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Estudio clinico, anatomopatolégico y de biologia molecular de cuadros entéricos en

cerdos de crecimiento y terminacion.

Palabras claves

Enteropatdgenos, diarrea, cerdos, crecimiento y terminacion.

Resumen

Se evaluo la participacion de Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae,
Brachyspira pilosicoli y Salmonella spp. en el desarrollo de infecciones clinicas y
subclinicas en cerdos de la etapa de engorde. Se realizd un estudio retrospectivo
histopatoldgico de casos de archivo en el que se relacionaron las lesiones histopatolégicas
con los agentes etioldgicos identificados por IHQ, WS y PCR a partir de tejidos embebidos
en parafina. Se detectd asociacion estadistica entre las lesiones histopatoldgicas, en
particular la hiperplasia de los enterocitos inmaduros de la cripta, la necrosis profunda de la
mucosa Yy la hiperplasia de las células caliciformes, y la deteccion de L. intracellularis,
Salmonella spp. y Brachyspira spp., respectivamente. Lawsonia intracellularis resultd el
agente mas frecuentemente identificado en animales con y sin diarrea y su presentacion
subclinica fue muy frecuente a nivel individual, de lotes y de granjas. Se detect6 B.
hyodysenteriae en 2/8 granjas en cerdos con diarrea y su presencia se asocié con mal
desempefo productivo, bajos niveles de bioseguridad y elevada mortalidad. Salmonella
spp. se detectdé en 5/8 granjas en animales con y sin diarrea. La deteccion de L.
intracellularis y Salmonella aumentd con la edad de los cerdos, lo que implica una mayor
chance de enteropatia proliferativa hemorragica y mayor riesgo potencial de contaminacion
de la carne durante la faena, respectivamente. Se determind que la presencia de L.

intracellularis y B. hyodysenteriae impactan negativamente en la economia de las granjas,
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asociado a la pérdida de peso y al gasto en antibidticos. Lawsonia intracellularis,
Brachyspira hyodysenteriae, y Salmonella spp. son agentes frecuentes en la etapa de
crecimiento y terminacion, tanto en casos de archivos como en las granjas evaluadas, y

tienen una participacion relevante en el desarrollo de cuadros clinicos y subclinicos.
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Clinical, anatomopathological and molecular studies of enteric diseases in grower-

finisher pigs.

Keywords

Swine, enteropathogens, diarrhea, grower- finisher herds

Resumen

The role of Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira
pilosicoli and Salmonella spp. in clinical and subclinical infection in grower and finisher pigs
were evaluated. First, histopathological retrospective study was carried out in order to
analyze the relationship between microscopic lesions and identification of those agents by
immunohistochemistry, Warthin- Starry or PCR. Statistical association among crypt
hyperplasia, necrosis the mucosa and hyperplasia of goblet cells, and detection of L.
intracellularis, Salmonella spp., and Brachyspira spp. respectively, was observed. Lawsonia
intracellularis was the most frequent agent detected in animals with and without diarrhea and
their subclinical presentation was observed at individual, group and farm level. Brachyspira
hyodysenteriae was detected in 2/8 farms, only in pigs with diarrhea. Poor productive
performance, low biosecurity levels and high mortality rates were reported in positive farms.
Salmonella spp. was detected in 5/8 farms in animals with and without diarrhea. Detection of
L. intracellularis and Salmonella were higher in fattener than growing pigs. These findings
increase the chance of hemorrhagic proliferative enteropathy by L. intracellularis and the
potential risk of pork contamination at slaughter by Salmonella. Detection of L. intracellularis
and B. hyodysenteriae was associated with lower average daily gain and higher costs for the

use of antibiotics.
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In conclusion, L. intracellularis, B. hyodysenteriae, and Salmonella spp. were identify in
grower and finisher pig. Both, histopathology and molecular tools were useful for the

detection of clinical and subclinical infection.
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1 Introduccion

i. Consideraciones generales

Las infecciones intestinales son comunes en cerdos de crecimiento y terminaciéon de
todo el mundo y causan importantes pérdidas econémicas en la produccién porcina (Stege y
col., 2000; Thomson y Friendship, 2012). Una de las primeras enfermedades entéricas
descripta en cerdos fue la salmonelosis (Salmon y Smith, 1886); luego se sumaron la
identificacion y caracterizacion de otros agentes infecciosos y causas no infecciosas. La
diarrea es la manifestacion clinica mas frecuente de las enfermedades entéricas y se define
como la presencia de agua en relativo exceso en proporcion a la materia seca en las heces.
La pérdida de solutos (principalmente sodio y potasio) y agua concomitante, puede conducir
a una grave disminucion de electrdlitos, desequilibrio acido-base y deshidratacion (Uzal y
col., 2016; Burrough, 2016). Las enfermedades entéricas muestran un espectro de signos
clinicos, que van desde heces blandas durante pocos dias, en un animal que se encuentra
aparentemente sano, hasta heces netamente acuosas con o sin sangre, deshidratacion
grave y rapida pérdida de la condicion corporal. En algunos casos puede ocurrir la muerte
sin ningun signo clinico previo o el animal puede presentar un estado general inalterado o
encontrarse severamente deprimido (Jacobson, 2003).

Las principales entidades entéricas que afectan a los cerdos en esta etapa incluyen:
enteropatia proliferativa porcina (EPP) causada por Lawsonia intracellularis (McOrist y col.,
1993; Lawson y col.,, 1993; McOrist y col.,, 1995), disenteria porcina (DP) causada por
Brachyspira hyodysenteriae (Taylor y Alexander, 1971; Ochail y col., 1997), espiroquetosis
intestinal porcina (EIP) causada por Brachyspira pilosicoli (Taylor y col., 1980; Trott y col.,
1996) y salmonelosis porcina (SP) causada por Salmonella enterica (Reed y col., 1986). Con

menor frecuencia, otros agentes asociados a la presencia de diarrea en la etapa de engorde
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son: Escherichia coli enteropatdégena (Guerrant y col., 1985), circovirus porcino tipo 2 (PCV-
2) (Allan y col., 1998) y Trichuris suis (Battle y col., 1977). En los sistemas de produccion
intensiva, se considera que las enfermedades entéricas son responsables de
aproximadamente el 30 % de las pérdidas econémicas (Burch y col., 2000) y resultan una
causa importante de mortalidad en nuestro pais (Ross y col., 2000). Dichas pérdidas se
asocian a incrementos de la tasas de morbimortalidad, reducciéon de la ganancia diaria de
peso (GDP), aumento de la conversién alimenticia (CA), mayor cantidad de dias para
alcanzar el peso de faena y aumento en los gastos de antibiéticos y vacunas (McOirrist y col.,
2006; Barcellos y col., 2010). A menudo, la diarrea en cerdos de engorde no puede ser
atribuida a una sola causa, por lo que el enfoque diagndstico, desde hace unos afios, es de
tipo poblacional y orientado a multiples agentes. Al centrarse el diagnostico en una
poblacion, el beneficio en el tratamiento es mayor y se maximiza la inversién en técnicas
diagnésticas (Duhamel y Mathiesen, 1999). Por lo tanto, la rapidez y la sensibilidad
diagndstica son condiciones necesarias para instaurar tratamientos eficaces y dar soporte a

los programas de prevencion (Nathues y col., 2007).

ii. Enteropatia proliferativa porcina

La EPP es causada por L. intracellularis, una bacteria intracelular obligada,
microaerdfila, no esporulada, con un flagelo unipolar, que se caracteriza por producir
engrosamiento de la mucosa de la ultima porcion del ileon y, en menor grado, en ciego y la
region proximal del colon, asociado a la proliferacion del enterocito inmaduro de la cripta
(Lawson y Gebhart, 2000; Vanucci y Gebhart, 2014).

La infeccion por L. intracellularis, puede desencadenar un cuadro clinico o, mas

frecuentemente, subclinico (Brandt y col., 2010).
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Existen dos formas de presentacion clinica:

° Forma aguda: llamada enteropatia proliferativa y hemorragica (EPH), que
afecta con mas frecuencia a adultos jovenes de entre 4 y 12 meses, como capones
proximos a la edad de mercado y cerdas de reposicion (Guedes, 2004; McOrist y
Gebhart, 2012). Es de aparicion subita, pudiendo observarse palidez, fiebre e incluso
abortos en hembras de reemplazo (Mauch y Bikei, 2005). Se presenta diarrea de
aspecto rojizo oscuro a negruzco. El segmento intestinal afectado, se observa
engrosado, con edema del meso y presencia de contenido sanguinolento, fibrina,
coagulos de sangre y restos alimenticios en la luz intestinal (McOrist y Gebhart,
2006). El estudio histopatoldgico, evidencia congestion y hemorragia en la mucosa,
asociados a la proliferacion de los enterocitos de la cripta, la pérdida de células
caliciformes y un moderado numero de células inflamatorias en la lamina propia
(Lawson y Gebhart, 2000; McOrist y Gebhart, 2012). Esta presentacion es mas
comun en granjas de alta sanidad (Winkelman y Dee, 1996) y se asocia con
animales que no han sido previamente expuestos a las bacteria (Jacobson y col.,
2010).

° Forma crénica: afecta a cerdos en crecimiento de entre 18 y 55 kg (8 a 16
semanas de vida) y puede manifestarse bajo tres presentaciones
anatomopatoldgicas denominadas adenomatosis intestinal (Al), enteritis necroética
(EN) e ileitis regional (IR) (Lawson y Gebhart, 2000; McOrist y Gebhart, 2006).Todas
las formas se caracterizan por el engrosamiento de la mucosa asociado a repliegues
de la mucosa, la cual en casos leves puede ser focal y en casos avanzados difuso
(McOrrist y Gebhart, 2012). Los animales presentan edema del mesenterio y de la
submucosa, que sumado a la hiperplasia del epitelio dan el aspecto cerebroide de la
mucosa y el reticulado a la superficie serosa (Uzal y col., 2016). En la EN, sobre la

mucosa engrosada se puede observar un exudado fibrinonecrético firmemente
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adherido y una marcada rigidez del intestino. En la IR, persiste el engrosamiento de
la mucosa pero, a diferencia de las otras presentaciones, se hace muy evidente el
aumento de espesor de la capa muscular e inclusive de la serosa (Uzal y col., 2016).

Las lesiones microscopicas en los estadios iniciales se caracterizan por la
proliferacion de células epiteliales inmaduras de las criptas, con disminucion en el
numero de células caliciformes. La hiperplasia de enterocitos inmaduros es el reflejo
de una inhibicion especifica de L. intracellularis en el proceso de diferenciacion
celular (Lawson y Gebhart, 2012). En los estadios de recuperacion, se puede
observar hiperplasia de células caliciformes, atrofia de las vellosidades e infiltrado
mononuclear en lamina propia y submucosa. La restauracion de la mucosa ocurre
por re-epitelizacion y divisién de las células de la cripta con predominio de células

caliciformes (Jensen y col., 1997).

Debido a que existe una Unica cepa de L. intracellularis, se cree que las diferentes
expresiones clinicas de EPP en los cerdos son el resultado de la dosis infectante, el uso de
antibidticos y la respuesta especifica del huésped (Vanucci y Gebart, 2014). En la
presentacion subclinica, el animal infectado puede desarrollar lesiones intestinales
hiperplasicas leves, pero sin presencia evidente de diarrea o pérdida de peso (McOrist,
2005). Lo animales sin diarrea, infectados subclinicamente, actuan como portadores
eliminando el microorganismo al medio y son potencialmente infecciosos para sus
companferos de corral e importantes para la diseminacion a otras granjas (Jacobson y col.,
2010). La diarrea ocurre cuando los cerdos afectados presentan cambios patologicos
particularmente en el intestino grueso, lo que resulta en una pérdida de agua que no puede
ser compensada (McOrist y col., 2006).

La disminucion del consumo de alimento, sumado a la pérdida de proteina corporal y
a la menor absorcion de nutrientes asociada a la presencia de enterocitos inmaduros son las

causas probables del menor aumento de peso y la mayor CA en los cerdos afectados
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(Vanucci y col., 2010). Estudios recientes demostraron que la infeccion con L. intracellularis
podria influir en la disminucion del metabolismo de aminoacidos y en la sintesis de acidos
nucleicos asociados a la mala absorcion intestinal (Grutzner y col., 2015).

El periodo de incubacion de la enfermedad es de 2 a 3 semanas. La eliminacién de
la bacteria en materia fecal comienza a los 7 dias posinfeccion, con un pico de excrecion
entre los 14 y 21 dias (Smith y McOrist, 1997) aunque un porcentaje pequefio de animales la
eliminan, de forma intermitente, por mas de 12 semanas (Guedes y Gebhart, 2003; Brant y
col., 2010). En la mayoria de los casos de EPP no complicados, la recuperacion intestinal
ocurre entre 4 y 10 semanas después del inicio de los signos clinicos. Esta recuperacion se
asocia con niveles de consumo de alimento y tasas de crecimiento normales (McOrist y
Gebhart, 2012). Estudios en los que se analiz6 la dinamica de la infeccién, muestran que L.
intracellularis, en granjas de un solo sitio con flujo continuo, puede detectarse a las pocas
semanas posdestete (6-8 semanas de vida) (Stege y col., 2004; Jensen y col., 2005),
mientras que en granjas de multiples sitios la deteccion es mas tardia, durante la etapa de
crecimiento (de 14 a 20 semanas) (McOrist y Gebhart, 2012). Ademas de estar influenciada
por el sistema de produccion, la dinamica de infeccion resulta marcadamente afectada por el
uso de antibidticos, incluso como promotores del crecimiento. Asi, en paises como EE.UU. o
Brasil, donde los cerdos destetados reciben antibiéticos como promotores del crecimiento o
de forma preventiva para enfermedades respiratorias y digestivas, la infeccion se retrasa
hacia la etapa de engorde (McOrist y Gebhart, 2012; Resende y col., 2015).

Lawsonia intracellularis presenta moderada resistencia en el medio ambiente,
pudiendo sobrevivir, en materia fecal a 15 °C, hasta 2 semanas aunque la bacteria es
sensible a la mayoria de los desinfectantes tales como amonios cuaternarios o iodo-
povidona (Collins y col., 2000). Es probable que en el medio ambiente de muchas granjas,
se mantenga un nivel constante de L. intracellularis dada su presencia en la materia fecal
residual de corrales y que ésta sea la fuente de contagio para nuevos grupos de cerdos

(McOrist y Gebhart, 2012). Ademas, se han consignado como posibles vectores bioldgicos,
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a los insectos, roedores y otros animales de vida silvestre (Friedman y col., 2008). Entre los
factores responsables de la gravedad de la enfermedad se incluyen el movimiento y mezcla
de cerdos, los cambios nutricionales, la densidad animal y la edad de los cerdos (Mauch y
Bilkei, 2005; Vanucci y Gebhart, 2014).

La enfermedad es endémica en la mayorias de la granjas, con una morbilidad de
alrededor del 10 % y una mortalidad de menos del 1 % en la forma crénica, mientras que en
la forma de EPH la morbilidad puede alcanzar valores del 12 % y la mortalidad puede llegar
a 10 % o mas, presentando una letalidad del 50 % (Love y col., 1997; McOrist y Gebhart,

2012).

iii. Enfermedades producidas por espiroquetas

Existen actualmente varias espiroquetas que pueden afectar o vivir en el colon de los
cerdos (Burrough, 2016). Las dos enfermedades espiroquetales de importancia clinica en
nuestro medio son: la DP, producida por Brachyspira hyodysenteriae y la EIP producida por
Brachyspira pilosicoli. Ambas son bacterias beta-hemoliticas, anaerdbicas, Gram negativas,
levemente espiraladas y moéviles (Hampson y col., 2006; Hampson y Duhamel, 2006).

La DP se caracteriza por diarrea mucohemorragica de aspecto pastoso-liquido, que
lleva a los animales afectados a la postracion, anorexia y potencialmente a la muerte en
pocos dias. Comunmente, afecta a cerdos de 2 a 6 meses de edad, aunque puede
presentarse desde las dos semanas posteriores al destete. Los signos clinicos suelen
presentarse de manera ciclica, con reapariciones a intervalos de 3 o 4 semanas (Hampson y
col., 2006; Hampson, 2012). Se ha observado que en granjas con antecedentes de diarrea,
la proporcién de muestras positivas a B. hyodysenteriae son mayores que en aquellas sin
diarrea (Biksi y col., 2007).

Macroscépicamente, el ciego y el colon, presentan aumento de espesor de su pared,

con edema e hiperemia de mucosa y submucosa. La lesion caracteristica es una tiflocolitis
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catarral y/o fibrinonecrética y hemorragica con distribucion multifocal, en parches o difusa
(Uzal y col., 2016). En los inicios de la enfermedad, la mucosa esta cubierta por mucus,
fibrina y flecos de sangre fresca que tifien el contenido colénico. Cuando la enfermedad
progresa, se suma la formacién de membranas fibrinonecréticas adheridas a la mucosa
(Hampson, 2012; Uzal y col.,, 2016). Microscopicamente, las criptas se encuentran
elongadas, dilatadas con contenido mucoso y detritus celulares en su luz, observandose
también hiperplasia de células caliciformes. La lamina propia presenta edema e infiltraciéon
de neutrdfilos y linfocitos (Uzal y col.,, 2016). La hiperplasia de células caliciformes se
observa después del quinto dia, con una copiosa produccion de mucus dentro de la luz
(Burrough, 2016). La hemorragia, que puede ocurrir en zonas erosionadas de la mucosa,
contribuye a la formacién de pseudomembranas formadas por una capa de mucus, fibrina,
eritrocitos y bacterias (Uzal y col.,, 2016). Generalmente la necrosis de la mucosa es
superficial, siendo mas rara la ocurrencia de Ulceras. Las espiroquetas se pueden observar
en mayor numero en el exudado y en la luz de las criptas en la fase aguda de la enfermedad
(Hampson, 2012). Se pueden observar protozoos ciliados como Balantidium coli a lo largo
de la superficie de la mucosa en las areas de erosion. Estos aumentan y perpetuan el dafio
intestinal (Burrough, 2016).

La EIP, causa colitis leve con diarrea en cerdos, generalmente en las etapas de
posdestete y crecimiento, cuando los animales son mezclados 0 consumen una nueva dieta
(Barcellos y col., 2010). También puede ocurrir en cerdos de terminacién y ocasionalmente
en cachorras de reemplazo recientemente introducidas a una granja positiva o en cerdas
prefadas (Hampson, 2012). El cuadro clinico inicia con pérdida del estado corporal y diarrea
transitoria, con alto contenido de agua y mucus, generalmente sin sangre Estos signos
ocurren principalmente en cerdos de terminacion, mientras que en los mas jovenes puede
incluso aparecer hilos de sangre (Hampson, 2012). Aunque la infeccion en una granja puede
observarse en varias edades simultaneamente, generalmente es raro encontrar animales de

mas de 140 dias con diarrea (Hampson y Duhamel, 2006; Barcellos y col., 2010). La diarrea
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generalmente se autolimita entre 7 y 14 dias, pero algunos cerdos pueden reincidir
(Hampson, 2012). Las lesiones macroscoépicas se limitan al colon y ciego y consisten en una
colitis catarral difusa. El intestino presenta contenido liquido con gas y la mucosa se
encuentra hiperémica y con erosiones. En estadios mas graves o animales mas jovenes,
pueden observarse erosiones multifocales y colitis mucohemorragica y fibrinosa (Uzal y col.,
2012). El estudio histopatologico evidencia hiperplasia de las células caliciformes, con
elongacién de las criptas, contenido mucoso y restos celulares en su luz. En estadios
posteriores, células inflamatorias mononucleares infiltran la lamina propia acompafando los
cambios hiperplasicos de las células caliciformes (Uzal y col., 2016). Se describe, en
algunos casos, un acumulo de espiroquetas adheridas a los enterocitos de la mucosa dando
un aspecto de “falso ribete en cepillo”. Ademas, las espiroquetas pueden verse entre el
mucus, dentro de la luz de las criptas y entre las células caliciformes (Hampson y Duhamel,
2006; Barcellos y col., 2010; Hampson, 2012).

En los brotes de DP la morbilidad varia entre 30 y 100 % y la mortalidad puede
alcanzar el 30 %. Los cerdos infectados que no mueren se recuperan en 1 a 2 semanas,
pero su tasa de crecimiento permanece deprimida hasta la faena (Uzal y col., 2016). En EIP
la morbilidad es alta, llegando a valores del 50 %, mientras que la mortalidad es baja
(Barcellos y col., 2010).

El periodo de incubacion de B. hyodysenteriae y de B. pilosicoli, varia entre 7 a 21
dias, produciéndose la eliminacién de las bacterias en las heces 1 a 4 dias previos al inicio
de la diarrea (Burrough, 2016). Ambas bacterias son resistentes en agua de fosas, lagunas y
fomites contaminados con materia fecal por periodos prolongados, aunque son susceptibles
a la mayoria de los desinfectantes (Ordonez y col., 2013). Se demostré que B. pilosicoli
tiene mayor supervivencia medioambiental que B. hyodysenteriae, alcanzando mas de 60
dias (Hampson y Duhamel, 2006; Hampson y col., 2006; Barcellos y col., 2010). En la
epidemiologia de la enfermedad la presencia de un pequefio numero de cerdas portadoras

juega un rol importante en la persistencia de la infeccion dentro de una granja (Duff y col.,
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2014). Se especula que el estrés del parto en esas hembras, podria asociarse con la
eliminacion de la bacteria en materia fecal y con la aparicién de lechones lactantes
portadores. Asimismo, estas cerdas sin signos, pueden infectar otras granjas y ser la causa
de la diseminacion de la enfermedad (Duff y col., 2014). En relacion a esto, se consigné que
los brotes de DP se presentan frecuentemente luego de la introduccién sin cuarentena y/o
tratamiento profilactico de animales portadores (Ordéfiez y col., 2013).

La composicién de la dieta es un factor importante que contribuye al desarrollo,
tiempo de aparicién y gravedad de la enfermedad (Burrough, 2016). Los componentes de la
dieta se postularon como factores de riesgo para DP ya que determinan los
microorganismos presentes en el microbiota intestinal y estos se relacionan con la patogenia
de Brachyspira spp. La enfermedad no se ha podido reproducir en cerdos gnotobiodticos,
salvo en aquellos inoculados con raspados de mucosa de animales con disenteria,
indicando que B. hyodysenteriae necesita para producir dafio, al menos uno o mas
microorganismos de la microbiota intestinal (Burrough, 2016). Aunque se presenta alguna
discordancia en la literatura, generalmente se acepta que los cerdos alimentados con dietas
de alta digestibilidad se asocian a una disminucién de la presentacion de DP. Ademas, el
uso de probidticos, prebidticos y simbidticos se han planteado como nuevas alternativas en
las dietas para reemplazar a los antibidticos y mejorar la GDP y CA de los cerdos en granjas
infectadas (Hampson, 2012).

En granjas de flujo continuo, de un solo sitio y con pobre bioseguridad, se considera
que Brachyspira spp.es transmitida principalmente por contacto directo con heces de cerdos
infectados (Ordonez y col.,, 2013). En las granjas endémicas, hay presentaciones
recurrentes debido al inadecuado lavado y desinfeccion de los corrales y al contacto con
cerdos de otros corrales (Hampson, 2012). Conjuntamente, la persistencia de la enfermedad
se relaciona con la deteccion del microorganismo en la materia fecal de ratas, ratones, aves
y perros, lo cuales diseminan y mantienen la enfermedad en la granja infectada (Hampson,

2012). En los ultimos afios, se reportaron como potenciales fuentes de contagio indirecto de
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la enfermedad, los fémites, el ingreso de visitas al establecimiento, el ingreso del alimento,
los roedores y animales silvestres (Ordenéz y col., 2013). Entre los probables reservorios de
Brachyspira spp.se incluyen cerdos silvestres, jabalies, gallinas, patos silvestres, Aandues,
gaviotas, roedores, perros, cucarachas, moscas y otros insectos. Estos, podrian
desempenar un papel importante en la transmision de la enfermedad entre las granjas
vecinas e incluso separadas por grandes distancias (Ordenéz y col., 2013). También, las
aves migratorias acuaticas son una potencial fuente de transmision de espiroquetas entre
granjas y paises, habiéndose aislado recientemente B. suanatina, B. hyodysenteriae y B.

hampsonii en sus heces (Burrough, 2016).

iv. Salmonelosis porcina

El género Salmonella incluye un grupo de bacterias morfoldgica y bioquimicamente
homogéneo, Gram negativas, moviles, no esporuladas, y anaerobias facultativas (Carlson y
col.,, 2012). La infeccion por Salmonella en cerdos, tiene importancia por dos motivos
principales: por un lado, la posibilidad de provocar enfermedad clinica, la salmonelosis, que
se manifiesta con enterocolitis y/o septicemia. Por otro lado, la probabilidad de
contaminacion de la carcasa del cerdo con una amplia variedad de serotipos que, si bien no
causan enfermedad en el animal, son fuente de infeccidon para el hombre a través de la
carne y de sus subproductos (Griffith y col., 2006).

La salmonelosis se puede manifestar en todas las edades, pero principalmente se
observa en animales desde aproximadamente 50 dias hasta los 4 meses de edad.
Salmonella Choleraesuis, ampliamente adaptada al cerdo, es responsable de la mayoria de
los casos de salmonelosis septicémica, mientras que los cuadros entéricos se asocian
principalmente a S. Typhimurium. En los cuadros entéricos se observa diarrea acuosa
intensa, color verde amarillento sin sangre o moco, al menos inicialmente (Carlson y col.,
2012). Los animales ademas presentan anorexia, fiebre, pérdida de peso y debilidad

progresiva. La enfermedad puede ser aguda o crénica, con una duracion variable desde 3

Tesis Doctoral Pérez Estefania



dias hasta varias semanas. Las lesiones intestinales son mas comunes en yeyuno distal,
ileon y colon espiroide y consisten en una moderada a severa enterocolitis que varia desde
catarral a fibrinonecrética (Reed y col., 1986; Meyerholz y col., 2002). En la luz intestinal se
observa mucus, fibrina y ocasionalmente sangre. En estadios crénicos, las lesiones ocurren
principalmente en ciego y colon, con focos de ulceracion y necrosis (ulceras en boton). Los
linfonédulos mesentéricos se observan brillantes y aumentados de tamafio (Stevenson y
col., 2004; Griffith y col., 2006). La lesién microscopica se caracteriza por una enteritis
fibrinonecroética grave, profunda, que varia de focal a difusa. En la lamina propia se observa
trombosis microvascular y necrosis endotelial debido a la liberacion de endotoxinas que
causan necrosis fibrinoide de los vasos. Ademas se observa infiltrado celular inflamatorio,
con predominio de macréfagos y linfocitos (Griffith y col., 2006). Las Placas de Peyer
pueden presentar necrosis, hipertrofia linfoide o hiperplasia regenerativa. En ocasiones, la
necrosis puede llegar a involucrar la muscular de la mucosa y la submucosa. Al igual que en
otras colitis, entre los restos necréticos puede reconocerse al parasito Balantidium coli (Uzal
y col., 2016).

La mayoria de los cerdos que enferman se recuperan completamente, aunque
algunos pueden permanecer como portadores, presentar retraso en el crecimiento y/o
diarrea cronica y eventualmente, desarrollar estenosis rectal (Carlson y col., 2012).

Como se menciond previamente, los serotipos que causan enfermedad clinica
primaria comprenden S. Typhimurium y S. Choleraesuis. Ocasionalmente y asociado con
factores predisponentes, S. Heidelberg, S. Dublin y S. Derby pueden producir diarrea en
cerdos (Carlson y col., 2012). Salmonella Choleraesuis se aisla casi exclusivamente de
cerdos con signos clinicos o lesiones y es inusual su deteccién en alimentos de origen
porcino y en reservorios no porcinos (Griffith y col.,, 2006). La presentacién septicémica
ocurre con mortalidad alta y la morbilidad, si bien variable, usualmente es inferior a 10 %
(Reed y col., 1986; Giriffith y col., 2006). La enfermedad asociada a S. Typhimurium se

caracteriza por diarrea inicial en un grupo de 10 % a 15 % de cerdos, pero rapidamente
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puede extenderse a la mayoria de ellos. La mortalidad generalmente es baja, no superando
el 2 % (Griffith y col., 2006; Carlson y col., 2012).

Si bien la principal ruta de transmisién de Salmonella spp. es el contacto fecal-oral,
también pueden tener un rol importante el contacto directo con secreciones de animales
portadores o enfermos, o bien el contacto con ambientes contaminados (Parada y col.,
2009). El estrés asociado a la mezcla de lotes, el transporte, la privacion de alimento o la
presencia de enfermedades concomitantes, aumentan la eliminacion y el riesgo de
desarrollar el cuadro clinico (Griffith y col., 2006). Guenther y col., (2010), reportaron que el
33 % y el 41 % de los cerdos inoculados experimentalmente con bajo numero de Salmonella
Typhimurium evidenciaron fiebre y diarrea respectivamente, mientras que el resto presento
un cuadro subclinico. Si bien en este estudio, el 42 % de los animales eliminé la bacteria por
materia fecal durante 28 dias, en otros casos algunos cerdos pueden permanecer como
portadores excretando la bacteria en heces hasta por 5 meses (Carlson y col., 2012;
Guenther y col., 2010). Estos portadores inaparentes eliminan bacterias en forma continua o
intermitente, en bajo numero con la materia fecal (Vigo y col., 2009).

En relaciéon a la dinamica de infeccion en las granjas, un estudio longitudinal
realizado en Argentina, identificé que el 90 % de los lechones, luego de 2 semanas
posdestete, eliminaron la bacteria por materia fecal, mientras que estos valores
disminuyeron al aumentar la edad de los animales, no habiéndose registrado deteccion en
cerdos previos a la faena (Vigo y col., 2009). Dinamicas similares fueron reportadas por
otros autores (Pieres y col., 2013; Rostagno y col., 2012), mientras que otros estudios
reportaron un aumento de la prevalencia intrapredio en fases finales del engorde. En un
reciente estudio de prevalencia nacional, se consigné que 1 de cada 10 cerdos en edad de
faena eliminan Salmonella spp. en sus heces (Parada, 2014). La variabilidad en la
identificacion de animales positivos a nivel individual, asi como entre y dentro de lotes de
cerdos, sugiere que hay distintos factores de riesgo que influyen en la dinamica de la

infeccién por Salmonella spp. (Pieres y col., 2013).
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La salmonelosis, a pesar de no ser una enfermedad de notificacion obligatoria en
Argentina, constituye una de las principales causas de enfermedad en humanos y es uno de
los patdgenos mas frecuentemente aislados en enfermedades transmitidas por los alimentos
(ETA) (Caffer, 2007). Por otro lado, existe una creciente preocupacion en relacién a la
multiple resistencia antibidtica desarrollada por este género bacteriano y por la posibilidad
de persistencia de residuos de antibiéticos en los productos y subproductos de origen animal

(Ibar y col., 2009; Jacobson y col., 2003).

V. Infecciones mixtas

Varios estudios han descripto la presencia de mas de un agente causal de diarrea en
cerdos de engorde a nivel de granja. Sin embargo, a nivel individual, los porcentajes son
muy variables, desde 4,8 % a 20,5 % (Baccaro y col., 2003; Suh y Song, 2005; Dors y col.,
2015). Un estudio realizado en Brasil entre los afios 2008 y 2009 report6 la ocurrencia de
infecciones mixtas en el 30,4 % de las granjas y la deteccién de mas de un patégeno en el
13,1 % de las muestras (Viott y col., 2013). Estudios comparativos de granjas con y sin
problemas de diarrea, revelaron que es frecuente encontrar mas de un agente en granjas
con cuadros de diarrea y que el riesgo de aparicion de enfermedad clinica podria aumentar
si dos 0 mas patogenos estan presentes en el mismo cerdo. Este incremento se asocio a un

mayor dano intestinal (Stege y col., 2000; Jacobson y col., 2003).

vi. Aspectos generales del diagnéstico

El diagndstico exacto, rapido y preciso es importante en todas las enfermedades
infecciosas, pero en el caso de las enfermedades digestivas o es mucho mas, debido al
gran impacto negativo econémico y productivo que generan (Caravajal y col., 2011).
Tradicionalmente, el diagnéstico de laboratorio de las enfermedades del tracto digestivo
abarcaba el examen completo de unos pocos cerdos gravemente afectados o de animales

muertos. Este enfoque puede dejar de lado o subdiagnosticar a las enfermedades de baja
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mortalidad, como asi también a las presentaciones subclinicas (Duhamel y Mathiesen,
1999). Debido a ello, el diagndstico poblacional a partir de animales vivos utilizando técnicas
diagnoésticas modernas, tomo relevancia en los ultimos afnos. Como desventaja, se resalta
que los resultados de esas técnicas se ven afectados por la sensibilidad de cada prueba, la
duracion de la excrecién fecal de cada agente y la tasa de nuevas infecciones dentro una
poblacién, por lo que en determinadas ocasiones, pueden resultar falsos negativos
(Duhamel y Mathiesen, 1999).

En el animal muerto, el diagnéstico presuntivo de las enfermedades entéricas se
basa en los hallazgos macroscépicos y el estudio histopatolégico. La aplicacion de
coloraciones especiales, como la de Warthin Starry (WS) es util para el reconocimiento de L.
intracellularis y Brachyspira spp. En el caso de B. hyodysenteriae las bacterias se
encuentran en el mucus que recubre el epitelio del colon, en la luz de las criptas y entre las
células caliciformes. En cambio, en el caso de B. pilosicoli, en algunos estadios de la
infeccion suele formarse el “falso ribete en cepillo” (Duhamel, 2001; Barcellos y col., 2010).
La demostracion con WS de espiroquetas en la luz intestinal, aun en presencia de colitis,
s6lo es sugerente de infeccion con Brachyspira spp. (Jensen y col., 2000) ya que existen
especies no patégenas de Brachyspira habitualmente presentes en la luz del colon (B.
innocens, B. murdochii) (Weissenbock y col., 2005). En el caso de L. intracellularis,
mediante la tinciéon de WS, las bacterias se identifican en el interior de los enterocitos,
principalmente en el borde apical de las células hiperplasicas (Machuca, 2007; Ladinig y
col., 2009). La identificacion por inmunohistoquimica (IHQ) se utiliza, de manera rutinaria,
para L. intracellularis y constituye un método sensible y especifico, permitiendo ademas,
relacionar las lesiones con la presencia de la bacteria en el interior del enterocito (Jensen y
col., 1997; Gebhart y Guedes, 2001; Huerta y col., 2003). Lawsonia intracellularis puede ser
detectada por IHQ en escasas células de las criptas intestinales al comienzo de la
enfermedad y en los macréfagos de la lamina propia y de los linfonédulos mesentéricos en

estadios de resolucion (Machuca y col.,, 2007). Estos dos periodos no pueden ser
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diferenciados mediante el estudio histopatoldgico clasico o histoquimico. Para la
identificacion de especies de Brachyspira, la IHQ es compleja debido a la reaccion cruzada
entre las distintas especies (Westerman y col., 1995). Es por esta causa, que para tejidos
fijados se puede utilizar la hibridacion in situ (HIS), que logra identificar las diferentes
especies de espiroquetas, o técnicas de PCR a partir de tejidos embebidos en parafina
(TEP) (Weissenbock y col., 2005; Jensen y col., 2004).

Para el estudio a partir de material de archivo se pueden utilizar los TEP para
obtencion de ADN y la posterior aplicacion de PCR de fragmentos cortos de ADN
(Weissenbock y col., 2005; Ladinig y col., 2009). Principalmente en medicina humana, los
TEP son una fuente de invaluable informacion para investigacion de enfermedades. Como
desventaja se cita la ruptura del ADN debido a la fijacion con formol (Bustamante, 2011).

Histéricamente, en el diagndstico de las enfermedades bacterianas, tanto en
animales vivos como muertos, el aislamiento bacterioldgico fue considerado como la “prueba
de oro” (Funk y col., 2003; Barcellos y col., 2010). En el caso de Salmonella spp. el
aislamiento positivo siempre debe ir acompafado del reconocimiento de las lesiones
anatomopatoldgicas caracteristicas, debido a que la sola identificacion de Salmonella spp.
no significa necesariamente enfermedad, dada su amplia distribucion y variedad de
serotipos no patégenos para el cerdo (Griffith y col., 2006). Es por ello, que resulta
importante realizar la serotipificacion que permite detectar los distintos serotipos de
Salmonella en los animales, proveniente de granjas y frigorificos (Griffith y col., 2006; Vigo y
col., 2007). El aislamiento y la identificacion de B. hyodysenteriae, B. pilosicoli y
serovariedades de Salmonella resultan dificultosos, laboriosos, insumen dias a semanas y
requieren de laboratorios con amplia experiencia (Barcellos y col., 2000; Rasback y col.,
2006). Por su parte, L. intracellularis es una bacteria que no se puede cultivar con técnicas
de rutina (Elder y col., 1997; Nathues y col., 2007).

Para superar estos problemas, se desarrollaron distintos tipos de PCR a partir de

heces para la deteccion de L. intracellularis (Jones y col., 1993) y mas recientemente, una
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PCR duplex que permite diferenciar las dos especies de Brachyspira mas importantes
(Baccaro y col., 2003; La y col., 2003). También se encuentra disponible una PCR multiple
para B. hyodysenteriae, L. intracellularis y Salmonella (Elder y col., 1997) y para detectar L.
intracellularis, B. pilosicoli y B. hyodysenteriae (La y col., 2006). Esta ultima combinacion,
permite obtener excelentes resultados en comparacion con PCR simples y cultivos
bacterianos (La y col., 2006). El énfasis en el uso de PCR muiltiple radica en la posibilidad de
la deteccién simultanea de los agentes mencionados, con elevada especificidad (cercana a
100 %) y moderada sensibilidad, a partir la materia fecal de animales vivos (Pedersen y col.,
2010; La y col.,, 2006). Por estas razones, se la considera una potente herramienta
diagnoéstica para las infecciones subclinicas en granjas con o sin historial de diarrea
(Jacobson y col., 2003; Lading y col., 2009).

Para el diagnéstico poblacional de L. intracellularis y Salmonella spp. en animales
vivos o sacrificados en mataderos se utilizan técnicas seroldgicas que ponen en evidencia el
contacto del animal con el agente. En el caso de B. hyodysenteriae, recientemente se ha
desarrollado un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) (Song y col., 2015).
Los estudios serolégicos proporcionan evidencia indirecta de la situacidén sanitaria pasada
de un cerdo individual y/o de un grupo. Debido a que los anticuerpos tienen duraciéon de 2-3
meses, estos estudios suelen arrojar mayor cantidad de positivos en relacion al cultivo o

PCR de materia fecal (Brand y col., 2010; Song y col., 2015).

vii. Prevalencia de enteropatia proliferativa porcina, disenteria porcina,
salmonelosis porcina y espiroquetosis intestinal porcina en Argentina y el

mundo

En Argentina, los datos que se conocen han surgido en su mayoria de trabajos
dirigidos a evaluar la prevalencia individual de patégenos intestinales. Asi, en relacion a L.
intracellularis, se detectaron anticuerpos en 76,7 % de las granjas estudiadas, con una

prevalencia intragranja promedio de 31,2 % (Machuca, 2007). El alto porcentaje de granjas
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seropositivas, demuestra la amplia difusion de la infeccién en el pais, favorecida por el
sistema de produccién monositio y el flujo continuo del engorde (Machuca y col., 2009). Mas
recientemente, Bertone (2012), mediante estudios de PCR a partir de materia fecal de
animales con diarrea, encontré 26,7 % de cerdos positivos a L. intracellularis. En relacion a
Brachyspira spp., en un estudio realizado en granjas con sospecha de DP se aislo B.
hyodysenteriae en 73,3 % de las muestras (Giacoboni, 1998), siendo el serotipo 8 el mas
frecuente en la provincia de Buenos Aires (Moredo y col.1999). En otro estudio, al realizar
PCR de materia fecal en animales con diarrea, se detectaron 6/24 establecimientos
positivos, 4 con deteccion de B. pilosicoli y 2 con deteccion de B. hyodysenteriae (lllanes y
col.,, 2008). En un estudio bacteriolégico reciente, sobre 52 granjas evaluadas sélo una
resultd positiva a B. hyodysenteriae y dos lo fueron a B. pilosicoli. En este caso, la tasa de
deteccion intragranja también fue baja, obteniendo una prevalencia nacional de 1,9 % vy 3,8
%, respectivamente (Carranza y col., 2014). Por ultimo, en relacion a Salmonella, un estudio
serolégico en nuestro pais demostré su amplia distribucion en granjas tanto confinadas
como al aire libre observandose, en el 40 % de los establecimientos, prevalencias mayores
al 70 % (Parada y col.,, 2010). En otro trabajo, en el cual se realizaron estudios
bacterioldgicos, se observé que el 27,3 % de las granjas fueron positivas para Salmonella
spp. en materia fecal, mientras que en la faena lo fueron entre 15 % y 40 % de los animales
(Vigo y col., 2006). Estos valores disminuyeron al aumentar la edad de los animales en
asociacion al uso de antibidticos (Vigo y col., 2009). Recientemente, Parada (2014) report6
una prevalencia nacional en granjas de 42,3 % y de 13,5 % de muestras individuales. Las
serovariedades mas frecuentemente aisladas en ese estudio fueron S. Typhimurium y S.
Derby (Parada, 2014), mientras que en estudios previos, realizados a partir de muestras
tomadas en frigorificos, se identificaron ademas de S. Typhimurium, otras serovariedades no
patdgenas para el cerdo (Vigo y col., 2006; Vigo y col., 2007; Ibar y col., 2009).

En relacion a lo que ocurre en otros paises, L. intracellularis presenta una

distribucion mundial y fue detecta en paises de América del Norte, América del Sur, Europa,
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Asia, Africa y Australia (McOrist y Gebhart, 2006). Se estima que entre el 24 y el 47 % de las
granjas son positivas a L. intracellularis, llegando a extremos de 93 % (Stege y col., 2000).
Los porcentajes de deteccion intragranja varian, siendo 19 % en Corea, 11 % y 13 % en
Brasil, 25 % en Dinamarca y hasta 48 % en Alemania (Stege y col., 2000, Baccaro y col.,
2003; Suh y Song, 2005; Reiner y col., 2011; Viott y col., 2013). En algunos paises, con la
prohibicion del uso de antibidticos como promotores del crecimiento, la prevalencia
reportada disminuyd debido a la implementaciéon simultdnea de estrictas medidas de
bioseguridad y de alojamiento, tales como el “todo dentro-todo fuera” (Jacobson y col.,
2010).

Los cambios que favorecieron la intensificacion en la produccion de cerdos, dieron
lugar también, a una disminucion de la prevalencia de B. hyodysenteriae en la mayoria de
los paises productores de cerdos (Dors y col., 2015). Sin embargo, DP sigue
considerandose una enfermedad importante en Europa y en Brasil. En este ultimo pais, en
2010, se reportd un brote de B. hyodysenteriae en una granja multiplicadora que se
expandio, posteriormente, por varios estados del pais a partir de cachorras portadoras (de
Suoza y col., 2013). Brachyspira pilosicoli, también ha sido identificada en la mayoria de los
paises productores de cerdos, con prevalencias intragranja del 5 al 10 % (Stege y col.,
2000) y en mas del 30 % de las granjas evaluadas, tanto en granjas con o sin diarrea (Mgller
y col., 1998). En Alemania, el 31 % de la granjas fueron positivas con 3,2 % de deteccion
intragranja (Reiner y col., 2011).

La salmonelosis porcina presenta una prevalencia mundial que varia de 3 % a 21 %
(Griffith y col., 2006). En Brasil, en el ano 2003, se reportdé 4,8 % de muestras individuales
positivas por PCR multiple y 6,52 % de granjas positivas por bacteriologia (Baccaro y col.,
2003; Viott y col., 2013). En Canada, estudios bacteriolégicos a partir de muestras de
materia fecal, detectaron un 14,3 % de granjas positivas (Rajic y col., 2002). En muchos
paises la prevalencia probablemente sea baja como consecuencia del uso de antibidticos

adicionados al alimento (Hampson, 2000). En Suecia, la prohibicion a partir de 1986 de los
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antibiéticos como promotores de crecimiento, llevd a un aumento de las enfermedades
entéricas posdestete (Jacobson y cols. 2005), pero con la aplicacion de estrictos programas
de control, la prevalencia en paises europeos nordicos disminuyd afios después (Alban y

col., 2012).

viii. Impacto productivo y econémico

En las primeras semanas después del arribo a las unidades de engorde, los
animales pueden presentar diarrea. La misma, estaria inducida por el estrés asociado al
transporte, la mezcla de animales y los cambios dietarios. Suele ser leve, de tipo osmoética y
al parecer no afecta la salud o el crecimiento de los cerdos (Jensen, 1995). En coincidencia
con esa etapa, los anticuerpos maternales contra patégenos entéricos se encuentran en su
nivel mas bajo (Guedes y col.,, 2002) y por lo tanto, el riesgo de diarreas infecciosas
aumenta, mas aun si los cerdos son expuestos a agentes patdgenos residuales presentes
en los corrales (McOrist y Smits, 2007).

Las pérdidas econémicas provocadas por EPP son dificiles de estimar ya que incluyen
variaciones en la mortalidad, GDP, CA, heterogeneidad de lotes, medicacion y dias de
alojamiento. El impacto econdmico en una granja va a depender de la cantidad de animales
afectados y de la gravedad del cuadro clinico (McOrist y col.,, 2006). En Australia, se
calcularon pérdidas anuales de U$S 20 por cerda vy, en el caso de la produccion porcina de
EE.UU., de U$S 20 millones anuales (Guedes, 2004). Otro estudio, indica que la infeccion en
las cerdas de reposicion impacta negativamente en el niumero de lechones nacidos vivos
ocasionando pérdidas de mas de €100 por cachorra (McOrist, 2005). Se consigné que la
presentacion subclinica arroja pérdidas de entre U$S 2,5 a 10 por cerdo vendido (Morel
Saives y Le Pannerer, 2008). Estudios comparativos entre animales vacunados y no
vacunados, determinaron que la ileitis es la enfermedad subclinica de mayor impacto
econémico en produccién porcina, alcanzando 7,61 €/cerdo (McOrist y Smits, 2007; Scholz y

col., 2011). En un estudio de inoculacién experimental, la GDP se redujo entre 37 % y 42 %, y
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la CA se increment6 de 27 % a 37 % en los grupos con EPP subclinica (Paradis y col., 2012).
Se ha demostrado, en varios estudios, que los cerdos afectados con ileitis reducen su GDP
desde 9 % a 31,1 % y aumentan la CA de 6,7 % a 33,3 % (McOirist y col., 1997). En un
estudio realizado a campo, se reportd crecimiento compensatorio luego del cese de la
eliminacion de L. intracellularis en materia fecal, indicando que la pérdida de peso ocurre solo
durante el periodo de la infeccion. Los cerdos recuperan el apetito y la GDP, alcanzando el
peso de faena, pero en mayor cantidad de dias (McOrist y Gebhart, 2012).

La infeccién por B. hyodysenteriae y B. pilosicoli causa pérdida de peso y retraso en el
crecimiento como consecuencia de la reduccion de la absorcion de liquidos y de la produccion
de acidos grasos volatiles en el intestino grueso (Thomson y cols., 1997). Los cerdos
inoculados experimentalmente con B. hyodysenteriae presentaron una reduccion en la
ganancia diaria de peso entre 13 y 62 % y una disminucidn en la eficiencia de conversion de
10 a 90 %. Tanto en DP como en EIP el mayor impacto econémico resulta del aumento en el
numero de dias requeridos para que alcanzar la faena y, en consecuencia, los mayores
costos de alojamiento, ademas de interferir de manera directa en la alimentacién, en una fase
donde el alimento representa el 70 % de los costos (Barcellos y col., 2010). En relacién a DP,
un estudio realizado en Australia, estimé que la medicacion para tratar y/o prevenir la
enfermedad, lleva a un incremento en los costos de U$S 2,6 a 8,6 por cerdo. En otro estudio,
los costos de medicacion en una granja con DP endémica se redujeron de U$S 8,3 a menos
de U$S 1 luego de su erradicacion (Hampson, 2012). Todo esto lleva a un incremento en los
costos de U$S 12,6 por cerdo vendido (Hampson y col., 2006). En EE.UU. en situaciones de
brotes, las pérdidas estimadas han sido de $100 millones de dodlares anuales debido a alta
conversion, baja GDP, costos de medicacion y mortalidad (An6énimo, 2013).

Con respecto a SP, en las infecciones por S. Choleraesuis, los incrementos en la
tasa de mortalidad asociados a los episodios septicémicos, sumado a la caida de los indices
de produccion y el incremento del indice de conversion, generan un costo estimado de

£16.200 por afio por cada 100 madres en produccion (Muirhead y Alexander, 2001). Se
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comprobé que en cuadros subclinicos y con baja eliminacion de Samonella spp. en materia
fecal, la bacteria induce una alteracion en la maduracion y uniformidad normal de la
microbiota intestinal, demostrando la compleja interaccion entre el huésped y las bacterias
patégenas y no patdgenas. Estos cambios podrian asociarse al mal desempefio productivo
del cerdo (Bearson y col., 2013).

En Argentina, no hay un calculo econdmico de las pérdidas productivas causadas
por las enfermedades entéricas en la etapa de crecimiento y terminacién, pero se supone
que son muy elevadas, dados los costos de alimentacién y de tratamientos, y los sistemas
de crianza de la mayoria de las granjas argentinas. La estimacion de la disminucion de la
GDP vy los costos asociados a estos agentes serian un aporte muy importante para la

sanidad porcina.
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2. Objetivos e hipotesis

0.
0'0

0.
0'0

0.
0'0

Objetivo general

Evaluar la participacion de Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae,
Brachyspira pilosicoli y Salmonella spp. en el desarrollo de infecciones clinicas y
subclinicas en cerdos, en las etapas de crecimiento y terminacién, a fin de conocer la

dinamica de los agentes patégenos mencionados en las granjas estudiadas.

Objetivos especificos

Investigar la tasa de deteccidén de Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae,
Brachyspira pilosicoli y Salmonella spp. en cerdos de crecimiento y terminacion, con y sin
manifestacion clinica de diarrea.

Evaluar la relacion entre la deteccion en materia fecal de los agentes patdgenos
mencionados y el desarrollo de cuadros de diarrea.

Evaluar la tasa de deteccion en tejidos de Lawsonia intracellularis, Brachyspira
hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoliy Salmonella spp. y su relacion con el desarrollo de
lesiones intestinales.

Determinar la interaccion entre los agentes infecciosos mencionados.

Evaluar el efecto de la presencia de los agentes nombrados sobre los parametros

productivos y el impacto econdmico directo, en cuadros clinicos y subclinicos.

iii. Hipotesis mas relevantes

Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoli y Salmonella
spp. se encuentran ampliamente presentes en la etapa de crecimiento y terminacién en
las granjas porcinas de la Republica Argentina, y tienen una participacién relevante en

el desarrollo de infecciones entéricas clinicas y subclinicas.
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La presencia de Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira
pilosicoli y Salmonella spp. tanto en cuadros clinicos como subclinicos, impacta
negativamente en el rendimiento productivo y econdmico durante la etapa de
crecimiento y terminacion.

Existe interaccién entre los agentes infecciosos entéricos estudiados.
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El trabajo se dividié en 3 etapas. A los efectos de una mejor comprension, en cada
capitulo se incluiran los objetivos, materiales y métodos, resultados, discusion y conclusion
de cada etapa. Finalmente se resaltaran las conclusiones generales mas importantes del

trabajo de tesis.

3. Capitulo 1: Estudio retrospectivo de casos entéricos remitidos para

histopatologia

Objetivo especifico

s Evaluar la tasa de deteccién en tejidos de Lawsonia intracellularis, Brachyspira
hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoli y Salmonella spp. y su relacion con el desarrollo

de lesiones intestinales.

i. Materiales y métodos

Seleccion de casos: se realizd una busqueda en los archivos del Laboratorio de
Patologia Especial Veterinaria “Dr. Bernardo Epstein”, de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata, de los casos de cerdos pertenecientes
a las etapas de crecimiento y terminacién, ingresados entre los afios 2000 y 2012,

seleccionando aquellos con diagnostico histopatolégico de enteritis.

a. Métodos tradicionales

Estudio histopatologico: en cada muestra de intestino coloreada con hematoxilina y

eosina se evaluaron: a) presencia/ausencia de lesion en los enterocitos de la vellosidad,
enterocitos de la cripta y células caliciformes; b) presencia/ausencia de alteraciones
vasculares en la mucosa y submucosa; c) presencia/ausencia de células inflamatorias en las

1
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tunicas mucosa y submucosa; d) presencia/ausencia de contenidos anormales en la luz de

las criptas intestinales y €) presencia/ausencia de lesion en las placas de Peyer. Los

criterios utilizados se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Criterios utilizados para la evaluacion histopatoldgica del intestino

Enterocito de la
vellosidad

Necrosis difusa, superficial

Necrosis difusa, profunda

Necrosis focal, superficial

Cambios
vasculares

Leves

Intensos

Sin cambios

Necrosis focal, profunda

Mononuclear

Sin cambios Polimorfonuclear

Necrosis Infiltrado celular Mixto
Enterocito de la - .
- Hiperplasia Granulomatoso
cripta

Sin cambios Sin infiltrado
Ausencia Hiperplasia reactiva

Hiperplasia Placas de Necrosis

Célula caliciforme - -

Necrosis Peyer Infilirado granulomatoso

Sin cambios Sin cambios

Luz cripta

Sin contenido

Detritus celulares

Mucus

Parasitos

En cada caso, sobre la base de la informacion bibliografica disponible

y la

identificacion lesiones caracteristicas, se arribé a un diagnoéstico histopatoldgico morfolégico.

El mismo se orientd hacia la accion de un agente etiologico determinado (“asociacion

etioldgica”). Las categorias utilizadas incluyeron a las lesiones compatibles con:

- Infeccion por Brachyspira spp., cuando se observo hiperplasia de las células

caliciformes, presencia de mucus en la luz de la criptas y/o necrosis superficial del intestino

grueso.

- Infeccion por Salmonella spp., cuando se observd necrosis profunda con

trombosis de los vasos en el intestino delgado y/o grueso.

- Infecciéon por Lawsonia intracellularis, cuando se observd hiperplasia del

enterocito inmaduro de la cripta en el intestino delgado y/o grueso.
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- Infeccion por PCV-2, cuando se observd infiltrado granulomatoso en lamina propia
y placas de Peyer tanto en intestino delgado y/o grueso.

- Infestacion por Trichuris suis, en aquellos casos con hiperplasia de células
caliciformes y estructuras parasitarias en la luz de la cripta en el intestino grueso.

- Infeccion mixta, cuando se observaron lesiones compatibles con mas de un
agente en el intestino delgado y/o grueso.

- Enteritis inespecificas, en aquellos casos donde se observaron lesiones
intestinales que no pudieron atribuirse a ningun agente en particular.

En la infeccidon por L. intracellularis, se diferenciaron las distintas presentaciones:
EPH, Al, EN e IR. Ademas, la forma de Al se categorizé en grados (1 a 3) sobre la base de
la cantidad de criptas afectadas (Machuca y col., 2008). En los casos en que se observo, se

consigné la presencia de infiltrado granulomatoso.

Estudio histoquimico: se utilizé la técnica de WS, como complemento diagnéstico

para la visualizacién de bacterias compatibles con Brachyspira spp. Esta técnica se aplico
en los casos con lesiones compatibles con B. hyodysenteriae o B. pilosicoli, en aquellas
enteritis inespecificas y en todos los cortes de intestino grueso en el que también se
identificaron lesiones compatibles con infeccion por Salmonella spp. e infestacion con T.
suis. Por otro lado, se estimd la cantidad de espiroquetas en: escasa, moderada y
abundante. Ademas, la observacion del “falso ribete en cepillo” caracteristico de la infeccion
por B. pilosicoli, se utilizé como criterio orientativo de diferenciacion entre las especies de
espiroquetas.

Estudio _inmunohistoquimico: los casos con alguna lesiébn sugestiva de L.

intracellularis y aquellos con diagndstico de enteritis inespecifica, se procesaron mediante la

técnica de IHQ para la identificacion de L. intracellularis propuesta por Machuca y col (2008),
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determinandose tres (3) patrones de inmunomarcacion: 1) enterocito de la cripta; 2)
macrofago de la lamina propia; 3) enterocito de la cripta y macréfago de la lamina propia.
Ademas, la inmunomarcacion se clasificé en intensa, moderada y leve. Se realizé también la
deteccion de PCV-2 mediante estudios IHQ (Pereda y col., 2011) en los casos con lesiones
compatibles con el virus, en los sospechosos de infeccion mixta y en las enteritis

inespecificas.

b. Métodos moleculares a partir de tacos de parafina

Elaboraciéon del ADN molde: para la obtencion de las muestras, se seleccionaron

aquellas areas de los cortes histolégicos con lesidon caracteristica y con mayor
inmunomarcacion o visualizacion bacteriana. La zona marcada fue identificada sobre el taco
de parafina y se extrajo un area de 2 milimetros de lado utilizando un bisturi estéril. El
segmento intestinal embebido en parafina se colocd dentro de un tubo tipo Eppendorf de 2
ml, estéril.

Para la extraccion del ADN se utilizé un kit comercial “QlAamp DNA FFPE Tissue Kit”
(Qiagen,Hilden, Germany). La eliminacion de la parafina y la posterior extraccion del ADN se
realizaron segun indicaciones del fabricante. La concentracion de ADN y la pureza se
determinaron por lectura de densidad éptica a 260/280 nm en espectrofotometro de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. Las muestras se mantuvieron a -20° C hasta su
procesamiento.

Deteccion de los genes especificos de B. hyodysenteriae, B. pilosicoli y L. intracellularis:

para la deteccion especifica se utilizd la técnica de PCR. En la tabla 2 se indican las
secuencias de los oligonucledtidos utilizados para la deteccién de cada gen, el tamano de

cada producto amplificado y las referencias utilizadas.
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Para la preparacion de la mezcla PCR, se utilizé el buffer PCR 10 X (Invitrogen, Sao
Paulo, Brasil), mezcla de dNTPs (Invitrogen, California, EE.UU.), oligonucleétidos
(Invitrogen, California, EE.UU.), Taqg DNA polimerasa (Invitrogen, Sdo Paulo Brasil). Las
concentraciones utilizadas de cada reactivo y las condiciones de amplificacion para cada
gen se realizaron segun lo descripto por Weissenbock y col. (2005) para B. hyodysenteriae y
B. pilosicoli, y Ladinig y col. (2009) para deteccion de L. intracellularis. En todos los casos se
utilizé un termociclador MyCycler TM Thermal Cycler (Bio-Rad, California, EE.UU.).

Para la visualizacion de los productos amplificados se realizé la siembra de 10 ul del
producto de PCR con 2 ul de una solucion de xilenecyanol (Sigma, St. Louis, EE.UU.) 0,25
% y glicerol (Anedra, Buenos Aires, Argentina) en agua 30 %, en gel de agarosa
(Biodynamics SRL, Buenos Aires, Argentina) al 2 % en buffer Tris Acetato EDTA (TAE) 1 X
(Tris 0, 48 %; acido acético glacial 0,11 %) (Dorwil, Quimica Analitica, Grand Bourg,
Argentina); 0,5 M EDTA pH 8 0,2 %) adicionado con 0,5 ug de bromuro de etidio/ml (Sigma,
St. Louis, EE.UU.). La corrida electroforética se realizé durante 40 minutos a 100 V en una
cuba ADVANCE Co., Ltd. (Tokio, Japén). Como marcador de peso molecular se utilizé Cien
Marker (Biodynamics SRL, Buenos Aires, Argentina). Para documentar los geles se utilizd
un transiluminador Foto/UV®21 (Fotodyne, Wisconsin, EE.UU.) y el sistema Foto/Analyst
Express (Fotodyne, Wisconsin, EE.UU.).

Diagndstico _etiolégico: luego de la aplicacion de los métodos complementarios de

diagnostico (WS, IHQ y PCR) se procedié a la re-categorizacion de los casos segun los
resultados obtenidos. Se utilizaron las mismas categorias que para el estudio
histopatoldgico con las asociaciones etiolégicas ya descriptas. El criterio para considerar
cada animal dentro de una categoria fue el obtener al menos un resultado positivo mediante

alguna de las técnicas utilizadas. En los casos compatibles con infeccién por Salmonella
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spp. e infestacién con T. suis, al no disponerse de método confirmatorio, el resultado

negativo para los demas agentes se lo consideré confirmatorio del diagndstico presuntivo.

c. Andlisis estadistico

Con el objetivo de establecer la relacion entre la “asociacion etioldgica” y el
“diagnéstico etiolégico”, se analizaron las frecuencias mediante la prueba de Chi-cuadrado.
Para fijar cuales de las lesiones evaluadas en el estudio histopatolégico son las que tienen
mayor importancia a la hora de establecer un diagnéstico, se realizaron tabulaciones
cruzadas entre los criterios establecidos y el diagnéstico etiolégico. Este analisis se
complementdé con la prueba de Lambda para determinar la utilidad de la “asociacion
etiolégica” como predictor de agentes etioldgicos involucrados, expresando un porcentaje de
reduccion del error. La prueba de Chi-cuadrado también se utilizd para analizar la relacion
entre los distintos métodos aplicados para la identificacion de los agentes (PCR, WS e IHQ)
y la asociacion etiologica realizada.

Se valoré la relacion entre IHQ y PCR de L. intracellularis por un lado y el resultado
de WS y PCR de B. hyodysenteriae por el otro. Asimismo, se estimd, con la misma prueba,
si la inmunomarcacion del antigeno de L. intracellularis y su ubicacion se relacionaron con el
resultado de PCR. Ademas, se evalud la asociacion entre la cantidad de espiroquetas
coloreadas por WS y el resultado de PCR.

Se rechazd la hipdtesis nula con valores de p menores a 0,05 y con un nivel de

confianza del 95 %.
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Tabla 2. Cebadores utilizados para la deteccion de B. hyodysenteriae, B. pilosicoli y L. intracellularis, mediante la técnica de PCR.

Nombre de la Nombre del gen Producto a amplificar Nombre del Secuencia 5’-3’ Tamaino en Referencia
bacteria cebador pb
B. hyodysenteriae Nox Regién del NADH oxidasa. Hyo F1 AGGTGACTGTGCTACTGT 320 Weissenbock
y col., 2005.
Hyo R1 AACGTCTGCTGCCTTCTT
B. pilosicoli Nox Regién del NADH oxidasa. Pilo2004-F1 TGAAATCTTCTAAAGATGAG 96 Weissenbock
y col., 2005.
Pilo2004-R1 TAGCTAAAGCAATATATTCA
L. intracellularis IS-intracellularis-specific Secuencia especifica de ADN A TATGGCTGTCAAACACTCCG 319 Jones y col,
DNA sequence de L. intracellularis 1993.
B TGAAGGTATTGGTATTCTCC

PCR=reaccion en cadena de la polimerasa; pb= pares de bases.
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ii.. Resultados

a. Seleccion de casos

Entre los afos 2000 y 2012 ingresaron para diagnostico histopatoldgico al
Laboratorio de Patologia Especial Veterinaria, 1990 casos de porcinos, sobre los cuales se
seleccionaron 117 con lesiones entéricas correspondientes a animales de la categoria

crecimiento y terminacion.

b. Estudio histopatolégico

Sobre la base de las lesiones observadas se propusieron las siguientes asociaciones
etiolégicas:

- Compatible con infeccion por Brachyspira spp.: 2/16 casos presentaron colitis
catarral; 12/16 colitis fibrinonecrotica superficial y en 2/16 se observé colitis fibrinonecrotica
profunda. Todos los cortes presentaron hiperplasia de las células caliciformes y criptas con
abundante mucus (imagen 1 A).

- Compatible con infeccién por Salmonella spp.. 23 casos presentaron
enteritis/colitis fibrinonecrética profunda. En 12/23 casos, se encontré trombosis vascular.
Por otro lado, las células caliciformes y los enterocitos no mostraron cambios hiperplasicos
(imagen 2).

- Compatible con la infeccion por PCV-2: 18 casos mostraron enteritis
granulomatosa con infiltrado de células epitelioides y gigantes en lamina propia y en placas
de Peyer. Ninguno de estos casos evidencio hiperplasia de las criptas (imagen 3 A).

- Compatible con la infestacion por Trichuris suis: 1 caso presentd colitis catarral
con abundantes estructuras parasitaria en la luz (imagen 4).

- Infeccién mixta: 2/6 presentaron lesiones compatibles con infeccion por B.

hyodysenteriae y PCV-2; 1/6 casos con infeccion por L. intracellularis y PCV-2; 1/6
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coinfecciéon por Brachyspira spp. y Salmonella spp.; 1/6 Brachyspira spp. y T. suis'y 1/6
infeccidn mixta por L. intracellularis y Salmonella spp.

- Compatible con enteritis inespecificas: 1/12 casos exhibié enteritis eosinofilica,
en 2/12 se observo enteritis fibrinonecrotica profunda; 2/12 mostraron colitis catarral y 7/12
enteritis/colitis fibrinonecrética superficial inespecifica.

- Compatible con infeccién por L intracellularis: 41 casos presentaron enteropatia
hiperplasica. Las presentaciones anatomopatologicas de la infeccion por L. intracellularis
fueron: Al grado 1= 4 casos; Al grado 2= 9 casos; Al grado 3= 18 casos; EPH= 4 casos;
EN=6 casos. No se identificaron lesiones compatibles con IR. (imagen 5A).

En los casos con adenomatosis grados 1y 2, se observo que en 8 de ellos habia una
leve hiperplasia de las células caliciformes Ademas, en 11 casos con Al fue evidente un
patrén de respuesta granulomatosa caracterizado por infiltracién de macréfagos, células

epitelioides y células gigantes en las placas de Peyer y/o en la lamina propia.

c. Lesiones orientativas para realizar una asociacion etiolégica

En la tabla 3 se indican los componentes histologicos afectados, el tipo de lesion y la
asociacion etiologica propuesta sobre la base de las lesiones observadas que mostraron
asociacion estadistica significativa (p<0,05). En dicha tabla se indica cual es el agente que
resultd mas frecuentemente detectado en relacion a cada tipo de lesiéon histoldgica. Cabe
resaltar que los valores de Lambda para lesiones en las células caliciformes y en los
enterocitos fueron los mas elevados, seguido de los valores para el contenido dentro de la

cripta y el tipo de necrosis que sufren los enterocitos de la vellosidad.
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Imagen 1.A. Colitis fibrinonecrdtica superficial con hiperplasia de las células caliciformes (H&E Obj. 4X).
B. Abundantes estructuras filamentosas, finas y espiraladas en la luz de las criptas (indicadas por

flechas) Warthin Starry positivas (WS Obj. 40X).

Imagen 2. Colitis fibrinonecrética profunda con abundante exudacion de células inflamatorias hacia la

luz y en la lamina propia (H&E Obj. 4X).
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Imagen 3.A Enteritis granulomatosa. Infiltrado con células epitelioides en la Iamina propia. (H&E

Obj.20X) B. Células histiociticas y gigantes inmunoreactivas a PCV-2 en placas de Peyer (LSAB. Obj. 20X).

Imagen 4. Colitis catarral con abundantes estructuras parasitarias en la luz de las criptas

intestinales (H&E Obj. 4X).

Tesis Doctoral Pérez Estefania



Imagen 5.A. Criptas ramificadas y tapizadas por multiples células epiteliales inmaduras. A la derecha, con
células caliciformes con hiperplasia (regeneracion) (H&E Obj. 10X). B. Marcada inmunoreactividad de L.
intracellularis en el borde apical de los enterocitos hiperplasicos y en los macréfagos de la lamina propia.

(LSAB. Obj. 40 X).

d. Estudio histoquimico, inmunohistoquimico y PCR

Los resultados obtenidos luego de la aplicacion de WS, IHQ y PCR de TEP para los
diferentes agentes evaluados, se muestran en la tabla 4. Complementariamente, se indican
los resultados de las pruebas estadisticas utilizadas para determinar la relacion entre la
asociacion etioldgica y la técnica utilizada. En relacion a la inmunomarcacion del antigeno
de L. intracellularis, este fue detectado en macrofagos de la lamina propia y submucosa en 4
casos, mientras que 17 casos presentaron inmunomarcacion en los enterocitos inmaduros
de la cripta. El resto de los casos presentd inmunomarcacion positiva en ambos tipos
celulares (imagen 5B). Para PCV-2, la inmunomarcacion predominé en células epitelioides,
macrofagos y células gigantes de la lamina propia. Se detectaron 17 cerdos positivos a
PCV-2 (imagen 3B).

Los resultados de PCR para la deteccidon de L. intracellularis y B. hyodysenteriae y
su relacién con las lesiones anatomopatoldgicas se presentan en la tabla 5. No se

observaron diferencias significativas entre el tipo de lesion y la deteccion de ADN. Todas las
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muestras de intestino positivas por PCR a L. intracellularis fueron positivas mediante IHQ.
Nueve de 16 casos presentaron inmunomarcacion abundante, 5/16 marcacién moderada y
2/16 marcacion leve. Por otro lado, 5/16 evidenciaron marcacion en enterocito, 10/16 en
enterocito y macrofago y 1/16 en macrofagos de la lamina propia. No hubo asociacion entre
el patrén, el lugar de inmunomarcacion y el resultado de la técnica de PCR para este agente
(p>0,05).

En el caso del diagndstico etiolégico “infeccion por Brachyspira spp.”, 5/18 PCR
positivas a B. hyodysenteriae fueron también WS positivos (imagen 1B). No se observo
relacion estadisticamente significativa (p>0,05) entre la deteccién mediante PCR y la tincién
de WS. Asimismo, tampoco se encontré relacion (p>0,05) entre la cantidad de espiroquetas

visualizadas por WS vy el resultado de PCR.

e. Diagnéstico etiolégico

Mediante la aplicacion de los métodos tradicionales y los moleculares ya referidos, se
re-categorizaron 9 casos (tabla 6, indicados en negrita), 4 clasificados inicialmente como
enteritis inespecificas, 3 con lesiones compatibles con infeccion con Brachyspira spp., 1 con
lesiones compatibles con infeccidon por L. intracellularis y 1 con lesiones compatibles con
infeccién por Salmonella spp.

Se observd relacion estadisticamente significativa entre la asociacion etioldgica,
establecida sobre la base de las lesiones histopatoldgicas, y el diagnéstico etioldgico

(p<0,05).
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Tabla 3. Asociacion estadistica entre el tipo de lesién en cada una de las estructuras histoldgicas y la deteccion

del agente etiolégico.

. - . ‘s s Valor de Valor de
Estructura histolégica Tipo de lesién Agente etiolégico P Lambda
Ausencia L. Intracellularis
Hiperplasia Brachyspira spp.
Célula caliciforme Perp 0,001 0,53
Necrosis Salmonella spp.
Sin cambios Infeccién por PCV-2
Hiperplasia L. Intracellularis
. Salmonella spp.
Necrosis ;
Enterocito de la cripta Brachyspira spp. 0,001 0,45
Inespecificas
Sin cambios Infeccion por PCV-2
Detritus L. Intracellularis
Mucus InespeC|f|f:as
Contenido en la luz de la Brachyspira spp.
on . . Infeccién por PCV2 0,001 0,36
cripta Sin contenido
Salmonella spp.
Parasitos LE SUIS., -
Infeccién mixta
Placas de Peyer Granulomatoso Infeccion por PCV-2
Hiperplasia Reactiva Salmonella spp. 0,001 0,26
Necrosis Salmonella spp.
Intenso Salmonella spp.
Cambio vascular 0,001 0,1
Leve Brachyspira spp.
Mononuclear Infecciéon mixta
Mono y polimorfo Salmonella spp.
Infiltrado celular nuclear 0,001 0,09
Granulomatoso Infeccion por PCV-2
Sin infiltrado L. Intracellularis
Necrosis difusa, Salmonella s
profunda Pp-
Necrosis difusa, Inespecificas
. superficial Brachyspira spp.
Enterocito de la 0,001 0,31

vellosidad

Necrosis focal,
profunda

Infeccion mixta

Salmonella spp.

Sin Necrosis

L. Intracellularis

Infeccién por PCV2
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Tabla 4: Identificacion de agentes enteropatégenos mediante PCR, IHQ y WS en cortes de intestino de cerdos de crecimiento y terminacion.

Técnica utilizada

Lesiones

compatibles con:

Brachyspira spp. (IG=16; n=16)

Salmonella spp. (ID= 14; 1G=9;
n=23)

Infeccion mixta (ID= 2; 1G=4.;
n=6)

T. suis (1G=1; n=1)

Enteritis inespecificas (ID= 6;
IG=5; n=11)

L. intracellularis (ID=41; n=41)
PCV-2 (ID=17; ID-IG=1; n=18)

Valor de p
Valor de Lambda

PCR IHQ WS
B. hyodysenteriae B. pilosicoli L. intracellularis | L. intracellularis PCV-2 Brachyspira spp.
Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos
10 6 16 0 - - - - - - 4 12
8 1 9 0 - - - - - - 9 0
3 1 4 0 2 0 0 2 0 2 1 3
1 0 1 0 - - - - - - 1 0
1 4 5 0 1 0 6 0 2 0 5 0
- - - - 25 16 1 40 11 0 - -
1 - 1 - - - - - 0 18 1 -
0,24 s/a 0,45 0,001* 0,001* 0,01*
0,25 0 0,92 0,98 0,67

PCR=reaccion en cadena de la polimerasa; IHQ= inmunohistoquimica; s/a= sin andlisis (analisis no realizable).
*indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05). (-) no realizado. ID: intestino delgado; IG: intestino grueso.
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de PCR.

Tabla 5. Frecuencia de presentacion de los distintos patrones de lesidn compatible con infeccion por L. intracellularis y B. hyodysenteriae en relaciéon con el resultado

Agente infeccioso compatible

Patrén de lesion

PCR positivas/total

. intracellularis
. intracellularis
. intracellularis
. intracellularis
. intracellularis
B. hyodysenteriae
B. hyodysenteriae
B. hyodysenteriae

~r~~r~r-

Adenomatosis intestinal G1
Enteropatia hemorragica
Enteritis necroética
Adenomatosis intestinal G2
Adenomatosis intestinal G3
Colitis catarral

Colitis fibrinonecrética profunda
Colitis fibrinonecrética superficial

1/4
0/4
4/ 6
4/9
7118
1/2
2/3
8/ 13

G1=grado 1; G2= grado 2; G3=grado 3
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Tabla 6. Relacion estadistica entre la asociacion etioldgica propuesta sobre la base de las lesiones intestinales y el diagndstico etiolégico obtenido mediante técnicas
complementarias.

Diagnéstico Etiolégico

Asociacion etiolégica
histopatolégica

Brachyspira spp. (n=16)
Salmonella spp. (n=23)
L. intracellularis (n=41)
Infeccion mixta (n=6)
PCV-2 (n=18)

T. suis (n=1)

Enteritis inespecificas (n=12)

Enteritis inespecificas
(n=12)

3*

O O O =» O

8*

L. intracellularis
(n=40)

Infeccion mixta PCV-2
(n=6) (n=18)
0 0

0 0

0 0

6* 0

0 18*

0 0

0 0

Brachyspira spp.
(n=18)

13*

O O O O =

=

Salmonella spp.
(n=22)

0
22*

o O o o

T. suis

*indican asociacion estadisticamente significativas (p<0,05). Valor de lambda=0,8831; Valor de p=0,0001. Los nimeros en negrita resaltan el cambio de categoria luego de la aplicacion de
métodos complementarios de diagndstico.
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iii. Discusion

En general, en la bibliografia consultada, son escasos los estudios que relacionan a
los agentes infecciosos entéricos en cerdos de engorde con las lesiones microscépicas
intestinales. En el presente estudio, se evaluaron histolégicamente 117 casos de cerdos de
crecimiento y terminacion, ingresados durante 12 afios al Laboratorio de Patologia Especial
y que presentaban alguna lesion intestinal. Este numero representd el 9,8 % de los casos
totales correspondientes a la especie porcina remitidos al laboratorio en el periodo
mencionado, lo que demuestra la importancia de los cuadros entéricos en esta categoria y
coincide con lo descripto en otros paises (Jacobson y col., 2003). La asociacion etiologica
mas frecuentemente observada fue la infeccion por L. intracellularis, seguido de Salmonella
spp., PCV-2 y Brachyspira spp. Las lesiones asociadas a Trichuris suis presentaron baja
frecuencia; mientras que se observd solo un caso con lesiones de “falso ribete en cepillo”
compatible con infeccién por B. pilosicoli. La frecuencia de deteccion agentes entéricos
concuerda con otros estudios realizados a partir de materia fecal en animales vivos (Stege y
col., 2000; Baccaro y col., 2003; Suh y Song, 2005; Viott y col., 2013; Dors y col., 2015). En
este sentido, los resultados del estudio histopatolégico, podrian estar reflejando lo que
ocurre en los animales vivos. Asimismo, la similitud observada entre la frecuencia de
deteccién de los agentes en las granjas y en el material proveniente de necropsias, puede
obedecer al hecho que, en general, la toma de muestras para diagndstico
anatomopatoldgico se realiza a partir de cerdos muertos con lesiones entéricas o de cerdos
con signos clinicos elegidos para el sacrificio (Quiroga, 2013). Los estudios de laboratorio a
partir de animales muertos resultan altamente especificos y permiten detectar enfermedades
brindando la posibilidad de evaluar el grado en que cada agente contribuye al desarrollo de
la lesion (Perfumo, 2003). Pero, como contraparte, puede decirse que resultan poco
sensibles al ser examinados s6lo escaso numero de animales (Duhamel y Mathiesen, 1999;

Stevenson, 2001). En nuestro estudio, solo en un reducido niumero de casos, no fue posible
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adjudicar las lesiones microscopicas a algun agente en particular, lo que demuestra la
utilidad de este método diagnédstico. Particularmente, la evaluacion histopatolégica brinda
mejores y mas precisos resultados dependiendo de la correcta seleccion del area a evaluar,
la localizacién, gravedad y extension de las lesiones macroscoépicas (Stevenson, 2001). Por
estas razones, a la hora de realizar estudios complementarios, la eleccidon correcta de los
cerdos y la obtencién y acondicionamiento adecuado de las muestras, resulta fundamental
para la una mejor aproximacion diagnéstica.

Las infecciones mixtas se observaron en 6 de 117 casos (5 %), en concordancia con
otros estudios que presentaron un bajo a moderado porcentaje de las mismas (2 a 13,1 %)
(Suh y Song, 2005; Viott y col., 2013; Dors y col., 2015). El agente mas frecuentemente
involucrado en los casos de infecciones mixtas fue PCV-2 (3/6 casos). Los estudios sobre
este virus no han permitido determinar si su presencia junto a otros patégenos es resultado
de una coinfeccion accidental o si realmente la infeccion por PCV-2 favorece la infeccion
bacteriana (Opriessing y Halbur, 2012). Otras asociaciones observadas en nuestro trabajo
fueron L. intracellularis con Salmonella spp., B. hyodysenteriae con Salmonella spp., y
Trichuris suis con B. hyodysenteriae, infecciones mixtas también previamente reportadas
(Baccaro y col., 2003; Suh y Song, 2005; Pittman y col., 2010; Viott y col., 2013). En este
sentido, otros autores han demostrado que no existe una tendencia particular de asociacién
entre agentes bacterianos, siendo igual de probable cualquier combinacion (Mgller y col.,
1998; Stege y col., 2000). A diferencia de esto, se demostré que la infestacién con Trichuris
suis actua sinérgicamente con Campylobacter jejuni, B. hyodysenteriae y otros patdgenos
entéricos causando colitis mucohemorragica en cerdos. La hipétesis de esta sinergia se
basa en la destruccion de los enterocitos de la mucosa coldnica por las larvas parasitarias
y/o en la capacidad de T. suis para deprimir o modificar la inmunidad de la mucosa,

favoreciendo la colonizacion bacteriana posterior (Pittman y col., 2010). Aun cuando las co-
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infecciones estén presentes en un bajo numero, su importancia radica en que puede hacer

mas dificil el diagndstico y como consecuencia llevar a fallas de los tratamientos clinicos
instaurados (Baccaro y col., 2003; Biksi y col., 2007).

En relacién a los componentes tisulares y al tipo de lesidon evaluada, los valores de
Lambda nos permitieron identificar cuales son las estructuras a las que se les debe prestar
especial atencién al momento de evaluar las lesiones intestinales. En este sentido, a la hora
de establecer un diagndstico histopatologico se puede orientar hacia un agente etiolégico
especifico, hecho muchas veces solicitado a los laboratorios de patologia. Las células
caliciformes y los enterocitos de las criptas fueron los componentes intestinales con niveles
de Lambda mas altos. Existe una reduccion del error del 53 % y del 43 % cuando las
lesiones observadas en estas células se utilizan para predecir el diagnostico etiolégico de
cuadros entéricos en cerdos de crecimiento y terminacion. Es por ello, que la evaluacion
microscépica de las células caliciformes resultdé fundamental a la hora de realizar el
diagnoéstico histopatolégico de las entidades que causan colitis, tales como B.
hyodysenteriae, B. pilosicoliy T. suis (Hampson, 2012). En relacién a los enterocitos de las
criptas, L. intracellularis causa hiperplasia de estas células, lo que caracteriza la lesién
(Lawson y Gebhart, 2000). En contraste, Salmonella Typhimurium o Salmonella
Choleraesuis causan necrosis profunda afectando las criptas y PCV-2 generalmente no se
asocia con ningun cambio en el epitelio de las criptas (Reed y col., 1986; Segalés, 2004). Un
valor mas bajo (36 %) de Lambda se obtuvo para la presencia de contenidos en la luz de las
criptas, posiblemente porque estas lesiones son mas inespecificas y pueden ser
ocasionadas por mas de un agente etiolégico. Sin embargo se observé relacion
estadisticamente significativa entre la presencia de mucus y detritus celulares con la
infeccion por Brachyspira spp. y L. intracellularis, respectivamente, por lo tanto, sumada a

otras lesiones, pueden ser de utilidad para la aproximacion diagndstica. La profundidad y la
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extension de la necrosis de la vellosidad intestinal obtuvieron un valor de lambda del 31 %.
Estas lesiones deberian tenerse en cuenta al momento de la asociacion etiolégica,
principalmente considerando que Salmonella spp. y B. hyodysenteriae / B. pilosicoli causan
necrosis profunda y necrosis superficial y difusa, respectivamente (Barcellos y col., 2000).
En contraposicion, generalmente, L. intracellularis y PCV-2 generalmente no causan
necrosis. Por otro lado, se observd asociacion estadistica entre la lesion vascular intensa y
el diagnéstico etioldgico de Salmonella spp. En la salmonelosis se observa trombosis de los
vasos de la lamina propia y submucosa, lo que explica la necrosis isquémica profunda del
tejido (Reed y col.,, 1986; Carlson y col.,, 2012). En este trabajo, las lesiones
estadisticamente significativas asociadas a infeccidén por Brachyspira spp. fueron necrosis
superficial y difusa, hiperplasia de las células caliciformes, mucus en la luz de las criptas y
cambio vascular leve en la lamina propia. El infiltrado celular de tipo granulomatoso en
placas de Peyer, en lamina propia de la mucosa y en submucosa, tuvo una relacién
estadistica con la infeccion por PCV-2 y el valor de lambda para la respuesta observada en
las placas de Peyer fue del 26 %. Las enteritis inespecificas presentaron asociaciéon
estadistica con la presencia de mucus y erosién superficial de la mucosa. Ciertas dietas
pueden causar acidosis colénica y producir colitis erosivas asociada a su reformulacién o a
cambios bruscos que contribuyen al desarrollo de lesiones inespecificas sin relacion con
agentes infecciosos (Stevenson, 2001).

Lawsonia intracellularis se identificd en casos con distintos patrones de lesion, siendo
la presentacion mas frecuente la cronica, y dentro de ella la adenomatosis de grado 3. El
predominio de la presentacion de Al sobre las otras formas podria relacionarse con la
categoria de los animales afectados; mientras que la frecuencia de ocurrencia de lesiones
grado 3, indicativo de intensidad de lesién, acompafia el curso cronico de la enfermedad

(Lawson y Gebhart, 2000). Es probable entonces, que el niumero elevado de casos de Al
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grado 3 también esté relacionado a que estos animales son hallados muertos o son los
seleccionados para sacrificio y el posterior envio de muestras para estudios
complementarios. En algunos casos de Al grados 1 y 2 se observaron grupos de criptas con
hiperplasia de células caliciformes ubicadas entre criptas aisladas con hiperplasia de los
enterocitos. En estos casos, la presencia de L. intracellularis en escasas células epiteliales,
la hiperplasia de células caliciformes y la infiltracion predominantemente mononuclear en
lamina propia y submucosa sugieren que la infeccion se encuentra en etapa de recuperacion
y eliminacion del agente (Jensen y col.,, 1997). Otro cambio observado que podria
relacionarse con la recuperacién, es la restauracion epitelial por division celular en las
criptas, ya sin cambios proliferativos. Si bien se desconoce la evolucion clinica de los
animales incluidos en este trabajo todas estas observaciones, en combinacion con la
inmunomarcacion de enterocitos de las criptas afectadas y de macréfagos de la lamina
propia, podrian interpretarse como correspondientes a estadios finales de la enfermedad
(McOrist y col., 1996; Jensen y col., 1997; Jensen y col., 2006).

La ausencia de respuesta inflamatoria en la lamina propia (p<0,05) se asoci6 con la
infeccion por L. intracellularis. Sin embargo, una respuesta inflamatoria granulomatosa se
observd en 11/41 casos, de los cuales 4 también presentaron una leve hiperplasia de
células caliciformes. Trabajos previos han relacionado la ocurrencia de lesiones
granulomatosas con la presencia de L. intracellularis en la lamina propia, placas de Peyer y
linfonédulos mesentéricos (Segalés, 2001; Machuca y col., 2012). Se considera que la
inflamacién granulomatosa es un tipo de respuesta inflamatoria cronica posible de ser
observada en la infeccion por L. intracellularis, pero es una reaccion variable y que puede
depender de las diferencias especificas del huésped (incluyendo la edad del animal y la
etapa de la enfermedad) (Vanucci y col., 2014). La respuesta granulomatosa se postuld

como un patron mas dentro del complejo EPP (Segalés y col., 2001; Machuca y col., 2012).
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Macroscépicamente, las lesiones de EPP granulomatosa pueden ser indistinguibles de la
enteritis por PCV-2, ya que ambas causan engrosamiento de la mucosa del ileon La
histopatologia, IHQ y PCR de tejidos frescos resultan entonces importantes en su
diferenciacion (Jensen y col., 2006; Machuca y col., 2008).

Considerando los resultados de IHQ, L. intracellularis fue positiva en 40/41 animales
con lesiones compatibles con EPP, mientras que PCV-2 se detect6é en todos los intestinos
con lesidon compatible con infeccion por PCV-2 (18/18). Se observd relacion
estadisticamente significativa entre la “asociacion etiolégica” y la deteccion de L.
intracellularis y PCV-2 por IHQ, con un valor de Lambda de 92 % y 98 % respectivamente,
indicando la reduccién en el error cuando la “asociacion etioldgica” se utiliza para predecir el
resultado de la IHQ. Coincidiendo con otros autores, la técnica de IHQ es la mejor
herramienta diagnéstica para muestras fijadas en formol y para la realizacion de estudios
retrospectivos ya que presenta una elevada sensibilidad (Ladinig y col., 2009; Weissenbock
y col., 2005). Los altos valores de Lambda entre las lesiones y la deteccion del agente por
IHQ demuestran que la histopatologia es un método diagnéstico confiable para una correcta
presuncion etiologica de los cuadros entéricos en cerdos de engorde. En estos casos, en
presencia de un conjunto de lesiones caracteristicas, la probabilidad de que el resultado de
IHQ sea positivo es muy elevada.

En relacion a la técnica de WS, se observé relacion estadistica (p>0,05) entre la
“asociacion etiolégica” y el resultado de WS con un valor de Lambda de 67 %. Sin embargo
este porcentaje sugiere que en casi 1/3 de los cerdos con lesiones intestinales compatibles
con Brachyspira spp. no se evidencian las espiroquetas. La técnica de WS posee algunas
limitaciones sobre todo en tejidos con avanzada autolisis e invasion bacteriana post mortem
0 con necrosis, ademas de no ser una tincion especifica para una especie o género

bacteriano en particular (Jensen y col., 1997; Ladinig y col., 2009). El bajo numero de
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bacterias en los estadios iniciales o cronicos reduce la posibilidad de marcacion positiva con
la técnica de WS (Jensen y col., 2000; Weissenbock y col., 2005). Por lo tanto, resultan
preferibles métodos mas especificos tales como HIS (Jensen y col., 2000), IHQ (White y
col., 1998) o PCR de fragmentos cortos (Weissenbock y col., 2005). Ademas, la HIS y la
PCR permiten diferenciar entre las especies de Brachyspira spp. tanto patégenas como no
patdgenas (Jensen y col., 2000).

Cuatro casos de enteritis inespecificas fueron positivos a B. hyodysenteriae por PCR
y negativos por WS, indicando que las lesiones no resultaron lo suficientemente claras al
momento del examen microscoépico y que tampoco se observaron espiroquetas. Cuando las
lesiones son inespecificas, o mas sutiles, la posibilidad de establecer una asociacion
etiologica resulta mas dificultosa, pudiendo arrojar falsos resultados. En el mismo sentido, se
ha consignado que la evaluacion de tejidos con lesiones crénicas puede ser engafosa al
igual que aquellos con cambios post mortem avanzados (Schwartz, 2004). Por otro lado, 3
casos con lesiones compatibles con infeccion por Brachyspira spp., se re-categorizaron
como enteritis inespecificas ya que resultaron negativos a WS y/o PCR. En estos casos,
puede que otros agentes infecciosos o no infecciosos produzcan lesiones similares a B.
hyodysenteriae (Johnston y col., 2000) o que el método de fijacion perjudique la sensibilidad
de la PCR de TEP. Es por ello, que para el diagndstico histopatologico de Brachyspira spp.
en tejidos fijados, en ausencia de HIS o IHQ, se sugiere el uso conjunto de la técnica de WS
y PCR de TEP ya que el uso de ambas técnicas en paralelo mejorarian la sensibilidad
diagndstica de la histopatologica (Jensen y col., 2000).

En relacion a técnica de PCR a partir de TEP, se detectaron genes de B.
hyodysenteriae y L. intracellularis en el 66 y 40 % respectivamente, de los casos con
diagnostico etioldgico. Un estudio comparativo de métodos diagndsticos, determind una alta

especificidad, pero baja sensibilidad (41 %) a partir de TEP para L. intracellularis (Ladinig y
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col., 2009). Solo se observd un caso con lesiones de “falso ribete en cepillo” compatible con
infeccién por B. pilosicoli aunque no pudo confirmarse mediante PCR. La PCR a partir de
TEP posee mediana a baja sensibilidad por multiples factores que afectan la calidad del
ADN, tales como el agente fijador (naturaleza, concentraciéon, pH, temperatura), tipo y
tiempo de almacenamiento previos al parafinado y el método de extraccion y purificaciéon
(Bustamante y col., 2011). El tamafo de la molécula a amplificar es otro de los factores
limitantes (Ladinig y col., 2009). En los tejidos fijados se producen fragmentacién y
degradacion del ADN, ademas de enlaces cruzados entre las proteinas y el ADN. Estos
problemas asociados a la fijacién dificultan la amplificacién posterior por PCR (Weissenbock
y col., 2005). En nuestro estudio, no se tiene registro de cantidad de horas o de metodologia
de fijacion de las muestras. Para mejorar la sensibilidad, se utilizé un kit especifico para
muestras provenientes de TEP y los segmentos a amplificar fueron de hasta 320 pares de
bases. Aun habiendo tomado estas precauciones, no se detecto relacion (p>0,05) entre la
“asociacion etiologica” y los resultados de la PCR para todos los agentes (tabla 4). Tampoco
hubo asociacion estadistica entre la localizacién de las bacterias y la deteccién por PCR. Sin
embargo, los casos positivos por PCR fueron mas frecuentes cuando las marcaciones
inmunohistoquimicas o histoquimicas resultaron mas evidentes y con lesiones mas tipicas
(tabla 5), lo que sugiere que la ausencia de asociacion podria estar relacionada con la
degradacion del ADN durante la fijacion, parafinado y desparafinado de las muestras, o
también podria ser consecuencia del bajo numero de muestras evaluado (Ladinig y col.,
2009). Si bien la calidad y cantidad de ADN extraido fueron éptimos (datos no presentados),
estos valores resultaron mas bajos en muestras que provenian de tacos parafinados de
mayor antigiedad, lo que insinda un efecto del tiempo de almacenamiento en el proceso de

conservacion del ADN.
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Conclusiones

Mas del 70 % de los casos recibidos durante el periodo evaluado, se asociaron a L.
intracellularis, Brachyspira spp. y Salmonella spp.

Lawsonia intracellularis fue la bacteria mas frecuentemente identificada en cortes de
intestinos, siendo la presentacion mas frecuente la Al grado 3.

Si bien, PCV-2 fue la primera causa de enteritis granulomatosa, L. intracellularis
también se detectd en ese tipo de lesiones. Debemos considerar a dicha bacteria
dentro de los diagnésticos diferenciales de enteritis granulomatosa. Desde el punto
de vista morfoldgico, su diferenciacion se basa en la hiperplasia de los enterocitos,
solamente observada en los casos de EPP.

Los cambios histolégicos de mayor relevancia para el diagnéstico etioldégico se
observaron en las células caliciformes, en los enterocitos de las criptas y la
profundidad y la extension de la necrosis de la mucosa intestinal.

La histopatologia es un método diagndstico confiable y permite una correcta
presuncion etiologica, principalmente en los casos de L. intracellularis y PCV-2, ya
que se observo relacion estadisticamente significativa entre la “asociacion etiolégica”
y la deteccion por IHQ.

Cuando las lesiones son inespecificas o mas sutiles, la asociacion etiolégica
realizada a partir de la evaluacion histopatolédgica resulta mas dificil y es necesaria la
implementacién de otros métodos de diagndsticos.

En un tercio de los cerdos con lesiones intestinales compatibles con Brachyspira spp.

no se pudieron identificar espiroquetas con la tincion de WS.
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8. En los estudios retrospectivos, en ausencia de HIS o IHQ, se sugiere el uso conjunto
de la histopatologia, de la técnica de WS y de PCR de TEP para lesiones
compatibles con infeccién por Brachyspira spp.

9. La técnica de PCR a partir de TEP posee mediana a baja sensibilidad. Sin embargo
se propone como complemento a la evaluacion histoldgica con la posibilidad de

recuperar ADN de material de archivo.
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4. Capitulo 2: Estudio prospectivo en 8 granjas de cerdos.

Objetivos especificos

7
0'0

Evaluar la tasa de excrecidon de Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae,
Brachyspira pilosicoli y Salmonella spp. en cerdos de crecimiento y terminacion, con y
sin manifestacion clinica de diarrea.

% Evaluar la relacion entre la deteccién en materia fecal de los agentes patdgenos

mencionados y el desarrollo de cuadros de diarrea.

% Evaluar la deteccibn de Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae,
Brachyspira pilosicoli y aislamiento de Salmonella spp. en tejidos y el desarrollo de
lesiones intestinales.

% Determinar la interaccion entre los agentes infecciosos mencionados.

i. Materiales y métodos

Analisis transversal en 8 granjas porcinas confinadas

a. Seleccidn de las granjas

Entre los meses de julio de 2013 y agosto de 2014 se evaluaron 8 granjas porcinas
intensivas de ciclo completo (nacimiento a venta). Los establecimientos se localizaban en
las provincias de La Pampa (1), Buenos Aires (4), Cordoba (1), Entre Rios (1) y Santa Fe
(1).

La seleccion de los establecimientos se realizd sobre la base de la aceptacion, por

parte del personal de la granja, de brindar informacion al momento de la visita y de la
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posibilidad, por parte del personal involucrado en el estudio, de visitar el establecimiento

para recolectar muestras y realizar necropsias.

b. Obtencion de los datos

En cada establecimiento, se recogieron datos epidemioldgicos, productivos y
sanitarios mediante una planilla ad-hoc (planilla 1 en anexo). Las planillas se completaron
mediante entrevistas personales, con el productor y/o su asesor veterinario e incluyeron
preguntas de tipo cerradas o semi-cerradas. Se tuvo en cuenta el nimero de madres, tipo
de granja, normas de bioseguridad, limpieza y control de plagas, plan alimentario,
instalaciones y plan sanitario. También, se obtuvieron parametros productivos tales como
peso y edad al destete, recria y venta; ganancia diaria de peso (GDP) y porcentajes de

mortalidad en cada una de las etapas (anexo, planillas 1y 2).

c. Evaluacion clinica

Se realiz6 el examen clinico grupal a los cerdos de 8, 11, 14, 17, 20 y 24 semanas de

vida. Se obtuvo el porcentaje de animales con diarrea por edad.

d. Disefo experimental

Se obtuvieron 10 muestras de materia fecal de animales sin diarrea y 10 muestras de
animales con diarrea pertenecientes a los grupos examinados clinicamente. La materia fecal
se recogi6 del recto o del piso cuando se detectaba que los animales defecaban al momento
de la inspeccién. De cada animal, se colectaron aproximadamente 25 gramos de materia
fecal y se colocaron en bolsas plasticas individuales. El nimero de muestras se establecio
con el objeto de identificar al menos un animal positivo para cualquiera de las entidades

estudiadas, considerando una prevalencia estimada del 20% y un nivel de confianza del
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95%. Dicha prevalencia se calculé6 a partir de estudios previos en Argentina y de la
bibliografia consultada (Stege y col., 2000; Baccaro y col., 2003; Machuca y col., 2009).

A cada muestra, se le asigné un rotulo y en una planilla se registraron las
caracteristicas de la materia fecal. Se realiz6 una clasificacion en grados sobre la base de la
consistencia y la presencia/ausencia de sangre. Sin diarrea: grado 0= consistencia normal
con forma. Con diarrea: grado 1= consistencia semi-sdlida sin sangre; grado 2= materia
fecal acuosa sin sangre; grado 3= heces blandas o formes con sangre fresca; grado 4=
heces liquidas con sangre digerida (imagen 6) (Winkelman, 1997). Ademas se consideraron
el color (rojo negruzco; rojizo; amarrillo verdoso; amarillo; gris y verdoso) y el contenido
(mucus; mucus y sangre; sangre fresca; sangre digerida; material necrético; alimento sin
digerir; y sin contenidos anormales).

Las muestras se mantuvieron refrigeradas hasta su remisién al Laboratorio de

Patologia Especial Veterinaria “Dr. Bernardo Epstein”.

e. Necropsias y obtencion de muestras de animales hallados muertos

Se realizé la necropsia de los animales hallados muertos de las categorias en
estudio. Se obtuvieron muestras para estudio histopatoldgico las que se fijaron en formol
neutro al 10%. Asimismo, se extrajo un segmento intestinal de 10 cm de largo y se colecto
contenido coldnico para estudios de PCR y aislamiento de Salmonella spp. Estas muestras
se colocaron en recipientes plasticos estériles y se refrigeraron a 4 °C hasta su arribo al

laboratorio.
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Imagen 6. Categorizacion de la materia fecal en cerdos de crecimiento y terminacion. A grado 1= consistencia
semi-sdlida sin sangre; B grado 2= materia fecal acuosa sin sangre; C grado 3= heces blandas o formes con

sangre fresca; D grado 4= heces liquidas con sangre digerida.

De manera similar a lo realizado durante el estudio retrospectivo, en cada caso se

establecio un diagnodstico etiolégico sobre la base de los resultados del estudio

histopatoldgico y de las técnicas complementarias de IHQ, WS y/o PCR.

f. Estudios moleculares

*Preparacion de las muestras y elaboracion del ADN molde:

. Materia fecal y contenido intestinal: la extraccion y purificacion de ADN se

realizé a partir de la materia fecal de los animales vivos y del contenido colénico de los

animales muertos. Para la extraccion de ADN se utilizdé ZR Fecal DNA MiniPrep.

(ZymoResearch, California, EE.UU.) y se procedi6é segun las indicaciones del fabricante.
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. Mucosa intestinal: el segmento intestinal extraido en la necropsia, se cortd en

sentido longitudinal utilizando tijera y pinza estériles, e inmediatamente se lavd con solucion
fisiologica estéril hasta remover todo el contenido intestinal visible. Con un bisturi estéril, se
raspd un area de 3 cm y el material obtenido se colocd dentro de un tubo tipo Eppendorf
(Ladinig y col., 2009). Para la extraccion del ADN se utilizd el kit QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany).

En la imagen 7 se muestra como se realizé el raspado de la mucosa y el pesaje del
material obtenido y de la materia fecal previo al inicio del proceso de extraccion del ADN. En
la imagen 8 se observa el ADN molde (ya extraido) en un tubo tipo Eppendorf.

Técnica _de PCR multiple: para la identificacién especifica de los genes de L.

intracellularis, B. hyodysenteriae y B. pilosicoli se realizé la técnica de PCR multiple
utilizando los cebadores adecuados para cada agente (La y col., 2006). En la tabla 7 se
indican las secuencias de los oligonucledtidos utilizados para la deteccion de cada gen y el
tamano de los productos amplificados. La mezcla PCR, en un volumen final de 25 ul por
reaccion, consistié en buffer PCR (conteniendo 1,5 mmol/L”" de MgCIZ), 1,25 Ul de Maxima
Taq Hot Start DNA Polimerasa (Fermentas, EE.UU.), 0,1 mmol L' pl de cada dNTP
(Invitrogen, California, EE.UU.), 0,2 mmol L de cada oligonucleétido (H1 y H2, P1 y P2,
Lint-146F y Lint-745R) (Invitrogen, California, EE.UU.) y 2,5 ul de ADN molde.

Las condiciones de amplificacion fueron: 95 °C por 15 minutos para la activacion de
la polimerasa, seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 58 °C durante 90 segundos y
68 °C por 2 minutos. Por ultimo, se realizé un ciclo final de 10 minutos a 68 °C a fin de
asegurar la extension completa de los productos amplificados. La visualizacién se realizd
sembrando los productos en un gel de agarosa al 1,5 % en TAE y la corrida electroforética
se desarrollé durante 40 minutos. Los equipos e insumos fueron los mismos que los

utilizados en el trabajo retrospectivo.
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Imagen 7. Pesaje de materia fecal y de raspado de mucosa previo a la extraccién del ADN.

Imagen 8. A. ADN molde extraido mediante kits comercial. B. Visualizacion de bandas de los genes de
B. hyodysenteriae (BH), B. pilosicoli (BP) y L. intracellularis (L), CALLES 1-3. Calles 4 y 5 control negativo. Calle

6 tamario molecular. Calle 7, deteccion multiple de los 3 genes.

MTM

BH LI BP
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Tabla 7. Cebadores utilizados para la deteccion de B. hyodysenteriae, L. intracellularis y B. pilosicoli,

mediante la técnica de PCR multiple.

Nombre de la Nombre del Producto a Cebador Secuencia 5°-3’ pb
bacteria gen amplificar
B. Nox Region del HA1 5-ACTAAAGATCCTGATGTATTTG- 354
hyodysenteriae NADH 3
oxidasa
H2 5-CTAATAAACGTCTGCTGC-3’
B. pilosicoli 16S rRNA Region de P1 5-AGAGGAAAGTTTTTTCGCTTC-3* 823
16S rRNA
P2 5-GCACCTATGTTAAACGTCCTTG-
3
L. intracellularis 16S rRNA Region de Lint-146F 5-GATAATCTACCTTCGAGACGG-3' 655
16S rRNA
Lint- 5-TGACCTCAGTGTCAGTTATCGT-
745R 3

g. Estudios bacteriologicos

Para el procesamiento de las muestras de materia fecal provenientes de los
animales con y sin diarrea, y con el objetivo de aislar Salmonella spp. se realizaron pooles
de 5 animales. Estas muestras junto con las de materia fecal y de contenido coldnico
obtenido de necropsias, se procesaron en el Servicio de Diagndstico Bacteriolégico y
Antimicrobianos de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP, de acuerdo a lo
descripto por Vigo (Vigo y col., 2009). Los aislamientos identificados como Salmonella spp.
se serotipificaron en el Servicio de Antigenos y Antisueros, Instituto Nacional de Produccion
de Reactivos y Biolégicos-ANLIS “Carlos G. Malbran” utilizando la técnica de aglutinaciéon

con antisueros polivalente y monovalente O y H (Vigo y col., 2006).

h. Definicion de cuadro clinico y subclinico:

*

cuadro clinico a nivel:
-Animal: deteccion de uno o mas agentes en materia fecal grado 1, 2, 3 0 4 (con diarrea).
-Lote: presencia de uno o mas agentes en la materia fecal de los cerdos en un lote donde

mas del 4% de los cerdos presenté diarrea en la evaluacion clinica.
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-Granja: deteccion de uno o mas agentes en un establecimiento donde el veterinario a cargo

manifestod estar frente a un problema de diarrea en una o mas categorias de edad.

*cuadro subclinico a nivel:
-Animal: deteccion de uno o mas agentes en materia fecal grado O (sin diarrea).
—Lote: presencia de uno o mas agentes en la materia fecal de los cerdos en un lote donde
menos del 4 % de los cerdos presento diarrea en la evaluacion clinica.
-Granja: deteccion de uno o mas agentes en un establecimiento donde el veterinario a cargo

no manifestod tener un problema de diarrea en una o mas categorias de edad.

i. Analisis de los resultados

. Analisis descriptivo: se realizé un analisis descriptivo de:

*las caracteristicas de los establecimientos.

*la frecuencia de animales positivos a los agentes en estudio y los porcentajes de deteccion
global en cada granja.

*la frecuencia de animales positivos a los patégenos en estudio segun la granja, la edad y la
ocurrencia de diarrea.

*la frecuencia de animales positivos segun el grado de la materia fecal.

*la deteccion simultdnea de los agentes en estudio en animales vivos y hallados muertos.

. Analisis inferencial:

Analisis estadistico a nivel individuo: para evaluar la asociacion entre la deteccion de
los agentes patdégenos en la materia fecal y la presencia de diarrea se realizé una prueba de
Chi-cuadrado. Para evaluar la fuerza de asociacion entre dichas variables categodricas, se

calcul6 el Odds Radio (OR).
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Para explicar los factores de riesgo asociados a la presencia de cada uno de los
agentes estudiados se utilizé un modelo de regresion logistica multiple. Se incluyeron como
predictores categoricos a la granja (1-8), la edad (8, 11, 14, 17, 20, 24 semanas), el grado
de materia fecal (0-4) y la coinfeccidon con otro agente evaluado. No se incluyeron en el
modelo el contenido y el color de la materia fecal ni el uso de antimicrobianos ya que se
encontraban correlacionados con el grado de la materia fecal y la semana de vida de los
animales, respectivamente.

Analisis estadistico a nivel de lotes: de cada edad valorada en cada granja, se obtuvo
un porcentaje de animales con y sin diarrea positivos a cada agente evaluado. El analisis
exploratorio de dichos datos sugirié una posible relacion entre el grupo de animales positivos
a L. intracellularis con diarrea y el grupo de animales positivos a L. intracellularis sin diarrea,
por lo tanto se realizé una correlacion de Spearman para determinar la fuerza y sentido de

asociacion (positiva o negativa).
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ii.. Resultados

¢ Analisis descriptivo

a. Caracteristicas de los establecimientos

Se evaluaron 8 granjas intensivas con una mediana de 830 madres (amplitud de 70 a
2500). Cinco granjas eran de un solo sitio de produccién, mientras que presentaban 3 sitios
de produccion la granja 3 (2500 madres) y la granja 8 (1500 madres). La granja 5 tenia 2
sitios. En relacion con el flujo de produccién, y dentro de las granjas de un solo sitio, las
granjas 2 y 4 presentaban dos edades dentro de un mismo galpén de engorde, mientras que
la 6 y 7 eran de flujo continuo. Las 3 granjas multiples sitios o de gran tamafio utilizaban el
sistema todo dentro/todo fuera. En relacion a la bioseguridad, sélo una granja contaba con
lavador de chasis de camiones y cuarentena. En dos granjas el camion de traslado a
frigorifico era compartido entre vecinos y el mismo, al momento de la carga tenia contacto
directo con los operarios de la granja. Ademas, en estos dos establecimientos, no habia
control sobre el ingreso de vehiculos externos. En todos los establecimientos se llevaban a
cabo planes de control de roedores. La metodologia de lavado y desinfeccion era similar en
todas las granjas: lavado con agua fria y uso de soluciones desinfectantes comerciales.
Todas las granjas utilizaban algun tipo de antimicrobiano, via alimento o inyectable, en
animales de menos de 20 semanas de vida. La granja 8 aplicaba la vacuna “Enterisol ileitis”
via oral, solamente a las lechonas de reposicidon propia. Esta vacuna se aplicaba entre los

39 y 49 dias de vida.
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b. Frecuencia de animales positivos a los agentes en estudio y porcentajes de

deteccion global por granja

En total se procesaron 943 muestras de materia fecal, correspondientes a 449 de
cerdos con diarrea y 494 sin diarrea. El patdgeno mas detectado fue L. intracellularis en el
16,22 % de los animales (153 cerdos), seguido por B. hyodysenteriae con 1,38 % positivos
(13 animales). No se detectaron animales positivos a B. pilosicoli. El 82,4 % (777) de las
muestras resultaron negativas por PCR. Con respecto a Salmonella spp. 6,3 % de los
pooles (9/144) fueron positivos. En la tabla 8 se presentan los porcentajes de deteccion

global en cada granja y de cada agente.

Tabla 8. Porcentaje y frecuencia absoluta, entre paréntesis, de deteccién por PCR y aislamiento de agentes

bacterianos entéricos en cerdos de crecimiento y terminacion en 8 granjas intensivas.

Granja PCR PCR PCR Pooles positivos
L. intracellularis B. hyodysenteriae B. pilosicoli Salmonella spp.
1 15,9 (20) 0 0 16,7 (2)
2 10,7 (13) 0 0 8,3 (1)
3 7,7 (10) 0 0 0
4 34,7 (42) 0 0 0
5 14,9 (18) 0 0 4,4 (1)
6 14,3 (17) 5,9 (7) 0 0
7 3,7 (3) 7,4 (6) 0 6,3 (1)
8 24,2 (30) 0 0 16 (4)
Total 16,22 (153) 1,38 (13) 0 6,3 (9)

c. Frecuencia de animales positivos a los patégenos en estudio segun granja,

edad y ocurrencia de diarrea

En todas las granjas y edades evaluadas se encontré al menos un animal con
diarrea. El minimo de diarrea observado fue 0,5 % y el maximo 20,8 %. En las categorias
con mayor deteccion de agentes, los porcentajes de diarrea no fueron los mas elevados del

estudio y la mayoria de los cerdos presentaron diarrea grado 1 y 2 (420 animales). En el
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grafico 1 se indica la frecuencia de animales positivos a cada agente en relacion al color de
la materia fecal. Los animales positivos a L. intracellularis presentaron, en su mayoria,
materia fecal color verdoso y amarillo verdoso. Fue menos frecuente encontrar animales con
materia fecal con sangre digerida, pero cuando se observo, el 87 % de las muestras fueron
positivas a L. intfracellularis. Los cerdos positivos a B. hyodysenteriae presentaron materia
fecal de color rojo brillante, amarillo o amarillo-verdoso, mientras que en los animales
positivos a Salmonella spp. la materia fecal resultd principalmente verdosa o amarillo-

verdosa (imagen 9).

Grafico 1. Numero de cerdos positivos a L. intracellularis, B. hyodysenteriae, Salmonella spp. segun el color de la

materia fecal.
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A=amarillo; AV= amarillo-verdoso; Gr= gris; R= rojizo; RO= rojo negruzco; V=verdoso.

En la tabla 9 se presentan los datos relacionados con la deteccion y aislamiento de
los cuatro patégenos segun granja, lote y porcentaje de diarrea por edad. También se indica
los serotipos de Salmonella spp. aislados en cada pool positivo. La cepa encontrada en la

granja 8 de Salmonella es una variante monofasica de S. enterica serovar Typhimurium.
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Los veterinarios asesores de las granjas 4, 6, 7 y 8 manifestaron tener problemas de
diarrea, por lo tanto fueron categorizadas como granjas con problemas clinicos. La granja 4,
al momento del estudio presentaba un cuadro clinico agudo de enteropatia proliferativa
porcina y se obtuvieron los siguientes valores de animales positivos a L. Intracellularis en
relacion al grado la materia fecal: grado 0: 42,9 %, grado 1: 19 %, grado 2: 23,8 % y grado 4:
14,3 %. Ademas, se observaron contenidos anormales en la materia fecal tales como restos
de material necrético. En la granja 8 se obtuvieron los siguientes valores de animales
positivos a L. Intracellularis en relacion al grado la materia fecal: grado 0: 33,3 %, grado 1:
33,3 %, grado 2: 26,7 % y grado 4: 6,7 %. Ambas granjas (4 y 8) se consideraron con
presentaciones de EPP clinica sobre la base de los porcentajes de deteccion de L.
intracellularis, las caracteristicas de la materia fecal y el diagndstico anatomopatologico
obtenido en las necropsias.

Las granjas 6 y 7, presentaron un cuadro clinico asociado a B. hyodysenteriae, ya
que se observo materia fecal con mucus y sangre fresca en 7,4 % y 10, 4 % de los animales
en cada granja, respectivamente. Ademas se detectoé el agente en la materia fecal y mucosa
de los animales que se les realizd necropsia. En la granja 6, los valores de deteccién de B.
hyodysenteriae en relacion al grado de materia fecal fueron: grado 0:0 %; grado 1: 57,1 %;
grado 2: 28,6 % y grado 3: 14,3 %; y en la granja 7: grado 0: 0 %, grado 2: 16,7 % y grado 3:

83,3 %.

a. Frecuencia de animales positivos segun el grado de la materia fecal

En la tabla 10 se presenta la relacion entre la deteccion y el aislamiento de los cuatro
patdgenos estudiados segun los grados de la materia fecal. En la categoria sin diarrea
(grado 0) se detectaron animales positivos a L. intracellularis y Salmonella spp., mientras

que en la categoria con diarrea, en los grados 1 y 2 se detectaron B. hyodysenteriae, L.
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intracellularis y Salmonella spp. En los grados 3 y 4, 6/15 muestras fueron positivas a B.
hyodysenteriae y 13/15 resultaron positivas a L. intracellularis, respectivamente. En los
graficos 2 y 3 se ilustra la deteccién semanal de L. intracellularis y Salmonella spp. en cada
granja observandose el marcado aumento de la deteccién sobre las fases finales del

engorde.

Imagen 9. Colores de la materia fecal observados en cerdos de crecimiento y terminacién con diarrea. A. Color

verdoso; B color amarillo-verdoso; C Amarillo; D Gris; E rojo negruzco; F rojizo
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Tabla 9. Deteccion de agentes mediante técnica de PCR, expresada en porcentaje de animales positivos, y

aislamiento de Salmonella spp. Los valores se presentan discriminados por granja, edad y presencia o ausencia

de diarrea.
Granja Edad Die:;rea Deteccion Li Deteccion Bh Aislamiento de Salmonella
o
= c/diarrea s/diarrea c/diarrea s/diarrea c/diarrea s/diarrea

1 8 1,9 0 0 0 0 0 0
11 55 0 0 0 0 0 0
14 4,2 73° 25 0 0 0 0
17* 1,0 38° 0 o* 0 0 0
20 33 0® 0 0 0 82" 0
24 3,6 45° 10 0 0 100 0

2 8 0,0 0 0 0 0 0 0
11 53 0 0 0 0 0 0
14 3,5 20 0 0 0 0 85"
17+ 20,8 0 0 0 0 0 0
20 6,5 60 20 0 0 0 0
24 52 40 0 0 0 0 0

3 8 37 0 0 0 0 0 0
11 1,4 0 0 0 0 0 0
14 33 0 0 0 0 0 0
17 1,1 0 0 0 0 0 0
20* 0,5 0 0 0 0 0 0
24 1,0 55° 36 0 0 0 0

4 8 3,0 0 0 0 0 0 0
11 37 0 0 0 0 0 0
14 3,0 44 18 0 0 0 0
17 4.4 100°® 80 0 0 0 0
20* 1,4 40° 7 0 0 0 0
24 1,8 78 64 0 0 0 0

5 8 2,4 27 0 0 0 0 0
11 2,5 0 0 0 0 0 0
14 2,0 0 0 o* 0 0 0
17+ 0,9 0 0 0 0 0 0
20 1,9 33 27 0 0 0 0
24 23 70° 20 0 0 0 55°"

6 8 4.4 0 0 0 0 0 0
11 54 0 0 64" 0 0 0
14 43 0 9 o* 0 0 0
17 4,6 10 10 0 0 0 0
20 5.8 78 30 0 0 0 0
24 6,8 20 27 0 0 0 0

7 8 13,2 0 0 0 0 0 0
14 11,1 0 0 9t 0 0 0
17+ 7.6 0 0 45" 0 0 55%
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Grafico 2. Deteccidon semanal de L. intracellularis por granja en relacion a la semana de vida.
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Grafico 3. Deteccién semanal de Salmonella spp. por granja en relacién a la semana de vida.

porcentaje de deteccion

70,0

60,0

50,0

40,0

30,0

20,0

10,0

0,0

I
/7 \\

)

//
A/

>

/

/

L1,

14

17 20

semana de vida

24

granja 1l
granja 2
granja 3
granja 4
granja 5
granja 6
———granja 7
granja 8

Tesis Doctoral Pérez Estefania




Tabla 10. Frecuencia absoluta y porcentaje de deteccion de Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae,

Brachyspira pilosicoli y Salmonella spp. en cerdos con y sin diarrea.

Categoria Grado Cantidad de Muestras Muestras positivas a: (%)
animales negativas
(%) (%) L B. B. Salmonella
intracellularis  hyodysenteriae  pilosicoli  spp.
SD 0 494 (52,4) 440 (56,6) 54 (35,3) 0(0,0) 0(0,0) 26 (42,6)
CD 1 260 (27,6) 211 (27,2) 45 (29,4) 4 (30,8) 0(0,0) 22 (36,1)
2 159 (16,8) 115 (14,8) 41 (26,8) 3(23,1) 0(0,0) 11 (18)
3 15 (1,6) 9(1,2) 0(0,0) 6 (46,1) 0(0,0) 0(0,0)
4 15(1,6) 2(0,2) 13 (8,5) 0(0,0) 0(0,0) 2(3,3)
Total 943 (100) 777 (100) 153 (100) 13 (100) 0(0,0) 61 (100)

SD: sin diarrea; CD: con diarrea.

Tabla 11. Deteccion de agentes enteropatégenos en animales muertos en cada granja.

Granja n L. intracellularis B. hyodysenteriae T. suis Mixtas
3 5 1 0 1 3"
4 5 5 0 0 0
6 1 0 1 0 0
7 1 0 0 0 1°
8 3 3 0 0 0
Total 15 9 1 1 4

'Combinacién de Trichuris suis y Lawsonia intracellularis; “Combinacion Trichuris suis y PCV-2.
*Combinacion B. hyodysenteriae y Lawsonia intracellularis.

Un total de 4/9 animales con diagnédstico de infeccion por L. intracellularis
presentaron diarrea. En relacion a las lesiones macroscoépicas, 3/9 no evidenciaron
lesiones macroscopicas relacionadas a EPP, 2/9 presentaron necrosis de valvula
ileocecal y 4/9 engrosamiento de ileon. En relacién a las lesiones microscopicas, en 5/9
se identificaron lesiones compatibles con EPP. En el resto de los animales se
observaron lesiones inespecificas. Todas fueron positivas por IHQ o PCR a partir de
mucosa. En los animales de la granja 3, en la observacion microscopica se identificaron
larvas de T. suis en las criptas colénicas y lesiones asociadas a PCV-2 con
identificacion por IHQ. En la imagen 10 se pueden observar algunas de las lesiones

encontradas.
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¢ Analisis estadistico inferencial

b. Analisis estadistico a nivel individual

Se observd asociacion estadisticamente significativa entre la deteccion L.
intracellularis 'y la presencia de diarrea. La deteccion de L. intracellularis increment6 el OR
de diarrea 2,3 veces (tabla 12). No se observé asociacion estadistica en relacion
Salmonella.

Los resultados de la regresién logistica multiple se presentan en las tablas 13 y 14.
No se pudo realizar el analisis de regresion logistica para B. hyodysenteriae y B pilosicoli
debido a la ausencia de animales positivos sin diarrea.

Los animales de las granjas 4, 8, 1, 6, 5 presentaron un incremento en el riesgo de
deteccién de L. intracellularis de 14,8; 8,8; 4,5; 4; y 3,7 veces mas, en comparacion con la
granja 7. Las granjas 2 y 3 no presentaron diferencias con respecto a la 7. Los animales de
24, 20, 17 y 14 semanas de vida, presentaron un riesgo de resultar positivos por PCR a L.
intracellularis de 47.,4; 30,8, 12,3 y 7,4 veces mayor que los animales con 8 semanas. Los
animales con materia fecal grados 4, 2 y 1 presentaron riesgo de deteccion de L.
intracellularis de 32,14; 4,76 y 2,41 veces mas elevado que aquellos con materia fecal grado
cero. Ningun cerdo en la semana 11 o con materia fecal grado 3 o positivo a B.
hyodysenteriae resulté positivo a L. intracellularis, por el cual el modelo de analisis no fue

convergente (tabla 13)

Tabla 12. OR, intervalos de confianza y asociacién estadistica entre la deteccion por PCR de L. intracellularis y el

aislamiento Salmonella spp. en materia fecal y la presencia de diarrea.

Variable OR 95% IC inferior 95 % IC superior Valor de p
PCR positivo L. intracellularis 2,30 1,6 3,3 0,0001*
Aislamiento Salmonella spp. 1,52 0,9 2,6 0,114

*indican diferencias estadisticamente significativas; nc= no calculado; IC= intervalo de confianza.
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Imagen 10. A. Necrosis de valvula ileocecal (PCR positivo L. intracellularis) B. Colitis fibrinonecrética y
hemorragica (PCR positivo a B. hyodysenteriae). C. Colitis mucosa (PCR positivo a B. hyodysenteriae).

En la tabla 14 se presentan los resultados de la regresion logistica para Salmonella
spp. En relacién a las granjas, se puede observar que la 5 presentdé un OR de 0,19, lo cual
indica que el riesgo de aislamiento de Salmonella spp. en esa granja es 19 % menor que en
la granja 8 (de referencia). Las granjas 1, 2 y 7 no fueron estadisticamente diferentes. El
riesgo de aislar Salmonella spp. en las semanas 20 y 24 fue 4,6 y 5,47 veces mayor que a
las 8 semanas de vida. En relacion a los grados de materia fecal, el aislamiento de
Salmonella spp. fue un 90 % (OR:1,9) mayor en los pooles de materia fecal grado 1 que en
aquellas muestras provenientes de cerdos sin diarrea. No se encontraron diferencias entre

el grado O y los grados 2 y 4.
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Tabla 13. Efecto de la granja, la edad, el grado de la materia fecal, la deteccion de B. hyodysenteriae y el

aislamiento de Salmonella spp. en relacion al riesgo de deteccién de L. intracellularis.

Deteccion de Lawsonia intracellularis

Niveles de las OR IC superior IC inferior Valor de p
variables

Granja 1 4,53 17,40 1,18 0,003
Granja 2 2,29 23,77 0,22 0,20
Granja 3 1,28 5,27 0,31 0,65
Granja 4 14,88 54,25 4,08 0,001
Granja 5 3,78 14,34 1,00 0,005
Granja 6 4,06 15,38 1,07 0,004
Granja 7 Ref.
Granja 8 8,85 32,89 2,38 0,001
Edad 8 Ref.
Edad 11 NR
Edad 14 7,46 26,16 2,13 0,002
Edad 17 12,30 43,14 3,51 0,001
Edad 20 30,88 106,14 8,98 0,001
Edad 24 47,47 163,17 13,81 0,001
Grado 0 Ref.
Grado 1 2,41 4,01 1,45 0,006
Grado 2 4,76 8,24 2,75 0,001
Grado 3 NR
Grado 4 32,14 157,21 6,57 0,001
Salmonella 0,42 1,00 0,18 0,04
PCR BH NR

NR: no realizado por falta de dato positivo; Ref.: nivel de comparacion o referencia.
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Tabla 14. Efecto de la granja, la edad, el grado de la materia fecal, la deteccién de L. intracellularis y B.

hyodysenteriae sobre el riesgo aislamiento de Salmonella spp.

Aislamiento Salmonella spp.

Niveles de
las variables
Granja 1

Granja 2
Granja 3
Granja 4
Granja 5
Granja 6
Granja 7
Granja 8
Edad 8

Edad 11
Edad 14
Edad 17
Edad 20
Edad 24
Grado 0
Grado 1
Grado 2
Grado 3
Grado 4
PCR LI

PCR BH

OR

0,85
0,44

0,19

0,35

2,36
2,27
4,60
5,47

1,90
1,38

2,61
0,53

IC superior

1,76
1,00

0,54

1,06

7,35
7,09
13,66
16,73

3,64
3,08

15,88
1,17

IC inferior

0,41
0,19

0,07

0,12

0,76
0,73
1,55
1,79

1,00
0,62

0,43
0,24

Valor de p

0,650
0,50
NR
NR
0,002
NR
0,060
Ref.
Ref.
NR
0,13
0,15
0,006
0,003
Ref.
0,05
0,42
NR
0,29
0,11
NR

NR: No realizado por falta de resultado positivo; Ref.: nivel de comparacioén o referencia.

Analisis estadistico a nivel de lote

Las correlaciones entre los porcentajes de animales positivos a L. intracellularis con

diarrea y sin diarrea en cada edad evaluada fue de caracter positivo (rho= 0,71; p=0,0000)

(grafico 4).

1
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Grafico 4. Correlacion entre los animales positivos a L. intracellularis con diarrea y sin diarrea segun la semana

evaluada.
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iii. Discusion

a. Frecuencia de animales positivos a los agentes en estudio

Las enfermedades entéricas son muy comunes entre las enfermedades de los
porcinos y cuando estan presentes en las etapas finales de la produccién, afectan
significativamente el rendimiento productivo (Viott y col., 2013). La identificacion de aquellos
agentes entéricos que circulan o se detectan con mayor frecuencia en una edad
determinada resulta importante a la hora de las recomendaciones terapéuticas y la
aplicacion de medidas preventivas (Guedes y col., 2011). En este estudio se identificaron L.
Intracellularis, B. hyodysenteriae y Salmonella spp. en cerdos de distintas edades, siendo
mas frecuente en animales de terminacion. Los resultados de nuestro trabajo, ratifican que
el uso de la técnica de PCR multiplex es una herramienta valiosa para la deteccion rapida y
simultanea de estos patdgenos. Mediante la aplicacion de este método, en materia fecal de
cerdos con y sin diarrea, en combinacion con el cultivo de Salmonella enterica, se detecto la
presencia clinica y subclinica de 3 de los agentes en estudio. Lawsonia intracellularis,
Salmonella spp., B. hyodysenteriae y B. pilosicoli se identificaron en el 16,22 %, 6,6 %, 1,38
% y 0 % de las muestras respectivamente.

Salmonella enterica se aislo en 5/8 granjas (62,5 %), porcentaje similar al obtenido
en un estudio previo en el que se estimd la prevalencia nacional de salmonelosis porcina
(Parada, 2014). Si bien este no es un estudio de prevalencia, se remarca que existe una
variaciéon muy importante entre los porcentajes obtenidos en los distintos paises productores
de cerdos, presentando extremos bajos en paises con programas de control y altos en
paises donde no se realizan dichos programas (10 % a 55 %) (Stege y col., 2000; Suh y
Song, 2005; Biksi y col., 2007; Correia-Gomes y col., 2013; Nathues y col., 2013; Viott y col.,

2013). Los programas de vigilancia que se implementan en paises como Suecia, Dinamarca,
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Finlandia y Noruega incluyen estrictas medidas de control en las granjas con denuncias
obligatorias y compensaciones econdémicas (Alban y col., 2012).

En relacion a las serovariedades de Salmonella presentes en el pais, estudios
previos en animales de faena, identificaron las siguientes serovariedades de Salmonella
enterica: S. Schwarzengrund, S. Heidelberg, S. subesp. | 6,8:¢,h:-, S. Derby, S.
Typhimurium, S. Bredeney, S. Ohio, S. Senftenberg y S. Rissen (Vigo y col., 2006; Ibar y
col., 2009). Por otro lado, en 2014, Parada, identific6 a S. Typhimurium como la
serovariedad mas frecuente en cerdos de engorde. En nuestro estudio, las serovariedades
identificadas difieren parcialmente de las de estos estudios, ya que ademas de S.
Typhimurium (4,12:i:-) monofasica, identificamos S. Derby, S. Javiana, S. Tennese, S. subsp
| 3,10:z210:-. Salmonella enterica serovar Typhimurium puede causar diarrea en cerdos y es
un importante agente zoondético (Vigo y col.,, 2009). Las evidencias sugieren que S.
Typhimurium es el ansentro mas probable del serotipo identificado como S. 4,12:i:-, ya que
el alto indice de similitud indica que son clones (Guerra y col., 2000). Por lo tanto, se
considera a S. 4,12:i:- una variable monofasica de S. Typhimurium. En general, las cepas
monofasicas pueden aparecer como evolucion de cepas ancestrales que no adquirieron los
genes responsables de la expresién de un segundo antigeno flagelar o del mecanismo de
“cambio de fase”, o como mutantes de cepas bifasicas que mas recientemente, por
diferentes eventos genéticos, han perdido los genes o la capacidad de expresion de alguno
de los antigenos flagelares (Echeita y col., 2011). La novedad del hallazgo de esta variante
monofasica de Salmonella esta relacionada a su creciente incidencia en EE.UU. y paises de
Europa. Este serovar se considera emergente en humanos, asociado al consumo de carne
de cerdo (Hauser y col.,, 2010). La identificacion por nuestra parte de S. Typhimurium
(4,12:i:-) resulta el primer reporte de una cepa monofasica en Argentina. Estudios previos

demostraron la relacion genética entre los aislamientos de cerdos y los de humanos
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enfermos, subrayando la importancia de los animales de consumo como fuente y reservorio
de S. Typhimurium (Parada, 2014; Hauser y col., 2010). El ganado porcino y la carne de
cerdo parecian ser los principales reservorios de esta cepa y la fuente de infeccion humana
(Echeita y col., 2011). Estos resultados, en conjunto, remarcan la variedad de serotipos
presentes en cerdos, en granjas y en frigorificos y expone el riesgo sanitario que implica la
presencia de Salmonella en la produccién porcina nacional.

Lawsonia intracellularis se identificd en todas las granjas y resultd ser el patégeno
con mayor tasa de deteccién solo o asociado con otros agentes. Esto ratifica la amplia
distribucion de la infeccién en nuestro medio y es consistente con estudios previos
serolégicos que arrojaron un alto porcentaje de granjas positivas a L. intracellularis
(Machuca y col., 2009). Al igual que en otros paises criadores de cerdos, L. intracellularis es
frecuentemente identificada en Brasil, donde se reporté que el 50 % de las granjas son
positivas por la técnica de PCR, mientras que el 100 % presentd anticuerpos contra L.
intracellularis (Viott y col., 2013; Resende y col., 2015). En paises europeos y asiaticos, las
detecciones a nivel granja varian entre el 48,4 % y 93,7 %, siendo endémica en la mayoria
de ellos (Stege y col., 2000; Suh y Song, 2005; Biksi y col., 2007; Reiner y col., 2011; Dors y
col., 2015). Las variaciones en los porcentajes de animales positivos pueden deberse al uso
de antibioticos, la corta e intermitente eliminacion de L. intracellularis y la larga duracion de
los anticuerpos en suero (Resende y col., 2015; Dors y col., 2015).

La disenteria porcina es una enfermedad que al igual que las demas entidades
presenta prevalencias muy variadas en paises productores de cerdos (desde 0 % a 40 %)
(Dors y col., 2015). La deteccion escasa de B. hyodysenteriae y la ausencia de B. pilosicoli,
observada en este estudio, coincide con la baja deteccion de estos agentes en granjas
intensivas en nuestro pais informada previamente. Mediante estudios de PCR de materia

fecal, de animales con diarrea, se detectdé B. pilosicoli en 4/24 establecimientos y B.
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hyodysenteriae en 2/24 establecimientos con uno a dos animales positivos por granja
(llanes y col., 2008). Carranza y col. presentaron en 2014, un estudio de prevalencia de
Brachyspira spp. en animales de 22 semanas de vida en los cuales 1/52 y 2/52 granjas
fueron positivas a B. hyodysenteriae y B. pilosicoli respectivamente. Mientras en muchos
paises la enfermedad se encuentra oculta por el uso de antibidticos, en otros lugares la
prohibicién del uso profilactico, resulté en un incremento de la prevalencia (Ordéfiez y col.,
2013). En Europa se ha estimado que B. hyodysenteriae se encuentra presente entre el 2,5
% y 24 % de las granjas (Mgller y col, 1998; Stege y col., 2000; Reiner y col., 2011), siendo
igual de variable los porcentajes en Brasil (Baccaro y col., 2003; Viott y col,. 2013). Si bien la
relevancia de B. hyodysenteriae disminuyé en algunos paises, EEUU y Brasil han reportado
recientemente brotes de disenteria porcina (Burrough, 2016; de Souza y col., 2013). La
disminucién de la prevalencia en algunos paises a partir de la década del 90 se debio al
manejo intensivo, tratamiento con drogas efectivas, adopcion de técnicas todo dentro-todo
fuera y mayor conocimiento y aplicacion de normas de bioseguridad (Dors y col., 2015;
Burrough, 2016). En Argentina, en las ultimas décadas, también se implementaron cambios
en el manejo y se mejoraron las medidas de bioseguridad, sumado a la posibilidad de contar
con planteles de madres libres de disenteria. Estos cambios explicarian también en nuestro

pais la baja tasa de deteccién de Brachyspira spp.

b. Frecuencia de deteccion por granja

. Prevalencias intragranja: dentro de cada granja, la prevalencia varié dependiendo
del agente patégeno investigado, la edad de muestreo y flujo productivo. En las dos granjas
positivas a B. hyodysenteriae, el porcentaje de identificacion intrapredio fue bajo en
comparacion con otros autores que citan medias de deteccion en granjas positivas de hasta

75 % (Dors y col., 2015; Barcellos, 2003; Giacoboni, 1998). Esta tasa de deteccién, aun en
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presencia de cuadro clinico en ambas granjas, podria asociarse al uso casi continuado de
antibioticos via oral y parenteral y al consumo de dietas de alta digestibilidad. Estudios
previos postularon que los resultados negativos obtenidos mediante cultivo y/o PCR pueden
deberse al uso de antimicrobianos (Barcellos y col., 2003). Ademas, los componentes de las
dietas de los cerdos son consideradas factores que influencian en la patogenia de
Brachyspira spp. interviniendo en el equilibrio de la microbiota intestinal (Burrough, 2016).
Para prevenir la enfermedad, se utilizan dietas de alta digestibilidad que reducen la actividad
fermentativa andmala en el intestino grueso y asi evitan el crecimiento bacteriano (Ordofiez
y col., 2013). Las granjas de nuestro estudio utilizaban dietas con formulaciones comerciales
de compafiias reconocidas del pais, pudiendo ser esta, otra razén para la baja deteccion
intragranja.

Los porcentajes de aislamiento de Salmonella en las granjas positivas vario entre 4,4
% y 16,7 %, similar a lo reportado en paises de América del Norte y Europa en donde, a
partir de un meta analisis, se calculdé una prevalencia intragranja de 6,7 % (Fosse y col.,
2009). Sin embargo, las comparaciones y la determinacion de la prevalencia intragranja son
dificiles debido a que en nuestro estudio se utilizaron pooles para el aislamiento lo que
puede llevar a sobreestimar o subestimar la prevalencia individual (Parada y col., 2009).

En relacién a L. intracellularis, la media de deteccién intragranja de nuestro estudio
fue de 15,8 % (variable ente 3,7 % y 34,7 %). En un trabajo realizado en animales de entre
30 y 50 kg, se observo una media de 25 % de deteccidén con un minimo de 5 % y un maximo
de 30 % (Stege y col., 2000). Estas variaciones se relacionan con la existencia o no de
antecedentes de diarrea en la granja y con las caracteristicas de los establecimientos, que
determinan el riego del ingreso, difusién y permanencia de la enfermedad (Jacobson y col.,

2010).
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Varias condiciones de alojamiento se pueden identificar como factores de riesgo para
la ocurrencia sostenida de enfermedades entéricas dentro de una granja, tales como los
dias de vacio sanitario, el procedimiento de limpieza y desinfeccion, el control de roedores y
pajaros, etc. (Jacobson y col., 2010). Al mismo tiempo, las bacterias estudiadas tienen una
sobrevivencia considerablemente larga fuera del huésped. Por ejemplo L. intracellularis
sobrevive 2 semanas en heces entre 5 y 15 °C; mientras que B. hyodysenteriae sobrevive
en heces hasta 48 dias. Ademas pueden ser transmitidas por fomites y vectores (Collins y
col., 1999; Friedman y col., 2008; Burrough, 2016). La limpieza y la desinfecciéon no eliminan
a Salmonella del medio ambiente de las granjas y la contaminacién residual podria ser
responsable de las nuevas infecciones. Un estudio demostré la asociacién entre la
proporcion de hisopos ambientales positivos y la proporcion de muestras de cerdos
positivos, lo que sugiere que el medio ambiente contaminado contribuye a la infeccion en los
animales (Pires y col., 2013). En los sistemas de alojamiento modernos, la persistencia de
agentes patdgenos se ve favorecida por el elevado nimero de animales en un espacio
limitado y por el escaso tiempo para limpiar, desinfectar y secar adecuadamente los corrales
entre lotes sucesivos (Jacobson y col., 2010; Burrough, 2016). En las granjas evaluadas, los
responsables de la produccion, preferian maximizar el uso de las instalaciones de engorde,
en detrimento de respetar los periodos de vacio sanitario adecuados. Ademas, se
identificaron en mayor o menor medida, flujo continuo de engorde, falta de personal
exclusivo por sectores, ausencia de pediluvios en el ingreso a galpones, presencia de otras
especies en la granja y en los galpones. Otros factores relacionados con la prevalencia
intragranja son la mezcla de animales de diferentes edades y la presencia de cerdas
portadoras subclinicas, sobre todo en granjas monositios (Burrough, 2016).

. Evaluacion del riesgo de deteccion por granja: la variable “granja”, que incluye el

manejo, alojamiento, alimentacion, bioseguridad, etc. influyé en el riesgo de deteccién de L.
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intracellularis. En las granjas 7, 3 y 2, la deteccion intrapredial fue de 3,7 %, 7,7 % y 10,7 %,
respectivamente y el riesgo de deteccion no presentd diferencias significativas entre si. Las
granjas 1, 6 y 5 presentaron un riesgo de deteccion de L. intracellularis 4,5, 4 y 3,7 veces
mas que las granjas previamente mencionadas. Los valores mas altos de riesgo de L.
intracellularis de 14,8 y 8,8 veces mas, se observaron en las granjas 4 y 8 respectivamente,
las cuales incluso fueron categorizadas con cuadro clinico de diarrea. Estos resultados son
similares a los presentados por otros autores, donde las mayores detecciones se obtuvieron
en granjas con problemas clinicos de diarrea (Stege y col., 2000; Mgller y col., 1998).

En el caso de Salmonella spp. la granja 5 presentd menor riesgo de deteccion que la
granja 8. En cambio, las granjas 1, 2, 7 y 8 no mostraron diferencias significativas entre si.
Las variaciones en el riesgo de aislamiento de Salmonella y de deteccion de L. intracellularis
pueden deberse al uso de antibidticos, a la eliminacidon intermitente en heces y a la
eliminaciéon de un numero minimo de bacterias en las infecciones subclinicas (Jacobson y

col., 2010; Vigo y col., 2009).

c. Detecciones por edad

Un alto porcentaje de deteccion de L. intracellularis y Salmonella spp. se observo en
las categorias de mayor edad indicando que el riesgo de deteccion de L. intracellularis y
Salmonella spp. incrementoé al aumentar la edad de los animales. En el caso de Salmonella,
el riesgo de deteccion fue estadisticamente mayor a las 20 y 24 semanas de vida y para L.
intracellularis, a partir de las 14 semanas de vida, duplicandose entre las 17 y 20 semanas.
El riesgo de deteccion de L. intracellularis a las 24 semanas fue 47 veces mas que el riesgo
de deteccién a las 8 semanas de vida. La dinamica de infeccion encontrada en nuestro
estudio para L. intracellularis difiere de los resultados descriptos en paises europeos donde

no se observan diferencias en la prevalencia de estos patégenos en distintos grupos de
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edades (Stege y col., 2004; Dors y col.,, 2015). En los paises donde no se permite la
administracion de antimicrobianos para uso preventivo, la eliminaciéon en materia fecal de L.
intracellularis tiende a ocurrir mas tempranamente, alrededor de cuatro o seis semanas
después del destete (Brandt y col., 2010). Se ha postulado que el uso de antimicrobianos
reduce la presion de infeccion de L. intracellularis en las etapas de recria y crecimiento
temprano, retrasando la edad de infeccion y la excrecion, por lo que su deteccion ocurre en
la fase de terminacion en concordancia con el retiro de antibiéticos (Resende y col., 2015;
McOrist y Gebhart, 2012). Se demostrd que el impacto de la infeccidon por L. intracellularis
en la GDP es mayor en cerdos de terminacion que en animales de crecimiento (McOrist y
col., 1997). Es por esto, que en las granjas evaluadas, el impacto productivo por la infeccion
podria ser mas alto. Por otro lado, en 5 granjas se encontraron animales de entre 14 y 24
semanas con materia fecal grado 4, positivos a L. intracellularis. Estos animales presentaron
la diarrea tipica de EPH la cual suele ocurrir en cerdos de mas de 4 meses sin inmunidad
previa a L. intracellularis y ante la presencia de una dosis alta de bacterias (Jacobson y col.,
2010). En nuestro estudio, si bien no se evalué el estatus inmunitario de los animales en
relacion a L. intracellularis ni se cuantificd la cantidad de microorganismos presentes, la
deteccién en presencia de diarrea con sangre digerida alerta sobre el riesgo de la
presentacion aguda de enteropatia en los cerdos sometidos en edades tempranas a
antibioticoterapia. El riesgo de esta presentacion es su alta letalidad (mas de 50 %) y la
posibilidad de una mayor difusion de la enfermedad ya que la bacteria es eliminada por
materia fecal en grandes dosis (Jacobson y col., 2010; McOrist, 2005).

En nuestro estudio el riesgo de deteccién de Salmonella fue 4,6 y 5,5 veces mayor a
las 20 y 24 semanas que a las 8 semanas de vida, respectivamente. Esto concuerda con
otros autores que encontraron que la prevalencia fue mas alta en cerdos en edad de faena

(Parada 2014; Rostagno y col., 2012) y se contrapone con otros estudios que indican una
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disminucion de la deteccion durante la etapa de crecimiento y terminacion asociada al uso
de antibidticos como promotores del crecimiento y al control de enfermedades respiratorias
o la inmunidad natural a la infeccion (Vigo y col., 2009; Kranker y col., 2003; Pires y col.,
2013). En ausencia de antibidticos, la dinamica de la infeccion por Salmonella muestra
mayor deteccion entre las 10 y 14 semanas de vida. No esta claro si esta asociacion
representa la evolucion natural de Salmonella en porcinos, ya que los animales jovenes son
mas susceptibles a la infeccion bacteriana (Pires y col., 2013). La importancia del retraso de
la infeccion con Salmonella spp. radica en que los cerdos positivos pueden infectar a otros
animales durante el transporte o en el tiempo de espera pre-faena e incrementar el riesgo de
contaminacion de las carcasas (Belceil y col.,, 2004). En este sentido, algunas acciones
deberian ser consideradas en las granjas ante la presencia de Salmonella spp. en la etapa
de engorde y a lo largo de la cadena de produccién de carne de cerdo (transporte, periodo
de espera, rutina de faena) para disminuir los riesgos de contaminacién de la carne,

considerando el riesgo para la salud publica y la seguridad alimentaria en el pais.

d. Presencia de diarrea

Los patdgenos en estudio se identificaron con mas frecuencia en heces diarreicas
que normales, indicando la relacién entre la presencia de agentes en materia fecal y el
desarrollo de diarrea. Brachyspira hyodysenteriae solamente se detectd6 en cerdos con
diarrea, en concordancia con estudios previos que reportan que la deteccién de B.
hyodysenteriae es mas frecuente en cerdos con diarrea y en granjas con historia de diarrea
(Biski y col., 2007; Mgller y col., 1998; Reiner y col., 2011). Mas alla de los factores de
patogenicidad de la bacteria, la enfermedad y los signos clinicos dependen de co-factores
tales como la composicion de la dieta, estado inmune del animal, secrecion de acido

estomacal, dosis del agente infeccioso, virulencia de la cepa y presencia de otros
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organismos anaerobicos en el intestino (Burrough, 2016; Ordoéfez y col., 2013; Duff y col.,
2015). Dependiendo de estos factores, los signos clinicos en la disenteria porcina en cerdos
jévenes pueden ir desde una diarrea mucosa sin alteracion de la condicion corporal hasta
una grave diarrea hemorragica (Burrough, 2016). En nuestro estudio, la mayor parte de las
diarreas fueron grado 3 (con sangre fresca), aunque también se encontraron grados 1y 2.
No se hallaron animales positivos sin diarrea. En contraposicién, en otros estudios se
consigné que la infeccién subclinica provocada por B. hyodysenteriae ocurre en cerdas y es
considerada importante, debido a la posibilidad de transmision del agente entre granjas y a
los lechones en el parto. En nuestro estudio no se incluyéd materia fecal de cerdas y
lechones jovenes, pero la nula deteccion de animales positivos sin diarrea podria asociarse
con el esquema de muestreo, la baja dosis de bacterias excretadas, el limite de deteccion
de la prueba utilizada y/o los tratamientos antibiéticos (Burrough, 2016; Duff y col., 2015).

Se obtuvo asociacién entre la deteccion de L. intracellularis y la presencia de diarrea
(OR= 2,3; IC: 1,6-3,3; p<0,05). En un estudio previo, la presencia de L. intracellularis
aumenté el OR de diarrea en el rebafo en un factor de 1,5 (Mgller y col., 1998). Ademas, se
ha demostrado la presencia de L. intracellularis en granjas con mala performance e historia
de diarrea, revelando que esos son los signos clinicos en granjas endémicas (Jacobson y
col., 2000). Otros autores, demostraron la correlacién entre la ocurrencia de diarrea, las
lesiones intestinales y la disminucion de la GDP. Asi, determinaron que cuando la diarrea es
mas liquida, la cantidad de bacterias eliminadas es mayor, la disminucién de la GDP
también y las lesiones resultan mas extensas (Pedersen y col.,, 2012a; Pedersen y col.,
2012b). El riesgo de deteccion de L. intracellularis segun la puntuacién de grado de materia
fecal 1, 2 y 4 fue de 2,4; 4,8 y 32,1 veces mayor que el grado 0 respectivamente, indicando
que cuando la diarrea es mas liquida y/o contiene sangre digerida, la posibilidad que esa

diarrea se encuentre asociada a L. intracellularis es mayor. Este hallazgo es de gran valor al
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momento de seleccionar la muestra de materia fecal para la detecciéon por PCR de L.
intracellularis.

El porcentaje elevado de cerdos con material fecal grado 0 que resultaron positivos a
L. intracellularis, alcanzaron un 10,9 % de todos los cerdos sin diarrea evaluados y el 35 %
de todos los animales positivos a L. intracellularis. Estos altos porcentajes nos muestran que
la infeccidn subclinica estd muy presente en las categorias estudiadas y representa un
riesgo sanitario y productivo para las explotaciones. En las granjas con infecciones cronicas-
subclinicas, los animales exhiben materia fecal de caracteristicas normales o “flojas”, de
color verdoso o ligeramente amarillento (McOrist y Gebhart, 2012). Estas caracteristicas
fueron vistas en nuestro trabajo, donde L. intracellularis se identificd en 21 lotes de cerdos,
pero solo 9 presentaron entre 4 % y 6,8 % de animales con diarrea y en la mitad de estos
lotes hubo entre 1 y 5 animales con grado 4 (de alto riesgo de ser L. intracellularis positivo).
Los demas lotes positivos presentaron bajos porcentajes de diarrea y la mayoria de color
verdoso o verde-amarillento y fueron categorizados como lotes con infeccion subclinica. El
efecto de la presencia de lotes con manifestacion subclinica, radica en menor ganancia de
peso y animales desparejos (McOrist y Gebhart, 2012). Un estudio experimental utilizando
distintas dosis de L. intracellularis, determind que los animales inoculados con bajas dosis
presentaron, en ausencia de diarrea, una menor GDP y lesiones intestinales microscépicas
(Paradis y col., 2012). Es asi que a la merma productiva se suma la posibilidad de estos
animales de infectar a sus companieros de corral (Jacobson y col., 2010).

En este trabajo, se observé una relacion de 2,5:1 entre animales con y sin diarrea
positivos a L. intracellularis y ademas se evidencié una correlacién positiva. Esto indica que
cuando en un lote se observan animales con diarrea, una proporcién de animales sin diarrea
también son positivos. Un animal con diarrea elimina 7 x 10° bacterias por gramo de materia

fecal, siendo la dosis infectante para un cerdo de 10* a 10° microorganismos totales
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(Jacobson y col., 2010). Sobre esta base, es posible que la mayor presion de infeccion en
un corral, dada por la presencia de animales con diarrea positivos a L. intracellularis, sea la
causa de la elevada cantidad de animales infectados subclinicamente.

No se observo asociacion entre la identificacion de Salmonella spp. y la presencia de
diarrea en los cerdos, aunque si se observé un OR de 1,9 (p>0,05) para el aislamiento de la
bacteria en materia fecal grado 1, en comparacién con la grado 0. Las razones de la falta de
asociacion con la diarrea pueden ser la utilizacién de pooles para el aislamiento de
Salmonella spp. y la identificacion de especies no patégenas para el cerdo (Vigo y col.,
2009; Parada y col.,, 2013). En contraposicion a esto, si bien no hubo diferencias
estadisticas, en la granja 8, S. Typhimurium fue identificada principalmente en cerdos con
diarrea y positivos a L. intracellularis. Igualmente, no se pudo determinar si la diarrea es
causada por uno o ambos agentes ya que solo se obtuvo materia fecal. Sin embargo,
también se detectd Salmonella a partir de cerdos portadores subclinicos.

En un porcentaje elevado de muestras de materia fecal grado 1 no se detecto
ninguno de los agentes estudiados. La diarrea leve en cerdos de engorde puede ser
causada por factores no infecciosos asociados al cambio de dieta cuando los animales
cambian de categoria. El aumento de proteina vegetal (principalmente soja) en relacién a la
proteina animal, puede resultar en materia fecal mas liquida y con restos de alimento sin
digerir (Thomson y Friendship, 2012). Recientemente, se introdujo el término de “diarrea de
baja patogenicidad” cuando no se detectan agentes patdgenos en animales con diarrea no
hemorragica. Asi, las diarreas de baja patogenicidad deben diferenciarse de las infecciosas
ya que potencialmente no requieren tratamiento con antibidticos ni antiparasitarios y no

afectan la produccion (Pedersen y col., 2014).

Tesis Doctoral Pérez Estefania



e. Necropsias

En las necropsias realizadas, 15/69 casos se asociaron a entidades entéricas
infecciosas, siendo reiteradamente L. intracellularis la bacteria mas frecuente tanto en
animales con y sin lesiones macroscopicas y microscopicas. Nuevamente se destaca la
importancia de L. intracellularis como agente causal de enteropatia, clinica y subclinica. De
esto se desprende la necesidad de utilizar técnicas sensibles para el diagnéstico, sobre todo
en ausencia de lesiones y con sospecha de enfermedad a nivel poblacional. Son indicados
el uso conjunto de PCR a partir de raspaje de mucosa y/o IHQ mas histopatologia, ya que
ambas técnicas complementarias mejoran significativamente la sensibilidad del examen post
mortem, mas aun cuando se evalia un bajo niumero de animales o si los mismos no son
seleccionados en funcién de los signos clinicos presentes (Stevenson, 2001). En la granja 3,
en la inspeccién macroscoépica del intestino grueso, las lesiones fueron sutiles y no se
observaron las larvas del parasito T. suis, las que si se identificaron en la evaluacion
microscopica. Aun en ausencia de lesiones, se recomienda el apoyo diagndstico de
laboratorio para identificar el agente causante de diarrea, considerando ademas, agentes
poco frecuentes entre los diagnodsticos diferenciales (Ladinig y col., 2009, Huerta y col.,
2003; Pittman y col., 2010). A diferencia del estudio retrospectivo, donde solo se observé un
caso de T. suis, aqui observamos 3 casos en una granja intensiva de 2000 madres. Esto

nos indica la variacion existente en la deteccion de agentes en el tiempo.

f. Infecciones mixtas en animales vivos y muertos

En 3/15 necropsias se observaron infecciones mixtas, resultado mayor al encontrado
en animales vivos. Esto podria coincidir con lo postulado por Jacobson y col., (2003) que
propone que el riesgo de desarrollar la enfermedad clinica (y morir) podria aumentar si dos

patégenos estan presentes, ya que el dafo intestinal probablemente sea mas extenso. En la
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granja 3 se identificod T. suis y PCV-2, ademas de L. intracellularis la cual también habia sido
detectada en animales vivos.

En nuestro estudio, el uso conjunto de técnicas diagndsticas anatomopatoldgicas y
de biologia molecular aument6 la posibilidad de deteccion de agentes entéricos en una
granja. Si bien en 7/8 granjas se identificé mas de un agente patégeno, no se detectdé una
relacion estadisticamente significativa entre estos patéogenos a nivel individual ni a nivel
granja. En animales vivos, la principal combinacién observada en 11 cerdos (1,16%) fue S
Typhimurium y L. intracellularis en concordancia con otros estudios reportados, donde las
infecciones mixtas no superan el 2,2 % de las muestras (Suh y Song, 2005; Dors y col.,
2015). Al parecer, es mas frecuente el observar mas de un agente a nivel granja que a nivel
individual, y en animales muertos mas que en animales vivos. Esta podria ser una de las
causas de los fracasos terapéuticos (Biksi y col., 2007; Baccaro y col., 2003). Ademas, en
las infecciones mixtas con participacion de parasitos, los tratamientos antiparasitarios son
necesarios para combatir la infestacion (Pittman y col., 2010) y dichos agentes podrian estar
asociados a la presencia de diarrea. La identificacion de multiples agentes enteropatégenos
en cuadros clinicos y subclinicos de cerdos de engorde hace necesario un estudio integral

de la microbiota intestinal, a fin de comprender la etiopatogenia de los cuadros entéricos.
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Conclusiones

. Se identificaron L. intracellularis y Salmonella a partir de animales con y sin cuadro

clinico, mientras que B. hyodysenteriae solo se detecto a partir de animales con
diarrea.

Lawsonia intracellularis se identifico en todas las granjas, en animales con y sin
diarrea, tanto solo como asociado con otros agentes.

Brachyspira hyodysenteriae solo se detectd en lotes con elevados porcentajes de
diarrea, en contraposicion a L. intracellularis que se identificé mayoritariamente en
lotes con infeccidn subclinica.

Se reporta por primera vez en Argentina la identificacion de una cepa monofasica de
S. Typhimurium, patégeno emergente en humanos y que se asocia al consumo de

carne de cerdo (S. subespecie 1 (4,12:i:-)).

. La variable “granja” influyd en el riesgo de deteccion de L. intracellularis. Las

caracteristicas de las granjas tales como el flujo, higiene, manejo, instalaciones,
bioseguridad, etc. pueden contribuir a las prevalencias intragranja.

Las granjas con cuadro clinico de diarrea presentaron un riesgo de deteccion de L.
intracellularis de 14,8 y 8,8 veces mas que las granjas sin problemas.

El riesgo de deteccion de L. intracellularis y Salmonella spp. aumentoé con la edad de

los animales.

. El mayor riesgo de deteccion de L. intracellularis en animales préximos a la faena

implica un riesgo para la presentacién aguda y de alta mortalidad de EPP.
El mayor riesgo de aislamiento de Salmonella en animales de 20 y 24 semanas de

vida aumenta la posibilidad de enviar cerdos positivos a la faena.

10. En las granjas en estudio, cada 2,5 cerdos con diarrea positivos a L. intracellularis,

existe 1 sin signos clinicos evidentes y senala la importancia de los animales

subclinicos.
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11.

12.

13.

14.

El 81 % de las muestras grado 1 fueron negativas a los 4 agentes estudiados. La
diarrea leve en cerdos de engorde podria ser causada por factores no infecciosos u
otros infecciosos no incluidos en el estudio.

La coleccién de muestras estratégicas (con sangre, mucus, fibrina, etc.), destinadas
a un abordaje diagndstico etiolégico poblacional, brinda mas posibilidades de
detectar el/los agentes/s causales de diarrea.

El examen macroscépico de las lesiones intestinales debe ir siempre acompafiado
de estudios microscopicos, microbioldogicos y moleculares para aumentar la
sensibilidad del diagndstico.

La técnica de PCR multiplex es una herramienta valiosa para la deteccion rapida y
simultanea de agentes entéricos a partir de materia fecal en cerdos con infecciones
clinicas y subclinicas. Ademas constituye una técnica util para evaluar la coinfeccién

y la dinamica de las infecciones entéricas.
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5. Capitulo 3: Efecto de la presencia de enteropatégenos sobre los parametros

productivos y estimacion del costo de EPP y DP

Objetivos especificos

% Evaluar el efecto de la presencia de Lawsonia intracellularis, Brachyspira
hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoli y Salmonella spp sobre los parametros

productivos y el impacto econdmico directo, en cuadros clinicos y subclinicos.

i. Materiales y métodos

a. Efecto de la presencia de enteropatégenos sobre los parametros productivos y

sanitarios: evaluacion a nivel granja

Se utilizé la correlacion de Pearson para determinar la fuerza y sentido de asociacion
entre las siguientes variables: porcentaje de deteccidon global de cada agente/ granja, GDP,
peso al final de recria, mortalidad en la etapa de recria, mortalidad en la etapa de engorde,
grado de bioseguridad, numero de madres y numero de sitios.

El grado de bioseguridad se establecié a partir de la informacién obtenida en la
encuesta. Se categoriz6 como buena, regular o mala segun la cantidad de normas de
bioseguridad cumplidas. Cada medida de bioseguridad fue puntuada con 1 cuando se
cumplia y con 0 cuando no se cumplia (Laanen y col., 2013). La sumatoria de ellas, otorgd
un valor numérico que se categorizé en: grado 1 (mala bioseguridad, sumatoria de valores
entre 1-5); grado 2 (regular bioseguridad, sumatoria de valores entre 6-10) y grado 3 (buena

bioseguridad, sumatoria de valores entre 11-15) (ver anexo, planilla 1y 2).
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b. Analisis de los costos directos de enteropatia proliferativa porcina y disenteria

porcina

Para obtener el costo directo asociado a DP y EPP se consideraron en el calculo la
pérdida econémica asociada a la disminucién de la GDP, mas los gastos en antibiético
utilizado por cerdo. La mortalidad no se incluyé dado que no resulté posible obtener, en
ninguna de las granjas, el dato preciso respecto del numero y peso de los animales que
murieron a causa de las enfermedades estudiadas.

Se realizaron los siguientes calculos basados en lo descripto por Bennett y col.

(1999) y McOirrist y col. (1997):

Estimacion del gasto en antibiéticos por cerdo

Para el calculo del gasto en antibi6ticos por cerdo se tuvieron en cuenta:

*peso vivo en kg y consumo de alimento por semana de vida en kg: estos datos se
obtuvieron de una tabla técnica provista por una empresa de genética comercial (Anénimo,
2014).

*tratamientos antibidticos: se utilizé la informacién obtenida en la encuesta:

-principios activos utilizados en cada edad. Solo se incluyeron las drogas utilizadas
de forma oral, via alimento o agua, y no aquellas inyectables, ya que ninguna de las granjas
contaba con su registro de uso.

-duracién en dias de los tratamientos

-dosis en mg/kg

-concentracion de la droga en la presentacion farmacéutica empleada
*precio de los antibiéticos por kilo o litro de producto comercial utilizado

En los casos en que se utilizd mas de una droga por ciclo productivo, se sumaron los

costos por droga administrada para obtener el gasto en antibiéticos por cerdo.
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Estimacion de la pérdida econédmica asociada a la disminucién de GDP por cerdo

Para calcular la pérdida econémica que produce la disminucién de la GDP en cada

cerdo engordado, se utilizé la siguiente informacion y calculo:

Informacion utilizada:

*tasa de deteccion global de cada agente por granja

*poblacion en riesgo: cerdos engordados por semana

*precio medio ponderado por kg de cerdo vendido: para esta variable se utilizaron los datos
oficiales del Ministerio de Agroindustria

*ganancia diaria de peso de cada granja: dato obtenido en la encuesta

*porcentajes maximo y minimo de reduccién de la ganancia diaria de peso: para L.
intracellularis, los porcentajes de reduccién utilizados fueron 31 % y 9 % (McOrist y col.,
1997) y en el caso de B. hyodysenteriae 62 % y 10 % (Barcellos y col., 2010),
respectivamente

*periodo critico de la enfermedad: 8 semanas de reduccion de GDP (McOrist y col., 1997)

Calculo:
Poblacion en riesgo X tasa deteccion global X reduccion de la GDP X precio del cerdo=

Pérdida econémica asociada a la disminucién de la GDP por semana

Pérdida econémica asociada a la disminucion de la GDP por semana/ poblacién en

riego= Pérdida econédmica asociada a la disminucién de la GDP por cerdo
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Estimacion del costo de las enfermedades entéricas
Para determinar el costo directo de las enfermedades entéricas se sumaron las
pérdidas econdémicas asociadas a la disminuciéon de la GDP por cerdo y el gasto en
antibiéticos por cerdo. En las granjas donde se presentaron las dos enfermedades, se

adicionaron los costos individuales de cada una de ellas.
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ii.. Resultados

a. Efecto de la presencia de enteropatégenos sobre los parametros productivos:

evaluacion a nivel granja

En funcién de la categorizacion de bioseguridad las granjas 1, 3, 4, 5,y 8 se
clasificaron como grado 3, la 2 se categorizé como grado 2 y las granjas 6 y 7 como grado
1. En la tabla 15 se presenta un resumen de los porcentajes de deteccion de cada agente
por granja, GDP, peso de recria, peso de venta, dias a la venta, mortalidad en la etapa de
recria, mortalidad en la etapa de engorde, grado de bioseguridad, numero de madres vy
cantidad de sitios. En la tabla 16 se muestran resultados respecto de las fuerzas y sentido
de asociacién entre las variables con significacion estadistica. No se observaron
asociaciones estadisticamente significativas para las variables: deteccion de L.
intracellularis, aislamiento de Salmonella spp., cantidad de sitios de la granja y niumero de

cerdas.

b. Andlisis de los costos directos de enteropatia proliferativa porcina y disenteria

porcina

Estimacion del gasto en antibiéticos por cerdo
Para el calculo de los costos se consideraron los valores de los insumos y el precio
del capdn en pie de agosto de 2014. En la planilla 3 del anexo se presentan los costos del
tratamiento por cada cerdo engordado, segun la edad y el antibiético utilizado por granja. El
costo total de cada plan sanitario por cerdo fue: granja 1: $13,6; granja 2: $28,9; granja 3:

$21,1; granja 4: $26,2; granja 5: $15,8; granja 6: $34,5; granja 7: $51,9; granja 8: $25,5.

1
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Estimacioén de las pérdidas econémicas asociadas a la disminucion de la GDP por
cerdo
Los resultados de las pérdidas econdémicas para L. intracellularis y B.

hyodysenteriae, se muestran en las tablas 17 y 18, respectivamente.

Estimacion del costo directo de las enfermedades entéricas
En la tabla 19, se indica el costo directo de las enfermedades estudiadas con el

impacto minimo y maximo por cerdo, en cada granja.
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Tabla 15. Deteccion de agentes enteropatégenos, datos productivos y sanitarios en cada granja

Granja Cerdas Sitios B. L. Salmonella Mortandad Mortandad Grado de Peso Peso GDP Dias
hyodysenteriae intracellularis spp. recria (%) engorde (%) Dbioseguridad recria(kg) engorde (kg) a la
(%) (%) (%) (kg) venta
1 1000 1 0 15,9 16,7 0,8 3,2 3 31 119 0,73 163
2 600 1 0 10,7 8,3 3,31 3,5 2 28,95 111 0,69 159,5
3 2500 3 0 7,7 0 4,58 4.4 3 23,45 117,3 0,69 170
4 660 1 0 34,7 0 0,8 3,2 3 31 119 0,70 170
5 1000 2 0 14,9 4,2 2 6,0 3 29 109 0,64 171
6 400 1 5,9 14,3 0,0 10 5 1 23,18 95,2 0,57 166
7 70 1 7,4 3,7 6,3 - - 1 - 104,2 0,59 175,8
8 1500 3 0 24,2 16,0 1,4 3,5 3 30 107 0,73 147

Bh: B. hyodysenteriae; Li: L. intracellularis; GDP= ganancia diaria de peso. Kg= kilogramos; -: sin dato

Tabla 16. Correlaciones con significacion estadistica entre las distintas variables evaluadas

Variables Valor de correlacion Valor de p
Peso recria y mortalidad en recria -0,88 0,008
Deteccion de BH y mortalidad recria 0,9 0,004
Deteccion de BH y bioseguridad -0,88 0,008
Deteccion de BH y GDP -0.84 0,016
Mortalidad recria y bioseguridad -0,87 0,016
Mortalidad recria y GDP -0,84 0,010
Bioseguridad y GDP 0,77 0,040

BH: B. hyodysenteriae; GDP= ganancia diaria de peso.
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Tabla 17. Pérdida econémica asociada a L. intracellularis.

Granja Granja Granja Granja Granja Granja Granja Granja

1 2 3 4 5 6 7 8
Deteccion de L. intracellularis 0,15 0,1 0,07 0,35 0,15 0,14 0,04 0,24
Poblacién en riesgo por semana 500 300 1250 330 500 200 35 750
GDP promedio 0,730 0,700 0,69 0,700 0,640 0,570 0,590 0,730
% pérdida minimo en GDP 9 9 9 9 9 9 9 9
% pérdida maximo en GDP 31 31 31 31 31 31 31 31
Impacto en kg (GDP minima) 0,066 0,063 0,062 0,063 0,058 0,051 0,053 0,066
Impacto en kg (GDP maximo) 0,226 0,217 0,214 0,217 0,198 0,177 0,183 0,226
Periodo en dias critico de la 56 56 56 56 56 56 56 56
enfermedad
Kilogramos minimos no ganados 3,7 3,5 3,5 3,5 3,2 2,9 3,0 3,7
/cerdo
Kilogramos maximos no 12,7 12,2 12,0 12,2 1,1 9,9 10,2 12,7

ganados /cerdo
Minimo de kg perdidos/semana 275,9 113,2 304,3 404,0 240,3 82,2 3,9 662,3

Maximo kg perdidos/semana 950,5 390,1 1048,1 1391,5 827,7 283,0 13,3 22811
Valor Kg de carne* 10,4 10,4 10,4 10,4 10,4 10,4 10,4 10,4
Pérdidas minimo en $/semana 2858,7 1173,3 31524 4185,3 24896 8512 39,9 6861,0
Pérdidas maximo $/semana 9846 4041 10858 14416 8575 2931 137 23632
Pérdida de $/cerdo minimo 5,72 3,91 2,52 12,68 4,98 4,26 1,14 9,15
Pérdida de $/cerdo maximo 19,69 13,47 8,69 43,69 17,15 14,66 3,93 31,51

*precio promedio del kilogramo de cerdo en pie (agosto de 2014).
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Tabla 18. Pérdida econdémica asociada a B. hyodysenteriae.

Granja 6 Granja 7

Deteccion de B. hyodysenteriae 0,06 0,07
Poblacién en riesgo por semanal 200 35
GDP promedio 0,570 0,590
% pérdida minimo en GDP 10 10
% pérdida méaxima en GDP 62 62
Impacto en kg (GDP minimo) 0,057 0,059
Impacto en kg (GDP méaxima) 0,353 0,366
Periodo en dias critico de la enfermedad 56 56
Kilogramos minimos no ganados /cerdo 3,2 3,3
Kilogramos maximos no ganados /cerdo 19,8 20,5
Minimo de kg perdidos/semana 38,3 8,6
Maximo kg perdidos/semana 237,5 53,1
Valor del Kg de carne* 10,4 10,4
Pérdidas minimo en $/semana 396,8 88,7
Pérdidas maximo $/semana 2460,3 549,7
Pérdida de $/cerdo minimo 1,98 2,53
Pérdida de $/cerdo maximo 12,30 15,70

*precio promedio del kilogramo de cerdo en pie (agosto de 2014).

Tabla 19. Costo total de las enfermedades entéricas por cerdo en cada granja.

Granja Granja Granja Granja Granja Granja Granja Granja

1 2 3 4 5 6 7 8
Pérdida 572 3,91 2,52 12,68 4,98 4,26 1,14 9,15
PERDIDAS  minimal/cerdo
POR EPP Pérdida 19,69 13,47 8,69 43,69 17,15 14,66 3,93 31,51
maxima/cerdo
Pérdida 1,98 2,53
PERDIDAS minima/cerdo
POR DP Pérdida 12,30 15,70
maxima/cerdo
GASTO Gasto en 13,59 28,88 21,14 26,25 15,85 34,53 51,98 25,48
ANTIBIOTICO antibidticos
Costo total 19,3 32,8 23,7 38,9 20,8 40,8 55,6 34,6
minimo de la
enfermedad/cerdo
COSTO  engordado
T opepp: O Costo total 333 423 208 699 33 615 716 57
maximo de la
enfermedad/cerdo
engordado

Valores expresados en pesos argentinos.

1
Tesis Doctoral Pérez Estefania



V. Discusion:

a. Impacto productivo

Bajo las condiciones de nuestro estudio, no se observaron correlaciones entre la
deteccion de L. intracellularis o Salmonella spp. y la GDP. Las infecciones entéricas
producen pérdidas productivas debido a la mala absorcion intestinal de nutrientes y agua,
pero los porcentajes de reduccion de peso que se citan en los estudios experimentales y de
campo son variables ya que dependen de la edad de infeccion, la dosis infectante, el grado
de lesion intestinal y de la reduccién del consumo de alimento, siendo para la infeccion con
L. intracellularis desde el 6 al 42 % (Paradis y col., 2012; McOrist y col., 1997; Stege y col.,
2004; McOirist y col., 2006). En nuestro estudio, es posible que el impacto productivo se
diluya al haber utilizado la GDP de nacimiento-venta por carecer de datos de GDP de la
etapa de engorde. Por ejemplo, en un estudio en una granja comercial, los cerdos infectados
con L. intracellularis disminuyeron la GDP 50 g/dia y ese efecto no fue estadisticamente
significativo (Brant y col., 2010). En otro estudio se observaron variaciones de la GDP de 19
a 27 % respecto de la granja con menor detecciodn, y solo fue estadisticamente significativa
la granja con 27 % de reduccion del peso (Stege y col., 2004). Estudios longitudinales de
infeccién por L. intracellularis indican que los cerdos ganan menos peso en el transcurso de
la enfermedad pudiendo luego compensar parcialmente la ganancia de peso hasta la faena
(Stege y col., 2004).

En el presente estudio se observaron granjas sin problemas de diarrea y con
detecciones bajas a moderadas de L. intracellularis, en las cuales la enfermedad fue
considerada subclinica. Se ha postulado que la EPP es la enfermedad subclinica que mas
pérdidas productivas produce en la cria porcina (McOrist, 2005). En ensayos de vacunas en

granjas subclinicas, los animales vacunados presentaron menor tasa de mortalidad, mayor
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GDP y mejores caracteristicas de la canal que los cerdos no vacunados (McOrist y Smits
2007; Park y col., 2013). En otro estudio, las diferencias entre vacunados y no vacunados
fueron de 48 g/dia durante en el periodo de engorde. Finalmente la media res de cerdos
vacunados pesaba 5,7 kg mas que la de los no vacunados (Scholz y col., 2011).

La deteccién de B. hyodysenteriae se correlaciond positivamente con la tasa de
mortalidad y negativamente con la GDP. La asociacion observada se correspondi6 con una
baja GDP en los animales, no alcanzando los 600 gramos diarios en la granjas positivas,
mientras que las negativas fueron de alrededor de 700 gramos diarios. Disenteria porcina
afecta la performance productiva ya que causa una reduccion en la GDP de entre 10 y 62 %
y una disminucion en la eficiencia de conversion de 10 a 90 % (Barcellos y col., 2010).
Asimismo la recuperacién no es completa, por lo tanto los animales persisten con una menor
GDP hasta la faena (Hampson y col., 2012). Ademas, las condiciones de alojamiento y otros
signos clinicos observados en estas granjas (diarrea en maternidad, tos y retraso en recria)
pudieron participar en la reduccion de la GDP y el bajo peso a la salida de la recria, en el
bajo peso de venta y en la alta mortalidad. Nuestros resultados coinciden con otros autores
que ubican a la DP como una enfermedad grave (Hampson 2006) y que genera un dafo
importante en la economia de una granja, tal como se pudo observar en las granjas 6 y 7.
Un estudio realizado en los EE.UU., en el que se analizo y clasificé la productividad de las
granjas, concluyd que los lotes de animales con disenteria fueron 20 veces mas propensos
a ubicarse en el cuartil inferior de productividad de las granjas, que aquellos sin disenteria.
Esta baja productividad se asocio a la alta mortalidad, baja ganancia diaria de peso, baja
eficiencia alimenticia (o alta CA) y elevado porcentaje de animales sacrificados (Harms,
2011).

El grado de bioseguridad se correlacioné con la deteccion de B. hyodysenteriae, la

mortalidad y la GDP. La aplicacién de normas de bioseguridad es de real importancia para
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cuidar el estatus sanitario de una granja y prevenir el ingreso de enfermedades (Laanen y
col., 2013). Los veterinarios de las granjas 6 y 7 habian detectado falencias graves en la
bioseguridad, tales como el contacto de operarios con el camion de carga (con cerdos de
otros criaderos). Las escasas medidas internas asociadas al flujo continuo, unico sitio de
produccion, la falta de vaciado de fosas, las aguas servidas entre galpones, operario Unico
en recria y engorde, permitirian una rapida difusion y persistencia de la enfermedad en
dichas granjas. Un estudio de bioseguridad realizado sobre 95 granjas, indicé que la
bioseguridad se implementa mejor en los granjas grandes, con instalaciones modernas y
con propietarios jovenes (Laanen y col.,, 2013). En este sentido, B. hyodysenteriae, se
identificé en las granjas mas pequenas del estudio y de flujo continuo, las cuales
frecuentemente presentan menores medidas de bioseguridad.

La bioseguridad presenté correlacion positiva con la GDP y negativa con la tasa de
mortalidad de la recria, mostrando la estrecha relacion entre las normas de bioseguridad, la
mortalidad y la ganancia de peso de los cerdos. Esto tiene concordancia con lo encontrado
por otros autores, quienes determinaron una correlacion positiva entre el nivel de
bioseguridad y la GDP y negativa con la tasa de conversién alimenticia y los tratamientos
antibioticos (Laanen y col., 2013). Esto estaria relacionado a las mejores medidas de
manejo, como el control de la reposicion, la remocion de estiércol, las medidas de higiene y
desinfeccion, las cuales disminuyen el riesgo de ingreso de agentes y la dispersién dentro
de una granja y llevaria a una reduccion de la presién de infeccion y del uso de antibidticos
(Laanen y col., 2013). En la misma linea, en la granja 1 por ejemplo, a pesar de los niveles
intermedios de deteccién de L. intracellularis, se lograron bajas tasas de mortalidad y alto
peso en la salida de recria y de venta, con el gasto en antibiético mas bajo del estudio ($
13,6/ cerdo). Es evidente que el cuidado de la salud de los animales, asociado a las

condiciones de higiene, manejo y bioseguridad, conlleva a mejores resultados productivos
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aun en presencia de moderados niveles de agentes patégenos. Por lo tanto, las normas de
bioseguridad son necesarias para lograr una produccién animal sostenible y rentable en el
tiempo.

Algunos autores plantean que las infecciones entéricas ocurren mas a menudo en
granjas de gran tamafo, mientras que en otros estudios esta asociacién no se pudo
demostrar (Viott y col., 2013; Suh y Song, 2005; Dors y col., 2015). En nuestro estudio no se
encontré relacion entre la presencia de enteropatégenos y el numero de madres o numero

de sitios, posiblemente debido al bajo numero de granjas evaluadas.

b. Pérdida econémica asociada a enteropatia porcina y disenteria porcina

La magnitud de las pérdidas econdmicas asociadas a enfermedades varia entre
granjas y depende de los gastos destinados al tratamiento y a la prevencion que llevaran a un
aumento o disminucién del costo total de una enfermedad. Una verdadera estimacién del
costo debe tener en cuenta todos los impactos que produce la enfermedad tanto productivos
como ambientales, lo cuales son muy dificiles de medir (Bennett y col., 1999). El efecto sobre
la salud humana, el bienestar animal o la contaminacion del medio ambiente no tienen valores
explicitos en precios del mercado y pueden representar “costos ocultos” no incluidos (Bennett
y col., 1999). En nuestro estudio, para calcular el costo econdmico directo se consideraron la
pérdida productiva asociada a la disminucion en la GDP y los gastos de medicacion. Otros
parametros, tales como la tasa de conversion, costos de alojamiento, variacion de peso a la
faena y deposicion grasa, entre otros, no se tuvieron en cuenta en nuestro estudio ya que son
muy dificiles de asociar a un agente en particular en condiciones de campo. Por otra parte,
varios de estos parametros no fueron calculados en muchas granjas. En las granjas donde
solo se detectd L. intracellularis la estimacion de pérdidas minimas por cerdo fue de entre

$19,1 a $39,9 y las pérdidas maximas entre $29,8 a $69,9, las cuales corresponden a 1,8 y
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3,8 kg de cerdo perdidos como minimo y 2,8 y 6,7 kg de cerdos perdidos como maximo. Si
bien las comparaciones en estos tipos de estudios son dificiles de hacer, los valores
reportados en otras partes del mundo son similares a los estimados por nosotros (McOrist y
col., 1997; Paradis y col., 2005). En las granjas con ocurrencia conjunta de EPP y DP, los
costos totales minimos y maximos por cerdo engordado fueron de $ 40,7 y $61,5 en la granja
6, correspondiente a 3,9 y 5,9 kg de cerdo y de $55,6 y $71,6 en la granja 7, lo que
representa entre 5,3 y 6,9 kg de cerdo. Esta claro que la presencia de dos entidades
simultaneas perjudica notablemente la economia de un establecimiento, representando casi el
doble en las pérdidas si se las compara con los demas establecimientos. En las granjas 6y 7,
los gastos en antibiéticos, en particular en aquellos dirigidos a controlar el cuadro de
disenteria, fueron los mas elevados del estudio. Otros autores indican que los gastos en
antibidticos para tratar y prevenir DP son muy elevados y arrojan pérdidas millonarias anuales
(Hampson y col., 2006; Hampson, 2012). El costo de los medicamentos, la recurrencia de la
enfermedad en una granja, el control incompleto de la enfermedad clinica, asi como el riesgo
de transmision de la infeccién a explotaciones vecinas, hacen que la erradicacion de la

enfermedad sea la mejor alternativa (Harms, 2011).
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iii. Conclusiones

1. La presencia de B. hyodysenteriae se asocidé a granjas con mal desempefo
productivo, baja bioseguridad, elevado porcentaje de diarrea y de mortalidad.
Ademas los gastos asociados a la terapéutica, mortalidad y bajo peso de venta
hacen de ella una enfermedad de gran impacto econémico.

2. En las granjas evaluadas no se observo asociacién entre el porcentaje de deteccion
de L. intracellularis, Salmonella spp., porcentaje de mortalidad y GDP.

3. El cumplimiento de las normas de bioseguridad lleva a una mejora en los indices
productivos y sanitarios, aun en presencia de detecciones moderadas de L.
intracellularis.

4. Los gastos mas elevados en antibidticos tuvieron lugar en aquellas granjas con
cuadros clinicos de EPP y DP.

5. Segun el calculo econdmico tedrico realizado, la presentacion subclinica de EPP no

deberia ser subestimada ya que existe un costo econémico asociado.
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6. Conclusiones generales

1.

Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae, y Salmonella spp. son
frecuentes en la etapa de crecimiento y terminacion, tanto en casos de archivos
como en las granjas evaluadas, y tienen una participacion relevante en el desarrollo
de cuadros clinicos y subclinicos.

Se detectd asociacion estadistica entre las lesiones histopatoldgicas, en particular la
hiperplasia de los enterocitos inmaduros de la cripta, la necrosis profunda de la
mucosa y la hiperplasia de las células caliciformes, con la deteccion de L.
intracellularis, Salmonella spp. y Brachyspira spp., respectivamente.

La técnica de PCR de TEP es una herramienta que, en determinadas situaciones,
puede ser utilizada como complemento para la asociacion etiolégica en material de
archivo y de diagndstico.

Lawsonia intracellularis fue el agente mas frecuentemente detectado en este estudio,
tanto de animales con vy sin lesiones, como en aquellos con y sin diarrea. El riesgo de
deteccién aumentd con el grado de diarrea y la edad de los cerdos.

La presentacion subclinica de EPP fue muy frecuente tanto a nivel individual (10 %
de cerdos sin diarrea) como en lotes (55 %) y en granjas (6/8).

Salmonella spp. se detectd en 5/8 granjas en animales con y sin diarrea y la edad de
maxima deteccion fue la previa a la faena, lo que representa un riesgo para la salud
publica, mas aun si consideramos la deteccion de una cepa monofasica de S.
Typhimurium.

Se detectd B. hyodysenteriae solamente en cerdos con diarrea, y su presencia se

asocié con mal desempeno productivo, baja bioseguridad, elevado porcentaje de
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10.

diarrea y de mortalidad. El costo de antibiéticos en esas granjas fueron los mas
elevados.

Segun la estimacién econdmica realizada, la presencia de Lawsonia intracellularis y
Brachyspira hyodysenteriae, impactan negativamente en la economia de las granjas.
Se detecto una relacion entre las buenas medidas de bioseguridad, altas GDP y
menor mortalidad, aun en presencia de detecciones moderadas de L. intracellularis.
Las infecciones mixtas resultaron mas frecuentes a nivel granja que a nivel
individual. En el nivel individual se observd principalmente en animales hallados

muertos
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7. Anexo

Planilla 1. Encuesta realizada en cada establecimiento ad- hoc. Resumen de las normas de bioseguridad mas importantes de las granjas evaluadas.

Bioseguridad Granja 1 Granja 2 Granja 3 Granja 4 Granja 5 Granja 6 Granja 7 Granja 8
Alambrado periférico Si No Si Si Si Si No Si
Rodaluvio Si No No No Si No No Si
Lavador de chasis Si No No No No No No No
Camidn de carga compartido No No No No No Si Si No
Cuarentena Si No No No No No No No
Ingreso de vehiculos Propios Propios Propios Propios Propios Visitas, propio Visitas, propios Propios
Personal exclusivo por sectores Si No Si Si Si No No Si
Pediluvios en entrada de galpones No Si No Si No No Si No
Pediluvios entrada de las salas Si Si No Si No No No Si
Almacenamiento cadaveres* Pozo a 300 m Pozo 300 m Compost Pozo a 100 m Pozo a 200 m Pozo a 200 m Aire libre a 300 m Pozo a 500 m
Limpieza con agua fria Si Si Si Si Si Si Si Si
Limpieza con agua caliente No No No No No No No No
Dias de vacio sanitario 5 7 5a7 1 5a7 0 N/E 5
Uso de desinfectante Si Si Si Si Si Si Si Si
Vaciado de las fosas Parcial Total Total Total Total Parcial Parcial en recria 'y Total

nunca en engorde

Frecuencia de vaciado* 3 dias 15 dias 10 dias 50 dias Salida del lote N/E Nunca 30 dias
Defensa contra pajaros Si Mal estado Si Si Si No No Mal estado
Control de roedores Si Si Si Si Si Si Si Si
Edades por galpon Una Dos Una Dos Una Varias Varias Una
Otras especies en las granja No Perros Gto, By, Eq Gto No Eq, perros Perros Perros
Ingreso de otras especies a los galpones No No No Palomas No Perros Perros Palomas

*No se utilizaron para la puntuacién de bioseguridad. N/E: no establecido; Gto: gato; Bv. Bovino; Eq: equino
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Planilla 2: Calculo de la bioseguridad de cada granja.

Bioseguridad Granja1 Granja Granja3 Grinja Granja 5 Granja6 Granja Granja 8
2 7

Alambrado periférico 1 0 1 1 1 1 0 1
Rodaluvio 1 0 0 0 1 0 0 1
Lavador de chasis 1 0 0 0 0 0 0 0
Camién de carga compartido 1 1 1 1 1 0 0 1
Cuarentena 1 0 0 0 0 0 0 0
Ingreso de vehiculos 1 1 1 1 1 0 0 1
Personal exclusivo por sectores 1 0 1 1 1 0 0 1
Pediluvios en la entrada de los galpones 0 1 0 1 0 0 1 0
Pediluvios a la entrada de las salas 1 1 0 1 0 0 0 1
Limpieza con agua fria 0 0 0 0 0 0 0 0
Limpieza con agua caliente 0 0 0 0 0 0 0 0
Dias entre la limpieza y la entrada de 1 1 1 0 1 0 0 1
animales

Uso de desinfectante 1 1 1 1 1 1 1 1
Vaciado de las fosas 0 1 1 1 1 0 0 1
Defensa contra pajaros 1 0 1 1 1 0 0 0
Control de roedores 1 1 1 1 1 1 1 1
Mas de una edad por galpén 1 1 1 1 1 0 0 1
Otras especies en las granja 1 0 0 0 1 0 0 0
Ingreso de otras especies a los galpones 1 1 1 0 1 0 0 0
Total 15 10 11 11 13 3 3 11
Puntaje de bioseguridad 3 2 3 3 3 1 1 3

1=cuando la medida de bioseguridad es apropiada; 0O=medida de bioseguridad no realizada o insuficiente
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Planilla 3. Célculo de gasto en antibidticos segun semana de vida utilizad en cada granja

Semana de Droga

Granja vida Precio ($)/ animal utilizada $Total/ granja

Granja 8 11 3,7 Tiamulina/ clortetraciclina

12 4,3 Tiamulina/clortetraciclina

16 2,2 Norfloxacina

17 6,1 Tiamulina/clortetraciclina

18 6,4 Tiamulina/clortetraciclina

19 2,8 Norfloxacina 25,5
Granja 7 7 6,5 Tiamulina

8 8,0 Tiamulina

14 9,1 Tiamulina

16 1,3 Tiamulina

19 8,2 Tiamulina

20 8,9 Tiamulina 52
Granja 6 10 1,8 Lincomicina

11 2,1 Lincomicina

14 3,3 Lincomicina

15 3,7 Lincomicina

18 4,9 Lincomicina

19 5,3 Lincomicina

22 6,5 Lincomicina

23 6,9 Lincomicina 34,5
Granja 5 8 1,2 Amoxicilina

9 1,4 Amoxicilina

16 6,3 Amoxicilina

17 7,0 Amoxicilina 15,9
Granja 4 5 0,7 Amoxicilina

12 3,9 Tiamulina

13 4,5 Tiamulina

19 8,2 Tiamulina

20 8,9 Tiamulina 26,3
Granja 3 5 1,0 Amoxicilina

10 1,7 Amoxicilina

12 2,3 Amoxicilina

10 2,4 Tiamulina/clortetraciclina

11 2,8 Tiamulina/clortetraciclina

16 53 Tiamulina/clortetraciclina

17 5,8 Tiamulina/clortetraciclina 37,3
Granja 2 7 1,4 Amoxicilina

10 2,0 Amoxicilina

13 4,5 Tiamulina

14 51 Tiamulina

15 57 Tiamulina

18 4,9 Clotetraciclina/tilosina

19 53 Clotetraciclina/tilosina 39,1
Granja 1 8 1,2 Amoxicilina

9 1,4 Amoxicilina

16 5,3 Tiamulina/clortetraciclina

17 5,8 Tiamulina/clortetraciclina 24,6
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