Alteraciones de la concentracion de leucocitos
y subpoblaciones de linfocitos de cerdos
que sobrevivieron al desafio con el virus
de la fiebre porcina clasica

Resumen

La infeccién con el virus de la fiebre porcina clasica
(FPC) provoca la disminucién de todas las subpobla-
ciones de leucocitos circulantes y una inmunosupre-
sién marcada en los cerdos que se enferman y mueren.
Sin embargo, no se ha informado del efecto del virus
sobre los leucocitos circulantes en cerdos que sobre-
viven a la infeccién. Con objeto de conocer este efec-
to se estudiaron 6 cerdos que, después de ser
desafiados experimentalmente con el virus de la FPC,
desarrollaron la enfermedad, pero posteriormente se
recuperaron. Los pardmetros evaluados en estos cer-
dos fueron los signos clinicos, la temperatura rectal,
la biometria hemdtica y las subpoblaciones de linfoci-
tos determinadas por rosetas de eritrocitos. Los re-
sultados mostraron que hubo un incremento en la
temperatura rectal desde el dfa siete hasta el dfa doce
posinoculacién, asociada a anorexia, decaimiento y
diarrea ligera. En los primeros siete dfas hubo una
disminucién marcada de la concentracién de leucoci-
tos totales, linfocitos, leucocitos polimorfonucleares
segmentados y en banda, monocitos, linfocitos T to-
tales (TE), T de alta afinidad (Taa), B con receptor fc
(Bfc) y Null. Al mismo tiempo, se observé un incre-
mento de T autblogos (Taut), que son células inma-
duras, y no hubo alteracién de los linfocitos B con
receptor de complemento (Bc). Sin embargo, a partir
del séptimo dia se incrementaron los valores de la
mayoria de las células y disminuyeron los Taut. Estos
resultados indican que la recuperacién de los anima-
les estuvo asociada al incremento de los leucocitos cir-
culantes.

Recibido para su publicacién el 7 de febrero de 1994,

* Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias-Micro-
biologfa, INIFAP-SARH; Departamento de Inmunologia,
km 15.5 Carretera México-Toluca, Palo Alto, Cuajimalpa,
05110, México, D.F.

Angel Martinez Sosa*
Isabel Cisneros Morales*
Dolores Gonzalez Vega*

Camila Arriaga Diaz*
Antonio Morilla Gonzalez*

Introduccion

El virus de la fiebre porcina clsica (FPC) se multi-
plica en células del sistema reticuloendotelial, y pro-
voca inmunosupresién, la que se manifiesta en un
aumento de la morbilidad y mortalidad de los cer-
dos.®!! Cuando se inoculan cerdos susceptibles con
cepas patégenas, los animales que mueren presentan
una disminucién marcada de todas las células leuco-
citarias sangufneas (incluidas las diferentes subpobla-
ciones de linfocitos), reduccién de la concentracién
de linfocitos en los érganos linfoides, ligera modifica-
cién de la fagocitosis de los leucocitos circulantes, in-
hibicién de la respuesta de los linfocitos T y B a
mitégenos en pruebas de transformacién blastoide y
anergia a la respuesta intradérmica a mitégenos. Todo
esto indica que los animales sufren alteraciones seve-
ras en el sistema nervioso inmune?##12131517 Ep oca-
siones, hay animales que desarrollan levemente la
enfermedad y sobreviven al desafio, lo que sugiere
que algunos cerdos poseen resistencia individual.!' No
se conocen las razones por las que algunos animales
son resistentes a una infeccién experimental o natu-
ral, o por qué pueden llegar a enfermar y luego recu-
perarse. En brotes de campo se ha encontrado una
letalidad entre el 40% y el 50%;° los animales que se
recuperan tienen menor peso corporal y se tornan
mds susceptibles a otras enfermedades que los cerdos
sanos, lo que sugiere que el virus altera la fisiologfa
del animal. La resistencia de los cerdos en el campo
se debe a diversos factores tales como la presencia de
cepas de FPC con diferentes grados de virulencia y al
hecho de que algunos cerdos poseen inmunidad na-
tural o adquirida, ya sea por haber sido expuestos al
virus de campo o vacunal, o por haber recibido in-
munidad materna.

En un trabajo anterior se demostré que la infeccién
aguda provocé la eliminacién de todas las subpobla-
ciones leucocitarias en cerdos que murieron?® Conti-
nuando esta linea de investigacién, en este trabajo se
analizaron los cambios en las concentraciones de
subpoblaciones leucocitarias circulantes de animales
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que se enfermaron, pero sobrevivieron a una infec-
cién experimental con una cepa patégena de FPC;
los resultados se relacionaron con los signos clinicos
presentados por estos animales.

Material y métodos

Animales. Se utilizaron 6 cerdos hibridos de 45 dias
de edad de aproximadamente 10 kg de peso, suscep-
tibles al virus de la FPC. Estos cerdos eran suscepti-
bles y sobrevivieron al virus patégeno con que fueron
desafiados.

Virus de desafio. Cada cerdo fue inoculado con 2 ml
de la cepa patégena Lederle con un titulo de 1 X 10°
DL/ml.

Temperatura corporal. Después de la inoculacién, se
tomd la temperatura rectal a cada animal, diariamente
a la misma hora durante 14 dias.

Obtencién de muestras de sangre. Los animales fueron
sangrados de la vena yugular antes de la inoculacién
del virus de la FPC, y posteriormente cada tercer dia
durante 14 dias.

Biometria hemdtica. Se obtuvo sangre heparinizada
de la vena yugular y se realizé la biometria hematica,
siguiendo los métodos convencionales.?

Purificacién y caracterizacion de linfocitos. Para la ob-
tencién de linfocitos y la identificacién de las subpo-
blaciones se siguieron las técnicas descritas
anteriormente.>8

Todos los valores fueron analizados estadisticamente
por medio de la prueba “t” de Student?

Resultados

Los animales utilizados en este estudio desarrolla-
ron fiebre, anorexia, apatia, diarrea ligera y mala con-
dicién corporal a partir del séptimo dia después de la
infeccién con el virus de FPC, pero se recuperaron
en un lapso de aproximadamente siete dias. En la Fi-
gura 1 se muestra el promedio de la temperatura rec-
tal de estos cerdos, comparado con el promedio de
temperatura de un grupo de animales que murieron.
El valor mis elevado (41°C) se observé a los 8 dias
posinfeccién, pero empezé a disminuir a partir de los
12 dias, hasta llegar a valores normales 14 dias des-
pués de la infeccién; en tanto que en el grupo que
murié hubo fiebre desde el tercer dia posinoculacién,
que continué hasta poco antes de morir.

En el Cuadro 1 se presentan los valores absolutos
de la concentracién de leucocitos y de las subpobla-
ciones de linfocitos T, B y Null antes del desafio y a
los 2, 5, 7, 8, 12 y 14 dias posinfeccién. Los valores
basales obtenidos se encuentran dentro del rango con-
siderado normal en la literatura.>*7!8192! Con objeto
de mostrar las tendencias, los resultados se gratifica-
ron en las Figuras 2, 3 y 4 como el porcentaje de cam-
bio (delta %) en relacién con el valor basal, tomando
éste como el 100%. Como resultado de la infeccién se
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Figura 1. Promedio de la temperatura rectal de cerdos que murie-
ron o sobrevivieron después de un desafio con el virus de la FPC.
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Cada punto representa el promedio de 6 cerdos que fueron
inoculados el dia 0 con la cepa patégena Lederle y sobrevivieron.
Las diferencias estadisticas se encuentran en el Cuadro 1.
Leucocitos polimorfonucleares segmentados (S) o en la banda (B)
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Figura 2. Porcentaje de cambio de leucocitos de cerdos que so-
brevivieron a una inoculacién con el virus de la FPC.

observé una marcada disminucién en la concentra-
ci6én de la mayoria de las células durante los primeros
siete dias, pero posteriormente se incrementaron hasta
llegar a valores semejantes o superiores a los basales,
14 dias después. En el caso de los linfocitos Taut, hubo
un incremento entre el segundo y el séptimo dia, pero
posteriormente disminuyeron. Los linfocitos Bc no
mostraron cambio en la concentracién durante los
primeros 9 dfas, pero a partir de este momento se
Imcrementaron.

Discusion

El virus de la FPC causa inmunosupresién, la cual
se manifiesta en un aumento de las infecciones secun-
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Cuadro 1
VALORES ABSOLUTOS EN mm?® DE LAS SUBPOBLACIONES CELULARES SANGUINEAS DE SEIS CERDOS
QUE SOBREVIVIERON AL DESAFIO CON EL VIRUS DE LA FIEBRE PORCINA CLASICA
Dias después de la inoculacidn
Células 0 2 5 7 9 12 14
Leuc. X 21550 17725 17092 13892 20175 25250 26525
EE 2044a 1488a 2969b 1520b 3613a 3673a 3289b
Linf. X 10741 9920 7967 7064 8514 13415 14560
EE 1419a 789a 670a 852b 1521a 2178a 4278b
Mono. X 1454 1159 1084 704 864 1502 1575
EE 249a 77a 171a 92b 200b 227a 740a
PMN-§ X 2633 2127 2019 1236 2051 2586 3393
EE 558a 592a 723a , 537b 472a 619a 1159a
PMN-B X 6559 4835 5824 4504 8843 7764 5127
EE 1386a 752a 2148a 942a 2463a 1545a 1185a
TE X 2992 2530 1877 1217 1855 2983 3350
EE 384a 175a 500b 200b 312b 492a 660a
Taa X 1438 1320 1061 860 965 2607 1825
EE 157a 213a 353b 266b 195b 416b 592b
Taut X 69 174 115 207 78 45 97
EE 16a 73b 90b 95b 45a 40a 56a
Bfc X 3149 2998 2520 2449 2305 3384 3624
EE 478a 421a 295a 526a 543a 716a 843a
Bc X 2197 2701 2199 2157 2401 4146 4481
EE 439a 342b 168a 35la 413a 859b 1228b
Null X 4607 4393 3570 3398 4354 7048 7587
EE 754a 524a 484a 440a 988a 1238b 2885b
Leuc. = leucocitos; Linf = linfocitos; Mono. = monocitos; PMN-S = polimorfonucleares segmentados; PMN-B = en banda; TE =
linfocitos T totales; Taa = T de alta afinidad; Taut = T autélogos; Bfc = B con receptor fc; Bc = con receptor C3b; Null = linfocitos
no T ni B.
X = promedio. EE = error estdndar de 6 animales. Literales diferentes (P < 0.05) en relacién con los valores del dia 0.
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Las diferencias estadisticas se encuentran en el Cuadro 1. Las diferencias estadisticas se encuentran en el Cuadro 1.
Figura 3. Porcentaje de cambio de linfocitos T de cerdos que Figura 4. Porcentaje de cambio de linfocitos B y Null de cerdos
sobrevivieron a una inoculacién con el virus de la FPC. que sobrevivieron a una inoculacién con el virus de la FPC.
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darias del tracto respiratorio y digestivo.!! Reciente-
mente se demostré que el virus patégeno provoca una
disminucién global de los leucocitos y linfocitos cir-
culantes, sin que exista una eliminacién selectiva de
algunas de las subpoblaciones especificas definidas por
rosctas, como los linfocitos TE, Taa, Taut, Bfc o Null,
lo que indica que el virus tiene un efecto inespecifico
radiomimético en el animal.®

En el presente trabajo se observé el mismo efecto
inmunosupresor en los cerdos que se enfermaron y
sobrevivieron, ya que también en ellos hubo una no-
table disminucién en la concentracién de la mayorfa
de las células, lo cual llegé a los valores mas bajos al
séptimo difa posinfeccién. Sin embargo, a partir de
este momento hubo una marcada recuperacién de la
concentracién de las células sanguineas en este gru-

po de animales. Por otro lado, la subpoblacién de’

Tautt, formada por linfocitos inmaduros;® fue resis-
tente al virus; se observé ademds, un incremento en
el nimero de estos linfocitos durante los primeros 7
dias de la infeccién, probablemente debido al reem-
plazo de las células T (TE y Taa) que fueron elimina-
das. Tampoco se afect la poblacién Bc, lo que sugiere
que, en las infecciones de FPC que llegan a ser con-
troladas no todas las subpoblaciones de linfocitos son
eliminadas, a diferencia de lo que sucede en los cer-
dos que mueren.®

No se conocen bien las causas de la eliminacién de
las células circulantes, aunque podria deberse a la
multiplicacién del virus de la FPC en células de la
médula 6sea, lo que quizd impida la formacién de
nuevas células; o bien destruya los leucocitos circu-
lantes en forma directa o induzca la alteracién de pa-
trones de migracién y su posterior destruccién en sitios
como el higado. También se ha sugerido que puede
deberse al incremento en la concentracién de las hor-
monas adrenocorticales, que ocurre en animales in-
fectados con el virus de la FPCIo1417.22

Es probable que la diarrea ligera y los signos clini-
cos leves observados entre los dias 7 y 11 en los ani-
males que se recuperaron, sean un reflejo de las
alteraciones en el nimero y probablemente en la fi-
siologia de las células circulantes y del sistema inmu-
ne, que ocurre durante la infeccién. Un efecto
semejante se observé con una cepa vacunal de FPC,
que al aplicarse a los cerdos redujo la fagocitosis de
los macréfagos alveolares e incrementé las infeccio-
nes respiratorias/®1

Los resultados obtenidos indican que los animales
que son capaces de controlar la infeccién sufren un
periodo de desbalance de la concentracién de los leu-
cocitos circulantes que probablemente resulte en in-
munosupresién. Esto permitirfa entender por qué en
los brotes de FPC atipica, con letalidad entre 40% y
50%, se exacerban las infecciones secundarias de tipo
digestivo y respiratorio en los cerdos que se enfer-
man y sobreviven. Sin embargo, este desbalance es
transitorio y la recuperacién de los animales est4 aso-
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ciada con el incremento de leucocitos circulantes que
alcanzan valores normales.

Abstract

Classical swine fever virus (CSFV) infection deple-
tes all circulating leukocyte subpopulations and in-
duces immunosuppression in pigs that get infected
and die. However, there are no reports on the effect
of leukocyte concentrations in animals that survive
the viral infection. In order to determine this effect,
six pigs of 45 days of age, that developed the disease
and survived during an experimental infection, were
used. Parameters evaluated included: Clinical signs,
rectal temperature, haematic biometry and lympho-
cyte subpopulations measured by rosettes with
erythrocytes. Results showed that rectal temperature
increased from day seven until day twelve after the
infection. The latter was associated with lack of appe-
tite, weakness and slight diarrhea. Concentration of
leukocytes, lymphocytes, segmented and banded po-
lymorphonuclear cells, monocytes, T total (TE), T
high affinity (Taa), B with fc receptor (Bfc) and Null
lymphocyte subpopulations was decreased during the
first seven days. Concentration of autologous T (Taut)
lymphocytes, which are immature cells at the same
time, was increased, and there was no alteration on
the concentration of B lymphocytes with the comple-
ment receptor (Bc). Moreover, concentration of most
of the cells starting the seventh day on after the infec-
tion was increased, but Taut was decreased. These
results indicate that the recovery of the disease was
associated with an increase in almost all leukocyte and
lymphocyte subpopulations.
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