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RESUMEN

Se inocularon cinco cerdos en etapa de finalizacidn, -

por cuatro ocasiones con antigenos de Salmonella cholerae-
_s_g__gig_; las dos primeras con adyuvante completo de Freund y
las G1timas sin adyuvante, a inteérvalos de quince dias.
Ocho dias despuéds del filtimo estfimulo a;xtigénico log --
cerdos se sacrificaron en el rastro, se colectd la sangre,
se precipitaron las inmunoglobulinas de los sueros con sul
fato de amonio a concentracifn final de 33 %, y fueron dia
lizadas contra solucidn amortiguadora de fosfatos 0.01 M ~-

pH ‘7.5;‘, para eliminar el sulfato de amonio.

A trac camadas experimentales se les administrd desde
el nacimiento cinco gramos de inmunoglobulinas contra Salmo

nella choleraesuis, por via oral diariamente y al séptimo -

dfa de vida, dos horas después de la Gltima toma de Igs. se

les retd al igual que a tres camadas controles, con 2.1, --

3.5y 7.2 X 1011 bacterias; cada dosis en una camada experi’

mental (con Igs.) y una control (sin Igs.).

Los animales experimentaleg fueron m&s resistentes al -
desaffo,con,el agente patdgeno, ya que se enfermaron dias -
despuls que los controles y sus muertes ocurrieron también
posteriormente en porcentaje de 28, 40y 80 ¥ a las dosis de
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2.1, 3.5 y 7.2 X 107" bacterias respectivamente, los contro

ies mueren en el 100 % de los casos, por lo tanto el por---



z

ciento de sobrevida en los animales experimentales fué de ~
72, 60 y 20 %.
El analisis estadistico, usando la prueba de Fisher, -~

seﬁala una P mayor de 0.05 para el grupo de desafio m&s ba-

jo. S

Se concluye que las inmunoglobulinas géyicas son .capa-~
ces de salvar la barrera glstrica e intestiﬁal, e interac-~-
+uar con los agentes patbgenos en la luz intestinal y neu--'
tralizarlos impidiendo su actividad patdgena. En este caso

se logrb proteger lechones contra un desaffo con Salmonella

choleraesuis.




INTRODUCCION

En M&xico existe una gran mortalidad en recién nacidos -
tanto humanos como de otras especies animales, ocasionadas
Qor enfermedades infecciosas gastrointestinales (8,32), prg‘
piciadas por el periddo de inmunodeficiengia del recién na-
cido y las condiciones ambientaleé predominantes.

Los anticuerpos (Ac) participan en la eliminacidn de bac
terias (16), virus y par@sitos (28, 29) de la luz intesti-~
nal. En los recién nacidos la mayor parte de los anticuer--
pos que participan en la defensa de la luz intestinal se re
ciben en forma pasiva, ya sea a través de la plécenta, 0 ~—
bien y principalmente, durante la lactancia en el calostro
(15, 29). Aparentemente los anticuerpos presentes normalmen
te en la luz intestinal no son suficientes para el control
de desafips a los que se expone el reci&n nacido, y los in—
tentos & la fecha que se han realizado para incrementar su
concentracibn inmunizando con antigenos no son completamen-
te exitosos, va que 1a inmunidad que se ha logrado en oca-=-
siones estimular es de corta duracidn (24) porque las c&lu-
las plasmfticas de la pared intestinal son de vida media -~
muy corta, (31), o quiz& por el desconocimiento de los factg.
res involucrados en la relacidn huesped-parfisito.

Por otra parte, la respuesta sistémica de las madres ~--
cuando son estimuladas durante la gestacidn, generalmente -

estin dadas por inmunoglobulinas de la clase IgG que s& se-



cretan en el calostro pero no con la leche (33) y solamen-‘
te se han logrado &xitos parciales cuando se estimula inyec
tando directamente en las gliéndulas mamarias.

La administracibén de anticuerpos séricos por via oral ha
resultado en algunas experiencias favorables. En contpa de
la capacidad desnaturalizadora de proteinas por el jugo gég
trico v el medio intestinal se puede inteﬁtar dar volﬁmeﬁea
grandes de anticuerpos séricos durante la lactancia tratan-
do de neutralizar la capacidad delipH fcido del estbmago y
saturar la actividad proteolitica del intestino, de tal ma-
nera que se permita la funcionalidad de algunos de los anti
cuerpos séricos administrados por via oral.

Esto es factible dado que se puede cbtener voliimenes ~-~

grandes de anticuerpos especificos en los rastros cuando se

acopla la industria pecuaria con la de antisueros (7).

El disminuir la mortalidad de recién nacidos en especies
de interés pecuario dada las pérdidas econSmicas que repor-
ta,ﬂresulta de suma importancia. En el &rea de porcinos los
siguientes datos dan una idea ,aproximada de la envergadura

del problema.

PRODUCCION  PORCINA MUNDIAL. En 1978 la poblacibn mundial -
de cerdos fué de 753 millones de cabezas, siendo la distri-

bucibn en diferentes pafises 'de la siguiente manera (6):



1

PAIS # DE CABEZAS  ANIM. SACRIFICADOS
1. CHINA 305,612,000 261,000,000
2. URSS 73,484,000 69,000,000
3. USA 60,101,000 88,000,000
%, BRASIL 36,000,000 12,000,000
5.° ALEMANIA 0CCID. 22,641,000 36,000,000
6. POLONIA 21,224,000 21,000,000
7. MEXICO 16,233,400 15,930,000
8. FRANCIA 11,745,000 20,000,000
9. ALEMANIA OR. 11,734,000 12,000,000
10. RUMANIA 10,337,000 10,000,000

PRODUCCION PORCINA NACIONAL. La industria porcina ha sido
una de las activiéades pecuarias mfs desarrolladas durante .
los afios setentas, pues la produccibn registrd un incremen-
to anual del 5.1 % debido principalmente al establecimiento
de explotaciones tecnificadas y semitecnificadas que contri
buyen con el 60 % de la produccidn nacional (u).

En 1980 la produccibn de carne de cerdo en canal en el
pﬁfs fué de 1,250,800 toneladas, de carne de res 1,065,000
ton. y de carne de ave 429,059 ton. (3). Tomando en cuenta

que en '1980,con 16,890,000 cerdos se sacrificaron 17,058,300

cerdos, esto representa el 101 % de tasa de extraccibn (9).

CONSUMO PER-CAPITA DE CARNE DE CERDO. La carne de cerdo es

la que mis se consume en el pais, en 13979 el consumo per-ca



pita fué de 17.16 kg de carne de cerdo, comparado con 15.96
kg de carne de bovino, 5.31 kg de carne de ave,‘p.u3 kg de
carne de caprino y 0.32 kg de carne de ovino (26).

Aunque el consumo de carne de cerdo es el més alto en -
el pals, es bajo si se compara con el consumo de otrés —
paises como Dinamarca que en 13981 fué 56.2 kg seguido por
Alemanié Occidental con Si'kg, Austria con 48 kg (5). Esto
nos indica que la dieta del mexicanc es pobre en proteina -
de origen animal, lo cual hay que‘combatir para lograr que

lleguen éstos productos en mayor cantidad y calidad al con-

sumidor.



ASPECTOS DE LA MORTALIDAD DE LECHONES.

La mortalidad durante la lactancia es mu& variable depen
diendo, entre otros factores, del grado de tecnificacibn de
una granja y de las medidas higieniéas que se desarrollen -~
en. lag mismas.

" Uruchurtu y colaboradores reportaﬂ un promedio de morta
lidad del 25 % (32), en Holanda la mortalidad de lechones -
va de 12-20 % (23), eh Estados Unidos hasta un 37 % en ra--
zas Duroc y Hampshire (23), en Inglaterra 14 % (11).

Hay que tomar en cuenta que la habilidad del lechbdn pa-
ra sobrevivir depende altamente de su peso al nacer, del ta
mafio de la camada y de la capacidad lechera de 1& marrand.

Con respecto a lo primero, investigadores Polacos repor
tan un 95.2 % de mortalidad en lechones que pesaron 0.5-1 -
kg, i4.7 % en lechones entre 1-1.5 kg y solamente un 5.4 %
para aquéllés que pesaron 1.5-2 kg; encontraron que la cau-
sa principal de su muerte fué por enfriamiento al no poder
mantener su temperatura corporal (2), por tener una super--
ficie mayor de radiacibn en relacidn a su pesoc y debido a -
eso, mayor pérdida de calor y energia, aunado a que son dé-
biles para mamar el calostro necesario, y/o son desplazados
por los lechones pesados (18). La mis alta mortalidad ocu--
rre durante los primeros cuatro dias de vida y disminuye --
conforme crecen log lechones (18, 20).

Upruchurtu y col. reportan como causas de mortalidad en

lechones de la Granja Experimental Porcina de la Facultad -



de Medicina Vaterinaria y Zootecnia, UNAM., procesos infec~
ciosos en el 80 % de los casos. La salmonelosis representa
el 2.5 % de ellos. De ochenta necroPBias—de lechones de di-~
ferente procedencia, 78.75 % murieron por causa infecciosa,
los casos de salmonelosis representan el 3.17 % (32)3% Asi'-
mismo el Departamento de Patologia de la FMVZ, UNAM., repor
ta que en 1975, dé 84 casos el 97.65 % mufieron por proble-
mas infecciosos'y de ellos el 6.09 % es por salmonelosis --
(12); en 1976 de 167 necropsias, el 92,81 % murieron de cau
sa infecciosa y de ellos el 1.93 % de salmonelosis (13).

Por su parte el Departamento de Produccién Animal: Cep
dos de la FMVZ, UNAM., reporta que de Enero de 1981 a Mayo
de 1982 estudid 224 casos, de los cuales el 86.6 % murieron
de causa infecciosa y de ellos el 4.6 % por salmonelosig -=-
(22).

En promedio tenemos que el 87.15 % de las muertes en ~-
cerdos es por procesos infecciosos de los cuales el 2.65 %
corresponde a salmonelosis. Este dato es mis alto que el re
portado como frecuencia de Salmonella en otros animales do-
mésticos cuya frecuencia se calcula de 1-3 % (1).

Aunque estos datos son pobres y regionalizados, sirven
para dar una idea de la mégnitud del problema, aunéue defi-

nitivamente se necesitan estudios m&s extensos para tener -

un valor real del problema en todo el pafs.
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POSIBLES PERDIDAS ECONOMICAS POR ENFERMEDADES
INFECCIOSAS Y POR SALMONELOSIS,

Ahora bien, si se sacrificaron durante 1980, 17,058,300
cerdos (9), tomando en cuenta una mértalidad promedio de --
25 % en etapa de lactancia, murieron aproximadamente 5,686,
100 cerdos, si de estos el 87.15 % fuefon por causa infec--
ciosa, murieron por lo tanto 4,955,436 lechones, que si se
hubieran engordado en 95 kg promedio al rastro, hay una pér
dida de 470,766.42 toneladas de carne que multiplicados por
$ 82.00 kg en pie (Ferreria~Octubre de 1982) hay una pérdi-
da anual de $ 38,602,8u6,440.00 . |

Por otro lado seglin los mismos estudios. el 3.é5 % CoOm--
rresponde a salmonelosis, muriendo 180,873 cerdos lo que ~--
significa una pérdida de 17,182.93 ton. de carne que repre-
gsenta una pérdida probable de ] 1,408,000,670.00 anuales. A
estos datos hay que afiadir los gastos representados por tra
tamientos, retrasos en la eficiencia alimenticia, asf como

o

aunents en el manejo y mano de obra, entr

Con estos c8lculos s88lo se pretende tener una nocidn de
cuanta carne de cerdo se puede aportar a la poblacibn con -

s6lo reducir la mortalidad por enfermedades infecciosas.

e T s ‘
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OBJETIVOS

I). Estudiar si la administracidn por via oral de
inmunoglobulinas séricas (principalmente IgG
especifica contra Salmonella choleraesuis) eh
lechones, suplementando la lactancia, son ca-
paces de salvar la barrera gastrointestinal,
permanecer en la luz intestinal e interactuar
con el agente patbgeno evitando el dafio oca--
sionado por éste.

II). Investigar el grado de proteccidn conferida ~
por una dosis constante de anticuerpos séri--
cos administrados en forma suplementaria a la
lactancia.

III). Aumentar la produccidn de lechones al destete,
al disminuir la mortalidad por enfermedades -
infecciosas gastrointestinales en los recién
nacidos.

oo " P - : } . . NN
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MATERIAL Y METOQODOS

DISENO EXPERIMENTAL

A tres de las seis camadas de lechones se les administrd
desde el nacimiento cinco gramos de inmunoglobulinas por --
via oral diariamente en una toma y al séptimo dia de vida,
dos horas después de la Gltima toma, se les ret§ via oral -
al igual que las tres camadas controles, con diferentes do-
sig de Salmonella choleraesuis.

Fueron vigilados los dias posteriores y los datos de en
fermedad y muerte registrados en los veinticinco dias si---
guientes al desafio, se tomaron muestras para coprocultivo
y hemocultivo de los animales enfermos y sé practicd la ne-
cropsia de los animales que murieron.




DISERO EXPERIMENTAL

DIAS DESPUES DE NACIDOS
1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 iB 17 18 19 20 21 22 23 24 25

DOSIS
DE CAMADA # ' EVENTOS
RETO -
--—'——-ﬂ‘--"“--—-"-‘.—‘-——-"-—"-’“-_-‘ -------- ;_—f ————————————————————— T . A SR GO AT Gul S Sam SR P W TN Sk GU TEUS S RO S T Y S PO T G -
0.1 LD Experimental 1 % % % % &% & ] Registro de animales enfermos y
_50 Control 2 - - - ~ - =D muertos después del desafio.
oo PO
Experimental 3 % % &% % % & ] "
1 LD50 .
Control 4 = - = - - - P
10 LDSO Experimental 5 * % % % & % ﬁ "
Control 6 - - - - - - D
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*  Administracidn de las inmunoglobulinas via oral.

D Desaffo a los lechones.

A




ANIMALES

Cinco cerdos Hampshire-Duroc de cuatro meses de:-edad, -

. 3
provenientes de la Granja Experimental Porcina de la Facul
tad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad

Nacional Autdnoma de México, fueron utilizados para obte--

ner antisueros especificos. Se inmunizaron en cuatro oca--

siones con intervalos de guince dias; Las dos primeras in-
munizaciones fueron administradas con adyuvante completo -
de Freund (ACF), volfmen a volfimen, por via subcuténea en
la oreja y las dos Gltimas sin adyuvante por via intramus-
cular en la pierna. Ocho dfas después del filtimo estfmulo
antigénico, los cerdos fueron sacrificados en el rastro y
la sangre colectada para la obtencidn de inmunoglobulinas.

Un grupo control ¢on el mismo nlimero de animales, tu--
vieron la misma alimentacifén y manejo que el ,grupo experi
mental.

Seis camadas de lechones hibridos Hampshire-Duroc fue-
ron utilizados para el reto. Diez dias antes del parto las
madres fueron trasladadas de la €ranja Experimental Porci
na al Departamento de Cerdos de la FMVZ, UNAM., Se coloca-~
ron en aislamientos previamente desinfectados con jabbn y
vapor a presibn, luego con fenol sintético (Ambietrol- --

Squibb) y finalmente con gases de formaldehido (Baker) y

permanganato de potasio (Baker).
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Se atendieron los'partns, se mantuvieron los cerdos en
lechoneras con fuentes de calor, Al tercer dia, a cada le-
chdn se le inyectaron dos centimetros cfibicos de hierro dex--
tran (Dexirdn 100, Lab. Norden) por via intramusculav.

Sé permitif una lactancia ad-libitum y a los quin;e -
dias se inici® alimentacibn sdlida con preiniciacibn. A --
las cerdas se les proporéioné alimento de lactante de a---

cuerdo al t&mafio de la camada.

OBTENCION DE LAS INMUNOGLOBULINAS

La sangre de los cerdos sacrificados en. el rastro se -
dejd coagular a temperatura ambiente, posteriormente a T
C para permitir la retraccidn méxima del coagulo, el suero
fué separado por decantacidn y centrifugado a 1,500 revolu
ciones por minfito (RPM) durante quince minfitos a %° C para
eliminar restos celulares.

La separacidn de las inmunoglobulinas del suero se --
efectud por precipitacidn con sulfato de amonio a concen--
tracidn final de 33 %, m&todo que consiateven afiadir lenta
mente al suero, manteniendola en agitacifn, una solucidn -
saturada de sulfato de amonio (pH 8.0) en un volGmen que ~
sea la mitad del suero usado, hecha la mezcla se centrifu-
ga a 6,000 RPM durante veinte minfitos a 4° C, se elimina -
el sobrenadante y se ressuspende el precipitade en agua des
tilada, volviendo a agregar la solucifn saturada de sulfa-

to de amonio, y de nuevo se centrifuga, esto se repite ---
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hasta que el sobrenadante sea trasparente. El precipitado
‘ée resuspende en solucidn salina amortiguada con fosfatos
0.01 M, pH 7.4 (PBS), para despufs ser diélizadas contra
la misma solucidn para eliminar el sulfato de amonio. Pos
teriormente se conservaron congeladas hasta su uso en los

lechones experimentales.

DETERMINACION DEL.9WITVULO DE ANTICUERPOS PRODUCIDOS

Ocho dias después de cada inoculacidén del antigeno, se
sangraron los cerdos adultos para determinar el nivel de

anticuerpos producidos. Se obtuvieron aproximadamente ~--
quince mililitros de sangre de la veha marginal de la ore
ja, se deja reposar en vefrigeracién a 4° C Pos%eriormenﬂ
te se elimina el coagulo y se centrifuga a 2,000 RPM du~~
pante quince minGtos para separar el suero. Del mismo mo-
do se usaron las Igs. obtenidas del sangrado final para -
comprobar su funcionalidad. Previo a esto se cultivd la -
bacteria y luego se suspendieron en solucibn salina isotd
nica, se hicieron diluciones dobles seriadas al suero ob-
tenido al igual gue las Igs. con PBS. Mezclando una gota
7 del_suero obtenido y una gota del antigeno (Salmonella) -
se hizo una prueba de aglutinacién directa, el valor reci
proco de Jla diluci®n m8s alta capaz de dar una reaccidn -
positiva se llama tftulo del suero y constituye un indi--
cio de la cantidad de anticuerpos presentes.

Tambi&n se realizb la prueba de inmunoelectroforesis,
para lo cual se rvealizd la electroforssis de la mezcla de

antigenos en gel de agar al 1 % (Sigma) utilizande una so

15



1uci6n.amortiguadora de barbituratos 0.05 M, pH 8.6, du~-
rante dos horas con 1.5 miliampers por placa, luego se ——
corta un canal en el agar, donde se coloca el éntisuero y
se le permite difundir durante veinticuatro horas a tem-
peratura ambiente. Para eliminar el exceso de peactantes
que no participaron en la reaccidn Ag-Ac, las placas se -
colocaron en solucidn salina 0.85 %, pH'7.4, realizéndose
tres cambios de la solucidn cada veinticuatro horas, de--
jéndose posteriormente en agua destilada una o dos hovas.
Para su tincidn, se secan las placas con papel filtro
y se tifie con solucidn de negro de amido (Sigma) al 1 % -
durante quince minGtos, se vetiva el exceso de colorante

con agua destilada y después con &cido acético al 10 % (35).

16



ANTIGENOS

BACTERIA. La cepa de Salmonella choleraesuis fué donada --

gentilmente por el Dr. Jos& Ldpez Alvares, Jefe del Departa
mento de Microbiologia de la FMVZ, UNAM. |

"Los antfgenos fueron obtenidos de acuerdo al método des
crito por Tato y cclaboradofes (30) que brevemente describi
mos: Se sembrd una pequefia cantidad de bacterias en cincuen
ta mililitros de caldo soya tripticasa incubando toda la -~
noche a,37° C; se resembrd en siete litros de c%ldo soya --
tripticasa el cual se incubd a 37° ¢ por cuatro horas.

Lae células fueron cosechadas por centrifugacidn a ~----
18,900 g durante quince minftos a 4° C en una centrifuga -
Sor'vall RC-2B. Las células fueron resuspendidas en acetona
fria previamente deshidratada con cloruro de calcio. La sus
pensibn fué agitada por diez minfitos y filtrada posterior--
mente a través de un filtro de vidrio usando una bomba de -
vacio, este paéo fué repetido dos veces. Finalmente las cé-
lulas fueron lavadas con cloroformo frio de la misma manera.
El polvo fué dejado por cuerentaiocho horas en una cfmava -
de vacio para evaporar los residuos de cloroformo.

El polvo bacteriano fu& resuspendido en una solucibn --
amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 7.2, conteniendo cloru
de magnesioc 0.012 M, sacarosa 0.25 M, deoxicolato 0.4 % y -
cloruro de potasio 0.1 M. Desoxirribonucleasa fué agregada
a concentracidn fin;l de 20stg/ml. Despus de una hora de -
incubacidn a 38° ¢ en agitacibn constante, el material fué

dializado durante tres dias con cambios frecuentes de solu-
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cién amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 7.2, conteniendo

cloruro de magnesio 0.012 M, y cloruro de potasio 0.1 M.
La mezcla dializada fué centrifugada a 36,000 g durante

quince minfitos a y° C, este producto final se utilizd para

) 9
inmunizar a los cerdos adultos (30). :

PREPARACION DEL CULTIVO PARA EL DESAFIO DE LECHONES

Se cultivd Salmonella choleraesuis en cincuenta milili--

tros de caldo soya tripticasa, incubando en agitacién por -
cuatro horas a 37° C. Se resembyé en cajas de petri para --
cultivo conteniendo medio sblido con waldosoya tripticasa -
més agar al 1.5 %, se incubd toda la noche a 37° ¢, las bac
terias fueron cosechadas en solucifn salina isotdnica y se
conserv® la suspensidn en hielo hasta el desaffo.

El nlmero de bacterias se determind leyendo la densi~-
dad 6ptica (D.0.) de la suspensibn en un espectrofotbmetro
(Carl Zeiss Mod. PMQ-II) a una longitud de onda de 550 nano
metvos. Se conoce que una densidad de 0.2 comprende aproxi-
madamente a 108 bacterias. El nlmero de bacterias viables -
fué determinado sembpando difeventes diluciones en cajas de
petri conteniendo el miesmo medio de soya, las cajas se deja
ron incubar toda la noche para contar al dfa siguiente et -

nimero de colonias.’
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LA Salmonella
EN LOS ANIMALES INFECTADOS.

De los animales desafiados con los cultivos de Salmone

1la que presentaron la signologia clﬂniéa de la enferme~-
dad se procedid a aislar la bacteria realizando hemoculti
vos y coprocultivos para confirmab el agente €tioldgico -~
de la enfermedad, asimismo se practiGo la necropsia al mo

mento de la muerte.

COPROCULTIVO. Se tomaron muestreos rectales con hisopos

estériles a los lechones que presentaron diarvea, los hi-
sopos se mantuvieron sumergidos en tubos conteniendo cal-
do tetrationato, los cuales se incubaron por veinticuatro
horas a 37° ¢, posteriormeﬁte se sembraron en medio s8li-

...... - - L . & N
do de agar Salmonella-Shigella, se incubarcn las placas -

por veinticuatro horas a 37° C. La identificacibn de la ~

Salmonella se hizo por bruebas dbioquimicas, las que gse -~

vealizaron son las siguientes:

descarboxilacidn de la lisina, citrato
fermentacidn de la glucosa, malonato ,
fermentacidn de la lactosa, urea
produccibn' de gas.! rojo de metilo,
formacifn de indol, Voges Proskauer,
licuefaccidn de 1a.ge1atina, movilidad,

produccidn de &cido sulfidrico,

19



HEMOCULTIVO. Se tomaron muestras de sangre de la vena yugu
lar con jeringas estériles, se procedié a sembrar en placas

sblidas para poder identificar la Salmonella por las prue-~

bas bioquimicas ya descritas.
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ADYUVANTE

_Se utilizd adyuvante completo de Freund para inmunizar
los cerdos adultos. Se prepard mezclando ochentaicinco --
partes de aceite mineral con quince partes de lanolina y

cinco mg/ml de Mycobacterium tuberculosis H37 Rv esterili

zado en autoclave y liofilizado. Para la inmunizacidn se

mezclaron volimenes iguales de antigeno v adyuvante. (14).

SOLUCION SALINA AMORTIGUADA CON FOSFATOS (PBS)

El PBS se prepara a partir de:

fosfato de sodio monob&sico 0.2 M (NaHzPOu) (Baker) 19.5 ml.

fosfato de sodio dibésico 0.2 M (Na2HP04) {Baker) 30.5 ml.

cloruro de sodio (NaCl) (Baker) 7.4 g.

c.b.p. 1000 ml
(35).

agua destilada



RESULTADOS

ANIMALES

Las camadas fueron pocb numerosas probablemente por ser
cerdas primerizas, pero con buen peso al nacimiento lo qué
les permitid desarrollapse sanos hasta el dia del desafio.

Los lechones que soportaron el desafio continuaron en ob
sexvacidn hasta que termind su lactacidn momento en que se
sacrificaron. Las marranas en ningln caso mostraron signos
de infececidn a partir de los lechones enfermos, y al té&rmi-

no de la lactancia se desecharon para el abasto.

PRODUCCION DEL ANTISUERO

Los animales adultos destinados a la obtencién del anti
suero, respondieron adecuadamente al proceso de inmuniza---
cibén sin alteracidn en la ganancia de peso como se muestra

claramente en el cuadro nimero uno donde se comparan con el

e it M e amm afe 2 s
lote control gque o fu.é inmunizag

Egto mismo se puede ob-
servar en la figura nfimero uno donde se grafican los datos
individuales haciendo una relacidn entre el peso inkcial y
el peso final y se encuentra que todos los puntos caen cer-
ca de una recta de regresidn lineal. Como se observa, &mbos
lotes de cerdos llegaron al peso adecuado en la edad para -~

su salida al mercado.
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DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS

Las inmunoglobulinas obtenidas de los cerdos inmunizados
" tuvieron un tftulo de 1:102% cuando fueron probadas en aglu
tinacibn directa. La inmunoelectroforesis realizada, reveld
numerosas bandas de precipitacidn, con lo cual se comprobd

que los cerdos inmunizados respondieroﬁ al estimulo produ--
ciendo anticuerpos especificos que reaccionaron in-vitro --
dando los resultados que se muestran objetivamente en la fi
gura nlmero cuatro donde se puede obsepvay también que el -~
antfgeno estf constituido por una gran poblacién de molécu-
las ya que se pueden observar aproximadamente ocho sistemas

antigeno-anticuerpo.

ATISLAMIENTO DE LA Salmonella

Los hemocultivos y coprocultivos realizados fueron posi-
tivos en el 80 % y 90 % rvespectivamente, logréndose identi-
ficar bioquimicamente la cepa utilizada para el desafio, --

los resultados de las pruebas bioquimicas fueron las si----

gulentes:

- descarboxilacibn de la lisina positivo
ferpentaci6n de la glucosa positivo
fermentacién de la lactosa negativo
produceibn de gas positivo
formacidn de indol negativo

licuefaccidn de la gelatina negativo

23



| produccidn de dcido sulfidrico positivo
citrato o negativo
malonato ‘ negativo
urea negativo
rojo de metilo positivo
Voges Proskauer . negativo
movilidad positivo

24

DESAFIO A LAS CAMADAS CON LA CEPA DE Salmonella choleraesuis

Las dosis de desaffio no resultaron las deseables de-~
bido a falla técnica, y el nlmero de bacterias viables -~
(Unidades Formadoras de Colonias-UFC) fué de 2.1, 3.5 y -
7.2 X 101! bacterias. Sin embargo a pesar de ser dilicio-~
nes seriadas 1:2, se pudieron observar diferiencias signi
ficativas entre las distintas dosis. Los animales experi-
mentales fueron mi3s resistentes al desafid con el agente
patdgeno, ya que se enfermaron Qfas después que los con=
troles y sus muertes ocurrieron también posteriormente y
en menor niimero que a los animales controles como se mues
tra en la grifica nimero dos.

El porciento de sobrevida en los animales experimenta-

les varib de acuerdo a la dosis de Salmonella empleada, -

cbservindose desde un 20 % en los animales vetados con la
dosis mfe alta y hasta un 72 % en la dosig menor, la =o--
brevida de los testigos fué de 0 % como se observa en la

grifica nlmero tres.



Antes del desaffio ocurrieron algunas bajas debido a di--~
. versas eauéas, principalmente: Aplastamientos, hipoglicemia
y frio. En los cuadros nlimero dos, tres y cuatro se esquema
tiza cfmo ocurrieron las muértes de los lechones después --
del desafio con el agente patégeno. Los lechones testigo de
las Famadas desafiadag con 7.1 y 3.5 X 1011 bacterias. pre-
sentaron diarrea al segundo dia después del reto. En la ca-
mada desafiada con 2.1 X 1031 bacterias, el perifdo de incu
bacibn fu& mis prolongado, catorce dfas en promedio.

El periddo de incubacidn de los animales expeéimentales
fué de uno o dos dfas mayor que en los controles. Algunos .-
animales presentaron la forma septicémica de la enfermedad y
muriervon sin presentar diarrea, la severidad de la diarrea’
fué‘mayor en los animales controles. Las muertes se presen-
taron asf mismo m8s tempranamente en el grupo control que -

en el experimental.
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#  PRIMER SEGUNDO TERCER CUARTOQ
ANIM. ESTIMULO ESTIMULO ESTIMULO ESTIMULO

PESO BDAD PESO EDAD DPESO EDAD PESO EDAD
Keg PIAS Kg DIAS Kg DIAS Kg DIAS

Sy S T A O S T B A0 v S . D S O e A e S wede S VY T S A W N AN B Gy T Vb ST Bk S A A M N S G s Pl A S S G, M S B e S s

g’i 72 145 90 159 94 173 109 191
§§ . 67 185 85 159 95 173 109 191
f‘E’ 3 72 14 88 158 94 172 107 190
| § 4 39 10 63  415% 74 168 90 186
55 62 136 81 150 91 164 106 182
B e e e et e e o e e e e e e e o e e e e e

% 62.4 1482 81.4 156 83.6 170 104.2 188

Sy U S M S s s WA v Sy W T TS U o S A sy A A S W o S Bl W Tk Y S S P Gy i TP et ML e S S SO AP A e B . i B (D G G Sy g v s S Sy

i PESO EDAD PESO EDAD PESO EDAD PESO EDAD
ANIM, Kg DIAS Kg DIAS Kg DIAS Kg DIAS

U —— gy S v Wy GOSN Sk . S T g Ay St S B Y S N e A GO s D T G W WD Sy SV WS S e SN . Sy T Sy D gy S Shis T i By S e A S oy s W

- - . i S - Sl S s Si0t e TTI S S BV St o ey W ey e S A B Y G PP S S GRS S TUS S G P G WAy W A S S el T Sngl Ay P e S <y W

X 59 131.2 72.6 152.2 91 171.2 99.6 185.2

CUADRG # 1. Edades y pesos de los cerdos adultos utiliza
dos para la obtencidn de suero anti Salmone-

© 1la choleraesuis, los dos grupos alcanzaron

a la edad estimada, el peso deseado para el

sacprificio.



PESO FINAL Kg

120
100}
80
L 1 - |
30 50 70 20
PESO INICIAL Kg
FIGURA # 1. Grafica que muestra que el pesgo final de log

cerdos experiﬁentales al igual que el de los
controles, estd en relacidn directa con el -
peso inicial. Los circulos vacios (0) corres
ponden a los animales controles y los civcu-
los completos (@) corresponden a los anima--
les experimentales. Todos -caen cerca a la --

recta de regresidn lineal,

27



% DE MUERTE

i

o
£ B3

FIGURA # 2,

15 20

DIAS

Porciento de muerte de los lechones desafia-

dos con Salmonella choleraesuls a dosis de -

2.1, 3.5y 7.2 X 10*? bacterias. Los anima--
les controles esté@n graficados con figuras --
llenas y los experimentales con figpras va--
cias. Como se puede observay la cinética de

muerte (pendiente de las curvas) varia de --
acuerdo a las dosis de Salmonella empleada’

Los controles mueren en el 100 %, mientras -~
que los experimentales registran promedios -

de muerte de 28, 40 y 80 %.



% DE SOBREVIDA

3.5 7.2

DOSIS SALMONELLA

FIGURA # 3.

Porciento de sobrevida de los lechcnes que -
recibieron inmunoglobulinas ccntra Salmone~-

safiv con 2.1,

bacterias.

Como se puede cbservar el 100 % de los anima
les testigo mueren mientras que los experi--
mentales sobreviven en 72, 60 y 20 % de a---

cuerdo a la dosis de desaffo.
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FIGURA # 4,. Inmuncelectroforesis del antigenc de Salmonella

choleraesuis en los pozos (30 M1l de voliimen a

una concentracidn de 10mxg/ml) v en el canal -

las iymunoglobulinas (200 «1 de vol., a una con-—

centracidn de 400 4g/ml) de los cerdms’inmunizg
_ dos contra el Ag.

Obcervese las diferentes bandas de difusidn, -=-

las euales manifiestan la complejidad del Ag.



GRUPO 3
EXPERIM. U
5

1
GRUPO 2
CONTROL 3
i
CUADRO # 2.

DOSIS DEL AGENTE PATOGENO: 7.2 X 1011 BACTERIAS

DIAS DE NACIDOS

* k % %k % % % p * 4 d

x % % % % * % D * 4 4 4 M D. DESAFIO 1
# & % % % % % D * a M M. MUERTE ?
* * * % % % * D * d 4 4 M ) d. DIARREA |

De loe lechones experimentales s6lo uno mostrd diarrea, muriendo el 80 %. los
animales controles murieron todos (100 %) después de dos o tres dfas de dia--
rrea severa. Notece que la diarrea empezd al segundo dia después del desafio

y que mueren mis pronto que los experimentales.
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DOSIS DEL AGENTE PATOGENO: 4.5 X 1011 BACTERIAS ‘

DIAS DE NACIDOS

s - — i o — o W e k. s s St Ve B G A D T Sk G L T G S Sty (o (D B S P Gk U e ML g M s S i, i ot U i i e Bl fuiw O i i Gl At W e SO Wt g M. S e e Sl N O T, M k. S e S M NS Ay e iy 900 i ot S M. S m, s PO s S . Y

12 3 % 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 18 20 21 22 23 24 25 26 27 28

LECHON # 1 # % % % % % % D % % g g *® € % * ¥ g g & % € k % % * & &
2 # % &% % % % % p % * g g * %k % % k g g k % k& % & &k % & %
GRUPO 3 * % * % % & * D 4 4 4 M
EXPERIM. &4 # % % * % % % D d % % k& % % % *x % & % %k % % % k % %
5 *# % % % % % % p * k 4 % k k % % g M

1 ¥ % * % & % * D * g d da % *k % % %k % %k M
9 *k % % % %k % %k D % 4 d d M

GRUPO 3 k % % % % &k % p * d 4 d M

CONTROL I k % k% % % % % p M D. DESAFIO
5 x % * % % % % p % a 4 * M M. MUERTE
6 * % % % % % % p % 4 4 * % M d. DIARREA

o b s S il i ke A SN NS SR D A PN NS AN THR SV NPT U FUD S D AR, i e S G AN N4 S A U SRS GRS A A RSN A P S W ey U S B S G B T AMP W S A S G

CUADRO # 3. Los animales experimentales mueren en un 40 %, la diarrea se manifestd al ter-
cer dia del desaffo, excepto uno que la mostrd al siguiente dia de desafio.

diappsa al segundo dfa despuds del desaffo, algunos le-

IL.ag oontrnlsg 4+
Log L ho o NE T degbpue

e - - e

chones aparentemente sanaron, pero ‘todos murieron (100 % ).
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DOSIS DEL AGENTE PATOGENO: 2.1 X 101% BACTERIAS
DIAS DE NACIDOS

Ut W Gy S S WA O D TR Y SON A M PR Nt e PO Py T U T it S T S PO O g SO0 P NG Sp G M el A N G S N A T D ) T Gy b e G S S T s WO S Sy S S e e B S VR o T (B e e S W M R e g i e W SN S (D Y P e Bt S G S TS U BB DD gl S S i

1 2 3 u 5 6 7 8 910 11 42 13 44 15 16 17 18 29 20 21 22 23 24 25 26 27 28

LECHON # 1 X & A Kk & ® D
. 2 * % & % % % D % Kk % k x % % *x % & & % % % % % *x % & * &
GRUPO 3 x Rk Kk % Kk & D k Kk Kk k % Kk Kk % % % k * k & kX % %k k * k &
EXPERIM. U4 ¥ % k %k k & D %k %k % k &k k k k k k & % k % % % * % k % *
' 5 X k % % % & D % & % &k & &% * % % k k & *k % % k &k *k & * k

6 * % % % % % p % % % M D. DESAFIO

7 * k & % % & D % & % k *x g g 4 M ' M. MUERTE

1 ¥ %k Kk % %k k & k % D * % % d x k k k % M d. DIARREA
GRUPO 2 * & *® % % % * * % D * & &k J 4q * & % % % % *x * 4 d 4 4 M
CONTROL 3 A x k% % % % % % % D k % k & % % k &k % %k % % % 4 d 4 4 M
u * % & * % & % * * D % * % * *x x * £ * & % % % 4 4 4d 4 M
5 x % k % x % % % ® D & % K % % % k k %k k % % * g d d d M

CUADRO # 4. E1 desaffo se realizd a diferentes edades en los lechones del grupo control y ex-
perimental debido a que la fecha de parto fué diferente, pero el desafio se rea-
1iz5 el mismo dia con el mismo lote de bacterias.

De los experimentales murid 2l 28 % y sd6lo un lechdn presentd diaprea antes de mo-

rir. Los controles mostraron diarrea severa antss de morir todos (100 %),

ge




DISCUSIGOCN

El sistema de produccidn de antisueros en animales des-
3
tinados al consumo humano, introduce un cambio en la Zoo~--
tecnia, ya que aprovecha un desecho de &sta industria, en
la elabéracién de antisuepos especificos. Como se muestra
en el cuadro nlmero uno, no se modifica el incremento de -~
peso registrado en los animales experimentales comparativa
mente al registrado en el lote testigo, esto significa que
el acoplar la industria de produccidén de carne con la de -
produccidn de antisueros resulta benéfica ya que se aprove
cha un material de desecho, y la produccidn de carne no se
lesiona ni en cantidad ni en calidad, puesto que en la ins
pecciSn sanitaria, las canales fueron clasificadas comoc --
aptas para el consumo humano.
Se demuestra asi mismo que los cerdos son buenos pro--
ductores de anticuerpos ya que la capacidad aglutinante y

precipitante estf de acuerdo con la capacidad protectora -
umen intestinal de los recién nacidos.

Es interesante notar que los resultados encontrgdos --
estan de acuerdo con experiencias previas en los que se -
demostrd que la suplementacidn de la lactancia con suero o
inmunoglobulinas permite un mayor desarrollo de los lecho-

nes, (17, 25).

Asimismo el desaffo de los recién nacidos después de

la administracidn de inmunoglobulinas muestra que:
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a). La aparicidn de la enfermedad esti en relacidn di-
recta con la dosis de reto, y lo cual apoya indirectamen

te la idea de que dosis pequefias de Salmonella necesita

un periédo de desarrollo en las cflulas del epitelo in--
testinal antes de causar septicemia, sin embargo hay que

to@ar en consideracidn que la DL50 reportada por algunos

1 bacterias (19) y que la dosis -

11

autores es de 105 a 10
administrada por nosotros fué mayor a 2:1:X10"~ la mis ba
ja, ya que causaron un 100 % de muerte en los animales -
controles. Este hecho, la muerte de todos los controles
y que los experimentales sobrevivan dependiendo de la -~
dosis de reto, permite afirmar que la proteccidn.lograda
es especifica y a través de las inmunoglobulinas adminis
tradas.

b). Los anticuerpos sé&ricos pueden salvar la barrera -

gastrointestinal, Probablemente la presencia de leche -~

ayuda a amortiguar el pH &cido del estbmago v la gran —-

cantidad de inmunoglobulinas administradas permite satu- .

rar 1a actividad proteolitica del intestino por lo gue -
algunas moléculas quedan funcionales en el lumen intesté
nal lo que se comprueba por la proteccidn lograda. Dado
que el sistema de produccidn de Igs. especificas permite
la obtencifn de cantidades enormes, no es una limitante
en cuanto a la suplementacibdn de la lactancia y probable

mente no es necesario administrar la cantidad enorme que

nosotros utilizamos.
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c). Las dosis de reto fueron tan grandes que el 100 %
de los controles murieron y los experimentales resulta~--

ron afectados a tal grado que no permiten ver (aunque es

k) * » 4 & ‘
clara la proteccidn) una diferencia estadisticamente -sig

nificativa, excepto en el grupo que recibid la dosis me-
nor, en el que la prueba de Fisher (27)'y la de X2 (ji-
cuadrada) (34) sefialan una P mayor de 0.05 . Seguramente

dosis menores de reto hubieran permitido visualizar P --

mayores.
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CONCLUSIONES

Los resultados demuestran fehacientemente que la adminis-~

tracibn por via oral, de inmunoglobulinas séricas (principal-

mente IgG) especificas contra Salmonella choleraesuis , en --
lechenes suplementando la lactancia; son capaces de salvar la

barrera gastrointestinal, permanecer en la luz intestinal e -

interactuar con el agente patdgeno neutralizaﬂdo la capacidad

patdgena del mismo,

El grado de proteccidn conferida no se pudo estimar con -
precisidn, dado que todos los animales controles murieron, --
por lo cual no se pudo precisar la DLggys con éstos resultados
unicamente se puede decir que la proteccidn conferida fué ma-
yor de 2 DLg,, dado que alin los animales desafiados con la -~
dosis mas baja de bacterias 2.1 X 1011, murieron en un 100 %
(minimo se necesitan 2 DL, para matar al 100 % de los anima-

les retados).

Se puede aventurar el presumir que las enfermedades in--
fecciosas gastrointestinales en los recién nacidos se pueden
controlgr con la administracidn por via oral de anticuerpos -
especificos, esto permitira una mayor eficiencia en la indus-

tria pecuaria aumentando la produccidn de lechones al destete.

Por otro lado, la seroprofilaxis ayuda a contrarrestar -

la quimioterapia utilizada en el tratamiento y control de las



enfermedades infecciosas, que resulta con un costo muy eleva-
do amén de favorecer la resistencia observada cada vez con -~
mayor frecuencia y el consecuente peligro de productos cérni-

1
cos para consumo humano conteniendo antibidticeoz (10, 21).
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