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RESUMEN

ROJAS BAUTISTA SERGIO DAVID. Uso de suero hiperinmune y -
del factor de transferencia para la prevencidén y tratamien-
to de la colibacilosis neonatal en lechones (bajo la direc-
cién de Fernando Olguin Romero y Joaquin Becerril Angeles).
Con el objeto de conocer el efecto del uso de suero hiperin
mune y factor de transferencia (dializado de leucocitos) -
contra los factores de adherencia y exotoxina de la Escheri
chia coli para la prevencidn y tratamiento de la colibacilo
sis neonatal, se formaron tres grupos con un total de 254 -
lechones, de los cuales 88 lechones fueron tratados con sue
ro hiperinmune al nacimiento por via oral; 89 con el factor
de transferencia al nacimiento por via intraperitoneal y 77
fueron dejados como testigos sin tratar. Todos estos lecho
nes fueron criados en una misma maternidad comparindose con
otra maternidad donde no se efectud tratamiento alguno. Se
observaron durante las cuatro semanas de lactacidén de donde

se obtuvieron los siguientes resultados:

No se registro incidencia de diarreas en la maternidad con
lechones tratados, mientras que en la otra maternidad fue -
del 4.1%. E1l porcentaje de mortalidad para la maternidad -
tratada fue de 9.8% en 28 camadas tratadas, mientras que en
la maternidad sin tratamiento fue de 16.2%. En cuanto a 1la

ganancia de peso para los animales de los grupos de la ma-



ternidad tratada fue de 400g a los 21 dias en comparacidén -
con los lotes testigé, la diferencia se extendié hasta 500g
a los 28 dias de edad. Esta fGltima diferencia fue estadis-
ticamente significativa (P 0.05). Estos resultados indi--
can que la utilizacién del factor de transferencia al naci-
miento ocasiona un incremento en la ganancia de peso, signi

ficativamente mayor que en los animales testigos.

Debido a que en la maternidad donde se llevo a cabo el tra-
tamiento no se presentd colibacilosis, lo que disminuyd el
gasto por concepto de medicamentos, resultando en una dismi
nucioén de mortalidad del 16.2% en la maternidad no tratada

en comparacién con el 9.84% para la maternidad donde los le

chones fueron tratados.




INTRODUCCION

La produchién porcicola del pais enfrenta una serie de pro-
blemas que inciden directamente en los costos de producciédn,
uno de ellos es el que significa la morbilidad y mortalidad
durante la lactancia y las etapas tempranas posdestete; mu-
chos de estos problemas estidn relacionados fundamentalmente
con la inmadurez inmunoldgica de los lechones, ya que el le
chdén recién nacido depende de la inmunidad pasiva que le -~
transmite la cerda 2 través del calostro y la leche, mien--
tras es capaz de responder plenamente en forma activa a las

infecciones (2, 14, 15, 18, 19, 20).

La respuesta inmune del lechén ante los gérmenes es muy dé-
bil, en algunos casos como en la infeccidén viral intestinal,
dicha respuesta se observa hasta los siete o diez dias de -
edad (2, 9). Se sabe que la madurez del sistema inmune en
el cerdo se alcanza aproximadamente a las seis semanas de -
edad (2, 9).

Una de las causas mas importantes de pérdidas de lechones -~
es la diarrea neonatal y la principal causa de dicha diarrea
es la colibacilosis, ya que provoca alta morbilidad y gran

mortalidad (11, 13, 15).

Para el tratamiento de la enfermedad se ha hecho un verdade
ro abuso de los antibidticos y otros quimioteripicos, lo -~

que ha resultado en la creacién de cepas con un alto grado



de resistencia a dichos agentes, con las consecuentes fallas

en los tratamientos y elevacidén de los costos (9, 11).

Se sabe que la enteropatogenicidad de Escherichia coli se -

ejerce a través de su factor de adherencia y su exotoxina -

(4, 5, 10, 15, 16, 22)

Estos factores de patogenicidad pueden ser neutralizados -
por anticuerpos especificos (9). Cuando la cerda adulta -
presenta un alto nivel de anticuerpos en el calostro y le--
che contra estos factores de la bacteria, la incidencia de

la enfermedad en sus crias es menor que en las provenientes
de madres sin estas caracteristicas (8, 9, 12). Sin embar-
go, algunos investigadores (3, 12), han sefialado que la in-
munodeficiencia neonatal del cerdo es un factor que contri-

buye a la morbilidad de la colibacilosis (3, 9, 12).

Un estimulo en el lechdén para incrementar su respuesta acti
va o una inmunizacidn suplemantaria al calostro contribuira

a disminuir la morbilidad de la colibacilosis.

HIPOTESIS:

A) Anticuerpos éspecificos contra los factores de patogeni-

cidad de la Escherichia coli (K88 y exotoxina 1ibil) ad-
ministrados pasivamente por via oral a lechones recién -
nacidos impedirén la presentacidn de la colibacilosis -

neonatal.

B) La administracidén pasiva intraperitoneal del factor de -



transferencia obtenido de cerdos inmunizados especifica-

mente contra Escherichia coli y sus factores de patogeni
cidad, inducird eficiencia inmunolégica contra Escheri--

chia coli enteropatdgena en lechones neonatos.

OBJETIVO:

Probar si la inmunizacidén pasiva adicional al calostro, es-
pecifica contra los factores K88 y exotoxina de Escherichia
coli enteropatdégena, asi como el factor de transferencia -
(dializado de leucocitos de animales inmunes) son efectivos
en la prevencidén y tratamiento de la colibacilosis neonatal

de los cerdos.




MATERIAL Y METODOS

A partir de un cultivo puro de 18 a 24 horas en caldo trip-

tosa de Escherichia coli enteropatdégena, cepa pl55, 0149: -

K91 H10 del cepario del Laboratorio de Serologia del depar-
tamento de Virologia e Inmunologia de la Facultad de Medici
na Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auté-
noma de México, se obtqu la exotoxina y el factor de adhe-
rencia segﬁnvla técnica de Soderlind é&agl. (17), que-con--

siste en lo siguiente:

A) Cultivo de Escherichia coli en caldo triptosa 18 a 24 -

hrs a 37° C.
B) Centrifugacidén a 8000g durante 20°'.

C) Recuperacién del sobrenadante que contiene antigeno K88

(factor de adherencia 6 fimbria) y toxina termolibil.

El sobrenadante se inactivdé con formaldehido a una concen--

tracién de 0.1%

Trasncurridas 24 hrs.se'aﬁadié hidréxido de aluminio a wuna
concentracién del 10%, esta preparacién sirvis para inmuni-
zar aproximadamente a los 30 dias énfeS'déi.peso al mercado
‘a cuatro cerdos sanos. Estos animales fueron mantenidos ba
jo el manejo establecido-en la etapa final de 1la engorda en
1a Granja Experimental Porcina de 1la Faculiad de Medicina -
Veterinaria y Zootecnia.

Los animales fueron hiperinmunizados seis veces con el pre-



parado--del factor de.adhérehéiaiy:ékofdkiha bajo el siguien

te calendario:

INOCULACION VIA DE ADMINISTRACION *

'i? " Intradérmico
22 Subcuténeo
3% Subcutéaneo

'vﬁé Subcutineo

,59 Subcﬁténeo
69 Subcuténeo

* Inoculaciones 5 ml
En caso de que los animales no respondieran a la inmuniza--

cidn, las inoculaciones se repetirian una o dos veces mas.

El dia 32 posinoculacidén se tomaron muestras de sangre para
realizar una prueba de aglutinacidén en placa y una prueba -
de precipitacidn en agar para evaluar el grado de inmuniza-
cidn de los animales. Al sacrificio de los cerdos mediante
choque eléctrico y degiliello se obtuvo la sangre lo mis -
asépticamente posible en envases de plistico que sellaron -
herméticamente. Una parte de esta sangre (500 ﬁl) se obtu-
vo con anticoagulante (Alsevers) con el fin de obtener leu-
cocitos circulantes. El resto de la sangre se obtuvo sin -
anticoagulante.

La sangre se trasladé al laboratorio y se procesd de la si-

guiente manera:



De la sangre sin anticoagulante se obtuvo el suero en for
ma aséptica, se separo el coidgulo, dejando en reposo du-
rante una hora y se absorvidé el suero asépticamente con -
jeringas estériles y se conservé en frascos estériles de

50 ml1 en congelacién a -20° C.

La sangre con anticoagulante se centrifugé a 1500 rpm/10°',
para separar eritrocitos, leucocitos-y plasma. se separd
la capa blanca por absorcién con pipeta pasteur para ser
centrifugada nuevamente a 1500 rpm/10'. Los eritrocitos
que accidentalmente no se eliminen al obtener la capa .
blanca fueron lizados con agua destilada estéril que se -

afiadié a la suspencién gota a gota,

A los leucocitos que quedaron suspendidos en el plasma se les

aplicé tantas series de centrifugacidén como fueron necesa--

rias hasta formar un botén en el tubo. Estos leucocitos -

fueron tratados segin la técnica de Lawrences para obtener

el factor de transferencia (12). La técnica fue:

a)

b)

c)

Lisis de leucocitos mediante congelacién y descongelacidon
repetidas durante doce veces.

Didlisis con agua destilada durante 48 horas (tubo de -
didlisis que retenga moléculas con peso molecular mayor
de 12000).

El producto de la didlisis se conservd congelado en fras

cos estériles.



En la Granja Experimental Porcina Zapotitlan de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, se tomaron como anima-
les experimentales los lechones nacidos de 28 camadas, den-
tro de cada camada los lechones fueron escogidos al azar pa
ra ser sometidos a cualquiera de los siguientes tratamien--

tos:

A) Animales testigos: se les aplicé el manejo convencional
establecidoy no tuvieron ningan tratamiento preventivo -

contra colibacilosis.

B) Animales tratados con suero: recibieron el mismo manejo
convencional que los testigos, ademids cada uno recibié 2

ml de suero hiperinmune de Escherichia coli por via oral,

dentro de las primeras seis horas del nacimiento.

C) Animales tratados con factor de transferencia: recibie--
ron el hismo manejo convencional que los testigos. Cada
lechdén recibié el equivalente a 1 Unidad del factor de -
transferencia por via intraperitoneal (1 U de FT = 4 x
109 leucocitos para 80 kg de peso vivo), aplicado dentro

de las primeras seis horas del nacimiento.

- Los animales se observaron durante cuatro semanas para la
determinacién clinica de la incidencia de colibacilosis -

entérica.

- Se comparé la incidencia entre los’ tres grupos y las dife

rencias de peso, determinando diferencias estadisticas -

por Andlisis de Variancia y Prueba de Dunnet (1, 21).
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- En caso de presentacioén de colibacilosis clinica, los ani

males se tratarian terapéuticamente de la siguiente forma:
~

a) E1 gruﬁo tomado al azar, tratamiento contra colibacilo--

sis con el antibiético establecido en la granja.

b) Otro grupo de animales clinicamente enfermos serian tra-
tados con suero hiperinmune contra el factor K88 y ente-

rotoxina termoldbil de Escherichia coli a una dosis de 2

ml por animal por dia via oral.

c) Un tercer grupo de animales clinicamente enfermos serian
tratados con factor de transferencia (dializado de leuco
citos) a una dosis de 0.08 Unidades de factor de transfe

rencia por Kg via oral.

- E1 efecto terapéutico y los porcentajes de la reduccién -
de animales clinicamente enfermos se compard y analizé es
tadisticamente mediante un Andlisis de Variancia y Prueba

de Dunnet (1, 21).

Durante el curso del trabajo se comparé también la inciden-
cia de colibacilosis clinica, mortalidad y ganancia de peéo
en una segunda maternidad dentro de la misma Granja Experi-
mental, en 1la cual se siguid un manejo semejante y se utili

zaron animales del mismo grupo genético.

De los animales que presentaron colibacilosis clinica se -~
tomaron muestras fecales que fueron analizadas para detec--

tar la presencia de cepas de Escherichia coli con el factor
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K88 y la endotoxina. Este andlisis se llevd a cabo median-
te la técnica de inmunodifusién en agar, seglin la describié

Herndndez R.H. (6) para detectar estos antigenos.
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RESULTADOS -

En el cuadro 1 se expresan las ganancias de peso promedio -
en lechones inoculados con suero y factor de transferencia,
comparados con un grupo testigo. Se observa que el aumento
de peso de los animales testigo fue dentro de lo considera-
do normal, habiendo diferencias con los animales que reci-
bieron los tratamientos, ya sea con suero o con factor de -
transferencia. Estas diferencias fueron estadisticamente -
significativas solo al dia 28 para los animales tratados

con factor de transferencia.

El cuadro 2 expresa los porcentajes de mortalidad en la ma-
ternidad en experimento observdndose una elevacidn del por-
centaje para los lechones tratados con factor de transferen
cia (3.54% y 1.57% Vs 1.57% de los testigos y 2.75% y 0.39%
de los tratados con suero), lo cual pareceria indicar que -
dicho factor los volvidé mds sensibles a las enfermedades. -
Sin embargo, el mayor aporte de esta mortalidad fue causada
por hipoglicemia e hipoplasia miofibrilar, los animales que
murieron por hipoglicemia provinieron de una camada cuya -
madre sufridé agalactia, lo que deberia ser tomado en cuenta
al analizar los resultados. Por otro lado, se sabe que 1la
hipoplasia mofibrilar estd intimamente ligada a genes rece-
sivos en la raza Landrace, por lo que también debe conside-

rarse para la interpretacidén de estos resultados.
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El cuadro 3-indicé'las'cau535 de " télidédfeh]la ‘materni-

dad expefimehtél; Siéh' fibtilgr.y 1a”hi-
poglicemia,las;céuﬁas haydrés pérdidas.

El cuadro 4 muestra

en la méternidad,s‘ 1a hipoglicemia 'y

a ‘hipoplasia miofi

teritis colibacilar se ‘-

idad‘con~tratamiehtp-y en.

la maternidad sin tratamiehto.'

El factor de transferencia y la toxina termolabil no se en-
contraron en las muestras de los lechones de la maternidad
en tratamiento, pero si se manifestaron en las muestras ana

lizadas de los lechones de la maternidad sin tratamiento.
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DISCUSION " -

Varios trabajos previos: 1nd1can que el proced1m1ento llama-k

do inmunidad: suplementarla (admlnlstrac1on-de suero via

oral despues del nac1m1ento), 1ene un efecto beneflco 50-
bre los lechones:.en cuanto a: mortalldad y peso

lo cual fue observado y. conflrmado en este trabaJo

cia,

cas de los_aﬁimaies son més pobres (12).

El uso del factor de transferencia por via intfaﬁefiféﬁéai;;
en dosis lnica dentro de las seis primefas horas de ‘vida -
del lechdén, es un procedimiento nuevo y produce un efecto -
benéfico estadisticamente significativo en cuanto a la ga--
nancia de peso en una lactancia de 28 dias, en comparacién
con animales no tratados y animales tratados con suero inmu
ne via oral. E1l efecto benéfico se observa también en cuan
to a la frecuencia de presentacién clinica de diarreas y -

probablemente en la ausencia de Escherichia coli patédgena,

a juzgar por los resultados.

Namioka et al. (12), han publicado resultados bastante seme
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El resto de los animales se deJaron como te

En un segundo experimento se utilizaron ‘527

yectados semejantemente con factor de transferenc1

jados como testigos. Sus resultados indican‘que lainciden-

cia de diarreas fue muy baja tanto en animalesytrétqdps‘co-
mo en testigos que convivieron con ellos.

Estos mismos autores y Sellwood (16) indican que probable--

mente cuando la Escherichia coli patégena no tiene posibili

dades de mﬁltiplicarse o ésta posibilidad es remota, necesa
riamente la presentacidén de las diarreas serd muy baja. Al-
go semejante pudo haber ocurrido durante el proceso experi-
mental en este trabajo al no detectar colibacilosis en 1los
animales experimentales y testigos que convivieron con e~
1los.

Es necesario sefialar que el trabajo se 1llevd a cabo durante
los meses de invierno cuando la incidencia de colibacilosis

clinica en la granja es relativamente baja en comparacién a
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lo registrado duranteila primavera .y verano. -

El hecho de no haber!defeéﬁa&9 1os7factores de patogenicidad

de Escherichia coli en loé;qéébéjde diarrea de los animales
de la maternidad donde sekllevafbn afcabo los tratamientos

podria explicarse si se considerdn. a estos casos de diarrea
como producidos por un exceso de leche o que el tratamiento

con factor de tranéférEncia y suero impidieron la multipli-

cacién de cepas entéro?atégénas de Escherichia coli; o tam-
bién que la diarrea. pudo deberse a causas meténicas(u otros
organismos. de cualquier modo el personal dé inténdencia -
que hacia la limpieza de ambas materniades siempre fue el -
mismo y las Unicas precauciones que se llevaron a cabo fue-
ron que sus actividades las realizaran primero en la mater-
nidad bajo tratamiento y que al entrar y salir de ella se -
lavaran escrupulosamente las botas y manos. Asi mismo, no
se permitid el manejo de los animales en esta maternidad a

otras personas.
Lo cual ocurridé en la maternidad sin tratamiento.

El uso rutinario del factor de transferencia pudiera dar 1la
posibilidad de la prevencidén y el control de la colibacilo-
sis, aunque su preparacidn es relativamente sencilla no pue
de ser intentada por los porcicultores, ya que se requiere
de un laboratorio bien equipado y que ofrezca la capacidad

para trabajar grandes voluimenes de sangre en forma aséptica.

La disponibilidad comercial del factor de transferencia pa-
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ra los porc1mﬂtores no aparecera hasta; ue se‘lleve a cabo

un mayor numero de trabaJo 'aJo d versas cond1c1on's de

ue alguna companla com rc1al d c1da hacer Ias 1n-3~

campoy:

uvpreparac1on.11£1 factor de

verSioné necesarlas-para

transferencia en: si, podrla con51derarse ‘como un subproduc

to de la cria: comerc1a1 de cerdos, ya que los an1ma1es des‘
tinados para su obtenc1on pueden‘lnmunizarse en formarino-
cua durante la Gltima fase de la engorda y su. carne y p1e1f

pueden ser aprovechados como 1a de cualquler an1ma1 comer-

cial.
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CUADRO 1

" 'PROMEDIO PARA LA GANANCIA DE PESO EN LOS LECHONES

DE ACUERDO AL TRATAMIENTO REALIZADO

OMEDIO DE PESO PROMEDIO DE PESO PROMEDIO DE PESO -
" DIA 0 DIA 21 DIA 28
TESTIGO . =i 1.4331 (a) 5.6924 (a) 7.0904 . (a)
_suEro ‘ 1.4353  (a) 5.7382 (a) ©7,1833 (a)"
FACTOR DE
TRANSFERENCIA 1.4244 (a) 6.0780. (a)

NGmeros con distinta literal son diferentes
estadisticamente P 0.05.



23

CUADRO 2

.* 'PORCENTAJES DE MORTALIDAD EN LOS LECHONES
DE ACUERDO AL TRATAMIENTO REALIZADO.

% MORTALIDAD

TRATAMIENTO . 'EDAD DE 0 a '5 DIAS EDAD DE 6 a 20 DIAS EDAD DE 21 a 28 DIAS

TESTIGO .. 1.57 % 0 % 0%
SUERO 2.75 % 0.39% 0 %
FACTOR DE . .

'"TRANSFERENCIA 3.54 % o 1.57% : 00%

* Las causas de muerte se indican
en el cuadro 3. )
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CUADRO 3

RELACION DE LAS CAUSAS DE MORTALIDAD OCURRIDAS
: DURANTE LA FASE EXPERIMENTAL.

CAUSAS i o o NUMERO DE ANIMALES _ PORCENTAJE'DEL TOTAL*
: JRE N ‘ AFECTADOS . i T
HIPOPLASIA =" : ST e N
MIOFIBRILAR : 9 ‘ LR 3.54 3
HIPOGLICEMIA g o 3.sa s
APLASTADOS 2 e S 0.78 %
ENDOCARDITIS : - - L
VEGETATIVA ‘ 1 . ST 039 e
NEUMONIA o a o 1.7
%

TOTAL ' 25 R .'9.84

* 254 lechones fueron incluidos en el experimento

** provinieron de una sola camada con agalactia.
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CUADRO 4

f“bAUSAS DE-MORTALIDAD EN LA MATERNIDAD SIN TRATAMIENTO

PORCENTAJE DEL TOTAL *

CAUSAS 'fif, ‘ NUMERO DE ANIMALES

e : AFECTADOS

HIPOPLASIA

MIOFIBRILAR 9 3.75 %
HIPOGLICEMIA 11 4.58 %
NEUMONIA 4.58 %
APLASTADOS 1.66 %
ENTERITIS ‘
COLIBACILAR 1.66 %

* 240 lechones fueron incluidos pa;ra
el andlisis comparativo.
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CUADRO §

COMPARACION DE LA INCIDENCIA DE DIARREAS EN LAS MATERNIDADES
CON TRATAMTENTO Y SIN TRATAMIENTO

' TRATAMIENTO : EDADES DETECCION DEL- FACTOR

0 - 14 DIAS 15 - 21 DIAS 22 - 28 DIAS DE ADHERENCIA

I MATERNIDAD

CON
TRATAMIENTO
a) TESTIGO 0777 .0/73 negativo
b) SUERO ’ 0/89 LLT0/BLLin negativo
c) FACTOR DE STt e
IR ') A - T R negativo

TRANSFERENCIA - 0/88

II MATERNIDAD
: SIN e S
TRATAMIENTO . 3/240 02010 positivo en to

E & S AL dos los casos.
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