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Resumen

La produccion porcina de la provincia del Chaco registra el 5,3% del stock porcino de
Argentina, resulta de relevancia estudiar el comportamiento de los sistemas productivos en
relacién con las patologias respiratorias. El objetivo de este trabajo fue conocer la
prevalencia de lesiones pulmonares compatibles con Neumonia Enzodtica Porcina y
Pleuroneumonia Contagiosa Porcina en cerdos a partir del examen post-mortem en la
Provincia del Chaco y luego determinar la presencia de Mycoplasma hyopneumoniae y
Actinobacillus pleuopneumoniae a partir de tejido pulmonar en cerdos, a partir de la técnica
PCR. Se realiz0 un estudio de corte transversal, que consistio en realizar visitas semanales a
frigorificos ubicados en la provincia del Chaco, en las localidades de Las Brefas, Villa
Angela, Charata y Presidencia Roque Saenz Pefia, entre marzo y noviembre del 2020. En las
visitas se evaluaban los pulmones de los cerdos faenados con el objetivo de registrar:
presencia de lesiones, ubicacion de la lesion, caracteristicas de la lesion, curso de la lesion.
Luego se procedidé a tomar muestras al azar de tejido pulmonar de areas afectadas. Al
procesar los datos registrados, se observo un 58% de pulmones con lesiones, de las cuales
un 41% por su ubicacion eran compatibles con Neumonia Enzodtica Porcina, un 16% con
Pleuroneumonia Contagiosa Porcina y un 1% compatible con ambas patologias. Un indice
de NEP de 0,51. Un 13% de los pulmones con lesiones presento pleuritis. Un 92% de las
lesiones registradas fueron identificadas como cronicas. El analisis molecular de los 125
pooles de pulmones, determin6 que en un 13% se identifico A. pleuropneumoniae y en
ningun pool se encontrd M. hyopneumoniae. Si bien el porcentaje de pulmones con lesiones
es alto (58%) el 84% de las mismas comprometen menos del 11,1% del érgano, es decir que
el impacto en la produccidn porcina es minimo. A partir de la ubicacion de las lesiones y la
cronicidad de estas (92%) y se asume que las mismas son compatibles con Neumonia
EnzoGtica Porcina y Pleuroneumonia Contagiosa Porcina. Al determinar el indice de
Neumonia Enzootica Porcina, el resultado se asocid a un estado de enfermedad
imperceptible. El resultado de reaccion en cadena a la polimerasa para A. pleuropneumoniae

nos sugiere que el tejido pulmonar es una muestra Util para determinar este agente.



Abstract

The pig production in the province of Chaco accounts for 5.3% of Argentina's pig stock,
making it relevant to study the behavior of production systems in relation to respiratory
diseases. The objective of this work was to determine the prevalence of lung lesions compatible
with Porcine Enzootic Pneumonia and Porcine Contagious Pleuropneumonia in pigs through
post-mortem examination in the Province of Chaco and then to determine the presence of
Mycoplasma hyopneumoniae and Actinobacillus pleuropneumoniae in lung tissue of pigs using
the PCR technique. A cross-sectional study was conducted, consisting of weekly visits to
slaughterhouses located in the province of Chaco, in the towns of Las Brefias, Villa Angela,
Charata, and Presidencia Roque Saenz Pefia, between March and November 2020. During the
visits, the lungs of slaughtered pigs were evaluated to record the presence of lesions, location
of the lesion, characteristics of the lesion, and course of the lesion. Random samples of lung
tissue from affected areas were then taken. Data analysis showed that 58% of the lungs had
lesions, of which 41% by their location were compatible with Porcine Enzootic Pneumonia,
16% with Porcine Contagious Pleuropneumonia, and 1% compatible with both diseases. A PEP
index of 0.51 was determined. Thirteen percent of lungs with lesions showed pleuritis. Ninety-
two percent of the recorded lesions were identified as chronic. A molecular analysis of the 125
pooled lungs determined that 13% were identified with A. pleuropneumoniae and no pool was
found with M. hyopneumoniae. Although the percentage of lungs with lesions is high (58%),
84% of them involve less than 11.1% of the organ, indicating minimal impact on pig
production. Given the location and chronicity (92%) of the lesions, they are assumed to be
compatible with Porcine Enzootic Pneumonia and Porcine Contagious Pleuropneumonia. The
Porcine Enzootic Pneumonia Index was associated with a state of subclinical disease. The PCR
result for A. pleuropneumoniae suggests that lung tissue is a useful sample for determining this
agent.
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CAPITULO 1.

INTRODUCCION

1.1. Contexto productivo, impacto de las patologias respiratorias, métodos de estudio.

La demanda de alimentos de alto valor proteico es cada vez mayor a nivel mundial, los
cerdos representan una fuente proteica muy importante. La demanda de carne de cerdo se
incrementa a nivel mundial y en ciertos casos los precios pueden favorecer o afectar a los
productores. Debido a esto, el objetivo de las granjas porcinas es producir la mayor cantidad

de carne reduciendo al minimo los costos de produccion (FAO 2014).

La produccion porcina surge en la provincia del Chaco como alternativa para los agricultores
productores de granos, generando de esta manera valor agregado a sus productos y
abasteciendo el mercado local. A la vez, la tendencia actual conduce a sistemas intensivos,
lo que desencadena un gran reto para mantener la salud adecuada de los animales en
produccion. Destaca Bravo (2013) que la intensificacion de los sistemas productivos se ha
visto incrementada en los Gltimos afios ya sea al aire libre, en confinamientos o mixtos;

pudiendo ser de crias de lechones, acopio y engordes, o de ciclo completo.

En el afio 2021 la provincia del Chaco contaba con un total de 283.005 cabezas
correspondiéndose con un 5,3% del stock nacional cubriendo fundamentalmente el mercado
interno, segun Secretaria de Agroindustria, Ministerio de produccion y trabajo, Presidencia
de la Nacion (2021).

La produccion animal esta basada en cuatro pilares fundamentales: la nutricion y
alimentacion, la genética y la salud animal (Buxadé 1995), es de importancia destacar en la
actualidad este ultimo pilar. El concepto de salud es relevante, por lo tanto, la interaccion
entre las enfermedades, el uso de antibioticos y la presencia de residuos en los productos
carnicos, en el contexto actual es importante. Dentro de las patologias que més afectan a la

produccidn porcina estan las respiratorias.

La presentacion de patologias respiratorias esta ligada a la intensificacién de la produccion
0 a la presencia de enfermedades inmunosupresoras. Al producirse un desequilibrio en la
relacién entre los agentes causantes de enfermedades respiratorias y el cerdo, debido en gran

parte a la modificacion de su ambiente natural, como lo son rango de temperatura y humedad,
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el polvo, la contaminacion del aire y laacumulacion de amoniaco, contribuyen a la alteracion
de los mecanismos de defensa pulmonar (Velasco, 2012). Al mismo tiempo precisan de la
presencia de agentes que son reconocidos como complejo respiratorio porcino, que esta
formado por agentes virales como el virus del Sindrome reproductivo y respiratorio del
cerdo, virus de la Influenza Porcina, recientemente el Circovirus porcino tipo 1l (PCV-2),
virus de Aujeszky. Entre los agentes bacterianos involucrados en este complejo se
encuentran: Mycoplasma hyopneumoniae (MHP), Actinobacillus pleuropneumoniae (APP),
Bordetella bronchiseptica y Salmonella choleraesuis. Otros agentes bacterianos de
importancia asociados son Pasteurella multocida, Trueperella pyogenes, Haemophilus
parasuis, Streptococcus suis y Actinobacillus suis (Fano, 2005).

En la actualidad el consumidor de alimentos exige condiciones como la salud, bienestar y la
trazabilidad en la cadena productiva. Las enfermedades respiratorias tienen importantes
impactos negativos en los indicadores de bienestar de los cerdos, ya que los cerdos pueden
sufrir tos, disnea, fiebre, malestar y reduccion del consumo de alimento (Gottschalk et al.,
2019; Carr et al., 2020). Esto al mismo tiempo afecta la conversion alimenticia y la ganancia
diaria de peso durante el periodo de engorde (Donkd et al., 2005). La carne obtenida de
cerdos con lesiones pulmonares graves no cumple con los estandares de calidad para su
comercializacion y deberia considerarse no apta para el consumo humano (Karabasil et al.,
2017; Cobanovi¢ et al., 2019). Esto debido a alteraciones metabdlicas degradan
significativamente la calidad de la canal (Ostanello et al., 2007; Cobanovié et al., 2016).
Una menor concentracion de oxigeno en el torrente sanguineo conduce a una mayor

aparicion de carnes palidas, blandas y exudativas (Permentier et al., 2015).

Es relevante el estudio de estas patologias considerando su efecto econémico no solo en la
utilizacion de antibidticos y muerte de animales, sino también considerando el efecto sobre
la conversion alimenticia y la ganancia diaria de peso. En 1985 en los Estados Unidos de
Norteamérica, Schultz (1985) encontro que por cada 1% de lesion de pleuroneumonia en el
cerdo, se incrementa en 1.2 dias el periodo de engorde para alcanzar los 90 Kg de peso vivo.
Mientras que Straw et al., (1989), concluyeron que un cerdo con un 10% de lesién pulmonar
posee una pérdida de ganancia diaria de peso de 37,4 g. En tanto Bringas et al., (2014)
observaron una pérdida de 70 g. en la ganancia media diaria y un aumento de 0,07 en el
indice de conversidn al comparar cerdos cuyo porcentaje maximo de lesidn estaba por

encima del 25% y cerdos que no alcanzaban el 5% del porcentaje maximo de lesion. Para



determinar la presencia de lesiones pulmonares, uno de los métodos utiles y poco invasivo
es monitorear la prevalencia de una serie de condiciones de salud que afectan a los animales
productores de alimentos a través de la identificacion macroscopicay el registro de lesiones
en matadero (Cobanovi¢ et al., 2020). Esto representa una alternativa interesante puesto que
es econdmica y provee informacion interesante acerca del impacto de la enfermedad en la
poblacion. Entre otras cosas permite: 1) Diagnostico de infecciones subclinicas, 2) Estudios
poblacionales mas representativos de los agentes infecciosos presentes en la granja, 3)
Estudios de prevalencia, 4) Control de la efectividad de las medidas profilacticas o curativas
utilizadas en la granja, 5) Determinacion de los distintos tipos, localizacion y extension de
las lesiones neumdnicas y 6) Su correlacion (negativa o positiva) con pardmetros productivos
(Dolso, 2019). De las lesiones gue se pueden observar en frigorifico, las de mayor frecuencia
se deben a neumonia y pleuritis (Leneveu et al., 2005; Fraile et al., 2010; Meyns et al.,
2011). Segun menciona Merialdia et al., (2012), la inspeccion y evaluacion de lesiones
pulmonares en frigorifico se utiliza comdnmente para estimar la prevalencia y la severidad
de la neumonia enzodtica porcina (NEP) y su impacto en el precio de la carcasa, evaluacion

de factores de riesgo y eficacia de vacunas.

1.2. Sistema respiratorio: anatomia. Puntuacion de lesiones. Indice de neumonia
porcinay prevalencia de lesiones pulmonares mundial y Argentina. Compatibilidad

de lesiones.

Los cerdos presentan dos pulmones uno derecho y otro izquierdo, comunicados uno con otro
por medio de la bifurcacién de la traguea donde se originan los bronquios principales. El
pulmon de cerdo se encuentra dividido por fisuras denominadas fisuras interlobulares que
delimitan porciones del pulmén denominados I6bulos pulmonares. El pulmon derecho tiene
cuatro l6bulos: apical (craneal), cardiaco (medio), diafragmético (caudal) y accesorio
(intermedio), el pulmén izquierdo esta subdividido en tres I6bulos: apical (craneal), cardiaco
(medio) y diafragmatico (caudal) (Garcia Morante et al., 2016). Los pulmones son
esponjosos Y elasticos llenos de aire que ocupan la mayor parte de la cavidad toracica. El
color de los pulmones depende de su contenido de sangre y puede llegar a ser rosado oscuro
en animales no desangrados y de rosa palido a anaranjado en animales desangrados. Entre
ambos sacos pleurales se forma un espacio denominado mediastino que es un espacio dentro

de la cavidad toracica que contiene al corazon (Koning y Liebich, 2008).



Imagen 1: Descripcion anatémica del pulmoén porcino. Vista Ventral.
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Fuente: San Martin (2017).

En 1993 Piffer et al., determinaron el peso relativo de los 16bulos pulmonares de los cerdos
con relacion al peso total del pulmon, concluyendo que el I6bulo apical derecho representa
el 11% del peso pulmonar total al igual que el cardiaco derecho, mientras que el I6bulo apical
izquierdo contribuye al 6%, al igual que el cardiaco izquierdo, el 16bulo diafragmatico

derecho al 34%, el diafragmatico izquierdo al 27% y el 16bulo intermedio al 5%.

En principio es relevante determinar la prevalencia de lesiones pulmonares, resultado de la
cuantificacion de pulmones en relacion con el total de pulmones inspeccionados. A partir de
esas lesiones se han sido propuesto varias escalas de lesiones pulmonares para evaluarlas
(Hannan et al., 1982; Morrison et al., 1985 Straw et al., 1986; Piffer et al., 1993; Christensen
et al., 1999). Cada una con su particularidad, pero en definitiva todos utilizados para el
mismo fin. Como la mayoria de los métodos de puntuacién se basan en una estimacién visual
y subjetiva de la proporcion de superficie y/o volumen pulmonar afectado, la puntuacion
debe realizarla una persona experimentada o después de una formacién adecuada (Garcia-
Morante et al., 2016). Si este no es el caso, la evaluacion puede ser erronea. Dentro de los
métodos de puntuacién de lesiones pulmonares muestran mayor correlacion los que
ponderan el area o el peso de cada Iébulo pulmonar (Garcia-Morante et al., 2016), como es
el caso del Score de NEP adaptado de Sobestiansky y Barcellos (2007). Estos autores
establecieron 6 rangos en los cuales se agruparian las lesiones pulmonares de cada animal

teniendo en cuenta el porcentaje de lesion de cada pulmén y el peso relativo expuesto por
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Piffer et al., 1993. Luego de la sumatoria de la frecuencia por su rango dividido el total de
pulmones evaluados surge el indice de NEP. La interpretacion del indice de NEP segtn Dalla

Costa et al., (2000) es la siguiente:

¢ 0,1a0,55: Poblacion con neumonia imperceptible

¢ 0,56 a 0,89: Poblacion donde la neumonia esta presente, sin embargo, no constituye
una amenaza. Existen factores de riesgo que, en caso de no ser corregidos, pueden
complicar la situacion.

¢ Sobre 0,9: Representa una situacion sanitaria complicada. Poblacién con neumonia

grave, mayor mientras mas alta es el indice.

De los estudios de importancia relacionados a la temética se destaca el realizado en Suiza
por Grest et al., (1992) a partir del examen de 8.921 pulmones, donde determinaron que un
84% presentaba lesiones. Al siguiente afio, Wunderli y Leuzinger (1993), en el mismo pais
a partir de 6.739 pulmones de cerdos evaluados reportaron que el 47,0% de los pulmones
inspeccionados tenian lesiones. Al mismo tiempo en Austria, Kofer et al., (1993) reportan

que entre el 55y 96% de los pulmones de los cerdos mostraron lesiones de diferentes grados.

En Argentina, la prevalencia de lesiones pulmonares fue entre el 66,2% y el 87%, con un
area pulmonar afectada de 30,8% en promedio, en cerdos provenientes de sistemas
confinados (Perfumo et al., 1994). Ambrogi et al., (1996) encontraron lesiones pulmonares
en cerdos provenientes de sistemas al aire libre, con una prevalencia del 56,7%. Dolso et al.,
(2000), asociaron las lesiones compatibles con NEP al sistema de explotacion, encontrando
que la prevalencia de establecimientos confinados fue del 100% en el 76,6% de sus animales
y en sistemas al aire libre estaban afectados el 80% de los establecimientos y el 46,6% de

sus animales.

Entre las lesiones de mayor relevancia en la produccion porcina se encuentran las de NEP
ya que del 30 al 80 % de los animales destinados al abasto presentan lesiones de
consolidacién tipica con coloracién roja o grisacea, colapso y la firmeza al tacto (Pointon et
al., 1985; Ross 1992). Ocurren principalmente en las areas pulmonares craneo-ventrales,
principalmente bilateralmente en los l6bulos apicales, cardiacos e intermedios y, a veces, en
las partes anteriores de los l6bulos diafragmaticos (Merialdia et al., 2012; Garcia-Morante
et al., 2016). Esta reconocida como una enfermedad cronica (Thacker y Minion, 2012). No

sucede esto con Influenza porcina, que también presenta areas de consolidacién en l6bulos



apical y cardiaco del pulmén. Aungue mas del 50% del pulmon puede estar afectado a los 4
a 5 dias post inoculacién (Khatri et al., 2010), con edema interlobular que puede ser evidente,
los conductos aéreos pueden estar llenos de exudado fibrino sanguinolento, y los nodulos
linfaticos asociados a los bronquios y mediastino estan generalmente agrandados. Por otro
lado, P. multocida y Trueperella pyogenes pueden actuar como agentes secundarios de NEP,
pero en este caso las lesiones macroscopicas halladas se describen como bronconeumonia
supurativa con maltiples abscesos o una bronconeumonia fibrinosa de ubicacion craneo-

ventral acompafiada a veces de pleuritis (Lopez, 2012).

Ademas, estan las pleuritis dorso-caudales fuertemente asociadas a infecciones por APP. Se
dan en la cara caudal de los I6bulos diafragméticos y necesitan al menos 3 meses para su
resolucion, lo cual, por la dinamica de infeccion de la enfermedad, hace que sea muy dificil
su desaparicion previa a la llegada a matadero (Merialdia et al., 2012). En el caso de la
enfermedad de Glasser causada por Glaesserella parasuis se caracteriza también por
producir exudado serofibrinoso a fibrinopurulento en algunas o todas las serosas como
pleura, pericardio, peritoneo, superficies articulares y meninges. Algunos serotipos pueden
causar bronconeumonia supurativa a nivel pulmonar, pudiendo en algunos casos ser fatal
(Lopez, 2012).

En resumen, la consolidacién pulmonar craneo-ventral y la pleuritis en cerdos a faena son
caracteristicas de las infecciones por MHP y APP respectivamente, aunque otros patégenos
pueden causar lesiones similares y/o estar involucrados en su desarrollo (Merialdia et al.,
2012; Maes et al., 2023).

1.3. Neumonia Enzoética Porcina

La neumonia enzootica porcina es una enfermedad causada por MHP; el principal agente
involucrado en el complejo respiratorio porcino (Thacker y Minion, 2012; Maes et al., 2018;
Liu et al.,2019). Tiene una alta tasa de morbilidad y causa pérdidas econdmicas en el ganado
porcino (Manev 2018). En nuestro pais, la NEP presenta una alta prevalencia (Perfumo et
al., 1994, Dolso et al., 2000).

El agente causal de la NEP son microrganismos Gram-negativos. Debido a la ausencia de
pared celular, la clase Mollicutes presenta varias caracteristicas especificas, tales como alta

sensibilidad al estrés osmotico, a la desecacion, a los detergentes y resistencia a las



penicilinas. Presentan ademas una alta plasticidad, y aunque de forma general se presentan
en formas esféricas de aproximadamente 0,3 a 0,8 um de didmetro, su morfologia puede
variar desde estructuras piriformes hasta filamentos helicoidales, siendo capaces de atravesar

filtros de 0.2 um de diametro de poro (Razin, 1978).

El agente se transmite principalmente a través del contacto directo entre cerdos infectados y
susceptibles (Cassiano, 2015; Pieters y Maes, 2019), también se puede trasmitir por contacto
con aerosoles ambientales contaminados hasta 9,5 km de distancia (Otake et al., 2010). Los
lechones al nacimiento son considerados libres de infeccién mientras que, su primer contacto
con la bacteria ocurriria durante el periodo de la lactancia (Nathues et al., 2013). La
transmision entre animales ha sido demostrada experimentalmente como lenta y ocurriendo
a un ritmo de 1,28 animales por semana (Roos 1992). Por otro lado, MHP puede persistir y
ser excretado por cerdas infectadas hasta 219 dias despues de la infeccion, y después de la
remision completa de los signos clinicos (Pieters et al., 2009). Es asi como las cerdas son un
reservorio que perpetda la continua circulacion del patdgeno respiratorio de la NEP (Takeuti
etal., 2007; Fablet et al., 2011). Aunque la infeccion ocurre temprano en la vida del animal,
la enfermedad pulmonar es mas grave durante las fases de engorde y las pérdidas, en el
aumento de peso son mas evidentes (Sibila et al., 2009). Ibarra et al., (2000) reconocen que
la mayor incidencia clinica y patoldgica de la NEP se da en el rango de edades entre 20 y 50
kg de peso vivo. El contagio de la bacteria en edades tempranas es de gran importancia en
los sistemas de produccion intensivos donde los animales se transfieren a instalaciones
limpias para su terminacion (Fano et al., 2007). Esto se da de esta manera aun cuando se
trate de animales vacunados (Sibila et al., 2007). Ademas, la elevada prevalencia de granjas
positivas para el agente microbiolégico dificulta el mantenimiento de reproductores libres,

donde serian necesarias estrictas medidas de bioseguridad (Takeuti y Barcellos, 2017).

El microorganismo modula el sistema inmunolégico del tracto respiratorio. Se dispone de
informacién limitada sobre los mecanismos que desencadenan el dafio de los cilios. MHP
puede aumentar la concentracion de calcio libre intracelular en las células epiteliales ciliadas,
lo que puede inducir la pérdida de cilios. El dafio de las células epiteliales también puede ser
causado por los subproductos toxicos del metabolismo del MHP, como el peroxido de

hidrogeno y los radicales superéxidos (Thacker y Minion, 2012).

Las lesiones del patdgeno en animales infectados son principalmente de consolidacién

craneo-ventral, caracterizadas por color rojo oscuro y consistencia firme, ubicadas
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principalmente en forma bilateral, en el I6bulo apical intermedio y I6bulo accesorio,
incluidas las partes craneales de los l6bulos diafragmaticos en los casos mas extensos
(Tamiozzo et al., 2011; Thacker y Minion, 2012; Pieters y Maes 2019). El rasgo
caracteristico de la NEP es la coloracion roja o grisacea, el colapso y la firmeza al tacto en
las regiones craneo-ventrales de los pulmones, observandose un patrén lobulillar. En
infecciones leves, las lesiones que se observan son las de atelectasia, manteniendo un patrén
lobular de enrojecimiento y colapso. Las lesiones mas graves evolucionan desde el rojo
oscuro hasta el gris-rosado y gris mas homogéneo segun la cronologia de la lesion (Gomez-
Cabrera, 2010). Estas lesiones generalmente muestran una tendencia a reducirse con el
tiempo y forma cicatrices de aspecto grisaceo (Maes et al., 2008). La textura del pulmon es
de tipo gomoso. y la superficie cortada del pulmén afectado es edematosa, y se puede
observar contenido catarral presente en los bronquios (Lopez, 2012; Caswell and Willians,
2015).

Los signos que pueden presentar consisten en tos seca, disnea, pérdida de peso, reduccion
en la ganancia diaria de peso y una predisposicion a otras infecciones pulmonares (Wallgren
etal., 2016).

Imagen 2: Lesion pulmonar propia de MHP en l6bulos apicales, cardiacos y diafragmaticos.

La infeccion por MHP comienza con su entrada a través del tracto respiratorio porcino y
posterior adherencia al epitelio de las vias respiratorias, un hecho que depende de la
concentracion de cilios en el sitio y del nimero de micoplasmas presentes. La viabilidad de
la bacteria no interfiere con su capacidad. De adhesion, describiéndose que incluso si se lisa,
tiene mayor actividad de adhesion (Sibila et al., 2009). A medida que avanza la infeccion,
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se produce la pérdida de cilios y la muerte celular. Debido a la reduccion de la capacidad
funcional del sistema mucociliar, se produce una disminucién en la limpieza de los
conductos, vias respiratorias, aumentando la acumulacion de células y la susceptibilidad a
patdgenos secundarios, ademas de ayudar para que el avance de las bacterias actle a traves
de los bronquios y bronquiolos, provocando asi el empeoramiento de la afeccion clinica e
inmunosupresion del animal, ya que el microorganismo puede cambiar el tamafio y
expresion de lipoproteinas de la membrana celular para permitir la evasion por parte del
sistema inmunoldgico. Se ha demostrado en forma experimental que MHP predispone a los
cerdos a neumonia causada por Pasteurella multocida, APP y Streptococcus suis (Blois et
al., 2017; Liu et al., 2019).

El diagnostico se ve dificultado porque MHP tiene pocas rutas biosintéticas. Esto implica
que las bacterias necesitan obtener aminoacidos, purinas, pirimidinas y componentes de la
membrana celular del entorno de crecimiento. Estas necesidades muestran un requerimiento
nutricional complejo y dependencia en el hospedador. Estas caracteristicas explican su gran
dificultad de cultivo in vitro (Simionato et al., 2013, Gautier-Bouchardon 2018). La bacteria
que presenta un crecimiento extremadamente lento, de entre 4 y 8 semanas, requiriendo un
medio altamente nutritivo e incubando a 37°C, con 5-10% CO2 (Deeney et al., 2019) en
cultivos de laboratorio, que requieren un pH entre 7,2 'y 7,8, ademas de, medios especificos
para que se produzca un crecimiento efectivo (Simionatto et al., 2013; Gautier-Bouchardon
2018). La técnica de PCR se adecUa perfectamente para el diagndstico d MHP por ser mas
sensible, especifica y rapida que las otras técnicas mencionadas (Tamiozzo y Tavella, 2021).
La reaccion en cadena a la polimerasa (PCR) anidada publicada por Calsamiglia et al.,

(1999) es la de mayor eleccion.

Las pérdidas que genera se deben principalmente a los costos de tratamiento y vacunacion,
disminucion del rendimiento y aumento de la mortalidad derivada de infecciones secundarias
(Holst et al., 2015). Los antimicrobianos, disminuyen la presencia de sintomas clinicos y
lesiones pulmonares y previene infecciones bacterianas secundarias (Pepovich, 2018). Sin
embargo, la decision de medicar debe ser analizada con cuidado, ya que los antimicrobianos
pueden no ser capaces de prevenir infeccidn o erradicar las bacterias del tracto respiratorio,
lo que puede conducir a una resistencia microbiana innecesaria (Maes et al., 2020) y
generalmente los signos clinicos aparecen cuando cesa el tratamiento antibiotico (Maes et

al., 2018). La vacunacion se usa comunmente, se ha demostrado una reduccion en las cargas
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infecciosas bacterianas y la gravedad clinica en cerdos vacunados (Betlach et al., 2021).
También medidas como todo dentro -todo fuera, despoblacién, destete temprano,
vacunacion, medicacion estratégica que son oportunas y adecuadas para el control de esta
enfermedad, que previenen o minimizan la participacion de animales alojados (Manev
2018).

1.4. Pleuroneumonia Contagiosa Porcina

La pleuroneumonia contagiosa porcina (PCP) es causada por APP que es una bacteria
cocobacilar, Gram negativa, encapsulada y hemolitica, a menudo fatal en cerdos en
terminacion. La virulencia de APP se ha relacionado con exotoxinas, polisacaridos
capsulares, lipopolisacéridos y proteinas de membrana (Gottschalk et al., 2012). Hay 19
serovariedades reconocidas, de las cuales las serovariedades 1 a 15 se han propuesto
inicialmente en base a los resultados de las pruebas seroldgicas clasicas, y luego se han
caracterizado ain mas para revelar las diferencias estructurales de los polisacaridos
capsulares antigénicos y lipopolisacaridos y mas recientemente en sus genes de sintesis de

capsula (Stringer et al., 2021).

El primer relato ocurrid en abril de 1961 en la ciudad de La Plata, Argentina donde en un
brote causé la muerte de 260 animales entre 20 — 60 kilos y también afect6 a animales adultos
(Maldonado et al., 2009).

El método de transmision mas importante de la enfermedad es por contacto directo, nariz
con nariz. Se cree también que podria ser importante la trasmision via aérea, aunque
Kristensen et al., (2004), no fueron capaces de demostrar transmision a esa distancia cuando
menos del 10% del aire era transferido de un aérea contaminada a un area libre del patégeno,
simulando lo que normalmente ocurre bajo condiciones naturales. En un estudio reciente se
ha demostrado que, aunque la mayoria de las cerdas hayan sido colonizadas, solamente
algunas camadas y algunos lechones dentro de una camada se infectaran (Tobias et al.,
2014). El agente ingresa por via nasal y su colonizacion va a depender de la presencia y/o
ausencia de anticuerpos en el animal infectado, tal es el caso de que, si el animal conserva
su sistema inmune intacto, sin otras alteraciones y posee anticuerpos ya sea maternales o
vacunales, el agente va a permanecer en el tracto respiratorio superior. El periodo de
incubacion puede ser muy variable, el curso clinico puede ser hiperagudo, agudo o cronico

(Gottschalk y Broes, 2015). La infeccion experimental con distintas cepas virulentas en
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cerdos puede provocar una pleuroneumonia fatal en solamente 6 horas (Gottschlak, 2011).
La gravedad de la enfermedad es muy variable, con tasas de letalidad que van del 20-80%
en los brotes agudos. Después de la exposicidn por contacto oro nasal o inhalacion, APP
primero coloniza la superficie de las células epiteliales y posteriormente las criptas de las
tonsilas (Chiers et al., 1999). Las células epiteliales colonizadas se vacuolizan y descaman
que, junto con la transmigracién de neutrofilos, distienden las criptas tonsilares. En contraste
APP no se une bien al epitelio ciliado de la trdquea o de los bronquios. Cuando alcanza el
tracto respiratorio inferior, el agente puede adherirse a los neumocitos que recubren los
alvéolos. La evidencia de otras interacciones entre patdgeno y célula huésped sugiere que la
adherencia es un proceso complejo y multifactorial (Bossé et al., 2002). El nicleo de
oligosacaridos de la pared celular parece jugar un papel importante en estos fenémenos de
adherencia. Una vez en el ambiente del tracto respiratorio, ciertos nutrientes bacterianos son
escasos, particularmente el hierro. APP expresa una serie de factores que estan involucrados
en la adquisicién y la captacion de hierro (Chiers et al., 2010). Entre otros mecanismos, el
patdgeno es capaz de utilizar transferrina porcina y compuestos hematicos que incluyen el
grupo hemo, hemina, hematina y hemoglobina libre, asi como sideréforos (Bossé et al.,
2002; Chiers et al., 2010). Se piensa que los brotes de APP en granjas endémicas podrian
ser causados por cilios dafiados con MHP, por la replicacion del virus de enfermedad de
Aujeszky o del virus de la Influenza porcina en las células epiteliales traqueales y
bronquiales, que actian como desencadenante, en cerdos previamente infectados
(Klinkenberg et al., 2014). La capacidad de APP de formar biofilms con una cierta
implicancia durante la infeccion y la colonizacién también ha sido establecida como parte

de la patogénesis de la infeccion (Roberts et al., 2015).

Los elementos mas importantes involucrados en el compromiso de la funcion fagocitica
tanto de los macrofagos como de los neutréfilos son las toxinas secretadas de la proteina
RTX Apxl, ApxIl, Apxlll y ApxIV. Los dafios en pulmones se extienden por los efectos
combinados de las citocinas en las variedades células de pulmon (Frey, 2003) y a la respuesta
inflamatoria del huesped, estimulada por el LPS. Los fagocitos son atraidos por las
quimiocinas inducidas por LPS y Apx. Los macrofagos, se activan y secretan metabolitos
toxicos de oxigeno, y los macrofagos, asi como los neutréfilos, se lisan por efecto de las
toxinas Apx y liberan enzimas lisosomales, que dafian ain mas las células pulmonares. Los
dafios en las celulas endoteliales producen la activacion de la via de la coagulacion,

formandose microtrombos y produciendo necrosis isquémica localizada (Bossé et al., 2002).
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En casi todos los casos fatales de pleuroneumonia aguda, la muerte es causada por shock
endotoxico por la absorcion de LPS derivado de APP. Curiosamente, se ha demostrado que
las cepas atipicas que son mas o menos virulentas que otras dentro de su serotipo, han
agregado (mas virulento) o perdido (menos virulento) una toxina Apx (Maldonado et al.,
2009). La misma cepa puede comportarse como completamente avirulenta o inducir una
enfermedad clinica grave en ausencia o presencia de una coinfeccion por MHP (Marois et
al., 2009). Ha habido un aumento simultaneo en la enfermedad clinica en los Gltimos afios
en muchos paises europeos, como se refleja en el aumento de las adherencias pleuriticas
cronicas en los mataderos (Sjélund y Wallgren, 2010). En las infecciones agudas se puede
encontrar no solo pulmones con neumonia sino también grandes cantidades de descarga
nasal. Los supervivientes pueden permanecer como portadores subclinicos durante varios
meses y se pueden encontrar lesiones cronicas principalmente en pulmones y tonsilas
(Desrosiers, 2004). Con menos frecuencia, los animales portadores pueden alojar el agente
en la cavidad nasal (Chiers et al., 2010).

Los signos clinicos en los cerdos gravemente afectados incluyen fiebre, letargo, disnea
severa, cianosis y epistaxis. Los cerdos convalecientes con neumonia cronica pueden no
prosperar y mostrar intolerancia al ejercicio y tos. Los hallazgos macroscopicos se
caracterizan por pleuroneumonia fibrino supurativa, hemorragica y necrotizante. Las
lesiones cominmente afectan los I6bulos pulmonares medios o caudales, y pueden ser
unilaterales o bilaterales de color rojo oscuro, de consistencia firme a dura y sobreelevadas.
La superficie de corte a menudo exhibe focos de 1-10 cm claramente delimitados, de forma
irregular, de necrosis coagulativa que son friables y palidos. En casos hiperagudos los septos
interlobulares se expanden por fibrina y edema, y el exudado fibrinoso en la superficie
pleural varia en apariencia, desde una leve lamina de vidrio molido hasta una gruesa capa de
fibrina. Los bronquios pueden contener liquido espumoso o sanguinolento y hemorragias
nasales (Lopez, 2012). En el curso cronico de la enfermedad se ven desgarros del parénquima
pulmonar que se dan cuando al extraer el paquete cardiopulmonar, debido a una pleuritis
muy grande, la pleura parietal estaba adherida a la pleura visceral, con lo que parte del
pulmén queda adherido a la pared tordcica del animal. Pleuroneumonia fibrinosa que
implique al 16bulo diafragmatico del cerdo se considera como signo de diagnostico para esta
enfermedad (LOpez, 2012; Maes et al., 2023). El diagndstico de la enfermedad se realiza por
métodos tradicionales como el aislamiento bacteriologico y tipificacion, y en los ultimos

afios se desarrollaron técnicas serologicas como pruebas de ELISA y posteriormente la
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reaccion en cadena de la polimerasa. Normalmente el aislamiento de APP es confirmatorio
de la presencia del agente. Usualmente es aislado en el medio de cultivo agar sangre. Se
puede separar en dos biovariedades, la biovariedad 1 mas prevalente requiere dinucleotido
de nicotinamida y adenina (NAD) exdgeno para crecer, y la biovar 2 es independiente de
NAD (Pohl et al., 1983). Las colonias pueden ser de dos tipos, un tipo redondeado "de cera"

y una variedad plana, suave y brillante, siendo ambas hemoliticas.

Los primeros estudios realizados usando reaccion en cadena a la polimerasa, fueron hechos
por Sirois et al., (1991), quienes desarrollaron una amplificacion de un fragmento de DNA
de 226bp, sus resultados no fueron muy satisfactorios, ya que existia interaccion cruzada con
el DNA de otras especies del Genero Actinobacillus spp. Posteriormente Gram y Ahrens
(1998), informaron el uso de una técnica de PCR para la identificacion de APP, mediante la
amplificacion de un fragmento del gen que codifica para una proteina de membrana externa
(omlA), método que resultd ser muy sensible y especifico para los 12 serotipos conocidos en
ese entonces. Esta técnica fue mejorada, amplificando secuencias del mismo gen que eran
capaces de agrupar distintos serotipos, permitiendo asi, tener una idea del serotipo a que
pertenecian los casos en estudio, ademas, se podian analizar muestras de tejido tonsilar
provenientes de cerdos portadores sanos de APP. Con todo esto, la PCR omlA se convirtié
en una técnica de alta sensibilidad y especificidad (Gram et al., 2000). Posteriormente,
Schaller et al., (2001), evaluaron una técnica de PCR que identificaba al APP a través de la
amplificacion de una fraccion génica codificante para la toxina Apx IV, la que resultd ser
mucho maés sensible que el cultivo bacterioldgico tradicional. Fittipaldi et al., 2003
compararon distintas técnicas de PCR con cultivos de tonsilas y concluyeron que PCR era
mas sensible que el cultivo, ya que aln podia detectar al microorganismo en muestras donde
habia perdido la viabilidad. En general, una de las desventajas que tuvo el PCR, es que no
podia determinar el serotipo de APP, lo que dificultaba la interpretacion del resultado en
planteles que podian tener mas de un serotipo en su poblacion, o la posibilidad de tener un
serotipo de baja o alta patogenicidad, informacion que es muy valiosa para establecer
programas de control (Dubreuil et al., 2000). En virtud de lo anterior, se han desarrollado
métodos de PCR multiplex que permiten amplificar diferentes genes que codifican la
biosintesis de polisacaridos capsulares (genes cps), los cuales al ser especie-especificos,
discriminan las 29 especies diferentes relacionadas con APP 0 especies que se encuentran

normalmente en el tracto respiratorio porcino, como Glaeserella parasuis, Actinobacillus
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minor, Actinobacillus suis, Actinobacillus equuli, Bordetella bronchiseptica, Streptococcus
suis y Actinobacillus lignieresii (Jessing et al., 2003).

Las vacunas pueden reducir basicamente los signos clinicos y las lesiones pulmonares (Del
Pozo Sacristan et al., 2014), pero son poco eficaces para eliminar la etapa de portador. Se ha
podido erradicar la enfermedad con medicacién, despoblacién y manejo todo dentro-todo
fuera. Una vez que un animal se recupera de la infeccién, adquiere proteccion contra el
desafio por todos los serotipos de APP. También es relevante destacar que pesar del éxito
clinico aparente, debe recordarse que la terapia con antibi6ticos no elimina la infeccion en
un rebafio y que el portador puede persistir durante mucho tiempo (Desrosiers, 2004). Los
resultados indican que la tasa de transferencia de la inmunidad materna via calostro hacia
los lechones fue muy efectiva (Zielinski et al., 2006). Otros enfoques para controlar la
enfermedad incluyen una buena crianza/bioseguridad y vacunacion para reducir la
incidencia y, ante la enfermedad clinica, el tratamiento con antibidticos para limitar la

gravedad y la propagacion (Sassu et al., 2017).
1.5. Justificacion

La falta de referencias bibliograficas sobre estas patologias en la provincia del Chaco sugiere
la necesidad de generar informacion de utilidad para los profesionales actuantes en el medio,
partiendo de ello es interesante realizar un diagnéstico de la situacion actual de las
enfermedades respiratorias, estableciendo la prevalencia inicial de NEP y PCP en la

provincia.

Teniendo en cuenta que la mayor concentracion de establecimientos productores porcinos
se- encuentra en el sud-oeste de la provincia del Chaco, la faena de los cerdos se concentra
fundamentalmente en los frigorificos de las localidades de Villa Angela, Las Brefias, Charata
y Presidencia Roque Séenz Pefia, creemos conveniente que se realicen las diferentes

evaluaciones en estos frigorificos.

De las patologias respiratorias que afectan a la produccion porcina las dos de mayor
relevancia son NEP y PCP. En esta region no hay datos publicados respecto de estas, por lo
que resulta relevante generar informacion que sera de utilidad para productores y

profesionales actuantes en el medio.
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Conociendo la prevalencia de lesiones compatibles con la presencia de Mycoplasma
hyopneumoniae y Actinobacillus pleuropneumoniae se podran aplicar diferentes técnicas
diagnosticas y herramientas de control, con el fin de mitigarlas, lo que permitird incrementar
los indices productivos de la provincia.
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CAPITULO 2.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipdtesis.

Existe alta prevalencia de lesiones pulmonares compatibles con NEP y PCP en cerdos de la

provincia del Chaco.
2.2. Objetivo general.

Conocer la prevalencia de lesiones pulmonares compatibles con NEP y PCP en cerdos a

partir del examen post-mortem en la Provincia del Chaco.
2.3. Objetivos especificos.

Determinar la prevalencia de lesiones compatibles con NEP, en cerdos de la provincia del
Chaco.

Determinar la prevalencia de lesiones compatibles con PCP, en cerdos en la Provincia del
Chaco.

Determinar indice NEP por el método de Sobestiansky et al., (2001).

Determinar la presencia de Mycoplasma hyopneumoniae y Actinobacillus

pleuropneumoniae a partir de tejido pulmonar en cerdos, por la técnica de PCR.
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CAPITULO 3.
MATERIALES Y METODOS
3.1. Muestreo.

Se procedio a realizar un estudio de corte transversal. Se realiz6 un muestreo al azar de los
animales que llegaron a faena en los frigorificos regionales en los meses de marzo y
noviembre del afio 2020. Se realizaron repetidas visitas para recabar datos en el periodo
mencionado, evaluando las lesiones pulmonares de 1581 animales provenientes de 52

granjas porcinas.

La inspeccion y palpacion de pulmones en frigorifico se realizé en primer término,
contemplando las técnicas semioldgicas de rutina. En una ficha de evaluacién se registro la
presencia/ausencia de lesion pulmonar, la ubicacion de la lesion en el pulmén, el porcentaje

de lesién de cada l6bulo pulmonar y agudeza o cronicidad de la lesion.

Por altimo, también se procedié al corte del pulmén para observar el contenido, se registré
al mismo tiempo cualquier otro tipo de lesion, como, pleuritis, abscesos, adherencias y

necrosis del parénquima.
3.2. Inspeccion pulmonar en frigorifico.
3.2.1. Prevalencia de lesiones pulmonares.

Con informacion de los registros se procedi6 a calcular la prevalencia de lesiones

pulmonares con la formula siguiente:

Prevalencia de Lesiones Pulmonares: pulmones con lesidn/total de pulmones examinados
X100=

3.2.2. Identificacion de lesiones compatibles con NEP Y PCP.

Las lesiones compatibles con NEP son caracteristicas como consolidacion craneo-ventral,
color rojo oscuro y consistencia firme, ubicadas principalmente en forma bilateral, en el
I6bulo apical intermedio y l6bulo accesorio, y algunas veces partes craneales de los I6bulos
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diafragmaticos (Pieters y Maes, 2019), un ejemplo gréfico de esta descripcion se puede

observar en la imagen 3.

Las lesiones compatibles con PCP afectan los I6bulos pulmonares medios o caudales,
unilaterales o bilaterales, color rojo oscuro, de consistencia firme a dura y sobreelevadas. La
superficie de corte a menudo exhibe focos de 1-10 cm claramente delimitados, de forma
irregular, de necrosis coagulativa que son friables y palidos. Similares a las que se puede
observar en la imagen 4. A veces acompafiados por fibrina y edema, y el exudado fibrinoso
en la superficie pleural varia en apariencia, desde una leve ldmina de vidrio molido hasta

una gruesa capa de fibrina. (Lopez, 2012).

Imagen 3. Lesion pulmonar compatible con NEP.

En la Imagen 4 se puede observar una lesion en el l6bulo cardiaco zquierdo, por lo que es
sujetiva de NEP.
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Imagen 4. Lesion pulmonar compatible con PCP.

En laimagen 4 se puede observar un pulmon que posee lesiones sugestivas de PCP, se puede
observar la ubicacion en el 16bulo diafragmatico de la lesion y un patron lobular. Al mismo

tiempo se puede observar lesion indicativa de NEP en el 16bulo apical derecho.
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Todo el proceso fue realizado por la misma persona, con la misma formacion y criterio

durante todas las etapas.

3.2.3. Score lesional NEP.

Se procedidé a puntuar las lesiones pulmonares compatibles con NEP mediante el Score

Pulmonar adaptado de Sobestiansky y Barcellos 2007, es decir el area pulmonar afectada.

Para determinar el porcentaje de lesion pulmonar se tuvieron en cuenta los porcentajes en

que cada l6bulo pulmonar (Tabla 1) contribuye al peso total del pulmén. De la multiplicacion

del porcentaje de lesion observado en un Iébulo por su porcentaje de participacion en el

pulmon dividido 100 tenemos el porcentaje de un lobulo. Por lo que la sumatoria de todos

los I6bulos que presentan lesion nos da el porcentaje de lesién del pulmon.
Tabla 1. Participacion porcentual de cada I6bulo en relacion al peso total del pulmén.

(Sobestiansky y Barcellos, 2007).

Lobulo pulmonar

Porcentaje de peso pulmonar (%)

Apical derecho (AD) 11
Cardiaco derecho (CD) 11
Diafragmatico derecho (DD) 34
Apical izquierdo (Al)

Cardiaco izquierdo (CI)
Diafragmatico izquierdo (DI) 27
Accesorio 5
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Tabla 2. Rangos de lesiones pulmonares.

Categoria. | Porcentaje de lesién pulmonar (%o).

0,1all
11,1a2l
21,1a31
31,1a41
41,1a51
51,1a100

o Jo|bs Jw N |- O

Una vez obtenido el porcentaje de lesion del pulmdn, se agrupa en un rango de los que se
observan en la Tabla 2 con relacion al porcentaje de lesion pulmonar. La sumatoria de los
pulmones agrupados en un rango nos da la frecuencia, la cual posteriormente es utilizada
para determinar el indice de Neumonia. Por ejemplo la Imagen 3 al mismo tiempo este lobulo
tiene una puntuacién Score pulmonar de NEP adaptado de Sobestiansky y Barcellos (2007)
de 6,55y se encuentra dentro del rango 1. Por otro lado es una lesion de consistencia firme

y de coloracidén oscura lo que indica que posee un curso cronico.
3.2.4 indice NEP.

El indice de neumonia (IN) es un valor categorico propuesto por Sobestiansky et al., (2001)
que se obtiene para asignar el estado de compatibilidad con NEP que posee la poblacion.
Para determinar este valor se debe registrar la frecuencia de cerdos de acuerdo con las

categorias que se presentan en la Tabla 2.

Una vez registrada la frecuencia de cerdos con lesiones compatibles con NEP por categoria,
se realiza una multiplicacién de la frecuencia y el nimero de categoria, posteriormente cada

resultado se suma. Al dividir este resultado por el tal de pulmones inspeccionados se obtiene
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el resultado final. Para comprender de mejor forma esta operacion, es preciso observar la

interpretacion.
indice de NEP: indice total por categoria/total de pulmones examinados
3.2.5. Clasificacion segun curso de la enfermedad:

Lesion Pulmonar aguda compatible con NEP, aparte de presentarse en el area pulmonar
tipica de la patologia de la lesion presenta una coloracion rojo oscuro. No sucede lo
mismo con la lesidn cronica de NEP la cual presenta una cologacion de gris-rosado y gris
mas homogeéneo segln la cronologia de la lesion (Gémez-Cabrera, 2010). Generalmente
muestran una tendencia a reducirse con el tiempo y forma cicatrices de aspecto grisaceo
(Maes et al., 2008).

En lesiones agudas compatibles con PCP se puede observar cambio de coloracion en la
region de la lesion, no se observan adherencias. EI pulmén por lo general conserva su
superficie, pero puede haber fibrina libre en la superficie. En cambié en las lesiones
cronicas por PCP generalmente se puede observar que el pulmon pierde la integridad
de su supericie, coloracion mas oscura, adherencias tanto a la pared toracica como asi
tambien propias de material fibrinopurulento de la patologia en si misma. (Maes et al.,
2008).

3.3. Estudios etioldgicos.
3.3.1. Formacion de pooles.

Se tomaron 625 muestras al azar de tejido pulmonar lesionado. De este tejido extraido se
realiz6 homogenizado mediante la utilizacion de un mortero en una relacion 1/10 arena
estéril y buffer PBS 1X, para posteriormente centrifugar a 1500 rpm por 5 minutos. Del
sobrenadante obtenido se formaron pooles de 5 muestras, es decir se extrajo 40 ul por
muestra para completar 200ul por pool en cada tubo criovial, material que luego fue

sometido a la extraccion de ADN.
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11.

12.

3.3.2. Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se llevo a cabo mediante el kit comercial “High Pure PCR Template
Preparation Kit, ®ROCHE”, a partir de los homogenatos de tejido pulmonar en el siguiente

orden:

Agregar 120 pl de Tissue lysis Buffer a cada tubo de eppendorf de 1,5 ml segun la cantidad
de muestras a procesar. Este paso se realiza en la mesada de extraccion.
Agregar 80 ul de muestra a cada tubo del punto anterior con pipetas de uso comdn, pero con
tips con filtro y en mesada de extraccion.
Pipetear 40 pl de Proteasa K a cada tubo. Mezclar inmediatamente con vortex por 15
segundos. Luego centrifugar brevemente de manera que no queden gotas en la cara interna
de la tapa.
Incubar a 56° C por una hora.
Centrifugar brevemente de manera que no queden gotas en la cara interna de la tapa.
Agregar 200 ul de Binding Buffer a cada tubo. Mezclar brevemente por inversion por 15
segundos. Luego mezclar y centrifugar brevemente de manera que no queden gotas en la
cara interna de la tapa.
Incubar a 70°C por 10 minutos.
Agregar 100 de isopropanol absoluto a cada tubo, y mezclar por inversion 15 segundos.
Luego mezclar y centrifugar brevemente de manera que no queden gotas en la cara interna
de la tapa.
Agregar la mezcla anterior a la columna de purificacion (High Filtre tube), cerrar la tapa, y
centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto. Luego colocar la columna de purificacion en un tubo
colector nuevo y descartar el tubo que tiene el filtrado.
Abrir cuidadosamente la columna y agregar 500 ul de Inhibitor Renoval Buffer. Cerrar la
tapa y centrifugar 8000 rpm por 1 minuto. Colocar la columna de purificacién en un tubo
colector nuevo y descartar el tubo que contiene el filtrado.
Abrir cuidadosamente la columna de purificacion y agregar 500 pl de Wash buffer, cerrar la
tapa y centrifugar a 8000 rpm 1 minuto. Luego colocar la columna de purificacion en un
tubo nuevo y descartar el tubo que contiene filtrado.

Abrir cuidadosamente la columna de purificacion y agregar 450 pl de Wash buffer,

cerrar la tapa y centrifugar a 8000 rpm 1 minuto.
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14.

Colocar la columna de purificacion en un tubo nuevo (tipo Eppendorf 1,5 ml). Centrifugar
a maxima velocidad durante 1 minuto y descartar el tubo que contiene el filtrado.

Colocar la columna de purificacion en un tubo tipo eppendorf de 1,5 ml nuevo rotulado.
Abrir la columna de purificacion y agregar 15 pl de Buffer de Elucién precalentado
asegurando de que moje todo el filtro. Dejar incubando 3 minutos. A continuacion,
centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

3.3.3. Técnica PCR

La reaccion de Nested-PCR para MHP se realiz6 segun Calsamiglia et al., (1999) quienes
usaron 5 pL de la preparacion del ADN para la primera reaccion y posteriormente se tomaron
0,8 pL del producto para la segunda reaccion. Las amplificaciones se llevaron a cabo en una
mezcla de reaccion que contenia dos pares de cebadores para el gen ribosomal 16 S (16S
rRNA), los dntps, PCR-solucion amortiguadora, glicerol, MgCI2 y la Taq. polimerasa. La
primera reaccion amplificé un fragmento de 649 pb, y la segunda amplifico un fragmento de
352 ph. Ambas reacciones se corrieron en un termociclador (Applied Biosystems™ Veriti™
96-Well Thermal Cycler) y requirieron las mismas condiciones, 30 ciclos de los pasos
siguientes: desnaturalizacion en 94°C para 30 segundos, alineamiento en 60°C por 45
segundos y la extension en 72°C por 30 segundos. Las muestras de PCR-amplificado se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Donde se pudo constatar la presencia

y/o ausencia del agente en las muestras a partir de su peso molecular con un control positivo.

En el caso de APP se procedi6 a utilizar la técnica estandarizada por Schaller et al., (2001).
Para la misma el utilizamos primers que amplificaban una region de 418 bp del gen apxIV,
especifico de APP. Se amplificd durante 35 ciclos con parametros que comprendian 30
segundos a 94 °C, 30 segundos a 52 °C, respectivamente, 54 °C y 30 segundos a 72 °C. Las
condiciones de amplificacion fueron las descritas anteriormente. Los productos de la PCR
se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,7 % después de tefiir con

bromuro de etidio en un transiluminador UV como se describe. Ausubel et al., (2003).
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CAPITULO 4.
RESULTADOS.
4.1.1. Prevalencia de lesiones pulmonares.

Se realiz6 la evaluacion de lesiones pulmonares en un total de 1581 pulmones en los
frigorificos regionales distribuidos en toda la provincia, 917 presentaban algun tipo de lesién
y una frecuencia de presencia del 0,58(58%).

Prevalencia de lesiones pulmonares: =917/1581 = 0,58

Gréfico 1. Porcentaje con y sin lesiones pulmonares.

Porcentaje con lesiones o sin lesiones.

u S/Lesion

m C/Lesion

En grafico 1.se observa la prevalencia de lesiones pulmonares, la cual supera el 50%,
dimensionando el impacto que las patologias respiratorias pueden llegar a tener en la

produccion porcina de la provincia del Chaco.
4.1.2. Curso de NEP y PCP.

Las lesiones pulmonares compatibles con PCP y NEP pueden sobrellevar un curso agudo o
cronico al momento de la evaluacion, por ejemplo, se pudo observar evaluaciones como la
imagen 5 en la que se ve una lesién de tipo aguda compatible con PCP, sin embargo, también

se observaron lesiones cronicas como es la imagen 6 compatible con PCP. En relacion, se
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pudo determinar un 92%(Grafico2) de las lesiones pulmonares observadas presentaban un

curso cronico.

Imagen 5: Lesion pulmonar aguda compatible con PCP.

el Ay SRS

-

En lesiones agudas, como se puede observar en la imagen 5, se observa un cambio de
coloracion en la region de la lesion, debida a las alteraciones causadas por la patologia como
consecuencia del proceso inflamatorio, no se observan adherencias. EI pulmon por lo general

conserva su superficie, pero puede haber fibrina libre en la superficie.
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Imagen 6: Lesion pulmonar cronica compatible con PCP

En las lesiones crénicas, como en la imagen 6 se puede observar el pulmon con su tejido
retraido formando cicatrices o fisuras interlobulares, lo que complica su observacion y
puntuacion. Las lesiones de PCP se caracterizan por adherencias fibrosas a la pleura visceral
y parietal. En estos casos, las adherencias del tejido pulmonar son frecuentes y dejan parte
del érgano adherido a la pared toracica durante la extraccion del pulmén de la canal, lo que

conduce a su decomiso.
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Gréfico 2. Curso de enfermedad (Agudo/Cronico).

ml

m2

1. Lesiones Agudas 2. Lesiones cronicas.
4.1.3.Prevalencia de lesiones compatibles con NEP y PCP.

Las lesiones fueron clasificadas como se puede observar en el grafico 3 en compatibles
con NEP un 41 %y compatibles con PCP un 16%y compatiblescon PCPy NEP un
1% de lesiones pulmonares.
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Grafico 3. Lesiones segun la patologia.

1.Lesiones compatibles con NEP. 2.Lesiones compatibles con PCP

ml
N2
m3

m4

3.Pulmones con lesiones compatibles con NEP y PCP. 4.Sin lesiones pulmonares.

4.1.4. Presencia de pleuritis.

Las patologias que pueden generar pleuritis severas son varias, las pleuritis observadas en

este estudio (Grafico 4) se correspondian con lesiones pulmonares severas compatibles con

PCP.
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Grafico 4. Presencia de pleuritis en pulmones.

1: Pulmones Con Presencia de pleuritis. 2: Pulmones sin presencia de pleuritis.

4.1.5. Score de lesional de NEP observadas en Frigorifico.

Tabla 3. Recuento y Porcentaje por Rango de Lesion Pulmonar.

Rango Recuento Porcentaje/Lesiones
1 550 84,35%
2 74 11,25%
3 14 2,13%
4 9 1,3%
5 6 1%
6 0

El rango 1 es el de mayor repeticion, con 550 pulmones, lo que nos indica que del total de
animales con lesiones compatibles con NEP, un 84 % de los pulmones lesionados presentan

menos del 11 % de injerencia en el pulmon.
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4.1.6. Indice de NEP.

Tabla 4. Relacion Rango/recuento para determinar indice de Neumonia.

Rango | Recuento | Rango/recuento | Indice de Neumonia
0 928 0 0
1 550 550 0,35
2 74 148 0,094
3 14 42 0,0266
4 9 36 0,023
5 6 30 0,019
6 0 0 0
1581 811 0,51

indice de NEP: 811/1581=0,51

La indice neumonia de la poblacién en estudio arrojo: 0,51

4.1.7. Ubicacion de la lesion por pulmon.

Las lesiones pulmonares en este estudio se hallaron fundamentalmente en ambos pulmones,

como se puede observar en el grafico 5.
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Grafico 5. Ubicacion por pulmén.

PULMONES

]l m2 =3

1. Pulmon derecho. 2. pulmdn izquierdo 3. Ambos pulmones.
4.2. Deteccion por PCR

Los resultados de PCR de los 125 pooles para MHP resultaron en su totalidad negativos.
Sin embargo 17 de los 125 pooles resultaron positivos para APP, indicAndonos que hay
una positividad del 13,6% de los pooles para APP.
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CAPITULO 5.
DISCUSION Y CONCLUSION
5.1 Discusién.

Lo observado en el presente estudio expone que en la provincia existe una alta prevalencia
de lesiones pulmonares en la evaluacion post-mortem en frigorifico. Era de suponer con los
antecedentes recolectados a través de la sintomatologia observada en visitas a granjas,
aungue sin respaldo bibliogréafico, al no contar con estudios pertinentes en la regién. EI 58%
de lesiones pulmonares podria estar relacionado a que la mayoria de los sistemas productivos
de la regidn, son de ciclo completo que por lo general poseen sistemas de engorde, al aire
libre o bajo techo, sobre piso de tierra o cemento; y que debido a las variaciones de
temperaturas y/o altas temperaturas en verano se ven obligados a humedecer el ambiente
para sobrellevar la produccion. En este contexto el valor expuesto, no es tan dispar del

expuesto en el pais con anterioridad por Ambrogi et al., (1996).

En relacion con lo estudiado en el resto del continente americano, se expusieron diferentes
resultados. Por ejemplo, en México el valor hallado fue superior, Williams et al., (2000)
determinaron un 90,3% de lesion pulmonar en los pulmones inspeccionados. En contraste
Lopez y Molina (2018) expuso que en Nicaragua el 22,5 de los pulmones inspeccionados

presentaban lesiones, un porcentaje menor al calculado en el presente estudio.

En Europa los estudios realizados también conservan su variabilidad, es asi que, segun los
datos analizados en la presente tesis, nuestro porcentaje de lesiones es menor a lo expuesto
en Suiza por Grest et al., (1992), donde a partir del examen de 8.921 pulmones, determinaron
gue un 84% presentaba lesiones. También al encontrado en Italia por Ostanello et al., (2007)
a partir de la evaluacion pulmonar de 10.041 cerdos determinaron 59,6% de lesiones. Sin
embargo, es mayor al porcentaje de lesiones hallado por Neuman et al. (2014) en Nueva

Zelanda que fue del 19% de lesiones pulmonares respectivamente.

Respecto a la ubicacion de las lesiones, estas se asocian a la lesion asignada, es asi que la
NEP generalmente tiene ubicacion craneal y PCP una ubicacion caudal o diafragmatica. Esto

se relaciona a lo que se puede visualizar en el grafico 2 donde un 92% de lesiones tipo
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cronicas, que tuvieron poco avance durante la vida de los animales en el caso de NEP de
una coloracion rojo gris caracteristica y en el caso de PCP asociada generalemente a pleu-
itis cronica. Lesiones que se generan por procesos de larga duracion como lo dice el autor
Espigares (2016) para NEP y como menciona Gottschalk et. al., (2019) para APP las
lesiones fibrosas pleurales son procesos que duran hasta tres meses. Es importante destacar
que la evaluacién en matadero no proporciona informacion sobre la enfermedad respiratoria
a tiempo real; en la mayoria de los casos se trata de una evaluacion retrospectiva de los

signos clinicos observados tiempo atras (Sibila et al., 2009).

Lo que podemos destacar en nuestro estudio es la prevalencia que tienen las lesiones
compatibles con NEP (41%) en la provincia del Chaco, duplican a las compatibles con PCP
(16%). Difiere de lo expuesto en el continente europeo por Neuman et al., (2014), en Nueva
Zelanda, donde a partir de la evaluacion de 6.220.664 cerdos en 11 afios, determin6 un 7,6%
con ubicacion antero-ventral y un 11,4% pleuroneumonia. Es coincidente con lo estudiado
en Hungria por Karabasil et al., (2019) con el 16,5 % de pleuritis compatibles con PCP y un
67 % de NEP. En el caso de NEP es inferior a lo detallado en Argentina por Ambrogi et al.,
(1996) con una prevalencia 56,7%. Es inferior al limite inferior de los rangos expuestos por
Dolso et al., (2000) donde la prevalencia de lesiones compatibles con NEP en
establecimientos confinados fue del 100% en el 76,6% de sus animales y en sistemas al aire
libre estaban afectados el 86% de los establecimientos y el 46,6% de sus animales. También
es menor al hallado por Blois et al., (2017), en Mendoza, con el 83% de lesiones pulmonares
compatibles con NEP y al 52,8% expuesto por San Martin (2017) en Buenos Aires.

Es interesante destacar que en nuestro caso como se puede observar en la Tabla 3, el 84%
de las lesiones compatibles con NEP afectaban a menos del 11% de los pulmones y un 11%
restante afectaban a un porcentaje de entre el 11 y el 21% de los pulmones, por lo que si bien
nuestro porcentaje de lesiones es alto (58%), el grado de afeccion es bajo. Es por eso que el
indice de neumonia nos da un valor de 0,51 que, si bien indica que hay patologias
respiratorias presentes, estas no representan una amenaza para la produccion porcina en
estudio. Diferente de lo que sucede en Caldas, Colombia, donde se hallé un indice de
neumonia de 1,29 a partir de un estudio realizado durante 5 meses, lo que indica que el nivel
de patologias respiratorias en la poblacién constituye una amenaza constante para el sistema

productivo (Quintero Gonzalez, 2017).
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Ya que la inspeccidn en frigorificos constituye la piedra angular del éxito ante estos planes
de salud porcina, es de suma importancia seguir con estas practicas de rutina para favorecer
la retroalimentacion de los resultados, ayudando a aumentar su conciencia sobre la aparicion

de enfermedades subclinicas en sus granjas (Sanchez-Vazquez et al., 2012).

Los datos del esquema se consideran utiles a nivel de productor, ya que pueden usarse para
evaluar la presencia, la gravedad y la respuesta a las intervenciones para diferentes
enfermedades a lo largo del tiempo, utilizando lesiones macroscépicas como indicador de la

enfermedad (Sanchez-Vazquez et al., 2010).

En este caso la mayoria de las lesiones pulmonares involucraron a ambos pulmones (41%),
lo que no respeta el patron expuesto por otros autores como San Martin (2017), que encontro
mayor porcentaje de lesiones pulmonares en el pulmon derecho (73,24%) vy el restante del
lado izquierdo (26,76). Esto puede ser debido a las condiciones ambientales a las que son
sometidas en la region durante la estacion estival anterior al estudio que consiste en un
ambiente con temperaturas que por lo general estan por encima de los 30°C, la humedad del
ambiente se eleva para que los animales se desarrollen productivamente y su sistema
respiratorio actiia como 6rgano de refrigeracion casi permanentemente. A su vez, el restante
mayor porcentaje en el pulmén derecho se podria relacionar a que el bronquio principal
derecho nace en la traguea antes de la bifurcacién creando una raiz méas pequefia para el
I6bulo apical derecho como lo detallaban Kéning y Liebich, (2008). Por otro lado, en nuestra
region chaquefia las temperaturas medias varian entre 24°C y 30°C en verano con maximas
por sobre los 40 grados todos los afios (Iriondo, 2006). En estas condiciones para producir
cerdo en gran parte del afio se realizan bafios peridédicos o continuos para disminuir su
temperatura con lo que aumenta la posibilidad de que agentes patégenos del medio colonicen

las vias respiratorias.

A traves de este trabajo podemos determinar que el tejido pulmonar es (til para diagnosticar
APP, por medio de la técnica PCR de tejidos pulmonares determinando en nuestro caso un
13,6% de positividad. No es asi en el caso de MHP donde el tejido pulmonar no constituye
una muestra confiable para determinar la presencia/ausencia del agente, recomendandose en
este caso utilizar otras técnicas que puedan extraer muestras del interior de los bronquios
fundamentalmente como lo son el lavado bronquial, utilizado por Blois et al., (2017), arrojo
un 49% de PCR positivas para MHP de las lesiones pulmonares estudiadas. Es relevante

tener en cuenta que en el presente trabajo solo se realizo la identificacion de los agentes
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causales de ambas patologias, no asi otros agentes que pueden causar sintomatologias y/
lesiones pulmonares similares. Sin embargo, es destacable la cronicidad de los eventos que
se pudieron observar en frigorifico lo que nos indica compatibilidad con los dos agentes

estudiados.

Un patdégeno como MHP constituye una preocupacion importante para los criaderos de todo
el mundo (Maes et al., 2018), ya que por la forma en la que afecta a los sistemas productivos
conduce unidireccionalmente a generar resistencias a los antimicrobianos. Por lo que su
monitoreo constante y eventuales propuestas para sobrellevar el agente en forma efectiva 'y

sin la utilizacion de antibioticos es una interesante tematica de estudio a futuro.

Por otro lado, en el mundo actual, los consumidores facilmente adquieren conocimientos
sobre los productos que estan adquiriendo, es asi que exigen trazabilidad y calidad del
producto. Siendo que los agentes respiratorios mas alla de generar pérdidas econdmicas por
aumento en los costos de produccion también pueden disminuir la calidad de la carne (Dolso
2019), como lo detallaba Ostenello ef al., (2007) en Italia, que un aumento en el puntaje
medio de lesiones pulmonares en los lotes representaba una disminucion en la calidad de las
canales. Por otro lado, esta el costo de la proteina animal que debe ser descartada porque no
es apta para consumo humano, asi Costa (2014), destaca que un 97,32% de los pulmones

que llegan al frigorifico de Alagoinhas, Brasil, deben ser castigados.

Tanto MHP como APP, aunque son patdgenos con distribucion mundial y es dificil encontrar
criaderos exentos de estas patologias, es importante evitar el ingreso de nuevas variedades
y/o serotipos, por ello implementar métodos de bioseguridad adecuados y acordes al sistema
productivo. Al mismo tiempo para sobre llevar la produccion en forma eficiente es
recomendable optimizar las condiciones de manejo, alojamiento y vacunacion (Maes et al.,
2020).

Destaca Chamba et al., (2017), que las diferencias en el porcentaje de la prevalencia pueden
deberse a las condiciones climaticas, ubicacion geogréafica de la granja, el estado inmunitario
de los animales y por el ingreso de nuevos animales o el personal manipulador. Todos
elementos de importancia y que pueden generar estrés en los animales lo que al romper el

equilibrio huésped-agente patdgeno genera inevitablemente la enfermedad.
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5.2. Conclusion

El presente trabajo concluye, que existe una alta prevalencia de lesiones compatibles con
NEP y PCP en la provincia del Chaco. Sin embargo, el indice de neumonia obtenido no
indica que las patologias respiratorias constituyan una amenaza para los sistemas
productivos porcinos en la provincia.

La evaluacion macroscopica resulta un método econdémico y practico de gran utilidad que
permite exponer y/o validar la presencia de enfermedades respiratorias y su monitoreo en la
provincia del Chaco, ya que se pueden observar tanto lesiones agudas como cronicas y/o en
resolucion. Por otro lado, la utilizacién de tejido para monitoreo por PCR de APP es de
utilidad, no asi en el caso de MHP en el cual las muestras de tejido arrojaron valores
negativos, considerandose a futuro utilizar otras técnicas para este agente como lo son el

lavado broncoalveolar o el hisopado traqueal o bronquial.
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AnNexos

Ficha de evaluacion pulmonar en frigorifico.

Lesion:
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Presencia

(2)

Curso:

Agudo (1)
Crénico

(2)

Compatibilidad:
NEP (1)

PCP (2)
NEPy PCP (3)

Pleuritis:
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(1)

Porcentaje de lesion por lébulo:
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CD

DD
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Cl
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. Resumen en espafol: Resumen

La produccién porcina de la provincia del Chaco registra el 5,3% del stock porcino de Argentina, resulta de
relevancia estudiar el comportamiento de los sistemas productivos en relacién con las patologias respiratorias.
El objetivo de este trabajo fue conocer la prevalencia de lesiones pulmonares compatibles con Neumonia
Enzodtica Porcina y Pleuroneumonia Contagiosa Porcina en cerdos a partir del examen post-mortem en la
Provincia del Chaco y luego determinar la presencia de Mycoplasma hyopneumoniae y Actinobacillus
pleuopneumoniae a partir de tejido pulmonar en cerdos, a partir de la técnica

PCR. Se realizd un estudio de corte transversal, que consistié en realizar visitas semanales a frigorificos
ubicados en la provincia del Chaco, en las localidades de Las Brefas, Villa Angela, Charata y Presidencia Roque
Saenz Pefia, entre marzo y noviembre del 2020. En las visitas se evaluaban los pulmones de los cerdos
faenados con el objetivo de registrar: presencia de lesiones, ubicacion de la lesién, caracteristicas de la lesion,
curso de la lesion. Luego se procedié a tomar muestras al azar de tejido pulmonar de areas afectadas. Al
procesar los datos registrados, se observd un 58% de pulmones con lesiones, de las cuales un 41% por su
ubicacién eran compatibles con Neumonia Enzodtica Porcina, un 16% con Pleuroneumonia Contagiosa
Porcina y un 1% compatible con ambas patologias. Un indice de NEP de 0,51. Un 13% de los pulmones con
lesiones presento pleuritis. Un 92% de las lesiones registradas fueron identificadas como crdnicas. El analisis
molecular de los 125 pooles de pulmones, determiné que en un 13% se identificd A. pleuropneumoniae y en
ningln pool se encontré M. hyopneumoniae. Si bien el porcentaje de pulmones con lesiones es alto (58%) el
84% de las mismas comprometen menos del 11,1% del 6rgano, es decir que el impacto en la produccién
porcina es minimo. A partir de la ubicacion de las lesiones y la cronicidad de estas (92%) y se asume que las
mismas son compatibles con Neumonia Enzodtica Porcina y Pleuroneumonia Contagiosa Porcina. Al
determinar el indice de Neumonia Enzodtica Porcina, el resultado se asocié a un estado de enfermedad
imperceptible. El resultado de reacciéon en cadena a la polimerasa para A. pleuropneumoniae nos sugiere que
el tejido pulmonar es una muestra Util para determinar este agente.

« Resumen en inglés: Abstract

The pig production in the province of Chaco accounts for 5.3% of Argentina's pig stock, making it relevant to
study the behavior of production systems in relation to respiratory diseases. The objective of this work was to
determine the prevalence of lung lesions compatible with Porcine Enzootic Pneumonia and Porcine
Contagious Pleuropneumonia in pigs through post-mortem examination in the Province of Chaco and then to
determine the presence of Mycoplasma hyopneumoniae and Actinobacillus pleuropneumoniae in lung tissue
of pigs using the PCR technique. A cross-sectional study was conducted, consisting of weekly visits to
slaughterhouses located in the province of Chaco, in the towns of Las Brefias, Villa Angela, Charata, and
Presidencia Roque Saenz Pefia, between March and November 2020. During the visits, the lungs of
slaughtered pigs were evaluated to record the presence of lesions, location of the lesion, characteristics of the
lesion, and course of the lesion. Random samples of lung tissue from affected areas were then taken. Data
analysis showed that 58% of the lungs had lesions, of which 41% by their location were compatible with
Porcine Enzootic Pneumonia, 16% with Porcine Contagious Pleuropneumonia, and 1% compatible with both
diseases. A PEP index of 0.51 was determined. Thirteen percent of lungs with lesions showed pleuritis. Ninety
two percent of the recorded lesions were identified as chronic. A molecular analysis of the 125 pooled lungs
determined that 13% were identified with A. pleuropneumoniae and no pool was found with M.
hyopneumoniae. Although the percentage of lungs with lesions is high (58%), 84% of them involve less than
11.1% of the organ, indicating minimal impact on pig production. Given the location and chronicity (92%) of
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the lesions, they are assumed to be compatible with Porcine Enzootic Pneumonia and Porcine Contagious
Pleuropneumonia. The Porcine Enzootic Pneumonia Index was associated with a state of subclinical disease.
The PCR result for A. pleuropneumoniae suggests that lung tissue is a useful sample for determining this
agent.
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