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INMUNIDAD INTESTINAL FASIVA: DURACION DE LA PROTECCION
CONFERIDA’POR LA ADMINISTRACICN OHAL DE INMUNOGLOBULINAS

SERICAS CONTRA salmonella cholerae-~suis




RESUNER

Cinco cerdos de cualro mesen de sdad, f{ueron inmuni-

zados con un extracto crudo de Salmonella choleras-~suis,.

A los ocho dfae del dltimo estfmulo antigénico, los cerdos
fueron sacrificados en el raslro donde se recolecté la -~
gangre, y las iamunoglobulinas del suero fueron precipita-
das con aulfato de emonio. De cuarenta lechones sge forma--
ron ccho grupos, cuatro experimentales a los cuales se lesp
adzinistrd diariamente por via oral, durante cinco dias a

partir del nacimiento, cinco gramos de inmunoglobulinas --
aéricas contra 5. choleras-guis. Cada grupo experimental -
¢orn su respectivo testipgo, fueron desafiados a lasg 8, 24,

4%, ¥ 72 horas despuds de la dltimn administracidn de in--

munoFlodbulinas con 1010

bacterian de 3. cholerae-suis. &1
1G0% de los animales testigo enfermd, mientras que, de los
animales experimentales, del 71 al 80% enfermaron, siendo
8l perfodo de incubacidn mayor &l del grupo testipgo excepto
en el pgrupo de 48 horas. il andlisis estadistico a través
de la prueba de xz, a un nivel de aceptacién de 0.9 con -

un nivel de significacidn de 0,05 mostrd una p mayor de -

0.09.



lN'i'ROUUCClON

Uno de los principales problemas que registra la por-
cicultiura nacional, es la elevada mortalidad que se detecta
en los recién nacidos, la cual alcanza cifrus hasta de 25%
como se he seflalado con anterioridad (24), lLas causas de —-
esta mortalidad son varias {5,6), las més frecuentes son —-
enfermedade;s de (ipo infeccioego y causantes de diarreas --
(19,24). Esto se puede relacionar con el perfodo de inmuno-~
deficiencia del recién nacido y la contaminacién ambiental
predominante en las distintas resiones del pafs, que depen-
den del grado de tecnificacidn de las explotaciones porci--
n&s.

En un estudio bacterioldgico realizado en la uranja de
Cerdos de la racultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
ae encontrd la presencia de agentes bacterianos asociados u
el cuadro clinico hasta en un 60% de los casos. Entre lag -
bacterias encontradas en los cladros de diarreas, la Salmo~
nella repreanenta del 2 al 3.17%, siendo los serotipos més -

frecuentemente involucrados S, cholerae-suis y S. btyphimu--

riuz (19,20,24).

il tracto digestivo entra en contacto con una gran va-
riedad de antigenos potenciales, méds que otros dryanos del
cuerpo, siendo probablemente el que experimente mayor y méds
variado desaffo antigénico, por lo que el estudio de lag --

-2 -



defensas inmunep a nivel local es de gren interés.

El lechdn durante su etapa de deficienciu inmune re--
cibe de la madre, por transferencia pasivae, la mayor par--
te de los anticuerpos que pa{ticipan en la detenss del ---
tracto intestinal a través del calostiro y de la leche (13).
Los anticuerpos as{ oblenidos participan en la neutraliza--
¢idn y elinminacidn de antf;enos entre log que se encuentran:
tacterias, virus y pardsitos (10,21,22). $i la cantidad de
anticuerpes no es suficiente para el control de los desa--
Tfon u los que se encuertra expuesto el recién nacido, es
posipble incrementarla por wedio de la administracidn por -
via oral de inmunoglobulinas séricas (Y), produciendo en -
gran egcala anticuerpos espec{ficom contra diversos ant{i--
cenon (1.

&L monto de las pérdidas econdmicas por la salmonelo-
gig an los cerdos es diffcil de estimar, ya que los datos
de morbilidad y mortalidad con los que se cuenla son regio=-
nalea e incluso a nivel de explotaciones, Estas coneldara-~
bles pérdidas econémicas estan representadasn por la muerte
de los unimales infectados, pmastos por cervicios veterina-
rios, wredicamentos, poca ganancia de peso, medidas de con-
trol renitario, ademés del costo en el proceso de retirar,
reproceaar y destruir productos de orfeen porcino contami-
nados con salmonelas despues de haberlos envasado y digtri-
buidos comercialmente; esto afecta 1la productividad, oca=--

sionando una produccidn menor y un costo mayor por Kilogramo.
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Dado que los principules grupos seroldgicos que provo-
can la enfermedad en el humano, coicfden con los grupos se=-
rolégsicos mds frecuentemente ainlados ée cerdos (?), la in-
faceidn por salmonela ern los animales puede influir en la
salud del hombre (2,7,10). Algunos trabajos sugieren que el
cerdo Jjuega un papel como portador ya gue se ha logrado aig-
lar 3elmonella de la vesfcula biliar de cerdos aparentemente
sanos destinados al consumo humano en un 13% (7), y en un
9% de las neces (2).

sn humanos nay pérdidas econdmicas por gastos médicos,
hoapiiulizacidn, ausentiamo laborel y zortalidad debidos a
la salmonelosis, De 1963 a 1370 la tasa de mortalidad por
la salmonelosis aumentd del 2,2 al 2.5, y la morbilidad re-
Zistrd un aumento significutivo del 14.4 en 18367 a 20.5Men

1972 por cada 100 000 havitantea (17).

HIFPUTESIS
Es posible que la adzinistracidn oral de inmunoglobu-

linae géricas contra Salmonella cholerae-suis, proteja a

lecuones contra infeccilones experimentales con el mismo -~

a.ente por un tiempo definido.

OBJETIVO

Jeterninar el tiempo que las inmunoglobulinas séricas

nomélopas contra 8. cholerae~suis administradas por via oral,
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gor capaces de proteger a cerdos recién nacidos de un desa-

f{o experimental con el agente patdieno.

MATERIAL Y #nTOLQS

Disefio experimental

zn el premente trabajo se usaron cuasrenta lechenes, los
que se dividieron en & grugoe, a 4 se les administré 9 gramos
de lnmunoglovulines séricas contra 3. cholerae-puis diaria--
mente & parsir del vacimiesnto, por via oral durante 5 dfas.
Log 4 grupos fueron decnfiadosg a las 8, 24, 48, y 72 horas
regpectivazente despudn de 1a Gltima administracién, Tanto
loz srupos exrerimentsles cozo loe tesligos, fueron dezafia-
dos can lol? Unidades Fornadoras de Colonias ( UFC)} por le--—

cuén,

rosteriormente al desaf{o los animales fueron observa—
dos durante 20 d{as, regsietrandose loe detos de morbilidad
y mortelided, tambien ge tomaron muepliras de sangre y mate-
ria fecal pars el aislamianto e identificacidn de las sal--
monelas, a4l dnico &nimal que aurio se le practicd la necro-
peia de acuerdo a la tecnica utilizada en el Lepartamento
de lataolosfa de la Facultad de Fedicina Velerinaria y Zoog--
tecnia (3), rejsictrandose las legiores macro ¥ microsecopi--

cas,



Aninales

Fara la obtencién de los mreros hiperinmunes; se utili~
zaron ¢ince cerdas nibridos Humpehire-puroc de cuatro meses
{e edad de la {runje experimental porcina de le Facultad de
Medicina Veterinarie y wootecnia, Log cerdoes fueron inzuni-
zados en custre ocasionen con un extiracte antipgénico de 3,
cholerae~-guis conteniendo 10 mg de proscfva, Se aplied un
eat{mtlo cata 15 ifuz;-las dos prineras inmunizaciones {ue-
ron adninistradas con adguvanie complelc de Preund, enulsi-
Tlcadns con el anli{senn o partes igasley, por via subcutédnea
en el plioee de la oreja, , luas ltimas insunizaciones sin
ud Juvants fueren anllicadus por via iabramuscular ern la pler-
na. Ucho dfes lespuds cel dltimo eetfmulo antizéuico los
cerdesg fuercu szorificades en el rastyo y la san;'re Be reco-

lectsd para la obtencidn de lag inmunoglobulines { Cuadra 1),

Fara la obtencidn de los lechones experimentalos

Cuairo cerdes pestantes Tueron inastuladas en aislavien-
Loe previamnente lavados con jabén de tipo anidnicn, desin--
fectado con une golucidn de fenoles sintéticos, ¢on sas pro-
duct - de 1la conmbinacidn del perasnganato de potusio con el
{ornaldehido.

Cade lecudn vecibio 200 mg dg hiervo por via intranus-
calar, so les identificd con muegcas en las orejas, &e re--
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18 la témpera@ufarédn’fﬁgnié'de'cﬁldr:y,se‘iéévpéf@it{@
MATET ggelibitgé; . ‘ i - R
Laé éuatro camadas fuersn divides én'un grupd-exbéri-
mentul ¥ otro‘tcstigo. Lna grupos experimentales recibieron
cinco gramos de incunoglooulinas séricap por via oral dia--
rienmente a partir del nacimiente, aprovechando la diferen--
cxa entre log partos psra depafiar a todos los animeler ol

vy con dorig ipua-

B

nigno dig c¢on ¢l sismo culiivo bacteriano

les.

gbiencion de las inqunoglopulinas

La aanire e los ceordoen inmunizados con el exlracio de
se chuleras—guis fué recolectada durante el sacrificic en -
el rartre, go d2jo coaprdlar w femperatura antiente y poszie-
riornenie & 49 por 12 h pare permitir la nmaxina retrarcidn
del codmulo, Bl suero fue ceparado porv decantacidn y ceniri-
fusade a 1,500 rpm durante 1% nimitos o 40 C para elisirar -
loa residuos celularcsg,

L separacion de lus inounoxlobulinas del suero se res-

for
-
~
On

por pravipliacidn en gulfeto de amonio a una concenira-

cidn tinal de 335 (2%,
intfcencs

uoy ant{genos bvaclerianos ae obtuvieron por el uétods

de los rolvos acetdnicos (23), y se determinaron las protei~
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nan por e]‘métodn de Lowry'(25),,utilizandone'lCVmg de pro;

tefnn por desis inmunizante,

Adjuvant

£1 ad juvante conpleto de Freund se preparé mezclendo
#45% de aceite mineral 15% de lanolina y 9 mg/ml de hyco--
bacteriumn tuberculosisg 37 Kv esterilizado y liofilizado

(e).

frepmracidn de la dogis de desaffo

Se inocularon 50 nl de calde tripticasa soya con 5.
cholerae-puis , y sa lncubd con apitecidn 4 h a 370 C. i
partir de este cultivo se inocularon placus de agar tripti-
cent aoya en toda la superficie incubandelas e 370 ¢ duran-~
te 1o n para ostener crecimiento confluente, pag bacterias
fueron cosechadas es eolucidn ~#lirg disotdnica y la surcpen-
cidn fue censerveda en Mielo para gu utilizacidn upas horas
e spues,

El mimero do vacterias en la suspencidn tuéd ojustado,
aediante egpectrofotortria a 1010 microorganiomos/4 nl y
cont irgado dgﬂpuﬁs p0r 6l ndmero de bhacteriar viables por

. Toa
culiivo en placas d2 agar tripticsse toya.



RESULTADOS

rroduccidn de inmunoglobulinag contra 5, cholerae-suin

Los animales inmunizadon con el extracto antipénico de

S5elmonells cholerme-suis respondieron a la estimulacidn an-

tigénica y se desarrollaron de manera adecuada, ya que ale-
canzaron el peno de mercado en el liempo requerido serdin loo
fndices zootecnicos (4). Bl registro de peso demueutra gque
el incremento de estos animules fue muy cimilar a un grupo
tegtlso que se desarrollS en lus mismas condiciones ( Cua--
dro 1 ). Las canules pasaron sin ningln problema el examen
post mortem, practicado en el rastro al momento del sacrifi-

cio,

Lus inmunoglobulinas obtenidas de los cerdoe inmuniza--
dop fueron reunidas y tuvieron un t{tulo de 1:1024 cuando
fueron brobad&s por aglutinacidn directa empleando la bac—-
Lerié completa, La inmunoelectroforesis reveld rumercsas
banﬁgé_de precipitaciédn, con lo cual se comprobd que los
’cerdds inmdnizados, regpondieron adecuadamente a la esti-
hﬁlacién antigénica producicndo anticuerpos contra jalmone-
dla cnolerae-suis, sismos que no ce havian detectado aine

aerta despuen de la aplicacidn del oxtracto antizdnico.

Respuenlo de los animuales &) degaffo con 5. cholerae-suig
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Los animalep experimentales fueron mds resiatentes &

elrdesaffo con Salmoneila cholerse-suis y elpunos de-ellos
o enferzaron con la dosis adminiatrada. Bl hailaigb nés
nignificativo éntré‘los grupoh testigos y éxperimentales
fue é; péffodb de incubacién mis prolongado en lor gnima-
ieé'piﬁérimnhbales ( ¥igura 1 ), esta diferencia fue mds
apérenfe en. el £Irupo de animales con 8 h de intervalo ene-
>Lré ié administracién de inmunoglobulinas y el desaffo;
esta diferencia disminuyd con relacidn el tiempo de tal
manera que los aninales decafisdos 72 b después de reci-

bir inmunoszlobulinas entermaron cdsi al mismo tiempo.

2l porcentaje de morbilidad fué de 100% en los gru-
pos tegtiron y de 71 & 804 en los ¢orupos experimentales
( figura? y Cuadros del 2 81 5 ), Clinicamente los ani-

males testigos mostraron taubidn mayor severidad del cua-

dro clinico que los arimales experimentales,

3in eabargo no huvo diferencias estadisticarente sig-
nificativas ( p mayor de U.0% ) entre los grupos experi--

4

mentales y los testigos (17).

10
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~ FIGURA 1

parfodo de incubacién presentado por los lechones despues
del desafflo con 10*0 bacterias de §. cholerae-suig, admi-
nistradas por via oral a las 8, 24, 48 y 72 h despues de
1a ditima mdministracién orel de inmunoglobulinas géricas

a los lechones experimentaled,

I Grupo
Medin del periododelnmbacidn o | Testigo
por grirx'pdsr.’, S Grupo
R J—-L Experircental
w4 T in
2] T
L ] ] T
A "
8 4
74
£ h 24 h 48 n 72 h
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FIGUIA 2

Forcentaje de morbilidadfobservado en- lechones experi-

mentalegAyltestigos,‘dé'IOq.cuutro grupos durante 20

diaa ppéteridrea al désaffd con 10lO hacterias por le-

chda.
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. CuApRO -1
Hegiaﬁfﬁfde,la‘edad Y peso de los animales utilizados

paré‘ié‘qbtenciﬂn del puero anti §. cholerae-guis.

Grupd'exbéfimental
Animal ‘ inmunizaciones
- primera gegunda tercera cuarta
peso edad peso edad peso  edad peso edad
L 72kg. 145 90 159 94 173 109 191 diaes
? &7 15 85 159 95 173 109 191
3 T2 144 88 158 94 172 107 190
4 39 140 63 154 T4 168 90 186
5 62 139 81 150 91 164 106 182

4

62,4 142 81.4 156  89.6 170  104.2 1&8

wrupo testigo
peso edad peso edad pesc edad peso  edad

1 66 K. 140 18 161 96 180 101 194 dias

2 65 129 85 150 104 169 114 183
545 129 69 150 &7 169 92 1e3
4 52 129 65 130 83 169 94 183
5 52 129 65 150 85 16 97 183
0053 151.2 72,6 1572 91 171.2  99.6 185.7
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DISCUSION

L& posibilidad de sumar a le industria porcicola la pro-
duccidn de bivldgicon utilizando la sangre en foraza de anti-
cuerpos contra patdgenos, ha gidc mostrada con enterioridad,
sefiwlando que no hay cazbio on el incremento de peeo en iosg
cerdos inmunizados ni en la calidad de la carne y las viceras,
y8 que lae¢ canales pasaron satisfactoriamente la inspeccidn

sanitaria(g),

ios cerdoa respondieron adecuadanente al proceso de in-

munizacidn sintetizando anticuerpos contra Salmonella chole-
rae-suip como fue demostrado en las pruebns realizadag in
¥itro (aplutinacién e inminoeleciroforesis), a&f como in viva.
Aunque las diferencias obrervadae entro los pgrupos experinen-
tules v los testiges no fueron eatadisticamente mignificeti-
vas, se observé una aparente reduccidén de la worbilidad y un

retardo en la presentacidn de la enfermedad.

cl trébajo supiere que las inmunoglobulinas son las

proteinans del suero que administredas por via oral suple~
mentande lu lactancie aywinn & un mayor desarrollio fisico

y recistencia en general del lechdn (11,18). Aungue supues-
tamente ente efecto de lom gueros vroveniaentes de cerdosr no
inzunizados experimentalmonte wme dete a lag inmunoglobulinas
contra log agentes patdpenos frecuentes en una cosunidad, ro
se ha pedide demostrar gue la administracidn de suero totml

proveniznie de animales normales confiera proteccién contra

- 18 -



apentrn patégencs, cuando se desafia a los animmles y B

comparan con un . grupo testigo.

Por los resultados obtenidos, se puede mospechar que
lae ibmunoglobulinas séricur udministradas por vie oral &
los lochones, osan capscss de rasiniir la desnaturalizacidn
¥y desradacidn enzimatica, siempre que se administren canti-
dades euficrentemente altas. e comprusba que existe des-
neturalizacidn de estas moldculas con el tiempo, dado gus
a las 2 norasg les insunoglobulinss permonecen en cantidades
suficientes como pars proteier & los lachones de an desaf{o
con una dezis wita de bacteries (9), y esta capacidad pro-
tectora disminuye goulatinemenie bhasta desaparecer & las

4¢ hores.

Le proteccidn eparentemente conferida por lész inmuno-
globulinas wdminintradas por via oral eostuvo en relscidn in-
versa & la diferencia de tiempo entre la adminiasiracién de
anticuerpss séricos y el deeaffo bacteriano. |

&0 log rrupds experimentales se observd una disminucidn
del nimero de animales enfermos y la modificacidn del patrdn
de drurrea, donde los lechones inmunes se observarcr renns

enfermos y wds vigorosos que los testigos.

ws posivle gque la administracidn de anticuerpoe séricos

contra salmonells abra una nueva via de prevencidn dismina-

- 19 -



yendo el'uao de antibidticos, los cueles por un lado in-
éromontan ¢l ndmero de bacterias resistentes y por otro,
aeféliminu la acumulscidn de éstos productos quimicos en
los diverros lojidos del cerdo, destinedo¢ al congumo
humane (14,1%).

Asimismo el diszinuir la presencia de salmonelas en
log cerdos, beneficie 8 los consumidores disminuyendo la
posivilidad de infeccidn, por la ingeastidn de carne y

subproductos infectados 6 contaminedos,



CUNCLUSLOMES

Aunque estadisticamente no hay diferencia significatlva;
aparentemente existe una proteccidn que se obsgserva en los
resultados expresados por un periodo de incubacidn més pro-
lonsado, aef como la disminucidn de la morbilidad de un 20
a un ?9% on loa animales & los que =e les administrd por via
oral 5 5 de inmunogslobulinas réricas contra ualmonella cho-
lerac-suis (Titulo 1:1024), antes de soneterlos al desuflflo
10

con una dosis de 10°° bacterias viables por lechon.
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