mftodo -

répido y eficaz para el diagnéstico del C.P., basindose --

tanto en la historia y cuadro clfnico como on las lesiones

observadas a la necropsia de los animales sospechosos, tam

bien se han ensayado reacciones serolégicas, determinacibn

de 1a modificacifn de los niveles de calcio y fésforo en -
¢

el suero neo, ta 1 itaria y afs recientemen-

te empleando las técnicas de¢ inmunofluorescencia en mues--
tras obtenidas a partir de exfmenes post-mortem.

Los mftodos empleados para confirmar el diagnbstico de C.P.

han mostrado ser eficientes pero en cads uno, existen limi
tantes.

a) La historia y signologfa clfnica en muchos casos no son
de valor diagnfstico en virtud de que existen otras en-

fermedades que P los mismos signos y lesiones(
7,13,28,35)

b) La cuenta leucocitaria es una de las pruebas mfs emplea

das en el diagnSstico, dedbido a que el virus produce un
descenso on el n{mero de leucocitos de los cerdos enfer
mcs. En casos crénicos la cuenta 1 itaria p

normal y en animales sanos menores de 5 meses, es comfin
encontrar cuentas inferiores a la normal, que pueden --

confundirse con una leucopenia de origen viral (13,21,
7.

¢) La cuenta de plaquetas tambien s¢ explea como diagndsti

co auxiliar, su descenno puede indicar la prosencia de
la onfermedad, sin embargo la troabocitopenia se presen

ta en otras cnfermmdades septicémicas que producen heao
rrégias (3u)
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f)
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h)

i)

La prueba de la amilasa que se efectle a partir de ex-
tractos de plncreas de los animales sospechosos, tiene
o1 inconveniente ds que dietas ricas en grasa y enteri
tis inespecfficas prod resultados falsos (25,35).

El diagn6stico histopatolbgico se efectGa en muestras-
de Srganos obtenidos post-mortem, pero solo es efecti-
vo en oos casos agudos 6 crénico cuando las lesiones -
alcanzan a desarrollarse, con el inconveniente de que

se enzascaran cuando existen infecciones secundarias -
(13,32),

La prueba de fijacién del complemento es Gtil para de-
tectar niveles de anticuerpos en la piare § para deter
ainar el antigeno viral en los extractos de Srganos de
animales muertos, sospechosos de C.P. Esta prueba es -
dificil de efectuar por la presencia de complemento --
termoestable en el suerc poreino y por la ffcil inacti
vacién de los reactivos utilizados en la prueba (8).

La inhibicibn de la hemoaglutinacién utilizando eritro-
citos sensibilizados con anticuerpos contra el C.P., es

fécid de efectuar pero presenta gran nGmero de reaccio-
nes inespecificas (30).

La prueba de precipitacién en agar es utilizada por mu-
chos investigadores, tanto para detectar anticuerpos, -
como antigenos virales, su inconveniente radica en que
los sueros hiperinmunes contienen anticuerpos inespeci-
ficos contra los tejidos en que se encuentra incluido
el virus con que se producen los suervwr inaunes (17).

las pruedas de exaltacibn de virus indicadores, como -

5.
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el virus de la enfermadad de Newcastle, el de la enfer
modad de Toschen y stros virus que se replican en cul-
tivos celulares con efecto citopatogénico, aumentan es
te efecto cuando se cultivan junto con virus de C.P.-
Esta prueba requiere do condiciones de laboratorio muy
especializadas que limitan su utilizacién ( 19,20)

La reproduccibn de la enfermedad en animales suscepti-
bles os una prusba eficaz pero su costo y el tiempo --
que requiere la han limitado, ademfis en zonas en donde
se quiere erradicar el C.P., est& prohibido efectuar -
esta prueba (13,23)

Desde 1963 ne ha empleado con creciente éxito la prue-
ba de anticuerpos fluorescantes en el diagnbstico de -
C.P. utilizando cortes por congelaciém, impresiones o

frotis de amigdalas, ganglios linf§ticos, bazo y otros
Srganos, asf{ como cultivos celulares inoculados con ma
terial sospechoso . Esta prueba es la que ha mostrado-
tener mayor grado de eficacia. Sin embargo los anima--
les vacunados con virus "vivo" modificado dan también

rosultados positivos y es sumamente dificil distinguir
los do los naturalmente infectados (2,3,5.6,9,10,16,23
27,28,33,35)

objetivo de este trabajo fue el de emplear la pruebs -
loc anticuerpos fluorescentes, que es sencilla y de al
confiabilidad, para evidenciar la presencia de antige-
viral en los leucocitos de animales enferwmos de C.P. -
virtud de que se ha demostrado que estos leucocitos —-

son infectantes desde pocas horas de iniciada la infec- -
¢ibn, hasta la resolucién de la misma.



HATERIAL ¥ MET0DOS

Haterial:

30 cerdos sanos do 3 meses de edad, sin antocedentes de va-
cunacién contra el C6lera Porcino.

59 cerdos sospechosos de CSlera Porcino

Conjugado contra el Célera Porcino®

Virus virulento de C8lera Porcino cepa Ames*

Vacuna contra el C6lera Porcino elaborads con cepa PAV 25044

Microscopio Carl Zeiss equipado con una limpara de mercurio

HBO 200, condensador de campo obscuro térico cardioide, fil-
tros excitadores BG 12 lmm, UG 2, filtros de barrera &4 y 47
objetivos de 6.3X, 16X, 40X, 100X, uculares 10X y aditamento
para fotograffa. Pelfcula de color GBASA ISma.

Métodos:

A los 30 cerdos se les identific6é individualmente y se divi-
dieron en tres lotes, alojando cada lote en zahurdas indepen
dientes y aisladas una de la otra.

Durante 8 dfas consecutivos se efectuSun exfmen minucioso a-

cada cerdo y se les tomaron muestras de un!n. ninguno de -
los animales present§ anomalfa que interfiriera con la prue-
ba.

Después del perSodo de observacifn, se inocul§ a uno de los
lotes con virus virulento de CSlera: a otro lote se le apli-
c6 una vacuna de virus modificado en cultive de tejido con-
tra el C6lera Porcino, los cerdos del lote restante se em--
plearon como testigos, el exfmen clfnico y la toma de mues-
tras de sangre se hizo diariamente durante 21 dfas, &l fi--
nal de los cuales se di§ por terminado el trabajo.

Se obtuvieron muestras de $9 cerdos sospechosos, en las Gran
jas porcfcolas situadas en zonas en donde se presenta el C.F,
en forma enzootica, otros casos fueron enviados por el Depar
tamento de Produccibn Animal: Cerdos, y por medicos Veterina

* Proporcionado por el Departamento de Virologfa o Inmunolo-
l‘nil. de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, --

#% Proporcionada por la Productora Nacional de Biolbgicos --
Veterinarios de la SARH.



rios particulaves, al Departamento de Virologfa e Inmunolgo
gia de esta Facultad.
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Los por en ol gol.fo de las yu-

;ulu'u y l.a un:ro se colect6 en tubos heparinizados. En
, 1a gre se colocS en tubos de 10x7S =m

y u procesb como sigus:

1. Centrifugacién a 2,500 rpm. durante $ minutos

2. Extraccibn de la caps de leucocitos, cada muestra se -
distribuy6 en dos tubos, indentificados con suero nor-
mal (S.N.), suero hiperinmune (S.H.).

3. Al tubo conteniendo c€lulas dlancas marcado con S.N. se
le agregaron 2 ml de una dilucibn de 1:5 de suero nor-
mal de cordo. Al tubo marcado con S.H. se agregaron 2ml
de una dilucién de 1:5 de suero de certo inmune a CSle-
ra Porcino.

4. Las suspenciones celulares se incubaron jurante 20 minu
tos a 37.0°C. y se centrifugaron a 2,50C rpm. durante §
minutos, decanténdose el sobrenandante.

5. El1 sedimonto se lavd resuspendiendc las células en solu
cifn salina amortiguadora 0.1 M., ,d 7.8,

6. Nueva centrifugacibn u d i6n del sob d

7. Se pendil el d
jugado previamente titulado.

8. Incubacién durante 20 minutos a 37.0°C.

9. Se centrifugb y decantb el conjugado.

10. Se resuspendi§ en agua buffer de fosfatos pH 7.% para -
oliminar el exceso de conjugado.

Se sedimento por centrifugacifn decantando el sobrena--
dante.

e en una dilucibn del con-

11.
12. Se hicieron frotis con cada uno de los sedimentos sobre
una laminilla, identificando cuales cflulas fueron tra-
tadas con suero normal y cuales con suero hiperinmune.



Las nuestras se consideraron positivas cuando se encontr$
fluorescencia color verde manzana, caracteristica del iso
tiocianato de fluoresceina, en el citoplasma de las célu-
las tratadas con suero normasl y que fué inhibida en las -
células tratadas con suero hiperinmune.

Debido a la dificultad que se present6 para obtener las -

muestras, cuando fué necesario sangrar a suchos animales
en un mismo dfa, as{ como para evitar el manejo excesivo
do las muestras durante su proceso, se efectuo la si----
guiente variante de la técnica.

1, Las muestras se tomaron por puncifn de una las venas-

de la oreja de los animales, colectando la sangre en
tubos capilares heparinizados de lmm de dfemetro por-
75mm de largo que se identificaron, pegando un trozo -
de tela adhesiva con los datos en el extremo superior
del tubo y se insertaron sobre una barra de plastilina
para facilitar su sanejo.

En el laboratorio, los capilares se sellaron a la fla-
ma por uno de sus extremos y se centrifugaron a 2,500-

rpm. durante S minutos, para separar los glSbulos blan
cos de los eritrocitos.

Se cortd el tubo capilar con un 18piz de punta de dia-
mante ligeramente abajo de la capa de células blancas,
depositéndolas sobre una laminilla junto con una o doz
gotas de plasaa en el que se resuspendiaron las células
Yy con ellas se hicieron fro:is de un espesor medio.
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Los frotis se secaron al aive, se identificaron y se tra
saron sobre ellos dus circulos, marcando & uno con S.N.
y el otro S.H., fijfndolos durante S minutos con alcohol
metflico absoluto a -18°C.

Despubs de 1a fijacién en aleohol, los frotis se fijaron
en acetona a -18°C durante 10 minutos

Los frotis se retiraron de la acetona, se dejaron secar

"y se’ cubrib la superficie del circulo sarcado S.N. con -

una diluoiSn de 1:5 de suero normsl y la superficie del
efrculo marcado con S.H. con suero hiperinmune contra --
C.P. diluido tambien 1:5. Las muestras se incudbaron 15 -
ainutos en cimara hGmeda a 37.0°C.

Se lavaron las muestras con solucién salina buffer de--
fosfatos pH 7.4 cubriendo ambas superficies con conjuga
do anti C.P,, previamsnte titulado, incubfindolas duran-
te 30 minutos a 37.0°C en chmara hGmada.

- Se lavaron las muestras durante 5 minutos utilizando so-

lucién salina buffer en tres ocasiones y se enjuagaron
dos veces en agua buffer.

Los frotis se montaron en glicerina buffer pH9, o prote-
giendolas con un cubrecbjet, y s~ observaron al micros-
copio,

10.



Los resultados de las observaciones en las muestras de los
diferentes lotes de animales en que se efectul el trabajo,
se anotan en los siguientes cuadros:

11.



CUADED Wo. 1

CERDOS SANOS SUSCEPTISIES, INOCULADOS CON EL VIRUS VIRULEN
T0 DE COLERA PORCINO.

Animales DIAS POST-INOCULACION
Has. 12 3 4 5 6 7 8 9% 10
1 - = = «  + + B
2 - . = @ ¢ + + 0
3 - e = = 4+ ¢ 4+ 8
4 - = = = &+ &+ ¢+ B
5 - = = ¢ ¢+ $°
] - @ = = ¢ ¢ O+ g
? - = =+ 4+ ¢ ¢ N
[ ] - = e - st s en
? - = e = & 4+ ¢+ 4+ 8
10 - = = = s+ s B

4+ Animales positivaos a inmunofluorescencia en los leucooitos

= Animales negativos s la p ba de 4 1 i
108 leucocitos.

e -

* positivos en tonsilas, ganglios linf§ticos y baso por la -
de T Py 2

ge gsacrificados

N= Nuertos

En este (1] los resu de las observacig
nes en las muestras de los cerdos os susceptibles, imocp
lados con el virus virulento y que enferssron mostrando los
signos tfpicos. Se detectS la presencia del virus, em los -
linfoecitos circulantes entre el cuarto d4fa postinoculacifn
hasta el noveno dfa en que los animales murieron o fueren -
sacrificados, encontrando tambien el antfgeno viral em ton-

silas, ganglios linflticos y bazo mediante la prueba de in-
munofluorescencia.

12.



13.

CUADEO No. 2

CERDOS V. CON VIRUS MODIFICADO EN CULTIVO DE TEJIDO
CEPA PAV 250.

Animsles DIAS POST-INOCULACIOS
No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9% 10 11 12 13 14 15 21
1 - e = ® & = & = = = - - - - - -
2 - ® = e = e = e = = - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - - - - - -
L] - - - - - - - - - - - - - - - -
1 - - - - - - - - - - - - - - - -
[ - e o = = 2 = 2 & & = o - - e =
7 - = = = = - g®
s - = = = . = = g
[] L T B 1)
10 L R T L]
= Wegativos en 1 itos por i £1 4
® positivo en tonsilas, ganglios linffcicos y bamo por inmunoflup
rescenoia

8 = Sacrificados.

Se observa que 108 10 cerdos susceptibles vacunados con virus
“vivo® sodificado en cultivo de tejido, no mostraron signos --
clfnicos ni se observ8 el virus en los leucocitos durante los
2t dfas que duré la 1én, sin go se pudo detectar
el virus en auestras de tonsilas y ganglios linflticos cuando

se o;cuuuun los gerdos ?7,8,9 y 10 entre ol séptimo y dfci
uo dfa.




CUADRO No. 3_

i,

CERDOS CONTROLES SIN INOCULAR

DSas

lﬂi::::l 1 2 3 4 35 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1S N
1 - ® @ o & = & - = - - - - - - -
2 e« ® @ ® = @ @ @ ® ® ®= o ® @ =
3 e e e e = e = e = = e e e = = o=
. e e e e e e e e e e e e e e e
H . = = = & & 2 - = - o e e = - =
6 - - - - - - - - - - - - - - - -
? e o = = 2 @ = = = = ® e o o o -
[ - = « = = = - 8o
1) - = = e = - - < g
10 - = = o = e = = - g®

- Begativos en leucocitos mediante la p de

¢ Negativos en tonsilas ganglio y bazo en Immunofluorescencia

8 = Sacrificades.

Se muestra en 10 animales sanos ein inocular no se encontr8 fluo-
resgencia en las muestras de leucocitos tomados durante el perfo-
4o de observacifn ni en los Srgancs obtenides de animales que se
sscrificaron los dfas octavoe, noveno y décimo.



15.

CUADRO Ho. &

ANTHALES 0 MUESTRAS PRESENTADOS EN EL LABORATORIO PARA

DIAGNOSTICO
Animales bias Animales Dfas Animanles bfas
Mo, 1.3 8 1 %o. 1 3 37 . LI I I
1 - - - - 21 - - -- & - - - -
2 - = = = 22 - = == 42 + + + 8
3 - - - - 3] - - .- @ + +on
. - - - - 24 LR Y ¢+
] - = = - as -~ = == 45 +¢ + ¢+ 3
) - . - - 26 - = == &6 ¢ n
? - = - - 27 L 47 + ¢+ 8
[ 1] R R 28 - = == 40 L
9 - - = = 29 - = == 4 «n
10 - - = = 30 - = =< S0 ¢ + 0
" - e = = 3 - - - 8 ¢« oo
12 - - = - 32 ¢ 4+ + 0 %2 + ¢ + 8
1 - = = = 3 - - = 33 +* ¢ o
14 - = = = a4 +« o+ o0 3¢ + N
18 - & = = £13 ¢« + B 38 ¢ + N0
1 - = = - 3¢ - - =-- e + N
L k) - . - - 37 - - == 87 + +n
10 - = = - 30 ¢ + N %0 + R
A1] - = = = 3 +n S + N
20 - - - 40 . +on
= Megativo en la prueba de fluore ia en 1 itos circu-
lantes.

Positivos en la prueba de Iamunofluorescencia ea leucocitos circu
lantes y on la ptunbn de Inmunofluorescencia en 6rganocs Jdespués -
de muertos.

Positivos a Inmunofluorescencis en leucocitos circulantes, no mos
tro nunca signos de enfermedad

= Sacrificados
= Nuertos



Nuestras de d P en el lab io para diag-
néstico.

En ol ouadro se resumen los resultados de ls prueba de inmy
nofl ia en

de 59 animales sospechosos de =
padecer CSlera Porocino. Se é fluor

4 en log ==
leucocitos d¢ 26 animsles, tambien en tonsilas, ganglios --

1inffticos y bazo, cuando los animales murieron & fueron sa~-
crificados después de uns de observacién.

1e.



El antfgeno se $ unif distribuido en el ci
toplasma de los 1 -1 inf dos y en las plaquetas.

La fluopescencia especifica es color verde manzana caracte
ristico, que debe diferenciarse de la fluorescencia espect
fica no deseada producida por contaminacibn con diversos -
antigenos durante la produccién de las inmunoglobulinas --
para preparar el conjugado y de la fluorescencia primaria

agul blanca de los granulocitos.

El cerdo No. 8 mosti6 fluorescencia especffica en los leu-
cocitos circdlantes durante todo el tiempo de observacibn,
que on aste caso on particular fuf de 21 dfas, sin embargo
ol animal no mostrd signos de la enfermedad. Se tomaron --
muestras de sangre, se conservaron en congelacibn y poste-
riormonte se inocularon a dos cerdos susceptibles de 12 se
manas de edad en los que se reprodujo la enfermedad.

Los animales numerados del Ho. 42 hasta el No. 57 prove--

nfan de una granja en la que se¢ produjo un brote comproba-
do de Erisipela. Estos animales se recuperaron caundo fue-
r™on idos a tr iento, pero enf

. -
se pensd en una recaida, sin embargo se enviaron muestras-

de sangre en las que se coaprobS la presencia del antigeno
viral de C.P. en los leucoaitos y en los érganos de los --
anisales muertos.

Los animales que resultaron negativos a la prueba de inmu-
nofl ia y que r dieron a los tratemientos admi
nistrados, no se observaron durante afs tiempo, ya que por
necesidad de la granja fuercn enviados al rastro.

17.



DISCUSION. -

Los resultados de este trabajo revelan que mediante la prus
ba de anti pos f1 s pudo d arse el antige-
no viral en los leucocitos circulantes de 10 cerdos inoculs
dos por via intraperitoneal con una cepa virulenta de Chle-
ra Porcino. En tres animales se encontrb el virus al cuarto
dfa y en los siete restantes, al quinto dis posterior a la

inoculacibn., Esto coincide con el rango sefialado por Cole -
(11) , quien cultivé el virus en lineas celulares inoculen-
do sangre do animales infectados experimentaimente, y repro
dujo la enfermedad en cerdos susceptibles con los leucoci--
tos de los mismos animales.

El virus no pudo ser detectado en los leucocitos de anima--
les vacunados por vfa intramuscular, con uns cepa de virus
do C6lera modificada en cultivo de tejido, en las que se¢ sa
be que §ste ha perdido invasividad y como todos los antfge-
nos es fagocitado y llevado por vfa linfltica a los gan - -
glios regionales mfis préximos, o bien por via sangufnea al
bazo y ganglios linfticos, en donde permanece estimmlando
al aparato inmuno compatente (29) . El virus vacunal pusde
ser demostrado mediante pruebas de aislamiento del virus -
en cultivos celulares y por inmunofluorescencia en los mis
mos Srganos, al tercer dfa posterior a la inoculacién. El
hecho de no encontrar el virus en los leucocitos circulan-
tes, durante el tiompo de la investigacién, nos indica que
no existe viremia en las vacunaciones con virus modificado
en cultivo de tejido, lo que corrobora los estudios de Zino
ber y Mott (38), que no logran reaislar cl virus vacunal en
cultivo de tejido. Sin embargo, inoculando leucocitos de --
anisales vacunados con las cepas que no han sido suficiente
mento modificadas, el virus se multiplica en los leucocitos

19,



y ha podido reaislarse (14).

Es interesante hacer notar que la leucopenia sefialada por Ace
ves (1), en animales vacunados pueden deberse a la multiplica
oi6n del virus en los centros germinales del bazo y ganglios
1infiticos, disminuyendo con esto la producciénm de linfocitos
y no como originalmente se atribuyb a la multiplicacién del -
virus en los leucocitos circulantes.

En casos crbnicos de CSlera se ha aislado virus de la sangre
de cerdos ‘enfermos, treinta dfas despuds de pr da la in
faccifn y en animales recuperados de un brote de campo el vi

rus se pudo aislar noventa dfas desples de presentada la on-
fermadad (13).

En crfas de cerdas vacunadas durante la gestacibn & lechones
recien nacidos vacunados con virus “vivo” modificado, se han
presentado casos de insunctolerancia y ¢ semanas después de
haber recibido el virus 1, los lech

sig--
nos de CSlera y eliminar gran cantidad de virus, esto se -
debe a que el sistema inmmnocompetente de los animales jbéve-
nes aun no T como

el virus vacunsl, el cual -
puede contener una poblacién de viriones que conserva cierto

grado de patogenicidad para el cerdo. Los viriones se multi-

plican en los cerdos tolerantes y adquieren una gran patoge-
nicidad (13).

En los casos anteriores: los cerdos tolerantes, 1ot casos --
erbnicos y los recuperados de brotes de caapo, Se cCrean un -
estado de portador, convirtifndose estos animal:s en un peli
gro para la poblacién susceptibie que nc ha .icz :nmunizada
debidamente, pues como ya se diic el virus que z¢ recupera -
de ellos as do gran patogenic. .tad.

19.



‘

Dentro del grupo de cordos p dos al lab io para-
diagnbstico de C6lera, se pudo d f1 ia espect
fica durante 21 dfas en los leucocitos dol cerdo nGmero ocho,
sin que presentara signos clinicos. La sangre de este animal
contenfa virus virulento ya que la enfermedad se reprodujo -
on dos cerdos susceptibles de 12 semanas cuando se les incu-
16 esta sangre, los animales mostraron signos tSpicos a los
4 dfas posteriores a la inoculacibn muriendo b a 5 dfas des-
pubs. El virus fub detectado por immunofluorescencia en leu-
cocitos, tonsilas, ganglios linf&ticos y bazo.

El diagnéstico precoz y preciso de CSlera Porcino es muy im-
portante para el control de la enfermedad, sobre todo cuando’
existe una campafia que tiene la finalidad de detectar los --
brotes y aislar a los animales afectados para evitar la dise
minacién de la misma.

La técnica descrita en este trabajo parmite el diagnéstico -
en un tiempo minimo de % a § dSas despufs de que los anima--
les se han inf do. Ademfis ofn 1la ventaja de efectuarse
dos horas despubs de recidbidas las muestras en el laborato-
rio. Ofrece tamdbien la posibilidad de distinguir entre una -
leucopenia producida por el virus de CSlera Porcino y las --
producidas por otros agentes etiolbgicos, as{ mismo, abre la

posibilidad de asegurar que la fluorescencia observada no se
debe a virus 1, lo que fr ! d

[T}
hace ol diagnSstico por inmunofluorescencia en tonsilas, gap
glios y bazo (3,9,13).

La técnica para deterainar el virus de los leucocitos cirou-
lantes peraite sin lugar a duda identificar a los animales -
portadores, 16 que no se pucde hacer por apreciacién clfnica.
la deteccibn de estos animales e¢s importante para eliminar -
los de la piara y evitar la diseminacibn de la enfermedad.



Consid do la

dinaria similitud observada entre
1os aspectos clSnicos y anatomopatolSgicos de la Peste -
Porcina Afpricar i y el CSlera Porcino, se hace necesaria
1a aplicacién de técnicas de diagndstico diferencial, que
pueden incluir la técnica detallada en este trabajo utili
zando un conjugado especifico.
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CONCLUSIONES. -

La técnica de diagnbstico de CSlere Porcino mediante la de-

teccibn del virus utilizando la prueba de anticuerpos fluo-

resacentes en leucocitos circulantes, es confiable y flcil--

mente aplicable en cualquier laboratorio en el que se emplee
la inmunofluorescencia como mftodo de diagnSstico.

El vipus vacunal no se observa en los leucocitos, por 1o --
que no interfiere con el diagnbetico.
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