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ARTICULO ORIGINAL

Algunos aspectos sobre el estado de colonizacion y estado serolégico en cerdas vacunadas
contra Mycoplasma hyopneumoniae y de sus lechones segiin el niimero ordinal de partos”

Some aspects about the colonization and serologic state of Mycoplasma hyopneumoniae
vaccinated sows and their piglets by parity distribution

P Tamiozzo®"*, A Carranza® J Parada ¢, B Pelliza?, A Ambrogi?

4Grupo Salud Porcina, Departamento Patologia Animal, Facultad de Agronomia y Veterinaria, Universidad Nacional de Rio Cuarto,
Cérdoba, Argentina.

Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), Argentina.

“Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), Ministerio de Ciencia y Técnica de la Provincia de
Coérdoba, Cérdoba, Argentina.

SUMMARY

The aim of this study was to determine the colonization and serologic state of piglets and sows of different ordinal number of farrowings. Between
78 and 81 sows, multiple-vaccinated against Mycoplasma hyopneumoniae (Mh), were sampled (from 1 to 9™ parity) at day 0 of gestation, 8 weeks
of pre-farrowing and post-farrowing, and 163 piglets at two weeks old, taking blood samples (for enzime-linked immunosorbent assay test, ELISA)
and nasal swabs (for polymerase chain reaction, PCR). In addition to the percentages of seropositive and PCR positive, other values were obtained
to determine the concentration of antibodies and to analyze the dynamics of antibodies in sows and piglets. The percentage of seropositive sows and
title values were both high. The same was observed in piglets, allowing to conclude that the multiple vaccinations of the first ones guarantees a high
level of antibodies in their offspring, but not 100%. The sows of intermediate parity number showed a higher variability in those values that reflected
concentration of antibodies; at day zero of gestation the sows of first farrowing showed these lower values. At post-farrowing, younger sows and their
offspring showed the highest percentage of nPCR positive. Sows (and piglets) showed a higher concentration of antibodies when increasing the number

of ordinal farrows, although this can be due to vaccination and the repeated exposure of the animals to Mh under field conditions.

Palabras clave: Mycoplasma hyopneumoniae, hembras, lechones, colonizacion, ELISA, nPCR.
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INTRODUCCION

Mycoplasma hyopneumoniae (Mh) es el agente etiol6gico
de la neumonia enzodtica porcina (NEP), una enfermedad
respiratoria crénica que afecta principalmente a los cerdos
en las etapas de desarrollo-terminacion.

La transmision por contacto con secreciones nasales
y la circulacién del patégeno puede ocurrir de manera
horizontal (de cerdos infectados a cerdos sanos) o de las
hembras a sus lechones (Thacker 2006). Para reducir la
transmision de las hembras a los lechones, la vacunacién
de las mismas (para asegurar una alta concentracion de
anticuerpos en el calostro) y/o el tratamiento antibidtico
tanto de hembras como de lechones (para minimizar la
diseminacién del patégeno) son medidas de control de la
enfermedad usadas frecuentemente (Maes y col 2008).

Se ha sugerido que la prevalencia inicial de la coloni-
zacion nasal en lechones al destete, utilizando la reaccion
en cadena de la polimerasa anidada (sus siglas en inglés,
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nPCR), seria un posible indicador de la diseminacién del
patégeno por parte de las hembras (Ruiz y col 2003), si
bien no estd claro el rol de los anticuerpos maternos en
la prevencién de la colonizacién de los lechones, pues
no se sabe con certeza si la hembra vacunada disemina
menor cantidad de Mh o la inmunidad pasiva protege a
los lechones de la colonizacion.

Por un lado, la transmisién madre-lechon estaria in-
fluenciada por el nimero ordinal de partos de las mismas.
Desde hace tiempo se ha sugerido que las cerdas jévenes
son mas propensas a transmitir Mh a sus lechones (Goodwin
1965) y si bien recientemente se ha informado lo mismo
(Calsamiglia y Pijoan 2000, Fano y col 2006) no existe
una determinacidn taxativa del nimero ordinal de partos
critico en la transmisién del patégeno.

Por otro lado, las estrategias de vacunacién contra
Mh dependen de diversos factores como el tipo de piara o
sistema de produccion. En condiciones de campo, la vacu-
nacion de las hembras es implementada frecuentemente.
Recientemente se ha demostrado que la vacunacién de las
hembras no influye en la colonizacién de los lechones, sin
embargo aumenta el porcentaje de lechones seropositivos
al destete y reduce las lesiones pulmonares compatibles
con NEP en matadero (Sibila y col 2007).
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La proteccién debida a anticuerpos maternos seria
suficiente para el control de la infeccién de Mh. La inmu-
nidad pasiva es ttil en programas de erradicacién basados
en la despoblacién parcial; sin embargo, el resultado de
los programas de erradicacién dependerian de la cantidad
de anticuerpos maternales consumidos por los lechones
(Rautiainen y Wallgren 2001).

Pocos estudios han informado sobre los efectos de la
vacunacion de las hembras en el estado seroldgico y estado
de colonizacién de los lechones al destete (Ruiz y col 2003,
Sibila y col 2007). Sin embargo, la presencia de Mh y de
anticuerpos en lechones provenientes de madres vacunadas
de manera multiple no ha sido estudiada, tal vez por ser
considerado obvio. Esto es importante teniendo en cuenta
que la efectividad de la vacuna seria menor en piaras con
baja presion de infeccion (Maes y col 1999).

Finalmente, debido al hecho de que la vacunacién de
las cerdas no afecta la colonizacién de los lechones, a los
diferentes resultados acerca del estado seroldgico y estado
de colonizacion de hembras y lechones teniendo en cuenta
el nimero ordinal de partos y a que la efectividad de la
vacuna serfa menor en piaras con baja presion de infeccion,
los objetivos del presente estudio fueron: 1) Determinar el
estado seroldgico y el estado de colonizacién de hembras
con multiples vacunas contra Mh y lechones segin el
nimero ordinal de partos y 2) Analizar la dindmica de la
concentracién de anticuerpos en las cerdas.

MATERIAL Y METODOS
LA GRANJA

Se trabaj6 en una granja multiple sitio, con 4.100
madres aproximadamente. Todos los animales reproduc-
tores (cerdas, machos y primerizas) recibian como minimo
cinco dosis de vacuna contra Mh (RespiSureONE, Pfizer,
Argentina). Las hembras eran vacunadas tres semanas pre-
parto y el esquema de vacunacién habia sido adoptado tres
afios antes aproximadamente. La granja se consider6 de
minima enfermedad, por haber desarrollado un programa de
despoblacién parcial poco antes del estudio. Los animales
enviados a matadero presentaban un bajo porcentaje de
lesiones pulmonares compatibles con NEP.

DISENO DEL ESTUDIO Y COLECTA DE MUESTRAS

Se realiz6 un estudio de cohorte longitudinal. El n de
hembras fue obtenido estimando una prevalencia del 10%,
con 95% de confianza y 5% de exactitud (Win.Episcope
2.0), ajustando el tamafio del muestreo a la poblacién bajo
estudio. Las cerdas fueron elegidas al azar considerando
todos los nimeros ordinales de parto (de 1 a 9) en cada
muestreo, con una distribucién proporcional a la pobla-
cion total de la granja en ese momento. Por la pérdida
de algunas muestras, finalmente fueron procesadas 79,
80y 79 por serologia y 81, 80 y 78 por nPCR en los tres
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muestreos realizados a las hembras, respectivamente (ver
mas adelante).

Por cada hembra, dos lechones fueron aleatoriamente
seleccionados. Las hembras y los lechones fueron iden-
tificados con autocrotal. No se realizé cruce de camadas
durante el desarrollo del estudio. Por la pérdida de una
muestra, se trabajo finalmente con 163 lechones.

Se tomaron muestras de sangre (para serologia, sin
anticoagulante) e hisopado nasal (poliestireno + viscosa
estéril en hembras y aluminio + viscosa estéril en lecho-
nes, Deltalab, Espafia) a las hembras en los dias cero de
gestacion, ocho semanas preparto y 2-5 dias postparto y a
los lechones a las dos semanas de edad. Se tuvo especial
cuidado al introducir el hisopo profundamente dentro de la
nariz, al retirarlo de la misma y al colocarlo en el interior
del tubo con medio de transporte de Amies modificado a
fin de evitar la contaminacién del mismo.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Serologia. Las muestras de sangre fueron centrifuga-
das a 800 x g por 10 min en centrifuga de sedimentacion
(Modelo 2036, Rolco, Argentina) y el suero obtenido fue
congelado a —20°C hasta su procesamiento. Para detectar
la presencia de anticuerpos contra Mh se utilizé el kit de
ELISA (HerdChek® Mycoplasma hyopneumoniae, IDEXX,
Maine, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Aquellos sueros con valores de densidad 6ptica (DO)
mayores al punto de corte fueron considerados positivos
y el resto (dudosos y negativos) como negativos.

Con el fin de obtener una idea aproximada de la concen-
tracién de anticuerpos anti-Mh se calcularon: el promedio de
los valores de la DO, el rango (valor de DO méaximo-minimo),
larazén muestra: positivo (M:P=[ DO de la muestra-DO del
control negativo / [DO del control positivo-DO del control
negativo]), el titulo (antilogaritmo del log, , del titulo) para
lo cual debid calcularse primero el log, ,del titulo (1.09 [log,,
M: P] + 3.36), y el valor de grupo de titulo (teniendo en
cuenta la tabla de cuantificacion del kit utilizado (IDEXX
HerdCheck* Mycoplasma hyopneumoniae)!, para comparar
la concentracion de anticuerpos en las hembras y lechones
de acuerdo a los diferentes nimeros ordinales del parto, las
hembras en los diferentes momentos de muestreo y en los
lechones a las dos semanas de edad.

nPCR. Los hisopos nasales fueron resuspendidos en 1
mL de agua estéril contenida en tubo plastico de 1,5 mL,
vortexeados y retirados del tubo. Luego fueron centrifu-
gados a 22.000 x g durante 10 min a 4°C y se trabaj6 con
el sedimento obtenido. E1 ADN fue extraido utilizando
el kit comercial (DNAzol®, Invitrogen™, CA, USA) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Cada 10 mues-
tras un hisopo vacio fue incluido como control negativo.

' Brochure, disponible en: http://www.idexx.com/pubwebresources/

pdf/en_us/livestock-poultry/herdchek-mhyo-information-sheet.pdf.
Accessed march 2010.
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La nPCR fue realizada de acuerdo a previos estudios
(Calsamiglia y col 1999) con la tnica excepcién que no
se utilizo glicerol al 5%. Cada cinco muestras se incluy6
ADN de Mycoplasma floccculare como control negativo
de la amplificacién. Como control positivo se utiliz6 ADN
de cultivo puro de Mh ubicdndolo en la ltima posicién de
cada tanda de muestras procesadas (no mas de 15 por vez).
Para minimizar los riesgos de contaminacién, cada uno de
los pasos del proceso (extraccion de ADN, amplificacion
y visualizacién) fue realizado en habitaciones diferentes.
El producto amplificado (352 pb) fue corrido en gel de
agarosa al 1% y tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/ml)
y visualizado con un transiluminador (Luz UV).

ANALISIS ESTADISTICO

Para los analisis estadisticos se utiliz6 el programa
EPIDAT (Version 3.1, Galicia, Espaiia). Para analizar el
efecto del nimero ordinal de partos las hembras fueron
divididas en los siguientes grupos: A- Bajo nimero de
parto (1°7), B- Intermedio nimero de parto (29°- 4%), C-
Alto nimero de parto (5'°- 9"°).

Se compararon las proporciones de los siguientes
pardmetros: i) nimero de hembras seropositivas y nPCR
positivas en los diferentes muestreos, ii) nimero de
hembras seropositivas y nPCR positivas de acuerdo al
ndmero ordinal de partos en cada uno de los muestreos y
iii) nimero de lechones seropositivos y nPCR positivos
segiin el nimero ordinal de parto de sus madres.

Se realizé una comparacién de medias por un t-test,
previa verificacion de la normalidad de los datos, de los
valores promedio de DO y de las razones M:P de hembras
de diferentes niimeros de partos en los distintos muestreos.

Para analizar la relacién entre el estado seroldgico y
estado de colonizacién de la madre y el lechdn se usaron
tablas de contingencia (2x2) considerando el nimero
ordinal de partos de las cerdas.

RESULTADOS

El porcentaje de hembras seropositivas fue alto en
todos los muestreos (cuadro 1). No hubo diferencia
estadisticamente significativa (P > 0,05) entre hembras
seropositivas en los diferentes muestreos, ni entre hembras
seropositivas con distinto nimero ordinal de parto a pesar
de que se observaron diferentes comportamientos entre los
grupos. A saber: en el muestreo del dia cero de gestacion,
los porcentajes de seropositivas fueron aumentando acorde
aumentaba el nimero ordinal de partos. En los siguientes
muestreos, hembras de los grupos A y C fueron 100%
seropositivas y fueron las hembras de intermedio nimero
de partos quienes mostraron menor porcentaje.

La misma diferencia en el comportamiento de los
resultados se observa en relacién al nimero ordinal de
partos con los valores de DO, razén M:P y titulo (cuadro 2)
donde, al dia cero de gestacién, todos los valores aumen-
taron de acuerdo al aumento en el nimero de partos. Esto
se ve resaltado por el hecho de que hembras del grupo
A mostraron un valor de grupo de titulos de anticuerpos
de 3 vs los grupos B y C donde este valor fue de 4. A las
8 semanas preparto y al postparto, las hembras del grupo
B mostraron los valores mds bajos de DO y razén M:P.
Los valores de grupos de titulo fueron de 4 a las 8 semanas
preparto y de 5 al postparto, para todas las hembras, mds
alld del ndmero ordinal de partos. El rango (diferencia
entre valor mdximo y valor minimo) de DO fue mayor
en hembras del grupo B respecto los otros grupos en los
tres muestreos. S6lo hubo diferencia estadisticamente
significativa (P = 0,05) entre los promedios de DO y razén
M:P en hembras del grupo B respecto las del grupo A y
C alas 8 semanas preparto y al postparto.

El porcentaje de hembras nPCR positivas varié de
14% a 50% (cuadro 1) en todos los muestreos. Sélo en el
muestreo del postparto se encontré diferencia estadistica-
mente significativa (P = 0,0023) entre hembras del grupo
A respecto al grupo B (cuadro 1). El mayor porcentaje

Cuadro 1. Nimero de positivos/muestreados (y porcentaje) para nPCR y ELISA, de las cerdas al dia 0 de gestacion, a las 8 semanas
de preparto y a los 2-5 dias postparto y lechones de 2 semanas de edad de acuerdo a la distribucién del niimero ordinal de partos.

Number of positives/sampled (and percentage) by nPCR and ELISA, of sows at 0 day of pregnancy, at 8§ weeks pre-farrowing and at 2-5

days post farrowing and 2 week old piglets according to parity distribution.

Grupos segun Dia 0 de gestacién

8 semanas preparto

2-5 dias postparto Lechones de 2 semanas

n ordinal de de edad

partos nPCR ELISA nPCR ELISA nPCR ELISA nPCR ELISA

A 2/14 (14,2) 13/14 (92,8) 3/13 (23) 13/13 (100) 7/14* (50)  13/13 (100)  7/27 (25,9) 23/27 (85,1)
B 13/39 (33,3) 38/39 (97,4) 17/40 (42,5) 38/40 (95) 6/40* (15) 39/41 (95,1) 17/81 (20,9 74/81 (91,3)
c 5028 (17,8)  26/26 (100) 11/27 (40,7) 27/27(100)  6/24(25) 25/25(100)  6/55(10.9)  52/55 (94.5)
Total 20/81 (24,6) 77/79 (97,4) 31/80 (38,7) 78/80(97,5) 19/78 (24,3) 77/79 (97,4) 30/163 (18,4) 149/163 (91,4)

A- Hembras de bajo nimero de parto (1¢), B- Hembras de intermedio nimero de parto (29°-4) y C- hembras de alto nimero de parto (5©°-9).
A- Sows from low parity number (1%), B- Sows from low intermediate parity number (274-4") y C- Sows from high parity number (5"-9™).
* Diferencia estadisticamente significativa (P = 0,0023) entre ambos muestreos.

*  Statistical significant difference (P = 0.0023) between both samplings.
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Cuadro 2. Valores promedio de densidad 6ptica [DO], rango (valor DO méaximo-minimo), Razén M: P, titulo y grupo de titulo de
las hembras (al dia O de gestacidn, a las 8 semanas preparto y a los 2-5 dias postparto) y de los lechones a las 2 semanas de edad de

acuerdo al nimero ordinal de partos.

Average values of optical density [OD], range (OD maximum value- minimum), S:P ratio, titer and antibody titer groups of sows (at O
days of pregnancy, at 8 weeks pre-farrowing and at 2-5 days post-farrowing) and piglets at 2 weeks old according to parity distribution.

Grupos segtin niimero ordinal de partos

Valor
A (17) B (2do_ 4t0) C (5t°- 9mo)
- Prom DO (rango) 0,738 (0,644) 0,787 (1,03) 0,819 (0,66)
S5 Razén M:P 1,490 1,612 1,690
A% Titulo 3539 3854 4055
Grupo de titulo 3 4 4
° Prom DO (rango) 0,895 (0,901) 0,750%* (0,906) 0,799 (0,886)
Eg Razén M:P 1,875 1,521 1,641
w g  Tiwlo 4549 3614 3926
Grupo de titulo 4 4 4
e Prom DO (rango) 1,141 (0,599) 0,998%* (0,996) 1,019 (0,756)
) Raz6n M:P 2,477 2,128 2,180
5 g Titulo 6151 6039 5357
Grupo de titulo 5 5 5
Promedio Titulo 4756 4502 4446
Hembras  Grypo de titulo 4 3 4
g Prom DO (rango) 0,727 (1,262) 0,778 (1,284) 0,846 (1,389)
§3 Raz6n M:P 1,584 1,716 1,890
f: QE; Titulo 3784 4130 4581
= “ Grupo de titulo 4 4 4

A- Hembras de bajo niimero de parto (1°7), B- Hembras de intermedio nimero de parto (29°- 4©°) y C- hembras de alto nimero de parto (5°- 9™).
A- Sows from low parity number (1%), B- Sows from low intermediate parity number (2"- 4™) y C- Sows from high parity number (5%- 9th),

* Diferencia estadisticamente significativa (P = 0,05) entre A, By C.
* Statistical significant difference (P = 0.05) among A, B and C.

promedio de hembras nPCR positivas fue hallado a las
8 semanas preparto, aunque hubo diferencias entre los
diferentes grupos. A saber: en los muestreos del dia O
de gestacion y a las 8 semanas preparto, las hembras del
grupo B mostraron los mayores porcentajes de nPCR
positivas, mientras que en el muestreo del postparto las
que mostraron ese mayor porcentaje fueron hembras
del grupo A.

El porcentaje de lechones seropositivos varié entre 85,1%
y 94,5%. No hubo diferencia estadisticamente significativa
(P > 0,05) entre el nimero de lechones seropositivos segtin
el nimero ordinal de parto de sus madres, ni entre lechones
nPCR positivos segtin el mismo parametro. Al igual que
las hembras al dia cero de gestacidn, tanto los porcentajes
de seropositivos como los valores promedios de DO, razén
M:P y titulo aumentaron de acuerdo al nimero ordinal de
parto de sus madres (cuadro 2) aunque el valor de grupo
de titulo fue siempre de 4. Lo contrario ocurri6 con los
porcentajes de nPCR positivos que fueron decreciendo a
medida que aumentaba el nimero ordinal de parto de sus
madres (cuadro 1).

No hubo diferencia estadisticamente significativa entre
el estado seroldgico o de colonizacién de las hembras y los
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lechones. Ciento cuarenta y cinco lechones seropositivos
(sobre 149; 97,3%) provenian de madres seropositivas,
siendo 52/55 (94,5%) hijos de hembras de alto ntimero de
partos, 70/75 (93,3%) de hembras de intermedio niimero
de partos y 23/27 (85,2%) de hembras de bajo niimero
de partos.

Del total de lechones hijos de madres seropositivas (157),
treinta fueron nPCR positivos (19%), siendo 7/27 (25,9%)
hijos de hembras de bajo nimero de parto, 17/75 (22,6%)
hijos de hembras de intermedio nimero de partos y 6/55
(11%) de hembras de alto nimero de partos (cuadro 3).

Solo 7/30 lechones nPCR positivos (23,3%) provenian
de madres nPCR positivas, siendo 5 de ellos (71%) hijos
de hembras de bajo niimero de partos (cuadro 3). No hubo
lechones nPCR positivos de madres seronegativas.

DISCUSION

El porcentaje de hembras seropositivas fue més alto a
los obtenidos en estudios previos donde las hembras eran
vacunadas por primera vez, dos veces antes del parto (Ruiz
y col 2003, Sibila y col 2007). A pesar de que no hubo
diferencia estadisticamente significativa entre hembras
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Cuadro 3. Resultados de ELISA y nPCR de los lechones a 2 semanas de edad, teniendo en cuenta el estado seroldgico y de coloniza-
cién de las cerdas a los 2-5 dias postparto segtn la distribucién del nimero ordinal de partos.

ELISA and nPCR results of piglets at 2 weeks of age, taking into account the serologic and colonisation state of sows at 2-5 days post-

farrowing according their parity distribution.

Lechones de 2 semanas de edad

ELISA nPCR
Grupos segtin (n=163) (n=163)
n ordinal
de partos (n=+1'49) (n=14) Total (n=+30) (n=133) Total
A (n=13) 23 4 27 7 20 27
, | B(n=39 70 5 75 17 58 75
C (n=25)%* 52 3 55 6 49 55
< Total (n=77) 145 12 157 30 127 157
3 A (1n=0) 0 0 0 0 0 0
B (n=2) 4 2 6 0 6 6
£ " | c(n=0) 0 0 0 0 0 0
%“ Total (n=2) 4 2 6 6 6
oy TOTAL (n=79) 149 14 163 30 133 163
2 A (n=7) 1 3 14 5 9 14
£ B ( n=6) 9 2 11 0 11 11
2 T ¢ (n=6)t 19 0 19 2 17 19
» Total (n=19) 39 5 44 7 37 44
5 A (n=7) 12 1 13 2 1 13
B B (n=34)' 65 5 70 17 53 70
T | c(n=18) 33 3 36 4 32 36
Total (n=59) 110 9 119 23 96 119
TOTAL (1=78) 149 14 163 30 133 163

A- Hembras de bajo nimero de parto (1°), B- Hembras de intermedio ndmero de parto (29°-4%°) y C- hembras de alto nimero de parto (5°- 9™).

A- Sows from low parity number (1), B- Sows from low intermediate parity number (2"-4") y C- Sows from high parity number (5"- 9).

* En una muestra se consider6 el resultado de ELISA de muestreo anterior (8 semanas pre-parto) debido a la pérdida del suero del muestreo postparto.
** En dos muestras se consideraron los resultados de ELISA de muestreo anterior (8 semanas preparto) debido a la pérdida del suero del muestreo

postparto.

+ En 3 muestras se consideraron los resultados de nPCR del muestreo anterior (8 semanas preparto) debido a la pérdida del ADN del muestreo

post-parto.

+ Enuna muestra se consider el resultado de nPCR del muestreo anterior (8 semanas preparto) debido a la pérdida del ADN del muestreo postparto.
* 1In 1 sample was considered the ELISA result of previous sampling (8 weeks pre-farrowing) due to loss of a serum of post-farrowing sampling.
##% In 2 samples were considered the ELISA results of previous sampling (8 weeks pre-farrowing) due to loss of a serum of post-farrowing sampling.

de los diferentes muestreos, ni entre hembras con distinto
nuimero ordinal de parto, hubo hembras seronegativas.

La presencia de estas hembras seronegativas y los di-
ferentes comportamientos entre los grupos en los distintos
muestreos podrian explicarse por el hecho de que el kit de
ELISA utilizado no es 100% sensible (pudiendo dar falsos
negativos; Erlandson y col 2005), a que la vacuna no es
100% efectiva (Giesecke 2002), a distintas respuestas a la
vacunacion por parte de los animales o a la generacién de
respuesta inmune celular a la vacuna (Thacker y col 1998)
ya que se ha demostrado que la seroconversién inducida al
utilizar bacterinas comerciales, es entre el 30% al 100%
(Mattsson y col 1995, Thacker y col 1998).

In 3 samples were considered the nPCR results of previous sampling (8 weeks pre-farrowing) due to loss of a DNA of post-farrowing sampling.
In 1 sample was considered the nPCR result of previous sampling (8 weeks pre-farrowing) due to loss of a DNA of post-farrowing sampling.

Estas diferencias, sumadas al hecho de que en hem-
bras del grupo B el rango de la DO fue mayor en todos
los muestreos respecto a hembras de los otros grupos, y a
que en el muestreo del dfa cero de gestacion el valor del
grupo de titulo para hembras del grupo A fue menor al
resto, es interesante ya que refuerza la idea previa de que
la poblacién de hembras en una piara no es homogénea,
sino un conjunto de subpoblaciones con diferente estado
inmune, acordando con estudios previos (Dee 1996).

La falta de evidencia estadisticamente significativa no
nos permitié establecer taxativamente la relacion entre
el estado seroldgico y el nimero ordinal de partos de las
hembras.

255



P TAMIOZZOY COL

Se ha sugerido que hacia el postparto las hembras se
vuelven mds susceptibles a la infeccion por Mh porque los
anticuerpos protectores son transferidos desde la sangre
hacia la gldndula mamaria durante el dltimo mes de ges-
taciéon (Wallgren y col 1998), pero bajo las condiciones
de este estudio a las 8 semanas preparto el porcentaje
promedio de hembras seropositivas fue el més alto y los
otros valores (DO, razén M:P, titulo y grupo de titulo)
no demostraron caida, lo que podria deberse a que en el
momento de dicho muestreo los anticuerpos no estaban
siendo transferidos hacia la glandula mamaria adn o al
hecho de que las hembras estaban hiperinmunizadas.

En el muestreo postparto, el promedio total de valores
de DO asi como también la razén M:P, titulo y grupo de
titulo, aumentaron. Este incremento en los niveles de
anticuerpos podria deberse a la respuesta a la vacuna-
cion, ya que las cerdas se vacunaron aproximadamente 3
semanas antes de parir. Aunque también podria tratarse
de una seroconversion debido a una infeccion natural, que
puede tardar de 4 a 9 semanas (Sitjar y col 1996) o mas
teniendo en cuanta la baja la presion de infeccion asumida
en el presente estudio.

En todos los muestreos, la razén M:P fue mds baja que
otras obtenidas al postparto, en suero de cerdas vacunadas
por vez primera, dos semanas antes del parto (Martelli y
col 2006), provenientes de una piara con antecedentes
de Mh. Esto es interesante porque quizas en ese estudio
(Martelli y col 2006) la respuesta a la vacuna fue mads
exacerbada y en el presente estudio, dada la baja presién
de infeccién debida al programa hiperinmunizacién apli-
cado desde hace tiempo y al programa de despoblacién
parcial llevado a cabo, el comportamiento de la respuesta
ala vacunacion fue diferente de acuerdo a los métodos de
deteccidn utilizados.

En el muestreo del dia cero de gestacion de las cerdas
y en el de los lechones (2 semanas de edad), los valores
promedio de DO, razén M:P y titulos se incrementaron
acorde al nimero ordinal de partos, lo que junto con el
alto porcentaje de cerdas seropositivas en el grupo C (alto
ndmero de partos), sugieren que el aumento de la concen-
tracién de anticuerpos maternos quizds podria deberse
tanto al esquema de hiperinmunizacién implementado
en la granja, como también la exposicion repetida de las
cerdas al Mh en condiciones de campo, siendo las cerdas
mds viejas las que mayor concentracién de anticuerpos
presentaron.

Sin embargo, en el muestreo de las 8 semanas pre-
parto las cerdas de intermedio niimero de partos (24 a 4°)
mostraron los valores mds bajos (promedio de DO, razén
M: P, titulo y grupo de titulo) respecto a hembras de bajo
y alto nimero de partos. Esto, sumado al hecho de que las
hembras del grupo B mostraron el mayor rango de DO en
todos los muestreos puede deberse a que estas hembras
pertenecen a una subpoblacién con mayor variabilidad en
la concentracién de anticuerpos, ya que tanto las hembras
mas jovenes, al enfrentarse por primera vez con el agente
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como las hembras mds viejas, que han estado expuestas
por largo tiempo al agente, ademds de las vacunaciones,
presentan una concentracién de anticuerpos mas alta.

Los resultados de nPCR sefialan la presencia del
patégeno en la piara. Nosotros asumimos que el Mh esta
presente, pero en cantidad insuficiente para causar enfer-
medad ya que no habia tos (datos inéditos) a pesar de que
el porcentaje de nPCR positivos es mayor al obtenido en
otros estudios (Ruiz y col 2003, Fano y col 2006, Sibila y
c0l1 2007) ya que debemos tener en cuenta la capacidad de
la PCR de detectar microorganismos viables o no viables
y el mayor riesgo de obtener falsos positivos al utilizar
una PCR anidada.

Asumiendo que el muestreo postparto es el que mejor
representa la relacion entre la madre y el lechdn, y teniendo
en cuenta la evidencia estadisticamente significativa obte-
nida en los resultados de nPCR de las cerdas de grupo A vs
grupo B, se sugeriria que las hembras de primer parto son
mds propensas a transmitir el Mh a sus lechones, ya que
también fueron los hijos de esas hembras los que mayor
porcentajes de nPCR positivos demostraron si bien no
existié en éstos evidencia estadisticamente significativa.
Estos resultados concuerdan parcialmente con otros en
donde se ha sefialado como grupo de riesgo a hembras
jovenes (Goodwin 1965, Calsamiglia y Pijoan 2000, Fano
y col 2006), aunque no pudo demostrarse y sigue poco
claro cudl es el nimero de partos critico en la transmisién
del patégeno ya que los diferentes autores consideramos
de manera distinta hembras de bajo, intermedio o alto
numero de partos. Ademads, en ese muestreo, las hembras
de intermedio nimero de partos fueron las que menores
porcentajes de nPCR positivos mostraron, no reflejan-
dose lo mismo en sus lechones. Esto puede deberse a la
eliminacién intermitente del patégeno (Ruiz y col 2003).

Solamente en dos momentos coincidieron los porcen-
tajes mds altos de nPCR positivos y los porcentajes mas
bajos de seropositivos, en el grupo B de hembras a las 8
semanas preparto y en los lechones. A primera vista, estos
resultados sugeririan que un menor nivel de anticuerpos
protectores predispone a una mayor diseminacion del Mh
pero serfa un error aseverar esto ya que en el resto de los
muestreos no hubo tal coincidencia. Esta falta de coinci-
dencia, ademads del hecho de que no hubo lechones nPCR
positivos hijos de madres seronegativas se deba quizds, por
un lado, a que, como se dijo anteriormente, los animales
no presenten anticuerpos pero si estén protegidos por
inmunidad celular (Thacker y col 1998), y por otro lado a
la diseminacién intermitente de Mh, responsable también
del comportamiento dispar de los resultados de nPCR
entre los grupos (Ruiz y col 2003). Estos dos fenémenos
constituyen el principal obstaculo en estudios de este tipo.

Ademds, al dia 0 de gestacion, las hembras del grupo A
no sélo mostraron el porcentaje mds bajo de seropositivos,
sino también los valores mds bajos de promedio de DO,
razén M:P, titulo y grupo de titulo de todos los muestreos
realizados en las hembras. Esto puede ser explicado por
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el hecho de que los anticuerpos vacunales decayeron, ya
que en el primer muestreo las hembras hab{an sido vacu-
nadas 12 semanas antes y de acuerdo a estudios anteriores
(Maes y col 1999) llevado a cabo no en hembras, sino en
cerdos en crecimiento, la concentracién de anticuerpos
sin el efecto “booster” de una infeccién natural, decaen
en 3 meses aproximadamente siendo el grupo de hembras
mads jévenes el que mds caida de anticuerpos demostro.
Sin embargo luego aumentaron, por lo que se trataria de
una seroconversion debido a una infeccién natural o bien
debido a la vacunacién realizada preparto.

Mas del 85% de los lechones fueron seropositivos,
seguramente debido estado seroldgico de las cerdas. El
97.3% de los lechones seropositivos procedian de cerdas
seropositivas, mostrando una alta tasa de transferencia
de anticuerpos maternos. El hecho de que el 100% de los
lechones hijos de hembras seropositivas no fueran sero-
positivos puede deberse a la vida media de los anticuerpos
en el suero de los mismos que varia de 6,5 a 22,5 dias
(Curtis y Boumer 1972) o a la menor cantidad de calostro
ingerido por algunos de ellos.

Teniendo en cuenta la distribucién segiin el numero
ordinal de partos, el porcentaje més alto de lechones sero-
positivos procedian de cerdas del grupo C (alto niimero de
partos) 94,5% vs 91,3% en el grupo B y 85,1% del grupo
A. El promedio de lechones nPCR positivos (18,4%) fue
superior al informado en estudios previos (Ruiz y col
2003, Sibila y col 2007), a pesar de que las cerdas fueron
repetidamente vacunadas. Sélo el 23,3% de los lechones
nPCR positivos provenian de cerdas de nPCR positivas.
Siendo el 71% de esos positivos, hijos de cerdas de bajo
numero de partos. Esto sugiere que la colonizacién nasal
de los lechones refleja el estado de la colonizacidn de las
cerdas (24,3% de las cerdas fueron nPCR positivos al
postparto). La coincidencia entre el menor porcentaje de
seropositivos y el mayor porcentaje de nPCR positivos,
en lechones hijos de hembras del grupo A, sugeriria que
las cerdas de primer parto son mas propensas a transmitir
Mh a sus lechones, como se sefialara anteriormente, pero
no existié evidencia significativa.

Como se dijo, no estd claro el papel de los anticuerpos
maternos en la prevencion de la colonizacién los lechones.
Nuestros resultados muestran que no hubo lechones nPCR
positivos hijos de madres ELISA negativas y que el 100%
de los lechones nPCR positivos provenian de cerdas ELISA
positivas, eso sugiere, como se informd anteriormente
(Ruiz y col 2003, Sibila y col 2007), que los anticuerpos
maternos no protegen a los lechones de la colonizacién.

En resumen, bajo las condiciones descritas en este estudio,
la maltiple vacunacién de las cerdas garantiza un alto nivel
de anticuerpos en los lechones, aunque no es 100%. Las
cerdas de intermedio niimero de partos (24° a 4'°) presentaron
una mayor variabilidad en aquellos valores que reflejan la
concentracién de anticuerpos. Al postparto las hembras mas
jovenes y su descendencia mostraron los mayores porcen-
tajes de nPCR positivos. Si bien las cerdas, al aumentar el

nimero ordinal de partos, tienen mayor concentracién de
anticuerpos (y sus lechones), esto puede deberse tanto a la
vacunacién como a la exposicion repetida de cerdas al Mh
en condiciones de campo o seguramente a ambas.

RESUMEN

Para determinar el estado de colonizacién y el estado seroldgico
de lechones y de cerdas de diferente nimero ordinal de partos, entre
78 y 81 hembras vacunadas de manera multiple contra Mycoplasma
hyopneumoniae (Mh) fueron muestreadas (de 1" a 9" parto) al dia 0 de
gestacion, a las 8 semanas de preparto y al postparto y 163 lechones a las
dos semanas de edad, tomando muestras de sangre (para enzimoinmuno
ensayo, ELISA) e hisopados nasales (para reaccién en cadena de
polimerasa, PCR). Ademas de los porcentajes de seropositivos y PCR
positivos, se calcularon otros valores para determinar la concentracion
de anticuerpos y asi analizar la dindmica de los anticuerpos en hembras
y lechones. El porcentaje de cerdas seropositivas fue alto, al igual que
los valores de titulo. Lo mismo se observé en los lechones, por lo que se
concluy6 que la miltiple vacunacién de las primeras garantiza un alto
nivel de anticuerpos en sus crias, aunque no es del 100%. Las cerdas
de intermedio nimero de partos presentaron una mayor variabilidad en
aquellos valores que reflejan la concentracion de anticuerpos; siendo
al dia cero de gestacion las hembras de primer parto las que mostraron
estos valores mds bajos. Al postparto las hembras mds jévenes y su
descendencia mostraron los mayores porcentajes de nPCR positivos. Si
bien las cerdas (y los lechones), al aumentar el nimero ordinal de partos,
presentaron una mayor concentracién de anticuerpos, esto puede deberse
tanto a la vacunacion como a la exposicion repetida de los animales al
Mh en condiciones de campo.
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