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RESUMEN

Lawsonia intracellularis (L. intracellularis) es el agente causal de la enteritis
proliferativa porcina (EPP), una enfermedad de alta prevalencia que se presenta en
forma endémica en la mayoria de las granjas sean éstas confinadas o al aire libre, de alto
o bajo nivel sanitario. Se reconocen actualmente tres formas clinicas de la enfermedad,
aguda, cronica y subclinica, denominadas como enteritis proliferativa hemorragica
porcina la primera y EPP las dos ultimas. El estudio de la forma subclinica representa el
verdadero desafio en el diagnostico, en el estudio de la dinamica de la enfermedad
dentro de una piara en particular y en la evaluacion del impacto del agente dentro del

establecimiento.

El proposito del presente estudio fue determinar la presencia, distribucion y
perfil de L. intracellularis por medio de serologia (enzimoinmunoensayo-ELISA) y
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en cerdos de distintas edades y determinar la
presencia y dinamica de la diarrea y su asociacion con L. intracellularis en granjas
porcinas de la Republica Argentina, para lo cual se realizd un estudio de corte

transversal, en 22 establecimientos de la zona de mayor produccion porcina del pais.

Se tomaron muestras de sangre y materia fecal de 10 cerdos de 8, 15 y 21
semanas de edad, para ELISA y PCR respectivamente. El 90,9% de las granjas fueron
seropositivas, el 57% fueron PCR positivas. Ademas, los resultados de PCR, mostraron
que para las 8, 15 y 21 semanas se encontraron 5, 21 y 30 muestras positivas en 3, 6 y
10 establecimientos respectivamente. Se concluyd que L. intracellularis esta presente en
forma endémica en el pais y dentro de los establecimientos, que el mayor impacto de la
enfermedad se da alrededor de las |5 semanas de edad, y que la utilizacion de ambas
técnicas juntas en diferentes edades permite identificar la prevalencia de
portadores/eliminadores y la prevalencia de la enfermedad, lo que facilitaria el
desarrollo de protocolos de control y tratamiento para minimizar el impacto de la

entidad clinico-patologica.



Para evaluar la presencia y dinamica de la diarrea y su asociacion con L.
intracellularis se desarrolld una encuesta en donde se evalud la percepcion del
productor o persona a cargo de los porcinos sobre la presencia de diarreas en los
animales de 8, 15 y 21 semanas de edad, asi como un protocolo estandarizado para
realizar la inspeccion y caracterizacion de las diarreas (color y consistencia), por parte
de profesionales veterinarios. Se relaciond también la presencia de lesiones
macroscopicas de ileon y valvula ileocecal con los resultados de PCR de tres cerdos

piadosamente sacrificados y necropsiados en cada una de las granjas .

Se concluy6 que la percepcion de la diarrea por el productor en todas las edades
(entre el 28,6% y el 38,1% de los establecimientos) fue menor a lo inspeccionado por
los veterinarios (entre el 71,4% y el 90,5% de establecimientos). Independientemente de
la edad, la diarrea que mayor frecuencia de presentacion fue de consistencia cremosa y
de color gris-verdoso. Si bien los factores causales de diarrea pueden originarse a partir
de agentes infecciosos o no infecciosos y la presencia del signo clinico no puede
relacionarse directamente con la presencia de L. intracellularis, es importante advertir
que a las 15 semanas de edad se observo un mayor impacto del microorganismo dentro
de las granjas, no solo por el tipo de diarrea sino también por la mayor percepcion del
evento y también por lo anteriormente citado en cuanto a las pruebas de laboratorio. En
cuanto a la presencia de lesiones macroscopicas evaluadas en los animales
necropsiados, se evidencio que los animales que fueron positivos a la prueba de PCR a
L. intracellularis presentaron lesiones. Sin embargo, no todos los que presentaron

lesiones fueron positivos a la PCR.
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CAPITULO 1




INTRODUCCION

La enteritis o enteropatia proliferativa porcina (EPP) fue reportada por primera
vez en la década de los 30° (Biester y Schwarte, 1931; Biester y col., 1939) pero no fue
hasta comienzos de los 70’s que un grupo de investigadores del Reino Unido, liderados
por el Dr. G.H.K. Lawson, comenzaron estudios de campo (Rowland y Rowntree, 1972;
McOrist y col., 1993; Gebhart, 2004a), que llevaron a la identificacion formal de L.
intracellularis como el agente causal de esta enfermedad (Smith y Lawson, 2001).
McOirist y col., (1993) lograron la inoculacion “exitosa” de animales con cultivos de una
especie de bacterias curvadas halladas en cerdos afectados, reproduciendo los sintomas
de la enfermedad, por lo que a partir de estos hallazgos se denominé al microorganismo
“Simbionte Ileal Intracelular” y posteriormente L. intracellularis. En la actualidad esta
clasificada en la subdivision delta de las Proteobacterias (Gebhart y col., 1993; Lawson
y col., 1993) y taxonomicamente es distinta a otros patégenos intracelulares (McOrist y

col., 1995; Dale y col., 1998).

L. intracellularis ha sido identificada como el Gnico agente etiologico capaz de
producir una enfermedad denominada EPP (Cooper y col. 1997; Gebhart y col., 1993),
sin embargo varios nombres han sido usados para describir las manifestaciones clinicas
y formas lesionales de esta enfermedad, (Lawson y Gebhart 2000; McOrist y Gebhart,
2000; Gebhart, 2004a; Hardge y col., 2005). Esta bacteria tiene aspecto de bastoncillo
vibroide, curvado o recto y de extremos agudos o romos, de 1,25 — 1,75 um de largo y
0,25 - 0,43 um de ancho (Lawson y col., 1993; McOrist y col., 1993; Joens, Nibbelink,
Glock., 1997; Gebhart, 2004a; Hardge y col., 2005).

Presenta una membrana externa trilaminar caracteristica de las bacterias gram
negativas (Lawson y col., 1993; McOrist y col., 1993; Gebhart, 2004a y Hardge y col.,
2005) y no se han detectado fimbrias o esporas, pero si un unico flagelo polar, largo y

de motilidad pulsatil al ser observadas fuera de las células (Stills, 1991; Gebhart, 2004a



y Hardge y col., 2005). Su respiracion es dependiente de la célula, por lo cual se le

puede denominar “parasito energético”” (McOrist y col., 2006).

Secuencias de ADN de L. intracellularis aislada tanto en cerdos como en otras
especies de animales como hamster (Stills, 1991), caballo (Bihr, 2003), conejo (Schauer
y col., 1998) fueron comparadas demostrando un grado de semejanza mayor al 98% en
las secuencias correspondientes a puntos taxonomicos claves y en las proteinas de la
membrana externa, lo que acreditoé la posible existencia de una unica “cepa” de L.
intracellularis homogénea (Hardge y col., 2005). Adicionalmente, al comparar las
caracteristicas culturales y morfologicas de los aislamientos de L. intracellularis
realizados en cerdos americanos, australianos, britanicos (Knittel y col., 1996; Collins y
col., 1996), y japoneses (Koyama y col., 2004), se ha encontrado que estos han sido
idénticos y las lesiones intestinales que se desarrollan como resultado de la exposicion
experimental de estos aislamientos, han desarrollado todas las caracteristicas de la
enfermedad de campo, incluyendo la proliferacion de la mucosa y las bacterias
intracelulares, cumpliendo con los postulados de Koch’s (McOrist y col., 1993; Knittel y
col., 1996; Hardge y col., 2005).

La EPP ha sido descrita usando varios nombres de acuerdo con las
manifestaciones clinicas y los hallazgos patoldgicos como: ileitis cronica, enfermedad
del intestino de manguera, ileitis hemorragica aguda, enfermedad necroproliferativa,
enteritis necroproliferativa, enteritis glandular proliferativa, enteritis proliferativa,
enteritis regional, ileitis terminal (Moore y col., 1996), enfermedad de la cola mojada
(Gebhart, 2004a). En la actualidad 3 formas clinicas son reconocidas, aguda, cronica y
sub clinica y denominadas cada una enteritis proliferativa hemorragica porcina y EPP

para las dos ultimas.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. METODOS DE ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS DE L. intracellularis

1.1. El uso de la reaccion en cadena de la polimerasa

L. intracellularis ha afectado cerdos en todo el mundo, en establecimientos
confinados o al aire libre, ya sean de alto o bajo nivel sanitario (Class y Bilkei, 2004;
McOrist, 2005a; Hardge y col., 2005). En Dinamarca, Stege y col., (2000), colectaron
20 muestras de materia fecal en cada una de 79 granjas de cerdos, entre los 30-50 Kg de
peso vivo sin antecedentes reconocidos de diarrea, examinadas por medio de la técnica
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), L. intracellularis se encontro en 74 de
los establecimientos (93,7%) con una prevalencia intrapredial media del 30% (minimo:

5% y maximo: 100%).

Biksi y col., (2006) en un estudio donde la presencia por L. intracellularis y
Brachyspira spp. fue estudiada por PCR la materia fecal de cerdos de 5 a 6 meses
provenientes de 31 establecimientos porcinos en Hungria, encontrando que el 93% de
las granjas fueron positivas a L. intracellularis, de ellos en 5 (16,13%) se encontrd solo
este agente, infecciones mixtas de L. intracellularis y B. pilosicoli se encontraron en 11
(35,48%), L. intracellularis y B. hyodysenteriae en 7 (22,58%) y tan solo 6 (19,35%) de

los predios fueron positivos a la infeccion por estos tres agentes.

En la reptblica de Corea se muestrearon heces de 35 granjas, las cuales fueron
procesadas por PCR, obteniendo una prevalencia del 20% (Kim y col., 1998), por otra
parte en Taiwan, realizando PCR de materia fecal obtenidas de 40 establecimientos

porcinos, 12 (30%) de ellos fueron positivos a L. intracellularis (Chang y col., 1997).



Wilson y col.,, (2002) realizaron una vigilancia retrospectiva de las muestras
diagnosticadas como infeccion entérica por el laboratorio de salud animal de Alberta en
Canada durante los afios 1993 a 1997, encontrando que de un total de 1168 muestras el
16.4% tuvieron como agente causal a L. intracellularis, convirtiéndose en la segunda
causa de enfermedad entérica, estos autores demostraron ademas que el 15% fueron
lechones entre las 3 a 10 semanas de edad, el 36% en cerdos de 10 a 18 semanas, el
14% eran cerdos de terminacion de 18 a 26 semanas y ¢l 16% en animales adultos
mayores de las 26 semanas de vida. De igual forma al realizar una vigilancia similar con
datos obtenidos entre 1992 y 1997 por el laboratorio de la Universidad de Guelph en
Ontario, encontraron que la EPP era la enfermedad entérica infecciosa de mayor
presentacion con una frecuencia de 27,6 casos por afio, afectando en un 84% a cerdos en

etapa de crecimiento y finalizacion (Wilson y col., 1999).

En América latina se han realizado diferentes estudios en donde, en paises como
México, se encontro por PCR en materia fecal que sobre un total de 282 piaras, el 37%
de las mismas estaban afectadas por L. intracellularis (Socci y col., 2005); en Brasil se
realizaron 2 estudios de prevalencia por PCR de materia fecal, Nascimento y col,
(1999), encontraron que el 20% de 75 establecimientos seleccionados al azar fueron
positivos a L. intracellularis, mientras que Moreno y col., (2002) de un total de 207
establecimientos encontraron que el 30% de los mismos fueron positivos a este agente.
En la Argentina, durante un estudio serologico con la técnica de Inmuno Fluorescencia
Indirecta (IFI) se determind que el 76,6% de 30 explotaciones fueron positivas,
encontrando una prevalencia intrapredial que vari6 del 57,7 al 90,1% (Perfumo y col.,

2006).

McOrist y Gebhart (2000); Lawson y Gebhart (2000) concluyeron que la
prevalencia de piaras positivas a L. intracellularis varia entre el 60 al 90% en los
diferentes paises, donde la naturaleza tan extendida de la infeccion sugiriere que esta

enfermedad es endémica en la mayoria de las granjas, pero su diagnostico a campo no



fue tan frecuente, debido presumiblemente a que muchos cerdos no presentaban una

diarrea evidente (Hardge y col., 2005).

Esta caracteristica de enzootia podria estar asociada al amplio rango de especies
donde se ha demostrado la presencia de L. intracellularis primates no humanos, conejo ,
rata, cobayo, potro, oveja, venado de cola blanca, hurén, zorro artico, perros, terneros,
jirafas y algunas aves, cerdos y hamsteres (Stills, 1991; Fox y col., 1994; Lawson, y
col., 1993; Schauer y col., 1998; Klein, Gebhart y Duhamel, 1999; Smith y Lawson,
2001; Lawson y Gebhart, 2000; Herbst y col, 2003; Bihr, 2003; Gebhart 2004a;
Dauvillier y col., 2006). Esta enfermedad, no ha sido reportada en humanos (Michalski
y col., 2006).

Esta alta prevalencia mundial y predial puede estar justificada por los hallazgos
encontrados en varios trabajos de investigacion. Se ha demostrado que un cerdo
infectado puede, a través de su materia fecal, ser fuente de nuevas infecciones para
animales susceptibles cuando estos toman contacto con las excretas (McOrist y Lawson,
1989 y Rowlan y Lawson, 1992), también fue descripta la transmision mecénica por
medio de fomites (botas, ropas de trabajo, corrales, comedores, equipos, etc.)
(Bundgaard, 2000; Collins y col., 2000b; Chouet y col., 2003; Jordan y col., 2004) y por
medio de vectores biologicos como roedores, insectos y aves, (McOrist y Gebhart,
2000; Gebhart 2004a), Viotti y col, (2013) demostraron una marcacioén débil y fuerte
para antigenos de L. intracellularis en enterocitos de gorriones, estos autores y otros
como Bundgaard, (2000) y Chouet y col., (2003) concluyeron que todos estos vectores
parecen cumplir un papel importante en la conservacion y diseminacion del agente y
que a pesar de no haber sido demostrado su papel dentro de la transmision de la
enfermedad, el potencial de los vectores bioldgicos dentro de la epidemiologia de la
enfermedad no puede ser ignorado, pudiendo asumirse que la transmision puede darse

sin que sea necesario el contacto cerdo — cerdo.



Se ha demostrado que cerdos de muy diversas edades (desde lechones recién
nacidos hasta cerdos de engorde y terminacion) que no hayan estado expuestos con
anterioridad a L. intracellularis son receptivos a la infeccion por via oral (Collins y col.,
2000b).En cuanto a la transmision de tipo vertical, ain no es claro si la cerda puede
transmitir la infecciéon a sus lechones, pero probablemente esto pasa en algunas
ocasiones, aunque no regularmente (McOrist, 2004). Sin embargo, posibles factores
como la persistencia de L. intracellularis en cerdos destetados junto con la excrecion
del microorganismo por los cerdos infectados puede ayudar a que la cerda y futura
madre permanezca infectada hasta su primera prefiez, por lo que su progenie podria
infectarse durante la lactancia, a lo que se adicionaria el desarrollo de mecanismos de
supervivencia, transmision y mantenimiento de L. intracellularis, para estar presente

por mas tiempo en el interior de los enterocitos del huésped (Smith y McOrist., 1997).

Dentro de estos mecanismos se encuentra el tiempo en el cual L. intracellularis
se mantiene viva en materia fecal. McOrist, (2004 y 2005a) encontrd que la bacteria
puede sobrevivir en las heces de los cerdos alrededor de dos semanas bajo las
condiciones normales del establecimiento, mientras que Hardge y col., (2005) sugiere
que L. intracellularis podria sobrevivir de 2 a 3 semanas en las heces, a las temperaturas
que imperan habitualmente en las explotaciones porcinas, donde animales inoculados
oralmente con L. intracellularis, mantenidas a 23°C por 14 dias mostraron ser capaces

de colonizar el intestino de cerdos susceptibles.

Collins y col., (2000b) detectaron que esta bacteria es capaz de sobrevivir en
condiciones extracelulares y en heces por una a dos semanas entre 5-15°C de
temperatura, aunque al inocular animales con dosis manejadas bajo dichas condiciones
evidenciaron ausencia de signos clinicos evidentes, retraso en la seroconversion y en la
eliminacion fecal del agente, lo que sugiere que este tipo de condiciones pueden reducir
la capacidad infectiva del agente o incluso suprimir la infeccion (Chouet y col., 2003).
Los estudios realizados en los ltimos afios han permitido evidenciar que a pesar de que

L. intracellularis es un agente muy exigente en su crecimiento y mantenimiento in vitro,



in vivo puede ser eliminado por largo tiempo en las heces de animales infectados,
logrando resistir durante cierto tiempo las condiciones ambientales y requerir de dosis

bajas para provocar la infeccion (Jordan y col., 2004).

De acuerdo con diferentes estudios realizados para determinar el conteo de L.
intracellularis en heces de cerdos experimentalmente infectados, se ha encontrado hasta
10* microorganismos por gramo de materia fecal, lo que indicaria que las heces pueden
contener grandes dosis infectantes para otros cerdos (Smith y McOrist, 1997; McOrist y
Gebhart, 2000; Carvajal y col. 2005). Existe discrepancia en cuanto a la dosis infectante
necesaria para producir la enfermedad, mientras que Carvajal y col., (2005)
determinaron dosis infectantes de 107 bacterias por animal, Collins y col., (2000b) tan
solo 10° microorganismos. Sin embargo, durante otro estudio realizado por McOrist y
col., (1993) confirmaron que al infectar cerdos convencionales con dosis de L.
intracellularis de 3,7 x 10° pasadas seis (6) veces en cultivo celular desarrollaron
lesiones severas de EPP, y cerdos convencionales infectados con dosis menores (1,5 x
108 y 40 x 105) pasadas 13 veces, desarrollaron lesiones de moderadas a leves

respectivamente.

Por lo tanto, se concluiria que un nimero bajo de bacterias es capaz de infectar
animales susceptibles (Jordan y col.,, 2004; Guedes, 2005), la dosis infectante parece
relacionarse directamente con la forma de presentacion de la enfermedad y la cantidad
de bacterias excretadas en una sola deposicion bastan para obtener dosis infectantes
suficientes para un centenar de cerdos, haciendo que la enfermedad sea de fécil
diseminacion y por lo tanto de alta prevalencia dentro de una granja (McOrist y col.,

1993; Smith y McOrist, 1997; Hardger y col., 2005).

En varios estudios sobre la dindmica de esta enfermedad se ha reportado, que la
eliminacion de L. intracellularis puede comenzar en cerdos desde los 25 a 32 dias de
edad (Moreno y col., 2002), cuando ellos poseen niveles bajos o nulos de anticuerpos

(Guedes y col., 2002a). Sin embargo McOrist, (2004 y 2005a) detectd la excrecion de L.



intracellularis en animales infectados sobre las 2 semanas después de la primera
infeccion, aunque alrededor del 10% de los cerdos pueden eliminarla durante muchas
semanas. Guedes y col., (2002a), encontraron que en la mayoria de los cerdos que
poseen infeccion intestinal y lesiones proliferativas, la excrecion de las bacterias puede
persistir alrededor de cuatro semanas, aunque en algunos casos puede prolongarse hasta

las 10 semanas.

Por su parte, Jordan y col, (2004), observaron durante un estudio que la
eliminacion fecal en grupos de animales inoculados se dio entre los 8 y 16 dias después
del desafio, sin embargo un animal control elimind L. intracellularis a partir de los 24
dias y otros autores encontraron que 2 a 3 semanas después de desafiar cerdos con L.
intracellularis entre el 65-90% de los grupos experimentales excretaron la bacteria en
las heces, sin embargo el 14% de los animales inoculados no la excretaron durante el

tiempo que duro el experimento (Boesen y col., 2004a; Holyoake y col., 1995).

En cuanto al periodo de incubaciéon de esta enfermedad también se han
encontrado diferencias donde McOrist y Lawson (1989), lo evidenciaron entre unos 14
y 21 dias, a diferencia de Gebhart (2004a) y McOrist y col., (2006) quienes lo
evidenciaron en un periodo de 7 a 14 dias, con la aparicion de las primeras lesiones,
Jordan y col., (2004) por su parte evidenciaron seroconversion entre los 14 y 22 dias pos

desafio.

Durante estudios experimentales se ha encontrado que lechones infectados con
L. intracellularis proveniente de cultivos puros u homogenizados de mucosas con
lesiones de EPP, evidenciaron los primeros signos clinicos caracterizados por diarrea a
los 7 a 10 dias pos inoculacion (Gebhart, 2004 a y b; Guedes, 2005; Boesen y col.,
2004a). Seguido de un pico clinico alrededor del dia 21, a lo que le prosigue la
disminucion de la presentacion de signos clinicos y lesiones proliferativas de la
enfermedad entrando en un periodo de resolucion de la misma en el dia 28, e incluso se

han demostrado infecciones desde la primera semana hasta por encima de las 12



semanas (Smith y McOrist, 1997; Guedes y col., 2002a; Guedes y Gebhart, 2003a;
Guedes y Gebhart, 2003b; Guedes 2006), junto con una seroconversion alrededor de los

14 dias de la exposicion (Gebhart, 2004b).

Esta variabilidad en la dindmica de la enfermedad se evidencia en un estudio de
Carvajal y col, (2005) en un establecimiento de ciclo completo infectado con L.
intracellularis, donde se detectd la eliminacion del agente por medio de la técnica de
PCR, en el 12% de las hembras gestantes, 8% de las lactantes, 35% de los animales

entre las 12-17 semanas y 4% de los cerdos en terminacion de 18 a 23 semanas de edad.

Por lo tanto y segiin Armbruster y col., (2004) parece existir una relacion directa
en donde a mayor edad la prevalencia de L. intracellularis en las granjas aumenta,
evidenciandose una mayor excrecion fecal del agente en los animales de 15 y 18
semanas de edad. Sin embargo, la naturaleza tan extendida de la infeccion sugiere que
esta enfermedad es endémica en la mayoria de las granjas, en las que presumiblemente
muchos cerdos no presentan una diarrea evidente (Chouet y col., 2003; Hardge y col.,
2005); por lo que parece existir una confusa relacion entre la deteccion de la bacteria

excretada en las heces, la viabilidad de la bacteria y la diarrea (Jordan y col., 2004).

Las variaciones poblacionales e individuales, los factores de estrés ambiental
(Jordan y col., 2004), asi como el efecto que ejerce el tipo de alimentacion y el tipo de
medicacion que reciben los animales son factores capaces de influir en el tiempo en que
comienza la excrecion de la bacteria y la duracion de la misma (Boesen y col., 2004a;

Collins y col., 2000b).

McOrist y col., (1995) afirman que la morbilidad puede estar entre el 5 y el 20%,
sin embargo Burch, (2000) afirmo que esta puede estar alrededor del 30%, donde la
enfermedad causa un niimero de signos de tipo clinico y subclinico. Sin embargo, a
nivel del establecimiento esta no es la realidad completa, ya que la presencia de otras

enfermedades infecciosas frecuentemente complican la situacion y pueden jugar un rol
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importante en el desarrollo y severidad de la enfermedad (Burch, 2000; Boesen y col.,

2004a).

1.2. El uso de la serologia

Como puede verse por todo lo expuesto, la deteccion directa de L. intracellularis
por PCR permitié demostrar que estaba presente en cerdos de casi todo el mundo, asi
como comprender mejor la dindmica de enfermedad y determinar tanto las prevalencias
intraprediales como regionales. Sin embargo, es posible que el estudio de L.
intracellularis por PCR subestime el numero real de cerdos de una granja que han
tomado contacto o han sido infectados por este agente, por lo que técnicas indirectas
como la serologia, pueden ser complementarias y aditivas a los hallazgos de PCR y

permitir mayor consistencia en estudios de la dinamica de la enfermedad.

La serologia, que involucra el estudio de la respuesta inmune del animal no
resulta igual para cualquier agente. Al ser un patogeno intestinal, L. intracellularis
parece no inducir una infeccion sistémica, por ello la respuesta humoral es poco intensa
y lenta en su desarrollo (Guedes y col.,, 2002b). McOrist y col., (1993), afirman que
durante el proceso de seroconversion no se ha observado infiltracién de la mucosa por
células inflamatorias en los cerdos afectados experimentalmente, lo que confirma la
caracteristica de la contestacion inmune débil de la enfermedad natural. Guedes y col.,
(2002b), observaron que la débil respuesta humoral puede estar presente a las 4 semanas
después de la exposicion oral a L. intracellularis, lo que se interpretaria como una

exposicion al agente pero no necesariamente indicaria infeccion.

La infeccion de la mucosa esta relacionada con la respuesta local durante la cual
son producidos altos niveles de IgA; las células epiteliales afectadas contienen una gran
acumulacion de dicha Ig a nivel intracelular, permitiendo su identificacion en alto
grado, en lavados intestinales entre los 15 y 29 dias pos desafio (Hardge y col., 2005;

Guedes y Gebhart, 2004). Es probable que las IgA secretoras jueguen un papel
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importante en el bloqueo de la adhesion del patogeno a sus receptores especificos en la
membrana de los enterocitos y por lo tanto en la invasion subsecuente o en la reduccion

de futuras infecciones (Hardge y col., 2005; Guedes y col., 2002a).

Al igual que en la mayoria de las infecciones bacterianas, la respuesta antigénica
mediada por linfocitos B en cerdos infectados por L. intracellularis muestra una
respuesta sistémica inicial con produccion de IgM, seguida por un nivel maximo de IgG
con una posterior disminucién durante las siguientes semanas (Hardge y col., 2005),
Knittel y col., (1998) observaron que la respuesta predominante de IgM persistié cerca

de 8 semanas.

Al medir la respuesta de IgG posterior a la infeccion con L. intracellularis, la
primera respuesta puede ser detectada a los 14 dias de la infeccion, pero es solo después
de los 21 dias donde la respuesta se generaliza detectindose en la mayoria de los
animales expuestos a la bacteria (Collins y col, 2000a; Hardge y col., 2005), Armbruster
y col., (2004), de igual manera encontraron altas seroprevalencias entre animales de 21

y 24 semanas de edad.

Se ha encontrado que en granjas donde la infeccion es endémica, los lechones
hasta las 3 semanas presentaban una curva declinante de anticuerpos, para comenzar la
seroconversion entre las 7 y 24 semanas de edad (Holyoake y col.,1994). De manera
similar diferentes autores han detectado que los anticuerpos de IgA e IgG contra L.
intracellularis se transmiten a sus lechones de forma rutinaria en el calostro de cerdas
seropositivas, los que pueden durar en estos hasta las cuatro semanas de edad (Guedes y
col., 2002b; Hardge y col., 2005; Holyoake y col., 1994; Wendt y col., 2000). Sin
embargo, Hardge y col., (2005), encontraron que en establecimientos con infeccion
endémica, los lechones recién nacidos presentan titulos altos de IgG en el suero, los
cuales decrecian alrededor de las 6 a 8 semanas de edad. Estos resultados sugieren que
la IgG juega un papel determinativo al definir la susceptibilidad de los cerdos ante la

infeccion natural.
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En los casos hemorragicos mas agudos de enteropatia proliferativa, el pico de
IgG es mucho mayor y su subsiguiente disminucion es mucho mas lenta que en la forma
cronica. Por lo que Guedes y col., (2002a), sugieren que la deteccion de la IgG en suero
podria interpretarse como un indicador de exposicion a la bacteria y la presencia de
lesiones a nivel intestinal. Por el hecho de que L. intracellularis es una bacteria
intracelular obligada que reside en el citoplasma de enterocito, no se cree que los
niveles de IgG estén involucrados directamente en la proteccion (Guedes y col., 2002a y
b).

Al estudiar la duracién de la respuesta inmune que se genera posterior al desafio
de los cerdos con L. intracellularis, Mauch y Bielkei, (2005a), encontraron que en
establecimientos positivos los anticuerpos contra L. intracellularis aparecian desde la
quinta hacia las 26 semanas de edad, con un pico de seroprevalencia a las 11 semanas
de vida. En granjas con historia de ileitis, Keller y col., (2004 a y b) encontraron una
alta reactividad en madres y cerdas de reemplazo donde los anticuerpos aumentaron
entre las 13 y 24 semanas y dentro de la poblacién encontraron una clara seroconversion
entre los cerdos de 7 y 13 semanas de vida. Knittel y col, (1998) registraron una
duracion maxima de 6 semanas pos inoculacién experimental en cerdos con cultivos
puros de L. intracellularis. Sin embargo, durante un estudio realizado por Guedes y col.,
(2002a), quien siguié un brote de enteropatia proliferativa hemorragica en primerizas,
estas desarrollaron altos titulos de anticuerpos en suero los cuales duraron por encima

de 3 meses en algunos animales.

Por lo tanto, es posible que cerdas con un mayor niimero de partos demuestren
un efecto protector sobre la transmision vertical de L. intracellularis, la cual pueda
deberse al incremento de la inmunidad pasiva o menor eliminacién del agente en cerdas

adultas (Mauch y Bielkei, 2005 a y b).

En cerdos en etapa de desarrollo y terminacidn los titulos se han mostrado bajos,

con una duracion normal de 3 semanas, donde el porcentaje mas alto de positivos se
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encontrd en cerdos entre las 19 y 22 semanas de edad segun Guedes y col., (2002a y b),
mientras que Just y col., (2001), lo describieron alrededor de las 12 y 16 semanas de
vida. Existen animales que se han infectado de manera natural y no son capaces de
establecer una respuesta inmune antes de las 24 semanas de edad lo que podria explicar
la presentacion de episodios continuos de enteropatia proliferativa hemorragica en

cerdos de finalizacion (Armbruster y col., 2004; Holyoake y col., 1994).

Estas diferencias en las respuestas inmunes podrian relacionarse con factores
como los diferentes programas antimicrobiales, flujo animal, tipos de instalaciones
principalmente los pisos (Guedes y col., 2002a) o con la forma clinica y la severidad
con que se esté presentando la enfermedad en el establecimiento (Gebhart, 2006;
McOrist y col., 1995), asi como una relacion directa entre la respuesta inmune y la dosis

infectante (Holyoake y col., 1994).

En cuanto a la eliminacion de L. intracellularis en las heces y su relacion con la
respuesta inmune Guedes y col., (2002a y b) seflalaron que esta se dio principalmente a
las 13 y 16 semanas de edad y la seroconversion a las 19 y 22 semanas, indicando el
intervalo existente entre la eliminacion y la presencia de anticuerpos, calculdndola entre
3 a 6 semanas. Lo cual hace pensar que la eliminacién de L. intracellularis en heces es
el primer hallazgo en animales infectados en condiciones de campo, y que el nivel de
infecciéon en algunos de estos animales probablemente no promueva una respuesta
inmune del sistema humoral suficientemente alta, para ser detectada por serologia, por

lo que la misma podria desestimar la infeccion (Guedes y col., 2002a).

Boesen y col., (2004b), concluyeron que los niveles de anticuerpos fueron
maximos durante el tiempo de excrecion fecal de la bacteria y disminuyo una vez
finalizo la eliminacion, sin embargo la seropositividad se mantuvo durante 20 semanas
pos destete. Lo que concuerda con lo encontrado por Jordan y col., (2004) quienes al
comparar datos serologicos con la excrecion de L. intracellularis encontraron que la

seroconversion puede ocurrir sin que pueda ser detectada por PCR la bacteria en las
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heces, sugiriendo que los bajos niveles del agente pueden causar la seroconversion en el
animal, sin detectar la eliminacion de la bacteria o que se observen signos clinicos en
los animales. Sin embargo, Guedes y col., (2002b) afirman que la asociacidn entre los
titulos serologicos, la presentacion de lesiones macroscdpicas y la excrecioén de la

bacteria es casi inexistente.

De acuerdo a los antecedentes revisados hasta aqui, se puede inferir que la
deteccion directa de L. intracellularis por PCR e indirecta por serologia de ELISA son
las mejores técnicas a usar cuando se quiere determinar la prevalencia regional e

intrapredial y la dinamica dentro de poblaciones porcinas de esta bacteria.

2. TECNICAS DE ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de la ADN por medio de la técnica de PCR es una prueba muy
sensitiva empleada para el diagnostico de enfermedades causadas por agentes exigentes
y de dificil manipulacion en el laboratorio (Jones y col., 1993b), inicialmente la PCR y
las pruebas de ADN fueron usadas para el seguimiento del curso de la infeccion en sus

fases tempranas (Jones y col., 1993a, b, c).

Sin embargo, el desarrollo extenso de estudios genémicos hicieron posible la
construccion de segmentos de ADN especificos que permitieron caracterizar la L.
intracellularis (Stills, 1991; McCluskey y col., 2002) que junto con el desarrollo de la
prueba de PCR han permitido su realizacion en tejidos y materia fecal, facilitando el
disefio de estudios que han permitido supervisar el curso de la infeccion después de
desafiar los animales con cultivos puros, dando a conocer informacion como la duracion

de infeccion en cerdos, la cantidad de L. intracellularis en las heces, identificar
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animales portadores o las correlaciones existentes entre dosis y efecto clinico (Jones y

col., 1993b; McOrist y col., 1994; Smith y McOrist, 1997).

Se han desarrollado distintos tipos de PCR, como PCR simple, nested PCR y
PCR mixtos o multiples (Jones y col., 1993 a y b). Para los cuales se han empleados
segmentos divididos en 3 sets, los cuales han sido usados para el diagndstico molecular
del agente, Set 1 y Set 2 (Gebhart y col., 1993 y 2004b; Jones y col., 1993b y c), estos
dos sets pueden ser usados en el PCR simple o N-PCR. El Set 3 es empleado para el
PCR Multiplex: (Gebhart y col., 1993 y 2004b; Jones y col., 1993a; La y col., 2004).

Diferentes técnicas de PCR han sido desarrolladas para la deteccion de L.
intracellularis en heces (McOrist y Gebhart, 2000; Gebhart 2004b). La sensibilidad de
esta prueba puede variar (entre el 39 a 72%), pero su especificidad es muy consistente
(alrededor de un 97% al 100%) (Gebhart, 2004a). La sensibilidad se puede ver afectada
debido a las cualidades de la materia fecal y a la presencia de factores inhibitorios de la
PCR, lo que hace que la pruecba sea efectiva para comprobar la presencia del
microorganismo en las heces de cerdos que padecen la enfermedad en forma clinica
pero de acuerdo con Gebhart y Guedes, (2001) y Gebhart, (2004b), no es

suficientemente sensible en aquellos animales que presentan cuadros subclinicos.

Jacobson, (2003) indica que la sensibilidad de esta técnica puede ser buena si se
realiza una buena purificacion del ADN, ya que esta decrece debido a la presencia de
factores de inhibicion de este tipo de muestras. El proceso de amplificacion puede verse
inhibido por la interferencia con el paso de lisis celular junto a la plantilla de
nucledtidos, o por la interaccion con enzimas. Sin embargo, la inhibicion puede variar
entre los diferentes tipos de muestras y probablemente también entre las diferentes

especies animales.

De acuerdo con Smith y McOrist, (1997), durante un estudio se encontré una

posible relacion entre el tamafio de la dosis infectante y la cantidad de L. intracellularis
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excretada, lo que puede afectar el resultado de la prueba diagnostica de PCR ya que
animales inoculados con bajas cantidades del microorganismo resultaron negativos a la

prueba.

Por otra parte, la eliminacion fecal de L. intracellularis segun Jordan y col.,
(2004) es detectada por la técnica de PCR de manera intermitente, por lo que la
deteccion por PCR puede estar precedida por la manifestacion clinica diarreica, sin
embargo es confusa la relacidn que pueda existir entre la deteccion de la bacteria

excretada en las heces, la viabilidad de la bacteria y la diarrea.

Jones y col., (1993b), realizaron la prueba de PCR en heces de cerdos para
detectar L. intracellularis, durante este ensayo realizaron la amplificacion del ADN
logrando un producto final de 319-bp, la cual fue sometida a un reamplificacion con los
primer internos C y D para confirmar si esta amplificacion era derivada de L.
intracellularis, aumentando la sensibilidad de la prueba; este producto de 319-bp logro
ser detectado en muestras con concentraciones de 10* hasta 10" organismos. Aunque
estos autores, afirman que la forma mas sensitiva para detectar L. intracellularis puede
ser lograda por la amplificacion y reamplificacion interna de los primers, esta
reamplificacidn resulta no ser necesaria para la deteccion de L. intracellularis en cerdos

infectados.

Otro de los parametros que pueden afectar los resultados de la técnica es el
tiempo de almacenamiento de la muestra, la cual de acuerdo con Jones y col., (1993b) la
amplificacion apropiada de fragmentos de ADN fue detectada en muestras almacenadas

a ~-80°C por 1 a 6 meses, pero no lo fue en muestras almacenadas por 10 meses.

Khnittel y col., (1998) lograron amplificar la bacteria 3 semanas pos infeccion en
el 39% de los cerdos desafiados, Guedes y col., (2002a) lo consiguieron al dia 14 y 21
pos desafio, Collins y col., (2000 a y b) 14 y 23 dias pos inoculacidn, es por esto que

Holyoake y col., (1995) sugieren que para incrementar la sensibilidad de la técnica se
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realicen pools de muestras fecales que pueden ser empleadas para la identificacion de
grupos de cerdos afectados con EPP. Sin embargo, estos investigadores aclaran que la
sensibilidad depende de la prevalencia de la enfermedad dentro del grupo de cerdos

muestreados y el nimero de muestras colectadas.

Otra de las técnicas de PCR desarrolladas es la Multiplex la cual se desarrollo
con el objeto de detectar diferentes agentes en las heces de manera simultanea logrando
la reduccion del tiempo y del trabajo laboratorial (Baccaro y col., 2003; Suh y Song,
2005). Para el caso de L. intracellularis se ha empleado la técnica para su diagndstico
exclusivo, asi como para el diagnodstico de esta bacteria junto con otras como
Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoli y Salmonella (La y col., 2003 y
2004; Baccaro y col., 2003). El PCR Multiplex especifico para L. intracellularis es una
técnica que involucra el uso de dos sets o primers de L. intracellularis diferentes con lo
que se busca incrementar la especificidad de la técnica en muestras de materia fecal

(Gebhart, 1996; Cooper, Swanson y Gebhart, 1997).

Pese al desgaste de tiempo, alto riesgo de contaminacion, la necesidad del uso de
un kit comercial y los altos costos, Jacobson y col., (2004) afirman que el mejor método
para la diagnostico de la EPP aguda es la técnica de PCR en muestras fecales o de

tejido.

Jacobson y col., (2004) encontraron que la deteccion de L. intracellularis en
muestras de tejido demostré una buena especificidad y correlacién con las lesiones
macroscopicas, logrando una sensibilidad de 10'-107 moléculas mimicas por tubo lo que
coincide con Gebhart, (1996) quien también logro detectar una concentracion de 10
organismos. Sin embargo Jacobson y col., (2004) en muestras fecales procesada por
PCR con lisis celular por medio de la técnica de hervido logro una mayor sensibilidad

de 10%-10°> moléculas mimicas por el tubo de reaccion.
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2.2. Técnicas serolégicas

Se han reportado diferentes métodos ELISA para detectar la IgG humoral. Estos
ELISAs tienen la ventaja de testar varias muestras simultineamente, generando un
reporte de resultados automatico y disminuyendo la posibilidad de sesgos en la
evaluacion de las muestras. Esto incluye un LPS-ELISA indirecto, una unién entre la
ELISA y el Lipopolisacarido (LPS) con el antigeno (Kroll y col., 2005), la ELISA de
bloqueo y la ELISA completa con sonicado de células (Gebhart, 2004a).

Kroll y col., (2005) encontraron que el LPS ELISA cont6 con una sensibilidad y
especificidad del 88.75% y 93.7% respectivamente, durante una prueba con 80 sueros
reconocidos como positivos y 80 reconocidos como negativos; sin embargo,
comprobaron que durante un experimento durante el cual se desafiaron cerdos con L.
intracellularis obtuvieron una sensibilidad de 99,5% y una especificidad del 100%. La
técnica LPS ELISA es capaz de descubrir mayor cantidad de animales positivos en los
dias 21, 28, 35 y 42 después de un desafio. Lo que implicaria, la posibilidad de
descubrir el tiempo de exposicion de los animales mucho antes, permitiendo la

implementacion de una estrategia de control precisa y rapida.

La ELISA de bloqueo actua como indicador de la exposicion a L. intracellularis
y ha mostrado ser sensible y especifica como otros test previos (Gebhart, 2004a). Los
resuitados de la serologia son similares usando cualquiera de los test y mostrando igual
sensibilidad y especificidad en trabajos donde se han evaluado animales
experimentalmente infectados (Gebhart, 2004b), Keller y col., (2004 a y b), encontraron

que esta técnica detecta animales positivos de 10 a 16 semanas de edad.

Recientemente se emplea la técnica de ELISPOT la cual se usa para la deteccion
de células mediadoras especificas de la respuesta inmune (producciéon de gamma-
interferon IFN-y) de linfocitos T para antigeno de L. intracellularis (Gebhart y Guedes,
2001; Gebhart, 2004b). Guedes y Gebhart, (2003a) indican que en esta técnica la
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produccion del IFN-y por activacion de los linfocitos T puede depender de la
concentracion de antigeno de L. intracellularis empleado en el test de ELISPOT, por lo
que concluyen que este IFN-y juega un papel significativo limitando la infeccion y la

proliferacion celular causada por L. intracellularis.

Por lo tanto, las técnicas serolégicas han demostrado ser utiles como rutina
diagnostica de la enfermedad y determinar la presencia de ileitis en cerdos de todo el
mundo (rangos entre 60% a 90% en diferentes paises), (Gebhart, 2004a), sin embargo la
respuesta inmune humoral de cerdos infectados con L. intracellularis es frecuentemente
débil y de corta vida. Ademdas la serologia proporciona solo informacién de tipo
histérica sobre la exposicion del animal al agente lo que complicaria el diagnostico de la
adenomatosis intestinal porcina (AIP) ya que la infeccion puede incubarse muchas
semanas antes de que comience la respuesta seropositiva (Gebhart, 2004 a y 2004b). Por
esto es usada en estudios de corte transversal y estudios de perfil serial de la respuesta
humoral para la implementacion de medidas de control y la prevenciéon en

establecimientos donde la ileitis sea endémica.

Corzo y col., (2005a y b) sostienen que las técnicas serologicas son una buena
herramienta para la clasificacion de las piaras haciendo posible conocer si una poblacion
ha estado expuesta o0 no a la enfermedad; sin embargo, no permite identificar a los
animales portadores, debido a que las concentraciones de anticuerpos en suero son muy
bajas durante la exposicion inicial y el comienzo de la infeccion (Guedes y col., 2002b)
a lo que se suma la necesidad de contar con personal habil y experimentado que realice
con precision la interpretacion de estas técnicas (Kroll y col., 2005), por lo que la
técnica de PCR se convierte en una buena herramienta para detectar a L. intracellularis

antes de que la respuesta inmune pueda ser detectada (Corzo y col., 2005a y b).

Se cree que la respuesta serologica sistémica no es un buen indicador de la
inmunidad o de la eficacia de la vacunacion, sin embargo, mediante la realizacion de

seroperfiles a lo largo del ciclo de produccion, podria ser un buen indicador del
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momento en que se produce la exposicion a la bacteria (Jordan y col., 2004; Hardge y

col., 2005).

3. MANIFESTACIONES CLINICAS

3.1. Caracteristicas de las diarreas

Cualquier alteracion en el normal funcionamiento de los procesos bioquimicos y
fisiologicos del animal conllevan a un impacto negativo sobre los parametros
productivos y economicos de su crianza. Por lo tanto y para objeto de este trabajo, se
diria que cualquier alteracion por patogenos y otros factores en el normal
funcionamiento del intestino delgado, lugar en donde son digeridos y asimilados los
nutrientes por medio de la accion de encimas pancredticas, acidos biliares y los
enterocitos, desencadenaria la presentacion de heces con mayor contenido de agua y de
diferentes colores, lo que se denomina diarrea (Sorden, 2001; Rincén y col., 2002;
Burch, 2004), que es una manifestacion clinica de uno de los mas comunes complejos
de enfermedades del cerdo en todo el mundo (Jacobson, 2003), esta aparece
ocasionalmente en un animal pero es mas frecuente que ocurra como un problema
repetitivo dentro de una granja involucrando muchos animales (Jestin y col, 1985;

Nabuurs y col, 1993; Johnstos y col., 2001).

Investigando las posibles causas de diarrea mas comunes Thompson, Smith y
Murray, (1998), encontraron que en 85 establecimientos de la Union Europea entre
1992 y 1996, L. intracellularis fue el Unico agente causal de esta manifestacion en tres
(3) de los establecimientos y en coinfeccion con B. pilosicoli en seis (6)
establecimientos. Donde la cronicidad de los cambios patoldgicos hallados en este
estudio, indicarian que la infeccion por L. intracellularis podria preceder a la de B.
pilosicoli u otros agentes; lo que implicaria que L. intracellularis podria predisponer a

la mucosa del intestino a la infeccidon con otros agentes. De igual manera Lofstedt y
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col., (2004) durante un estudio en Suecia también encontraron que L. intracellularis y
B. pilosicoli fueron aisladas en el 48% y 33% de las granjas, respectivamente, donde la
infeccién mixta con estos dos patogenos se establecio en el 10% de las explotaciones

estudiadas.

Nuevamente Thompson, (2006), durante un estudio realizado sobre 98
establecimientos de la Union Europea, encontré que B. pilosicoli continuaba siendo la
causa de diarrea mas prevalente, junto con B. hyodysenteriae, L. intracellularis,
Salmonella spp y Yersinia spp., donde L. intracellularis fue hallada como el agente
primario de infeccion en el 10% de las explotaciones, en infeccion mixta en el 15% de

las granjas y con una incidencia global del 25%.

Por lo tanto Jacobson y col., (2003) y Lofstedt y col., (2004), concluyeron que
los dos patogenos que estan normalmente envueltos en la presentacion de los procesos
entéricos en cerdos en etapas de finalizacion son la B. pilosicoli y la L. intracellularis
principalmente. Sin embargo, es de resaltar que cuando se usan técnicas diagnosticas de

mayor sensibilidad, pareceria que L. intracellularis es el agente mas prevalente.

3.2. Diarreas producidas por L. intracellularis.

Usualmente existe mayor conciencia de que la forma aguda de la enfermedad
cuando se presenta en una granja produce altas pérdidas economicas, debido a sus
manifestaciones clinicas tipicas y pérdidas de animales por mortalidad (Guedes y col.,
2000 a y b; Guedes, 2006). Sin embargo, las formas de presentacion subclinica o
cronica de la enfermedad han demostrado a nivel mundial una alta prevalencia
intrapredial (Guedes y col.,, 2000 b; Guedes, 2006), como lo indican Moller y col.,
(1998), quienes encontraron que la forma cronica de la enfermedad es la que
comunmente se presenta en las granjas de Europa las cuales cuentan con estatus
sanitarios altos y estdndar, en donde la reduccion de la ganancia de peso, el incremento

de la conversion alimenticia y el bajo rendimiento, son reconocidas como las
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manifestaciones que podrian ocasionar las mas importantes pérdidas economicas
(McOrist, 2005b, Johnstos y col., 2001). Lo que se evidencia al estimar las pérdidas
econdmicas derivadas de la sintomatologia tipica de la EPP, que incluye diarrea, pérdida
de peso y melena, en donde se calcula que estas producen a la industria porcina pérdidas
economicas de alrededor de U$100 millones (cien millones de doélares) por afio

(McOirist y Gebhar., 2000).

Se ha evidenciado que el impacto de la enfermedad sobre el desempeiio de los
animales de engorde hace que estos alcancen los 25Kg de peso a los 85,6 + 3,6 dias, a
comparacion de los cerdos no infectados quienes normalmente alcanzan el peso entre
los 64,7 + 2,6 dias, (Jacobson y col., 2003 y Guedes, 2004 y 2006), lo cual suele
empeorar al presentase una infeccion concomitante con otros agentes (Jacobson y col.,
2003). Estas pérdidas economicas pueden evidenciarse a partir de las 3 semanas después
de la infecciéon en donde los cerdos disminuyen en forma significativa su peso, sin
embargo, es posible encontrar animales que reducen de peso de forma moderada,
dificultando la deteccion del problema y por lo tanto su diagndstico (Smith y McOrist.,

1997).

Otro de los impactos economicos que la EPP puede causar se da por el efecto
que L. intracellularis causa en las madres las cuales a consecuencia de la pérdida de su
condicion corporal y de su salud pueden presentar abortos, lo que empeora ya que una
vez ocurre el brote y este es tratado, las cerdas pueden presentar un menor desarrollo
reproductivo el cual se refleja en la disminucion de la taza de concepcion, la taza de
partos, nimero de nacidos vivos y tamafio de la camada (Mauch y Bilkei., 2005b). Las
formas o manifestaciones clinicas de la EPP estan clasificadas en 3, la forma crénica,

aguda y subclinica las cuales se describen a continuacion:

3.2.1. Forma cronica
Posee diferentes nombres como adenomatosis intestinal porcina (AIP),

hiperplasia intestinal adenomatosa o EPP, (Rowland y Rowntreer, 1972; Lawson y
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Gebhart, 2000; Gebhart, 2004a). Dicha forma clinica, se da en cerdos en etapa de
crecimiento de 6 a 16 semanas de edad (20-50Kg) de acuerdo con Burch, (2000), pero
Gebhart, (2004a) y Stevenson, (2001) afirman que esta forma es comun en cerdos de 8 a
24 semanas de edad, por otra parte Hardge y col, (2005), indican que estas edades puede

variar en cada granja en funcién de la epidemiologia de la misma.

En la mayoria de estos establecimientos las formas cronica y subclinica ocurren
luego de que los niveles de anticuerpos maternales declinan después del destete, cuando
los lechones son mas susceptibles a la infeccion, lo que sucede alrededor de las 4 a 5
semanas de edad y suele coincidir con el momento del destete, la mezcla de animales o
con el inicio temprano de la etapa de crecimiento (McOrist 2004 y 2005a) o cualquiera

de los factores de riesgo mencionados anteriormente.

Cursa con un numero de signos clinicos y subclinicos como diarreas moderadas,
depresion, desigualdad de la tasa de crecimiento y baja eficiencia de conversion del
alimento que puede darse en cerdos de 6 a 20 semanas de edad (McOrist, 2005a y b) y
por lo tanto el retraso al sacrificio de los animales debido a que estos suelen presentar
distintos grados de anorexia en donde los cerdos se acercan a las tolvas pero no comen o
tienen un consumo de pienso bastante menor de lo habitual (Stevenson, 2001; Gebhart,

2004a; Hardge y col., 2005).

En el caso de presentarse signos clinicos muy manifiestos, el deterioro de la
ganancia media diaria es mas elevado llegando a disminuir entre el 5% y el 20%, si bien
en infecciones experimentales se han medido disminuciones de ganancia media diaria
de hasta el 33%, de igual forma, ¢l indice de conversion aumenta notablemente entre el
5% y el 20% la cual durante infecciones experimentales ha llegado al 31% (Hardge y

col., 2005).

Wilson y col., (1999), encontraron que la manifestacion diarreica fue reconocida

en el 11% de los casos y 29% de las explotaciones y la diarrea con sangre en el 16% de
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los casos y 31% de las granjas, demostrando asi que la diarrea es una de las
manifestaciones mas importantes la cual es descrita de diferente forma por diferentes
autores (Rowland y Lawson, 1992; Lawson y Gebhart, 2000), Guedes y col., (2002a)
manifiestan que ademas de la apatia, las heces contienen restos de pienso sin digerir y
van siendo cada vez menos consistentes hasta hacerse en la mayor parte de los casos
muy pastosas, con aspecto de cemento blando y en algunos cerdos con consistencia
liquida. Por su parte Burch, (2000), sostiene que estas diarreas son de coloracién
grisacea, sin embargo la presencia de otras enfermedades infecciosas frecuentemente
complican la situacién y pueden jugar un rol importante en el desarrollo y severidad de
la “diarrea grisacea” comtinmente encontrada en cerdos en crecimiento. Boesen y col.
(2004a), observaron durante un estudio que la manifestacion diarreica fue muy limitada,
incluso en cerdos que excretaron la bacteria por largos periodos, pero pudo evidenciar
diarreas en cerdos inoculados con L. intracellularis que presentaron un brote de E, coli,

respaldando lo afirmado anteriormente.

Por otra parte McOrist, (2005a) afirma que la presencia de diarrea puede ser
generalmente moderada y de consistencia blanda o pastosa, pero conservando la
normalidad en el color. En el mismo trabajo el autor indica que en muchos casos, la
materia fecal puede tener una textura similar al barro y con poca forma, similar a las

heces vacunas con aspecto de cemento hiimedo (McOrist, 2005 a y d).

En casos severos las heces pueden contener mayor cantidad de agua
presentandose una diarrea acuosa con textura lodosa, debido a la presencia de alimento
no digerido de color gris-verde, y sin moco (McOrist 2005b). Gebhart, (2004a) y
Stevenson, (2001) reportaron la presentacion de diarreas con una coloracion amarilla
verdosa, aunque algunos animales pueden no presentarla, finalmente luego de 1 a 2

semanas, la mayoria de los cerdos se recuperan pero algunos continuan desmejorando.

Guedes y col., (2002a), encontraron que algunos animales desarrollaron la

manifestacion diarreica en la primera semana pos-desafio pero solo después de la
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segunda semana los signos clinicos se hacen mas evidentes, mostrando un pico de
presentacion a la tercera semana y recuperandose hacia los 28 dias pos inoculacion,
haciendo claridad en que la sintomatologia de esta forma clinica muchas veces puede

pasar desapercibida (Guedes, 2005).

Durante un ensayo realizado por Guedes, (2006) la forma crénica de la
enfermedad se caracterizo por un cuadro diarreico que comenzo alrededor de los 7 a 12
dias pos inoculacion, el pico de la enfermedad se dio en la tercera semana y luego los
animales tendieron a recuperarse de la enfermedad, mientras que casi el 30% de
infectados no desarrollaron ningun signo de diarrea (Gebhat, 2004b). Sin embargo, el
rendimiento del crecimiento de los animales inoculados al compararlo con los no
inoculados, siempre fue mejor en los no inoculados. Smith y McOrist, (1997)
encontraron que en cerdos inoculados oralmente la diarrea empezo6 a las 2 semanas pos

desafio y esta persistio por | a 2 semanas.

3.2.2. Forma subclinica
A esta forma también se le denomina enteropatia proliferativa subclinica y es la
mas comun en las granjas en especial aquellas que se han infectado desde mucho tiempo

atras, en las que permanece como enfermedad enzodtica (Hardge y col., 2005).

La enfermedad puede presentar la ausencia de los signos clinicos (Knittel y col.,
1998) o estos se pueden hacer poco manifiestos y solo ser detectables en aquellas
granjas donde llevan un control estricto de parametros como indice de conversion y
ganancia media diaria, sin embargo en todos los casos la lesion del tejido entérico se
inicia microscopicamente y evoluciona hasta evidenciarse a nivel macroscopico (Smith
y McOrist, 1997; Lawson y Gebhart 2000; McOrist y Gebhart, 2000; Gebhart, 2004a;
Hardge y col., 2005). En los casos mas leves de EPP (subclinica), los signos clinicos
que suelen presentarse son: la disminucién de la ganancia media diaria de peso y el

aumento del indice de conversion, esto ocasiona que los cerdos realmente afectados
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sean dificiles de reconocer, de igual forma, a la necropsia estos animales presentan

lesiones leves en el intestino delgado (Guedes y col., 2003).

Factores como el grado de afeccion de los cerdos enfermos, las diferencias en el
momento del inicio de la infeccion y un mayor grado de resistencia individual frente a
la enfermedad, hacen que las manifestaciones clinicas sean mucho maés evidentes,
ocasionando desigualdad en lotes afectados asi como su retraso al sacrificio, ya que el
porcentaje de cerdos con bajo peso deberan mantenerse mas tiempo en el sistema de
produccion y/o venderse como saldos, haciendo que el productor enfrente un descuento
en el precio de venta y por lo tanto pérdidas econdomicas (Holyoake y col., 1995; Hardge
y col., 2005 y McOrist 2005a y b,). Al respecto McOrist, (2005a y 2005b) indica que
estas granjas deben ser examinadas cuidadosamente para evidenciar que en realidad se
esté dando un buen crecimiento de la poblacidn, e identificar los casos irregulares de
diarrea y cerdos raquiticos. Por lo tanto, es necesario revisar los datos productivos para
la deteccion de los cambios en la ganancia media de peso y en la eficacia de la

conversion en los animales pos destetos.

3.2.3. Forma aguda

Es la de mayor incidencia en animales de reemplazo o en edad de terminacion y
sacrificio, de acuerdo con (Burch, 2000), se observa en animales de 60Kg en adelante y
casi siempre en cerdos entre 4 a 12 meses de edad de acuerdo con Gebhart (2004a),
Guedes (2005), Stevenson, (2001); aunque McOrist (2004) indica que puede verse en

cerdos con 3 a 12 meses de edad.

Cursa con diarrea hemorragica y muerte subita, por lo que se le denomina
enteropatia proliferativa hemorragica (Lawson y Gebhart 2000; Gebhart, 2004a). Dicha
forma se observa en las granjas con menor frecuencia que las formas cronica y
subclinica, y cuenta con un cuadro mas severo y fatal (Lawson y Gebhart, 2000; Hardge
y col., 2005).

27



En granjas de un solo sitio, se ha establecido que el porcentaje de cerdos
portadores seropositivos a EPP pertenecientes al nucleo reproductivo, esta por encima
del 30%. En comparacion con algunos establecimientos modernos, los denominados de
alta sanidad y/o multi-sitios, donde la piara reproductiva es limpia y se encuentra
separada de los animales en distintas etapas de desarrollo, se ha observado que este alto
nivel sanitario puede ser un factor negativo para la presentacion de la EPP, debido a que
la exposicion de la descendencia a L. intracellularis es tardia, dandose durante la etapa
de finalizacion, donde la mayor exposicion se da desde los 4 o 5 meses de edad, con lo
cual los animales son mads susceptibles a la presentacion de la enfermedad en forma

aguda, principalmente porque no existen anticuerpos pasivos (McOrist, 2004).

McOrist, (2004) afirma que aun no estd completamente claro de donde proviene
la infeccién tardia de animales en terminacion, pero es probable que restos de heces
infectadas en alguna parte del mismo establecimiento, como en pozos estercoleros, agua
reciclada de desagiies y botas, ropas, corrales o jaulas y senderos puedan ser los
responsables, lo que explicaria la naturaleza consistente de la infeccion tardia, puesto
que si roedores u otros vectores estuvieran involucrados, entonces la infeccion seria rara

y mas esporadica.

La mortalidad es mucho mas elevada que en la forma crénica, ya que en
condiciones normales no supera el 50%, pero puede alcanzar hasta un 70% de los
cerdos del lote afectado aunque normalmente se mantiene entre el 15% y el 50%

(Hardge y col., 2005).

En lotes afectados por la enfermedad los signos clinicos duran unos dias,
posteriormente se ha encontrado que los cerdos sobrevivientes se recuperan en un
tiempo de 7 a 10 dias (Hardge y col., 2005). McOrist, (2004) ha encontrado que la
aparicion de varios casos de ileitis aguda en forma simultanea puede darse después de
que ocurren algunos eventos especificos, tales como: el movimiento de los cerdos a

nuevas instalaciones, la introduccion de un grupo nuevo de animales a la cadena
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productiva, realizar la cuarentena de porcinos entrantes en corrales que fueron
anteriormente destinados a la crianza, practicas de transporte en camiones y otras

medidas de manejo que podrian favorecer la presentacion de esta forma clinica.

El cuadro clinico de esta enfermedad puede darse de forma hiperaguda en donde
algunos cerdos presentan muerte subita debido a la hemorragia masiva del ileon,
acompafiada por palidez del cadaver y la presencia de heces oscuras con aspecto
parecido al alquitran (Stevenson, 2001; Gebhart, 2004a y b;McOrist, 2004, 2005c;
Hardge y col., 2005). Sin embargo, normalmente se observa un cuadro agudo, en el que
la primera manifestacion es la eliminacion de heces diarreicas de color café oscuras a
negras, sanguinolentas o con aspecto de alquitran (Stevenson, 2001; Gebhart, 2004a y b;
Busse, 2004), debido a que la sangre contenida en el intestino logra ser medianamente

digerida (Gebhart, 2004a y b; Stevenson, 2001; McOrist, 2005¢ y d).

No esta claro por qué la EPP aparece en unas ocasiones en forma aguda y la
mayor parte de las veces lo hace de la forma cronica. McOrist, (2004) afirma que los
casos son usualmente vistos en naves de cerdos adultos que se encuentran tanto en
periodo de terminacion o en adultos jovenes reproductores, expuestos a dosis
infectantes relativamente altas de bacteria. De igual manera, Lawson y Gebhart, (2000)
manifiestan que la forma aguda puede darse cuando se infectan los cerdos adultos que
no habian tenido ningin contacto con L. intracellularis, o con dosis muy altas del
agente, lo cual puede darse por ejemplo, en el momento en que cerdas de reposicion sin
ninguna inmunidad ingresan a un establecimiento sin haber sido sometidas a un

adecuado proceso de aclimatacion o confinadas en un ambiente muy contaminado.

En ocasiones las cerdas gestantes afectadas por esta forma clinica pueden abortar
como consecuencia de la alteracion del estado general y no por accion directa de la
bacteria en el aparato genital, ya que es una infeccion restringida al aparato digestivo
(Hardge y col., 2005). Mauch y Bilkei, (2005b), estudiaron el desarrollo reproductivo de

cerdas posterior a un brote de EPP, donde evidenciaron que de 93 cerdas, 21 de las
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hembras con prefiez avanzada presentaron diarrea sanguinolenta profusa, aborto,
adelgazamiento, fiebre alta (40,6 = 0,3 °C) y postracion 2 semanas después de iniciada
la infeccion, 62 madres presentaron diarrea leve sin sangre ni fiebre y las hembras mas

viejas no presentaron ninguna manifestacion clinica.

4. HALLAZGOS PATOLOGICOS MACROSCOPICOS

La lesion caracteristica de la EPP, en cualquiera de sus formas de presentacion
clinica, es el engrosamiento de la mucosa intestinal, principalmente en la parte proximal
del ileon debido a la proliferacion de enterocitos, asociado con la presencia intracelular
de L. intracellularis (Smith y col., 2001; Gebhart, 2004a; McOrist y col., 2006). Aunque
a nivel de colon proximal, ciego y parte distal del yeyuno se han encontrado lesiones

similares (Stevenson, 2001; Burch, 2000; Gebhart, 2004a).

La EPP o AIP es la manifestacion mas leve y frecuente de la enfermedad, ha
sido observada en animales que se¢ encuentran al final de la etapa de desarrollo o
finalizacion, normalmente es posible encontrar la lesion a los 50cm terminales del
intestino delgado y el tercio anterior del colon proximal. McOrist y Gebhart, (2000);
Hardge y col., (2005) describen que el aspecto reticular normal de la serosa intestinal se
intensifica y que es posible encontrar un edema subseroso y mesentérico mas o menos

marcado, identificando un engrosamiento de la pared desde el lado externo.

Al interior del intestino Hardge y col.,, (2005) evidenciaron que la mucosa de
ileon puede presentarse humeda y sin mucus, a veces con manchas de exudado
inflamatorio ligeramente adherente, donde a su vez es evidente la presencia de pliegues
profundos longitudinales y transversales en la mucosa que le dan un mayor grosor. Por
su parte Joens y col., (1997), Stevenson (2001), Busse (2004) y Guedes (2005)
describieron el aumento del grosor de la mucosa intestinal como con una apariencia de
pliegues echando ramas, donde a su vez la superficie de la mucosa puede encontrarse

corroida dandole una apariencia granular o cerebroide.
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En casos aun mas leves la lesion puede verse en zonas aisladas de la mucosa del
ileon, usualmente 10cm proximal de la valvula ileocecal (VIC), aunque en la mayoria
de los casos se extienden afectando toda o casi toda la mucosa ileal. También es posible
encontrar lesiones en el intestino grueso similares a las ya descritas, la cuales pueden
aparecer extendidas o en forma de placas o pdlipos separados (McOrist y Gebhart,

2000; Lawson y Gebhart, 2000).

Guedes (2005), encontrd que las lesiones tipicas de EPP pueden ser observadas a
los 11 dias pos infeccion en la mucosa del ileon y extenderse al ciego y colon tan solo a
los 15 a 29 dias pos inoculacion, donde a su vez se hicieron evidentes las lesiones
histopatologicas y la presencia de la bacteria a través de la técnica de
inmunohistoquimica, lo que demostr6 que aparentemente todos los segmentos
intestinales son susceptibles a la infeccidon por L. intracellularis, a pesar de que el
intestino grueso parezca ser infectado de forma mas tardia en el transcurso de la
enfermedad. En este mismo trabajo se sefiala la presencia del antigeno bacteriano en

intestino, linfonddulos mesentéricos y esporadicamente en criptas tonsilares.

Por otra parte la complicacion de las lesiones de la EPP o AIP pueden dar lugar

a la presentacion de la Enteritis Necrdtica e lleitis regional (Hardge y col., 2005).

4.1. Enteritis necrotica

A menudo pueden producirse localmente infecciones bacterianas secundarias
como la infeccion por Salmonella spp y otros agentes, los cuales pueden provocar
cambios necrdticos, degenerativos y reparativos cuando se superponen a la lesion
proliferativa basica. Los cambios inflamatorios abarcan desde una reacciéon fibrosa
superficial hasta una importante necrosis coagulativa y profunda, que constituye la
lesidon caracteristica de la enteritis necrotica, este cuadro es habitual en los casos de
enteropatia proliferativa grave observados en los cerdos de terminacion en algunas

granjas (Gebhart, 2004a; Hardge y col., 2005).
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Durante la Enteritis Necrotica frecuentemente se presenta una necrosis
coagulativa, con marcada exudacion inflamatoria sobrepuesta a una lesion establecida
de enteropatia proliferativa, alguna veces es posible observar masas caseosas
amarillentas o grisaceas muy adheridas a la mucosa engrosada, las cuales pueden tener

particulas de alimento adheridas (McOrist y Gebhart, 2000; Hardge y col., 2005).

4.2. lleitis regional

A esta forma de lesion, se le denomina vulgarmente intestino de “manguera”, ya
que el ileon adopta la apariencia contraida, lisa, casi rigida del intestino delgado bajo, de
modo que al sujetar un trozo este se mantiene rigido, esta es una lesion muy orientativa,
pero aparece en muy pocos casos de la enfermedad (Wilson y col., 1986; McOrist y
Gebhart, 2000; Hardge y col., 2005).

Al abrir la luz del ileon, es posible apreciar la reduccion de la luz intestinal y un
gran engrosamiento de la pared con espesores que pueden llegar a los 0,5cm, a su vez la
mucosa puede presentar ulceraciones que cubren porciones mas o menos amplias de
ésta (McOrist y Gebhart, 2000; Hardge y col., 2005), generalmente tienen forma lineal,
con islas o tiras de mucosa sobreviviente adyacentes (McOrist y Gebhart, 2000), las
cuales suelen desarrollar una importante reaccion tisular de granulacion, provocando la
infiltraciéon de tejido fibroso e hipertrofia muscular en el ileon (Joens y col., 1997,

Hardge y col., 2005).

Este tejido de granulacion puede ser prominente pero la caracteristica mas
significativa es la gran hipertrofia de las capas musculares externas, siendo su causa aun
desconocida (McOrist y Gebhart 2000, Huerta y col.,, 2003; Hardge y col., 2005). Es
necesario tener en cuenta que las lesiones dadas por los cuadros de enteritis necrotica e

ileitis regional actualmente son las mas raras de encontrar (McOrist y Gebhart 2000).
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4.3. Enteropatia proliferativa hemorragica

Este cuadro corresponde a la forma aguda de la enfermedad, que puede
observarse en cerdos muertos de forma sabita o en sacrificados. Particularmente, en
casos de muerte subita se observa la aparicion de heces oscuras con aspecto
alquitranado o totalmente sanguinolentas o una mezcla de sangre y alimento digerido
que ha salido del ano y un cadaver palido (Lawson y Gebhart, 2000; Bakker y col.,
2000).

Las lesiones han sido observadas externamente en ileon terminal y colon, donde
aparece engrosamiento de la pared y edema subseroso, mientras que en el interior del
intestino, uno de los hallazgos tipicos es la presencia de sangre liquida o de coagulos de
sangre cilindricos que llenan mas o menos la luz intestinal del ileon, del colon o de
ambos, asi como un marcado engrosamiento hiperplasico de la pared (McOrist y

Gebhart, 2000; Bakker y col., 2000; Hardge y col., 2005).

Las lesiones macroscopicas de la forma aguda o EPH se diferencian de la EPP
solamente por la gran cantidad de sangre no digerida que puede encontrarse mezclada

con otros exudados en la luz intestinal (Stevenson, 2001; Guedes 2005).
Pese a este hecho, los animales afectados por la enteritis necrotica pueden sufrir

lesiones persistentes, lo que se evidencia a través de los intestinos engrosados que

pueden presentar estos ejemplares a la edad normal de sacrificio (Hardge y col., 2005).
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CAPITULO II
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HIPOTESIS

L. intracellularis se encuentra ampliamente distribuida en granjas porcinas de la
Republica Argentina, siendo la diarrea una de las principales manifestaciones clinicas

en animales en etapa de desarrollo y terminacion.

OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

1. Establecer la presencia y distribucion de L. intracellularis en granjas porcinas de la

Republica Argentina.

2. Determinar la presencia y dinamica de la diarrea y su asociacion con L.

intracellularis en cerdos de granjas porcinas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar por PCR y ELISA la presencia de L. intracellularis en cerdos de
granjas porcinas de la Argentina.

2. Determinar el perfil de la presencia de L. intracellularis por edad en cerdos de
granjas de distintas provincias de la Republica Argentina.

3. Determinar si el hallazgo de diarreas es percibida por el productor en las granjas.

4. Caracterizar las diarreas observadas por edad y determinar la dinamica de las
mismas.

5. Determinar la asociacion entre la presencia de L. intracellularis y las caracteristicas

de las diarreas.
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CAPITULO III
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MATERIALES Y METODOS

1. POBLACION DE ANIMALES Y GRANJAS

Con el objeto de detectar la prevalencia de L. intracellularis en granjas de la
Argentina, considerando una prevalencia estimada del 80%, un nivel de confianza del
95% y un error del 15 %, se calculé un n muestreal de 27 establecimientos. El tamafio
de la muestra y ajuste por tamaifio, fue realizado utilizando las formulas citadas por
Thrusfield, (1990), para lo cual se considerd un censo de 280 establecimientos de ciclo
completo en la Argentina segun los datos del Grupo de Intercambio de Tecnologia en
Porcinos (GITEP, 2003). Una vez realizado el ajuste quedd un numero de granjas a
muestrear de 24, por lo tanto y basandose en estos datos si la prevalencia medida

coincide con la esperada, entonces la prevalencia verdadera se esperé entre 59,7 —

94,3%.

Los establecimientos fueron seleccionados utilizando un método de muestreo
por conveniencia segin Thrusfield (1990), donde la condicién para estar incluidos en la
muestra, era contar con etapas productivas de parto a terminacién y que su ubicacion
ayudara a cubrir las diferentes provincias de mayor produccién porcina del pais.
Adicionalmente, para la seleccion de los establecimientos era necesario contar con la
disponibilidad de los productores en participar en el proyecto. No se tuvo en cuenta si
los establecimientos cursaban o tenian antecedentes de procesos diarreicos o entéricos

en el momento de su eleccion.

Para definir el nimero de animales a muestrear en cada granja para determinar
presencia o ausencia de cerdos positivos a las 8§, 15, y 21 semanas de vida, y poder
establecer el perfil serologico y por PCR de L. intracellularis, se muestrearon 10
animales por categoria, utilizando una confianza del 95% y una prevalencia estimada

del 30%, resultando un total de 30 muestras por establecimiento.
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Entre los meses de julio y octubre de 2006, se realizo6 un estudio de corte
transversal, donde una vez coordinada con cada productor una fecha de visita, durante
su desarrollo se registrd el nimero de madres y una vez dentro del establecimiento, se
ingres6 a las salas que alojaban los animales de 8, 15 y 21 semanas de edad,
comenzando por los mas jovenes. En cada una de dichas fajas etarias se realizo6 al azar
la extraccion de las respectivas muestras de sangre y materia fecal de 10 animales por

categoria.

En cada granja, fueron seleccionados a conveniencia 3 animales que presentaran
diarrea, los cuales fueron sacrificados piadosamente, con el fin de poder relacionar la
presencia de lesiones en ileon y VIC con la presencia del agente detectado por la técnica

de PCR en contenido de ileon, colon y raspado de mucosa de ileon.

2. TOMA DE MUESTRAS

2.1. Procedimiento para la toma de muestras de sangre

La realizacion de la toma de muestras de sangre para el diagnostico de L.
intracellularis se realizo en los animales alojados en los mismos corrales que fueron
inspeccionados, los cuales fueron seleccionados al azar, sin tener en cuenta si

presentaban o no diarrea.

La sangre se extrajo de la vena cava anterior, en el caso de los animales de 8
semanas de edad se emplearon agujas de 40 x 12mm, para la colecta los lechones fueron

inmovilizados y colocados en posicion de decubito dorsal.

En cerdos de 15 y 21 semanas de edad se utilizaron agujas de 50 x 12Zmm, la
sujecion del animal para la toma de la muestra se realizo por medio de un lazo o acial,
manteniendo el animal en pie y con la cabeza extendida, dichas técnicas fueron
realizadas como las describe Sobestiansky y col., (1997, 1999 y 2005), el volumen total

minimo por muestra fue de 5 ml.
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Las muestras fueron identificadas y se colocaron en una gradilla en un angulo de
45° a temperatura ambiente, una vez finalizada la colecta las muestras fueron
refrigeradas hasta la llegada al laboratorio del Departamento de Patologia Animal de la

Universidad Nacional de Rio Cuarto donde fueron procesadas.

Dentro de las 18 horas de extraida la sangre (30 muestras por establecimiento),
las muestras fueron centrifugadas a 750 x g por 10 min a 4°C y los sueros almacenados
a -70°C hasta el momento de su procesamiento, el cual se realiz6 una vez se obtuvo la

totalidad de sueros de los establecimientos muestreados para este trabajo.

2.2. Procedimiento para la toma de muestras de materia fecal

La colecta de las muestras de materia fecal se realizo de forma simultanea en
los animales alojados en los mismos corrales inspeccionados, los cuales fueron

seleccionados al azar, sin tener en cuenta si presentaban o no diarrea.

Foto 1. Toma de muestras de materia fecal.
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Dichas muestras obtenidas de acuerdo con la técnica descrita por Sobestiansky
y col., (1997, 1999 y 2005) directamente del recto del animal, introduciendo los dedos
protegidos con bolsa estéril, para estimular la defecacion se masajeo repetitivamente la
parte superior de la pared intestinal (Foto 1). El tamafio de la muestra colectada no fue
menor a 8 gr de materia fecal, una vez obtenida la muestra la bolsa fue cerrada,
identificada y refrigerada, hasta la llegada al laboratorio del Departamento de Patologia

Animal de la Universidad Nacional de Rio Cuarto para su posterior procesamiento

2.3. Procedimiento para la observacion de lesiones macroscopicas y toma de

muestras de animales sometidos a necropsia
2.3.1. Observacion de lesiones macroscopicas

En cada una de las granjas, fueron seleccionados 3 animales que tuvieran
manifestaciones clinicas evidentes de diarrea, independiente de la edad. La necropsia
fue dirigida solo a la cavidad abdominal, abordandose el intestino en su porcion final a
la altura del ciego. Una vez individualizada la VIC, se midieron aproximadamente unos
50 c¢m de ileon por delante de la VIC con lo que se determinoé la porcion de ileon a
estudiar (Foto 2). En primer lugar se observaron y protocolizaron las lesiones

macroscopicas que se encontraron en ileon y VIC.

El criterio para afirmar que existia una lesion en ileon fue, que se presentara al
menos uno de los siguientes hallazgos patoldgicos: presencia de hiperemia en mucosa
de ileon, apariencia de la mucosa corrugada, cerebroide o como toalla; presencia de
engrosamiento de la mucosa; presencia de edema, moco, material necrético o fibrina
sobre la superficie de la mucosa del ileon y contenido de la luz intestinal del ileon con
caracteristicas acuosa, moco, material necrético, fibrina, sangre digerida, sangre fresca,

alimento no digerido, cremoso o pastoso.

En cuanto a las lesiones en VIC se establecié como lesion la presencia de

cualquiera de estos hallazgos: presencia de hiperemia, apariencia lisa o corrugada de la
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mucosa; presencia de engrosamiento de la mucosa y presencia de edema, moco,

material necrotico, fibrina, ulceras, petequias en la superficie de la mucosa.

Los hallazgos realizados durante la necropsia fueron consignados en una hoja de
observaciones y una vez recolectada la informacion en la respectiva ficha de campo esta

fue consolidada en una hoja de Excel para su posterior analisis.

2.3.2. Toma de muestras de contenido de ileon y colon

Posteriormente se realizo un corte longitudinal en dichas estructuras y se tomo
con una espatula plastica estéril aproximadamente 1,5 ml de contenido del ileon y colon
el cual fue almacenado en un tubo tipo eppendorf estéril debidamente identificado. Las

muestras fueron almacenadas a — 70 ° C hasta su posterior procesamiento (Foto 2).

Foto 2. Proceso para la observacion de lesiones macroscopicas y toma de muestras para
procesar por la técnica de PCR de contenido de ileon, colon y mucosa de ileon en
animales necropsiados.

Con el fin de tomar muestras de raspado de la mucosa del ileon y colon para evitar

potenciales inhibidores que se encuentran en el contenido intestinal o materia fecal

(Ladinig y col, 2009), se procedi6 a lavar la mucosa con solucion fisioldgica estéril.
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Posteriormente con espatula de plastico estéril se raspé la superficie de la mucosa hasta
obtener una muestra de aproximadamente 1 cm’ y se coloco en tubo tipo eppendorf
estéril, debidamente identificado, conteniendo solucion PBS estéril para evitar la
deshidratacion de la muestra, la cual fue transportada refrigerada hasta el laboratorio, en
donde fueron almacenadas a — 70°C antes de las 12 a 24 horas posteriores a la colecta

para la posterior extraccion del ADN.

3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

3.1. Procesamiento de las muestras de suero

Para detectar la presencia de anticuerpos contra L. intracellularis se utilizo el kit
comercial ELISA (Enterisol® Ileitis-ELISA), elaborado y donado por Bochringer-

Ingelheim, Ingelheim — Alemania, de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Los reactivos se prepararon y climatizaron para su uso a temperatura ambiente entre 18
a 25°C. Cada uno de los pocillos de las placas microtiter de reaccién destinados a las
muestras y sueros de control fueron llenados con 90ul de la solucién tamponada de
dilucion muestra/conjugado. Posteriormente, fueron llenados los pocillos de reaccion
apropiados con 10ul de suero control positivo y negativo, los cuales fueron usados por
duplicado, las placas fueron cuidadosamente mezcladas, agitadas y selladas por tiras e

incubadas a 37°C durante 60 minutos.

Finalizada la incubacion los pocillos fueron vaciados y lavados tres veces con la
respectiva solucién de lavado, cada pocillo de reaccion fue llenado con 100ul de
conjugado anti-Lawsonia-mAb-HRP e incubado nuevamente a 37°C durante 60 minutos
y luego sometido a un nuevo proceso de lavado. Seguidamente fueron afiadidos 100pul
de solucion de sustrato a cada pocillo de reacciéon e incubados a temperatura ambiente
(18 a 25°C) durante 10 minutos, el tiempo fue medido a partir del mismo momento en

que fue llenado el primer pocillo de reaccion, posteriormente se adicionaron 50ul de la
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solucion de frenado en cada pocillo de reaccion siguiendo el orden con el que se afiadid

la solucion de sustrato (Foto 3).

Foto 3. Placas de ELISA procesadas para la prueba serologica.

- e ey
I

Finalmente, se realizo la medicion de los valores de densidad 6ptica (DO) de las

muestras de suero y controles por medio del fotdmetro con filtros de 450 nm de marca
Labsystem. Para la interpretacion de los resultados suministrados por el lector, se

empleo la siguiente formula:

Porcentaje de inhibicién (PI)= DO Controi Neg. — DO Control Pos./ muestra x 100

DO control Neg.

La prueba se considerdé valida toda vez que el valor de PI del Suero control
positivo fue mayor a 40 y el valor de PI del suero control positivo fue mayor a 0,5.
Los sueros cuyos valores de densidad optica (DO) fueron mayores a las del

punto de corte (PI > 30) fueron considerados positivos, el resto negativos.
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3.2. Procesamiento de las muestras de materia fecal, contenido de ileon y colon y

raspado de mucosa de ileon
3.2.1. Extraccion de ADN de muestras de materia fecal, contenido de ileon y colon

El ADN de la materia fecal de los animales de 8, 15 y 21 semanas de edad y el
ADN del contenido de ileon y colon de los animales necropsiados fue extraido
empleando el Kit comercial QIAamp stool mini kit (Qiagen, Duesseldorf, Alemania),

siguiendo las especificaciones del fabricante (Foto 4).

Foto 4. Kit comercial QIAamp stool mini kit (Qiagen, Duesseldorf, Alemania),
empleado para la extraccion de ADN.

Las muestras de materia fecal fueron sometidas a un proceso de descongelacion

a temperatura ambiente. Para cada muestra se obtuvo una porcién de 180 a 220 mg de
materia fecal por medio del uso de una espatula plastica descartable y estéril, cada

muestra fue colocada por separado en un tubo tipo eppendorf limpio y estéril de 1,5 ml.
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Una vez se adicionaba la muestra en los tubos éstos fueron inmediatamente
puestos sobre hielo donde simultdneamente se les adiciond 1400ul de Buffer ASL.
Posteriormente cada tubo fue agitado (usando un agitador vortex) durante 1 min. o hasta
que la muestra se disolviera totalmente. La suspension se incubé durante 5 min. a 70°C

en bafio maria y fueron nuevamente agitados por 15 seg.

Las muestras fueron centrifugadas a 14.000 r.p.m. por un min siendo
transferidos 1200ul del sobrenadante a un tubo nuevo al que se le adicion6 una tableta
de inhibitEX, seguidamente se procedio a agitar por vibracion cada tubo hasta diluir y
homogenizar cada muestra, las cuales fueron incubadas por 1 min a temperatura

ambiente y centrifugadas nuevamente a 14.000 r.p.m. por 3 min.

Simultaneamente, en un tubo tipo eppendorf nuevo y estéril fueron colocados
15ul de Proteinasa K, sobre la cual se adicioné 200ul de sobrenadante resultante de la
centrifugacion y 200ul de Buffer AL siguiendo siempre este estricto orden; el contenido

fue nuevamente agitado durante 15 seg ¢ incubados a 70°C por 10 min.

Pasado este tiempo fueron adicionados 200ul de etanol al 100% (frio) seguido
nuevamente de un proceso de agitacion. El contenido final de cada muestra fue
transferida a un tubo nuevo QIAamp Spin Column® teniendo la precaucion de no mojar
los bordes. Una vez realizada la transferencia éstos fueron centrifugados a 14.000 r.p.m.
por 1 minuto y transferida la columna a otro tubo nuevo QlAamp®. Posteriormente a
cada tubo se le adicionaron 500ul de Buffer AW1 para que fuesen nuevamente
centrifugados a 14.000 r.p.m. por 1 min. Nuevamente se transfirié la columna a otro
tubo nuevo QIAamp® y se colocaron 500ul de Buffer AW2 los cuales fueron
centrifugados a 14.000 r.p.m. por 3 min.

Finalmente se transfirié la columna a otro tubo nuevo QIAamp® al cual se le
afiadieron 100ul de Buffer AE directamente sobre la membrana, y se incubaron por 1
min a temperatura ambiente para luego centrifugarlos por 1 min a 14.000 r.p.m.
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Una vez finalizada la extraccidon, el ADN fue almacenado en tubos tipo

eppendorf de 1,5ml a -20°C, hasta el proceso de amplificacion.

3.2.2. Extraccion de ADN de las muestras de raspado de mucosa del ileon

El ADN de las muestras de raspado de la mucosa del ileon de los animales
necropsiados fue extraido utilizando el kit comercial DNAzol (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones de fabricante. Previamente, ¢l raspado de la mucosa fue colocado en
mortero de porcelana estéril y guardado a -70°C y posteriormente rociado con nitrégeno
liquido. Cuando el raspado presentaba una consistencia dura, el mismo fue pulverizado
con ¢l pilon del mortero (también estéril). Una vez pulverizado cada uno de los
raspados, se esperd a que tomaran temperatura ambiente (y consistencia liquida) y

posteriormente el ADN se extrajo segun las instrucciones de la siguiente manera:

1- Se transfirié 1 mi del contenido de cada mortero a tubo estéril de 1,5 ml.
2- Se centrifugd a 13.000 r.p.m. por 10 min a 4°C.

3- Seagregé 1 ml de DNAzol.

4- Se mezclo con pipeta.

5- Se centrifugo a 13.500 r.p.m. por 10 min a 4°C.

6- Se transfirio el sobrenadante a un tubo estéril de 1,5 ml.
7- Se agregaron 500ul de etanol al 100 %.

8- Se incubd por 2 horas a —20°C.

9- Se centrifugd a 13.900 r.p.m. por 4 min. a 4°C.

10- Se descarto6 el sobrenadante.

11- Se agregaron 1000ul de etanol al 75%.

12- Se invirtid el tubo de 3 a 6 veces.

13- Se centrifugd a 13.900 r.p.m. por 4 min. a 4°C.

14- Se descart6 el sobrenadante.

15- Se agregaron 1000pl de etanol al 75%.

16- Se centrifugd a 13.900 r.p.m. por 4 min. a 4°C.
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17- Se dejo el tubo invertido abierto sobre papel tissue para que escurra.
18- Se agregaron 20ul de agua y se pipeteo hasta disolver el pellet.
19- Se guardé a -20 °C, hasta el momento de procesarlo por PCR.

3.2.3. Amplificacion del ADN

Para la deteccion de L. intracellularis por PCR se amplifico un fragmento del
gen lyase-like, obteniendo un amplimero de 319 pb. Para ello se utilizaron los cebadores
(A: 5 TATGGCTGTCAAACACTCCG 3°, B: 5 TGAAGGTATTGGTATTCTCC 37)
y condiciones descriptos por Jones y col., (1993a y b).

La reaccion fue realizada en un ciclador térmico Techne (Genius, Vermont,
Estados Unidos de Norte América) con una etapa inicial de 95°C por 15 min., luego 35
ciclos de 94°C por 30 seg., 56°C por 2 min. y 72°C por 30 seg. seguida de una extension
final de 72°C por 7 min., usando Sul de ADN templado en un volumen final de 25ul
conteniendo: 0,2mM de cada dNTPs, 0,6uM de cada cebador, 1,5mM de Mg Cl, y 1 U
de Taq (Platinum® Taq DNA Polimerasa, Invitrogen, Argentina).

Cada cinco muestras, se incluyé como control negativo el coctel sin muestras de
ADN vy cada quince muestras, se us6 como control positivo de la reaccion, ADN de L.
intracellularis extraido de la vacuna viva de Ileitis (Enterisol® Ileitis Boehringer-

Ingelheim, Ingelheim, Alemania) que se incluia en la Gltima posicion.

Para minimizar el riesgo de contaminacion, cada paso de la PCR fue realizado
en habitaciones separadas. El producto de la PCR fue corrido en un gel de agarosa al
1% teilido con bromuro de etidio (0,5pgrs/ml) a 70 V por 1 hora aprox. y visualizado en

un transiluminador (Cole Palmer®)
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4. PROTOCOLOS PARA LA RECOLECCION DE DATOS Y LA

CARACTERIZACION DE LAS DIARREAS

El trabajo de campo fue realizado por el mismo grupo de profesionales, quienes
desarrollaron un procedimiento nico para la realizacion de la visita la cual contaba con
una duracion de aproximadamente 5 horas, la cual podria variar de acuerdo con el
tamario y tipo de sistema de produccion de cada establecimiento. Se tuvo en cuenta
mantener una cuarentena de por lo menos 48 horas previo a cada visita y un protocolo
de bioseguridad para la preparacion del equipo, el cual fue sometido a cuidadosos

procesos de desinfeccion.

Para la realizacion del presente trabajo se desarrollé una encuesta con el objeto
de colectar los datos de cada granja incluida en este estudio (Figura 1). Dicha encuesta
fue aplicada al personal a cargo de los animales en cada faja etaria al que
denominaremos dentro del trabajo como productor, al inicio de la visita y en donde se
pregunta si el productor observaba diarrea en cerdos de 8, 15 y 21 semanas de edad,
dato al que se le denominé percepcién del productor a la presentacion de diarreas en los

cerdos.

Para la obtencion de datos que permitieran la caracterizacion de las diarreas,
previo a la salida a campo, se desarrollé un protocolo grafico y se estableci6 un acuerdo
entre los observadores que realizarian la respectiva evaluacion, con el fin de establecer
parametros de referencia a través de una escala de calificacion de dos caracteristicas

principalmente: Color y consistencia.

Color: Para su calificacion se adapto inicialmente una tabla de colores, a partir

de una muestra de color de pintureria como lo muestra la foto 5.
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Figura 1. Encuesta para la colecta de datos

Fecha:

Establecimiento:

Ha tenido problemas de diarreas
en el establecimiento en cerdos de

8 15 021 semanas.

Numero de Madres:

Observaciones

Total de Animales:

8 semanas

15 semanas

21 semanas

Animales por corral:

8 semanas

15 semanas

21 semanas

Foto 5. Tabla de colores inicialmente desarrollada a partir de una muestra de pintureria

para la caracterizacion de diarreas por color.

La cual posteriormente fue ajustada con hallazgos obtenidos en campo con la

ayuda de una camara digital HP Photosmart M23 y las referencias dadas por los
profesionales veterinarios experimentados pertenecientes al grupo de investigacion que
desarrollo el presente trabajo, con lo cual se logré finalmente establecer la tabla de

categorizacion que se presenta a continuacion (Tabla 1):
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Consistencia: Esta caracteristica fue evaluada a partir de una escala elaborada
por Sobestiansky y col., (1997, 1999) y adecuada con imagenes obtenidas durante el
trabajo de campo, de igual forma a la realizada con la escala de color, generandose

finalmente la escala que se muestra en la tabla 2.
Se elabordé una ficha de campo (Figura 2) para la colecta de datos para la
caracterizacion de la diarrea observada durante la inspeccion realizada en el presente

trabajo y el cual se denominara de ahora en adelante como inspeccién.

Una vez recolectada la informacion en la respectiva ficha de campo esta fue

consolidada en una hoja de Excel para su posterior anélisis.

Tabla 1. Caracterizacion de las diarreas por color

NO
1 Amarillo
Amarillo
2
verdoso
3 Gris verdoso
4 Marron
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Tabla 2. Caracterizacion de las diarreas por consistencia

Ne° Consistencia
0 Normal
1 Pastosa
2 Cremosa
3 Liquida

Figura 2. Ficha de campo para la caracterizacion de las diarreas.

Edad de los Color de la Consistencia de la Niumero de animales
animales diarrea diarrea con diarrea

8 semanas

15 semanas

21 semanas

ESCALA PARA LA CARACTERIZACION DE LA DIARREA

COLOR CONSISTENCIA
Amarillo | Normal 0
Amarillo Verdoso 2 Pastosa 1
Gris Verdoso 3 Cremosa 2
Marrén 4 Liquida 3
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5. RECOLECCION DE DATOS Y MUESTRAS

Con el fin de realizar la inspeccion, la obtencion de datos y la toma de muestras
(siempre comenzando por los animales mds jovenes hacia los de més edad) la
metodologia utilizada fue la siguiente:

a. Ingreso a las respectivas areas de alojamiento y observacion de los animales desde
fuera del corral y deteccion de evidencias de diarreas en el piso, paredes y periné de
los cerdos.

b. Ingreso al corral ¢ incitacion de los animales a levantarse y desplazarse, para lograr
una mejor inspeccion del suelo y periné, y estimulo del reflejo de defecacion.

c. Identificacién y conteo con la ayuda de una tiza de cera de los animales con diarrea
(Foto 6).

d. Simultancamente se procedié a la caracterizacion de las diarreas de acuerdo con la
escala desarrollada, labor durante la cual se calificaron las diarreas de forma
poblacional més no individual y la informacion se fue consignando en la respectiva

ficha de campo previamente presentada (Figura 2).

Foto 6. Proceso de inspeccion y conteo de animales con diarrea.
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El anterior procedimiento fue ejecutado por 2 profesionales del grupo
quienes, en todas las visitas realizaron dicha calificacion previa estandarizacion de
los conceptos de calificacion de cada una de las caracteristicas. El tiempo de

duracion de cada inspeccion fue de aproximadamente 20 min. por grupo etario.

Una vez recolectada la informacion en la respectiva ficha de campo esta fue

consolidada en una hoja de Excel para su posterior analisis.

6. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se determino la prevalencia de granjas positivas a L. intracellularis por serologia
y por PCR, realizandose un intervalo de confianza al 95% exacto para una proporcion,

cuando el #» muestreal es menor que 100.

Se determino la distribucion de la presencia del agente (en cerdos de cualquier
edad) por provincias por serologia y por PCR, ademas de la prevalencia intra-granjas,

considerando solo el muestreo de la semana 21.

Para obtener el perfil de L. intracellularis, se determiné la frecuencia de animales
positivos por serologia y PCR para cada faja ctaria, para ello se utilizdé como
denominador el total de sueros y materia fecal testeados para cada edad de los
establecimientos positivos. Se compararon los resultados de serologia y PCR para
determinar momento de deteccion de cada una de las técnicas utilizadas. Para el

analisis de los datos se utilizo el programa SPSS Version 11.5.1. 2002.

Para determinar la concordancia entre el numero de establecimientos y la
percepcion e inspeccion de diarreas en animales de 8, 15 y 21 semanas de edad se
realizaron tablas de contingencia para cada edad. Se realiz6 lo mismo sdlo para aquellos

establecimientos que fueron PCR positivos.
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Para determinar la concordancia entre la presencia de lesiones macroscopicas en
ileon y VIC versus PCR positivo en muestras de contenido intestinal y de raspado de
mucosa de ileon en los animales necropsiados, se realizaron tablas de contingencia para:
lesion en ileon y PCR de contenido de ileon, lesion en ileon y PCR de mucosa del ileon
y lesién en VIC y PCR de contenido de colon. De igual manera, se realizd una tabla
para analizar la relacion entre la sensibilidad, especificidad y valores predictivos
especificos entre las técnicas de diagnéstico de PCR para L. intracellularis y la

presencia de lesiones macroscopicas.
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CAPITULO IV
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RESULTADOS

Para la etapa de presentacion y perfil de L. intracellularis por serologia se
trabajo con muestras de sangre de 22 establecimientos, procesandose un total de 650
sueros, debido a dificultades de trabajo en una de las granjas muestreadas en donde no

fue posible obtener 10 sueros de animales de 21 semanas de edad.

Para la evaluacion de presencia de L. intracellularis por PCR al final del estudio,
no fue viable el procesamiento de la totalidad estimada de muestras de materia fecal
(650), por lo que se procesaron 630 muestras (210 para cada faja etaria), en cuanto a los
animales sometidos a necropsia se proces6 un total de 59 animales de los 66
proyectados para las 22 granjas, debido a que algunos productores no accedieron al

sacrificio de sus animales.

En la caracterizacion de diarreas incluyendo percepcion e inspeccion se analizo
informacion de un total de 21 granjas debido a dificultades en una granja para responder

la respectiva encuesta por ausencia del productor.

Las granjas de las que finalmente se obtuvieron las muestras se encontraban
distribuidas de la siguientes manera: seis en la provincia de Cordoba, cinco en la
provincia de Buenos Aires, cuatro en Santa Fe, dos en Tucuman, dos en Entre Rios, uno
en La Pampa, uno en San Juan y uno en San Luis; abarcando el muestreo las siete
provincias de mayor produccion porcina del pais. El promedio de madres del total de

granjas fue de 810 con un minimo de 100 y un maximo de 4200.

1. PERFIL SEROLOGICO DE L. intracellularis

Al realizar el analisis para establecer el perfil serologico de L. intracellularis, se

encontré que en el muestreo de las 8 semanas de edad se detectd en 7 establecimientos
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sOlo 1 animal seropositivo en cada uno de ellos, entre 1 y 2 en 10 establecimientos a las
15 semanas y entre 3 y 9 fueron a las 21 semanas de edad en 18 granjas. La frecuencia

promedio (y valores maximos y minimos) para cada faja etaria se muestran en el grafico

1.

Grifico 1. Perfil serologico, frecuencia promedio y valores maximos y minimos, para
cada faja etaria del total de establecimientos seropositivos.
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De los 21 establecimientos muestreados, veinte (90,9%), IC 95% (70 - 98.8)
fueron positivos por ELISA. La prevalencia por serologia media intra predial obtenida,

sin tener en cuenta la edad, fue del 14,7% con un IC 95% (10,5 — 18,8).

En todas las provincias se encontraron establecimientos seropositivos a L.
intracellularis: Cérdoba 100% (6/6), Buenos Aires 100% (5/5), Santa F¢ 100% (4/4),
Tucuman 50% (1/2), Entre Rios 50% (1/2), La Pampa 100% (1/1), San Juan 100% (1/1)
y San Luis 100% (1/1).
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2. PERFIL DE PCR DE L. intracellularis

De los 21 establecimientos considerados, 12 (57%), IC 95% (36 — 78) resultaron

positivos. La prevalencia intrapredial media obtenida empleando la técnica de PCR fue

del 8,6% con un IC 95% (3,1 — 14,1).

En los muestreos de 8, 15 y 21 semanas de edad, se encontraron 5, 21 y 30
muestras de materia fecal positivas en 3, 6 y 10 establecimientos respectivamente. La
frecuencia promedio (y valores maximos y minimos) para cada faja etaria se muestran
en el grafico 2. Los resultados de PCR positivos por provincias fueron los siguientes:
Cordoba 50% (3/6), Buenos Aires 60% (3/5), Santa Fé 50% (2/4), Tucuman 100%
(1/1), Entre Rios 50% (1/2), La Pampa 100% (1/1), San Juan 100% (1/1) y San Luis 0%
(0/1).

Grifico 2. Perfil por la técnica de PCR, frecuencia promedio y valores maximos y
minimos para cada faja etaria del total de establecimientos positivos.
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3. PRESENCIA DE L. intracellularis

Al evaluar la presencia de L. intracellularis entre la poblacion muestreada por la
técnica de PCR se encontrd que de las 210 muestras procesadas por la técnica de PCR
para materia fecal el 14,8 % (31/210) de éstas presentaron un mayor porcentaje de
muestras positivas en la faja etdria de las 21 semanas, seguido por el 10% y 2,3% de
muestras para las categorias de 15 y 8 semanas respectivamente. Con respecto al
comportamiento entre animales positivos y granjas positivas para cada edad de animales
evaluada en el presente estudio, se encontr6 una relacion que indica que se presentan 3,5
animales positivos en las granjas positivas a las 15 semanas de vida , 3,1 animales
positivos en granjas positivas a las 21 semanas y 1,6 animales positivos en granjas

positivas por PCR a las 8 semanas, (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de muestras positivas por la técnica de PCR a L. intracellularis en
el total de muestras procesadas y relacion de animales positivos por granja PCR
ositivas por edad.

Relacion de Animales
Edad de los Porcentaje de Muestras PCR
Positivos por PCR vs Granjas
Animales Positivas en Materia Fecal *
PCR Positivas por Edad **
8 Semanas 2,3% (5/210) 1,6 (5/3)
15 Semanas 10,0% (21/210) 3,5 (21/6)
21 Semanas 14,8% (31/210) 3,1 (31/10)

*Muestras positivas por PCR / Numero total de muestras de Materia Fecal procesadas
por PCR.

**Numero de animales positivos por PCR por edad / Numero de granjas positivas al
PCR por edad.

4. PERCEPCION E INSPECCION DE DIARREAS

La proporcion de establecimientos en los que la diarrea fue inspeccionada fue,
en todas las edades muestreadas, siempre mayor a la proporcidon de establecimientos en

los que la diarrea fue percibida. En el muestreo de las 15 semanas, tanto la inspeceiéon
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como la percepcion de las diarreas fueron mayores al de los otros muestreos con
porcentajes del 90,5% (19/21) y 38,1% (8/21) respectivamente (Grafico 3). El
porcentaje de establecimientos positivos a la percepcion de diarrea a las 21 semanas de
edad fue del 33,3% (7/21) y el porcentaje de establecimientos positivos a la inspeccion
fue de 71,4% (15/21). A las 8 semanas de edad, el porcentaje de establecimientos en
donde la inspeccién fue positiva fue del 81% y el porcentaje de establecimientos

positivos a la percepcion fue del 28,6% (6/21) (Grafico 3).

Grifico 3. Porcentaje de granjas en que la diarrea fue percibida por el productor versus
porcentaje de establecimientos en los que la diarrea fue inspeccionada segun la edad de
los cerdos (8, 15 y 21 semanas de edad).
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Para un analisis mas profundo de la percepcién versus la inspeccién de la
diarrea a nivel de establecimientos, se realizaron tablas de concordancia entre lo
percibido y lo inspeccionado en cada edad de muestreo. Asi, en el muestreo de las §
semanas de edad la concordancia entre la percepcién positiva del productor y la
inspeccion positiva de la diarrea se dio en el 83,3% (5/6) de los establecimientos. La
concordancia entre la percepcion negativa y la inspeccion positiva se observd en el

80% (12/15) de los establecimientos. La concordancia entre inspeccién positiva y
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percepcion negativa se presentd en el 29,4% (5/17) de las granjas. Por ultimo, la
concordancia entre inspecciéon negativa y percepcion negativa se observo en el 25%

(1/4) de los establecimientos (Tabla 4).

Tabla 4. Concordancia entre el numero de establecimientos en los cuales se observd
diarrea en la inspeccion versus lo percibido por el productor a las 8 semanas de edad.

8 Semanas INSPECCION
, TOTAL
PERCEPCION Positiva Negativa
Positiva 5 1 6
Negativa 12 3 15
Total 17 4 21

En el muestreo de las 15 semanas de edad, la concordancia entre el nimero de
establecimientos en los que la diarrea fue percibida versus la inspeccién positiva se
dio en el 100 % (8/8) de los casos. La concordancia entre la percepcién negativa y la
inspeccion positiva se dio en el 84,6% (11/13) de los establecimientos. La inspeccion
positiva y la percepcién negativa de la diarrea coincidieron en el 42,1% (8/19) de los
casos. No hubo concordancia entre inspeccién negativa y la percepcién negativa (0%

-0/2). Estos resultados estan resumidos en la tabla 5.

Tabla 5. Concordancia entre el nimero de establecimientos en los cuales se observo
diarrea en la inspeccidn versus lo percibido por el productor a las 15 semanas de edad.

15 Semanas INSPECCION
. TOTAL
PERCEPCION Positiva Negativa
Positiva 8 0 8
Negativa 11 2 13
Total [9 2 21

Finalmente, en el muestreo de las 21 semana la concordancia entre el numero de
establecimientos en los que la percepcion fue positiva y la inspeccion fue positiva en

cl 71,4% (5/7) de los casos. La concordancia entre percepcién negativa ¢ inspeccion
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positiva se presento en el 71,4% (10/14) de las granjas. La inspeccién positiva y la
percepcion negativa se observo en el 33,3% (5/15) de los casos. El mismo porcentaje
de establecimientos 33,3% (2/6) coincidieron en cuanto a la inspeccion negativa y la

percepcion negativa de diarrea. Estos resultados estan resumidos en la tabla 6.

Tabla 6. Concordancia entre ¢l numero de establecimientos en los cuales se observo
diarrea en la inspeccion versus lo percibido por el productor a las 21 semanas de edad.

21 semanas INSPECCION
: TOTAL
PERCEPCION Positiva Negativa
Positiva 5 2 7
Negativa 10 4 14
Total 15 6 21

Independientemente de la cantidad de establecimientos, también fue calculada la
proporcion (porcentaje) de las diarreas inspeccionadas respecto a la edad de los
animales. Se observo que el porcentaje de diarreas se mantuvo en las dos primeras fajas
etarias con un 2,2 % a las 8 y 15 semanas de edad y se redujo al 1,5 % a las 21 semanas
de edad. En la tabla 7 se muestran estos resultados de manera resumida, los cuales se
exponen en forma desglosada por edad y por establecimiento en los anexos 1, 2 y 3. En

la foto 7 se muestran algunos ejemplos de las diarreas observadas durante la visita.

Tabla 7. Datos consolidados por edad de la poblacion analizada, nimero de diarreas
observadas a la inspeccion y porcentaje de diarreas.

N° de diarreas
Edad de los animales | Total de animales % Diarrea
observadas
8 Semanas 5991 136 2,2
15 Semanas 7289 163 2,2
21 Semanas 7725 116 1,5
TOTAL 21005 415 1,9
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Foto 7. Ejemplos de diarrea observadas en los animales durante la inspeccion realizada
en los distintos establecimientos visitados.




5. CARACTERIZACION DE LAS DIARREAS

Para caracterizar las diarreas se utilizaron como parametros la consistencia y el

color de las mismas, la inspeccion realizada en los animales de 8, 15 y 21 semanas de

edad, permiti6 el hallazgo de diarreas con diferentes caracteristicas (Foto 8). La

cantidad de tipos de cada una de las diarreas observadas en cuanto a consistencia y color

respecto al total de observadas se muestra de manera resumida en la tabla 8, en donde

de 415 diarreas se encontré que las de consistencia cremosa (243) se presentaron en

mayor proporcion, seguidas de las liquidas (133) y en cuanto al color las grises verdosas

predominaron (256) seguidas por las amarillas verdosas (120). Los resultados

desglosados por edad se muestran en los anexos 1,2 y 3.

Tabla 8. Caracterizacion de diarreas inspeccionadas en animales de 8, 15 y 21 semanas

de edad.
Consistencia Color

g 2 3 - = |2 g 2| = -
Edad g g 3 g ERR - R - £
g lE | E |- | B [g2l°s|2 |F
8 Semanas 28 72 36 136 6 62 45 23 136
15 Semanas 7 93 63 163 7 48 108 0 163
21 Semanas 4 78 34 116 1 10 103 2 116
TOTAL 39 243 133 415 14 120 256 25 415
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Foto 8.Colores y consistencias de diarreas observadas y caracterizadas durante la
inspeccion.




En cuanto a los porcentajes de presentacion de las caracteristicas de las diarreas
evaluadas, para los animales de 8 semanas de edad el porcentaje de diarreas con
consistencia cremosa fue el mas encontrado con un 52,9% (72/136), seguidas por las
liquidas con un 26,5% (36/136) y por ultimo las pastosas con el 20,6% (28/136),
(Grafico 4). En cuanto a la presentacion de colores en animales de esa misma edad, el
color amarillo verdoso fue el de mayor presentacion 45,6% (62/136), seguida del gris
verdoso con 33,1% (45/136), marrén 16,9% (23/136) y amarillo 4,4% (6/136), (Grafico
4).

Griafico 4. Porcentaje de consistencias y colores de las diarreas inspeccionadas en
animales de 8 semanas de edad.
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En los animales de 15 semanas de edad el porcentaje de diarreas con
consistencia cremosa continud siendo el de mayor presentacion: 57,1% (93/163),
seguidas por las liquidas con un 38,7% (63/163) y por ultimo las pastosas con una
marcada reduccion de 4,3% (7/163). Los colores de las diarreas halladas en los cerdos
de 15 semanas fueron de mayor a menor presentacion: gris verdoso 66,3% (108/163),

amarillo verdoso 29,4% (48/163) y amarillo 4,3% (7/163) (Gréfico 5).

Griafico 5. Porcentaje de consistencias y color de las diarreas inspeccionadas en
animales de 15 semanas de edad.
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En los animales de 21 semanas de edad, la consistencia cremosa siguid
presentandose en mayor proporcion con un 67,2% (78/116), nuevamente seguida de la
liquida con 29,3% (34/116). En cuanto a la presentacion de colores la de mayor
presentacion en esta edad fue la gris verdosa con el 88,8% (103/116), seguida por la
marron 1,7% (2/116), amarillo verdoso 8,6% (10/116) y amarillo 0,8% (1/116) (Grafico
6).

Grafico 6. Porcentaje de consistencias y color de las diarreas inspeccionadas en
ammales de 21 semanas de edad.
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Al analizar los resultados en forma global, es decir, la caracterizacion de las
diarreas observadas independientemente de la edad de los animales se evidenci6 que la
diarrea cremosa es la que se observd en un mayor porcentaje con un 58,6% (243/415),
seguida por la liquida en un 32% (133/415) y la pastosa con un 9,4 % (39/415). En
cuanto a la caracteristica de color se encontrd6 que la de mayor frecuencia de
presentacion en las 3 edades estudiadas es la gris verdosa con un 61,7% (256/415),
seguida por la amarilla verdosa 28,9 % (120/415), marrén 6% (25/415) y amarilla 3,4%
(14/415) (Grafico 7).

Grifico 7. Porcentaje de consistencias y color de las diarreas inspeccionadas en las 3
edades analizadas.
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6. RELACION ENTRE LA PERCEPCION E INSPECCION DE LA
DIARREA CON SU CARACTERIZACION

Con el fin de relacionar la proporcion de establecimientos con diarreas
percibidas y/o inspeccionadas con las caracteristicas de las mismas, se analizaron
dichos resultados a las 8, 15 y 21 semanas de edad tal y como se referencia en el punto 4

en donde se detallan percepcion e inspeccion de diarreas en los establecimientos.

Por otra parte, sobre el total de diarreas de cada tipo que fueron percibidas, se
calculd la proporcion segin fueran percepcion negativa-inspeccién positiva o

percepcion positiva-inspeccion positiva.

En el caso en que la diarrea fue percibida y la inspeccion fue positiva, las
diarreas liquidas 97,2% (35/36) fueron las mas frecuentes seguidas por las de

consistencia cremosa 58,3% (42/72) y la pastosa en un 28,5% (8/28).

En cuanto a la caracteristica de color de las diarreas las amarillas en un 100%
son las que en mayor proporcion se dieron cuando la diarrea no fue percibida por el
productor y fueron inspeccionadas, seguida por las diarreas de color marrén 73,9%

(17/23), gris verdoso 46,6% (21/45) y amarillo verdoso 11,3% (7/62).

En aquellos casos en que la diarrea fue percibida ¢ inspeccionada las diarreas
amarillas verdosas son las que en mayor proporcion se presentaron 88,7% (55/62),
seguida por las de color gris verdoso 53,3% (24/45) y marron 26,0% (6/23). Las

diarreas de color amarillo no se presentaron (0 %- 0/6) (Tabla 9).
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Tabla 9. Caracteristicas de color y consistencia de las diarreas versus la percepcion del productor a la presencia de diarreas y su
observacion durante la inspeccion en los animales de 8 semanas de edad.

CONSISTENCIA COLOR
PERCEPCION/ Amarillo
, Pastosa Cremosa Liquida Amarillo Gris Verdoso Marron
INSPECCION Verdoso

Prop.* | % | Prop.*|{ % | Prop.*| % | Prop.*| % | Prop.*| % | Prop.*| % | Prop.*| %

Percepcion (-)
Inspeccion (+) 20/28 | 71,4 | 30/72 | 41,6 | 1/36 | 2,7 6/6 100 | 7/62 | 11,3 | 21/45 | 46,6 | 17/23 | 73,9
(Proporcion**=12/17)

Percepcion (+)
Inspeccion (+) 8/28 | 28,5 | 42/72 | 58,3 | 35/36 | 97,2 | 0/6 0 55/62 | 88,7 | 24/45 | 53,3 | 6/23 | 26,0
(Proporcion**=5/17)

Prop. * = Se refiere a la cantidad de diarreas con determinado tipo de consistencia o color con percepcion negativas - inspeccion positiva

0 percepcién positiva — inspeceion positiva sobre ¢l total de diarreas que se presenta por cada caracteristica de consistencia o color con
inspeccion positiva

Proporcion **= Cantidad de granjas con percepcién negativas o percepcién positiva sobre la inspeccion positiva
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Para los animales de 15 semanas se encontré que de 20 establecimientos en
donde se realizaron hallazgos de diarrea en la inspeccién en 12 granjas mo fueron

percibidas por el productor y en 8 si lo fueron.

En los animales de 15 semanas de edad se observo en aquellos establecimientos
en donde la diarrea no fue percibida y si fue inspeccionada, mostrando que las diarreas
pastosas con un 57,1% (4/7) son las que en mayor proporcion se presentaron, seguida

por las diarreas de consistencia liquida 51,9% (40/77) y la cremosa 39,8% (37/93).

La proporcién de aquellos casos en que el productor percibié la diarrea y las
mismas fueron inspeccionadas las diarreas de consistencia cremosa con un 60,2%
(56/93) fueron las mas observadas, seguida por las diarreas liquidas 48% (37/77) y
pastosas 42,8% (3/7).

En cuanto al color, las diarreas grises verdosas en un 63% (68/108) son las que
en mayor proporcion el productor percibe y durante la inspeccién fueron observadas,
seguida por las diarreas de color amarillo verdoso 51,9% (27/52), amarillas 5,8% (1/17).

No hubo en este caso diarreas de color marron (0/0).

Las diarreas amarillas en un 94,1% (16/17) son las que en mayor proporcion el
productor no percibe y la inspeccion fue positiva, seguida por las diarreas de color
amarillo verdoso 48% (25/52) y gris verdoso 37% (40/108). La diarrea de color marrén
no se presentaron (0% - 0/0) (Tabla 10).
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Tabla 10. Caracteristicas de color y consistencia de las diarreas versus la percepcion del productor a la presencia de diarreas y su
observacion durante la inspeccion en los animales de 15 semanas de edad.

CONSISTENCIA COLOR
PERCEPCION/ Amarillo
, Pastosa Cremosa Liquida Amarillo Gris Verdoso Marrén
INSPECCION Verdoso

Prop.*| % |[Prop.*| % |Prop.*| % |Prop.*| % |Prop.*| % |Prop.*| % | Prop.*{ %

Percepcion (-)
Inspeccion (+) 4/7 57,1 | 37/93 | 39,8 { 40/77 | 51,9 | 16/17 | 94,1 | 25/52 | 48 | 40/108 [ 37 0/0 0
(Proporcion**=12/20)

Percepcion (+)
Inspeccidn (+) 3/7 | 42,8 | 56/93 | 60,2 | 37/77 | 48 1/17 5,8 | 27/52 | 51,9 | 68/108 | 63 0/0 0
(Proporcion**=8/20)

Prop. * = Se refiere a la cantidad de diarreas con determinado tipo de consistencia o color con percepcién negativas - inspeccion positiva
0 percepcion positiva — inspeccién positiva sobre el total de diarreas que se presenta por cada caracteristica de consistencia o color con
inspeccion positiva

Proporcion **= Cantidad de granjas con percepcién negativas o percepcion positiva sobre la inspeccion positiva
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Por ultimo, en 15 establecimientos en donde se realizaron hallazgos de diarrea
en la inspeccion en 10 granjas no fueron percibidas por el productor y en 5 si lo fueron

a las 21 semanas.

Por otra parte, en cerdos a las 21 semanas de edad en aquellos casos en que la
diarrea no fue percibida, sin embargo fue inspeccionada, las diarreas pastosas con un
100% (4/4) fueron las que en mayor proporcion se presentaron, seguida por las diarreas

de consistencia liquida 61,8% (21/34) y la cremosa 57,7% (45/78).

En donde el productor percibe la diarrea y luego fue inspeccionada, se encontrd
que las diarreas de consistencia cremosa 42,3% (33/78) son las que mas se presentan,
seguidas por las liquidas 38,2 % (13/34) y donde las diarreas pastosas no se presentaron

(0% - 0/4).

En cuanto a la caracteristica de color de las diarreas las amarillas verdosa en un
100% (10/10) son las que en mayor proporcion el productor no percibe en sus animales
y fueron inspeccionadas, seguida por las diarreas de color gris verdosa 57,3% (59/103),

marron 50% (1/2) y finalmente las amarillas las cuales no fueron detectadas (0% - 0/1).

Las diarreas de color amarillo en un 100 % (1/1) son las que en mayor
proporcion el productor percibe y fueron inspeccionadas, seguida por las diarreas de
color marrén 50% (1/2), gris verdoso 42,7% (44/103) y finalmente las amarillas
verdosas las cuales no fueron detectadas (0% - 0/10) (Tabla 11).
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Tabla 11. Caracteristicas de color y consistencia de las diarreas versus. la percepcion del productor a la presencia de diarreas y su

observacion durante la inspeccidn en los animales de 21 semanas de edad.

CONSISTENCIA COLOR
PERCEPCION/ Amarillo Gris
, Pastosa Cremosa Liquida Amarillo Marrén
INSPECCION Verdoso Verdoso
Prop.*| % | Prop.*| % |Prop.*| % |Prop.*| % |Prop.*| % |Prop.*| % | Prop.*| %
Percepcion (-)
Inspeccion (+) 4/4 100 | 45/78 | 57,7 | 21/34 | 61,8 0/1 0 10/10 | 100 | 59/103 | 57,3 172 50
(Proporcion**=10/15)
Percepcion (+)
Inspeccion (+) 0/4 0 33/78 | 42,3 | 13/34 | 38,2 1/1 100 | 0/10 0 | 44/103 | 42,7 172 50
(Proporcion**=5/15)

Prop. * = Se refiere a la cantidad de diarreas con determinado tipo de consistencia o color con percepcion negativas - inspeccién positiva

o percepcion positiva — inspeccion positiva sobre el total de diarreas que se presenta por cada caracteristica de consistencia o color con

inspeccion positiva

Proporcion ** = Cantidad de granjas con percepcion negativas o percepcion positiva sobre la inspeccion positiva
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7. RELACION ENTRE LA PERCEPCION E INSPECCION DE DIARREAS Y
LOS RESULTADOS ANIMALES NECROPSIADOS PCR POSITIVOS A L.

intracellularis

Con el fin de establecer una posible relacion entre la percepcion e inspeccion de
las diarreas y los resultados de PCR, se calculo, solamente considerando aquellos
establecimientos que fueron PCR positivos a L. intracellularis (con al menos una
reaccion positiva en cualquiera de las edades) la proporcién de diarreas percibidas

(positivas o negativas) segun la inspeccion fuera positiva o negativa (Tabla 12).

En el muestreo de las 8 semanas de edad, el 66,6% (2/3) tuvo percepcién
negativa pero a la inspeccién resultd positiva y el 0% (0/3) evidencid percepcion e
inspeccion positiva. En el 33,3% (1/3) de las granjas, tanto la percepciéon como la
inspeccion fueron negativas, sin embargo fueron PCR positivos. Independientemente
de la inspeccidn, en el 100% (2/3+1/3) de los establecimientos tuvieron una percepcién

negativa.

A las 15 semanas, en el 33,3 % (2/6) de los establecimientos la percepcion y la
inspeccion fueron positivas. No hubo establecimientos con percepcion positiva ¢
inspeccion negativa (0/6). En el 33,3% (2/6) de los establecimientos la percepcion fue
negativa y la inspeccion positiva y en el 33,3% (2/6) de los casos, ambas (percepcion
¢ inspeccion) fueron negativas. Independientemente de la inspeccion, segin la tabla 12

el 66,6% (2/6 + 2/6) de los establecimientos tuvieron una percepcion negativa

Por ultimo, en el muestreo de las 21 semanas, en el 30% (3/10) de los
establecimientos tuvieron percepcién ¢ inspecciéon positiva. En el 10% (1/10) de los
casos, la percepcion fue positiva y la inspeccion negativa. En el 40% (4/10) de los
establecimientos tuvieron percepcion negativa ¢ inspeccion positiva y en el 20%

(2/10) de los establecimientos ambas (percepcion e inspeccién) fueron negativas

76



(Tabla 12). Independientemente de la inspeccion, en el 60% (4/10 + 2/10) de las granjas

la percepcion fue negativa, de acuerdo con la tabla 12.

Tabla 12. Concordancia entre la percepcion de las diarreas por el productor y los
hallazgos durante la inspeccion en granjas con resultado positivo a la técnica de PCR a
L. intracellularis considerando la edad de los animales.

, , EDAD (SEMANAS)
PERCEPCION/INSPECCION
8 semanas 15 semanas 21 semanas
Percepcion + / Inspeccion + 0/3 (0%) 2/6 (33,3%) 3/10 (30%)
Percepcion + / Inspeccion - 0/3 (0%) 0/6 (0%) 1/10 (10%)
Percepcion - / Inspeccion + 2/3 (66,6%) 2/6 (33,3%) 4/10 (40%)
Percepcion - / Inspeccion - 1/3 (33,3%) 2/6 (33,3%) 2/10 (20%)

8. RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE LESIONES MACROSCOPICAS Y
LOS RESULTADOS DE ANIMALES NECROPSIADOS PCR POSITIVOS A

L. intracellularis

De las lesiones en ileon como en VIC halladas en los animales necropsiados en
cada una de las granjas, se analizd6 la relacion entre la presencia de lesiones
macroscopicas y el resultado de la técnica de PCR a los contenidos de ileon, colon y

mucosa de ileon. En la foto 9 se evidencian algunos de los hallazgos obtenidos.

Los resultados obtenidos en cuanto a la presencia de lesiones macroscopicas
con respecto al resultado de la prueba de PCR realizado al contenido de ileon
evidenciaron que el 13% (6/46) de los animales que presentaron lesion fueron positivos
a la prueba de PCR y el 86,9% (40/46) que presentaron lesiones macroscopicas no
fueron positivos al PCR de contenido de ileon. Resultando todos los animales sin lesion

negativos a la prueba (0/13). Estos resultados son mostrados en la tabla 13.
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Tabla 13. Concordancia entre los resultados de la técnica de PCR en contenido de ileon

versus la presentacion de lesiones macroscopicas en ileon.

Resultado a la Técnica de PCR en
Presencia de Lesion ,
. Contenido de Ileon TOTAL
Macroscopica en Ileon
Positiva Negativa
Positiva 6 40 46
Negativa 0 13 13
Total 6 53 59

Con respecto a la presencia de lesibn macroscopica y el resultado de la técnica
de PCR en raspado de mucosa de ileon se encontré que el 23,9% (11/46) de los
animales que presentaron lesidn obtuvieron resuitado positivo a la técnica de PCR
versus el 23% (3/13) de los animales que no presentaron lesion y obtuvieron resultado
positivo y 76% (35/46) resultaron negativos a la prueba de PCR a pesar de que los
animales presentaron lesion y por otra parte el 76,9% (10/13) presentaron resultados

negativos al PCR y de igual forma no presentaron lesiones macroscopicas (Tabla 14).

Tabla 14. Concordancia entre los resultados obtenidos por medio de la técnica de PCR
en raspado de mucosa de ileon versus la presentacion de lesiones macroscOpicas en
ileon.

Resultado a la Técnica de PCR en
Presencia de Lesion i
, Raspado de Mucosa de Ileon TOTAL
Macroscopica en Ileon
Positiva Negativa
Positiva 11 35 46
Negativa 3 10 13
Total 14 45 59

Finalmente se muestra la proporcion entre los animales que presentan lesion
macroscopica en VIC y fueron positivos a la prueba de PCR en contenido fecal de colon
que fue del 29,4% (10/34). La proporcion de animales que no presentaron lesion pero

fueron positivos a la prueba 16% (4/25). La proporcion de animales que presentaron
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lesion pero no fueron positivos a la técnica de PCR fue del 70,5% con respecto a los que
no presentaron lesion macroscopica y fueron negativos a la prueba de PCR que fue del

84% (Tabla 15).

Tabla 15. Concordancia entre el resultado de la técnica de PCR en contenido de colon
versus la presentacion de lesiones macroscopicas en VIC.

Resultado a la Técnica de PCR De
Presencia de Lesion Contenido en Colon TOTAL
Macroscopica en VIC Positiva Negativa
Positiva 10 24 34
Negativa 4 21 25
Total 14 45 59

La tabla 16, muestra la relacion entre los resultados obtenido por medio de la técnica de
PCR para L. intracellularis realizada tanto a contenido de ileon, colon y raspado de
mucosa ileal y la presencia de lesiones macroscopicas, evidenciando una elevada
sensibilidad relativa donde para la relacion de lesiones macroscdpicas con el resultado a
la prueba de PCR para contenido de ileon fue del 100% (6/6), raspado de mucosa de
ileon del 78,5% (11/14) y 71,4% (10/14) para contenido de colon.

Con respecto a la especificidad relativa analizada se encontrd que para la relacion entre
la presentacion de lesiones macroscopicas y el resultado a la técnica de PCR en
contenido de ileon fue del 24,5% (13/53), raspado de mucosa de ileon del 22,2%
(10/45) y 46,6% (21/45) para contenido de colon. En cuanto a los valores predictivos
positivos se evidencio para las relaciones de lesiones macroscopicas y los resultados de
PCR para contenido de ileon fuc del 13% (6/46), raspado de mucosa de ileon del
23,9% (11/46) y 29,4% (10/34) para contenido de colon.

Finalmente, los valores predictivos negativos para las relaciones de lesiones

macroscopicas y los resultados de PCR para contenido de ileon fue del 13% (13/13),
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raspado de mucosa de ileon del 76,9% (10/13) y 84% (10/34) para contenido de

colon.

Foto 9. Lesiones macroscopicas de ileon observadas durante la necropsia de cerdos. A)
Presencia de hiperemia, B) Mucosa de ileon con apariencia cerebroide y engrosamiento
C) Superficie de la mucosa con presencia de moco y D) contenido de la luz intestinal
del ileon con materia fecal de color marrén.
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Tabla 16. Relacion sensibilidad relativa — especificidad relativa — valores predictivos positivos y negativos de la relacion entre los
resultados obtenidos por la técnica de PCR de las muestras de contenido de ileon, raspado de mucosa de ileon y contenido colon versus la
presencia de lesiones macroscopicas en ileon y VIC.

SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD VALOR VALOR
RELATIVA RELATIVA PREDICTIVO (+) PREDICTIVO (-)
proporcion % proporcion Y% proporcion % proporcion %
Relacion lesion ileon
- PCR contenido 6/6 100,0 13/53 24,5 6/46 13,0 13/13 100,0
ileon*
Relacion lesién ileon
- PCR mucosa 11/14 78,5 10/45 22,2 11/46 239 10/13 76,9
ileon**
Relacion lesién VIC
- PCR contenido 10/14 71,4 21/54 46,6 10/34 29.4 21/25 84,0
colon***

* Se refiere a los resultados de la tabla 13, resultado obtenido por medio de la técnica de PCR de muestras de contenido de ileon versus la

presencia de lesiones macroscopicas en ileon.

** Se refiere a los resultados de la tabla 14, resultado obtenido por medio de la técnica de PCR de muestras de raspado de mucosa de ileon

versus la presencia de lesiones macroscopicas en ileon.

*** Se refiere a los resultados de la tabla 15, resultado obtenido por medio de la técnica de PCR de muestras de contenido de colon versus

la presencia de lesiones macroscopicas en VIC.
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CAPITULO V
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DISCUSION

1. PERFIL Y PRESENCIA DE L. intracellularis

La presencia de L. intracellularis en el 90,9% IC 95% (70-98,8) de las piaras
fue demostrada en el presente trabajo por la técnica de ELISA, lo que indica la alta
prevalencia del microorganismo en Argentina. En todas las provincias que fueron
muestreadas, se encontraron establecimientos con serologia positiva a L.
intracellularis, destacando que en Cordoba, Buenos Aires, Santa Fe, Entre Rios, La
Pampa, San Juan y Tucuman se encuentran mas del 80% del total de madres existentes
en la Argentina, indicando una amplia distribucion. En este sentido, la caracteristica
enzoodtica de la EPP, ha sido sefialada desde hace tiempo por varios autores (Mc Orist y

Gebhart, 1999; Lawson y Gebhart, 2000; Hardge y col., 2005).

Diferentes estudios realizados en distintos paises han mostrado prevalencias de
L. intracellularis similares a las obtenidas en este estudio. Mas especificamente se han
informado prevalencias utilizando la técnica de PCR del 94% en Alemania (Wendt y
Schulze, 2004), 93% en Canada (Paradis y col., 2007); 93% en Republica Checa —
Hungria y Polonia (Biksi y col., 2006), 93,7% Dinamarca (Stege y col., 2000).
Finalmente en Corea se determiné una prevalencia del 100% de las granjas

muestreadas, utilizando la técnica de IFA (Lee y col., 2001).

La prevalencia serolégica media intra predial registrada en el presente trabajo,
sin tener en cuenta la edad de los animales fue 14,7 % con un IC 95% (10,54 — 18,84),
valores alejados de los encontrados por Perfumo y col., (2006) donde observaron una
prevalencia entre el 57% y el 90%, en cerdos de 90 a 100 dias de edad. Estudios
anteriores realizados en Argentina (Machuca y col., 2005) reportan un 20,1% (107/531)
de sueros positivos, y una prevalencia intra predial entre el 3,6% y 65,1% y una media

de 31,8% de 21 establecimientos muestreados en 5 provincias del pais, y un 66,6%
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(14/21) de granjas positivas por la técnica de IFA y en el afio 2009, Machuca y col.,
encontraron un porcentaje de sueros positivos del 31,2% (281/900), una prevalencia
intra predial en un rango del 7,1% a 80%, por IFA y un porcentaje de granjas positivas
del 76,7% (23/30), resultados que al relacionarlos con la prevalencia obtenida en el
presente trabajo, evidencian la continua circulacion de L. intracellularis en las granjas
argentinas, persistiendo la exposicion de los animales, dada la epidemiologia de la

enfermedad.

La variabilidad observada entre los valores de prevalencia podria deberse a
cambios en la diseminacién y comportamiento de la enfermedad por el paso del tiempo
entre las poblaciones muestreadas afio tras afio (Lee y col, 2001), asi como el uso de
diferentes técnicas diagnoésticas empleadas, puesto que las propiedades de dichas
pruebas pueden variar entre paises, laboratorios, poblaciones de animales (Jacobson y

col. 2011), y numero de animales muestreados.

Si tenemos en cuenta los grupos etarios, en los animales de 21 semanas de edad
se registrd una frecuencia de animales positivos que varid entre un 30% y un 90% por
granja (Grafico 1). Esto demostraria que los anticuerpos estan siendo detectados con
mayor precision alrededor de las 21 semanas de edad, coincidiendo con lo planteado
por Jacobson y col. (2003), Stege y col. (2004) y Guedes (2006) quienes seiialan que la
respuesta inmune a la presencia de L. intracellularis se da principalmente en animales

de 19 a 22 semanas de edad.

Sin embargo, en este estudio se comenzd a detectar anticuerpos a partir de las 8
semanas, indicando una probable infecciéon a muy temprana edad (Gréfico 1). Pero de
los siete establecimientos positivos a las 8 semanas de edad, tres resultaron negativos
en los posteriores muestreo serolégicos, lo que podria estar marcando resultados falsos
positivos o inmunidad pasiva (Carvajal y col., 2006). Esto es coincidente con Burch
(2000) que plantea que la EPP en sus formas cronicas y subclinicas se presentarian en

animales de 6 a 16 semanas. Sin embargo, uno de éstos establecimientos resulto
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positivo por PCR a las 21 semanas de edad, coincidiendo con Ohlinger, (2005) quién
plantea que L. intracellularis es excretada en las heces alrededor de 2-4 semanas antes
de la seroconversion y que a partir de ese momento la frecuencia de eliminacion de L.
intracellularis disminuye de forma significativa y en el momento del sacrificio solo se

detectan animales positivos de forma aislada.

Por otro lado, Mauch y Bielkei (2005a), estudiando establecimientos problemas
encontraron serologia positiva desde las 5 hasta las 26 semanas de edad, en
coincidencia con Just y col, (2001), pero sefialan que la seroconversion se presentd
entre las 12 a 16 semanas a diferencia de lo hallado en el presente estudio. Sin
embargo, podriamos decir que la deteccion de al menos un seropositivo en esta etapa,
sumado a la fuerte seroconversion que se demostr6 a las 15 semanas de edad indicaria
que el agente puede impactar tanto a una edad temprana cercana a las 8, como a las 15
semanas siendo esta Gltima la mas frecuente y por ello el mayor porcentaje de positivos

a ELISA alas 21 semanas de edad.

En cuanto a la prevalencia intrapredial por PCR, en este estudio se encontré una
media de 8,63% y un IC 95% (3,1-14,12) coincidiendo con trabajos previos (Ohlinger,
2005) realizados en Republica Checa — Hungria y Polonia (Biksi y col., 2006), Canada
(Paradis y col, 2007), Brasil (Moreno y col., 2002); Taiwan (Chang, y col., 1997) y
Dinamarca (Stege y col., 2000) donde fueron encontradas prevalencias entre el 5% y el

58%.

Las muestras de materia fecal tomadas al azar permitieron identificar L.
intracellularis en el 57% de los establecimientos, donde el porcentaje de animales
positivos fue de 2,4%, 10% y 14,8% del total de muestreados para cada faja etaria
(Tabla 3), indicando un incremento muy marcado entre el primer y el segundo
muestreo, decayendo luego a las 21 semanas de edad (Grafico 2) lo que estd en
consonancia con los resultados serologicos demostrando que L. intracellularis se

presenta principalmente alrededor de las 15 semanas, si bien puede comenzar mas

85




temprano y como seflala Guedes, (2006), el agente puede eliminarse por 12 semanas
después de comenzada la diarrea, explicando quizas nuestros hallazgos donde de los
establecimientos positivos, mas del 50% lo fueron en 2 muestreos y hallados en mayor
proporcion hacia el final, en el muestreo a las 21 semanas. Esto evidencia también un
incremento de la diseminacién fecal de L. intracellularis a partir de la semana 15,
hallazgo congruente con lo obtenido por Armbruster y co/, (2004), quienes encontraron
dicho incremento en animales de 15 y 18 semanas de edad, lo cual puede explicarse
como una re exposicion al microorganismo en los animales de desarrollo y terminacion

(Class y Bilkei, 2004).

El porcentaje de cerdos positivos a PCR fue bajo, y la proporcion de
establecimientos positivos a PCR fue menor a los de serologia, lo que podria estar
determinado por lo que sefialan Jacobson y col/, (2003) sobre la baja sensibilidad de esta
técnica, si bien se usd un Kit de extraccion de ADN especifico para materia fecal en

donde los inhibidores de la reaccion presente en este tipo de muestras son inhibidos.

Las diferencias entre los resultados obtenidos por la técnica de ELISA y PCR
podrian derivarse de las diferencias de sensibilidad y especificidad de ambas pruebas
independientemente del hecho de que la primera permite una deteccion indirecta del
agente, mientras que la segunda lo hace de manera directa. Puesto que la sensibilidad
para la prueba de serologia puede variar entre el 72% y el 92,2% y la especificidad
entre el 93% y 98% (Lee, 2006 y Jacobson y col., 2011) y la técnica de PCR que puede
variar entre el 39% a 72%, pero su especificidad es muy consistente alrededor de un
97% al 100% (Gebhart, 2004a). Lo cual se explica al tener en cuenta que la prueba de
PCR se encuentra condicionada al tiempo de excrecion de la bacteria en las heces, lo
que hace que la prueba sea efectiva para comprobar la presencia del microorganismo en
cerdos que padecen la enfermedad en forma clinica (Boesen y col., 2004a) pero de
acuerdo con Gebhart y Guedes, (2001) y Gebhart, (2004b), no es suficientemente

sensible en aquellos animales que presentan cuadros subclinicos.
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Dado los resultados del presente trabajo podriamos concluir que en nuestro pais

L. intracellularis se presenta en forma endémica como ya fuera sefialado anteriormente.

2. PERCEPCION E INSPECCION DE DIARREAS

La variaciéon en la evaluacion clinica de las diarreas entre productores y
profesionales veterinarios, referidas en el presente estudio como percepcion e
inspeccion respectivamente, ha sido reconocida y estudiada por Pedersen y Strunz,
(2013). En su trabajo, estos autores analizaron por medio de imagenes fotograficas el
grado de percepcion de las diarreas que tenian tanto productores como profesionales
observando cerdos entre las 6 y las 14 semanas de edad. Ellos demostraron que los
productores son tan habiles para identificar y clasificar de manera correcta las diarreas

como los veterinarios.

Es posible que los productores presenten fallas en los procesos de observacion
de las manifestaciones clinicas de los cerdos en sus granjas o que, como Pedersen y
Strunz, (2013) afirman, los productores que llevan trabajando mas tiempo en la
produccion de cerdos sean los que presentan mas fallas en el reconocimiento del signo,
respecto de aquellos que recientemente estan ingresando en este negocio, debido a que
estos ultimos pueden tener conceptos mas claros y recientes para identificar las
diarreas, a lo que podria sumarse el esfuerzo econdmico que un productor ejerce para
establecer una produccion porcina lo que redunda en la vigilancia de todo evento y

proceso que le pueda significar pérdidas o ganancias en sus animales.

El relativamente bajo porcentaje de establecimientos en los cuales la diarrea fue
percibida por el productor puede deberse a que la diarrea es una manifestacion clinica
de baja frecuencia de presentacion. Si bien la diarrea ha sido sefialada como uno de los
problemas mas frecuentes en granjas porcinas comerciales de todo el mundo en
animales de recria y terminacion (Guedes, 2004; Burch, 2004) en el presente estudio

solamente el 1,9% del total de animales inspeccionados presentaron diarrea con un
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minimo de 1,5% a las 21 semanas de edad y un maximo de 2,2% a las 8 y 15 semanas
de edad (Tabla 7). Esto, de acuerdo con Jacobson (2003), denota una gran dificultad en
el momento de interpretar la prevalencia de enfermedades diarreicas. En este sentido,
Baadsgaard y Jergensen, (2003) afirman que [a cantidad de veces que dicha
manifestacion es detectada, es subvalorada, dificultando la diferenciacion de los cerdos
enfermos en comparacion con los no enfermos. Concretamente entonces, el bajo
porcentaje de diarreas observado, podria deberse a la baja frecuencia de presentacion
por la forma subclinicas o endémica de las enfermedades entéricas (Thompson, 2001;
Jacobson, 2003), a la disposicion de los alojamientos en donde los tipos de pisos
afectan la observacion de diarreas (Guedes, 2004) y a la implementacidn de terapias
antibidticas que mitigan la enfermedad o el desequilibrio de la flora bacteriana tipica

del intestino (Jacobson y col., 2003).

Factores humanos como una posible adaptacién por parte del productor a la
presentacion de diarreas en sus animales, pueden conllevar a que éste asuma la diarrea
como un evento normal o que no genera preocupacion, como lo proponen Pedersen y
Strunz, (2013), a lo que se suma ¢l grado de relevancia que se da a la presentacion de
diarreas de acuerdo con la edad de los animales afectados (Jacobson y col., 2003),
puesto que dicha manifestacion puede considerarse de presentaciéon mas comun en
animales jovenes (Burch, 2004) a diferencia de los animales en etapa de desarrollo y
terminacion, en los cuales se generan pérdidas economicas por baja ganancia de peso,
que pueden llegar a ser imperceptibles (Jacobson, 2003). Por lo tanto, es posible que se
genere un proceso de subvaloracion y sobrevaloracion de las diarreas que, como lo
explican Pedersen y Strunz, (2013), en una poblacion con elevada prevalencia de
diarrea, la sensibilidad de la inspeccién puede resultar en un gran numero de animales
con diarrea clasificados como falsos negativos, lo que puede resultar del
acostumbramiento de la manifestacion y a que no se realicen procesos de diagnostico y
tratamiento oportunos, y por otro lado en granjas con media o baja prevalencia de
diarrea, la especificidad de la observacion puede resultar en un gran niimero de cerdos

no diarreicos, siendo clasificados como falsos positivos, lo cual puede redundar a la

88




implementaciéon de tratamientos que en algunos casos pueden ser innecesarios o

equivocos conllevando al detrimento de la produccion.

De lo descrito en este punto podriamos sefialar la necesidad de desarrollar

protocolos especificos que permitan caracterizar la diarrea.

3. CARACTERIZACION DE LA DIARREA

Pese a que el concepto de diarrea aparentemente es claro tanto para productores
como para veterinarios (Pedersen y Strunz, 2013), en el presente estudio se encontrd
que en general la percepcion de la diarrea por el productor en todas las edades fue
menor a lo inspeccionado por los veterinarios. En este sentido, la diarrea fue percibida
solo entre el 28,6% y el 38,1% de los establecimientos analizados vs los porcentajes de
establecimientos positivos a la inspeccion que variaron entre el 71,4% y el 90,5% de
establecimientos (Grafico 3). Las diarreas fueron caracterizadas teniendo en cuenta la
consistencia y el color de la materia fecal. Independientemente de la edad, la diarrea
que mayor frecuencia de presentacion fue de consistencia cremosa y de color gris-
verdoso (Grafico 7). Al analizar las caracteristicas segun la edad de los animales, a las
8 semanas de edad la diarrea que mas se presentd fue la cremosa de color amarillo-
verdosa (Grafico 4) y a las 15 y 21 semanas de edad lo fue la diarrea cremosa y gris-

verdosa (Graficos 5 y 6).

Si bien las caracteristicas de las diarreas seran analizadas en relacién a la
percepcion o inspeccion de la misma mas adelante, el hecho de haber caracterizado las
heces es un punto importante. Por un lado porque si bien existe cierta congruencia en la
deteccion de diarrea entre observadores (Pedersen y col, 2011; Pedersen y Toft, 2011;
Pedersen y Strunz, 2013) lo controvertido es definir cuando existe diarrea y cuando no
ya que la consistencia y color normales de la materia fecal varian en cada una de las
granjas y estarian asociadas a otros factores como la dieta, la edad de animales, el

tamafio de la piara, la densidad de la poblacion, factores de higiene y disposicion e
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iluminacion de las instalaciones, pudiendo afectar no solo las caracteristicas de las
diarreas sino también la calidad de las observaciones clinicas (Baadsgaard y
Enevoldsen, 1997) a lo que se suma la subjetividad de las caracteristicas a evaluar

(Pedersen y Tolf, 2011).

Por otro lado, la diarrea es una manifestacion que indica un desequilibrio
patologico en el animal y que como sefiala Guedes (2004) la evaluacion clinica de los
animales con diarrea y el aspecto macroscopico de las heces puede ayudar a enfocar un
posible diagnoéstico de los agentes implicados en el cuadro entérico, en el cual pueden
estar interactuando uno o varios patogenos. Tradicionalmente se asocia la forma
subclinica de la EPP con diarrea gris cemento y a la forma aguda de la EPP con una
diarrea con sangre (Stevenson, 2001; Gebhart, 2004a; Burch, 2004; McOrist, 2005a y
d; McOrist 2005b) aunque algunos animales pueden no presentar diarrea con esas

caracteristicas (Stevenson, 2001; Gebhart, 2004a; McOrist 2005b).

Del mismo modo, se asocia a patogenos que causan diarrea tal como
Brachyspira hyodisenteriae, Brachyspira pilosicoli y Salmonella, entre otras, con tipos
diferentes de diarreas que orientarian al diagndstico definitivo de la enfermedad
(Thompson, 2001). Sin embargo existen escasos antecedentes en la literatura en donde
se asocie taxativamente el color de las diarreas con un agente causal determinado. Esto
genera cierta controversia ya que la mayor presentacion de diarreas de tipo gris verdoso
podria derivarse del tipo de alimento que consumen los animales o bien podria estar
relacionada con la alta prevalencia de establecimientos ELISA positivos (IC 95%: 70-

98,8) y PCR positivos (IC 95%: 36-78) a L. intracellularis.

Sin embargo no es posible afirmar que la presentacion de diarreas esté
directamente relacionada con la presencia del patégeno, puesto que como ya se
mencionara, existen innumerables causas de diarreas (Jestin y col, 1985; Nabuurs y col,
1993; Johnstos y col., 2001; Guedes, 2004; Thompson, 2001 y 2006; Straw, Dewey y

Wilson., 2000) a lo que se suma, la presencia de otras enfermedades infecciosas

90




frecuentes que pueden complicar la situacidn, jugando un rol importante en el
desarrollo y severidad del signo clinico (Moller y col., 1998; Thompson, Smith y
Murray, 1998; Burch, 2004; McOrist y Gebhart, 2000) y que no fueron analizadas en el

presente estudio.

Durante el presente trabajo se encontro que el 1,7% de los animales presentaron
diarrea de color marrén a las 21 semanas de edad (Tabla 8, Grafico 6) y podria pensarse
entonces en diarreas con sangre. Esto es contrario a lo informado por Wilson y col.
(1999) quienes evidenciaron que entre los signos clinicos de problemas digestivos en
cerdos, la diarrea sanguinolenta fue encontrada en el 16% de los animales, aunque el
numero de animales que ellos analizaron fue mucho mas bajo que el utilizado en el

presente estudio.

En la siguiente seccion se discutira con mas detalle la caracterizacion de las
diarreas, con la percepcion e inspeccion de la misma y la deteccion de L. intracellularis

por PCR.

4. RELACION ENTRE LAS CARACTERISTICAS DE LA DIARREA,
PERCEPCION E INSPECCION Y PRESENCIA DE L. intracellularis.

Como se dijo anteriormente, la proporcion de diarreas percibidas fue siempre
menor a la proporcion de diarreas inspeccionadas en una relacion 1:3 aproximadamente

(Grafico 3).

Al analizar la relacién existente entre la percepcion y la inspeccion de diarreas
entre las granjas teniendo en cuenta la edad de los cerdos, encontramos diferencias que
vale la pena que sean analizadas. En el caso de los animales de 8 semanas, la
percepcion se dio solamente en el 28,6% de las granjas, pese a que durante la
inspeccion la manifestacion es detectada en el 81% de las granjas, demostrando de

forma clara la subvaloracién antes citada que se le da a la manifestacion clinica
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(Pedersen y Strunz, 2013), ya que en el 80% de las granjas la percepcion fue negativa y
la inspeccion positiva (Tabla 4). Algo similar ocurre en los muestreos de las 15 y 21
semanas de edad en donde en el 84,6% y el 71,4% de las granjas, respectivamente, la

percepcion fue negativa y la inspeccion positiva (Tablas S y 6).

En este sentido, la caracteristica de la diarrea jugaria un rol importante, ya que
cuando la manifestacion clinica no fue percibida por el productor y si fue inspeccionada
por el veterinario el mayor porcentaje de diarreas fue pastosa (71,4%; 57,1% y 100%) y
de color amarillo o amarillo-verdoso (100%; 94,1% y 100%) en cerdos de 8, 15 y 21
semanas de edad respectivamente (Tablas 9, 10 y 11). Continuando en el analisis por
edad cabe destacar, por otro lado, la concordancia que se observo entre la percepcion
de la diarrea por parte del productor y la inspeccion de la misma por parte del
veterinario, es decir, cuando ambas fueron positivas. La proporcion de granjas en las
cuales se observd esta coincidencia fue del 83,3 % a las 8 semanas (Tabla 4), 100% a
las 15 semanas (Tabla 5) y 71,4% a las 21 semanas de edad (Tabla 6). E1 100 % de
concordancia entre granjas con percepcion e inspeccion de diarrea positiva, coincide
con ¢l hecho de que la mayor proporcion de las diarreas en animales de 15 semanas de
edad fueron cremosas y liquidas y de un color gris verdoso (Tabla 10). Algo similar
ocurre en animales de 8 semanas de edad (en los cuales el porcentaje de coincidencia
fue del 83,3%) en donde la mayor proporcion de diarreas fueron liquidas y cremosas y
amarillo y gris-verdoso (Tabla 9). A las 21 semanas, la mayor proporcion de diarreas

fueron pastosas y amarillo-verdosas y marrones (Tabla 11).

Todo esto puede interpretarse en que hubo una mayor coincidencia entre la
percepcion y la inspeccion cuando las caracteristicas de las diarreas eran o bien mas
“impactantes” o mas alejadas de lo que se considera una materia fecal normal,
fundamentalmente en cuanto a la consistencia de la misma ya que el color mostré un
comportamiento mas erratico. Probablemente, como fuera nombrado anteriormente,
esto permita una mejor identificacion de la diarrea por parte del productor, que hace

que coincida en mayor medida con la inspeccidn realizada por el veterinario.
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Debe considerarse también que el hecho de que en los animales de mayor edad
(21 semanas) el porcentaje de granjas en que la diarrea fue inspeccionada fuera el
menor, podria darse debido a la importancia que recobran enfermedades con otro tipo
de manifestaciones clinicas en esta etapa productiva del cerdo o que no se dé suficiente
importancia a la presencia de diarrecas en donde factores que generan estrés sean
empleados como justificacion a su presentacion, como lo son los tipos de instalaciones,
la movilizacién y manejo a los que son expuestos los animales los cuales efectivamente
cuentan con el potencial de generar la manifestacion clinica (Van Beers-Schreurs y col.,
1998; Chouet y col, 2003), donde adicionalmente, se encuentra la presencia de agentes
que aprovechan estas circunstancias para desafiar y generar problemas de salud en los
cerdos (Jacobson y col, 2003). Sin embargo, en el presente estudio la diarrea fue
buscada en animales de esta edad por lo que es posible que la baja proporcion de

diarreas inspeccionadas se deba realmente a una baja frecuencia de presentacion.

Si bien los factores causales de diarrea pueden originarse a partir de agentes
infecciosos o no infecciosos (Jacobson, 2003) y la presencia del signo clinico no puede
relacionarse directamente con la presencia de L. intracellularis, es importante advertir
lo observado a las 15 semanas de edad en donde se daria un mayor impacto del
microorganismo dentro de las piaras, coincidiendo con Guedes (2006). El mayor
impacto a esa edad, en el presente estudio, se infiere puesto que a las 15 semanas de
edad se observd el maximo porcentaje de cerdos PCR positivos (sobre el total de
establecimientos PCR positivos Grafico 2) y la proporcion de individuos PCR positivos
aumenté sustancialmente respecto al muestreo anterior (8 semanas). Esto, sumado a la
seroconversion que comienza a observarse a las 15 semanas de edad (Grafico 1), a la
caracteristica de la diarrca en animales de esa misma edad (Tabla 10), a los maximos
porcentajes de establecimientos positivos tanto a la percepcién como a la inspeccion
(Grafico 3) y al maximo porcentaje de establecimientos PCR positivos cuando hubo
coincidencia entre la percepcion y la inspecciéon (Tabla 12) nos permite hacer esa

afirmacion.
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Sin embargo, en el presente estudio hubo establecimientos en donde la diarrea
no fue percibida ni inspeccionada y la presencia de L. intracellularis fue demostrada
por PCR en animales de 8, I5 y 21 semanas de edad (Tabla 12). En este sentido, la
enfermedad puede presentarse sin signos clinicos (Knittel y col., 1998) o estos pueden
ser poco manifiestos como el retraso en el crecimiento que solo puede ser detectables
en aquellas granjas donde llevan un control estricto de parametros productivos como
indice de conversion alimenticia y ganancia diaria de peso. En los casos mas leves de
EPP (subclinica), los signos clinicos que suelen presentarse son: la disminucion de la
ganancia media diaria de peso y el aumento del indice de conversion, esto ocasiona que
los cerdos realmente afectados sean dificiles de reconocer, de igual forma, a la
necropsia estos animales presentan lesiones leves en el intestino delgado (Guedes y
col., 2003) y esto fue observado en el presente estudio cuando se evaluaron las lesiones

intestinales macroscopicas.

Considerando lo analizado respecto a la caracterizacion de diarreas y a su
percepcion e inspeccion, podriamos sefialar la necesidad de desarrollar protocolos
especificos para la caracterizacion del signo clinico que permitan disminuir la brecha
existente entre la percepcion por parte del productor e inspeccion por parte del

veterinario.

5. RELACION ENTRE LESIONES MACROSCOPICAS Y PRESENCIA DE L.
intracellularis POR PCR

En cuanto a la presencia de lesiones macroscopicas evaluadas en los animales
necropsiados, se evidencio que los animales que fueron positivos a la prueba de PCR a
L. intracellularis presentaron lesiones. Sin embargo, no todos los que presentaron
lesiones fueron positivos a la PCR (Tablas 13, 14 y 15). Lo anterior tiene congruencia
con lo propuesto por Pedersen y col, (2012) quienes encontraron una correlacion
positiva entre la severidad de la enfermedad, los hallazgos patoldgicos y la deteccion

cuantitativa de L. intracellularis en heces de cerdos con diarrea.
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Independientemente del lugar especifico de la lesion (ileon o VIC) y el origen
de la muestra utilizada para PCR (contenido de ileon, raspado de ileon y contenido de
colon) la relacién entre la presencia de lesiones macroscopicas y la técnica de PCR
evidencia una elevada sensibilidad relativa (entre 71,4% y 100%), que por lo tanto se
traduce en un alto valor predictivo negativo, generando la certeza de que el resultado
negativo tanto a la presencia de lesion como a la PCR es un resultado verdaderamente
negativo (Tabla 16) a pesar de que ha sido descripto que la lesion del tejido entérico se
inicia microscopicamente y evoluciona lentamente hasta evidenciarse a nivel
macroscopico (Smith y McOrist, 1997; Lawson y Gebhart 2000; McOrist y Gebhart,
2000; Gebhart, 2004a;Hardge v col., 2005).

Dicha sensibilidad relativa alta, es superior a la previamente informada por
Gebhart (2004a) que ha sugerido que puede variar entre el 39% a 72% y traeria
aparejado el problema de una elevada cantidad de resultados falsos positivos lo cual
sumado a la baja especificidad relativa encontrada (entre 22,2% y 46,6%) revela la
capacidad baja que tiene la relacion de test para detectar los animales sanos, siempre en
relacion con las lesiones intestinales ya que la especificidad de la técnica sin relacion

con las mismas es muy consistente alrededor de un 97% al 100% (Gebhart 2004a).

Las diferencias entre sensibilidad y especificidad relativas encontradas en el
presente estudio con respecto a las previamente informadas, seguramente se deban a
que en este trabajo se consideré como lesidon al menos una alteracion macroscopica que

puede tener o no relacion con la presencia de EPP.
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CAPITULO VI
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CONCLUSIONES

. L. intracellularis esta presente en forma endémica en el pais y dentro de los
establecimientos de la Republica Argentina. Siendo el presente trabajo el

primero realizado en la Argentina con las técnicas de PCR y ELISA.

Su difusién se da principalmente entre las 8 y 15 semanas de edad y su mayor

impacto alrededor de las 15 semanas.

La técnica de PCR permite detectar el agente durante su eliminacion, mientras
que la técnica de ELISA es util cuando la enfermedad ya impacté en la

poblacion.

La utilizacién de PCR y ELISA conjuntamente permitio determinar la dindmica
de la enfermedad lo que facilitaria el control y tratamiento para minimizar el

impacto de la misma.

Es clara la diferencia entre la mayor proporcion de diarreas inspeccionadas por

el profesional veterinario con respecto a las percibidas por el productor.

Si bien las caracteristicas de la diarrea pueden variar por numerosos factores,
dado el contexto de este estudio es posible la relacion de entre determinadas

caracteristicas y la presencia de L. intracellularis.

La sensibilidad relativa de la PCR respecto a las lesiones intestinales
macroscopicas presenta un alto valor predictivo negativo, lo que sugiere su

recomendacion como prueba tamiz.
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8. La presencia de lesiones macroscopicas es un factor comun que se repite en los
animales positivos a la técnica de PCR, sin embargo no todos los animales PCR

positivos presentan lesion macroscopica.
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ANEXOS

Anexo 1. Datos de cantidad de animales, diarreas detectadas, percepcion del productor
a la diarrea y caracterizacion de éstas, obtenidos en la ficha de campo de las 21 granjas
muestreadas en animales de 8 semanas de edad.
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Anexo 2. Datos de cantidad de animales, diarreas detectadas, percepcion del productor
a la diarrea y caracterizacion de éstas, obtenidos en la ficha de campo de las 21 granjas
muestreadas en animales de 15 semanas de edad.
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Anexo 3. Datos de cantidad de animales, diarreas detectadas, percepcion del productor
a la diarrea y caracterizacion de éstas, obtenidos en la ficha de campo de las 21 granjas
muestreadas en animales de 21 semanas de edad.
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RESUMEN

El propésito del presente estudio fue determinar el perfil de
Lawsonia intracellularis por medio de serologia (ELISA) y
PCR en cerdos de distintas edades en granjas de nuestro
pais y determinar la prevalencia predial en la Republica
Argentina. Se realizé un estudio de corte transversal, en 22
establecimientos de la zona de mayor produccion porcina del
pais. Se tomaron muestras de sangre y materia fecal de 10
cerdos de 8, 15 y 21 semanas de edad, para ELISA y PCR
respectivamente. El 90,9% de las granjas fueron seropositi-
vas, el 57% fueron PCR positivas. Ademas, los resultados de
PCR, mostraron que para las 8, 15 y 21 semanas se encon-
traron 5, 21 y 30 muestras positivas en 3, 6 y 10 estableci-
mientos respectivamente. Se concluyd que L. intracellularis
esta presente en forma endémica en el pais y dentro de los
establecimientos, que el mayor impacto de la enfermedad se
da alrededor de las 15 semanas de edad, y que la utilizacién
de ambas técnicas juntas en diferentes edades permite iden-
tificar la prevalencia de portadores/eliminadores y la preva-
lencia de la enfermedad, lo que facilitaria el desarrollo de pro-
tocolos de control y tratamiento para minimizar el impacto de
la enfermedad.

Introduccion

Keywords
Lawsonia intracellularis, Pigs, Porcine Proliferative Enteropathy,
Diagnosis, prevalence.

SUMMARY

Serological and PCR profile of Lawsonia intracellularis
in pigs of different ages belonging to swine farms in the
Argentine Republic.

The purpose of this study was to determine the profile of Law-
sonia intracellularis using serology (ELISA) and PCR in pigs
of different ages at farms in our country and to determine the
farm-prevalence in Argentina. A cross-sectional study was
performed in 22 farms of the main swine production area
of the country. Blood and feces of 10 pigs at 8, 15 and 21
weeks of age were sampled for ELISA and PCR respectively.
Seropositivity was found in 90,9% of farms, of which 57%
were PCR positive. In addition, PCR results showed that for
pigs 8, 15 and 21 weeks old there were 5, 21 and 30 positive
samples at 3, 6 and 10 farms respectively. It was concluded
that L. intracellularis is endemic in the country and within the
farms; the main impact of the disease occurs about 15 weeks
of age and that using both techniques together at different
ages to identify the prevalence of carrier pigs and the preva-
lence of the disease, could contribute to the development of
monitoring and treatment profocols to minimize the impact of
the disease.

El 88% de las granjas porcinas del
pais se concentran en las provincias
de Cordoba, Buenos Aires y Santa Fé?,
ubicandose luego las provincias limitro-
fes, las que han tenido un significativo
proceso de desarrollo, similares a los
paises de mayor producciéon a nivel
mundial. Se ha sefalado que en estos
sistemas altamente desarrollados, las
enfermedades entéricas tienen un alto
impacto econdmico siendo, en diferen-
tes paises, Lawsonia intracellularis la
mas prevalente con un 60 al 90% de
piaras positivas' "2,

Como sefalaron Guedes y col’ vy
Gebhart?, L. intracellularis ha sido iden-
tificada como el agente causal capaz
de producir al menos dos cuadros cli-
nicos: la forma aguda, Enteritis He-
morragica Proliferativa (EHP), que se
manifiesta en animales de mas de 16
semanas con diarrea sanguinolenta de
facil observacién y que puede llevar a
la muerte de los animales y la forma
cronica, Adenomatosis Intestinal Porci-

na (AIP), o Enteropatia Proliferativa
Porcina (EPP o subclinica), que como
sefialaron Hardge y col® es la mas fre-
cuente y presumiblemente muchos cer-
dos no presentan una diarrea evidente.
Esto se ha corroborado por los trabajos
de Jacobson y col® y Guedes®, cuando
detectaron L. intracellularis en cerdos
sin diarrea, pero con retraso en el cre-
cimiento. Ello podria deberse, por un
lado, a un largo periodo de incubacién
que segun Gebhart’® es de 7 a 14 dias,
mientras que McOrist' sugiere que en
la mayoria de los animates a campo
ésta puede durar entre 2 a 3 semanas
y por otro lado que la mortalidad es
nula o como maximo de un 5%?3.

Esta caracteristica subclinica, que la
hace poco visible, quizas sea uno de
los mayores problemas en recono-
cer a nivel predial y nacional el real
impacto de esta enfermedad. Es por
ello que varios paises han desarrolia-
do sistemas de monitoreo usando
distintas técnicas diagnoésticas. En un
estudio en Dinamarca, L. intracellularis
fue considerada el agente mas preva-

lente, porque de 79 establecimientos
muestreados el 93,7% fueron encontra-
dos positivos al agente por la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)?'.
Por medio de la técnica de PCR Pozo™
detect6 un 35% de los cerdos de 12
a 17 semanas de edad eliminadores
de L. intracellularis por materia fecal,
mientras que Guedes® fue capaz de
encontrar el agente en cerdos hasta
12 semanas después de que estos
habian comenzado con diarrea. Segun
Gebhart® |la especificidad de la técnica
puede llegar hasta el 92%, pero su sen-
sibilidad puede variar del 39 a 72%, de-
bido a los factores inhibidores que po-
see la materia fecal, por ello Jacobson
y col® recomiendan el uso de kits espe-
cificos para extraer el DNA que inhiban
a aquelios factores.

Las técnicas serolégicas como la inmu-
nofluorescencia indirecta (IFI) y la in-
munoperoxidasa (IP) han sido usadas
a nivel mundial para estudios de preva-
lencia y dinamica de la enfermedad.
Guedes y col® utilizaron IFl para deter-
minar por seroconversion la dinamica
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de la enfermedad, demostrando que
la mayor seropositividad se daba entre
las 19 y 22 semanas de edad, y de 3
a 6 semanas después de aparecer los
sintomas.

En Argentina, en un estudio serolégico
por IFl, se determiné que el 76,6% de
30 explotaciones fueron positivas, en-
contrando una prevalencia intrapredial
que vario del 57,7 al 90,1%"8.

En la actualidad se ha comenzado a
utilizar la técnica de enzimoinmunoen-
sayo (ELISA), la que segun Carvajal y
col?, tiene una sensibilidad y especifi-
cidad del 97 y 98% respectivamente.
El uso de esta técnica les permitio, en
un estudio realizado en Espafia y Por-
tugal, demostrar que la seroconversion
de L. intracellularis se produjo entre
las 13 y 18 semanas de vida y que la
prevalencia en la Peninsula Ibérica era
del 98%.

Por esto se consideré importante la uti-
lizacion de dos técnicas diagnésticas
en cerdos de diferentes edades, para
identificar portadores/eliminadores por
PCR y seroconversién de animales por
ELISA, resultado que facilitaria el de-
sarrollo de apropiados protocolos de
control y tratamiento, para minimizar el
impacto de la enfermedad.

Por lo tanto los propdsitos del presente
estudio fueron:

1) Determinar el perfil de L. intracellularis
por medio de serologia y PCR en cer-
dos de distintas edades en granjas de
distintas provincias de nuestro pais.

2) Determinar la prevalencia predial del
agente en la Republica Argentina.

Materiales y métodos

Poblacién de animales y granjas

Para definir el nUmero de animales a
muestrear en cada granja para deter-
minar presencia 0 ausencia de cerdos
positivos a las 8, 15, y 21 semanas de
vida, y poder establecer el perfil de
L. intracelularis, se muestrearon 10
animales por categoria, utilizando una
confianza del 95% y una prevalencia
estimada del 30%, resultando un total
de 30 muestras por establecimiento.
Se realizdé un estudio de corte trans-
versal entre julio y octubre de 2006. Se
coordiné con cada productor una fecha
de visita. Al momento de la misma se
registrd el numero de madres y una
vez dentro del establecimiento, se in-
gresé a las salas que contenian los ani-
males de 8, 15 y 21 semanas de edad,
comenzando por los mas jovenes. En
cada faja etaria se extrajo al azar san-
gre y materia fecal de 10 animales por
categoria.

Los establecimientos fueron selecciona-
dos utilizando un método de muestreo
por conveniencia®, la condicion para
estar incluidos en la muestra, era que
contaran con etapas productivas de
parto a terminacion y gue su ubicacion

ayudara a cubrir las diferentes provin-
cias de mayor produccién porcina del
pais. Para la seleccion de los estableci-
mientos se contd con la disponibilidad
ofrecida por los productores.

Para detectar la prevalencia se re-
quirié de 27 granjas, considerando una
prevalencia estimada del 80%, un nivel
de confianza de! 95% y un error del
15%. Para el calculo del tamafio de la
muestra y ajuste por tamafo, se con-
sideraron 280 establecimientos de ciclo
completo en la Argentina segun GITEP*
y se utilizaron las formulas citadas por
Thrusfield®®, quedando una vez reali-
zado el ajuste un nimero de granjas a
muestrear de 24. Basandose en estos
datos si la prevalencia medida coincide
con la esperada, entonces la prevalen-
cia verdadera estara entre 59,7 — 94,3.
Finalmente se trabajé con 22 estable-
cimientos, debido a que no se pudo
concertar con algunos productores.
Los mismos se encontraban distribui-
dos de la siguientes manera: seis en
la provincia de Cérdoba, cinco en la
provincia de Buenos Aires, cuatro en
Santa Fe, dos en Tucuman, dos en En-
tre Rios, uno en La Pampa, uno en San
Juan y uno en San Luis; abarcando el
muestreo las siete provincias de mayor
produccién porcina del pais. El pro-
medio de madres del total de granjas
fue de 810 con un minimo de 100 y un
maximo de 4200.

Procesamiento de las muestras

Dentro de las 18 hs de extraida la san-
gre (30 muestras por establecimiento),
las muestras fueron centrifugadas a
750 x g por 10 min a 4°C y los sueros
obtenidos congelados a -70°C hasta el
momento de su procesamiento. Para
detectar la presencia de anticuerpos
contra L. intracellularis se utilizé el kit
comercial ELISA (Enterisol® lleitis-ELI-
SA, Boehringer-Ingelheim, Ingelheim,
Alemania de acuerdo a las instruccio-
nes del fabricante. Los sueros cuyos
valores de densidad 6ptica (DO) fueron
mayores a las del punto de corte fueron
considerados positivos, el resto nega-
tivos.

Para el procesamiento de la materia
fecal (30 por establecimiento) por PCR
se usaron los partidores descriptos por
Jones y col'®, amplificando parte del
gen lyase-like, obteniendo productos
de 319 pb, no se realizé la re-amplifi-
cacion del producto de la primera reac-
cién. EI ADN fue extraido con el Kit co-
mercial QlAamp stool mini kit (Qiagen,
Duesseldorf, Alemania). La reaccion fue
realizada en un ciclador térmico Techne
(Genius, Vermont, Estados Unidos de
Norte América) con una etapa inicial de
95°C por 15 min., luego 35 ciclos de 94°
C por 30 seg., 56° C por 2 min., y 72°C
por 30 seg., seguida de una extension
final de 72°C por 7 min., usando 5 ul
de ADN templado en un volumen fi-
nal de 25 pl conteniendo: 0.2 mM de

cada dNTPs, 0.6 uM de cada partidor,
1.5 mM de Ci2Mg y 1 U de Taq (Plati-
num® Taq DNA Polimerasa, Invitrogen,
Argentina). Cada cinco muestras, se
incluyé como control negativo el coc-
tel sin muestras de ADN y cada quince
muestras, se usé como control positivo
de la reaccion, ADN de L. intracellularis
extraido de la vacuna viva de lleitis (En-
terisol® lleitis Boehringer-Ingelheim,
Ingelheim, Alemania) que se incluia en
la Ultima posicion.

Para minimizar el riesgo de contami-
nacion, cada paso de la PCR fue rea-
lizado en habitaciones separadas. El
producto de la PCR fue corrido en un
gel de agarosa al 1% teflido con bro-
muro de etidio (0.5 pgrs/ml) a 70 v.
por 1 hora aprox. y visualizado en un
transiluminador.

Andlisis de datos

Para obtener el perfil de L. intracelularis,
se determind la frecuencia de animales
positivos por serologia y PCR para
cada faja etaria, para ello se utilizd
como denominador el total de sueros
testeados para cada edad de los esta-
blecimientos positivos.

Se determind la prevalencia de gran-
jas positivas a L. intracellularis por se-
rologia y por PCR, realizandose un in-
tervalo de confianza al 95% exacto para
una proporcion, cuando el n muestral
es menor que 100,

Se determiné la distribucion de la presen-
cia del agente (en cerdos de cualquier
edad) por provincias por serologia y por
PCR, ademas de la prevalencia intra-
granjas, considerando sélo el muestreo
de |la semana?'.

Se compararon los resultados de se-
rologia y PCR para determinar mo-
mento de deteccion de cada una de las
técnicas utilizadas.

Para el analisis de los datos se utilizo el
programa SPSS Versién 11.5.1. 2002.

Resultados

De las 660 muestras de sangre co-
lectadas, se procesaron sé6lo 650 por
serologia, debido a la indisponibilidad
de diez sueros de animales de 21 se-
manas de edad. A las 8 semanas de
edad se detectd en siete estableci-
mientos so6lo un animal seropositivo en
cada uno de ellos, entre 1 y 2 en 10
establecimientos a las 15 semanas y
entre 3 y 9 fueron a las 21 semanas de
edad en 18 granjas. La frecuencia pro-
medio (y valores maximos y minimos)
para cada faja etaria se muestran en el
grafico 1.

De los 22 establecimientos muestrea-
dos, veinte (90,9%), IC 95% (70 - 98,8)
fueron positivos por ELISA. En todas las
provincias se encontraron establecimien-
tos seropositivos a L. intracellularis: Cor-
doba 100% (6/6), Buenos Aires 100%
(5/5), Santa Fé 100% (4/4), Tucuman
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50% (1/2), Entre Rios 50% (1/2), La
Pampa 100% (1/1), San Juan 100%
(1/1) y San Luis 100% (1/1).

Respecto a la PCR, de un estableci-
miento no se pudieron procesar las
muestras de materia fecal, por lo que
se procesaron 630 muestras (210 para
cada faja etaria). De los 21 estableci-

mientos considerados, 12 (57%), IC
95% (36 — 78) resultaron positivos. En
los muestreos de 8, 15 y 21 semanas
de edad, se encontraron 5, 21 y 30
muestras de materia fecal positivas
en 3, 6 y 10 establecimientos respec-
tivamente. La frecuencia promedio (y
valores maximos y minimos) para cada

faja etaria se muestran en el grafico 2.
Los resultados de PCR positivos por
provincias fueron los siguientes: Cor-
doba 50% (3/6), Buenos Aires 60%
(3/5), Santa Fé 50% (2/4), Tucuman
100% (1/1), Entre Rios 50% (1/2), La
Pampa 100% (1/1), San Juan 100%
(1/1) y San Luis 0% (0/1).

Grafico 1.
Perfil serolégico, frecuencia promedio y valores maximos y minimos, para cada faja estaria del total de establecimientos
positivos.
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Discusion

La caracteristica enzoética de esta en-
fermedad, fue sefialada por Mc Orist y
Gebhart', Lawson y Gebhart'?, cuando
demostraron que en varios paises es-
taba presente con una prevalencia del
60% al 90% en los establecimientos.
Como se ha visto en este trabajo el
90.9% IC 95% (70-98,8) de las piaras
fueron positivas, lo que estaria indi-
cando que la prevalencia de L. inira-
cellularis en esta zona esta entre esos
valores coincidiendo con lo planteado
por varios autores a nivel mundial.

En todas las provincias de Argentina
que fueron muestreadas, se encon-
traron establecimientos con serologia
positiva a L. intracellularis, destacando
que en Cordoba, Buenos Aires, Santa
Fe, Entre Rios, La Pampa, San Juan
y Tucuméan se encuentran mas del
80% del total de madres existentes
en nuestro pais, indicando una amplia
distribucién. La prevalencia serologica
media intrapredial, registrada sin tener
en cuenta la edad de los animales fue
14,69% con un IC 95% (10,54 — 18,84
[Datos inéditos]), valores alejados de
los encontrados por Perfumo y col'®
donde observaron una prevalencia en-
tre el 57% y el 90%, en cerdos de 90 a
100 dias de vida. Si tenemos en cuen-
ta los grupos etarios, en los animales
de 21 semanas de edad se registrd
una frecuencia de animales positivos
que vario entre un 30% y un 90% por
granja. Esto demostraria que los anti-
cuerpos estan siendo detectados con
mayor precisién alrededor de las 21
semanas de edad, coincidiendo con lo
planteado por Jacobson y col®, Stege y
col?®, y Guedes’ quienes sefialan que
la presencia de la bacteria se da prin-
cipalmente en animales de 19 a 22 se-
manas de edad.

Sin embargo, en este estudio se co-
menz6 a detectar anticuerpos a partirde
las 8 semanas, indicando una infeccién
a muy temprana edad, es coincidente
con Burch’ que plantea que la EPP en
sus formas crénicas y subclinicas se
dan en animales de 6 a 16 semanas.
De los siete establecimientos positivos
a las 8 semanas, tres resultaron nega-
tivos en los posteriores muestreos se-
rolégicos, lo que podria estar marcando
resultados falsos positivos o inmunidad
pasiva 2, sin embargo, uno de éstos
establecimientos resultd positivo por

PCR a las 21 semanas de edad, coinci-
diendo con Ohlinger'” quién platea que
L. intracellularis es excretada en las
heces alrededor de 2-4 semanas antes
de la seroconversion y que partir de
ese momento la frecuencia disminuye
de forma significativa y en el momento
del sacrificio s6lo se detectan animales
positivos de forma aislada.

Por otro lado, Mauch y Bielkei'®, estu-
diando establecimientos problemas en-
contraron serologia positiva desde las
5 hasta las 26 semanas de edad, en
coincidencia con Just y col' pero sefia-
lan que la seroconversion se presento
entre las 12 a 16 semanas a diferencia
de lo hallado en el presente estudio. Sin
embargo, podriamos decir que la de-
teccion de al menos un positivo en esta
etapa, sumado a la seroconversion que
se demostro a las 15 semanas de edad
indicaria que el agente puede impactar
tanto a la edad temprana cercana a las
8, como a las 15 semanas siendo esta
ultima la mas frecuente y por ello el
mayor porcentaje de positivos a ELISA
a las 21 semanas de edad.

En cuanto a la prevalencia intrapredial
por PCR una media de 8,63% un des-
vio de 1C95% (3,1-14,12 [Datos inédi-
tos]) coincidiendo con Ohlinger'” quién
plantea que la prevalencia de las heces
con resultado positivo puede alcanzar
el 10%-40%.

Las muestras tomadas al azar de ma-
teria fecal permitieron identificar L.
intracellularis en el 57% de los esta-
blecimientos, donde el porcentaje de
animales positivos fue de 2.4%, 10.0%
y 14.8% del total de muestreados (210)
para cada faja etaria, indicando un in-
cremento muy marcado entre el primer
y el segundo muestreo, manteniéndose
a las 21 semanas de edad, lo que po-
dria estar en consonancia con los re-
sultados serolégicos demostrando que
L. intracellularis se da principalmente
alrededor de las 15 semanas, si bien
puede comenzar mas temprano y
como sefiala Guedes® el agente puede
eliminarse por 12 semanas después
de comenzada la diarrea, explicando
quizas nuestros hallazgos donde de
los establecimientos positivos, mas del
50% lo fueron en 2 muestreos y halla-
dos en mayor proporcion hacia el finai
del muestreo a las 21 semanas.

El porcentaje de cerdos positivos a
PCR fue bajo, y la proporcion de esta-
blecimientos positivos a PCR fue menor

a los de serologia, lo que podria estar
determinado por lo que sefalan Jacob-
son y col® sobre |la baja sensibilidad de
esta técnica, si bien se usé un Kit de
extraccion de ADN especifico para ma-
teria fecal. Estos resultados estarian
mostrando la compleja epidemiologia
de la enfermedad, por lo que puede
manifestarse de diferentes maneras,
debido a la asociacion con otras infec-
ciones's. 22,

Dado los resultados obtenidos en este
trabajo sumados a los hallazgos de
Perfumo y col® quienes demaostraron
que de 30 establecimientos de Ar-
gentina el 76.6% fue positivo por IFI
y que la prevalencia intrapredial vari6
del 57,7% al 90,1% podriamos asumir
que en nuestro pais L. intracellularis se
presenta en forma endémica en coinci-
dencia con Hardge y col®, quién sefhald
esta caracteristica.

Es probable que otros agentes y causas
estén interactuando y que se deberian
sumar hallazgos patolégicos y etiologi-
cos de animales sacrificados en estos
establecimientos para poder concluir
que en todos los casos se presento la
EPP en su forma crénica y/o subclinica
y a la influencia de factores propios de
cada establecimiento.

Por lo sefialado en esta discusion
podemos concluir que en los estableci-
mientos estudiados en Argentina:

1. L. intracellularis esta presente en
forma endémica en el pais y dentro de
los establecimientos.

2. Su difusién se da principalmente en-
tre las 8 y 15 semanas de edad y su
mayor impacto alrededor de las 15 se-
manas.

3. La técnica de PCR permite detectar
el agente durante su eliminacion hasta
aproximadamente las 15 semanas. La
técnica de ELISA es util cuando la en-
fermedad ya impacto en la poblacion.

4. La utilizacion de las dos técnicas
juntas en diferentes edades permite
identificar la prevalencia de portadores/
eliminadores y la prevalencia de la en-
fermedad, lo que facilitaria el desarrollo
de apropiados protocolos de control y
tratamiento para minimizar el impacto
de la enfermedad.
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