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ARTICULOS PRIMARIOS

PERSISTENCIA DEL VIRUS DEL COLERA PORCINO DE BAJA
VIRULENCIA EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE LECHONES
DE GRANJAS TECNIFICADAS'

Hermelinda Rivera?, Ruth Angeles®, Nieves SandovaF y Alberto
Manchego?

Abstract

The distribution of hog cholera virus (HCV) antigen in the central nervous system
(CNS) of 28 piglets with subclinical hog cholera (HC) infection from 10 well managed
farms in the Department of Lima was studied. The pigs, aged 1 to 20 days, included
animals with diarrhea (n=5), pneumonia (n=5) and retarded growth (n=6), as well as
normal specimens {n=7) and others which died from trampling (n=5). The presence of
viral antigen in lymphoid and/or nerve tissue was used as a criteria to identify the
persistence of low virulent strains of HCV. Tissue samples from tonsils, spleen, and
regional lymph nodes were taken to perform the immunofluorescence test (IF). The
brain, including the pituitary gland, was fixed in formalin at 10% for subsequent viral
identification using the immunoperoxidase test (IP). Viral antigen was present in tonsils,
spleen, lymph nodes and CNS in 42.9% (12/28) of the animals sampled. In the CNS,
HCYV antigen was detected in both neurons and groups of neurons in different areas of
the brain. All the pigs (12/12) showed viral antigen in the cerebral cortex, 83.8% (10/
12) in the cerebellum, 41.7% (5/12) in the thalamus and hypothalamus, 33.3% (4/12),
in the hyppocampus, 16.7% (2/12) in the medulla oblongata, and the 50% (6/12) in the
pituitary gland. No viral antigen was detected in the leptomeninges or choroid plexus.
The frequency of antigenic detection was found to increase as the pigs aged. The results
show that low virulent HCV is present in well managed pig farms in the Department of
Lima and the strains persist in the CNS, pituitary gland, and lymphoid tissues. A high
percentage of pigs with diarrhea and pneumonia had viral antigen suggesting the
immunosupresive role of the HCV,

Key words: antigen, hog cholera virus, central nervous system, immunofluorescence,
immunoperoxidase test, pigs.

- Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar la persistencia del virus del célera
porcino (VCP) en el sistema nervioso central (SNC) y tejidos linfoides de lechones con
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infeccién subclinica de célera porcino a través de la deteccidn del antigeno viral mediante
la prueba de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa. Con este fin se estudiaron 28
lechones de 1 a 20 dias de edad procedentes de 10 granjas tecnificadas del Valle de
Lima. Al momento del muestreo los lechones fueron de apariencia normal {n=7), otros
presentaron diarrea (n=5), neumonia (n=5) crecimiento retardado {n=0) y algunos
murieron por aplastamiento (n=5). De todos los lechones se obtuvieron: tonsilas, bazo,
nédulos linfaticos regionales para realizar cortes congelados para la prueba de
inmunofluorescencia (IF). El encéfalo incluyendo la glindula pituitaria de cada uno de
los lechones fueron fijados en formalina al 10% para posterior identificacién del antigeno
del VCP mediante la prueba de inmunoperoxidasa (IP). El antigeno estuvo presente en
las tonsilas, bazo y nédulos linfdticos, asi como, en el SNC en el 42.9% (12/28) de los
lechones estudiados. En el SNC fue detectado en neuronas o grupos de neuronas de las
diferentes areas del encéfalo. El 100% (12/12) de los lechones presentaron antigeno en
la corteza cerebral, en el cerebelo 83.3% (10/12), en el talamo e hipotdlamo 41.75 (5/
12), en el hipocampo 33.3% (4/12), en la medula oblonga 16.7% (2/12) y el 50% (6/12)
en la glandula pituitaria. El antigeno viral no fue detectado en las células de la
leptomeninge ni plexo coroideo de los ventriculos laterales y tercer ventriculo. Solo el
20% (2/10) de los lechones de 1 a 5 dias de edad fueron positivos al VCP incrementandose
progresivamente la presencia del antigeno en los lechones de mayor edad. Este incremento
del antigeno viral evidencia transmision postnatal de las cepas de baja virulencia. La
presencia de cepas de baja virulencia es corroborada al detectarse que el 100 y 60% de
los lechones diarreicos y neumdnicos, asi como, el 40 y 33.3% de los lechones con
crecimiento retardado y muertos por aplastamiento presentaron antigeno viral. Los
resultados indican que cepas de VCP de baja virulencia persisten en el SNC y glindula
pituitaria ademds de los tejidos linfoides y que es prevalente en granjas porcinas
tecnificadas muestreadas en el Valle de Lima. Los lechones con problemas diarreicos y
respiratorios tuvieron antigeno del VCP evidenciando el rol inmunodepresor del virus.
Palabras clave: Antigeno, virus c6lera porcino, sistema nervioso central, tejidos linfoides,
inmunofluorescencia, inmunoperoxidasa, porcinos.

El célera porcino (CP) es una
enfermedad infecciosa enzodtica en la

poblacién porcina del Perta. Es producida
por el virus del célera porcino (VCP), con
genoma ARN, relacionado antigénicamente
a los virus de la Diarrea Viral Bovina
(VDVB) y Enfermedad de la Frontera (EF)
que afectan al bovino y ovino,
respectivamente (Nettleton er al., 1980).
Ademads, estos tres agentes comparten
similares caracterfsticas biol6gicas; como:
el tropismo por las células del sistema
inmune, el ocasionar infecciones
interespecies, el inducir infecciones
subclinicas y persistentes, etc. (Dahle, 1993;
Rumenapf et al., 1993).

Como todos los miembros de los
pestivirus, el VCP posee muchas cepas las
cuales pueden ser agrupadas en dos biotipos:
citopdtico y no citopdtico. Las cepas del
biotipo citopético no son frecuentes en la
naturaleza (Meyers et al., 1995). Por otro
lado, las cepas del VCP existentes pueden
tener diversos grados de virulencia
asociados con la presentacion de varias
formas clinicas de la enfermedad. Las cepas
virulentas son recuperadas de casos agudos
mientras que cepas de moderada y baja
virulencia inducen formas crénica y
subclinica de laenfermedad (Terpstra, 1991;
Moennig y Plagemann,1992).

A diferencia del CP agudo que es
ampliamente descrito, la forma subclinica
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usualmente es poco reconocida. Las cepas
de baja virulencia se difunden
silenciosamente y persisten en el animal.
Estas cepas probablemente van surgiendo
como un mecanismo de seleccién ante
presiones inmunolégicas (Wensvoort et al.,
1989). La infeccién de los animales adultos,
lechones o animales de engorde con cepas
de baja virulencia es de tipo subclinico, pero
el virus se replica en los tejidos linfoides
del animal ocasionando inmunodepresién
(Potgieter, 1995).

En marranas gestantes estas cepas
producen infecciones trasplacentarias y
dependiendo del periodo de gestacién
pueden inducir un conjunto de fetopatias.
Asi mismo, por su capacidad
inmunodepresora, predispone alos animales
sobre todo jovenes a infecciones secundarias
del tracto respiratorio y/o digestivas (Rios
et al., 1997).

Una de las consecuencias de la
infeccién trasplacentaria con cepas del
VCP de baja virulencia es el nacimiento
de lechones inmunotolerantes vy
persistentemente infectados. Estos
lechones son los reservorios del virus y son
incapaces de responder adecuadamente a
desafios vacunales o infecciones por virus
de campo como ocurre con terneros
inmunotolerantes al VDVB (Bezek, 1995).
En estos animales, el virus persiste en
c€lulas de los tejidos linfoides y tejidos
inmunolégicamente “privilegiados”, como
el sistema nervioso central (SNC), gldndula
pituitaria (Ferndndez et al.,1989) y/o
génadas (Brownlie et al.,1997) donde
permanecen protegidos de 1os mecanismos
de defensa del animal (Rojas, 1995).

Estudios recientes por investigadores
del IVITA de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, reportan alta
incidencia de infecciones de CP de tipo
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subclinico en animales de granjas porcinas
tecnificadas, mientras que, el CP agudo es mds
incidente en animales criados bajo
condiciones de pobre tecnologia, como en la
region de la sierra y selva y animales de los
parques porcinos. Este aspecto epidemioldgico
del CP indujo a hipotetizar que las cepas de
baja virulencia son mas prevalentes en
animales de granjas tecnificadas y que el virus
persiste en algunos tejidos burlando los
mecanismos de defensa del animal. El objetivo
del presente estudio fue conocer la persistencia
y distribucién histolégica del VCP de baja
virulencia en el SNC y gldndula pituitaria de
lechones con infeccién subclinica de CP.

atenalesyMétoécs

Animales

Se estudiaron 28 lechones escogidos
de 1 dia de nacido a 20 dias de edad
procedentes de 10 granjas tecnificadas del
Valle de Lima. Los lechones no presentaron
signos clinicos de CP agudo, pero en general
fueron de pobre condicidn fisica comparado
con el resto de su camada. Cinco de estos
lechones presentaron cuadros diarreicos,
cinco problemas respiratorios, cinco
murieron por aplastamiento, seis tuvieron
evidente retardo en el crecimiento y siete
fueron de apariencia normal.

Muestras
Cada uno de los lechones, excepto

los muertos por aplastamiento, fueron
sacrificados en el lugar de origen o en las

instalaciones de la Facultad de Medicina

Veterinaria. Estos animales fueron
necropsiados en busca de posibles lesiones
macroscOpicas y obtener muestras de
tonsilas, nédulos linfaticos retrofaringeos,
bazo, cerebro o encéfalo, incluida la
glandula pituitaria. De todos los tejidos
colectados, s6lo el cerebro y la glandula
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pituitaria fueron fijados en formol al 10%,
para ser utilizados en la prueba de
inmunoperoxidasa en caso de resultar
previamente positivo al VCP mediante la
prueba de inmunofluorescencia.

Deteccion de antigeno del VCP. Prueba
de inmunofluorescencia (IF).

El antigeno del VCP fue detectado en
cortes congelados de las muestras de
tonsilas, bazo, nédulo linfdtico y timo,
~mediante la técnica de IF utilizando un
conjugado policlonal (National Veterinary
Services, Ames - Iowa, USA), de acuerdo
al procedimiento descrito en el manual del
Organismo Internacional de Epizootias
(OIE, 1996).

Deteccion de antigeno del VCP en cerebro

y glandula pituitaria. Prueba de
inmunoperoxidasa (IP).

Diferentes porciones del cerebro y
gldndula pituitaria fijadas, fueron incluidas
en parafina y procesadas hasta el
desparafinado dentro de las 96 horas de
incluidas segin la técnica histolégica
convencional (H&E). El procedimiento de
la técnica de IP fue de acuerdo a lo descrito
por Ferndndez et al., (1989) utilizando un
conjugado monoclonal contra la proteina 55
del VCP marcado con peroxidasa (Institute
for Animal Science and Health, Lelystad,
The Netherlands).

Tamaifio muestral

El tamano de la muestra fue obtenida
en base al método no paramétrico de

Cuadro 1. Deteccion del antigeno del VCP en lechones de diferentes
edades. IF.
Edad (dias) Niumero de Antigeno Viral Do
Lechones Positivo :

1-5 10 2 20.0

6-10 4 1 25.0

11-15 7 4 57.1

16 - 20 7 5 71.4

12 42.9

Total 28

muestreo simple al azar, tomando como
referencia una prevalencia del 50% de la
presencia de antigeno del VCP en tejidos
de animales de granjas porcinas obtenido
previamente por investigadores del IVITA
y un nivel de confianza del 99%.

E142.9% (12/28) de los lechones de 1 a
20 dias de edad presentaron antigeno del VCP

4

en sus tejidos linfoides: tonsilas, bazo y
nédulos linfaticos, mediante la técnica de IF.

La distribucion del antigeno en el SNC
no fue uniforme en todos los lechones y s6lo
en uno se observé antigeno en todas las dreas
del cerebro incluyendo glandula pituitaria
(Cuadro 2).

La corteza cerebral (100%), seguida

por el cerebelo (83.3%), glandula pituitaria
(50%), tdlamo e hipotdlamo (41.7%),
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Cuadro 2.

Distribucién del antigeno del VCP en el sistema nervioso

central de los lechones. IP.

Lechén Edad

7

Ant Viral Areas del SNC*

(dias) CC

H

TH MO

@!

GP

20
18

2
17

1
14
17
16
12
10 9
11 14
12 13

\ooo\lmu]-bwt\)HQ
N/

++++++++++++

+ 0+

+ +

+ + 0+ v

i
+++++++ 0+ +
+ 4+ 0+ o+

i
]
]
]

*  CC = Corteza cerebral, H = Hipocampo, TH = T4lamo e hipotdlamo, MO = Médula
oblonga, C = Cerebelo, GP = Glandula pituitaria.

hipocampo (33.3%) y médula oblonga
(16.7%) fueron las dreas de preferencia del
VCP (Cuadro 3). El antigeno viral fue
observado en el citoplasma de escasas
neuronas de la capa granular externa, capa
de células piramidales y capa de células
polimorficas. Las células que tapizan los
ventriculos laterales no presentaron antigeno
viral en ninguno de los lechones.

En el hipocampo, tdlamo y médula
oblonga el antigeno del VCP fue observado

en neuronas individuales de la capa granular
externa y capa de células piramidales, pero
no se observé en las células del epitelio que
recubre el tercer ventriculo. En el cerebelo,
el antigeno del VCP se observéd
principalmente en las células de purkinge.
No se observé antigeno viral en las células
de la leptomeninge que recubre el cerebro.

El 50% (6/12) de las muestras de
glandula pituitaria presentaron antigeno
viral en las células de la regién de la

Cuadro 3. Deteccién del antigeno del VCP en las diferentes dreas
del SNC (n= 12). IP.
Areas del SNC — Antigeno del VCP
Positivos %
Corteza cerebral 12 100.0
Cerebelo 10 83.3
Glandula pituitaria 6 50.0
Talamo e hipotdlamo 5 41.7
Hipocampo 4 333
Médula oblonga 2 16.7
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Estudios realizados previamente por
nuestro grupo demostraron que 30 a 60%
de los lechones, de 1 a 30 dias de edad,
procedentes de granjas porcinas tecnificadas
y muertos por problemas respiratorios y/o
digestivos sin signos clinicos agudos de CP,
presentaban el antigeno viral (datos no
publicados). Estos resultados sugirieron que
las infecciones subclinicas de CP
prevalentes en crianzas porcinas no
tecnificadas (Rios et al.,1997), lo eran
también en algunas granjas tecnificadas del
Valle de Lima.

El 42.9% (12/28) de los lechones
estudiados presentaron antigeno del VCPen
tejidos linfoides y el SNC, esta alta
prevalencia del virus en lechones de 1 a 20
dias de edad sin presentar signos clinicos
de la enfermedad indican, sin duda,
infecciones pre y post natales con cepas del
VCP de baja virulencia y que el virus
persiste en el SNC'y tejidos linfoides de los
animales infectados (Cuadro 1).

Estudios sobre VDVB, indican que la
persistencia viral es producto de infeccién
por cepas no citopdticas durante el primer
tercio de la gestacién (Bolin ef al., 1985;
McGowan et al.,, 1995) y que el virus
persiste en los tejidos linfoides y otros
tejidos “privilegiados” como el SNC
(Ferndndez et al., 1989). El presente estudio
determiné también que el SNC es uno de
los lugares de persistencia del VCP, pues el
100 % de los lechones con antigeno viral en
sus tejidos linfoides también presentaron
antigeno en el SNC mediante la prueba de
inmunoperoxidasa (Cuadro 2).

Como ocurre con el VDVB,
probablemente el VCP alcanza el SNC via
sanguinea durante los estadios tempranos
del desarrollo fetal, cuando la barrera
hematoencefilica es mis permeable; luego,
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en el SNC, el virus podria difundirse via
célula- célula (Ferndndez et al., 1989;
Wohrmann et al., 1992). A diferencia,
durante la infeccién postnatal aguda y
sistémica del CP, el virus se replica
activamente en las células del sistema
inmune, asi como en las c€lulas del endotelio
de los vasos sanguineos de todo el
organismo incluyendo el SNC, causando, en
este (ltimo, un proceso inflamatorio y
probablemente favoreciendo su acceso al
mismo.

Las células del tejido nervioso tienen
poca habilidad de expresar antigeno de
histocompatibilidad mayor de clase I (MHC-
1), evitando asi reacciones inflamatorias
fatales en este tejido. Ciertos virus como el
de la Coriomeningitis linfocitica (VCML)
y el VDVB encuentran en las neuronas sitios
favorables de persistencia (Joly ef al., 1991;
Hewicker et al.,1992). El VCP de baja
virulencia podria tener el mismo mecanismo
que los virus arriba mencionados.

El VCP tuvo amplia distribucién en
el cerebro de los lechones estudiados como
lo indica la presencia de antigeno en la
corteza cerebral del 100% de los lechones,
seguido por el cerebelo (83.3%), gldndula
pituitaria (50%), tdlamo e hipotdlamo
(41.7%), hipocampo (33.3%) y médula
oblonga (16.7%) (Cuadro3). Al parecer la
alta frecuencia de infecciones prenatales, la
prolongada viremia y la inmunotolerancia,
que caracterizan a ciertas infecciones virales,
son factores que facilitan el acceso del virus
al SNC como lo indica estudios referentes
al VCML en el ratén (Oldstone et al., 1982).

El antigeno del VCP fue observadoen
el citoplasma de las neuronas de las
diferentes dreas del encéfalo, pero no en las
células epiteliales que recubren el tercer y
cuarto ventriculo ni en las células de la
leptomeninge. Joly et al. (1991), observaron
que durante infecciones con el VCML de
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tipo agudo, la replicacion viral en el cerebro
estaba restringida a las células de la
leptomeninge y plexo coroideo, mas no en
las neuronas; mientras que, durante
infecciones persistentes, el antigeno fue
localizado principalmente en las neuronas.

La ausencia de antigeno del VCP en
las leptomeninges, asi como, la amplia
distribucidn en las neuronas de las diferentes
dreas del cerebro de los lechones (Cuadro
3) concuerda con lo indicado por Joly et al.
(1991) y constituye un fuerte argumento a
favor de que muchos de los lechones fueron
infectados durante la etapa prenatal, es decir,
por via sanguinea y no por fluido
cefaloraquideo y que el SNC es también un
lugar de persistencia del VCP.

En el presente estudio no se realizé el
examen histopatoldgico detallado de las
muestras, pero no se observé lesiones
histopatoldégicas en los cerebros. Ferndndez
et al. (1989) y Wohrmann et al. (1992)
reportaron que las neuronas de terneros
infectados persistentemente con ¢l VDVB
no presentaron aparentes lesiones
morfoldgicas y aunque no fue posible
conocer la integridad funcional de dichas
neuronas, los autores mencionan que
probablemente el periodo de vida de estas
neuronas podrian ser mas cortas, y asi
mismo el dafio funcional de las neuronas del
sistema limbico podria ocasionar
alteraciones en la conducta del animal.

Es relevante la presencia de antigeno
viral en las células epiteliales de la
adenohipéfisis de la gldndula pituitaria del
50 % de los lechones. No existe informacién
referente al efecto del VCP en la funcién de
estas células, pero estudios similares con el
VCML se asocia la replicacién viral en la
adenohipdfisis con disminucién de la
sintesis de la hormona de crecimiento,
produciendo retardo en el crecimiento del
raton (Wohrmann et al., 1992). Se menciona

8

también que algunos terneros infectados
persistentemente con el VDVB tienen
igualmente retardo en el crecimiento en
relacion a su edad. En este estudio la mayoria
de los lechones muestreados tuvieron
evidencias de pobre desarrollo corporal.

El VCP sélo fue detectado en 2 (20%)
de los lechones de 1 a 5 dias de edad. Sin
embargo, se observg incremento progresivo
en la deteccidn de antigeno viral en los
lechones de 6, 15 y 20 dias de edad,
respectivamente (Cuadrol). Esto podria
explicarse por la posible reactivacién y
replicacion viral en los tejidos y/o nuevas
infecciones postnatales con cepas de baja
virulencia prevalente en las granjas como
lo indica Oirschot (1980).

Por otro lado, ¢l 100 y 60% de los
lechones con problemas diarreicos y
neumonicos, respectivamente, presentaron
antigeno del VCP, talvés como consecuencia
del rol inmunodepresor del virus y
predispone sobre todo en lechones a
infecciones secundarias (Cuadro 4).

En las granjas tecnificadas la
prevencién del CP es mediante la
inmunizacidén sistemdtica con vacunas
preparadas a base de la cepa china lapinizada
o preparada en cultivo celular. La presencia
del VCP en las granjas a pesar de
inmunizacién de los animales sugiere la
existencia de cepas capaces de escapar a los
anticuerpos neutralizantes de origen vacunal
o inducidos por virus de campo como estd
ocurriendo con el pestivirus bovino (Paton
et al., 1992; Ridpath er al., 1994).

El VCP de baja virulencia es
prevalente en granjas porcinas tecnificadas
del Valle de Lima. Estas cepas inducen
infecciones subclinicas y persisten en los
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tejidos linfoides y el SNC incluyendo la
glandula pituitaria.

Un 20 % aproximadamente de los
lechones de 1 a 20 dias de edad de pobre
condicion fisica nacen persistentemente
infectados con el VCP. El porcentaje de
infeccién subclinica se incrementa a lo largo
de la vida del animal.

Altos porcentajes de lechones con
problemas diarreicos y respiratorios
procedentes de granjas tecnificadas tienen
antigeno del VCP en sus tejidos.
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