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Resumen.

Se evalud la posibilidad de potenciar la respuesta inmune de lechones de precebo usando
linfocitos de sangre periférica obtenidos de cerdos de sacrificio. Dos lotes de 100 cerdos de
precebo se seleccionaron en una granja comercial y se asignaron al azar al tratamiento con:
Grupo 1, dos inoculaciones s.c. con intervalo de 15 dias, con 1 ml (4 x 10° MNSP/ml) de una
mezcla de células mononucleares de sangre periférica (MNSP) obtenidos de cerdos sin eviden-
cia clinica de afeccion respiratoria o digestiva antes del sacrificio (1=100 ); y grupo 2, inocula-
cion con 1 ml de solucidn salina fisiologica (SSF). Durante la ceba se registrd la morbilidad y la
mortalidad por causas digestivas o respiratorias y la ganancia total de peso. A los 15 dias
postinoculacion se tomaron muestras de sangre para medir anticuerpos contra brucellosis,
leptospirosis y parvovirosis. Los datos productivos se evaluaron por andlisis de varianza, la
morbilidad y mortalidad por Prueba de Fisher y la serologia por prucbas de hipétesis aplicando
la t de student con varianzas iguales. No se observaron diferencias estadisticas significativas
en la ganancia diaria y total de peso ni en la duracién de la ceba (p>0.05). por su parte, no se
observd morbilidad ni mortalidad durante el periodo de estudio. En la serologia todas las mues-
tras fueron negativas en ambos grupos. Los resultados sugieren que la inoculacién de células
alogénicas de sangre periférica no tiene efecto sobre los pardmetros productivos de cerdos du-
rante el periodo de ceba, ni sobre los niveles de anticuerpos contra brucellosis, leptospirosis ¥
parvouvirosis, lo cual corrobora resultados obtenidos en cerdos inoculados con linfocitos obte-
nidos de ganglios linfaticos.
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Introduccién

En la industria porcina las mayores pérdidas
econémicas durante el periodo de ceba se deben a
la morbilidad por enfermedades respiratorias y di-
gestivas, que ocasionan retraso en el desarrollo del
animal, aumento de los costos de la medicacién de
los lotes y pérdidas por mortalidad o por decomiso
de animales durante el faenado (11). El control de
las enfermedades infecciosas mas importantes du-
rante este periodo de crecimiento, es una norma
para las granjas tecnificadas y es una de las aproxi-

maciones para obtener un buen nivel de salud cuan-
do se pretende mejorar la competitividad de la in-
dustria (13).

Algunos grupos de investigacién que traba-
jan en transplantes han descubierto que las cé-
lulas del donante pueden migrar en el organis-
mo receptor y establecer quimerismo lo cual pa-
rece correlacionarse con el no rechazo del injer-
to (8, 9). De igual modo, en inmunologia de la
reproduccion se ha demostrado el paso de célu-
las maternas al feto durante la gestacion en
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murinos (6) y en humanos (7), en tanto que en
porcinos se demostré la capacidad de establecer
quimerismo en fetos de 80 dias de gestacion me-
diante la inoculacién de células alogénicas (2).
Por otra parte, diversos estudios evidencian la
capacidad de conferir transferencia adoptiva de
proteccion, de animales previamente sensibiliza-
dos contra un antigeno, al ser inoculados en ani-
males no sensibilizados, en particular los traba-
jos efectuados con el modelo murino de resisten-
cia o susceptibilidad a la leishmaniosis son el
ejemplo més contundente de protecciéon adoptiva

(3)-

En el presente estudio se quiso evaluar la ca-
pacidad para producir una respuesta protectora
en lechones en periodo de iniciacién mediante
la inoculacién de linfocitos obtenidos de cerdos
de sacrificio, bajo los siguientes supuestos: 1) que
los linfocitos inoculados establecieran
quimerismo y confirieran transferencia adoptiva
de proteccidn a los lechones jévenes; y 2) que la
multitud de aloantigenos presentes en el inocu-
lo aumentara el potencial inmunolégico de los
lechones y por tanto su capacidad de respuesta
inmune ante los patégenos especificos de la gran-
ja, que atacan durante el periodo iniciacién-aca-
bado.

Materiales y métodos

El trabajo experimental se realizé en una
granja porcicola comercial ubicada a 60 Km. de
Medellin en la vereda el Zancudo del municipio
de Fredonia (Antioquia).

Seleccion de los cerdos donadores. Antes del sa-
crificio se evaluaron por inspeccién clinica los
lotes de cerdos de acabado para escoger 10
donadores sanos para cada inoculacién; se esco-
gieron animales que no presentaban manifesta-
ciones clinicas de enfermedad respiratoria o
gastrointestinal ni secuelas de rinitis atréfica.

Seleccion de los grupos experimentales. De los
lotes de cerdos destetados se tomaron lechones
que se asignaron al azar en dos grupos experi-
mentales: 1) grupo inocuiado con leucocitos
alogénicos (grupo aloinmunizado); y 2) grupo
inoculado con solucién salina (grupo control);
ambos por via subcutdnea en el pliegue de la
oreja. La asignacion se hizo independiente para
machos y hembras. El primer lote, compuesto por
100 cerdos destetados, se seleccioné en prome-
dio a los 41 dias de edad y recibié dos
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inoculaciones con un intervalo de ocho dias; en
la primera se inocularon 1.25 x ;IOf cel/ml y en
la segunda se inocularon 4 x 10 a los cerdo del
grupo aloinmunizado, con un intervalo prome-
dio entre el destete y el tratamiento de 13.5 £ 0.7
dias. A los cerdos del grupo control se les inocu-
16 con 1 ml de solucién salina, con un intervalo
promedio entre el destete y el tratamiento de 12.2
+ 0.8 dias.

En el segundo lote, compuesto por 100 cer-
dos destetados también se practicaron dos
inoculaciones con el mismo intervalo que con el
primer lote: la primera dosis fue de 2.5 x 10’ cel/
ml y la segunda de 4 x 10" cel/ml en el grupo
aloinmunizado; con un intervalo promedio en-
tre el destete y el tratamiento de 31.5 + 1.7 dias.
Los cerdos del grupo control se inocularon con 1
ml de solucién salina, con un intervalo prome-
dio entre el destete y el tratamiento de 31.1 £ 1.7
dias.

Todos los lechones fueron individuos F,, pro-
ducto del cruce de hembras F (Large White x
Landrace) con machos puros de las razas
Landrace, Large White o Hampshire. Se contro-
laron las variaciones logrando una proporcion en
ambos grupos de 50% machos y 50% hembras.
Todos los animales recibieron el mismo esque-
ma de vacunacion establecida en la explotacion:
Fiebre aftosa y Peste porcina cldsica al dia 43 de
nacimiento. Otras fuentes de variacién se con-
trolaron sometiendo a los animales a iguales con-
diciones, como alimentacién, alojamiento y ma-
nejo.

Los cerdos donadores se sangraron por pun-
cion yugular con aguja de 19G x 1.5 en tubos de
vacio heparinizados (Becton Dickson,
Rutherford, NJ); las muestras se transportaron
al laboratorio bajo refrigeracién. Las células
mononucleares de sangre periférica se obtuvie-
ron por centrifugacion en gradientes de Ficoll (1),
se empacaron en dosis individuales
resuspendidas en 1 ml de solucidén salina y se
transportaron del laboratorio a la granja bajo re-
frigeracion.

Pruebas serologicas

En ambos lotes se tomaron muestras de san-
gre antes y después de la inoculacién con el ob-
jeto de determinar la presencia y el titulo de
anticuerpos contra la Brucella, la Leptospira y el
Parvovirus, en los animales a estudiar; luego de
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separar los sueros se sometieron a pruebas
serolégicas de la siguiente forma: prueba del
antigeno de brucella amortiguador o de tarjeta
para determinar Brucella y técnica de inhibicién
de la hemoaglutinacién para la deteccién de
anticuerpos de parvovirus porcino, ambas efec-
tuadas en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootec-
nia (Gentil colaboracién del profesor Sadoh
Molina); y prueba de microaglutinacién lisis para
Leptospira, en el Laboratorio de Diagnéstico de
Tecniagro S.A (Gentil colaboraciéon de la veteri-
naria Adriana Cardona).

Durante el estudio se evalu6 la morbilidad y
mortalidad en periodo de ceba, por medio de
observacion directa de animales que presentaran
sintomas clinicos de enfermedad respiratoria,
digestiva o ambas; al igual que la mortalidad y
su causa. La ganancia diaria experimental se cal-
culd restando al peso final el peso a la inocula-
cién, dividido por el nimero de dias de la ceba
durante el tiempo entre la inoculacién y el sacri-
ficio; la ganancia total en ceba se obtuvo de res-
tar del peso al sacrificio el peso a la inoculacién.
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Del primer lote de 100 cerdos se excluyeron
los datos de 45 de ellos para el andlisis estadisti-
co de ganancia diaria y total de peso: todos por
confusion en la identificacion para la toma indi-
vidual del peso. Del segundo lote de 100 cerdos
se excluyeron los datos de 20 animales-debido a
que estos ultimos fueron transportados a otra
granja lo cual ocasiona una alteracién en la ho-
mogeneidad de las variables repercutiendo pos-
teriormente en los resultados. Es importante
anotar que tanto los cerdos del grupo
aloinmunizado como los del grupo control de
ambos lotes eran de diferentes edades y cama-
das; de igual forma, la duracion del periodo de
ceba no fue el mismo para todos los cerdos (Ta-
bla 2).

Analisis estadistico. Para ambos lotes de ani-
males los resultados se evaluaron por analisis de
varianza multifactorial, de acuerdo con el mo-
delo de medias minimas cuadrdticas propuesto
por Harvey (1975) para grupos no pareados (4),
en donde se incluyeron como factores: trata-
miento, sexo, edad al tratamiento, peso al trata-

Tabla 1. Datos generales al momento del tratamiento de lechones precebos
inculados con mononucleares de sangre periférica (MNSP) de cerdos de
sacrificio (medias minimas cuadréticas * error estindar

Intervalo destete

tratamiento peso al
Lote n Grupo_ (dias) tratamiento
(Kg.)
1 25 Control 12.2+0.8 9.0+0.6
28 Aloinmunizado 13.5+0.7 11.1+£0.5
2 40 Control 31.5+1.7 16.5+0.5
40 Aloinmunizado M +1.7 15.8+ 0.5

miento y ceba experimental. Se consideré que
los factores tuvieron efecto.en el modelo cuando
en el andlisis de varianza mostraron un valor de
F (F-ratio) mayor o igual a 1, un valor de «p»
estadisticamente significativo (<0.05), o ambos.
Los resultados seroldgicos se evaluaron mediante
prueba de hipétesis aplicando la t de student con
varianzas iguales; como la hipétesis nula se asu-

mié la igualdad entre los promedios obtenidos
de los titulos de los sueros analizados y como
hipotesis alterna la diferencia entre éstos.

El andlisis estadistico se aplicé a los datos de
cada uno de los individuos, porque los corrales de
ceba se conformaron con animales de ambos gru-
pos experimentales, para ambos lotes de cerdos.
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Tabla 2. Pardmetros productivos en lechones de precebo inoculados con
células alogénicas (medias minimas cuadrédticas t error estandar).
Duraciéon de  Ganancia Ganancia
Lote n Grupo la ceba diaria total
(dias) (gr.) (Kg.)
1 25 Control 136.3 +1.0 721 £ 16 100.2 £ 2.2
28 Aloinmuniz. 138.0 £ 1.2 717 £ 29 99.9+4.1
2 40 Control 1304 £ 2.1 665 + 14 85.9+ 2.2
40 Aloinmuniz. 134.8 % 2.1 645 + 14 85.5+2.5
Resultados negativos , tanto para los grupos control como

Lote 1. La duraciéon de la ceba no presento
diferencia estadistica significativa (p > 0.05) en-
tre el grupo aloinmunizado ( 138.1 + 1.2 dias) y
el grupo control (136.3 + 1 dias). El peso al sacri-
ficio no present6 diferencia estadistica significa-
tiva (p > 0.05) entre el grupo aloinmunizado
(110.4 + 2.3 Kg:) y el grupo control (111.2 + 4.1
Kg.). Asimismo, la ganancia diaria de peso no
presentd diferencia estadistica significativa
(p>.05) entre el grupo aloinmunizado (721 + 16
gr) y el grupo control (717 + 29 gr ).

Durante el tiempo de evaluacion del estudio
no se hallé ningtin signo clinico de enfermedad
ni muerte durante el periodo de estudio en los
dos grupos de animales del primer lote.

Lote 2. El peso al sacrificio no fue
estadisticamente significativo (p > 0.05) entre el
grupo aloinmunizado (102. 2 £ 2.1 Kg.) y el grupo
control (97.8 + 2.4 Kg.). En la ganancia total de peso
durante el periodo experimental no se hallé dife-
rencia estadistica significativa (p>0.05) entre el gru-
po aloinmunizado (85.9 + 2.2 Kg. ) y el grupo con-
trol (82.5 + 2.5 Kg.). Tampoco se encontraron dife-
rencias en la ganancia de peso, la cual fue de 665 (+
14 gr) para el grupo aloinmunizado y 645 (+ 14 gr)
para el grupo control.

Al igual que en el lote 1, en ninguno de los
dos grupos de animales se observaron casos de
morbilidad o mortalidad.

Pruebas serologicas

Brucella. Los resultados obtenidos en la rea-
lizacion de esta prueba fueron en su totalidad

para los grupos aloinmunizados, lo cual indica
que no existe una diferencia estadistica signifi-
cativa (Tabla 3).

Leptospira. Tanto en el grupo control como en
el grupo tratamiento del primero y segundo lote,
los resultados obtenidos en las pruebas de
Leptospira fueron negativas para las siguientes
cepas: L. bratislava, L. pomona, L. canicola, L.
hicterohaemorragiae, L. grippolyphosa y L. hardjo.

Parvovirus. Los resultados obtenidos en esta
prueba dieron una variacién de titulos tanto para
el grupo control como para el grupo tratamiento
de ambos lotes. Estos titulos oscilaron entre <1:
100 y 1: 25600. El analisis estadistico indic6 que
rio hubo diferencia estadistica significativa
(p>0.05) entre los promedios de titulos de
anticuerpos en ambos grupos. '

Discusion

En la industria porcina se requiere constante-
mente de nuevas y mejores técnicas cientificas
que permitan conocer a fondo el verdadero com-
portamiento productivo de los cerdos y lograr
un éptimo nivel de salud en las granjas, lo que
puede facilitar el descubrimiento de procesos que
ayuden a alcanzar el mas 6ptimo rendimiento
(13). La granja seleccionada para la ejecucion del
presente estudio se caracterizaba por presentar
un excelente sistema de registros que permitia
la obtencién de datos confiables y actualizados,
ademas su rendimiento productivo, el estado de
salud de sus animales y su funcionamiento ad-
ministrativo la ubicaban como una granja de ex-
celencia; sin embargo, existia una minima inci-
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dencia de enfermedades digestivas y respirato-
rias, lo que motivo el inicio del estudio.

Dentro del desarrollo de la investigacién el
azar fue fundamental para obtener una informa-
cién libre de sesgos y lograr resultados
confiables, no obstante se evidencia el efecto de
algunas variables que no fue posible controlar:
1) la variacién en la concentracién de linfocitos
inoculados es un factor que no se ha podido con-
trolar por la falta de estudios que permitan sus-
tentar algtin nimero o concentracién 6ptima de
linfocitos para obtener el efecto alogénico bus-
cado; y 2) el cambio de los donadores de
linfocitos porque se usaron dos lotes diferentes
de cerdos para las inoculaciones de los dos lotes
de lechones evaluados. Estos factores constitu-
yen fuentes de error que pueden afectar los di-
ferentes parametros evaluados (1). Otras varia-
bles como el intervalo destete - inoculacién, la
linea genética de los lechones, el sexo, el esque-
ma de vacunacién, el alojamiento, la alimenta-
ci6n y el manejo, se controlaron en un alto por-
centaje para evitar que tuvieran efecto en los re-
sultados.

La hipétesis de trabajo se sustenté en los con-
ceptos de la red idiotipo-antiidiotipo (12). Cuando
se produce un anticuerpo contra un antigeno de-
terminado (llamado anticuerpo 1), este difiere en
la regién hipervariable con la cual reacciona el
antigeno (Hamada idiotipo), de los anticuerpos que
produzca el organismo contra otro antigeno. Los
idiotipos a su vez pueden ser reconocidos por el
sistema inmune el cual produce un anticuerpo con-
tra el idiotipo llamado antiidiotipo o segundo anti-
cuerpo, que reaccionara unicamente contra el
idiotipo; de esta forma se explica la persistencia
de anticuerpos tiempo después de una infecciéon o
una vacunacién (10). De acuerdo con estos plan-
teamientos, se esperaba un aumento en el reperto-
rio inmunolégico de los cerdos destetados al ser ino-
culados con estimulos alogénicos y su persistencia
en el periodo de ceba, lo que conllevaria a una me-
jor resistencia a los patégenos durante este perio-
do, que se reflejaria en una menor morbilidad y
mortalidad, una mayor ganancia diaria y un 6pti-
mo peso al sacrificio.

En forma simultdnea se consider6 convenien-
te evaluar el repertorio inmunolégico mediante
técnicas serolégicas estandarizadas dentro de las
cuales se realizaron inhibicién de la
hemoaglutinacion para Parvovirus, Rosa de ben-
gala para Brucella y microaglutinacion lisis para
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Leptospira, las cuales no presentaron una diferen-
cia estadistica significativa (p>0.05) entre los
grupos de estudio (Tabla 3). Estos resultados se
podrian explicar porque: 1) estas pruebas deter-
minan una inmunidad especifica, contrario al
objetivo inicial del estudio que consistia en pro-
ducir una respuesta inmune no especifica, res-
puesta que no fue detectada por las pruebas rea-
lizadas; y 2) los linfocitos inoculados en el gru-
po aloinmunizado no lograron despertar una res-
puesta inmunolégica evidente, debido a que no
hubo afinidad antigeno anticuerpo, ni avidez del
anticuerpo o hubo insuficientes de anticuerpos
detectables para la prueba o ausencia de los mis-
mos.

La variacién en la concentracién de linfocitos
inoculados es también un factor que puede con-
vertirse en una fuente de error para sustentar los
resultados obtenidos; en el presente estudio las
concentraciones oscilaron entre 1.2 x107 y 4 x 107
células/dosis, porque no se tienen referencias
sobre la cantidad ideal de células que pudieran
inducir el efecto buscado o la frecuencia y canti-
dad de inoculaciones.

Para futuros estudios se recomienda hacer
inoculaciones con diferentes frecuencias y con-
centraciones de linfocitos. Desde el inicio del tra-
bajo se obtuvieron valores muy aproximados
para ambos lotes en la edad al tratamiento, in-
tervalo destete tratamiento y peso al destete para
cada grupo, lo cual significa una adecuada e im-
parcial seleccion de la muestra para dar inicio al
éstudio.

Los resultados de morbilidad y mortalidad del
presente estudio en el periodo analizado para am-
bos lotes fueron negativos, puesto que no se infor-
mo6 ningtn signo clinico de enfermedad, tratamien-
to o muerte de animales. Esta informacién, toma-
da de la observacién diaria de los lotes, no implica
que no se hubieran presentado manifestaciones
patolégicas subclinicas no detectadas por el perso-
nal de la granja. Para otros estudios, este parametro
puede ser evaluado con mas certeza mediante la
realizacion peri6édica de examenes clinicos comple-
mentados con pruebas diagnésticas como
hemogramas, citoquimicos y pruebas hepaticas
que permitan detectar niveles de enfermedad que
no se pueden detectar por evaluacion clinica; ade-
mas, se podrian realizar examenes histopatolégicos
postmortent en ambos grupos experimentales hacien-
do principal énfasis en los 6rganos de los sistemas
digestivo y respiratorio.
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En el trabajo realizado por Bustamante y co-
laboradores con linfocitos obtenidos de ganglios
linfaticos, se observé una diferencia estadistica
significativa entre ambos grupos, puesto que se
encontraron menos lesiones pulmonares en el
grupo tratado con linfocitos alogénicos obteni-
dos de ganglios linfaticos; no obstante los resul-
tados en los pardmetros productivos no presen-
taron diferencia estadistica significativa, lo que
concuerda con los resultados del presente estu-
dio (1). Los resultados también concuerdan con
el estudio de Pérez y Maldonado (1998) quienes
hicieron una réplica del presente estudio en una
granja con alta incidencia de problemas respira-
torios, sin obtener un efecto significativo de la
aloinmunizacién ni en los pardmetros producti-
vos ni en la morbilidad o mortalidad durante el
periodo de la ceba (5).
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Summary

Effect of alloimmunization of growing piglets with peripheral blood lymphocytes
from health-finishing pigs on morbidity and growth-fattening traits.

Finishing pigs with a health condition during the fattening period and at slaughter could be
considered resistant or immunocompetent against the pathogens of the farm. In order to evalu-
ate the potential of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from these animals to confer
immunological resistance to growing piglets of the same farm, 200 weaned piglets were selected
in a commercial farm and randomly assigned to receive treatment with: Group 1, two sc. immu-
nizations within a 15 days interval with 1 ml (5x 10 7 cells / ml) of pooled PBM isolated from
finishing pigs that did not have clinical evidence of digestive or respiratory diseases prior to
slaughtering (n=100);and group 2, inoculation with 1 ml saline (SSF) under the same schedule
(n=100). Both respiratory and digestive- associated morbidity and mortality cases, average
daily gain (ADG) and total weight gain (TWG) during the fattening period were recorded.
Serum samples were taken 15 days after inoculation and evaluated by serology for leptospira,
brucella, and parvovirus. Data were analyzed by Anova and Fisher exact test . No statistically
significant differences for ADG nor for TWG was observed between groups (p>.05). No cases
of morbidity or mortality were observed during the study . These results suggest that alloge-
neic peripheral blood mononuclear cells do not have an effect on economic traits in fattening
pigs, in concordance with similar results found with lymph node mononuclear cells. However
because of the lack of morbidity and mortality rates in the study, conclusions could not be made
on the effects of PBM on morbidity and mortality rates during the fattening period.
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