24

Rev Col Cienc Pec Vol. 12: 1; 1999

La inmunizacién de lechones precebos con linfocitos alogénicos
de cerdos adultos, no afecté la incidencia de rinitis atréfica ni la

productividad durante la ceba, en una granja con
problemas respiratorios
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Resumen.

El presente estudio se diseiio para evaluar si la inoculacién de lechones de precebo con
linfocitos de cerdos de la misma granja clinicamente sanos al sacrificio, tenia efecto en los
pardmetros productivos; la granja se caracterizaba por presentar alta incidencia de problemas
repiratorios. Los cerdos donadores se sangraron por puncion yugular y la sangre se sometio al
proceso de obtencion de células mononucleares por centrifugacién en gradiente de Ficoll
(D=1077).

Tres lotes de lechones detetados se asignaron al azar al tratamiento con una mezcla de
linfocitos alogénicos (7.5 x 107 cel/dosis) - Grupo aloinmunizado, n = 65, o con 1 ml de solu-
cion salina - Grupo control, n = 65. Durante el periodo de la ceba se hizo un seguimiento para
evaluar la morbilidad y mortalidad, la ganancia diaria de peso y la ganancia total. Los datos
productivos se evaluaron por andlisis de varianza multifactorial y los casos de morbilidad y
mortalidad por prueba de "Ji-cuadrado". Ni la ganancia diaria ni la ganancia total de peso
presentaron diferencias estadisticas significativas entre los grupos (p>0-005). EI grupo
aloinmunizado presentd significativamente mayores signos de rinitis leve (p<0.05) que el gru-
po control, pero las diferencias no fueron significativas cuando se evaluaron todos los cerdos
afectados por rinitis (p>0.05). Los resultados sugieren que la terapia con linfocitos alogénicos
no disminuye la incidencia de enfermedad en una granja con altos problemas respiratorios y
confirman otros estudios que no han demostrado un efecto de la terapia con linfocitos como

alternativa para aumentar la productividad o reducir la morbilidad en ceba.
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Introduccion

Las enfermedades respiratorias constituyen
una de las mayores limitantes de la industria
porcina intensiva (17). La explotacién de cerdos
sanos mantenidos en contacto con otros infecta-
dos por Mycoplasma, redujo en 12.7% el creci-
miento entre los 50 y 85 kg. de peso; la tasa de
crecimiento de cerdos expuestos a madres infec-
tadas bajéo un 15% entre 8 y 85 kg. de peso; y la
conversién se disminuy6 en 13.8% entre 10-25 kg.
de peso (13). De otro lado, existe una correlacién
positiva entre el grado de lesion pulmonar y la
reduccidn en la ganancia diaria de peso (13, 16).
La Rinitis atréfica, por su parte, es un sindrome
clinico que cursa con estornudos en los lechones

seguido por atrofia de los cornetes, deviacién del
tabique nasal, reduccién y destruccion del maxi-
lar y reduccién del ritmo de crecimiento (3). A
pesar de los esfuerzos para solucionar los pro-
blemas respiratorios en las granjas, atin existen
muchas dudas acerca de la patogenicidad, la in-
munidad, la prevencion y el control de las di-
versas enfermedades (12).

Como consecuencia de algunos estudios que
demostraron un aparente efecto benéfico de la
inoculacién de cerdas gestantes en la morbilidad
de la camada al destete (6, 11), se pensd en la
posibilidad de conferir proteccién a los lechones
de precebo, si éstos se inoculaban con linfocitos
provenientes de cerdos sanos al sacrificio. Para
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ello, se hicieron dos postulados a priori: 1) que
los cerdos sanos al sacrificio podrian ser el re-
sultado de una condiciéon de resistencia contra
los patégenos que los pudieron haber afectado
durante la ceba; y 2) que dicha resistencia po-
dria ser transmitida a lechones jévenes por me-
dio de la inoculacién de linfocitos obtenidos de
estos cerdos sanos.

El propésito del presente estudio fue probar
alternativas durante la ceba, en una granja con
altos problemas respiratorios con predominio de
la rinitis atréfica. Estos resultados complemen-
tan los hallazgos de otros dos estudios similares
en los cuales pretendié estudiar la posibilidad
de potenciar la respuesta inmune de los lecho-
nes recién destetados mediante la inoculacién de
linfocitos alogénicos obtenidos de granglios
linfaticos (1) o de sangre periférica (8) tanto en
granjas con niveles 6ptimos de sanidad (1, 8)
como en el presente caso en una granja con alta
incidencia de tipo respiratorio.

Materiales y Métodos

El estudio se realizé en una granja porcicola
ubicada en el Municipio de Entrerrios, en el de-
partamento de Antioquia, que se habia caracte-
rizado por presentar alta incidencia de proble-
mas respiratorios, en donde predominaba la
rinitis atréfica, sin que ninguno de los esquemas
preventivos utilizados hubiera dado resultados
satisfactorios para disminuir la incidencia de la
enfermedad en los lotes afectados.

Seleccion del lote referencia (Donadores). De un
lote de cerdos en la fase de acabado se hizo un
examen clinico para seleccionar el grupo de ani-
males donadores potenciales, en donde se hizo
en la seleccién de aquellos que no presentaban
evidencia clinicia de enfermedad respiratoria, tal
como ausencia de signos de rinitis, tos o
estornudos (3). Los animales seleccionados se
sangraron por puncién de la vena yugular en
tubos de vacio estériles. La sangre se transporté
al laboratorio bajo refrigeracion, para obtener los
leucocitos mononucleares que se utilizaron para
preparar el inéculo.

Obtencion de leucocitos de sangre periférica y pre-
paracion del indculo. Las muestras se
centrifugaren a 2500 r.p.m./25 min./15°C para
obtener el Buffy coat (capa de leucocitos totales),
que se tomo con pipeta Pasteur y se diluyé 1:3
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en tampon salino fosfatado (PBS 0.15M, pH = 72),
luego se vertieron en columna de Histopaque D
=1.077 (Sigma, St. Louis MO) y se centrifugaron
a 2500 r.p.m./156°C/30 min. Luego se tomd la
capa de células mononucleares de la interfase
entre el Histopaque y el PBS y se lavé tres veces
en 10 ml de PBS a 1500 r.p.m./10min/15°C. fi-
nalmente, las células se suspendieron en 10 ml
de solucién salina y se determino la concentra-
cion celular en camara de Neubauer y la viabili-
dad por exclusion de azul de Tripano al 0.2%.
Las células se empacaron en dosis individuales
(promedio de 7.5 x 10') en viales de Eppendorf,
resuspendidas en 1 ml de solucién salina.

Seleccion de los grupos experimentales (recepto-
res). Tres lotes de cerdos se seleccionaron en pro-
medio a los 72 dias de edad con un intervalo en-
tre el destete y la inoculacién promedio de 42
dias, y se asignaron al azar a los siguientes gru-
pos experimentales: Grupo aloinmunizado
(n=65). Recibi6 dos dosis con intervalo de 15 dias,
de una mezcla de linfocitos alogénicos (7.5 x 10’
cel/dosis); y Grupo control (n=65). Recibié dos
dosis de 1 ml de solucién salina, cada una con
intervalo de quince dias. Todas las inoculaciones
se practicaron por via subcutanea en el pliegue
caudal de la oreja.

Distribucion de los grupos experimentales. con el
objeto de evaluar el comportamiento de los le-
chones inoculados cada uno de los dos grupos
experimentales se repartieron en tres lotes, los
cuales se levantaron y cebaron en el mismo am-
biente en donde se cebaron los cerdos donadores
de los linfocitos. Al momento previo a la inocu-
lacién se tomo el peso individual de los lecho-
nes, como base para la posterior evaluacién de
los diferentes parametros productivos y sanita-
rios; cada lechén se identificé con muesca en la
oreja. Todos los cerdos recibieron las mismas
condiciones de manejo sanitario preventivo que
se llevan a cabo en la granja. Otros factores como
estrés, alimentacién, alojamiento, se controlaron
proporcionando a los animales las mismas con-
diciones de manejo.

A los animales del estudio se les llevoé un se-
guimiento individual mediante observacién per-
manente en la granja desde el momento de la ino-
culacion, con el fin de observar cualquier eviden-
cia clinica de enfermedad de tipo respiratoria.

Los lechos de los dos grupos se mantuvieron
mezclados hasta el momento de llevarlos a los
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lotes de engorde, en donde se seleccionaron por
tratamiento, para determinar la ganancia diaria
de peso y la incidencia de problemas respirato-
rios durante el periodo de ceba.

Grado de rinitis observado en el momento del sa-
crificio. El grado de rinitis se determiné, depen-
diendo de la intensidad de las lesiones
macroscopicas externas del hocico y la nariz y
de los signos clinicos, en las tres siguientes cate-
gorias: Grado 1, rinitis leve: en donde se obser-
v6 lagrimeo, estornudos y reduccién leve de la
longitud del maxilar; Grado 2, rinitis moderada:
en donde ademads de lagrimeo y estonudos se
observo reduccion mas notoria del maxilar y pre-
sencia de moco con manchas de sangre; y Grado
3, rinitis severa: en donde ademas de lo anterior
se observé marcado prognatismo mandibular,
algunos cerdos con el tabique desviado, moco
sanguinolento y algunas veces sangrado abun-
dante.

Analisis estadistico

Los datos de ganancia diaria y total de peso
se evaluaron por andlisis de varianza
multifactorial de acuerdo con el modelo de me-
dia minimo cuadraticas para grupos no parea-
das propuestos por Harvey (7). Como efectos
principales se incluyeron en el tratamiento, el
intervalo entre el destete y la inoculacién y, la
edad de inoculacién; la duracién del periodo de
ceba se evalué como covariable. Los datos de
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morbilidad y mortalidad en lactancia se evalua-
ron por prueba de "Ji-cuardrado”.

Resultados

En total se seleccionaron 131 cerdos de los
cuales se evaluaron 125; se descartaron 6 cerdos
por las siguientes causas: neumonia (2 lechones),
diarrea (2 lechones), canibalismo {1 lechon) y
anemia (1 lechén), sin diferencias estadisticas
significativas entre los grupos (p>0.05).

Ganancia diaria de peso. La ganancia diaria de
peso no present6 diferencias estadisticas signi-
ficativas (p>0.05; F-ratio = entre el grupo
aloinmunizado (682 + 9 gr) y el control 691 + 9
gr). El sexo presenté un efecto significativo en
este parametro con una gancia de 672+ 9 gr para
las hembras y de 701 + 9 gr para los machos
(p<0.05) (Tabla 1).

Ganancia total de peso. La ganancia total de
peso no present6 diferencias estadisticas signi-
ficativas con el grupo control (p>0.05). Los ma-
chos tuvieron una ganancia de peso mayor (4 kg)
que las hembras (p=0.08) (Tabla 1).

El grupo aloinmunizado presenté mayor el nu-
mero de casos de rinitis leve, pero menor numero
de casos de rinitis severa. Asi mismo, el grupo con-
trol presenté myor nimero de casos de Rinitis se-
vera. Sin embargo, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p>0.05) (Tabla 2).

Tabla 1. Pardmetros productivos durante la ceba en cerdos inoculados con linfocitos alogénicos (me-

dias minimas cuadraticas * error estandar).

Grupo sexo n ganancia diaria ganancia total duracion
(gr)* (kg)* de la ceba
(dias)*
Control H 30 668 + 13 74 £+ 1.3 112 +£2.3
M 31 713 £ 13 IT+1.2 109 £ 2.2
Aloinmunizado H 35 675+ 12 73+1.2 109 + 2.1
M 29 688 + 14 74 £ 1.3 107:2:2.3

* p>0.05
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Tabla 2. Grado de rinitis y nimero de casos en cerdos inoculados con linfocitos alogénicos

Grupo Grado de rinitis Total
Leve Moderada Severa
Control 59 9 28®
Aloinmunizado 142 6 358
a.p = 0.07 (prueba exacta de Fisher).
b. p> 0.05.

Discusidén

La industrializacién porcicola, cuyo objetivo
ha sido la bisqueda de la maxima eficiencia de
la especie porcina, ha llevado a desarrollar ex-
plotaciones con una alta concentracion de ani-
males en pequenas areas (17). Esto ha generado
un aumento de la presentacién de enfermedades
infectocontagiosas, cuyo curso viene determina-
do por factores genéticos, climaticos, de aloja-
miento y de manejo, que cada dia tienen mayor
repercusion econémica en esta actividad (4).

En los ditimos anos se han presentado varias
crisis en el sector porcicola de nuestro pais (4)
originado por varias causas como son: bajo con-
sumo de carne de cerdo, poca disponibilidad de
materias primas, y altos costos e insumos, lo que
conlleva a unos costos de produccién muy altos
y por esto no somos competentes frente a otros
mercados (10). Si a toda esta problematica le
adicionamos una alta incidencia de problemas
sanitarios en las granjas, que traen como conse-
cuencia una baja eficiencia productiva al dismi-
nuir la ganancia diaria de peso, el indice de con-
version alimenticia, y al aumentar los indices de
morbilidad y mortalidad (16), el panorama se
vuelve aun mads dificil. Con el proposito de dis-
minuir la presentacién de las enfermedades res-
piratorias dentro de las granjas se han utilizado
diferentes estrategias como son: la desinfeccién
permanente de instalaciones, la implementacion
del sistema de manejo "Todo dentro, todo fuera"
y del destete temprano medicado, v la inmuni-
zacion activa a partir de vacunas (4). No obstan-
te, muchas de las enfermedades se siguen pre-
sentado por lo que se hace necesario el estudio
de nuevas alternativas que sean mas efectivas
desde el punto de vista de la prevencion.

Dentro de estas alternativas se han venido
estudiando el efecto que puede tener la inocula-
cion de cerdos destetados con linfocitos de cer-

dos de sacrificio, con linfocitos de cerdos de sa-
crificio, con base en la transferencia adoptiva de
inuminidad: esto es, la inoculacion de linfocitos
de animales resistentes contra determinado pa-
tégeno o antigeno, a individuos susceptibles para
transmitirles la resistencia (5).

El objetivo buscado en el trabajo era el de
transmitir a los lechones destetados una suficien-
te cantidad de antigenos o células de memoria
que les permitiera generar resistencia o les trans-
mitiera una mayor capacidad de respuesta inmu-
ne; y que al ser sometidos a un reto antigénico
alto, de tipo respiratorio, propio de la granja,
éstos tuvieran una adecuada respuesta para
enfrentarlos. Por consiguiente, el grado de afec-
cién por enfermedades respiratorias seria mini-
mo. Sin embargo, en ninguno de los parametros
evaluados, tanto cuantitativos como cualitativos,
hubo diferencias estadisticas significativas entre
el grupo aloinmunizado y el control.

Si se tiene en cuenta que todos los factores
externos como manejo, alimentacién vy
microclima, fueron iguales en ambos grupos, se
sugiere que la inoculacién de linfocitos no tuvo
ningtn efecto en los parametros evaluados. Es-
tos resultados concuerdan con los estudios de
Higuita et al (8) y Bustamante et al (11) quienes
no encontraron un efecto benéfico de la
aloinmunizacion en los parametros productivos
en ceba, en lotes de cerdos inoculados con
linfocitos obtenidos de sangre periférica o de
ganglios linfaticos, respectivamente.

Los resultados sobre el efecto de la
aloinmunizaciéon en la incidencia de rinitis
atrofica, concuerdan también con los resultados
de Higuita et al (8), quienes no hallaron efecto
del tratamiento en la morbilidad y mortalidad.
Sin embargo, en el estudio de Bustamante et al
(1) se hallé una disminucién significativa del
numero de pulmones con lesiones macroscopicas



en los cerdos del grupo aloinmunizado con respec-
to a los dei grupo control, pero estos resultados no
pudieron ser confrontados en el presente estudio
por la falta de evaluacién postmortem de los cerdos.

Por consiguiente, se sugiere que para obtener
una mejor respuesta inmune con este tipo de
aproximaciones es necesario una mayor especi-
ficidad de los antigenos inoculados, es decir el
inéculo solo contenga linfocitos de memoria es-
pecificos contra determinadas enfermedades,
como por ejemplo las respiratorias, que se con-
trole el componente genético de los cerdos, para
poder discriminar su condicion de resistencia o
suceptibilidad y que se hagan estudios mas com-
pletos del lote de donantes para clasificar de
manera objetiva su estado de resistencia. Estos
implicarian el estudio de la respuesta inmune in
vitro y podrian implicar pruebas de
linfoproliferacion, linfoblastotransformacion
contra antigenos especificos, produccién de
citoquinas tipo Th1 6 Th2 en cultivo, entre otros.

La rinitis atréfica es un sindrome clinico que
cursa con estornudos en los lechones seguido por
atrofia de los cornetes, desviaciéon del tabique
nasal, y reduccion de la longitud y destruccién
de la mandibula superior. Provoca una reduccion
en el ritmo de crecimiento y el aumento de peso.
Los agentes causales mas importantes son
Bordetella bronchiseptica y cepas toxigénicas de
Pasteurella multocida, especialmente el tipo D (3);
esta tltima produce un toxina dermonecrética
que es la causante del dafo (12). Las infecciones
causadas unicamente por B. bronchiseptica no son
de mayor importancia econémica, pero ésta fa-
cilita la colonizacién por P. multocida toxigénica
y produce una enfermedad mucho mads severa
—que si ocurriera la infeccion de cada uno de es-
tos microorganismos en forma separada (12).

Existen tres posibilidades para producir inmu-
nidad contra P. multocida vacunacioén parenteral con

Agradecimientos

Rev Col Cienc Pec Vol. 12: 1: 1999

vacunas muertas que estimulan la producciéon de
anticuerpos antibacteriables para prevenir coloni-
zacion de la mucosa nasal, vacunas vivas atenua-
dos con cepas no toxigénicas para prevenir la colo-
nizacién, y aplicacién de toxoides para prevenir el
dafio producido por la toxina, siendo ésta la de
mayor importancia (12).

La aproximacion experimental se probé como
una alternativa para producir inmunidad contra
la rinitis, pero la aloinmunizacién no mostré
efectividad para reducir la incidencia de rinitis
atrofica en la granja del estudio. A pesar de que
la incidencia global de rinitis no presento dife-
rencia estadistica significativa entre los grupos,
no deja de preocupar el hecho de encontrar una
tendencia en los lechones del grupo
aloinmunizdo a presentar mayor incidencia de
rinitis leve. Lo que se puede interpretar como
uno de los posibles efectos adversos de la tera-
pia con linfocitos. Hasta el momento, en los di-
ferentes estudios realizados no se ha observado
efectos adversos que se puedan atribuir al trata-
miento (1, 8, 11) situacion que no descarta la po-
sibilidad de transmitir otros patégenos en vez de
resistencia, cuando se inoculan linfocitos
alogénicos. Sin embargo, esta posibilidad se ha
tratado de reducir al maximo, inoculando los le-
chones con linfocitos de animales de la misma
granja y obteniendo el inéculo de los animales
que muestran un estado clinico normal.

En conclusién, la alternativa terapéutica pro-
puesta no mostro efectividad para reducir la in-
cidencia de rinitis atréfica en la granja de estu-
dio. Lo anterior sugiere que la presencia de la
enfermedad, no solo obedece al estado de sus-
ceptibilidad o resistencia de los lotes de cerdos
que entran a la ceba, sino que hay multiples fac-
tores que se deben controlar para lograr un ade-
cuado nivel de sanidad en la granja.

Los autores expresan sus agradecimientos a la Universidad de Antioquia por la
cofinanciacion del estudio por intermedio del Comité Para el Desarrollo de la Investi-
gacion (Acta 56 de marzo de 1996). A los laboratorios de Genética y Reproduccion y de
Virologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia, por el apoyo
logistico para la obtencién de linfocitos alogénicos.
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Summary

Alloimmunization of weaned piglets did not have any effect on atrophic rinitis or
growth-fattening performance in a farm with high a incideence or respiratory diseases.

This estudy was designed to evaluate if limphocyte immunotherapy could improve the per-
formance of growing piglets from a farm with a High incidence o respiratory diseases. Healthy
finishing pigs from the same farm were bled by jugular puntion and peripheral blood mono-
nuclear cells were abtained by gradient (Histopaque D=1077). Three groups of weaned piglets
were selected at 7 day rafter weaning and random assigned to inculation with pooled allogeneic
limphocytes (7.5 x 10" cell/dosis) in 1 ml saline solution (alloimmunized group, n = 80) or 1
ml saline (Control group, n = 80). Morbidity and mortality rates and growth-fattening perfor-
mance were evaluated from inoculation to slaugther by daily clinical physical evaluation or
average daily gain and total weight gain, respectively. No statitical significant differences
between groups were found for any of the productive traits evaluated (p>0.05); however middle
rinitis tended to increase (p = 0.07) in alloimmunized than control groups, although the differ-
ence was not statistically significant when overall rinitis was evaluated (p>0.05). These re-
sults suggest that allogeneic limphocyte immunotherapy did not have effect on the incidence of
respiratory diseases in a farm with high frequency o respiratory problems and suport similar
data found with lymphocytes isolated from lymph nodes which did not have an efect on produc-

tive traits.

Key Words. Lymphocyte immunotherapy, fattening, immune response, piglets, leukocytes.
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