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RESUMEN

El Mycoplasma hyopneumoniae es el agente causal de la neumonia enzodtica
porcina (NEP), una enfermedad respiratoria cronica de los cerdos. Este agente se transmite a
través del contacto directo entre cerdos mediante aerosoles expulsados durante los accesos
de tos. La deteccion temprana del agente es un desafio, puesto que mientras antes sea
detectado, mas eficaces serian las medidas de control de la enfermedad y menores las
pérdidas productivas. En este sentido se ha informado recientemente que las muestras de
hisopados laringeos permitirian una deteccion mas temprana respecto al hisopado nasal. Por
ello, el objetivo del presente estudio fue comparar la proporcioén de PCR positivos en ambos
tipos de muestras (Hisopado Nasal vs Hisopado Laringeo) en cerdos de diferentes edades
procedentes de 2 granjas endémicamente infectadas. Se realiz6 un estudio longitudinal en
ambas granjas. En cada una de ellas, se siguieron 3 grupos de 20 animales cada uno, a los
cuales se les colecto muestras de hisopado nasal y laringeo a las 3, 6, 10, 16 y 22 semanas de
edad. EI ADN de las muestras fue procesado por nested-PCR para la deteccion del agente.
Se determinaron las proporciones de hisopados nasales y laringeos positivos a la PCR en
cada granja y las diferencias de las proporciones entre los tipos de muestras fueron
comparadas. Los resultados mostraron una mayor proporcion de muestras de hisopado
laringeo positivas a las 6, 10, 16 y 22 semanas de edad. Se concluyé que el hisopado laringeo
es mas sensible que el hisopado nasal para la deteccion de M. hyopneumoniae a partir de las
6 semanas de edad. A pesar de que este estudio se realiz6 en granjas con infeccion endémica,
los resultados sugieren que se podrian usar hisopados laringeos para la deteccion temprana

del agente en granjas libres de M. hyopneumoniae, debido a su alta sensibilidad.



ABSTRACT

Mycoplasma hyopneumoniae is the causative agent of swine enzootic pneumonia
(SEP), a chronic respiratory disease of pigs. This agent is transmitted through direct contact
between pigs by aerosols expelled during coughing. Early detection of the agent is a
challenge, since the earlier it is detected, the more effective the control measures for the
disease and the lower the productive losses would be. In this regard, it has recently been
reported that laryngeal swabs samples would allow an earlier detection regarding to nasal
swab samples. Therefore, the objective of this study was to compare the proportion of PCR
positive in both types of samples (nasal swabs vs laryngeal swabs) in pigs of different ages
from 2 endemically infected farms. A longitudinal study was carried out in both farms. In
each of them, 3 groups of 20 pigs each were followed, and sampled at 3, 6, 10, 16 and 22
weeks of age, collecting nasal and laryngeal swabs. Samples” DNA was processed by nested-
PCR for the agent detection. The proportions of PCR positive nasal and laryngeal swabs in
each farm were determined and the differences in the proportions between the types of
samples were compared. The results showed a higher proportion of PCR positive laryngeal
swab samples at 6, 10, 16 and 22 weeks of age. It was concluded that laryngeal swab was
more sensitive than the nasal swab for M. hyopneumoniae detection from 6 weeks of age
onwards. Although this study was conducted in farms with endemic infection, the results
suggest that laryngeal swabs could be used for early detection of the agent in farms M.

hyopneumoniae-free, due to its high sensitivity.



INTRODUCCION

El Mycoplasma hyopneumoniae es el agente causal de la neumonia enzodtica
porcina (NEP), una enfermedad respiratoria cronica de los cerdos (Thacker & Minion, 2012).
Este agente se transmite a través del contacto directo entre cerdos mediante aerosoles
expulsados durante los accesos de tos (Tacker & Minion, 2012). Esta transmision de nariz a
nariz y la consecuente circulacion del patégeno pueden ocurrir en forma horizontal desde los
cerdos infectados a los cerdos susceptibles o verticalmente desde la cerda a sus lechones
(Thacker & Minion, 2012). El principal signo clinico de la NEP es la tos no productiva, de
curso clinico crénico. Las lesiones macroscopicas consisten en &reas de consolidacion
pulmonar, de color violaceo-grisiceas, encontradas principalmente en los lébulos
pulmonares apicales, cardiacos, intermedio y parte anterior de los diafragmaticos, que
resuelven entre las 12 y 14 semanas post-infeccion (Maes et al., 2009). La importancia de la
enfermedad radica en las pérdidas econdmicas asociadas, ya que se ha demostrado que por
cada 10% de pulmén afectado, hay una pérdida en la ganancia de peso diario de 37 grs
aproximadamente (Straw, 1989). A pesar de ser una enfermedad muy estudiada, constituye
aun un desafio por el fuerte impacto econémico que causa, por su alta prevalencia en el
mundo y en nuestro pais y por las caracteristicas particulares del agente causal en lo
referente fundamentalmente a su patogenia y a la respuesta inmune (que modula) en el
huésped.

El control de la enfermedad puede realizarse, como bien lo sefialaron Maes et al.
(2008) mediante la optimizacion de las practicas de manejo, condiciones de alojamiento,
uso de antibioticos y vacunacion. En cuanto al diagnoéstico, el aislamiento es la “prueba de
oro”, pero debido a las exigencias nutricionales del microorganismo resulta poco sensible.
Otras herramientas diagnosticas como la serologia, el examen clinico, la inspeccion de
lesiones pulmonares y distintos formatos de PCR estan disponibles (Sibila et al., 2009) y
son utilizados comUnmente para determinar su presencia en las piaras.

Aunque se ha propuesto que la deteccion del agente por PCR de muestras de
hisopados nasales, no tiene un valor pre-clinico (Sibila et al. 2004), no existen demasiados
antecedentes en la literatura. En ese sentido, ha sido demostrado que la prevalencia por PCR
al destete puede ser utilizada como valor predictivo de las lesiones pulmonares
macroscopicas en frigorifico, puesto que si supera el 10% en esa etapa, es muy probable que
la severidad de las lesiones pulmonares sean mayores (Fano et al., 2007).

La deteccion temprana del agente es un desafio, puesto que mientras antes sea
detectado, méas eficaces serian las medidas de control de la enfermedad y menores las

perdidas productivas. En este sentido, se ha demostrado que la deteccion del agente en



nariz, tiene una buena correlacion con la deteccion en tonsilas y en pulmén (Sibila et al.,
2007). En un estudio longitudinal en una piara endémicamente infectada, se detecté una
proporcion mayor de animales PCR positivos en muestras de hisopados nasales entre las 6 y
9 semanas de edad en comparacion con hisopados tonsilares y bronquiales; proporcién que
se invirtié a partir de las 12 semanas de edad y hasta que los animales fueron enviados a
frigorifico, ya que hubo mas positivos en muestras de hisopado bronquial en comparacion a
muestras de hisopados nasales y tonsilares (Sibila et al., 2007). Considerando estos
hallazgos, las muestras de nariz permitirian la deteccion temprana del agente, sin embargo
se ha informado recientemente que los hisopados laringeos permitirian una deteccion mas
temprana respecto al hisopado nasal (Roos et al., 2016; Garcia Morante et al., 2016). Los
hisopos laringeos serian un tipo de muestra altamente sensible para la deteccion por PCR de
M. hyopneumoniae durante las primeras etapas de la infeccion (Pieters et al., 2017). Aunque
la laringe no se considera la localizacion tipica de la infeccién o colonizacién por M.
hyopneumoniae, funciona como un sitio vestibular que conduce a las vias respiratorias
inferiores. Un acceso de muestreo razonablemente bueno y la proximidad a las vias
respiratorias inferiores, donde M. hyopneumoniae estd en mayor cantidad, hacen de la
laringe un sitio de muestreo preferido para la deteccion de este microorganismo (Pieters et
al., 2017). Sin embargo deberia comprobarse si estos resultados se repiten en condiciones de
campo, ya que los mismos se obtuvieron a partir de cerdos inoculados de forma
experimental.

Dada la importancia que radica conocer el estado de infeccion de los animales a una
edad temprana para poder optimizar las medidas de control de M. hyopneumoniae, se
propone comparar las proporciones de PCR positivos en ambas muestras (Hisopado Nasal

Vs. Hisopado Laringeo) en condiciones de campo.



HIPOTESIS

Mycoplasma hyopneumoniae es detectado en laringe mas tempranamente que en

cavidad nasal, en cerdos provenientes de piaras endémicamente infectadas.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Detectar M. hyopneumoniae a partir de muestras de distintos sitios del tracto
respiratorio de cerdos de diferentes edades provenientes de piaras endémicamente

infectadas.

Obijetivos especificos:

1) Detectar M. hyopneumoniae a partir de muestras de hisopado nasal e hisopado

laringeo de cerdos de distintas edades provenientes de piaras endémicamente infectadas.

2) Comparar la proporcidn de reacciones positivas en ambos tipos de muestras de

cerdos de diferentes edades provenientes de piaras endémicamente infectadas.

3) Correlacionar la presencia del agente en nariz y/o laringe con la presencia de tos
y lesiones pulmonares en cerdos de diferentes edades provenientes de piaras endémicamente

infectadas.



MATERIALES Y METODOS

En todo el proyecto se trabajé con dos granjas endémicamente infectadas con M.
hyopneumoniae.

La granja A era una granja de 2900 madres y de dos sitios (Figura 1). Las cerdas
jévenes se vacunaron contra M. hyopneumoniae con 3 dosis de M + PAC® (MSD Animal
Health, Argentina) antes de la introduccién al sitio I, a los 60, 145 y 165 dias de edad y las
cerdas a los 90 y 104 dias de gestacion. En cerdos se administraba una medicacion
estratégica en el alimento con 100 ppm de tiamulina (Denagard® 80% premezcla,
ELANCO, Argentina) y 300 ppm de clortetraciclina (Diclortet® 15% premezcla, ELANCO,
Argentina) durante 2 semanas a las 6 semanas de edad. La granja B era una granja de 1100
madres de tres sitios (Figura 2). En esta granja, las cerdas se vacunaron contra M.
hyopneumoniae a los 180 y 200 dias de edad y en cerdos, alrededor del destete, a las 3
semanas de edad (SPRINTVAC® MH, MERIAL, Argentina). En cerdos, la medicacién
estratégica en el alimento con antibi6ticos genéricos se administraba entre las 12 y 16
semanas de edad (100 ppm de tiamulina y 300 ppm de clortetraciclina) y entre las 16 y 20
semanas de edad de 50 ppm de tilosina.



Figura 1. Interior de un galpén de engorde de la Granja A

Figura 2. Interior de un galp6n de engorde de la Granja B



Se realiz6 un estudio longitudinal siguiendo 3 grupos de animales que se solapaban
entre si (figura 3). En cada grupo, los animales seleccionados eran identificados con
caravanas a las 3 semanas de edad. Se muestrearon cuatro hembras y cinco lechones de sus
respectivas camadas. De ese modo, 20 animales (hijos de las cuatro hembras) fueron
muestreados a las 3, 6, 10, 16 y 22 semanas de edad. Las muestras colectadas fueron
hisopados nasales (Figura 4) y laringeos (Figura 5). Como se puede ver en las imagenes
siguientes, las muestras son sencillas y muy poco invasivas.
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Figura 3. Esquema de muestreo descripto.




Figura 4. Obtencion de los Hisopados Nasales.

Figura 5. Técnica empleada para obtener los hisopados laringeos mediante la
utilizacion de un abreboca.



Procesamiento de las muestras:

Las muestras (hisopados nasales y laringeos) fueron procesadas de la siguiente
manera: EI ADN de las mismas fue extraido utilizando el kit comercial Inbio-highway
(Figura 6).

Figura 6. Procedimiento de extraccion de ADN mediante el Kit comercial Inbio-
highway.

Las muestras fueron procesadas por la nPCR para la deteccion del gen del 16S
rRNA de M. hyopneumoniae seglin Calsamiglia et al. (1999b) (Figura 7).

Figura 7. En la imagen se observa el resultado de una nPCR mediante una corrida
electroforética.
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Se determinaron las proporciones de nested-PCR positivos en hisopados nasales y
laringeos a las 3, 6, 10, 16 y 22 semanas de edad en cada granja. Las diferencias de las
proporciones de muestras de hisopados nasales y laringeos fueron comparados por medio de
una tabla de contingencia 2x2 (x2). Se determinaron los intervalos de confianza para las
diferencias de las proporciones.

Relevamiento de signos clinicos:

Ademas, en esas mismas visitas a la granja se inspeccionaron los corrales en donde
estaban alojados los cerdos para medir el porcentaje de tos de la siguiente manera: 1) Se
movilizaron los 20 animales por 30 seg. 2) Se cont6 la cantidad de animales con tos por un
periodo de 3 min (ler registro) 3) Se esperd un minuto y 4) Se repitié la misma secuencia
(2do registro). 5) Se calcul6 el porcentaje de cerdos con tos de la siguiente manera: nimero
de cerdos con tos / numero de cerdos muestreados x 100, en cada uno de los registros y

luego se calculé el promedio de ambos registros.

Relevamiento de lesiones macroscapicas:

Los mismos animales fueron seguidos hasta frigorifico en donde se inspeccionaron
sus pulmones en busca de lesiones compatibles con NEP, descriptas como éareas de
consolidacion pulmonar, de color violaceo-grisaceas, encontradas principalmente en los
I6bulos pulmonares apicales, cardiacos, intermedio y parte anterior de los diafragmaticos
(Maes et al., 2009) -Figura 8-. Se calcul6 el area pulmonar afectada (APA) para lo cual se
utilizé la metodologia propuesta por Sobestiansky (2002): El porcentaje afectado (extension
de la lesién) de cada uno de los l6bulos pulmonares se multiplicé por su peso relativo
obteniendo asi el APA por l6bulo, luego se realiz6 la sumatoria de los valores de APA por
I6bulo obteniendo el APA total. Se calcul6 el indice de neumonia (IDN) de acuerdo a lo
previamente descripto por Sobestiansky (2002): segin el APA de cada pulmén
inspeccionado, se clasificé en siete categorias, del 0 al 6 del siguiente modo: APA de O,
categoria 0, APA de 0,1 a 11: categoria 1, APA de 11,1 a 21: categoria 2, APA de 21,1 a 31:
categoria 3, APA del 31,1 al 41: categoria 4, APA del 41,1 al 51: categoria 5 y finalmente
APA del 51,1 al 100: categoria 6. Luego se multiplicé la cantidad de pulmones por su
correspondiente categoria lo que permitié obtener el indice por categoria y finalmente se

dividié el indice por categoria sobre el nimero total de pulmones inspeccionados.
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Figura 8. Areas de consolidacion pulmonar compatibles con N.E.P.
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RESULTADOS

En la Granja A, se observo un mayor porcentaje de PCR positivos en los hisopados
laringeos respecto a hisopados nasales a las 3 (8,9%), 16 (7,2%) y 22 (21,8%) semanas de
edad, siendo significativamente mayor la proporcion de hisopados laringeos (p <0,05) solo a
las 22 semanas. En el muestreo de 10 semanas, hubo una mayor proporcion de PCR
positivos en muestras nasales (1,8%) que en muestras de hisopados laringeos. No hubo PCR
positivos en hisopados nasales ni laringeos a las 6 semanas de edad (Tabla 1, Grafico 1).

En la granja B, se detectd una mayor proporcion de PCR positivos en los hisopados
laringeos respecto a los hisopados nasales a las 6 (18,3%), 10 (16,6%) y 16 (6,6%) semanas
de edad, siendo significativamente mayor la proporcion de hisopados laringeos (p <0,05) a
las 6 y 10 semanas. En muestras de 3 y 22 semanas de edad, se obtuvo una mayor
proporcion de PCR positivos en muestras nasales con 10% y 5% respectivamente, en
comparacion con las muestras de hisopados laringeos (Tabla 1.1, Grafico 2).

En ambas granjas M. hyopneumoniae se detectd en mayores proporciones en
hisopados laringeos respecto a hisopados nasales a las 6 (9,5%), 10 (7,8%), 16 (7,7%) y 22
(7,8%) semanas de edad, siendo significativamente mayor la proporcion de hisopados
laringeos (p <0,05) a las 6 y 16 semanas. A las 3 semanas de edad, no hubo diferencias
significativas ni numéricas entre los resultados de la PCR de los hisopos nasales y laringeos
(Tabla 1.2, Grafico3).

Por otro lado, como puede observarse en la tabla 2, no se detecté la presencia de tos
en ningin muestreo de la granja A, mientras que en la granja B solo se pudo detectar un
animal a las 6 semanas de edad en el grupo 1 (5%) y en 3 animales de 22 semanas de edad
en el grupo 2 (15%).

Con respecto a las lesiones macroscépicas, en la tabla 3 se puede observar que en el
grupo 3 de la granja Ay en el grupo 1y 2 de la granja B hubo una proporcién de hisopados
nasales positivos a las 3 semanas de edad mayor al 10% (17,6%; 15% y 15%), el APA fue
mayor (0,65; 0,48 y 0,71) al igual que la proporcién de animales con lesiones
macroscopicas (35%; 40%; 40%) y el IDN (0.47; 0,4 y 0,4). En el grupo 3 de la granja B
hubo una proporcién de hisopados nasales positivos a las 3 semanas de edad del 10%, el
APA fue igual al grupo 2 de la granja A (0,37) y la proporcién de animales con lesiones
pulmonares macroscépicas fue menor al grupo 1 de la granja A (20% vs 25%) al igual que
IDN (0,2 vs 0,25); en donde ambos grupos de la granja A (1 y 2) no hubo animales con
hisopados nasales positivos. En cuanto a los hisopados laringeos, en el grupo 3 de la
granja A en donde se detectd una proporcion de hisopados laringeos positivos
mayor al 10% (58%), el APA, la proporcién de animales con lesiones macroscopica

y el IDN fueron de 0,65, 35% y 0,47 respectivamente.
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Tabla 1. Comparacion de proporciones emparejadas para edades de granja A.

3 Semanas 16 Semanas
HN HN
Positivo | Negativo | Total Positivo | Negativo | Total
Positivo 3 6 9 Positivo 1 5 6
HL | Negativo 0 46 46 HL | Negativo 0 49 49
Total 3 52 55 Total 1 54 55
8,9% (1C95% -1,96 - 12,4). p=0,12 7,21% (1C95% -3,08 — 10,08). p= 0,21
6 Semanas 22 Semanas
HN HN
Positivo | Negativo | Total Positivo | Negativo | Total
Positivo Positivo 18 18 36
HL | Negativo No hubo Positivos HL | Negativo 6 13 19
Total Total 24 31 55
21,8% (1C95% 5,34 - 38,29). p=0,024
10 Semanas
HN
Positivo | Negativo | Total
Positivo 0 3 3
HL | Negativo 4 48 52
Total 4 51 55

1,81% (1C95% -10,2 - 8,04). p=1
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Tabla 1.1 Comparacion de proporciones emparejadas para edades de granja B.

3 Semanas 16 Semanas
HN HN
Positivo | Negativo | Total Positivo | Negativo | Total
Positivo 1 1 2 Positivo 5 5 10
HL | Negativo 7 51 58 HL | Negativo 0 50 50
Total 8 52 60 Total 5 55 60
-10% (1C95% -13,4 - 0,77). p= 0,07 6,66% (1C95% -2,82 —9,9). p=0,21
6 Semanas 22 Semanas
HN HN
Positivo | Negativo | Total Positivo | Negativo | Total
Positivo 4 12 16 Positivo 4 1 5
HL | Negativo 1 43 44 HL | Negativo 4 51 55
Total 5 55 60 Total 8 52 60
18,3% (1C95% 6,05 - 21,58). p=0,0034 -5% (1C95% -8,25 - 3,6). p=0,3750
10 Semanas
HN
Positivo | Negativo | Total
Positivo 2 11 13
HL | Negativo 1 46 47
Total 3 57 60

16,6% (1C95% 4,60 - 19,9). p=0,0063
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Tabla 1.2. Comparacion de proporciones emparejadas para edades de ambas granjas.

3 Semanas 16 Semanas
HN HN
Positivo | Negativo | Total Positivo | Negativo | Total
Positivo 4 7 11 Positivo 6 10 16
HL | Negativo 7 97 104 HL | Negativo 0 99 99
Total 11 104 115 Total 6 109 115
-0% (1C95% -6,56 - 6,56). p=1 7,75% (1C95% 1,65 — 9,43). p=0,0117
6 Semanas 22 Semanas
HN HN
Positivo | Negativo | Total Positivo | Negativo | Total
Positivo 4 12 16 Positivo 23 19 42
HL | Negativo 1 98 99 HL | Negativo 10 63 73
Total 5 110 115 Total 33 82 115
9,5% (1C95% 3,15 - 11,2). p= 0,0034 7,82% (1C95% -1,240 - 16,89). p=0,137
10 Semanas
HN
Positivo | Negativo | Total
Positivo 2 14 16
HL | Negativo 5 94 99
Total 7 108 115

7,82% (1C95% 0,39 - 13,49). p=0,063
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Gréfico 1. Proporciones de muestras positivas a la nested-PCR de hisopados nasales y
laringeos en cerdos de diferentes edades en la granja A.
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Gréfico 2. Proporciones de muestras positivas a la nested-PCR de hisopados nasales y
laringeos en cerdos de diferentes edades en la granja B.
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Gréfico 3. Proporciones de muestras positivas a la nested-PCR de hisopados nasales y
laringeos en cerdos de diferentes edades en granjas Ay B.

Tabla 2. Numero de animales que presentaron tos en los diferentes grupos de ambas

granjas

Semanas

Granja A

Granja B

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

1/20 (5%)

10

16

22

3/20 (15%)
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Tabla 3. Proporcidon de Hisopados Nasales y Laringeos positivos a la PCR a las 3
semanas de edad y proporcién de animales con lesiones macroscopicas (%), area

pulmonar afectada (APA) e indice de neumonia (IDN).

) 3 SPCR Lesiones Macroscopicas
Granja Grupo emanas

Nasal Laringeo % APA IDN
1 0 0 25 0,23 0,25
A 2 0 0 15 0,37 0,16

3 17,6 58,8 35 0,65 0,47

1 15 0 40 0,48 0,4

B 2 15 5 40 0,71 0,4

3 10 5 20 0,37 0,2
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DISCUSION

Este estudio longitudinal se disefi6 para comparar la deteccion por PCR de M.
hyopneumoniae a partir de hisopados nasales y laringeos en cerdos de diferentes edades de
dos granjas con infeccion endémica a lo largo del tiempo.

El patron de deteccién de M. hyopneumoniae mediante PCR de hisopados nasales y
laringeos fue diferente en cada granja. Esto podria explicarse debido a la eliminacion
irregular e intermitente del microorganismo informado anteriormente (Fano et al., 2005;
Pieters et al., 2009). Vale la pena sefialar aqui que el estudio se realiz6 en diferentes
sistemas en los que se implementaron medidas de control particulares contra el N.E.P. Por
lo tanto, en la granja A, no se detect6 M. hyopneumoniae en el muestreo de 6 semanas,
coincidiendo con la medicacion antibidtica en el alimento utilizada entre las 6 y 8 semanas
de edad en este sistema. Sin embargo, en la Granja B, a pesar de la medicacion en la
alimentacion, el agente se detecté en los grupos 2 y 3 a las 16 y 20 semanas de edad.
Teniendo en cuenta que la PCR puede detectar bacterias vivas 0 no viables, se puede
suponer que el tratamiento con antibioticos fue efectivo y que M. hyopneumoniae no viable
son barridas por los cilios y el aparato mucociliar hasta que en la laringe y la cavidad nasal
son detectables. Otros factores, como la incapacidad del tratamiento con antibidticos para
eliminar M. hyopneumoniae del tracto respiratorio (Le Carrou et al., 2006), la resistencia a
los antibidticos (Vicca et al., 2004; Thongkamkoon et al., 2013) o la diferente eficacia entre
los antibidticos de marca y genéricos (Gauzit y Lakdhari, 2012) pueden explicar estos
resultados; sin embargo, este no es el enfoque de este estudio.

A pesar de tal diferencia en los patrones de deteccion, los resultados mostraron que
el hisopado laringeo es mas sensible que el hisopado nasal para la deteccion de M.
hyopneumoniae, a partir de las 6 semanas de edad. La falta de diferencia estadistica en los
lechones de 3 semanas de edad obtenidos en la Granja A y la mayor proporcion de
hisopados nasales con PCR positiva en la Granja B, indica que los hisopados laringeos no
son una muestra adecuada para detectar M. hyopneumoniae en lechones al destete, de
acuerdo con los resultados anteriores (Takeuti et al., 2017). Eso podria explicarse, como han
observado otros autores, porque al destete, en lechones infectados naturalmente, M.
hyopneumoniae no alcanza la laringe hasta que la proliferacion en los pulmones y los
bronquios es suficiente, siendo indetectable en etapas tempranas de la infeccion en la
laringe (Takeuti et al. al., 2017).

El lugar 6ptimo de muestreo del tracto respiratorio para la detecciéon temprana de la
infeccién por M. hyopneumoniae en lechones alrededor del destete sigue siendo un tema

controvertido. Existe evidencia de que el patdgeno se puede detectar en lechones de hasta 1
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semana de edad utilizando hisopos nasales (Sibila et al., 2007a). De hecho, los hisopos
nasales se han utilizado ampliamente para la deteccion de M. hyopneumoniae en cerdos
peri-destete (Ruiz et al., 2002; Fano et al., 2007; Sibila et al., 2007a, b, Tamiozzo 2011).
Desafortunadamente, existen pocos antecedentes sobre la comparacion de diferentes sitios
del tracto respiratorio para la deteccion de M. hyopneumoniae en lechones jovenes vivos en
condiciones de campo. Por otro lado, un estudio reciente compar6 el rendimiento de los
hisopados nasales y el moco traqueobronquial para la deteccion de M. hyopneumoniae en
lechones vivos, concluyendo que el moco traqueobronquial es una muestra mas sensible
para la deteccion de M. hyopneumoniae (Vangroenweghe et al., 2015a). En cuanto al
conocimiento de los autores, no existen antecedentes en la literatura que comparen el
rendimiento de los hisopados laringeos y el material traqueobronquial para la deteccién de
M. hyopneumoniae en lechones de destete.

La mayor proporcién de muestras de hisopado laringeo positivas para PCR a las 6,
10, 16 y 22 semanas de edad sugiere que, a medida que los cerdos envejecen, la infeccion
por M. hyopneumoniae en el tracto respiratorio inferior prolifera y la carga del
microorganismo aumenta hasta ser detectable por PCR. En este sentido, una limitacion de
este estudio fue no haber cuantificado la carga de M. hyopneumoniae a partir de muestras
nasales y laringeas; Sin embargo, la sensibilidad de la PCR anidada utilizada aqui
(Calsamilgia et al., 1999) es similar a la PCR en tiempo real informada anteriormente
(Marois et al., 2010; Fablet et al., 2010).

El uso de hisopos laringeos para la deteccion de M. hyopneumoniae se ha informado
en estudios experimentales (Roos et al., 2016; Garcia-Morante et al., 2016; Pieters et al.,
2017). Sin embargo, en condiciones de campo, solo se ha informado en cerdas infectadas de
forma natural (Takeuti et al., 2017), pero nunca en cerdos en crecimiento a diferentes
edades. Segln nuestro conocimiento, este es el primer estudio que compara el rendimiento
de muestras de hisopados nasales y laringeos para detectar M. hyopneumoniae en cerdos de
granjas con infeccién endémica a lo largo del tiempo.

Parece obvio que cuanto méas profundo en el tracto respiratorio se toma la muestra,
mas probable es que se detecte el agente, principalmente debido a que M. hyopneumoniae
afecta el tracto respiratorio inferior. Sin embargo, desde un punto de vista practico, debe
haber un equilibrio entre la sensibilidad para detectar el agente del espécimen deseado, la
invasividad y la facilidad para recolectar el espécimen en cerdos vivos en condiciones de
campo.

A pesar de que este estudio se realizd en granjas con infeccion endémica, los
resultados sugieren que se podrian usar hisopados laringeos para la deteccion temprana del
agente en granjas libres de M. hyopneumoniae. En este sentido, un estudio reciente

describi6 la utilizaciéon de un hisopo traqueobronquial para confirmar la infeccion por M.
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hyopneumoniae en una granja libre de patégenos especificos -SPF por sus siglas en inglés-
(Vangroenweghe et al., 2018b); sin embargo, para sugerir el uso de la muestra menos
invasiva y mas sensible en este tipo de escenarios, se deben realizar mas estudios que
comparen los hisopos traqueobronquiales y laringeos.

Debido a la nula y muy baja presencia de tos en la granja A y B respectivamente, no
se pudo correlacionar los resultados obtenidos mediante hisopados nasales y laringeos con
este signo clinico. Esto se puede deber posiblemente a los planes de vacunacién y a los
esquemas de tratamiento antibidtico utilizados como medida de control en ambas granjas.
Ademas ya se ha mencionado que la técnica de PCR no tiene valor preclinico (Sibila et al.,
2004).

Respecto al valor predictivo de la PCR al destete, se observé que cuando la
prevalencia por PCR de hisopado nasal a las 3 semanas de edad en el grupo 3 de la granja A
y los grupos 1y 2 de la granja B superd el 10%, la severidad de las lesiones pulmonares
(determinado por el APA, proporcion de animales con lesiones macroscépicas e IDN) fue
mayor. Por lo tanto, podria utilizarse como valor predictivo de la severidad de la infeccion
medido por las lesione pulmonares macroscopicas en frigorifico como lo describié Fano et
al., 2007. Sin embargo, en el presente estudio, no se tuvo en cuenta las diferencias entre las
granjas (manejo, bioseguridad, tratamientos, profilaxis, etc.) lo cual podria modificar la
presion de infeccion y las lesiones macroscopicas. Como se mencioné anteriormente el
hisopo laringeo es mas sensible que el hisopo nasal para la deteccion de M. hyopneumoniae a
partir de las 6 semanas de edad, por lo que no se podria utilizar como valor predictivo de la

severidad de la infeccion al momento del destete.
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CONCLUSION

Bajo las condiciones de este estudio, el uso de hisopados laringeos permitié la
deteccion de M. hyopneumoniae en mayores proporciones que el hisopo nasal en cerdos a
partir de las 6 semanas de edad. Debido al hecho de que el hisopo laringeo es una muestra
minimamente invasiva, facil de recolectar y la mayor sensibilidad con respecto a los hisopos
nasales mas tradicionales, se deben realizar estudios adicionales para evaluar el papel de

este tipo de muestra en diferentes escenarios en condiciones de campo.
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