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20 May 2014
To whom it may concern:

Re: PhD studies of David Risco

In the central, south and west regions of Spain, wild boar are an important economic resource as part of the
profitable game business. Wild boar populations also have important ecological functions, taking advantage of
wide areas of forested or bushed mountain and dehesas, where, among other useful activities, they efficiently
scavenge in areas inaccessible to vultures. Because of the growing economic interest, the number of game estates
and farms attempting to breed these animals is growing each year.

As arelatively new form of farming, it is under constant threat, and success or failure can frequently be linked to
sanitary conditions. Disease outbreaks are not uncommon, often involving pathogens associated with domestic
pig farms. However, frequently the diseases of wild boar possess their own particular clinical or epidemiological
features. In addition, as the study of diseases in wild boar increases, it is becoming more apparent that wild boar
populations have become an important reservoir of zoonotic pathogens that may affect both domestic animals
and humans. Among these, tuberculosis and swine brucellosis would be prominent examples.

To date, relatively little has been known about the pathogenesis and epidemiology of wild boar diseases. In his
PhD studies, David Risco Pérez has begun the ambitious task of defining important wild boar pathogens in order
to generate fundamental information that would be required to establish control measures that could limit the
impact of disease in wild boar populations. These studies have revealed fundamental and important information
on a variety pathogens never or rarely described in this sub-species. The finding of an association between
porcine circovirus type 2 infections and prevalence of tuberculosis in wild boar is particularly interesting and
intriguing, and is something I must consider in my own line of wildlife tuberculosis research. This is a very
important contribution to understanding pathogenesis of tuberculosis in livestock and wildlife, and will lead to
the opening up of new avenues of research.

The description of other diseases, including pneumonia caused by Aeromonas hydrophila, brucellosis caused by
Brucella suis, ocular infection by Chlamydia suis, swine erysipelas, pasteurellosis and staphylococcal infection
serves to highlight the disease risks associated with wild boar farming.

The publications arising from this work include:

1.- High-Density Dependence But Low Impact on Selected Reproduction Parameters of Brucella suis Biovar 2 in
Wild Boar Hunting Estates from South-Western Spain. D. Risco, A. Garcia, E. Serrano, P. Fernandez-Llario, J.
M. Benitez, R. Martinez, W. L. Garcia and J. Hermoso de Mendoza (2013) Transboundary and Emerging
Diseases. In Press.

2.- Influence of Porcine Circovirus Type 2 Infections on Bovine Tuberculosis in Wild Boar Populations. D.
Risco, P. Fernandez-Llario, W.L. Garcia-Jiménez, P. Gongalves, J.M. Cuesta, R. Martinez, C. Sanz, M.
Sequeda, L. Gémez, J. Carranza and J. Hermoso de Mendoza (2013) Transboundary and Emerging Diseases, 60,
121-127.



3.- Outbreak of swine erysipelas in a semi-intensive wild boar farm in Spain. D. Risco, P. Fernandez Llario, R.
Velarde, W.L. Garcia, J.M. Benitez, A. Garcia, F. Bermejo, M. Cortés, J. Rey, J. Hermoso de Mendoza, L.
Goémez (2011) Transboundary and Emerging Diseases, 58, 445-450.

4.- Fatal outbreak of systemic pasteurellosis in a wild boar (Sus scrofa) population from southwest Spain. D.
Risco, P. Fernandez-Llario, J.M. Cuesta, W.L. Garcia-Jiménez, M. Gil, P. Gongalves, R. Martinez, L. Gémez, A.
Garcia, J. Rey, M. Hermoso de Mendoza, J. Hermoso de Mendoza (2013) Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation, 25, 791-794.

5.- A case of exudative epidermitis in a young wild boar from a Spanish game estate. D. Risco, P. Fernandez-
Llario, R. Velarde, J.M. Cuesta, W.L. Garcia-Jiménez, P. Gongalves, M. Gil, A. Garcia, J. Rey, L. Gomez, J.
Hermoso de Mendoza (2013) Journal of Swine Health and Production, 21, 304-308.

6.- Ocular lesions associated with Chlamydia suis in a wild boar piglet (Sus scrofa) from a semi-free range
population in Spain. D. Risco, A. Garcia, P. Ferndndez-Llario, W.L. Garcia, J.M. Benitez, P. Gongalves,
J.M. Cuesta, L. Gémez, J. Rey, J. Hermoso (2013) Journal of Zoo and Wildlife Medicine, 44, 159-162.

7.- Isolation of Aeromonas hydrophila in the respiratory tract of wild boar: Pathological implications. D. Risco,
P. Fernandez-Llario, J. M. Cuesta, J. M. Benitez-Medina, W. L. Garcia-Jiménez, R. Martinez, P. Gongalves, J.
Hermoso de Mendoza, L. Gomez and A. Garcia (2013) Journal of Zoo and Wildlife Medicine, 44, 1090-1093.

8.- Pathological consequences of infections with main porcine respiratory pathogens in wild boar from south-
western Spain. D. Risco, J. M. Cuesta, P. Fernandez-Llario, J. Salguero, P. Gongalves, W. L. Garcia-Jiménez, R.
Martinez, R. Velarde, M. Hermoso de Mendoza, L. Gémez, J. Hermoso de Mendoza. Veterinary Pathology.
Under review.

9.- Pathogen community drives bovine tuberculosis severity in the European wild boar. D. Risco, E. Serrano, P.
Fernandez-Llario, J. M. Cuesta, P. Gongalves, W. L. Garcia-Jiménez, R. Martinez, R. Cerrato, R. Velarde, L.
Gomez, J. Segalés, J. Hermoso de Mendoza. PLoS One. Under Review.

10 - Fatal case of Streptococcus suis infection associated to high mortality in a wild boar population from
South-Western Spain. D. Risco, P. Fernandez-Llario, J.M. Cuesta, W.L. Garcia-Jiménez, P. Gongalves, M. Gil,
R. Martinez, A. Garcia, L. Gomez, J. Hermoso de Mendoza. Journal of Wildlife Diseases. Under Review.

The excellent studies conducted by David Risco for his PhD contribute significantly to our scientific knowledge
on the diseases of wild boar and the role this host plays in the epidemiology of disease. It is unusual for one PhD
study to cover such a diverse range of pathogens, but this highlights the growing awareness of the importance of
pathogen communities, rather than the study of a single disease, notwithstanding. The study results will be of
great interest to others studying wildlife, and also to existing and prospective farmers who wish to manage wild
boar groups. It is likely that the key information will eventually contribute and possibly influence decisions on
the eradication of bTB from wildlife and cattle. Therefore, I have no hesitation in recommending David Risco
Pérez for an International Mention for his Doctorate.

Yours sincerely,

Eamonn Gormley PhD
Director of Badger Vaccine Research
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. Faculty of Health and Medical Sciences
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University of Surrey
Guildford, Surrey GU2 7XH
UK
To whom it may concern,

Wildlife is suggested to be the main reservoir of zoonotic infectious diseases worldwide. In Spain the
population of wild boar has experienced a considerable increase over the last 10 years, mainly due to the
implementation of intensive management measures that have promoted very profitable activities such as
hunting. In his PhD thesis, David Risco Pérez has carried out an intensive epidemiological study on the most
predominant porcine pathogens in Spanish wild boar. Some of the identified pathogens have been:
Actinobacillus pleuropneumoniae, Aeromonas hydrophila Brucella suis, Chlamydia suis, Erisipelothtix
rhusiopathiae, Haemophilus parasuis, Mycoplasma hyopneumoniae, Pasteurella multocida, PCV2, PRRSV,
Staphylococcus aureus, Streptococcus suis and swine influenza. The second goal of David’s thesis has been to
assess if infections by these pathogens can have an impact on the prevalence and transmission of
tuberculosis from wild boar to cattle. All these studies have been published as peer reviewed scientific
papers in international journals with excellent reputation in the field of Veterinary Science:

1. Risco et al., 2013. High-Density Dependence But Low Impact on Selected Reproduction Parameters of Brucella suis
Biovar 2 in Wild Boar Hunting Estates from South-Western Spain. Transboundary and Emerging Diseases. In Press.

2. Risco et al., 2013. Influence of Porcine Circovirus Type 2 Infections on Bovine Tuberculosis in Wild Boar Populations.
Transboundary and Emerging Diseases 60, 121-127.

3. Risco et al., 2011. Outbreak of swine erysipelas in a semi-intensive wild boar farm in Spain. Transboundary and
Emerging Diseases 58, 445-450.

4. Risco et al., 2013. Fatal outbreak of systemic pasteurellosis in a wild boar (Sus scrofa) population from southwest
Spain. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, 25, 791-794.

5. Risco et al., 2013. A case of exudative epidermitis in a young wild boar from a Spanish game estate. Journal of Swine
Health and Production 21, 304-308.

6. Risco et al., 2013. Ocular lesions associated with Chlamydia suis in a wild boar piglet (Sus scrofa) from a semi-free
range population in Spain. Journal of Zoo and Wildlife Medicine 44, 159-162.

7. Risco et al., 2013. Isolation of Aeromonas hydrophila in the respiratory tract of wild boar: Pathological implications.
Journal of Zoo and Wildlife Medicine 44, 1090-1093.

In addition, the following manuscripts are currently under revision:

1. Risco et al. Pathological consequences of infections with main porcine respiratory pathogens in wild boar from south-
western Spain. Veterinary Pathology.

2. Risco et al. Pathogen community drives bovine tuberculosis severity in the European wild boar. PLoS One.

3. Risco et al. Fatal case of Streptococcus suis infection associated to high mortality in a wild boar population from
South-Western Spain. Journal of Wildlife Diseases.

Clearly, the PhD thesis of David Risco Pérez has not only contributed to our scientific knowledge on the
infectious diseases in wild boar but also provides very valuable information for the implementation of control
measures aimed at reducing tuberculosis in wildlife and domestic animals. Therefore, | highly recommend
David Risco Pérez for an International Mention for his doctorate.

S ?}%\)"—)\

Jorge Gutiérrez Merino

Yours sincerely,

Lecturer in Food Security, Department of Nutritional Sciences, School of Biosciences and Medicine
Faculty of Health and Medical Sciences, University of Surrey
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Caracterizacion de procesos infecciosos en el jabali

1. Introduccion y revision bibliografica

1.1 Eljabali

1.1.1 Definicidn y caracteristicas

El jabali (Sus scrofa) es un mamifero salvaje que esta considerado como el
antecesor del cerdo doméstico (Lipowski, 2003). El jabali se encuadra dentro de la
familia taxondmica Suidae y junto a otras 7 especies (Sus salvanius, Sus verrucosus,
Sus barbatus, Sus cebifrons, Sus celebensis, Sus philippensis y Sus bucculentus)
integran el género Sus. Dentro de la especie Sus scrofa, podemos encontrar hasta
17 subespecies distintas de las cuales, 2 han sido descritas en Espafia: Sus scrofa

castilianus y Sus scrofa baeticus (Cabrera, 1914).

El jabali es un mamifero de mediano tamano con un dimorfismo sexual no
muy marcado. Los machos son entre un 5y un 10 % mas grandes que las hembras
y tienen el craneo mas alargado. Su cuerpo es compacto, sin apenas presencia de
cuello, su cabeza es alargada, con orejas erguidas y sus extremidades
relativamente cortas, con un mayor desarrollo del tren anterior. La caracteristica
gue mas diferencia a los machos de las hembras es el distinto desarrollo que
manifiestan sus caninos. Mientras que en los machos estas piezas dentarias se
desarrollan notablemente con un ritmo de crecimiento de aproximadamente 3
mm por afio llegando a convertirse en verdaderas armas de defensa y ataque, en
las hembras tienen un desarrollo mucho menor (Fernandez-Llario y cols., 2003).
Por otra parte, los machos presentan una piel mas gruesa y con una mayor dureza
en la zona de la espalda, formando de este modo una coraza que les permite evitar
heridas de gravedad cuando combaten contra otros machos en las épocas de celo

(Rosell y cols., 2001).

En la peninsula ibérica el peso de los machos adultos varia entre los 75 y 85
kg mientras que el de las hembras oscila entre 55 y 65 Kg de peso (Fernandez-
Llario, 2006). El peso y el tamafio de estos animales varian notablemente

dependiendo de la localizacidn geografica. Asi, en zonas del este y norte de Europa
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se han descrito jabalies con un tamafio sensiblemente superior, llegando a
alcanzar los 300 Kg de peso (Rosell y cols., 2001). Dentro de la peninsula ibérica,
también podemos observar variaciones en el tamafio de los jabalies dependiendo
de la zona geografica, encontrando animales con una menor talla y peso en

latitudes mas septentrionales (Fernandez-Llario, 2006).

La coloracién del jabali varia ostensiblemente con la edad. Asi, desde el
nacimiento hasta los 6 meses de edad, presentan una tipica coloracién a rayas que
tiene la misidn de mimetizar el cuerpo del pequeiio jabali entre los pastos y que ha
servido para darles el nombre de “rayones” (Imagen 1). Entre los seis meses y el
afio de vida, los jabalies adquieren una coloracidn entre rojiza y parduzca, razén
por la que se les denomina “bermejos”. A partir del aiio de vida, el color del pelo
se oscurece y comienza a adquirir tonalidades canosas por algunas partes del
cuerpo, fundamentalmente ciertas zonas de la cabeza y los flancos. Los machos de
mayor edad pueden llegar a presentar un aspecto canoso generalizado

(Fernandez-Llario, 2006).

Imagen 1: Jabalies adultos y crias de jabali con su tipica coloracion a rayas que les proporciona el nombre de

“rayones”.

La dentadura del jabali adulto estd compuesta por un total de 44 piezas (6
incisivos, 2 caninos, 6 premolares y 8 molares en cada una de las arcadas
dentarias). La evolucion dentaria es de gran utilidad en estos animales a la hora de

determinar su edad. Asi, atendiendo al patrén de erupcién dentaria podemos
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estimar la edad de estos animales hasta los 30 meses, momento en el que todas
las piezas dentales definitivas se han desarrollado (Sdez-Royuela, 1989). En los
animales mayores de 30 meses la estimacién de la edad se podria realizar
atendiendo a criterios como el grado de erosion sufrido por premolares y molares
(Fernandez-Llario, 2006), asi como por métodos basados en la estimacién de la
relacion existente entre el cemento y el canal dentario de los incisivos de estos
animales, método que esta siendo actualmente validado por nuestro grupo de

investigacion (Goncalves y cols. En preparacion).
1.1.2 Distribucion y habitat

La distribucion del jabali es amplia, pudiendo encontrar ejemplares de esta
especie en Europa, Asia, norte de Africa, América, Australia, Nueva Zelanda y gran
cantidad de islas del planeta (Rosell y cols., 2001). En un principio, la distribucién
de este animal se limitaba a ciertas zonas de Europa, Asia y norte de Africa; sin
embargo, el jabali ha ido colonizando otras areas geograficas, muchas veces a
causa de introducciones voluntarias llevadas a cabo por los humanos (Rosell y
cols., 2001; Fernandez-Llario, 2006). En la actualidad, debido a la falta de
aprovechamiento del terreno que existe en bastantes areas rurales, sobre todo en
los paises desarrollados, el jabali continda en expansiéon aumentando afio tras ano

su presencia en un gran nimero de paises (Rosell y cols., 2001) (Imagen 2).
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Imagen 2: Distribucion geografica de las formas salvajes y asilvestradas de Sus scrofa (Sjarmidi y cols., 1988).
La figura no incluye las areas de reciente colonizacién.
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En la peninsula ibérica podemos encontrar poblaciones de jabalies desde
los bosques de los Pirineos hasta las dunas de la desembocadura del Guadalquivir,
pasando por las zonas de bosque mediterrdaneo del cuadrante sudoccidental,
Sierra Nevada, los bosques de repoblacion de pinos de la costa mediterranea, los
ecosistemas humedos de la cornisa cantabrica y gallega o los bosques-islas que
sobreviven entre las urbanizaciones que pueblan los alrededores de nuestras
grandes ciudades, tal y como ocurre en Madrid y Barcelona (Abaigar, 1990;

Fernandez-Llario, 1996; Rosell, 1998; Herrero, 2002).

El jabali puede ocupar muy diferentes habitats en los cuales consigue
explotar de una forma realmente eficiente los recursos naturales que estos
ofrecen. De este modo, en Espana podemos hallar poblaciones de estos animales
en bosques con gran cantidad de arboles y matorrales, en marismas y terrenos
humedos situados junto al mar, asi como en areas en las que intentan aprovechar

recursos generados por el hombre (Fernandez-Llario, 2006).

1.1.3 Alimentacion

Debido a su caracter oportunista, el jabali presenta una dieta en la que
tienen cabida un gran niumero de alimentos y que dependera de los recursos que
la naturaleza ofrezca en cada momento. De forma general, se puede indicar que el
jabali es una especie omnivora con un amplio espectro tréfico y con unas
costumbres marcadamente estacionales que le permiten aprovechar los recursos

que ofrecen cada estacion y ecosistema (Fernandez-Llario, 2006).

Su dieta estd compuesta generalmente por elementos de origen vegetal
aunque también hay una parte significativa de origen animal (invertebrados
fundamentalmente). Es de destacar que aunque los jabalies consumen una gran
cantidad de alimentos de origen vegetal, al tratarse de una especie con un
estdmago monogastrico, apenas pueden asimilar el 30 % de la proteina de este
origen (Abaigar, 1990; Herrero y cols., 2006). Aunque algunos autores consideran
que la ingesta de proteina animal es meramente oportunista, la escasez de este

componente en el alimento vegetal unida a su deficiente asimilacion, determinan




Caracterizacion de procesos infecciosos en el jabali

gue realmente sea una necesidad imperiosa (Abaigar, 1990; Rosell, 1998; Herrero,
2002). Esta demanda se hace mas notable en los animales jévenes (menores de 1
afio), los cuales requieren un mayor aporte proteico (Groot-Bruinderink y cols.,
1994). En muchas ocasiones, esta necesidad les hace explorar otras fuentes de
alimentacion que les proporcionan gran cantidad de proteinas como pueden ser
cadaveres de otras especies o incluso de sus propios congéneres (Gortazar y cols.,

2006).

Para su alimentacion, el jabali aprovecha tanto los pastos disponibles en
cada momento, como los recursos que puede encontrar en las capas mas
superficiales del suelo. Es habitual que en las épocas humedas del afio, el jabali
remueva el suelo con su hocico en busca de alimento, dejando unas tipicas marcas
a las que denominamos hozaduras (Fernandez-Llario, 1996). En algunas zonas en
las que el terreno lo permite, esta practica se lleva a cabo durante todo el afio, con
maximos en septiembre y minimos en julio (Puigdefabregas-Tomas, 1981). Existen
preferencias muy marcadas por hozar en las proximidades de leguminosas,
posiblemente buscando una mayor cantidad de invertebrados y plantas con un

mayor contenido de proteina (Fernandez-Llario, 1996).

En Espaia, los alimentos que el jabali incluye en su dieta varian
notablemente dependiendo de la zona geogréfica y de la estacion del ano en la
gue nos encontremos (Abaigar, 1990; Valet y cols., 1994; Herrero y cols., 1995;
Sdenz de Buruaga, 1995). Asi, dependiendo de estas circunstancias, la fraccion
vegetal ingerida por el jabali estaria compuesta principalmente por frutos como la
bellota, cereales, raices o plantas acudticas. Por su parte, dentro de la fraccion
animal que forma parte de la dieta del jabali podemos encontrar restos de
invertebrados, anfibios, micromamiferos o incluso restos (carrofias) de otros
mamiferos que cohabitan con el jabali como el ciervo y el gamo (Fernandez-Llario,

1996; Rosell y cols., 2001).
1.1.4 Reproduccion

El jabali es una especie bastante prolifica desde el punto de vista
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reproductivo principalmente por tres motivos: la temprana edad a la que alcanzan
la madurez sexual, el corto periodo de gestacion necesario para el desarrollo de las
crias (120-130 dias) y el elevado numero de descendientes que obtienen en cada
camada, que puede oscilar entre 3.3 y 4.2 de media en las poblaciones espaiolas

(Rosell y cols., 2001).

La actividad reproductiva del jabali estda notablemente influida por la
cantidad de recursos que ofrece la naturaleza en cada momento (Fernandez-Llario
y cols., 1998). En los ecosistemas mediterraneos, la actividad reproductiva de las
hembras es practicamente inexistente durante el periodo estival debido a la
escasez de alimentos, reactivindose generalmente a principios de otofio con las
primeras precipitaciones y con la caida de la bellota (Santos y cols., 2006). Esta
estacionalidad se puede ver alterada en las dreas donde la alimentacién esta
suplementada con alimento proporcionado por el hombre. En este tipo de areas se
puede registrar actividad sexual durante todo el afo (Fernandez-Llario y cols.,

1998).

Imagen 3: Hembra de jabali placidamente tumbada amamantando a su camada de rayones.

Las hembras alcanzan su madurez sexual cuando adquieren un peso
aproximado de 30 kg, lo que se corresponde con una edad cercana a los 10-11
meses (Saez-Royuela, 1989). Sin embargo, hay que indicar que muchas hembras de
esta edad pueden ver retrasado su primer celo hasta que tienen un afio y medio

de edad si el ambiente en el que se desarrollan no aporta los suficientes nutrientes
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(Fernandez-Llario y cols., 2005a). Por su parte, los machos también alcanzan la
pubertad aproximadamente a los 10 meses de edad. Sin embargo, estos no
presentan una actividad reproductiva importante hasta que no alcanzan el
desarrollo suficiente de sus caninos y la fuerza necesaria para competir con los
machos dominantes, lo que suele ocurrir a los dos afios de edad aproximadamente

(Rosell, 1998; Herrero, 2002).

El tamafio medio de la camada en las poblaciones de jabalies en zonas
mediterraneas es de 3.5 crias (Fernandez-Llario y cols., 1999). Este valor esta
bastante influenciado por el tamafio de las hembras, encontrando camadas con un
mayor numero de crias en hembras mas grandes (Saez-Royuela y cols., 1987).
Ademas, el tamafio de camada parece estar ligado a la cantidad de recursos
disponibles en la naturaleza. Asi, en las poblaciones del centro de Europa donde
los recursos son mas abundantes, el tamafio medio de camada es de 5.3 (Rosell y
cols., 2001). Dicho esto, podemos intuir que el jabali adapta su estrategia
reproductiva ajustandose a los recursos que encuentra disponibles. En este
sentido, se ha comprobado cémo en anos lluviosos, en los que estos animales
pueden encontrar mas recursos, tanto el porcentaje de hembras gestantes como
el tamafio de camada son mayores que en afios de sequia (Abaigar, 1990; Rosell,
1998; Fernandez-Llario y cols., 2000). Por otra parte, se ha comprobado que
dentro de una misma camada, la cria con mayor peso al nacimiento suele ser un
macho, lo que hace pensar que los esfuerzos reproductivos de las hembras estdn
sesgados en este sentido con un objetivo adaptativo, ya que este macho accedera

a la mama con mas leche (Fernandez-Llario y cols., 1999).

Los nacimientos de las crias de jabali tienen lugar en parideras
excelentemente preparadas por las madres. Estos lugares son verdaderos nidos de
cria, construidos por la propia hembra mediante la acumulacidon de ramas de los
alrededores, a modo de paredes y techo. Estos nidos disponen de una mullida
cama formada por materiales vegetales que la misma hembra prepara mascando
ramitas finas. La mayor parte de estos nidos de cria se encuentran en las zonas

mas soleadas de las laderas, en las cercanias de puntos de agua y en lugares en
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donde la cobertura vegetal es abundante (Fernandez-Llario y cols., 2005b). Los
rayones permanecen en los nidos los primeros dias y sélo empiezan a salir tras la
primera o segunda semana de vida, o incluso antes dependiendo de las

condiciones ambientales.
1.1.5 Comportamiento del Jabali

El jabali es un animal social, de habitos nocturnos y que dedica la mayor
parte de su actividad a la busqueda de alimento y a su nutricién (Fernandez-Llario,
2006). Este animal interacciona con lo que le rodea principalmente utilizando dos
de sus sentidos: el olfato y el oido. El olfato es el sentido mas desarrollado y es
utilizado sobre todo para la exploracion del medio y como herramienta de
defensa, ya que les permite detectar posibles depredadores o posibles riesgos a
gran distancia (Rosell y cols., 2001). Por su parte, el oido posee una funcion
comunicativa importante permitiendo al jabali la captacion de sonidos emitidos
por sus congéneres (Rosell y cols., 2001). La emisidon de sonidos es importante a lo
largo de varias etapas en la vida del jabali. Las crias son capaces de indicar a las
madres situaciones de alerta o situaciones de hambre, mediante la emisién de
sonidos (Weary y cols., 1995; Weary y cols., 1998). Ademas, los adultos emiten
sonidos con los que pueden regular sus comportamientos sociales e incluso

sexuales (Fernandez-Llario, 1996).

Las poblaciones naturales de jabalies se componen de diferentes grupos o
estructuras familiares dinamicas, con un nimero variable de individuos que va
cambiando ciclicamente dependiendo de la época del afio en la que nos
encontremos (Fernandez-Llario, 1996). De este modo, una estructura familiar
tipica estaria formada por una hembra adulta, que ejerce las labores de hembra
dominante debido a su edad y su experiencia; varias hembras adultas y subadultas,
generalmente emparentadas con la hembra dominante a la cual secundan; y las
crias menores de un ano, tanto machos como hembras (Martinez-Rica, 1981;
Fernandez-Llario, 1996). Los machos por su parte, se distribuyen alrededor de los

grupos matriarcales interactuando con ellos sobre todo en las épocas de celo
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(Fernandez-Llario, 2006).

En las épocas de baja actividad reproductiva los machos pueden vivir
formando grupos de tamafio variable que sobre todo incluyen a machos
subadultos, en estructuras mas reducidas formadas por un par de individuos o
incluso en solitario (Rosell y cols., 2001; Fernandez-Llario, 2006). En los
ecosistemas mediterraneos es muy tipica la estructura formada por un macho
dominante y otro subadulto al que denominamos “escudero”, el cual hace las
funciones de centinela a la hora de explorar nuevos territorios. Durante la época
de celo, los machos dominantes entran en contacto con los grupos matriarcales,
desplazando de ellos a los jovenes machos menores de un afio que aun formaban
parte del grupo (Fernandez-Llario, 2006). Este periodo es el de mayor dinamismo y
en el que podemos encontrar una mayor variabilidad en la formacion de los grupos

en funcidn de las luchas de dominancia entre los machos.

Durante esta época de celo, los machos adultos suelen mostrar unas pautas
de comportamiento que incluyen el bafio en zonas embarradas conocidas como
“banas”. Estas “bafias”, utilizadas afio tras afio, se localizan cerca de rios o arroyos
debido a que necesitan agua para su formacion (Rosell, 1998). Durante este rito los
jabalies recubren su cuerpo con barro, que forma una pelicula sobre extensas
partes del mismo (Imagen 4). Posteriormente, es habitual que los jabalies froten su
cuerpo con los troncos de los arboles cercanos a las bafias, donde dejan impreso

parte de este barro.

Imagen 4: Jabali reposando en una zona embarrada a la que se le denomina “bafia”.
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Las funciones que el bafio desempefia en la vida social del jabali han sido
ampliamente discutidas. Por una parte, se piensa que el barro que los jabalies
dejan impregnado en los troncos podria llevar fijadas parte de las feromonas que
los machos secretan en la saliva, favoreciendo de este modo la aparicién del celo
en las hembras préximas (Fernandez-LLario, 2005). Por otra parte, la adquisicion
de una cubierta de barro podria suponer una herramienta defensiva en las
multiples peleas que continuamente se suceden entre los machos durante la
época de celo o, incluso, servir como antiséptico para las heridas que durante este
tipo de peleas se producen (Fernandez-Llario, 2006). Por ultimo, las funciones del
bafo pueden ir encaminadas a favorecer la termorregulacion (Belden y cols., 1976)
o la eliminacion de parasitos externos (Rosell y cols., 2001). Sin embargo, esta
ultima idea parece estar casi descartada, ya que en las zonas mediterrdneas, la
mayor frecuencia de bafios sucede en los meses de octubre-noviembre cuando los

niveles de ectoparasitos en el jabali son bajos (Fernandez-Llario y cols., 2005a).
1.1.6 Adaptacion del jabali a nuevos habitats y sistemas de cria

En los ultimos anos, con el objetivo de satisfacer una mayor demanda de
jabalies, se han explorado nuevos modelos de explotacién para este animal. Esto
ha propiciado que en muchos casos, el jabali se haya visto obligado a adaptarse a
habitats diferentes que en algunas ocasiones distan bastante de la zona de

campeo natural para esta especie.

La mayor demanda de jabalies puede deberse a varios motivos,
dependiendo de la zona geografica a la que nos refiramos. Por ejemplo, en paises
como Finlandia el aumento en el nimero de granjas y explotaciones intensivas de
jabalies es debido a una mayor demanda de carne procedente de este animal (Halli
y cols., 2012). Por otra parte, en paises como Esparia, el interés por la cria del jabali
viene suscitada, sobre todo, por una mayor demanda de animales destinados a la

practica de la caza (Gortazar y cols., 2006).

En cualquier caso, esta situacidn ha creado la necesidad de utilizar modelos

de explotacion mas eficientes para la cria del jabali. Estos modelos varian entre
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explotaciones en las que los jabalies son criados en instalaciones similares a las
utilizadas para la cria de cerdo doméstico, y fincas en las que la Unica medida de
manejo que se aplica es el suministro de alimentacidén suplementaria y en las que

los jabalies conservan sus areas de campeo habituales.

En nuestro pais una de las medidas mas utilizada ha sido el vallado de
fincas, cercando en muchos casos grandes superficies de terreno con el objetivo de
evitar la dispersién de los jabalies que habitan ese drea. Esta medida permite tener
un control mas exhaustivo de la poblacidon de jabalies y facilita que las fincas

puedan albergar densidades de jabalies mds elevadas en muchos casos.

Imagen 5: El vallado perimetral es una de las medidas de manejo mas extendidas en las fincas de jabali.

Otra de las medidas mas frecuentes es la administracion de alimento
suplementario a los jabalies de una determinada zona. Esta medida es sobre todo
necesaria en fincas valladas, con una gran densidad de animales, las cuales no
ofrecen recursos suficientes para cubrir las necesidades alimentarias de los jabalies
gue en ellas habitan. Ademas, la alimentacidn suplementaria se puede aplicar con
otros fines, como puede ser la atraccidon de jabalies a una determinada zona de
monte, en la cual se realizara posteriormente una accién cinegética. Los alimentos
mas utilizados para este tipo de practicas son cereales como el maiz o la cebada,
piensos especialmente elaborados para el mantenimiento de jabalies o incluso
subproductos procedentes de la industria alimenticia. Estos alimentos en muchos

casos se suministran en areas exentas de monte donde son derramados

11
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directamente sobre el suelo; sin embargo, en los ultimos tiempos son cada vez
mas las fincas que cuentan con comederos para suministrar este tipo de alimento.
Estos comederos pueden ser especificos para el jabali, evitando la entrada de otros
animales salvajes con los que cohabitan. Incluso, se han disefiado comederos
especificos para las crias de jabalies, con entradas estrechas que excluyen la
entrada de adultos y permiten la administracion de alimentos mas acordes con las

necesidades nutricionales de las crias.

Imagen 6: Hembra de jabali amamantando a sus rayones en un nucleo zoolégico de jabalies dotado de

instalaciones similares a las utilizadas para la cria del cerdo doméstico en condiciones intensivas.

Posiblemente, una de las maximas expresiones del avance que ha
experimentado el manejo del jabali la encontremos en los cada vez mas
numerosos nlcleos intensivos o nulcleos zooldgicos. Estos nucleos se ubican
generalmente dentro de explotaciones cinegéticas y tienen como objetivo
suministrar jabalies a la propia finca o a otras, dependiendo de las necesidades
cinegéticas. En este tipo de nucleos el control que el hombre ejerce sobre
determinados aspectos de la vida del jabali, como la alimentacion o la
reproduccién son mucho mayores. Presentan comederos y bebederos especificos,
y suelen estar dotados de diferentes parcelas y sistemas de manejo que permiten
ubicar a los animales en cada una de ellas dependiendo de las necesidades. De
este modo, por ejemplo, se pueden controlar los periodos de cubricion, separando

los machos de las hembras; o se puede realizar un destete programado, separando

12
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a las crias de las madres. Ademas, este tipo de explotaciones brinda la oportunidad
de aplicar medidas sanitarias individualizadas basadas en la aplicacién de vacunas,
tratamientos especificos o en la recogida de muestras para diagndstico de

diferentes enfermedades.

1.2 Importancia del jabali en la actualidad

El jabali es un mamifero salvaje que ha estado ligado al hombre desde
épocas muy antiguas. Actualmente, estd considerada como una de las especies
cinegéticas mas importantes en nuestro pais, teniendo una notable repercusion en

ambitos tan importantes como el econédmico, el social o el sanitario.
1.2.1 Importancia econdmica

El jabali se ha consolidado en los ultimos aflos como una de las principales
especies cinegéticas. En la pasada década, el nimero de jabalies abatidos en
cacerias celebradas en Espafia aumentd progresivamente, con un crecimiento
anual préximo al 10 % hasta llegar a los 222.658 especimenes abatidos en la

temporada 2010-2011 (Garrido, 2012).

Imagen 7: Conjunto de jabalies abatidos en una accién cinegética celebrada en una de las fincas estudiadas

durante el desarrollo de esta tesis.

Este aumento en el nimero de capturas supuso un mayor impacto de esta

especie en la economia nacional. Contabilizar el efecto que la caza del jabali tiene
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en este campo es una tarea complicada, debido principalmente a que el flujo
econdmico generado por las acciones cinegéticas sobre esta especie salpica a una
gran cantidad de sectores como el de la industria carnica, la actividad veterinaria,
la taxidermia o la hosteleria (Garrido, 2012). Sin embargo, a pesar de la
complejidad del asunto, se podrian hacer algunas aproximaciones que nos

proporcionarian una idea de la importancia econdmica de esta actividad.

Posiblemente una de las principales fuentes de ingresos de esta actividad
sea el dinero pagado por los cazadores para poder asistir a la accion cinegética.
Hoy en dia, pese a la crisis econdmica en la que estamos inmersos, el nimero de
aficionados a la caza, tanto nacionales como extranjeros, dispuestos a gastar una
gran cantidad de dinero con el objetivo de abatir un buen jabali es muy notable.
Estimar el montante econdmico generado por la realizacion de cacerias de jabali es
muy complicado, debido principalmente a que no existe un registro controlado del
abono de tasas por parte de los cazadores para asistir a las acciones cinegéticas.
Sin embargo, en estudios recientes se ha estimado que el precio medio que un
cazador paga para abatir un jabali es de 90 €, lo que supondria, teniendo en cuenta
el nUmero de capturas, unos ingresos de 20.039.222 € (Garrido, 2012). En las
monterias de élite en las que se garantiza una calidad minima en los jabalies
abatidos, el precio que un cazador paga por abatir uno de estos animales puede

superar holgadamente los 500 €.

Otra parte importante de los ingresos de esta actividad se obtienen a raiz
de la venta de las canales de los jabalies abatidos para la elaboracion de productos
carnicos. Segun las estadisticas oficiales del MAGRAMA, la venta de la totalidad de
los jabalies abatidos entre los afios 2005 y 2010 origind unos ingresos superiores a
los 55 millones de euros (55.811.238 €) lo que supone una media anual de

11.162.247 € (Ministerio de Agricultura, 2012).

Ademas, la caza del jabali afecta a la economia en muchos mas aspectos. En
primer lugar, ofrece una fuente de ingreso para las administraciones publicas

mediante el pago de tasas y licencias que tanto los gestores como los cazadores
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tienen que abonar para poder llevar a cabo la actividad cinegética. En segundo
lugar, sectores como los de la veterinaria, la taxidermia, la venta de armas y
municidén, las compafiias aseguradoras, la guarderia de los cotos de caza o las
rehalas y recovas, se benefician en mayor o en menor medida de la caza de este
animal. Por ultimo, la realizacidn de acciones cinegéticas sobre el jabali, disminuye
notablemente las pérdidas que estos animales producen por dafios en la
agricultura, las cuales a buen seguro serian mayores si no existieran este tipo de

acciones.

1.2.2 Importancia social

La expansion territorial experimentada por el jabali en los ultimos afios en
nuestro pais esta propiciando la colonizacidon por parte de este animal de areas
periurbanas, dando lugar a una mayor interaccién entre el jabali y el ser humano
gue desemboca en consecuencias sociales, negativas en su gran mayoria (Meng y

cols., 2009).

El jabali como animal en continua adaptacidon al medio que le rodea,
encuentra atractiva la colonizacion de areas periurbanas por varios motivos. En
primer lugar, encuentra una buena fuente de recursos alimenticios en los
desperdicios, sobre todo organicos, que el ser humano genera en su actividad
diaria (Casas y cols., 2008). Por otra parte, las inmediaciones de los nucleos
urbanos suponen una zona de seguridad para el jabali, ya que generalmente son
territorios donde no se llevan a cabo acciones cinegéticas sobre esta especie. Por
lo tanto, la presencia del jabali en estas zonas podria deberse también a una
estrategia adaptativa con la finalidad de evitar exponerse a las cacerias (Casas y
cols., 2008). De hecho, se ha demostrado que el nimero de jabalies alrededor de
nucleos urbanos es mayor entre los meses de octubre y febrero, precisamente en

los que estad permitida la caza del jabali (Casas y cols., 2008).

La presencia de poblaciones de jabalies en nucleos urbanos generalmente
desemboca en consecuencias negativas que pueden dar lugar a una verdadera

alarma social. Dentro de los principales problemas que acarrean estos animales
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podriamos destacar el riesgo que supone su presencia en las vias de circulacidn. El
jabali es un animal de habitos nocturnos y que recorre grandes distancias en busca
de fuentes de alimento. Este hecho hace que la presencia nocturna de jabalies en
las carreteras sea una constante en determinadas zonas, con el peligro que esto
supone para la circulacion. Asi, son numerosos los accidentes de trafico atribuidos

a estos animales y que han tenido consecuencias mas o menos graves

dependiendo del caso (Rodriguez-Morales y cols., 2013).

Imagen 8: Jabalies en zonas urbanas. A) Jabali intentando encontrar alimento en depdsitos de basura

situados en una zona periurbana. B) Jabalies provocando dafios en zona ajardinada de alguna ciudad.

Otro inconveniente de la adaptacién de estos animales a zonas periurbanas
es la posibilidad de que se desarrollen ataques tanto a personas como a animales
domeésticos. El jabali, por su comportamiento natural, tiende a huir cuando intuye
qgue algun peligro se esta aproximando. Sin embargo, cuando siente que su
integridad esta comprometida y la huida no es la mejor estrategia, puede tomar
una actitud agresiva resultando muy peligroso. Asi, se podrian dar situaciones de
ataques por parte del jabali. No obstante, se han documentado multitud de
ataques a personas y animales domésticos, generalmente de escasa gravedad, en

muchos puntos de la geografia espaiiola (Casas y cols., 2008).

Por ultimo, la interaccién de este animal con el medio urbano puede
desembocar en dafios materiales. En su afan por conseguir alimento, el jabali
puede producir dafios en sitios publicos como parques y jardines; en propiedades

privadas como huertos dedicados al autoconsumo o jardines privados; o en el
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mobiliario urbano, sobre todo en papeleras y contenedores que pueden albergar
alimento (Casas y cols., 2008). Si bien este tipo de dafios, no parecen ser muy
graves, pueden tener repercusiones sociales y econdmicas cuando se repiten con

mucha frecuencia, cosa que ocurre en bastantes areas de nuestra geografia.

1.2.3 Importancia sanitaria

El jabali ha adquirido una gran importancia sanitaria en las ultimas
décadas, debido principalmente a dos motivos. Por una parte, se ha puesto de
manifiesto que el jabali puede albergar una gran cantidad de patdgenos en su
organismo que pueden producir enfermedad tanto en los humanos como en otras
especies animales (Meng y cols., 2009). Por otro lado, el incremento generalizado
del nimero de estos animales ha multiplicado las probabilidades de contacto
directo con otras especies animales, incluida la humana, generdndose un ambiente

propicio para la transmision de patégenos a otras especies (Gibbs, 1997).

Impacto

Sanitario
Jabali

Sanidad
Animal

Imagen 9: Diagrama explicativo de los diferentes ambitos que se ven afectados por la presencia de

patégenos infecciosos en el jabali.

De este modo, podemos decir que la presencia de determinados patdgenos
en el jabali puede suponer un riesgo sanitario por varias vias. En primer lugar, el
jabali puede suponer un riesgo para la salud publica ya que puede actuar como
reservorio y transmitir patégenos que afectan gravemente a los humanos

(Wacheck, 2010). En segundo lugar, supone un riesgo para la sanidad animal ya
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gue puede albergar y diseminar patdgenos que producen enfermedad en otros
animales domésticos con los que puede entrar en contacto (Meng y cols., 2009).
Por ultimo, la presencia de determinados patdgenos en el jabali puede suponer un
riesgo ecoldgico, ya que podria comprometer el estatus sanitario de las

poblaciones de este animal y de otras especies salvajes que cohabitan con él.

1.2.3.1 Repercusiones sanitarias para la salud ptblica

Las zoonosis son enfermedades presentes en los animales que pueden ser
transmitidas a los humanos, por lo que suponen un riesgo para la salud publica
(Navarro-Gonzalez, 2013). La fauna salvaje es capaz de transmitir numerosos
patdégenos zoondsicos a los humanos. De hecho, gran cantidad de las
enfermedades emergentes que afectan a los humanos en la actualidad, son
zoonosis procedentes de reservorios silvestres (Jones y cols., 2008). Entre los
agentes zoondsicos que puede albergar el jabali destacan bacterias re-emergentes
como Campylobacter spp., Salmonella spp. o Escherichia coli (Diaz-Sanchez y cols.,
2013); virus como el virus de de la hepatitis E (de Deus y cols., 2008) y el virus de la
encefalitis japonesa (Yang y cols., 2013); o parasitos como Trichinella spp. (Gamito-

Santos y cols., 2009) y Toxoplasma gondii (Calero-Bernal y cols., 2013).

Las vias de transmision de estos patdgenos entre el jabali y los humanos
dependen del agente al que nos estemos refiriendo; sin embargo se pueden

resumir en dos:

a) La principal es el consumo de carne procedente de canales
contaminadas con algin patégeno durante el proceso de elaboracion (Van
Campen y cols., 2010). En muchas ocasiones la calidad higiénica de la carne
procedente de estos animales no es la mas adecuada, debido a que el faenado de
las canales se realiza al aire libre y no siempre en muy buenas condiciones, lo que
facilita contaminaciones con agentes patégenos (Diaz-Sanchez y cols., 2013).
Ademas, se ha comprobado que la ubicacién del disparo que produce la muerte
del animal también puede alterar la calidad higiénica de la canal, teniendo mas

posibilidades de encontrar una canal contaminada si el disparo afectd la cavidad
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abdominal del animal (Avagnina y cols., 2012).

b) La otra via de transmisidon podria ser el contacto directo con superficies y
materiales contaminados por excreciones procedentes de estos animales, o el
consumo de agua contaminada por este tipo de excretas (Van Campen y cols.,
2010). Esta de via de contagio puede ser mas frecuente en colectivos de personas
gue trabajan en contacto directo con este tipo de animales como veterinarios,
carniceros, taxidermistas o guardas (Massey y cols.,, 2011). Sin embargo, la
posibilidad de un contagio por contacto directo entre jabali y humano se va
ampliando dia a dia a otros sectores de la sociedad. Como hemos comentado
anteriormente, la colonizacién de nucleos urbanos por parte de los jabalies
favorece las interacciones entre los humanos y estos animales. Asi, es habitual que
los jabalies que habitan en zonas periurbanas, se alimenten y defequen en areas
publicas o jardines privados y se abastezcan de agua en fuentes publicas y
privadas, pudiendo de este modo, depositar sus excreciones en lugares
frecuentemente habituados por los humanos y provocando un riesgo de
transmisién de patdégenos entre ambas especies (Casas y cols., 2008; Navarro-

Gonzalez y cols., 2013).

1.2.3.2 Repercusiones sanitarias en sanidad animal

La transmision de patdgenos entre la fauna salvaje y el ganado doméstico
es un problema cuya dimensién ha aumentado notablemente en los Ultimos afos
en muchos paises de Europa (Navarro-Gonzalez y cols., 2013). Este incremento
podria ser fruto de varios factores. En primer lugar, la expansion territorial de la
poblacién humana ha propiciado que grandes poblaciones de animales salvajes se
hayan visto concentradas en pequefias areas naturales aumentando notablemente
su densidad (Gummow, 2010). Por otra parte, este incremento en la abundancia
de animales salvajes se ha visto favorecido en muchos casos por la accién del
hombre, el cual emplea sistemas de manejo encaminados a aumentar su densidad
poblacional para poder satisfacer las necesidades del mercado (Gortazar y cols.,

2007). Ademas, el aumento de zonas boscosas en detrimento de dreas
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tradicionalmente agricolas puede proporcionar cobijo y recursos a las poblaciones
salvajes (Martin y cols., 2011). Finalmente, a todo esto hay que sumar el aumento
en el nimero de explotaciones extensivas de ganado doméstico que se esta
produciendo en muchos lugares fruto de la demanda de productos carnicos mas
naturales por parte de los consumidores y de las propias administraciones
(Gortazar y cols., 2007). Este tipo de explotaciones extensivas puede facilitar

notablemente la interaccidn entre animales salvajes y domésticos.

Entre los animales salvajes que pueden suponer un riesgo sanitario para la
cabafia doméstica, el jabali ocupa uno de los primeros puestos del escalafén. Este
animal ha sido sefialado como reservorio de gran cantidad de patégenos que
afectan a la cabafia doméstica. Asi, entre los patdégenos mas importantes que se
han detectado en el jabali se encuentran bacterias, como Brucella suis (Muioz y
cols., 2010), o Mycobacterium bovis (Parra y cols., 2003); y virus, como el virus de
la enfermedad de Aujeszky (ADV) (Ruiz-Fons y cols., 2007), el circovirus porcino
tipo 2 (PCV2) (Vicente y cols., 2004), el virus de la peste porcina clasica
(Leuenberger y cols., 2007) o el virus del Sindrome Reproductivo Respiratorio

Porcino (PRRSV) (Rodriguez-Prieto y cols., 2013), entre otros.

Los problemas que el jabali puede provocar en materia de sanidad animal
alcanzan su maxima expresion cuando este actla como transmisor de
enfermedades consideradas erradicadas en la cabafia doméstica (Meng y cols.,
2009). Uno de los ejemplos mas claros para definir esta situacién es el que ocurre
con la brucelosis porcina en Europa. En las Ultimas décadas se han descrito brotes
de esta enfermedad en granjas de porcino doméstico pertenecientes a paises en
los que la enfermedad se consideraba erradicada o en los que no se habia
registrado ningun caso como Dinamarca, Francia o Alemania (Godfroid y cols.,
2002). La aparicion de este tipo de brotes ha sido atribuida a la presencia de
reservorios de Brucella suis en las poblaciones de jabalies de estos paises (Cvetnic
y cols., 2009), ya que la capacidad de transmision de esta bacteria por parte del
jabali al cerdo doméstico ha sido demostrada en repetidas ocasiones (Godfroid y

cols., 1994; Andersen y cols., 1995).
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Otras de las situaciones en las que el jabali ocasiona serios problemas de
sanidad animal son aquellas en las que actia como reservorio o transmisor de
enfermedades en vias de erradicacion en la cabafia doméstica, complicando
notablemente esta tarea. Esta situacion se ve perfectamente reflejada en Espafia
con la tuberculosis bovina (Hermoso de Mendoza y cols., 2006). Dicha
enfermedad, provocada por Mycobacterium bovis, se intenta erradicar de la
cabafa bovina espafiola desde hace 49 afios. En este periodo, se ha conseguido
disminuir la prevalencia notablemente, llegando a alcanzarse los objetivos
deseados en algunas zonas de Espafia (Ministerio de Agricultura, 2011). Sin
embargo, actualmente la prevalencia de tuberculosis bovina sigue siendo
relativamente alta en determinadas zonas de nuestro pais (Allepuz y cols., 2011),
gue precisamente coinciden con las areas geograficas en las que encontramos una
mayor abundancia de jabalies (Gortazar y cols., 2005). Estudios epidemioldgicos
llevados a cabo en nuestro pais han puesto de manifiesto que la presencia de altas
prevalencias de tuberculosis en el jabali es uno de los factores de riesgo mas
importantes para la aparicién de brotes de esta enfermedad en el ganado bovino
(Rodiguez-Prieto y cols., 2012). Estos hallazgos sugieren que el jabali esta
actualmente interfiriendo en las tareas de erradicacién de la tuberculosis en el

ganado bovino.

La transmision de enfermedades entre los animales salvajes y los
domésticos depende de factores tanto espaciales como temporales, que pueden
variar dependiendo del tipo de agente patégeno implicado, de la necesidad de
vectores para la transmision u otros factores (Bengis y cols., 2002). De este modo,
parece logico pensar que el contagio de enfermedades entre animales salvajes y
domésticos es mas probable cuando estos comparten pastos y puntos de agua en
sus zonas de campeo (Boehm y cols., 2007). Este hecho facilita que los animales
domésticos puedan entrar en contacto con excreciones emitidas por la fauna
salvaje y viceversa (Van Campen y cols., 2010). En este escenario, el jabali parece
cumplir todos los requisitos necesarios para suponer un constante riesgo sanitario

para la cabafa doméstica. Debido a su caracter oportunista y a la facilidad que
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tiene para desplazarse en busca de alimento, el jabali se mueve por zonas
habitualmente ocupadas por ganado doméstico, accediendo a los puntos de
alimentacion o de abastecimiento de agua (Hermoso de Mendoza y cols., 2006).
Ademas el jabali, puede entrar en contacto directo con los animales domésticos,
sobre todo con el cerdo, con el cual puede incluso reproducirse, lo que podria

suponer una via adicional de contagio (Cvetnic y cols., 2009).

Imagen 10: El jabali comparte habitualmente zonas de campeo con el ganado doméstico criado en

extensivo.

Esta situacion crea la necesidad de explorar y evaluar medidas que sean
utiles a la hora de reducir el impacto del jabali como reservorio de patégenos que
afectan a los animales domésticos. Estas medidas pueden ir encaminadas a evitar
el contacto entre el jabali y los animales domésticos mediante la utilizacién de
barreras fisicas (Barasona y cols., 2013), a reducir las prevalencias de estos
patégenos en las poblaciones de jabalies mediante medidas de control (Garcia-
Jiménez, 2013), o simplemente encaminadas a la reduccidn en el nimero de estos
animales disminuyendo de este modo las posibilidades de contagio (Boadella y

cols., 2012; Garcia-Jiménez y cols., 2013).

1.2.3.3 Repercusiones ecolégicas

La presencia de determinados patdgenos en el jabali también podria tener
importantes repercusiones ecoldgicas. En primer lugar, gran cantidad de los

agentes infecciosos que afectan a este animal pueden tener repercusiones
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sanitarias en otras especies salvajes. Asi, uno de los ejemplos mds conocidos es el
de Mycobacterium bovis que puede encontrarse tanto en el jabali como en otras
muchas especies que cohabitan con él, tales como el ciervo o el gamo (Garcia-

Jiménez y cols., 2013).

Por otro lado, algunos de los patdgenos del jabali podrian repercutir en el
estatus sanitario de las poblaciones de este animal alterando el nimero de
individuos debido a la aparicion de mortalidades. No obstante, entre los patdégenos
detectados en esta especie, se encuentran muchos de los que mayor impacto

econdmico y sanitario tienen en las explotaciones de porcino doméstico.

En los ultimos afios se han descrito brotes de algunas de las enfermedades
tipicas del cerdo doméstico en poblaciones de jabali, destacando, entre otras, la
enfermedad de Aujeszky (Gortazar y cols., 2002) o el sindrome de desmedro
postdestete provocado por PCV2 (Lipej y cols., 2007). Estas enfermedades
mostraron en general patrones clinicos similares a los descritos previamente en el
cerdo doméstico, y su descripcion ha ayudado a comprender algo mejor como
estos patdgenos pueden influir en las poblaciones de jabali. Sin embargo, las
repercusiones sanitarias que tienen la gran mayoria de los patégenos detectados

en esta especie son aun desconocidas.

Por otra parte, los nuevos sistemas de explotacion que se estan empleando
para la cria del jabali podrian agravar las consecuencias clinicas de determinadas
infecciones o propiciar la aparicion de enfermedades no descritas hasta la fecha en
el jabali. En estos sistemas, el jabali se ve sometido en mayor o menor medida a la
accion del hombre, que aplica medidas como el vallado o la alimentacion
suplementaria. En muchos de estos modelos de produccidon encontramos elevadas
densidades de individuos junto a otros problemas que vienen derivados de la
escasa higiene, la mezcla de animales de distinto origen o edades, o el estrés que
genera cualquier tipo de manejo en esta especie salvaje. Esta situacién podria
provocar la aparicion de enfermedades estrechamente ligadas a estos factores

ambientales y de manejo. Ademas, la presencia de estos factores podria dar lugar
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a la apariciéon de formas clinicas inéditas o simplemente mas graves de algunas de
las enfermedades descritas anteriormente en esta especie, aumentando de este

modo su impacto poblacional.

La utilizacién de estos modelos de explotacidon mas intensivos es fruto de la
mayor demanda de jabalies, que por diversos motivos se estd generando en
muchos paises (Gortazar y cols., 2006; Halli y cols., 2012). En este tipo de
explotaciones, en las que se invierten grandes cantidades de dinero, la aparicién
de brotes de algunas enfermedades puede tener graves repercusiones

econdmicas, sumadas a las ya de por si importantes repercusiones ecoldgicas.

Esta compleja situacion crea la necesidad de ampliar los conocimientos
actuales acerca de las repercusiones que muchos de los patdégenos detectados
tienen sobre el estado sanitario de las poblaciones de jabali, con el objetivo de
comprender su efecto y poder elaborar estrategias de control y prevencién que

reduzcan su impacto tanto sanitario como econdémico.
1.3 Estudio de las enfermedades infecciosas en el jabali

El estudio de las enfermedades infecciosas en el jabali es un campo
relativamente nuevo que nacié fruto de las sospechas que indicaban que este
animal podia actuar como reservorio y vehiculo transmisor de determinados
agentes infecciosos alla por los afios 50-60 (Lepine y cols., 1950; Simintzis, 1964).
Hoy en dia, la importancia sanitaria del jabali es sobradamente conocida y puede
afectar tanto al ambito de la salud publica, como al de la sanidad animal o el de Ia
ecologia. Por ello, el estudio de este tipo de enfermedades estd mas que

justificado.

Sin embargo, se pueden plantear una serie de preguntas basicas acerca del
estudio de las enfermedades infecciosas en el jabali. Algunas de ellas podrian ser:
“iQué enfermedades infecciosas se deben estudiar en el jabali?” o “éCoémo se
estudian las enfermedades infecciosas en este animal?”. Para responder este tipo

de cuestiones hay que realizar un pequefio analisis de lo que ha supuesto la
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investigacion de las enfermedades infecciosas en el jabali en los ultimos afios.

En el siguiente grafico se representa el nimero de trabajos cientificos
publicados en revistas indexadas en el Journal Citation Report Index (JCR),
obtenido tras realizar una busqueda en la que la palabra “wild boar”, se combina
con el nombre de algunas de las principales enfermedades o agentes infecciosos
que afectan a este animal. Los resultados reflejados en el siguiente grafico
representan el numero de trabajos cientificos que estaban publicados a la
finalizacion del afio 2000 y del afio 2013 para cada una de las busquedas

realizadas.
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Imagen 11: Nimero de trabajos cientificos realizados sobre determinados patégenos infecciosos en jabaliy

que habian sido publicados en los aifios 2000 (azul) y 2013 (rojo).

Del analisis de este grafico podemos obtener informacién util para
responder las preguntas formuladas anteriormente. En primer lugar, podemos
observar como el nimero de trabajos publicados varia notablemente dependiendo
del patdgeno elegido. Asi, mientras que actualmente podemos encontrar 99
trabajos en los que se hace referencia al jabali y la tuberculosis, aparecen por
ejemplo, sélo 6 que relacionan a este animal con Haemophilus spp. Esto nos indica
gue no todas las enfermedades o patégenos han sido estudiados con igual
profundidad en este animal hasta la fecha, y que se ha dedicado un mayor

esfuerzo al estudio de enfermedades en las que el jabali podria jugar un papel
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epidemioldgico mas importante.

Sin embargo, los criterios que determinan qué enfermedades infecciosas
son las que se estudian en el jabali no son fijos y pueden variar dependiendo de las
necesidades. En el grafico podemos observar cémo, mientras que en el afio 2000 el
numero de publicaciones que vinculaban las palabras “tuberculosis” y “jabali” eran
escasas, suponiendo apenas la mitad de las que lo hacian con otros agentes como
ADV o Brucella spp.; en el afio 2013 la tuberculosis es la enfermedad mas
estudiada en este animal practicamente duplicando en el nimero de publicaciones
a estos mismos agentes. Por el contrario, algunos patdégenos como el PRRSV, de
los mas estudiados en el jabali a principios de siglo, actualmente apenas cuenta
con 9 publicaciones mas que en el afio 2000, posiblemente debido a las escasas
prevalencias encontradas que hacen que su importancia parezca limitada. De todo
esto podemos extraer que los criterios que dictaminan cuales son las
enfermedades infecciosas mas estudiadas en el jabali varian dependiendo de los
conocimientos generados en las investigaciones previas, inclinandose hacia las

enfermedades en las que el jabali podria tener una mayor relevancia.

Incluso podemos comprobar como a principios de este siglo, algunos
patégenos entre los que se encuentran las bacterias pertenecientes a los géneros
Mycoplasma y Haemophilus no habian sido aun relacionados con el jabali,
mientras que ahora, existen algunos trabajos que detallan su implicacién en esta
especie. Este hecho nos indica que las enfermedades infecciosas estudiadas en el
jabali no son estaticas y su niumero va aumentando dependiendo de los hallazgos

encontrados.

El estudio de las enfermedades infecciosas en el jabali ha dado lugar a una
amplia gama de trabajos cientificos. Estos van desde los que describen la presencia
de anticuerpos frente a un microorganismo en esta especie animal (Yang y cols.,
2013), a los que realizan sofisticados estudios epidemiolégicos encaminados a
encontrar medidas de control para reducir las prevalencias de un determinado

patogeno en las poblaciones de jabalies (Boadella y cols., 2012; Barasona y cols.,
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2013; Garcia-Jiménez y cols., 2013), pasando por los que describen brotes de
alguna enfermedad (Cuesta y cols., 2013) o los que se centran en la presencia de
resistencias antibidticas en bacterias halladas en este animal (Navarro-Gonzélez y

cols., 2013).

Esta heterogeneidad posiblemente sea fruto del diferente nivel de
conocimiento que se tiene acerca de los patdgenos infecciosos del jabali. Asi, los
ultimos trabajos realizados sobre enfermedades ampliamente estudiadas en esta
especie como la tuberculosis, se centran en la descripcidon de nuevas situaciones
epidemioldgicas o en la aplicacion de medidas de control de la enfermedad
(Garcia-lJiménez y cols.,, 2012b; Mufioz-Mendoza y cols., 2013), mientras que
aquellos que versan sobre patdgenos recientemente descubiertos en el jabali se

limitan a hacer una descripcion de los ultimos hallazgos (Reuter y cols., 2012).

Por todos estos motivos, podemos decir que el estudio de las
enfermedades infecciosas en el jabali es un proceso dinamico, que se adapta a las
necesidades temporales y en el que tienen cabida diversos tipos de trabajos
cientificos, con un distinto grado de complejidad dependiendo de la enfermedad
estudiada, pero con un objetivo comun: ampliar los conocimientos acerca de los

agentes infecciosos en este animal con el fin de reducir su impacto sanitario.
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2. Objetivos y estructura de la tesis

Como hemos comentado en los apartados anteriores, los conocimientos
referentes a las enfermedades infecciosas que afectan al jabali han aumentado
notablemente en los ultimos afos. Sin embargo, los problemas sanitarios que
actualmente genera la presencia de determinados patdgenos en este animal, crean la

necesidad de seguir investigando en este campo.

Precisamente, fruto de esta necesidad nace la presente tesis doctoral en la cual
se presentan una serie de trabajos cientificos centrados en el estudio de diferentes
enfermedades infecciosas que afectan al jabali. Con el desarrollo de la misma se
pretende aumentar los conocimientos referentes a algunos de los agentes infecciosos
mas conocidos y relevantes en esta especie, tales como Brucella suis o Mycobacterium
bovis, enfocando su estudio de una manera original y siempre con el objetivo ultimo
de obtener herramientas utiles para la lucha frente a estos microorganismos. Por otra
parte, en este trabajo se exploran las repercusiones clinicas que otros patégenos
infecciosos, menos frecuentes o desconocidos hasta la fecha en el jabali, pueden
producir en este suido salvaje, valorando a su vez, la aplicacion de medidas de control

para limitar esas repercusiones sanitarias.

De este modo, podemos decir que los objetivos especificos de esta tesis

doctoral son los siguientes:

- Valorar el impacto sanitario de determinados patdgenos infecciosos del
jabali, tales como Brucella suis o los agentes asociados al Complejo
Respiratorio Porcino, cuyas repercusiones clinicas no han sido aun bien
definidas en esta especie animal (Bloque I: Estudios 1y 2).

- Definir la situacién epidemiolégica de las poblaciones de jabalies
encuadradas en el area de estudio frente a Brucella suis, sefialando los
factores de riesgo asociados a la presencia de este microorganismo, con el

fin de proponer medidas de lucha frente a este patdégeno basadas en el
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control de dichos factores (Bloque I: Estudio 1).

- Determinar si el desarrollo de la tuberculosis en el jabali se ve influido por la
presencia de infecciones concomitantes por circovirus porcino tipo 2,
valorando si dicha relacién tiene un reflejo epidemioldgico, afectando a la
distribucién de la tuberculosis en las poblaciones de jabalies estudiadas
(Bloque IlI: Estudio 1).

- Comprobar si el contacto con determinados patégenos altamente
prevalentes en las poblaciones de jabali (virus, bacterias y parasitos) puede
agravar los casos de tuberculosis hallados en este animal, determinando
cuales de estos agentes influyen en el desarrollo de esta enfermedad, con el
objetivo final de proponer la utilizacion de medidas de control frente a estos
patégenos que pudieran ser utiles en la lucha frente a la tuberculosis
(Bloque IlI: Estudio 2).

- Realizar una descripcién detallada de las enfermedades infecciosas
detectadas como causas de mortalidad en poblaciones de jabalies del area
de estudio, valorando la aplicabilidad y el éxito de medidas de control frente

a estas enfermedades (Bloque Ill: Estudios 1, 2, 3, 4, 5y 6).

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se han escrito un total de 10
trabajos cientificos, independientes entre si, pero con la finalidad comun de cumplir
uno o mas de los objetivos descritos. Precisamente estos objetivos y la metodologia
empleada en cada uno de los estudios presentados permiten establecer un esquema

coherente de exposicion de dichos trabajos agrupandolos en tres capitulos o bloques:

Bloque I: “Estudio de las repercusiones clinicas provocadas por determinados
patogenos infecciosos en las poblaciones de jabali. Situacion epidemiolégica y

medidas de control”

En este bloque se presentan dos trabajos en los que se realiza el tipo habitual
de muestreo y analisis sobre jabalies abatidos en diferentes acciones cinegéticas. Estos
dos trabajos pretenden valorar las repercusiones clinicas de las infecciones por algunos

de los patégenos mas importantes para las poblaciones de jabali como Brucella suis o
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los patdégenos involucrados en el desarrollo del Complejo Respiratorio Porcino.
Ademas, en algunos casos, este tipo de muestreos nos permite establecer factores de
riesgo epidemiologicos y proponer medidas de manejo utiles a la hora de reducir las
prevalencias de estos agentes en las poblaciones de jabali. Los estudios incluidos en

este bloque son los siguientes:

1.- High-Density dependence but low impact on selected reproduction
parameters of Brucella suis Biovar 2 in wild boar hunting estates from south-western
Spain. D. Risco, A. Garcia, E. Serrano, P. Fernandez-Llario, J. M. Benitez, R. Martinez, W.
L. Garcia and J. Hermoso de Mendoza (2013) Transboundary and Emerging Diseases.

DOI: 10.1111/tbed.12060.

2.- Pathological observations of Porcine Respiratory Disease Complex in the wild
boar. D. Risco, J. M. Cuesta, P. Fernandez-Llario, J. Salguero, P. Goncalves, W. L. Garcia-
Jiménez, R. Martinez, R. Velarde, M. Hermoso de Mendoza, L. Gdmez, J. Hermoso de

Mendoza. Veterinary Pathology. Under review.

Bloque II: “Efecto de las infecciones concomitantes por diferentes patogenos
en el desarrollo de la tuberculosis en el jabali. Consecuencias sanitarias e implicacion

en medidas de control”.

Este bloque incluye dos trabajos realizados sobre animales abatidos en
diferentes acciones cinegéticas. Su objetivo principal es valorar la presencia de
infecciones mixtas (por mas de un patdgeno) o coinfecciones en los individuos
analizados y determinar los efectos que estos agentes ejercen sobre el desarrollo de la
tuberculosis en el jabali. Los resultados obtenidos en estos articulos permiten
proponer medidas de control frente a varios de estos patdégenos con el objetivo de
reducir las prevalencias de tuberculosis en las poblaciones de jabali. Dentro de este

bloque se incluyen los siguientes trabajos:

1.- Influence of porcine circovirus type 2 infections on bovine tuberculosis in wild
boar populations. D. Risco, P. Fernandez-Llario, W.L. Garcia-Jiménez, P. Goncalves,

J.M. Cuesta, R. Martinez, C. Sanz, M. Sequeda, L. Gédmez, J. Carranza and J. Hermoso de
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Mendoza (2013) Transboundary and Emerging Diseases, 60, 121-127.

2.- Pathogen community drives bovine tuberculosis severity in the European wild
boar. D. Risco, E. Serrano, P. Fernandez-Llario, J. M. Cuesta, P. Gongalves, W. L. Garcia-
Jiménez, R. Martinez, R. Cerrato, R. Velarde, L. Gdmez, J. Segalés, J. Hermoso de

Mendoza. PLoS One. Under Review.

Blogue Ill: “Estudio descriptivo de diferentes brotes de enfermedades
infecciosas en poblaciones de jabali. Marco epidemioldgico y aplicacion de medidas

de control”.

Este ultimo bloque engloba un total de seis trabajos en los que se describen
detalladamente brotes de enfermedades infecciosas acontecidos en diversas
poblaciones de jabali. A diferencia de los anteriores, estos estudios no se basan en
hallazgos sobre muestras de animales abatidos en acciones cinegéticas, sino que se
inician por la detecciéon de mortalidades “naturales” en diferentes poblaciones de
jabali. Con ellos se pretende dar a conocer enfermedades que, en muchas ocasiones,
no habian sido descritas en esta especie salvaje. Sin embargo, el objetivo de estos
trabajos no es meramente descriptivo, sino que en muchos de ellos se analizan las
situaciones epidemioldgicas que pueden llevar a la aparicion de estos brotes y se
proponen medidas de control para luchar frente a tales enfermedades. Los seis

trabajos incluidos en este bloque son:

1.- Outbreak of swine erysipelas in a semi-intensive wild boar farm in Spain. D.
Risco, P. Fernandez Llario, R. Velarde, W.L. Garcia, J.M. Benitez, A. Garcia, F. Bermejo,
M. Cortés, J. Rey, J. Hermoso de Mendoza, L. Gédmez (2011) Transboundary and
Emerging Diseases, 58, 445-450.

2.- Fatal outbreak of systemic pasteurellosis in a wild boar (Sus scrofa)
population from southwest Spain. D. Risco, P. Ferndndez-Llario, J.M. Cuesta, W.L.
Garcia-Jiménez, M. Gil, P. Gongalves, R. Martinez, L. Gdmez, A. Garcia, J. Rey, M.
Hermoso de Mendoza, J. Hermoso de Mendoza (2013) Journal of Veterinary Diagnostic

Investigation, 25, 791-794.
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3.- Fatal case of Streptococcus suis infection associated to high mortality in a

wild boar population from South-Western Spain. D. Risco, P. Fernandez-Llario, J.M.
Cuesta, W.L. Garcia-Jiménez, P. Gongalves, M. Gil, R. Martinez, A. Garcia, L. Gémez, J.

Hermoso de Mendoza. Journal of Wildlife Diseases. Under Review.

4.- A case of exudative epidermitis in a young wild boar from a Spanish game
estate. D. Risco, P. Fernandez-Llario, R. Velarde, J.M. Cuesta, W.L. Garcia-Jiménez, P.
Gongalves, M. Gil, A. Garcia, J. Rey, L. Gdmez, J. Hermoso de Mendoza (2013) Journal

of Swine Health and Production, 21, 304-308.

5.- Ocular lesions associated with Chlamydia suis in a wild boar piglet (Sus

scrofa) from a semi-free range population in Spain. D. Risco, A. Garcia, P. Fernandez-
Llario, W.L. Garcia, J.M. Benitez, P. Gongalves, J.M. Cuesta, L. Godmez, J. Rey, .
Hermoso (2013) Journal of Zoo and Wildlife Medicine, 44, 159-162.

6.- Isolation of Aeromonas hydrophila in the respiratory tract of wild boar:

Pathological implications. D. Risco, P. Fernandez-Llario, J. M. Cuesta, J. M. Benitez-
Medina, W. L. Garcia-Jiménez, R. Martinez, P. Gongalves, J. Hermoso de Mendoza, L.

Gdémez, A. Garcia (2013) Journal of Zoo and Wildlife Medicine, 44, 1090-1093.

Cada uno de estos bloques tematicos esta formado por dos partes. En la
primera parte se realiza una contextualizacién de los estudios que se han incluido en
cada bloque, poniendo de manifiesto los motivos por los cuales esos trabajos han sido
aunados en la misma seccion y describiendo los principales objetivos de los mismos. En
la segunda parte de cada bloque, se adjuntan los articulos publicados en revistas de
impacto que se corresponden con los estudios incluido en el bloque, respetando el
formato e idioma de la revista en la que han sido publicados. En el caso de los trabajos
gue se encuentran en vias de publicaciéon, se adjunta una version completa del articulo
enviado a publicar, de igual modo, respetando el idioma y el formato de la revista a la
gue han sido enviados. Todos estos trabajos van precedidos de una detallada
descripcién en castellano en la que se pone de manifiesto la importancia de cada uno
de ellos, la metodologia empleada para su realizacion, los principales resultados

obtenidos y la interpretacion de dichos resultados.
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Una vez presentados los trabajos que integran cada uno de los tres bloques, se
realiza una discusion general en la que se abordan, de una manera conjunta, los
resultados obtenidos en los estudios incluidos en la tesis. En esta seccidn se valora la
aplicabilidad de los resultados obtenidos y se discuten sus limitaciones, proponiendo

nuevas investigaciones que serian necesarias para solventarlas.

Por ultimo, se exponen las principales conclusiones obtenidas tras la realizacion
de esta tesis, siempre teniendo en cuenta los objetivos generales propuestos al inicio

de la misma.
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3.Bloque I: Estudio de las repercusiones clinicas
provocadas por determinados patogenos
infecciosos en las poblaciones de jabali. Situacion

epidemioldgica y medidas de control

El jabali ha sido sefialado como reservorio de gran cantidad de patogenos
infecciosos que pueden afectar a otras especies animales, entre las que se incluye el
hombre (Wacheck, 2010). Debido a esto, esta considerado como una especie de gran
importancia sanitaria, lo que ha suscitado que, en los ultimos afios, el numero de
estudios que versan sobre los patégenos infecciosos que afecta a este animal se haya

multiplicado (Gortazar y cols., 2007).

La inmensa mayoria de estos trabajos se basan en muestreos de animales
abatidos en cacerias tradicionales denominadas “monterias”. Este tipo de muestreos
permiten acceder a un amplio nimero de animales, dando lugar a un gran volumen de
informacién. El estudio de animales abatidos en monterias permite valorar, por
ejemplo, las consecuencias lesionales que las infecciones con determinados patégenos
producen en el jabali (Garcia-Jiménez y cols., 2012a). Por otra parte, en muchas
ocasiones, los animales abatidos en monterias suponen una muestra representativa de
la poblacion en la que previamente se incluian, por lo que su estudio permite sacar
conclusiones epidemioldgicas. Asi, mediante este tipo de trabajos podemos definir
prevalencias o factores de riesgo asociados a la presencia de un determinado

patégeno (Mufioz y cols., 2010).

La realizacion de este tipo de estudios ha permitido aumentar en gran medida
los conocimientos referentes a importantes patégenos infecciosos que afectan al
jabali, tales como Mycobacterium spp. (Garcia-Jiménez, 2013), Brucella suis (Mufioz y

cols., 2010) o el virus de la enfermedad de Aujeszky (Ruiz-Fons y cols., 2007). Sin
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embargo, algunas cuestiones sobre la epidemiologia y las consecuencias clinicas que

determinados patégenos producen en esta especie, aun deben ser esclarecidas.

En este capitulo se presenta dos estudios en los que, utilizando el sistema de
muestreo tipico, basado en el analisis de animales abatidos en monterias, se pretende
esclarecer las repercusiones lesionales ocasionadas por determinados agentes
infecciosos que pueden afectar al jabali, como Brucella suis o los principales patégenos

respiratorios involucrados en el desarrollo del Complejo Respiratorio Porcino.
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3.1 Elevada dependencia de la densidad poblacional pero bajo
impacto en los indices reproductivos de Brucella suis Biovar
2 en fincas de jabalies del suroeste espafol (High-Density
dependence but Ilow impact on selected reproduction
parameters of Brucella suis Biovar 2 in wild boar hunting

estates from south-western Spain)

Brucella suis (B. suis) es el agente causal de la brucelosis porcina, enfermedad
que se caracteriza por la aparicion de fallos reproductivos en las hembras y orquitis en
los machos, dando lugar a importantes pérdidas econdmicas en las explotaciones

afectadas (MacMillan y cols., 2006; Algers y cols., 2009).

El nimero de brotes de brucelosis porcina ha aumentado significativamente en
las ultimas décadas en algunos paises europeos como Francia o Alemania (Godfroid y
cols., 2002). La aparicion de estos brotes ha sido vinculada a la presencia de
reservorios salvajes como el jabali o la liebre (Cvetnic y cols., 2009). No obstante, la
transmisidn de B. suis del jabali al cerdo domésticos es un hecho contrastado (Godfroid

y cols., 1994; Andersen y cols., 1995).

Pese a la importancia de esta especie como reservorio de B. suis, hasta la fecha
se han realizado pocos esfuerzos para comprender los factores de riesgo que se
asocian con la presencia de este patégeno en el jabali. Por otra parte, los efectos
reproductivos que producen las infecciones con B. suis en esta especie no estan
completamente claros. Asi, aunque parece que las infecciones por B. suis biovar (bv) Il
producen escasos efectos en los parametros reproductivos de las hembras (Ruiz-Fons y
cols., 2006), las repercusiones de este tipo de infecciones aun no se han valorado en

los machos de jabali.

De este modo, los objetivos de este trabajo fueron: |) determinar qué factores
de riesgo (ambientales, individuales o relacionados con la accidon del hombre) estan

asociados con la probabilidad de padecer una infeccién por B. suis en el jabali; y II)
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evaluar los efectos que el contacto con B. suis produce en los parametros

reproductivos de hembras y machos de jabalies.

Para la realizacion de este estudio se analizaron un total de 204 jabalies
abatidos en 11 fincas ubicadas en la comunidad Autéonoma de Extremadura y
repartidas en tres zonas geograficas diferenciadas: Las Hurdes, Monfragtlie y Sierra de
San Pedro (Imagen 12). En todas estas fincas se determind la densidad de jabalies
mediante conteo directo de los animales en los puntos de comida. Ademads se

determind la presencia o no de cerdos domésticos en cada una de ellas.

40 KM

Imagen 12: Localizacion de las 11 fincas incluidas en este estudio. Las fincas estudiadas se encuadran en tres
zonas diferentes: Sierra de San Pedro (SP), Monfragiie (MF) y Las Hurdes (LH). Los puntos de color negro
representan las fincas con cerdo doméstico, mientras que los circulos de color gris representan las fincas sin

cerdo doméstico.

La edad de cada uno de los animales incluidos en el estudio fue estimada
mediante la observacion de sus piezas dentarias. En las hembras se determind su
estado reproductivo mediante la observacion de su aparato reproductor. Las hembras
en las que se encontraron fetos, embriones o glandulas mamarias activas se
clasificaron como hembras en fase de cria, mientras que las que no mostraron ninguna
de estas caracteristicas se clasificaron como hembras que no se encontraban en fase
de cria. Ademas, en las hembras gestantes se determind la “fertilidad potencial”

contando el numero de fetos o embriones que albergaban en su Utero (Groot-
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Bruinderink y cols., 1994). En los machos, ambos testiculos fueron pesados

determinando su peso medio.

La presencia de anticuerpos especificos frente a Brucella spp. fue determinada
mediante la utilizacion de un kit ELISA comercial (INGEZIM BRUCELLA PORCINA,
INGENASA, Espafia). Ademads, se evalud la presencia de infecciones genitales activas
causadas por B. suis mediante el cultivo de hisopos asépticamente tomados en el
aparato reproductivo de las hembras o los testiculos de los machos. Las colonias
sospechosa fueron identificadas como B. suis mediante un ensayo PCR especifico
(Romero y cols., 1995). El biovar al que pertenecian las cepas obtenidas se determiné
mediante un kit PCR comercial. Ademas la variabilidad genética existente entre las
cepas obtenidas se testé mediante MLVA (multiple-locus variant-repeat assay) (Le

Fleche y cols., 2006; Al Dahouk y cols., 2007).

Para estudiar el efecto de la seropositividad frente a Brucella spp. sobre los
parametros reproductivos del jabali planteamos diferentes modelos estadisticos. En
estos, las variables reproductivas (estado reproductivo, fertilidad potencial y peso
medio de testiculos en los machos) fueron tratadas como variables respuesta (y),
mientras que la seropositividad frente a Brucella spp., la densidad poblacional o la
edad fuero propuestas como variables explicativas (x) (Tabla 1). Una vez planteados los
modelos estadisticos con soporte bioldgico, realizamos una seleccion mediante el

criterio tedrico-informativo de Akaike (AIC) (Crawley, 2007).

Por otra parte, los factores de riesgo mas influyentes en la probabilidad de
presentar anticuerpos especificos anti-Brucella, se determinaron mediante la
utilizacion de “tree models”. Este tipo de modelos permite visualizar qué variables
explicativas (factores de riesgo) influye en mayor medida en la variable respuesta
(presencia o ausencia de anticuerpos frente a Brucella spp.). Los posibles factores de
riesgo considerados fueron: sexo, edad, densidad poblacional, area geografica vy

presencia o ausencia de cerdo doméstico.

De los 204 jabalies seroldogicamente analizados, 121 animales resultaron

seropositivos frente a Brucella spp., mientras que solamente 7 de los 188 animales en
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los que se valord la presencia de Brucella spp. en el tracto reproductivo fueron
positivos. Todos los aislamientos fueron identificados como B. suis bv 2. Ademas, los
resultados obtenidos en el MLVA revelaron que las cepas procedentes de las mismas

areas de estudio estaban genéticamente mas relacionadas (Imagen 13).

Panel 1+Panel 2a+Panel 2b

MLVA-16
] 2 2 g g Referencia Brucella spp. Biovar Origen Localizacion ~ Finca MLVA tipo
| T Brecs B. suis 2 Jaball Sierra San Pedro 7 VIl
BFCC5 B. suis 2 Jabali Sierra San Pedro 7 v
BFCC2 B. suis 2 Jabali Sierra San Pedro 3 Vil
BFCC1 B. suis 2 Jabali Sierra San Pedro 3 I
BFCC6 B. suis 2 Jabali Sierra San Pedro 6 Vi
BVCC3 B. suis 2 Jabali Sierra San Pedro 4 \%
— BFCC7 B. suis 2 Jabali P.N. Monfragie 1 Il
ATCC23444 1330 B. suis 1 Cepa referencia - - |
ATCC23436 16M B. melitensis 1 Cepa referencia - - IX

Imagen 13: Dendrograma en el que se observa la relacion genética hallada entre las diferentes cepas de Brucella
suis biovar 2 aisladas durante el estudio. En él se puede observar como las cepas pertenecientes a la misma zona

estan mas relacionadas genéticamente.

El 66 % de las hembras estudiadas se encontraba en fase de cria, mostrando
una fertilidad potencial media de 3.5 crias. De acuerdo con la seleccion de modelos
mediante AIC, el estado reproductivo de las hembras esta relacionado con la edad,
siendo las hembras mayores las que tienen mas probabilidades de estar en fase de cria
(Tabla 1). Sin embargo, ninguna de las variables explicativas propuestas pudo explicar
la fertilidad potencial encontrada. Finalmente, el tamafio medio de los testiculos
estuvo claramente influido por la edad de los individuos y por la estacién en la que los
animales fueron muestreados, siendo mayor en los animales de mas edad y en los
animales que fueron muestreados en otofo. La falta de efecto de la seropositividad
frente a B. suis en el tamafo de los testiculos contrasta con las orquitis bilaterales
encontradas en 3 de los 4 machos que mostraron una infeccion genital activa por este

microorganismo.
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Tabla 1: Seleccién de los modelos planteados para explorar la influencia de Brucella suis biovar 2 (Bsbv2) en los
parametros reproductivos de 103 hembras y 85 machos de jabali cazados en Extremadura. Para los parametros
reproductivos de las hembras (estado reproductivo y fertilidad potencial) se usaron modelos lineales
generalizados (GLM) con una estructura de error concreta. En el caso del peso de los testiculos se usaron modelos

aditivos (GAM).

Modelo Bioldgico K AlCc Ai wi

Hembras

Estado Reproductivo

Edad 3 102.31 0 0.62
Edad + Bsbv2 1 104.14 1.83 0.25
Edad + Bsbv2 + Densidad Poblacional 3 105.47 3.16 0.13
Fertilidad Potencial

Modelo nulo 1 124.30 0 0.51
Densidad Poblacional 2 126.17 1.87 0.19
Edad 2 126.38 2.08 0.19
Densidad Poblacional + Bsbv2 3 128.56 4.26 0.06
Edad + Bsbv2 3 128.76 4.46 0.05
Edad + Bsbv2 + Densidad Poblacional 4 131.01 6.71 0.01

Machos
Peso Testiculos

Edad + Estacion 854.79 0 0.48

Edad + Bsbv2 856.85 2.06 0.17
Edad + Estacion + Bsbv2 857.57 2.78 0.12

Edad 857.74 2.95 0.11

o U N O O

Edad + Estacion * Bsbv2 857.81 3.02 0.10

K: Numero de pardmetros incluidas las intersecciones. AlCc: Criterio tedrico-informativo de
Akaike corregido para muestras pequenias. Ai: Diferencia con respecto al AlCc del mejor modelo.
Wi: Peso de Akaike. Los mejores modelos se presenta en negrita.

A la hora de determinar los factores de riesgo que influyen en la presencia o no
de anticuerpos frente a Brucella spp., se obtuvo un tree model final con tres variables
gue fueron: densidad de jabalies en verano, edad y sexo. Este modelo explico el 12.1 %
de la probabilidad de que un individuo sea seropositivo a Brucella spp. (Imagen 14).

Asi, los animales con mayores probabilidades de ser seropositivos frente a Brucella
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spp. fueron los procedentes de fincas con una densidad de animales mayor a 2.5
individuos por cada 100 hectareas. Por el contrario, en fincas con menor densidad,
fueron los animales mayores de 22 meses los que mostraron mayor probabilidad de
presentar anticuerpos frente a esta bacteria. Después lo fueron las hembras menores

de 22 meses y por ultimo, los machos menores de esta edad.

Densidad de
jabalies en verano

< 2,5 jabalies/100 ha > 2,5 jabalies/100 ha

Edad

>22 meses \ <22 meses

Sexo

Macho! \Hembra

0.63 0.26 0.57 0.71

Probabilidad de ser
seropositivo a B. suis

Imagen 14: “Tree model” obtenido al explorar los principales factores de riesgo que afectan a la presencia de

anticuerpos frente a Brucella spp.

Asi, los resultados obtenidos demuestran que Extremadura es una de las
regiones mas seroprevalentes frente a Brucella spp. de Espafa (Mufioz y cols., 2010).
Sin embargo, estas altas prevalencias no se corresponden con un elevado numero de
infecciones genitales activas (Godfroid, 2002). La existencia de anticuerpos frente a un
microorganismo no implica necesariamente la presencia de ese agente en el
organismo. Este hecho se ha demostrado en infecciones experimentales realizadas con
Brucella spp. en cerdo, en las que a los 4 meses post infeccion resulté imposible aislar
este patégeno de los animales infectados (Deyoe, 1972). Ademas, no debemos olvidar
que los valores obtenidos en las serologia frente a Brucella spp. siempre podrian estar
sobreestimados debido a las reacciones cruzadas que pueden existir con otras

bacterias gram-negativas (Mufioz y cols., 2010).
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El principal factor de riesgo asociado a la presencia de anticuerpos frente a
Brucella spp. fue la densidad de jabalies en verano. Probablemente, en esta época del
afio, el contacto entre animales en los escasos puntos de comida y agua es mas
frecuente en las fincas con densidades elevadas (Fernandez-Llario, 1996). Ademas,
esta relacion ya ha sido sugerida en un trabajo realizado en Suiza en el que se observo
gue la seroprevalencia frente a Brucella spp. aumenta al incrementarse el nimero de
jabalies (Wu vy cols., 2011). Sin embargo, en otros estudios realizados en nuestro pais
no se aprecido una densodependencia de las seroprevalencias frente a Brucella spp.,
posiblemente, porque este trabajo estudid diferentes tipos de fincas de jabalies, entre
las que podrian estar incluidos fincas intensivas con una elevada densidad de jabalies

pero libres de B. suis (Mufioz y cols., 2010).

Los machos menores de 22 meses resultaron ser el grupo de animales con
menos posibilidades de mostrar anticuerpos frente a Brucella spp. Considerando que
la actividad sexual de un macho comienza a los dos afos de edad aproximadamente,
podemos decir que la importancia sexual de este grupo de animales es casi inexistente.
Esto sugiere que la transmisién sexual de B. suis entre jabalies podria ser una ruta de
contagio importante, ya que los animales sexualmente activos son los que presentan
una mayor probabilidad de ser seropositivos frente a este microorganismo.

(Fernandez-LLario, 2005).

Difiriendo con lo descrito en algunos de los trabajos mas recientes, los
resultados obtenidos en este trabajo indican que la presencia de cerdo doméstico en
las fincas estudiadas, no supone un factor de riesgo para la presencia de anticuerpos
frente a Brucella spp. en el jabali (Mufioz y cols., 2010). Sin embargo, hay que tener en
cuenta que en este estudio sdlo hemos valorado la presencia o ausencia de porcino
domeéstico, sin tener en cuenta su densidad, las probabilidades de contacto con el
jabali o su estatus seroldgico frente a Brucella spp. Por estos motivos, un estudio mas
exhaustivo seria necesario para entender completamente el papel que el cerdo

domeéstico puede tener en la dispersion de B. suis en los jabalies de la zona estudiada.
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La presencia de anticuerpos frente a Brucella spp. no tuvo una gran influencia
en los parametros reproductivos medidos en el jabali, que parecen estar mas influidos
por factores como la edad. Solamente, el estado reproductivo de las hembras se vio
ligeramente afectado por la presencia de anticuerpos frente a Brucella spp., siendo
mayor el porcentaje de hembras en fase de cria entre las hembras seronegativas. Sin
embargo, sera necesario incluir un tamafio muestral mayor y valorar algun otro
parametro reproductivo como la mortalidad intrauterina, para determinar con mayor
exactitud el efecto de B. suis en los pardmetros reproductivos de las hembras. Por otra
parte, no hay que olvidar que debido la escasa presencia de hembras con infecciones
genitales activas, estamos valorando el efecto de B. suis basandonos en la presencia de
anticuerpos, obviando que en muchas ocasiones, los pardametros reproductivos
vuelven a la normalidad un vez superada la infeccién por este microorganismo, aunque
los anticuerpos sigan circulando (MacMillan y cols., 2006). Este hecho podria suponer

una limitacidn a la hora de interpretar nuestros resultados.

Curiosamente las tres hembras en las que se detectd una infeccidn genital activa
frente a B. suis no se encontraban en fase de cria y tres de los cuatro machos
infectados mostraron una orquitis bilateral bastante marcada. Lamentablemente,
debido al escaso numero de animales infectados el efecto de estas infecciones no
pudo ser estadisticamente probado. Sin embargo, parece claro que, debido a la baja
incidencia de infecciones genitales activas por B. suis y el escaso efecto que produce la
presencia de anticuerpos en los pardmetros reproductivos, B. suis no influye

demasiado en el éxito reproductivo de las poblaciones de jabalies.

Las altas seroprevalencias encontradas y el aislamiento de B. suis en el jabali
confirman que este patégeno se encuentra presente y circulando en las poblaciones de
jabali de Extremadura. Asi, teniendo en cuenta que la transmisidn sexual es una de las
principales rutas de contagio de este microorganismo, y que por lo tanto, sobre todo
los machos pueden dispersar la enfermedad a los rebafios de porcino doméstico que
comparten habitat, podemos decir que la presencia de B. suis supone un riesgo para el
porcino doméstico. Nuestro modelo demuestra que la densidad de jabalies es un

factor de riesgo importante a la hora de cuantificar las seroprevalencias frente a
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Brucella spp. en poblaciones de jabalies, por lo que posiblemente se podrian utilizar
medidas de control encaminadas a disminuir la densidad de estos animales con el
objetivo de reducir las prevalencias en aquellas poblaciones que supongan un riesgo

para el porcino doméstico.
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Introduction

Summary

Porcine brucellosis is a disease caused by Brucella suis, which is characterized by
reproductive disorders in pigs. The number of cases of swine brucellosis has risen
in many European countries, likely because of the presence of a wild reservoir of
B. suis in wild boar. This study aimed at evaluating factors that may influence the
probability of infection with Brucella spp. in wild boar and at assessing the impact
of a previous contact with Brucella spp. on reproductive parameters of wild boar.
Two hundred and four wild boar living in Extremadura (south-western Spain)
were studied. The presence of anti-Brucella antibodies was determined using an
indirect ELISA, while the presence of living bacteria in genital organs was evalu-
ated through microbiological cultures. Sex, age, density of wild boar in summer
and presence of outdoor pigs were selected as possible risk factors for being sero-
positive for Brucella spp. in wild boar. In addition, reproductive parameters such
as breeding status or potential fertility in females and testis weight in males were
estimated and related to the presence of anti-Brucella antibodies. A total of 121
animals were seropositive, resulting in a prevalence of 59.3% (95% CI). In addi-
tion, seven isolates of B. suis biovar 2 were obtained. Wild boar density in sum-
mer, as well as age and sex, was proposed as factors to explain the probability of
Brucella seroconversion, although wild boar density in summer was the key factor.
Current measures of reproductive parameters were not influenced by a previous
contact with Brucella spp. Isolation of B. suis confirms that wild boar could repre-
sent a risk to domestic pig health in the study area. Wild boar density seems to
have a great influence in the probability of infections with B. suis and suggests
that density management could be useful to control Brucella infection in wild
boar.

endemic but the occurring sporadic outbreaks can lead to
serious (OIE, 2009) economic losses on intensive pig farms

Porcine brucellosis is an infection of pigs caused by biovar
(bv) 1, 2 or 3 of Brucella suis (B. suis) that results in infer-
tility or abortion at any stage of gestation in females or in
orchitis in male boars (MacMillan et al., 2006). This infec-
tion shows a worldwide distribution and rarely becomes

© 2013 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.

(Algers et al., 2009).

Although no cases of porcine brucellosis have ever been
declared in most northern European countries (e.g. Nor-
way, Finland, Sweden or the United Kingdom), the number
of cases of infection in France, Denmark and Germany in
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domestic pigs has shown a sharp increase since the 1990s
(Godfroid and Kahlsbohrer, 2002). It has been suggested
that transmission from wild reservoirs (especially wild boar
and hares) could play an important role in explaining these
differences in the occurrence of B. suis (Cvetnic et al.,
2009). In fact, B. suis spillover from wild boar (Sus scrofa)
to livestock has been reported several times (Godfroid
et al., 1994; Andersen and Pedersen, 1995) and thus pro-
vides a link between the presence of wild boar and the latest
outbreaks of swine brucellosis in Europe (Cvetnic et al.,
2009).

However, despite the importance of wild boar as a reser-
voir of B. suis in the European Community, few efforts
have ever been made to identify the principal environmen-
tal-, population- or human-related risk factors in B. suis
infection in the wild boar. Currently, aside from a clear sea-
sonal-, gender- and age-dependent prevalence of B. suis
(Bergagna et al., 2009; Munoz et al., 2010), the density of
outdoor domestic pigs (measured at regional scale) is the
sole extrinsic factor that has been linked to B. suis occur-
rence in wild boar (e.g. Spain, Munoz et al., 2010). Surpris-
ingly, to date, no work has detected density dependence of
B. suis infection in wild boar, a risk factor typically linked
to common pathogens of this species such as porcine circo-
virus type 2 (Vicente et al., 2004) or Mycobacterium bovis
(Vicente et al., 2007). According to an extensive epidemio-
logical study of brucellosis in Spanish wildlife (Munoz
et al., 2010), this apparent lack of density dependence war-
rants further research. Wild boar density can be influenced
by management measures (e.g. the restriction of the use of
supplementary feeding or an increase in hunting pressure),
which may represent an excellent starting point for control-
ling porcine brucellosis. The pathogenicity of B. suis in wild
boar has yet to be clarified (Godfroid, 2002), although the
most recent research suggests that B. suis bv2 has little
influence on reproductive parameters (ovulation rate, litter
size or partial resorption index) in female wild boars (Ruiz-
Fons et al., 2006). To date, no work has explored the effect
of B. suis bv2 on male wild boars.

The main aim of this work was to evaluate whether or
not the interaction between (i) host- (age, sex and popula-
tion density), (ii) environmental- (geographical location)
and (iii) human management-related risk factors (pres-
ence/absence of outdoor domestic pigs) influences the
probability of B. suis bv2 infection in wild boars. Thus, we
studied the influence of a previous contact with Brucella
spp. on reproductive parameters in both female (breeding
status and fertility) and male wild boars (weight of testes)
and assessed the variability of the B. suis isolates that we
obtained. Furthermore, this work represents the first fine-
scale survey of porcine brucellosis in wild boar in Extrema-
dura, a vast region in south-western Spain where rural
economy is largely based on extensive pig farming.

D. Risco et al.

Material and Methods

Study area

This study was carried out in Extremadura, a Mediterra-
nean region in south-western Spain with mountains peak-
ing at 685 m a.s.l. Average annual precipitation reaches
623 mm and is concentrated in the period November—
April. The mean annual temperature averages 17.7°C, Janu-
ary being the coldest and July the warmest months of the
year. The vegetation is characterized by abundant Quercus
ilex and Q. suber forests with understoreys dominated by
Quercus coccifera, Cistus ladanifer and Erica arborea.

Animals from eleven unfenced hunting estates with no
artificial management practices in three different areas,
Sierra de San Pedro (39°27'0"N-5°19'0"0), Monfragiie
(39°50"27"N—6°01'48"0) and Las Hurdes (40°30'N-6°30'O,
see Fig. 1), were sampled during the study period (2004—
2005).

Wild boar density in the study area ranged from 2 to 10
individuals per square kilometre.

This population parameter was estimated in summer by
counting the maximum number of boars per counting ses-
sion (4 h previous to nightfall) observed in pre-determined
open areas. In these places, boars are baited every week with

north

Fig. 1. Map showing the location of areas where wild boar was sam-
pled for exploring the role of host, environmental and human manage-
ment risk factors on the probability of B. suis bv 2 infection in the
region of Extremadura, south-western Spain. (SP, Sierra de San Pedro;
MF, Monfraglie; LH, Las Hurdes). Solid dots represent estates with
domestic pig farms; circles represent estate without pig farms. Small
map in the upper right corner represents the localization of the studied
area within Spain.

© 2013 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.
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corn and counted using binoculars from fixed points less
than 300 metres away. These counts took place from July
to September, a period in which food is scarce in these
Mediterranean ecosystems. All counting points in each
hunting estate were visited simultaneously to avoid double
counts of boars. Therefore, both the number of fixed points
and the number of counting sessions can be considered to
be constant for each hunting estate.

Because domestic pigs are a reservoirs of B. suis in Spain
(Munoz et al.,, 2010), the presence of domestic pigs was
recorded for each hunting estate. It is important to note
that in these hunting estates, no physical barrier separates
domestic pigs from wild boar, which share pastures, food
and water points, thereby making the contact among these
animals very likely. Outdoor pig farms were present in six
of the eleven studied estates (Fig. 1).

Wild boar data

All the 204 wild boars studied were hunt harvested during
the 20042005 hunting season between October 12 and
February 28. Once an animal was shot, its sex was deter-
mined by direct observation of genitalia, and its age was
estimated based on its tooth replacement and eruption pat-
terns, and as well by dental attrition (Boitani and Mattei,
1992).

After sex and age determination, animals were dissected
to extract their reproductive tracts, which were stored in
plastic bags and maintained at 4°C in cool boxes and then
examined within 20 h. Immediately afterwards, blood sam-
ples were collected from the heart or the thoracic cavity of
the wild boar and kept at 4°C. Subsequently, blood samples
were centrifuged a 3000 rpm for 10 minutes at the Animal
Health Department of the University of Extremadura
(Spain). Only sera of acceptable quality (sera perfectly sepa-
rated from the coagulum and without any kind of residual)
(n = 204) were selected for serology and stored at —20 °C
until further analysis.

In the laboratory, 188 reproductive organs were studied.
After removal of the Vas deferens (n = 85), the testes were
blotted dry with a paper towel and weighed to the nearest
0.01 grams. Any partially damaged organs were excluded
from our study. To assign breeding status, the reproductive
tracts of females (n = 103) were also analysed, with partic-
ular attention given to the ovaries and the presence of
embryos or foetuses. Female breeding status (breeding or
non-breeding) was assessed by detecting the presence of
embryos, foetuses or extended teats. When none of these
features were present, females were considered to be non-
breeding. In pregnant females, the number of foetuses was
counted to estimate potential fertility (Groot Bruinderink
et al., 1994). The presence of gross lesions was evaluated in
both female and male reproductive organs.

© 2013 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.
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Serological and bacteriological study

Brucella spp. antibodies were detected using as per the
manufacturer’s instructions, a commercial indirect
enzyme-linked immunosorbent assay kit (ELISA), Ingezim
Brucella Porcina (Ingenasa, Madrid, Spain), with 98.6%
sensitivity and 100% specificity in domestic pigs. True
prevalence at 95% CI of B. suis was estimated taking into
account apparent prevalence (number of animals tested
positive/number of animals tested) and both the sensitivity
and specificity of the ELISA test (Rogan and Gladen,
1978).

Of the 204 wild boars studied, 188 were included in the
bacteriological study (85 testicular and 103 vaginal swabs
taken before performing the necropsies). Inoculations were
carried out in a Brucella medium (OIE, 2009) enriched with
10% horse serum, incubated at 37°C for at least 10 days in
an atmosphere containing 5% CO,. Putative Brucella-
positive cultures were further analysed using standard
bacteriological procedures. DNA was extracted using a
QIAamp DNA minikit (QIAGEN, Hamburg, Germany);
isolates were identified as Brucella species using a previ-
ously described polymerase chain reaction technique
(Romero et al., 1995). To assess the precise bv of the B. suis
strains isolated, the INgene Bruce-ladder suis kit (Ingenasa,
Madrid, Spain) was used as per the manufacturer’s instruc-
tions. Finally, to assess the variability of wild boar B. suis
isolates, a multiple-locus variant-repeat assay (MLVA)
based on a subset of 16 tandem repeat loci (MLVA-16) was
performed following previously described procedures
(Le Fleche et al., 2006; Al Dahouk et al., 2007). More infor-
mation concerning this analysis can be found in the Data
S1 (supporting information).

Statistical Procedures

A set of specific statistical models were evaluated to
explore the effect of a previous contact with B. suis (as
explanatory variable) on breeding status (categorical vari-
able with two modalities: 1 = the sow was breeding and
0 = the sow was not breeding) and fertility (an ordinal
variable ranging from one to six foetuses) of sows or testes
weight of boars (a continuous variable). The effect of age
(in months) was included as covariate in all statistical
models due to its clear effect on the reproductive perfor-
mance of female (Fonseca et al., 2011) and male (Rathje
et al., 1995) wild boars. Boar density was also included as
a covariate because competition for food causes density
dependence in both birth and death rates of wild boar
populations (Melis et al., 2006). Additionally, the season
of harvesting and its interaction with B. suis infection were
taken into account in the case of males (Mauget and
Boissin, 1987).
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Each response variable required different statistical mod-
elling with specific error structures. For example, general-
ized linear models (GLM) were used for both breeding
status (binomial errors and logit link function) and the
potential fertility of females (Poisson errors and log link
function), whereas additive models (Gaussian errors) were
used for adjusting the testes weight in males.

In all cases, we followed an information—theoretic
approach based on the Akaike information criterion
corrected for small sample sizes (AICc) (Burnham and
Anderson, 2003). We also estimated the Akaike weight
(w;), that is, the relative likelihood of the model given the
data available. This statistical procedure was performed
using the package ‘mgcv’, version 1.7-2 (Wood, 2011, for
additive models) of the statistical software Rr.

We used a tree modelling approach to identify major
risk factors linked to the presence of anti-Brucella anti-
bodies. Classification and regression trees are flexible and
robust analytical statistical tools that are ideally suited for
the analysis of complex ecological (De ‘Ath and Fabri-
cius, 2000) and epidemiological data (Friedman and Me-
ulman, 2003). In our case, Brucella seroconversion (i.e. a
discrete nominal variable with two categories, 1 = when
boar was Brucella seropositive and 0 = otherwise) was
initially explained by the following risk factors: host fac-
tor as sex (male or female), age (in months) and wild
boar density in summer (the winter wild boar density
was also estimated but was excluded from our statistical
analysis because it showed some degree of correlation
with summer densities [ = 0.5, SE = 0.13, P < 0.01,
R> = 8%]); the environmental factor as geographical area
(Monfragiie, Las Hurdes or Sierra de San Pedro) and
human factor as the presence/absence of outdoor domes-
tic pigs in each hunting state. Finally, the explained devi-
ance for the final tree and predictions for specific values
of the response variables were also generated. This statis-
tical procedure was performed using the package ‘tree’
version 1.0-29 (Ripley, 2012, for fitting tree regression
models) of the statistical software R version 2.15. 1
(R Development Core Team, 2012).

Results

Serology and bacteriology
The ELISA test was applied to 204 wild boars, of which 121
were found to be seropositive to Brucella (59.3%, 95% ClI,
52.2-66.1). In the 188 culture attempts, a total of seven
isolates were obtained (3.7%, 95% CI, 1.6-7.8). The seven
culture positive animals (three females between 0.8 and
4 years old and four males between 1.5 and 5.5 years old)
were also positive in the ELISA test.

All the isolates obtained were identified as B. suis bv 2
using the INgene Bruce-ladder suis kit. In addition, the
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MLVA-16 assay revealed that six of the seven isolates from
Sierra de San Pedro were closely related (i.e. more than
90.9% similarity). Further information concerning this anal-
ysis can be found in the Data S1 (supporting information).

Reproductive parameters

In terms of the breeding status of sows, 68 of the 103
(66%) females studied were breeding females. The mean
number of foetuses in pregnant females was 3.5. Foetuses
were counted in 35 of 68 pregnant females, with a mini-
mum of two and a maximum of five.

The results of our model selection are shown in Table 1.
According to our model selection procedure, the effect of
age was sufficient (w age = 0.62, deviance explained =
25.7%) to explain the observed variability on the breeding

Table 1. Model selection for exploring the influence of Brucella suis
biovar 2 (Bsbv2) on selected reproductive parameters of 103 female and
85 male wild boars hunt harvested in several hunting states in Extrema-
dura, south-western Spain. For breeding status and potential fertility
(n = 36), we used generalized linear models with specific error struc-
tures in each case, whereas for the effect on testis weight, additive
models were used

Biological models K AlCc Ai wi

Female wild boar

Breeding status
Age 3 10231 0 0.62
Age + Bsbv2 1 104.14 1.83 0.25
Age + Bsbv2 + Wild boar 3 10547 3.16 0.13

density in summer

Potential fertility
Mo 1 12430 O 0.51
Wild boar density in summer 2 126.17 1.87 0.19
Age 2 12638 208 0.19
Wild boar density in summer + Bsbv2 3 12856 4.26 0.06
Age + Bsbv2 3 12876 446 0.05
Age + Bsbv2 + Wild boar 4 131.01 6.71 0.01

density in summer

Male wild boar

Testis weight
Age + Season 6 85479 0 0.48
Age + Bsbv2 6 856.85 2.06 0.17
Age + Season + Bsbv2 7 85757 278 0.12
Age 5 85774 295 0.1
Age + Season * Bsbv2 8 857.81 3.02 0.10

Age was in years, Season = autumn (October-December) and winter
(January-February). K = number of parameters, including intercept;
AlCc = Akaike information criterion corrected for small sample sizes;
AAICc = difference of AlCc with respect to the best model; wi = Akaike
weight; Mo = null model only with the constant term. For breeding
status and testis weight only models with AAICc less than 10 were
shown. In bold, the best models.
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status of sows. In fact, the probability of being pregnant
increased with age (B age = 1.18, SE = 0.27), pregnant
females being on average 1.5 years older (mean age of preg-
nant females = 2.8, min = 6 months max = 5.5 years)
than their non-pregnant counterparts (mean age of preg-
nant females = 1.1 years, min. = 8 months, max. =
4 years). The competing model w sge + Bsbv2 = 0.25, devi-
ance explained = 34.5% suggests that B. suis bv 2 contact
diminishes the probability of becoming pregnant (B pepv2
=—0.25, SE = 0.55).

Our model selection suggested that none of the explana-
tory variables considered was able to explain the observed
variability in apparent fertility (w \, = 0.25). However,
wild boar density in summer did have a slight negative
effect (B wild boar density in summer =—0.08, SE = 0.13), as sug-
gested by the second competitive model. In fact, only 4% of
the observed variability in the number of foetuses can be
explained by density dependence during the dry season.
Additionally, the three B. suis bv 2 culture positive females
(i.e. actively infected animals) were in anoestrus without
macroscopic lesions in their reproductive organs.

Testes weight clearly depended on age and season (w g
+ Season = 0.48), these two factors explaining 57.3% of vari-
ability in weight. Regardless of age, in autumn (October to
December) boar testes weighed about 26 g more than in
winter. However, despite the fact that the second candidate
model included the effect of B. suis bv 2, this effect had lit-
tle support (Ai > 2) for explaining the observed patterns.
Therefore, these results can be regarded as spurious because
Brucella prevalence in males was greater in autumn (68.9%,
59.85-78.02 at 95% CI) — when testes are heavier — than in
winter (0.42%, 0.28-0.46 at 95% CI). Nevertheless, despite
this apparent lack of effect, three-four B. suis bv 2 positive
testes showed marked bilateral orchitis with the presence of
adherences and purulent exudates in the scrotum (Fig. 2).

Risk factors for B. suis infection

The most parsimonious tree model was fitted using only
three variables (wild boar density in summer, age and sex)
and explains 12.1% of the probability of Brucella serocon-
version (Fig. 3). Specifically and regardless of the age or sex
of wild boar, the highest probabilities of seroconversion
(0.71, Fig. 3) were found in hunting estates with wild boar
densities in summer over 2.5 individuals per 100 ha. Con-
versely, when densities were below 2.5 boars/100 ha, the
probability of Brucella contact depended mainly on the age
and gender of pigs: males and females over 22 months old
had the greatest probability of B. suis bv 2 contact
(P =0.63), followed by females under 22 months
(P=0.57), and finally by males under 22 months
(P =0.26), in which Brucella contact was occasional.
Neither the presence of outdoor domestic pigs nor the
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Fig. 2. Orchitis with presence of adherences and purulent exudates.
Scrotum has been cut open allowing to see exudates and adherences.

Wild boar
density in summer
<2.5 wild boars/100 ha /

>22 months \<22 months

Males { \Females
Risk of being seropositive

to B.suis bv 2 0.63 0.26 0.57 0.7

>2.5 wild boars/100 ha

Fig. 3. Tree-based modelling representing the most important risk fac-
tors for explaining the probability of seroconversion against B. suis bv 2
in wild boar hunt harvested in hunting states in Extremadura, south-
western Spain.

geographical location influenced seroconversion against
Brucella spp.

Discussion

The prevalence of anti-Brucella antibodies observed in our
study area is in line with that obtained in the most recent
national survey (Munoz et al., 2010) and reveals Extrem-
adura to be one of the Spanish regions with the highest
Brucella seroprevalence. However, despite the large number
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of Brucella seropositive animals, only seven isolates were
obtained, all identified as B. suis bv 2. It is important to
note that the presence of specific antibodies against Brucella
does not necessarily imply active infection (Godfroid,
2002). In domestic pigs experimentally infected with
B. suis, pathogen isolation became impossible a mere
4 months after inoculation (Deyoe, 1972), an observation
that may explain the small number of active genital infec-
tions relative to the amount of seropositive animals at the
time of sampling. Moreover, we should take into account
the fact that the existence of false-positive serological reac-
tions induced by gram-negative bacteria sharing common
epitopes with Brucella might cause an overestimation of the
apparent seroprevalence against Brucella (Munoz et al.,
2010).

Wild boar density in summer was the most important
factor for explaining B. suis bv 2 prevalence in our study
area, probably because it is correlated with a higher contact
rate of animal at specific points during the dry period when
food and water is scarce (Fernandez-Llario, 1996). In
agreement with this finding, a recent study has reported a
parallel increase of Brucella spp. prevalence and of the wild
boar population size in Switzerland (Wu et al., 2011).
However, surprisingly, other studies conducted in Spain
(Munoz et al., 2010) have failed to detect any kind of den-
sity dependence, possibly because Brucella-free intensive
game exploitations with high wild boar densities were
included. In our case, we only analysed data from unfenced
estates with densities of 2—10 wild boars per square kilome-
tre, while in other works a number of different types of
populations (open, fenced and farmed) have been studied.
In these kinds of populations other risk factors may be
more relevant than wild boar density.

In addition, B. suis bv 2 infections seem to depend on
age and sex, wild boar males under 22 months being the
group with the lowest prevalence. Considering that sexual
activity in male wild boars under 2 years old is limited
(Fenandez-Llario, 2005), our results suggest that transmis-
sion of B. suis mostly occurs through mating. It is in agree-
ment with the results found in previous studies where the
presence of anti-Brucella antibodies depended on sex and
age of wild boar, being animals sexually active those with
higher prevalence (Bergagna et al., 2009).

In contrast to recent studies from the same region
(Munoz et al., 2010), the existence of outdoor pig farms
did not appear to have any type of influence on the
observed risk of B. suis infection. However, we should be
aware that our way of characterizing the effect of domestic
pigs (i.e. presence or absence of outdoor exploitations) is a
poor subrogate for determining the risk of interactions with
domestic pigs. More accurate estimates of outdoor pig den-
sities sharing habitats with wild boar and the knowledge
about their serology status against Brucella would allow us
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to improve our understanding of the role of livestock in the
maintenance and spread of B. suis bv 2.

According to our results, a previous contact with B. suis
bv2 does not appear to have any influence on wild boar
reproductive parameters, which were mainly shaped by the
age of individuals. Only the breeding status of females
seemed to be slightly affected by a previous contact with
Brucella (which diminishes the probability of becoming
pregnant), but further research considering additional mea-
surements of fecundity (e.g. intrauterine mortality) is still
needed to address this question. Indeed, we used seroposi-
tivity and not active genital infection with B. suis to evalu-
ate the influence of Brucella on the studied reproductive
parameters, and it has been reported that some time after
B. suis infections in domestic pigs, reproductive parameters
can revert to normal again (MacMillan et al., 2006).

Interestingly, three females with active infections turned
out to be non-breeding females, whereas three of four
infected males had manifest orchitis. However, due to the
low number of infected animals found in this study, we
cannot conclusively determine what effects active genital
infection with B. suis had on these reproductive parame-
ters, and further research with larger numbers of infected
animals are needed to analyse this effect. Even so, the lack
of influence on apparent fertility and the few cases of geni-
tal infections detected suggest that B. suis does not shape
reproductive success in wild boar at population level, as has
been suggested by other studies of wild boar populations
with great seroprevalence against Brucella that have
increased constantly (Wu et al., 2011).

The isolation of the oetiological agent of porcine brucel-
losis in our sample confirms that B. suis is present and
circulates in the wild boar population in Extremadura.
Adult, sexually active boars are potential spreaders of por-
cine brucellosis in outdoor pig farms that share the same
habitat, above all in hunting estates with overpopulations
of wild boar. Although our statistical modelling explained a
moderately low proportion of the observed B. suis seropre-
valence, our results suggest that wild boar density in sum-
mer may be a risk factor. Thus, management measures
aiming at reducing wild boar densities may contribute to
the control of porcine brucellosis. This measure will be
extremely important in hunting estates with summer wild
boar densities over 2.5 wild boar/100 ha and, particularly,
in those estates that also have outdoor pig farms.
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3.2 Observaciones lesionales del Complejo Respiratorio Porcino
en el jabali. (Pathological observations of Porcine Respiratory

Disease Complex in the wild boar).

El complejo respiratorio porcino (CRP) es una enfermedad multifactorial que
produce importantes pérdidas econdmicas en la industria porcina (Maes y cols., 2000).
Esta enfermedad afecta principalmente a cerdos en fase de cebo, con sintomas como
tos, disnea, fiebre y un empeoramiento de sus indices de crecimiento (Opriessnig y
cols., 2011). Los animales afectados presentan lesiones neumdnicas que generalmente
afectan a los Iébulos apicales y zonas ventrales del pulmén y microscépicamente se
corresponden con una bronconeumonia, frecuentemente asociada a hiperplasia de los

tejidos linfoides peribronquiales (BALT) (Harms y cols., 2002; Kim y cols., 2004).

El desarrollo del CRP depende de la interaccidon entre diferentes factores:
microbioldgicos (tipo de patdégenos presentes), ambientales (sistema de manejo,
estrés) o individuales (estatus inmunoldgico) (Opriessnig y cols., 2011). Dentro de los
patdgenos que producen el desarrollo de CRP en cerdo podemos encontrar dos tipos:
primarios y secundarios. Los patdégenos primarios son capaces de producir lesiones
neumonicas por si mismos, como resultado de su propia virulencia. Dentro de este
grupo se incluyen virus, como el virus del sindrome reproductivo respiratorio porcino
(PRRSV), virus de la influenza porcina (SIV) o el circovirus porcino tipo 2 (PCV2); vy
bacterias como Mycoplasma hyopneumoniae o Actinobacillus pleuropneumoniae. Por
otra parte, los patégenos secundarios son agentes oportunistas que necesitan que el
animal esté infectado con otro microorganismo para producir lesién. Dentro de estos
patégenos se encuentran, entre otros Pasteurella multocida o Haemophilus parasuis

(Brockmeier y cols., 2002).

La gran mayoria de los patdgenos relacionados con el desarrollo de CRP en el
cerdo han sido detectados también en el jabali (Reiner y cols., 2009; Sibila y cols.,
2010; Cuesta y cols., 2013). Sin embargo, las consecuencias lesionales que las
infecciones por estos patdgenos producen en este animal no han sido aun estudiadas.

Asi, los objetivos de este trabajo son valorar la presencia de los patdégenos que
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intervienen en el desarrollo del CRP en poblaciones de jabali del suroeste de Espafia y

describir las lesiones neumodnicas producidas por estos agentes en esta especie.

En este estudio se incluyeron un total de 210 jabalies abatidos en monterias
celebradas en 20 fincas del suroeste de Espafia. Todos estos animales fueron
inspeccionados post-mortem, determinando su edad y sexo. Durante la inspeccién se
obtuvieron muestras de tejido pulmonar procedente de los |ébulos apicales que
fueron fijadas en formaldehido para su estudio histolégico. Una pieza adicional de
tejido pulmonar fue congelada para su utilizacion en el estudio microbioldgico.
Ademas, se obtuvieron muestras de sangre de todos estos animales, las cuales fueron

utilizadas para el diagndstico seroldgico.

El diagndstico de los diferentes patdgenos respiratorios se llevd a cabo
mediante ensayos PCR especificos para la deteccion de M. hyopneumoniae (Sibila y
cols., 2010), H. parasuis (Oliveira y cols., 2001), A. pleuropneumoniae (Cho y cols.,
2003), P. multocida (Townsend y cols., 1998a) y PCV2 (Csagola y cols., 2006). Para ello,
previamente se extrajo ADN de las muestras de tejido pulmonar congeladas mediante
un kit de extraccion comercial. Por otra parte, la presencia de anticuerpos especificos
frente a los virus ARN involucrados en el desarrollo del CRP, como PRRSV o SIV, se
determind mediante la utilizacion de kits ELISA comerciales (INGEZIM PRRS EUROPA y
INGEZIM INFLUENZA PORCINA, INGENASA, Espaiia).

Paralelamente, se realizé un estudio lesional de los animales incluidos en este
trabajo. Este estuvo basado en la valoracién histolégica de cinco parametros lesionales
(infiltrado inflamatorio en tabiques alveolares, exudados inflamatorios en vias aéreas,
hiperplasia del BALT, inflamacién de |amina propia de bronquios y bronquiolos y
necrosis de células epiteliales de bronquios y bronquiolos) que fueron valorados de 0 a
6 dependiendo de la gravedad encontrada (Imagen 15) (Landolt y cols., 2003;
Opriessnig y cols., 2004). Ademas, con el objetivo de confirmar la presencia en pulmén
de los patdgenos detectados por serologia, se realizaron diferentes ensayos
inmunohistoquimicos y de hibridacion in situ para detectar la presencia de PRRSV,

PCV2 y SIV en un total de 26 muestras pulmonares. Finalmente, en estas mismas 26
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muestras se realizd un ensayo de hibridacién in situ para determinar la distribucién de

M. hyopneumoniae por el parénquima pulmonar.

| .
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Imagen 15: Secciones histolégicas de pulmones de jabali teiiidas con Hematoxilina-Eosina (HE). A) Infiltrado
inflamatorio en septos alveolares. 4x. B) Exudado inflamatorio en vias aéreas principalmente formado por
macréfagos y neutréfilos. 20x. C) Hiperplasia de tejido linfoide asociado a bronquio. 10x. D) Inflamacion de
lamina propia de bronquio. 10x. E) Necrosis de células epiteliales de bronquiolo. 10x F) Lesién granulomatosa

tipica de tuberculosis. 4x.
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Para determinar el efecto de los diferentes patdgenos respiratorios en los
parametros lesionales valorados, se compararon las medias obtenidas para cada uno
de ellos entre los animales infectados y no infectados con cada patégeno estudiado.
Para esto, y debido a las caracteristicas de los datos, se utilizd la prueba estadistica U

de Man-Whitney.

El porcentaje de animales con diagnostico positivo a los diferentes patogenos
valorados se resume en la Tabla 2. En muchos casos las prevalencias fueron diferentes
entre los individuos de distintas clases de edad. Asi las prevalencias frente a H.

parasuis y P. multocida fueron mucho mayores en los animales mas jévenes.

Los animales incluidos en este estudio mostraron lesiones histoldgicas en
general leves, con valoraciones medias menores que 2 en todos los casos. El
parametro lesional con mayor presencia fue la hiperplasia del BALT, encontrada en un
64.29 % de los jabalies analizados, mientras que la presencia de necrosis en células
epiteliales de bronquios y bronquiolos sélo fue detectada en un 2.38 % de los
animales. Las lesiones histoldégicas también se vieron influidas por la edad ya que los
animales mads jévenes mostraron una mayor cantidad de exudados en via aéreas,
mientras que los animales de mediana edad mostraron una hiperplasia del BALT mas

grave (Imagen 16).
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Imagen 16: Valores medios obtenidos en cada grupo de edad al llevar a cabo la valoracion de los parametros
lesionales evaluados en este estudio. El asterisco indica la existencia de diferencias estadisticamente

significativas entre los valores medios obtenidos en distintos grupos de edad (p<0.05).
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Tabla 2: Porcentaje de animales positivos frente a los diferentes patégenos respiratorios incluidos en este estudio

en jabalies de diferentes edades: rayones (0-6 meses), juveniles (6-12 meses), subadultos (12-24 meses) y adultos

(mas de 24 meses).

Porcentaje de

Patégeno animales Resultados por edad
positivos
Virus
. Rayones: 14.3 % (n=18)
Circovirus porcino tipo |l 195% Juveniles: 47.4 % (n=19)
P P (n=210) Subadultos: 31.3 % (n=48)
Adultos: 12.5 % (n=112)
Rayones: 14.3 % (n=21)
Virus inl ) 23.3% Juveniles: 15.8 % (n=19)
irus influenza porcina ) of (e
(h=210) Subadultos: 12.5 % (n=48)
Adultos: 33 % (n=112)
0% Rayones: 0 % (n=2)
. 0 Juveniles: 0 % (n=7)
Virus del PRRS (n=72) Subadultos: 0 % (n=15)
Adultos: 0 % (n=48)
Bacterias
Rayones: 33.3 % (n=21)
Haemophilus parasuis 8% Juveniles: 0 9% (n=19)
P P (n=210) Subadultos: 0 % (n=48)
Adultos: 0.9 % (n=112)
. Rayones: 4.8 % (n=21)
Actinobacillus 6.2 % Juveniles: 0 % (n=19)
pleuropneumoniae (n=213) Subadultos: 6.3 % (n=48)
Adultos: 5.4 % (n=112)
Rayones: 33.3 % (n=21)
24.8 % Hac % (n=
Mycoplasma Juveniles: 36.8 % (n=19)
hyopneumoniae (n=210) Subadultos: 27.1 % (n=48)
Adultos: 21.4 (n=112)
1.4 % Rayon_es: 14.3 % (n=21)
Pasteurella multocida Juveniles: 0 % (n=19)
n=209 Subadultos: 2.1 % (n=48)

Adultos: 0 % (n=112)
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Algunos de los parametros lesionales estimados se vieron influidos por la
presencia de determinados patégenos. Asi, la cantidad de exudados alveolares fue
mayor en los animales infectados por M. hyopneumoniae, P. multocida y H. parasuis.
Ademas, los animales infectados por este Ultimo patégeno mostraron un mayor grado

de infiltrado inflamatorio en septos alveolares.

El estudio inmunohistoquimico reveld la presencia de PCV2, SIV y PRRSV en un
53.8 %, 19.23 % y 19.23 % de los animales estudiados respectivamente. Los antigenos
de PCV2 fueron detectados principalmente en macrofagos localizados en el BALT. Por
su parte las células inmunopositivas frente a SIV fueron escasas, tratdndose
principalmente de células epiteliales de bronquios y bronquiolos y algunos macrofagos
alveolares. Los antigenos de PRRSV se observaron principalmente en macréfagos
alveolares que, en ocasiones, formaban agrupaciones de células positivas. Por su
parte, M. hyopneumoniae fue detectado principalmente adherido a la superficie de las
células epiteliales de bronquios y bronquiolos. Por ultimo, se encontraron bacilos
acido-alcohol resistente en los cuatro animales que presentaban granulomas

tuberculosos en su parénquima pulmonar (Imagen 17).

Cinco de los 26 animales incluidos en el estudio inmunohistoquimico resultaron
infectados por mas de un patégeno. Generalmente, los animales que solamente
estaban infectados por virus (infecciones simples o mixtas) o por M. hyopneumoniae
mostraron lesiones histoldgicas leves. Sin embargo, aquellos con infecciones mixtas
por M. hyopneumonniae y uno o mas virus mostraron una bronconeumonia grave,

asociada con neumonia intersticial y presencia de exudados alveolares.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que los jabalies de la zona
estudiada son susceptibles a padecer infecciones por los patégenos mas relevantes
gue intervienen en el desarrollo del CRP. Los animales estudiados mostraron lesiones
neumonicas, en general leves, pero ampliamente distribuidas entre la poblacién. La
presencia y la gravedad de estas lesiones fue mayor en los animales infectados por M.

hyopneumoniae, P. multocida y H. parasuis.
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Imagen 17: Secciones histoldgicas de pulmdn de jabali. A) Numerosos macréfagos en tejido linfoide asociado a
bronquio positivos al ensayo inmunohistoquimico para la deteccién de PCV2. Complejo Avidina Biotina (ABC)/
Hematoxilina de Mayer. 40x. B) Macrofagos marcados positivamente con la técnica de hibridacion in situ para
deteccion de PCV2. 10 x. C) Células epiteliales y macréfagos marcados positivamente con la inmunohistoquimica
realizada para deteccién de SIV. ABC/ Hematoxilina de Mayer. 40x. D) Agrupacion de macréfagos
inmunopositivos frente a PRRSV. ABC/ Hematoxilina de Mayer. 40x. E) Bacilo acido-alcohol resistente dentro del
citoplasma de una célula gigante multinucleada en una lesion granulomatosa tipica de tuberculosis (asterisco).

Tincion Zielh-Neelsen. 40x F) Nematodos pulmonares en el interior de un bronquio. HE. 10x.
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Las infecciones pulmonares con M. hyopneumoniae en jabali habian sido
anteriormente relacionadas con presencia de lesiones neumadnicas macroscépicas; sin
embargo no se habia confirmado qué repercusiones histolégicas producia este
microorganismo (Sibila y cols., 2010; Chiari y cols., 2013). Por otra parte, las lesiones
asociadas a H. parasuis en este estudio son similares a las descritas recientemente por
Cuesta y cols., 2013. Los resultados obtenidos sugieren que, este patégeno, al igual
que P. multocida, podria tener consecuencias sobre todo en los animales mas jévenes

que son los que mas frecuentemente se encuentran infectados por estos agentes.

La presencia de anticuerpos frente a los diferentes virus valorados en este
estudio no influyd en la presentacion de lesiones histolégicas. Esto podria deberse a
que la presencia de anticuerpos frente a estos microorganismos sugiere un contacto
con ellos, pero no necesariamente que haya existido una infeccién pulmonar

(Watanabe y cols., 2012).

Para poder dilucidar esta limitacion se realizaron los ensayos
inmunohistoquimicos. En el caso de SIV, se demostré como solo un porcentaje de los
animales seropositivos frente a este virus, presentaban antigeno viral en sus
pulmones. En el caso de PRRSV, pese a que ninguno de los jabalies estudiados
presentd anticuerpos frente a este virus, se detectaron células inmunomarcadas en un
19.23 % de los animales incluidos en el analisis inmunohistoquimico. El diagndstico
serolégico estuvo basado en el empleo de un ELISA indirecto, cuya utilidad para el
diagnéstico de PRRSV es limitada, ya que sélo detecta animales positivos que se
encuentren entre los 10 y 300 dias post infeccion (Venteo y cols., 2012). Asi, podemos
decir que el empleo de técnicas inmunohistoquimicas en combinacidn con técnicas
seroldgicas podria ser una buena opcidn para obtener unos resultados mas fiables en

los sondeos epidemioldgicos referentes a la situacion de este patdgeno en el jabali.

Algunos de los pulmones analizados mostraron coinfecciones con mas de un
patdgeno respiratorio. Las coinfecciones con este tipo de agentes pueden dar lugar a
lesiones neumodnicas mas graves (Opriessnig y cols., 2011). Asi, por ejemplo, la

interaccion entre M. hyopneumoniae y los virus respiratorios ha sido descrita en
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multiples ocasiones (Thacker, 2001; Brockmeier y cols., 2002; Harms y cols., 2002; Kim
y cols., 2004). Los resultados obtenidos en este trabajo parecen apoyar esta teoria, ya
que los animales coinfectados con M. hyopneumoniae y algunos virus son los que

muestran lesiones mas graves.

Ademads, aparte de los patdégenos que generalmente intervienen en el
desarrollo del CRP, durante el transcurso del trabajo se hallaron otros agentes como
Metastrongylus spp. o Mycobacterium spp., que pueden jugar un papel importante en

la patologia respiratoria del jabali.

Mas alld de la presencia de diferentes combinaciones de patdgenos
respiratorios, otros factores de tipo ambiental o individual podrian modular la
gravedad de las lesiones encontradas en los casos de CRP en el jabali (Opriessnig y
cols., 2011). Asi, los resultados obtenidos demuestran como las lesiones encontradas
estan influidas por la edad de los animales estudiados. Ademas, la gravedad de los
casos de CRP se podria ver aumentada en las explotaciones que practican un manejo
mas intensivo de estos animales, ya que en este tipo de explotaciones son frecuentes

factores como el estrés o el hacinamiento.

Por lo tanto, serd necesario realizar mas estudios en los que se tengan en
cuenta este tipo de factores para poder comprender perfectamente las repercusiones

del CRP en el jabali.

67






Veterinary Pathology

Veterinary Pathology

Pathological Observations of Porcine Respiratory Disease
Complex (PRDC) in the wild boar (Sus scrofa)

Journal: | Veterinary Pathology

Manuscript ID: | Draft

Manuscript Type: | Full Length Manuscript

Date Submitted by the Author: | n/a

Complete List of Authors: | Risco, David; Universidad de Extremadura, Sanidad Animal

Cuesta, Jesus Maria; Facultad de Veterinaria, Sanidad Animal
Fernandez-Llario, Pedro; Facultad de Veterinaria, Sanidad Animal
Salguero, Javier; School of Veterinary Medicine, Surrey University,
Pathology

Gongalves, Pilar; Facultad de Veterinaria, Sanidad Animal
Garcia-Jiménez, Waldo; Facultad de Veterinaria, Sanidad Animal
Martinez, Remigio; Facultad de Veterinaria, Sanidad Animal

Velarde, Roser; Universitat Autonoma de Barcelona, SEFAS

Hermoso de Mendoza, Miguel; Facultad de Veterinaria, Sanidad Animal
Gomez, Luis; Facultad de Veterinaria, Sanidad Animal

Hermoso de Mendoza, Javier; Facultad de Veterinaria, Sanidad Animal

Wildlife < Marine, Wildlife, and Zoo Animals < Species, Respiratory <

Keywords: - . ;
y Tissue, Infectious < Disease Process

Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC) is a respiratory syndrome
related with different infectious pathogens. Although most of them have
been detected in the wild boar, the lesional outcomes that PRDC pathogens
produce in this species have not been described. The aims of this work
were to assess the presence of the main swine respiratory pathogens in the
wild boar from south-western Spain and to describe the pathological
features of the lung from naturally infected animals with PRDC pathogens.
A pathological assessment based on five histological parameters was
carried out in lung sections from 210 hunted wild boar. The presence of
lung infections with Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus parasuis,
Actinobacillus pleuropneumoniae, and Pasteurella multocida and Porcine
Circovirus type 2 (PCV2) were assessed by the use of specific PCR assays.
Additionally, ELISA tests allowed to detect antibodies against Swine
Influenza virus (SIV) and Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome
Virus (PRRSV). Furthermore, the presence of infected cells with PCV2, SIV,
PRRSV and Mycoplasma hyopneumoniae was evaluated in a significant
number of lung sections using immunohistochemistry and in situ
hybridization assays.

Wild boar infected with Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus parasuis
or Pasteurella multocida showed statistically significant more severe lung
lesions than non-infected animals. Infected cells with Mycoplasma
hyopneumoniae, SIV, PCV2 and PRRSV were detected in single or mixed
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infections. Animals that showed mixed infections with Mycoplasma
hyopneumoniae and different viruses showed severe bronchopneumonia
associated with interstitial pneumonia, suggesting that the interaction
between pathogens enhance their pathogenic potential.
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Summary

Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC) is a respiratory syndrome related with
different infectious pathogens. Although most of them have been detected in the wild
boar, the lesional outcomes that PRDC pathogens produce in this species have not been
described. The aims of this work were to assess the presence of the main swine
respiratory pathogens in the wild boar from south-western Spain and to describe the

pathological features of the lung from naturally infected animals with PRDC pathogens.

A pathological assessment based on five histological parameters was carried out in lung
sections from 210 hunted wild boar. The presence of lung infections with Mycoplasma
hyopneumoniae, Haemophilus parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae, and
Pasteurella multocida and Porcine Circovirus type 2 (PCV2) were assessed by the use
of specific PCR assays. Additionally, ELISA tests allowed to detect antibodies against
Swine Influenza virus (SIV) and Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus
(PRRSV). Furthermore, the presence of infected cells with PCV2, SIV, PRRSV and
Mycoplasma hyopneumoniae was evaluated in a significant number of lung sections

using immunohistochemistry and in situ hybridization assays.

Wild boar infected with Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus parasuis or
Pasteurella multocida showed statistically significant more severe lung lesions than
non-infected animals. Infected cells with Mycoplasma hyopneumoniae, SIV, PCV2 and
PRRSV were detected in single or mixed infections. Animals that showed mixed
infections with Mycoplasma hyopneumoniae and different viruses showed severe
bronchopneumonia associated with interstitial pneumonia, suggesting that the

interaction between pathogens enhance their pathogenic potential.

Key Words: Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC), Wild Boar, lung lesions,

Respiratory Pathogens.
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Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC) is a multifactorial respiratory syndrome
that produces important economic losses in porcine production throughout the world. *
This syndrome mainly affects finishing pigs with a morbidity rate ranging from 10% to

40% and a mortality rate ranging from 2% to 10%.'*1%%

Animals affected by PRDC usually show cough, dyspnea, fever, decreased feed intakes
and growth retardation.”” Pulmonary lesions in affected animals are mainly located in
the cranioventral parts of the lung, where consolidation, discoloration and atelectasia
may be observed; although these features can vary depending on the pathogens
involved."®  Microscopically, these pulmonary lesions are represented by
bronchopneumonia with the presence of airways and alveolar exudates, peribronchitis
and peribronchiolitis and lymphoid hyperplasia; sometimes in combination with the
presence of inflammatory infiltration in alveolar septa and hypertrophy of type II
pneumocytes.'™® The severity of PRDC manifestation in pigs depends on the
interactions between the respiratory pathogens involved, environmental factors such as
different management systems, and individual factors such as age or immunological

27
status.

Different infectious pathogens may be involved in the development of PRDC.
Respiratory pathogens are commonly divided into primary pathogens, that are able to
induce severe lesions in respiratory tissues as a result of their own virulence; and
secondary or opportunistic pathogens that usually induce lesions in the respiratory tract
in combination with other pathogens or factors.”’ The main primary respiratory
pathogens involved in PRDC are viruses such as porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV), swine Influenza virus (SIV), and porcine circovirus type 2
(PCV2); or bacteria such as Mycoplasma hyopneumoniae or Actinobacillus

3
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pleuropneumoniae.’ On the other hand, within the most common opportunistic
respiratory pathogens we can find bacteria such as Pasteurella multocida or

. .3
Haemophilus parasuis.

The majority of the pathogens usually involved in the development of PRDC in
domestic pigs, like PRRSV,*> SIV, PCV2’ M. hyopneumoniae® A.
pleuropneumoniae,® P. multocida™ or H. parasuis® have been detected also in wild
boar (Sus scrofa). Wild boar can be affected by pathogens frequently found in domestic
pigs. Our research group has studied recently the involvement of some of these
pathogens in the respiratory pathology in wild boar, including Erysipelothrix
rhusiopathiae®® or Staphylococcus hyicus”™. However the pathological outcomes

produced by the pathogens involved in PRDC in wild boar are unknown yet.

The aims of this work were to assess the presence of the main swine respiratory
pathogens in wild boar from south-western Spain and to describe the pathological

features of the lungs of naturally infected animals with PRDC pathogens.
Material and Methods
Sampling area and animals

This study was carried out on a total of 210 hunted wild boar from 20 game estates in
south-western Spain (Figure 1). The area of study has particular features in terms of
ecology and climate. Briefly, the average annual precipitation reaches 623 mm and is
concentrated in the months of November to April. The mean annual temperature
averages 17.7°C, being January the coldest and July the warmest month of the year. The
vegetation is typical of Mediterranean forest, characterized by abundant Quercus ilex
and Q. suber trees with understoreys dominated by Quercus coccifera, Cistus ladanifer

and Erica arborea. In all the game estates included in this work, wild boar share habitat
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with red deer (Cervus elaphus) and in some cases with fallow deer (Dama dama), roe

deer (Capreolus capreolus) or extensive herds of cattle.

Wild boar included in this work were hunted between October 2011 and February 2013.
The sex and age of these animals were determined on the basis of the observation of
their sexual organs and the dentition eruption pattern respectively.1 Animals were
divided in four different groups according to their ages: piglets (less than six months),
juveniles (six months-one year), yearlings (one year-two years) and adults (more than

two years) as described before."

Necropsy examination of all animals was performed in the field with a detailed
macroscopic inspection of the lungs. Immediately after the examination of the lungs, a
piece from the cranial right lobe was taken and immersed in formalin. An additional
piece from the same lobe was collected in sterile storage bags, kept cold for transport
and, in less than six hours, frozen at -20°C until their utilization. Finally, blood samples
were collected from the heart or the thoracic cavity. These samples were centrifuged in
the laboratory at 3000 rpm for 10 minutes in order to separate the sera before being

stored at -20°C.
Respiratory Pathogen Detection and Serology

A set of specific PCR techniques was used to detect the presence of some of the most
common respiratory pathogens in wild boar lungs as has been described in similar
surveys.”'?*** The DNA from pieces of the cranial lung lobe stored at -20°C was
extracted using a commercial QIAamp® DNA Mini kit (Qiagen Ltd., Crawley, West
Sussex, RH10 9NQ, United Kingdom) following the manufacturer’s recommendations.

39 .25
H.  parasuis, A.

Afterwards, specific PCRs for M. hyopneumoniae,
pleuropneumoniae,’’ P. multocida® and PCV2,” were carried out using previously

extracted DNA as template.
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Since RNA molecules are easily degradable and this fact might impair the results
obtained in RT-PCR assays, specific commercial indirect ELISA kits were used to study
the contact with the most common RNA viral pathogens involved in PRDC. The
presence of antibodies against SIV (INGEZIM INFLUENZA PORCINA®) and PRRSV
(INGEZIM PRRS EUROPA®) was tested using the sera obtained from blood samples

following the manufacturers’ recommendations.
Pathological Study

All the animals studied in this work were hunted wild boar. Animals showed frequent
artifactual pulmonary hemorrhages that could lead to misinterpretation in a gross
lesional scoring of these lungs. To avoid this fact, the pathological study was based only
on the study of general histopathological parameters previously described (Opriessnig et

al., 2004), easily distinguishable from the artifacts caused by the type of death (shot).

Lung tissue samples previously immersed in buffered formalin were processed
following standard procedures and were routinely stained with hematoxylin and eosin
for the histopathological study. Lung sections were subjected to blind examination
(without knowing the microbiological study results) and were scored on a scale of 0 to 6
(0, normal; 1, mild multifocal; 2, mild diffuse; 3, moderate multifocal; 4, moderate
diffuse; 5, severe multifocal; 6, severe diffuse) for five histopathological parameters.
These parameters were: presence of alveolar septal infiltration with inflammatory cells
(Figure 2), peribronchial lymphoid hyperplasia (Figure 3), amount of exudates in alveoli
and airways (Figure 4), amount of inflammation in the lamina propria of bronchi and
bronchioles (Figure 5) and presence of necrosis in epithelial cells of bronchi and

21,28

bronchioles (Figure 6). The presence of tuberculosis-like (TB-like) granulomatous

lesions (Figure 7) and lung nematodes was also assessed in the lung sections studied.

Immunhistochemistry (IHC), in situ hybridisation (ISH) and special stains
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In order to detect the presence of viral antigens and assess their distribution throughout
the pulmonary parenchyma, IHC and ISH techniques were used to detect SIV, PCV2
and PRRSV in 26 lung samples. These lungs were selected after the serological study
and the histopathological examination and included animals that were seropositive

against the viruses tested and showed no artifacts originated from the type of death.

The avidin—biotin-peroxidase technique was used with the corresponding specific
antibodies to detect PCV2, PRRSV and SIV following previously published
procedures.“’“’14 In addition, ISH technique to detect presence of PCV2 was carried out

as previously described.?’

To assess the distribution of M. hyopneumoniae in infected lung tissues, a fluorescent
ISH assay was carried out in these selected lungs following procedures previously
described . Finally, sections from these 26 lungs were also stained with a Ziehl-Neelsen
stain in order to confirm the presence of mycobacteria bacilli in TB-like granulomatous

lesions.
Statistical Analyses

Mean scores obtained for each of the studied histopathological parameters were
compared between animals infected and non-infected with each pathogen. Due to the
data features, a non-parametric test (Mann—Whitney U-test) was used to compare means
scored between groups. In addition, mean scores obtained for each histological
parameter were compared between age groups using Kruskal-Wallis test. All
calculations were performed using the SPSS 15 software package (SPSS Inc., Chicago,

[linois, 60606, USA).
Results

Pathogen assessment results
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The prevalences obtained to respiratory pathogens studied in different groups of age are
summarized in Table 1. Briefly, a moderate percentage of animals were infected by M.
hyopneumoniae (24.80%), PCV2 (19.5%), and showed antibodies against SIV
(23.30%), whereas the rest of microorganisms studied were only found in a small
percentage of animals. No PRRSV seropositive wild boar were found within studied

animals.

Prevalence was highly different between age groups in some cases. Thus, for example,
prevalence obtained to H. parasuis and P. multocida was significantly higher in piglets
(p=0.00) whereas the number of animals seropositive against SIV was higher in adult

animals (p=0.011).

Histopathology

Histological lung lesions were found in 83.34% of the studied animals. Each
histopathological parameter studied was found in a different percentage of animals and
showed different severity. Whereas the presence of peribronchial lymphoid hyperplasia
was observed in 64.29% of the animals with a mean score of 1.75, the presence of
necrosis in epithelial cells of bronchi and bronchioles was only detected in 2.38% of the
animals. Infiltration within the alveolar septa with inflammatory cells, inflammation in
the lamina propria of bronchi and the presence of exudates within the airways and
alveoli were detected in 27.14%, 15.21% and 22.38% of the animals respectively,
showing mean scores of 1.02, 0.43 and 0.55. Tuberculosis-like granulomatous lesions

were detected in 42 animals, whereas lung nematodes were observed in 17 animals.

Histopathological lesions observed were influenced by the age of the animals (Figure
8). Thus, whereas piglets showed a significant higher score in the amount of exudates in
airways and alveoli (p=0.00), juveniles and yearlings presented a higher score of

peribronchial lymphoid hyperplasia (p=0.01).

http://mc.manuscriptcentral.com/vetpath



©CoO~NOUITA,WNPE

Veterinary Pathology

Relationship between respiratory pathogens and histological lesions.

The mean score obtained for each histopathological parameter assessed in both, animals
infected and non-infected with each pathogen, are summarized in table 2. Briefly, the
presence of antibodies against SIV or PRRSV was not correlated to the presence of
more severe histopathological lesions. However, some of the lesional parameters
assessed were more severe in animals infected with M. hyopneumoniae, P. multocida or
H. parasuis. A higher amount of airways and alveolar exudates predominantly
composed of macrophages and neutrophils was observed in animals infected by M.
hyopneumoniae (U Mann-Whitney=34.18, p=0.004), P. multocida (U Mann-
Whitney=145, p=0.011) and H. parasuis (U Mann-Whitney=256.5, p=0.000). In
addition, a significant higher infiltration of inflammatory cells in alveolar septa was
detected in animals infected by H. parasuis (U Mann-Whitney=426.5, p=0.013).
Furthermore, lung sections in which lung nematodes were detected, had a significant
higher amount of alveoli and airways exudates (U Mann-Whitney=884.5, p=0.018),
lymphoid hyperplasia (U Mann-Whitney=712.5, p=0.016) and marked inflammation in

the lamina propria of bronchi and bronchioles (U Mann-Whitney=327, p=0.000).

Immunohistochemistry and in situ hybridization

The presence of PCV2, SIV and PRRSV was detected in 14 (53.8%), 5 (19.23%) and 5
(19.23%) out of the studied animals, respectively. PCV2 was mainly detected in
macrophages located in bronchus associated lymphoid tissues (BALT), although some
alveolar macrophages also showed presence of PCV2 antigens (Figure 9). PCV2
infected cells were also detected using ISH assay in eight out of 14 animals that resulted
positive for IHC methods showing a similar distribution (Figure 10). Immunopositive
cells against SIV antigens were very low in positive animals and only some epithelial
cells of bronchi and bronchioles and scarce alveolar macrophages showed a positive

9
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stain against this microorganism (Figure 11). The presence of PRRSV antigen was
observed in alveolar macrophages, occasionally forming clusters of positive cells and,
also, in very few epithelial cells of bronchi and bronchioles occasionally sloughing into
the airway lumina (Figure 12). M. hyopneumoniae DNA was detected in four animals
using ISH assay, mainly as labeled bacteria attached to the apical border of bronchial
and bronchiolar epithelial cells. Mycobacterium spp. bacilli were observed in all the
four sections stained with Zielh-Neelsen that showed granulomatous TB-like lesions

(Figure 13).

Five out of the 26 animals tested showed IHC or ISH positive cells for more than one of
the pathogens tested. Pathogen combinations obtained and histological lesions found in
them are shown in Table 3. In general, animals only infected with viruses (in single or
mixed infection) or single-infected with M. hyopneumoniae, showed mild infiltration of
inflammatory cells in alveolar septa and mild lymphoid hyperplasia. However, animals
that presented mixed infections with viruses and M. hyopneumoniae showed a severe
bronchopneumonia associated with interstitial pneumonia and presence of alveolar
exudates. In addition, one of these latest animals presented resulted infected with 4.

pleuropneumoniae.

Discussion

Results obtained in this work show that wild boar may be infected by the main
respiratory pathogens involved in PRDC. The presence of histopathological pulmonary
lesions was widely spread, finding lesions in 83.34% of the studied wild boar. However,
mean scores obtained to each histological parameter showed that the severity of the
found lesions was often mild, although individual cases with severe lung lesions were

also recorded.

10
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The pathological outcomes produced by the respiratory pathogens assessed were
variable. On the one hand, wild boar infected with pathogens such as M.
hyopneumoniae, H. parasuis or P. multocida showed more severe pulmonary lesions
than non-infected animals. On the other hand, infections with 4. pleuropneumoniae or
PCV2 and the presence of antibodies against SIV were not related with pulmonary

lesions.

Animals infected with M. hyopneumoniae showed significant higher amount of airways
and alveolar inflammatory exudates. These results are in agreement with a recent work
in which M. hyopneumoniae infections have been correlated with the presence of gross
pneumonic lesions in free ranging wild boar,” and confirm that the presence of this

microorganism may also affect histopathological parameters.

Likewise, lesions found in animals infected with H. parasuis were similar to those
recently described in a young wild boar infected with this microorganism (severe
bronchopneumonia associated with interstitial pneumonia).® The prevalence of H.
parasuis infection found in this work was low (4.7%), but interestingly most of the
infected animals were piglets (39.1% of piglet resulted infected). These results suggest
that H. parasuis infection may lead to pathological outcomes mainly in young animals

that, in addition, are most susceptible to respiratory pathogens.*’

On the other hand, animals infected by P. multocida showed higher amount of
bronchoalveolar exudates. The presence of abundant inflammatory infiltrates and
exudates in alveoli and airways lumen has been previously related with P. multocida
infection in swine.”® However, this microorganism is considered as a secondary
respiratory pathogen and rarely produces severe lung lesions in single infections.”” The

three wild boar in which P. multocida was detected were co-infected with other
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http://mc.manuscriptcentral.com/vetpath

Page 12 of 32



Page 13 of 32

©CoO~NOUITA,WNPE

Veterinary Pathology

pathogens such as M. hyopneumoniae or H. parasuis and, hence, P. multocida might

have played a role as a secondary respiratory pathogen in these infections.

The seropositivity against the main RNA viruses involved in PRDC seemed not to
influence the appearance of lung lesions in wild boar. The presence of antibodies
against these viruses suggests a previous contact with the pathogen, but it does not
necessarily mean a current infection. To have more accurate data, IHC and ISH assays
were carried out in parallel, to detect the presence of infected cells in lung tissue

sections.'>**

The presence of SIV antigens was detected in only 5 (31.25%) out of the 16
seropositive animals tested. SIV infections in pigs are generally acute with an early
clearance of the virus,”® and hence, it is not surprising not to find viral antigen in a
percentage of the seropositive animals.”® In immunopositive animals against SIV,
positive reaction was detected just in a few cells, mainly alveolar macrophages but also
desquamated epithelial cells from bronchi and bronchioles. This fact could mean that

. . . . \ 5
infected animals were in the process of clearing the virus.

Even though no seropositive animals were detected for PRRSV, the presence of PRRSV
antigens was recorded in five out of 26 lung sections included in the THC study
(19.23%). It has been proven that high levels of specific IgGs against PRRSV can be
detected in serum between seven to ten days post infection (dpi) and 300 dpi
approximately.* For this reason, the accuracy of indirect ELISA assays based on the
detection of IgGs might be not very high in animals recently infected or infected more
than 300 days ago. Several studies have been carried out to detect the presence of

PRRSV in wild boar, and have been based on serological assays.*’""

Negative results
obtained in this kind of studies might be underestimating the real epidemiological

situation of PRRSV in wild boar populations. The combination of serology and
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histopathological techniques, including the study of the presence of the pathogen in situ
may be very effective to get a better picture of the real epidemiological situation of

PRRSYV infections in wild boar, like has been proven with other pathogens.zz’29

Regarding to PCV2 in situ diagnostic, immunohistochemistry assay (14 positive
animals) resulted more sensible than ISH assay (eight positive animals) to detect the
presence of PCV?2 infected cells, as has been reported in previous works (Morandi et al.,

2010).

Co-Infections with some of the respiratory pathogens diagnosed in situ, were detected in
several lung samples. Co-infections with different respiratory pathogens may lead to
more severe pathological outcomes.”” In fact, it has been suggested that interactions
between bacteria such as M. hyopneumoniae, and respiratory viruses may enhance the
development of lung lesions in domestic pigs.*'®!**" The results obtained in this work
seem to be in agreement with this theory. Thus, wild boar infected with one or more
viruses only showed a mild interstitial pneumonia and lymphoid hyperplasia; whereas
animals suffering mixed infections of viruses and M. hyopneumoniae showed a severe

bronchopneumonia associate to interstitial pneumonia.

In addition, other pathogens not frequently involved in PRDC development were related
with respiratory pathologies affecting wild boar. On the one hand, lesions associated to
lung nematodes were recorded in wild boar studied (Figure 14). Animals infected by
lung nematodes showed severe lymphoid hyperplasia and a severe bronchitis and
fibrosis as has been previously described in domestic pig.'® On the other hand,
granulomatous TB-like lesions were found in 20% of the population. Since it was not
included in the aims of this work, the presence of Mycobacterium spp. was not
systematically assessed in wild boar showing granulomatous TB-like lesions. However,
the presence of mycobacteria bacilli in all the four lung sections with granulomatous
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lesions that were stained with Zielh-Neelsen stain, and the high percentage of
Mycobacterium spp. pulmonary infections recently reported in the studied area;**

suggest that granulomatous lesions were caused by this kind of infection.

As a multifactorial disease, clinical signs presented in animals affected by PRDC
pathogens may be enhanced by several factors such as age or management practices. In
this work, more severe histological lesions were recorded in lungs belonging to piglets
(bronchoalveolar exudates), juveniles and yearling (peribronchial lymphoid hyperplasia)

wild boar, suggesting that pathological outcomes may be more sever in young animals.

In addition, the severity of clinical outcomes produced by swine respiratory pathogens
may be higher in farms with high density of animals and more intensive management
practices.”’ Currently, management practices such as fencing or supplying additional
food are common in wild boar breeding, leading to non-natural higher densities of
animals."> The number of wild boar farms in which these measures are applied, is rising
around the world to solve a great demand of wild boar in meat industry'’ and in the
game business.”> The impact of PRDC pathogens could be higher in these “intensively-
managed” farms leading to more severe clinical outcomes and producing serious

economic losses.

In conclusion, results obtained in this work show that infections with swine respiratory
pathogens such as M. hyopneumoniae, P. multocida or H. parasuis, may lead to lung
lesions in wild boar. The presence of severe lung lesions in animals co-infected with
viruses and M. hyopneumoniae suggests that co-infections with respiratory pathogens
might enhance the severity of such pathological findings. However, more research
including a higher number of animals and taking into account other factors that may
influence the PRDC development (e.g. age or populational density), would be necessary
to elucidate it.
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Table 1. Prevalence for the respiratory pathogens included in this study in piglets (0-6

months), juveniles (6—12 months), yearlings (13—24 months) and adult (over 24 months)

male and female wild boar hunted harvested in south-western Spain.

Pathogen

Total Prevalence

Age-specific prevalence®

Viruses

Porcine circovirus type 2

Swine influenza virus

PRRS virus

Bacteria

Haemophilus parasuis

Actinobacillus
pleuropneumoniae

Mycoplasma
hyopneumoniae

Pasteurella multocida

19.5%
(n=210)

23.3%
(n=210)

(n=72)

3.8%
(n=210)

6.2%
(n=213)

24.8%
(n=210)

1.4%
n=209

Piglets: 14.3% (n=18)
Juveniles: 47.4% (n=19)
Yearlings: 31.3% (n=48)
Adults: 12.5% (n=112)

Piglets: 14.3% (n=21)
Juveniles: 15.8% (n=19)
Yearlings: 12.5% (n=48)
Adults: 33% (n=112)

Piglets: 0% (n=2)
Juveniles: 0% (n=7)
Yearlings: 0% (n=15)
Adults: 0% (n=48)

Piglets: 33.3% (n=21)
Juveniles: 0% (n=19)
Yearlings: 0% (n=48)
Adults: 0.9% (n=112)

Piglets: 4.8% (n=21)
Juveniles: 0% (n=19)
Yearlings: 6.3% (n=48)
Adults: 5.4% (n=112)

Piglets: 33.3% (n=21)
Juveniles: 36.8% (n=19)
Yearlings: 27.1% (n=48)
Adults: 21.4 (n=112)

Piglets: 14.3% (n=21)
Juveniles: 0% (n=19)
Yearlings: 2.1% (n=48)
Adults: 0% (n=112)

# Ten out of the studied animals were not included in the estimation of prevalences by age since their ages

were unknown
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Table 2. Mean scores obtained to five pulmonary pathological parameters studied in

positive and negative animals against each respiratory pathogen.

SIvV PCV2 M.hyopneumoniae H.parasuis A.pleuropneumoniae P.multocida Nematodes

Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos
Alveolar Septal 105 094 107 08 112 073 099°  2° 1.01 131 1133 106 05
Infiltration
Bronchoalveolar 047 033 043 046  027°  094°  032°  325° 0.44 038  039° 2°  041°  0.75°
exudates
PerlbrOI}Chlal . 1 1.55 1.14 0.31 1.68 1.96 1.79 0.88 1.75 1.77 1.74 1.33 1.68% 3°
lymphoid hyperplasia
Lamma prpprla 0.6 0.39 0.09 0.19 0.46 0.83 0.56 0.25 0.53 0.77 0.53 0 0.42* 2.67°
inflammation
Necrosis of epithelial . 06 009 0 o008 0.06 0.07 0 0.08 0 007 0 007 0
cells

* Diference statistically significant (p<0.05) between mean score obtained in positive and negative animals
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Table 3. Pathogens and lesions found in immunohistochemical and in situ Hibridization

assays agains Mycoplasma hyopneumoniae (MHYOQO), Porcine Reproductive and

Respiratory Syndrome virus (PRRSV), Swine Influenzavirus (SIV) and Porcine

Circovirus Type 2 (PCV2).

A yogt Lesional . . - R
Pathogen combination N Score Histopathological lesions description
Single Infections
MHYO 2 3 Mild lymphoid hyperplasia
PRRSV 2 45 M.1ld 1nﬁ1trat}on of 1nﬂammatory cells in alveolar septa and
mild lymphoid hyperplasia
Mild foci of inflammatory infiltrate in alveolar septa and
Pcyz2 ? it mild to severe lymphoid hyperplasia
Mixed Infections
PCV2+SIV 1 1 Mild focus of inflammatory infiltrate in alveolar septa
PCV2+SIV+PRRSV 2 4.5 Severe lymphoid hyperplasia
Severe bronchopneumonia and interstitial pneumonia with
PCV2+SIV+MHYO+APP ! 20 presence of abundant exudates
Severe bronchitis with inflammatory infiltrates in the lamina
PCV2+SIV+PRRSV+MHYO 1 10 propria, lymphoid hyperplasia and presence of alveolar

exudates.
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Figure Legends

Fig. 1. Localization of the 20 game estates from south-western Spain included in this

study.

Fig. 2. Lung tissue. Infiltration of inflammatory cells in alveolar septa. Haematoxylin

and Eosine stain.

Fig. 3. Lung tissue. Airways exudates mainly formed by macrophages and neutrophils.

Haematoxylin and Eosine stain.

Fig. 4. Lung tissue. Severe lymphoid hyperplasia of bronchiolar associated lymphoid

tissues. Haematoxylin and Eosine stain.

Fig. 5. Lung tissue. Inflammatory infiltrates within the broncholar lamina propria.

Haematoxylin and Eosine stain.

Fig. 6. Lung tissue. Nuclear pignosis associated to necrosis of bronchiolar ephitelial

cells. Haematoxylin and Eosine stain.

Fig. 7. Lung tissue. Tuberculosis like granulomatous lesions. Haematoxylin and Eosine

stain.

Fig. 8. Mean score values obtained for each histopathological parameter assessed in
each age group. Asterisks show differences statistically significant (p<0.05) in mean

lesional parameters between age groups

Fig. 9. Lung tissue. Numerous macrophages immunomarked against PCV2 within

BALT. IHC, Mayer's hematoxylin counterstain.

Fig. 10. Lung tissue. Numerous macrophages positive against PCV2 detected by in situ
hibrization assay. ISH, Red counterstain.
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Fig. 11. Lung tissue. Epithelial cells and macrophages immunomarked against SIV.

[HC, Mayer's haematoxylin counterstain.

Fig. 12. Lung tissue. Cluster of macrophages immunomarked against PRRSV. THC,

Mayer's haematoxylin counterstain.

Fig. 13. Lung tissue. Acid-Fast bacilli within the cytoplasm of a Multinucleated giant

cell in a granulomatous lesion. Zhiel-Neelsen stain.

Fig. 14. Lung tissue. Nematodes within the airway. Haematoxylin and Eosine stain.
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Fig. 2. Lung tissue. Infiltration of inflammatory cells in alveolar septa. Haematoxylin and Eosine stain.
Fig. 3. Lung tissue. Airways exudates mainly formed by macrophages and neutrophils. Haematoxylin and
Eosine stain.

Fig. 4. Lung tissue. Severe lymphoid hyperplasia of bronchiolar associated lymphoid tissues. Haematoxylin
and Eosine stain.

Fig. 5. Lung tissue. Inflammatory infiltrates within the broncholar lamina propria. Haematoxylin and Eosine
stain.

Fig. 6. Lung tissue. Nuclear pignosis associated to necrosis of bronchiolar ephitelial cells. Haematoxylin and
Eosine stain.

Fig. 7. Lung tissue. Tuberculosis like granulomatous lesions. Haematoxylin and Eosine stain.
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Fig. 9. Lung tissue. Numerous macrophages immunomarked against PCV2 within BALT. IHC, Mayer's

hematoxylin counterstain.

Fig. 10. Lung tissue. Numerous macrophages positive against PCV2 detected by in situ hibrization assay.

ISH, Red counterstain.

Fig. 11. Lung tissue. Epithelial cells and macrophages immunomarked against SIV. IHC, Mayer's

haematoxylin counterstain.

Fig. 12. Lung tissue. Cluster of macrophages immunomarked against PRRSV. IHC, Mayer's haematoxylin

counterstain.

Fig. 13. Lung tissue. Acid-Fast bacilli within the cytoplasm of a Multinucleated giant cell in a granulomatous

lesion. Zhiel-Neelsen stain.
Fig. 14. Lung tissue. Nematodes within the airway. Haematoxylin and Eosine stain.
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Caracterizacion de procesos infecciosos en el jabali

4.Bloque II: Efecto de las infecciones
concomitantes por diferentes patdogenos en el
desarrollo de la tuberculosis en el jabali.
Consecuencias sanitarias e implicacion en

medidas de control

El término coinfeccion (también Illamada infeccion concomitante o
poliparasitismo) se emplea para referirse a la infeccidon simultdnea de un mismo
hospedador por dos o mas patdgenos. Las coinfecciones estan ampliamente
extendidas ya que la mayoria de los hospedadores, incluidos los humanos, presentan
frecuentemente infecciones sincrdénicas por diversos patégenos con los que entran en
contacto a lo largo de un periodo de tiempo (Pérez y cols., 2006). El desarrollo de estas
coinfecciones es fruto de dos hechos principalmente: 1) la presencia simultanea de
diferentes patégenos en los mismos ambientes, lo que facilita un contagio simultaneo;
y 2) la facilidad que muchos patégenos encuentran para proliferar en hospedadores

previamente infectados con otros agentes (Hatcher y cols., 2011).

El efecto que los patégenos concomitantes producen en el desarrollo de una
enfermedad determinada puede tener, en muchas ocasiones, una base inmunoldgica.
El organismo desarrolla diferentes tipos de respuesta inmunoldgica para enfrentarse a
los diversos patdgenos. Asi, por ejemplo, los linfocitos T helper (Th) inmaduros pueden
diferenciarse en linfocitos Thl que sobre todo protegen frente micropardsitos (ej.
protozoos, bacterias y virus) o en linfocitos Th2 que ayudan a combatir parasitos
extracelulares principalmente (ej. helmintos) (Graham y cols., 2007; Supali y cols.,
2010). Curiosamente, estas dos respuestas inmunoldgicas tienen sistemas de
regulacién opuestos. Asi, cuando un organismo esta desarrollando una respuesta Th2
frente a un parasito extracelular y es coinfectado por otro patégeno que necesita una
respuesta Th1l para ser combatido, el hospedador se ve en dificultades para montar

una respuesta inmune Th1l eficaz, por lo que se favorece la proliferacion de este

101



Influencia de patégenos concomitantes en el desarrollo de la tuberculosis en jabali

segundo patogeno (Elias y cols., 2005b). De acuerdo con esto, las consecuencias que
un determinado patdgeno produce en su hospedador estaran condicionadas por la

existencia de infecciones previas con otros agentes.

Este tipo de interacciones entre patdgenos esta comenzando a ser estudiado al
detalle e incluso, fruto de los conocimientos adquiridos sobre esta cuestidn, se estan
elaborando medidas de control frente a determinadas enfermedades. Asi, en los
ultimos afios se han experimentado novedosas medidas de lucha frente a
enfermedades como la malaria, basadas en la eliminacion de patdgenos
concomitantes que pueden influir en el desarrollo de esta enfermedad (Nkuo-Akeniji,
2006; Boel, 2010). Sin embargo, aun seran necesarias mas investigaciones para poder

valorar el efecto real de este tipo de medidas.

En este sentido, una enfermedad como la tuberculosis y un hospedador como el
jabali nos proporcionan el marco perfecto para valorar el efecto que las coinfecciones

con otros patégenos puede tener en el desarrollo de dicha enfermedad.

La idoneidad del modelo jabali-tuberculosis para el estudio de las coinfecciones
se fundamenta en varios hechos contrastados. En primer lugar, la tuberculosis es una
enfermedad cuyo desarrollo puede verse influido por la presencia de patdgenos
concomitantes. Esto ha sido demostrado en numerosos trabajos de investigacion. Asi,
por ejemplo, es bien conocido que uno de los mayores factores de riesgo para padecer
tuberculosis humana es la coinfeccidn con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) (Pawlowski y cols., 2012). Este virus afecta gravemente al sistema inmune del
hospedador favoreciendo el desarrollo de formas clinicas de tuberculosis mas graves y
reactivando infecciones tuberculosas que se encontraban en estado de latencia
(Pawlowski y cols., 2012). Ademads, se ha comprobado que los cuadros clinicos
encontrados en personas infectadas por Mycobacterium tuberculosis son mas graves
cuando existen coinfecciones con determinados parasitos (Li y cols., 2013). Por otro
lado, la influencia que diferentes patdgenos tienen en el desarrollo de la tuberculosis
también ha sido descrita en animales salvajes como el bufalo africano (Ezenwa y cols.,

2010).
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En segundo lugar, el jabali es un animal en el que las coinfecciones son muy
frecuentes. En esta especie se han encontrado elevadas prevalencias frente a diversos
patdgenos entre los que se encuentran las bacterias del complejo Mycobacterium
tuberculosis (Closa-Sebastia y cols., 2011; Garcia-Jiménez y cols., 2012a). Esto nos
proporciona un escenario en el que los animales afectados por tuberculosis pueden
estar coinfectados por un elevado numero de agentes transmisibles adicionales,
permitiéndonos explorar como una amplia comunidad de patégenos puede influir en

el desarrollo de una enfermedad concreta como es la tuberculosis.

Por udltimo, y lo que es mds importante, el estudio del efecto de las
coinfecciones en la tuberculosis del jabali abre una via para el desarrollo de nuevas
soluciones a un problema que tiene un gran impacto econdmico a escala mundial,
como es la influencia negativa que tiene este reservorio silvestre de tuberculosis en los

planes de erradicacion de esta enfermedad (Hermoso de Mendoza y cols., 2006).
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4.1 Influencia del circovirus porcino tipo 2 en la tuberculosis
bovina en poblaciones de jabalies. (Influence of porcine
circovirus type 2 infections on bovine tuberculosis in wild boar

populations).

La tuberculosis bovina es una enfermedad crénica ampliamente extendida y
gue tiene una gran importancia sanitaria y econdmica (Good vy cols., 2011). Debido a
esta importancia, actualmente muchos paises estan desarrollando medidas de lucha

frente a esta enfermedad encaminadas a su erradicacion total (Schiller y cols., 2011).

En Espafia, pese a la gran cantidad de recursos humanos y econédmicos que se
han dedicado en los ultimos afios al control de la tuberculosis bovina, todavia existen
zonas en las que las prevalencias estan bastante lejanas del 0.1 % requerido para

considerarla erradicada (Allepuz y cols., 2011).

Las altas prevalencias de tuberculosis bovina encontradas en el suroeste del
pais se han relacionado con la existencia de reservorios silvestres de esta enfermedad
como el ciervo y el jabali (Gortazar y cols., 2005). Este ultimo esta considerado como el
principal reservorio de tuberculosis en los sistemas mediterraneos (Hermoso de

Mendoza vy cols., 2006).

Los factores que pueden favorecer la existencia de altas prevalencias de esta
enfermedad en el jabali han sido estudiados. Asi, factores como la densidad
poblacional (Gortdzar y cols., 2006), la edad (Vicente y cols., 2004) o factores
individuales (Acevedo-Whitehouse y cols., 2005), han sido vinculados con altas
prevalencias de tuberculosis en jabali. Sin embargo, la influencia que pueden tener las
coinfecciones con otros patdgenos en el desarrollo de esta enfermedad no ha sido aln
valorada, pese a que algunos trabajos sugieren que patégenos como el circovirus
porcino tipo 2 (PCV2) pueden agravar el desarrollo de la tuberculosis en el jabali
(Vicente y cols., 2004). Este virus, ampliamente extendido en las poblaciones de
jabalies, puede provocar una supresion del sistema inmune de los animales infectados,

favoreciendo el desarrollo de otras enfermedades concomitantes (Csagola y cols.,
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2006). Los objetivos de este trabajo fueron valorar la relaciéon existente entre las
prevalencias de tuberculosis y PCV2 en poblaciones de jabalies del suroeste de Espaia
y analizar si la presencia de coinfecciones con PCV2 influye en el desarrollo lesional de

la tuberculosis en el jabali.

Este trabajo se desarrolld en 11 fincas del suroeste de Espafia con un historial
conocido de tuberculosis en jabali. Todas estas fincas estaban completamente valladas
y presentaban una densidad de animales de entre 6.5 y 32 jabalies por cada 100
hectdreas. En estas fincas se analizaron un total de 551 jabalies abatidos en diferentes
monterias. En todos ellos, se valord la presencia de lesiones visibles compatibles con
tuberculosis (LVTB) realizando una inspeccién sistematica de los principales linfonodos,
drganos tordcicos y abdominales. La prevalencia de tuberculosis en cada finca se

estimo calculando el porcentaje de animales que presentaban LVTB.

Por otra parte, y basandonos en las LVTB encontradas, se determind el patrén
lesional mostrado por cada uno de los animales afectados por tuberculosis: localizado
(animales que sélo mostraron LVTB en un érgano (normalmente linfonodos de la
cabeza) o generalizado (animales que presentaban LVTB en mas de un drgano).
Posteriormente se obtuvo el porcentaje de animales con patrén lesional generalizado

en cada finca (niumero de animales con LVTB generalizada/Total animales con

LVTB)*100.

Imagen 18: Lesiones macroscopicas de tuberculosis en jabali. A) Jabali con tuberculosis localizada mostrando
lesion en noédulos linfaticos submandibulares. B) Jabali con tuberculosis generalizada mostrando multiples

lesiones de tuberculosis en el parénquima pulmonar.
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Ademas, para confirmar el diagndstico de tuberculosis realizado mediante
inspeccidon macroscopica, un porcentaje de los animales fueron sometidos a un estudio
microbioldgico e histopatolégico. De todos ellos se obtuvieron los linfonodos
mandibulares y una secciéon de tejido pulmonar. Una porcién de estas muestras fue
fijada en formaldehido y procesada rutinariamente para un estudio histopatolégico en
el que se determind la presencia de granulomas tuberculosos. Del mismo modo, del
material procedente de ambos érganos se realizd un cultivo microbiolégico para
determinar la presencia de Mycobacterium spp. Las colonias sospechosas fueron
confirmadas como Mycobacterium spp. mediante PCR y genotipadas mediante

Spoligotyping (Garcia-liménez y cols., 2012a).

Por otra parte, para determinar la prevalencia de PCV2 en cada finca se
seleccionaron un total de 20 animales (cuando el nimero de animales abatidos lo
permitio), de los cuales se obtuvo una porcién de sus linfonodos inguinales para
valorar la presencia del virus mediante un ensayo PCR especifico (Csagola y cols.,
2006). Los resultados obtenidos en las diferentes pruebas diagndsticas se muestran en

la Tabla 3.

Tabla 3: Prevalencias de tuberculosis (TB) y PCV2 encontradas en las fincas objeto de estudio. Densidad relativa

de jabalies (animales cazados/100 ha) y porcentaje de animales que presentan TB generalizada.

Prevalencia TB Prevalencia PCV-2
Densidad Animales Animales con Porcentaje de Animales Animales
Finca Relativa . lesiones de Prevalencia  animales con TB . " Prevalencia
de Jabali estudiados T8 generalizada estudiados Positivos
1 25 49 30 61.22 % 2333 % 20 14 70 %
2 8 11 10 90.9 % 30 % 11 6 54,54 %
3 6.5 11 11 100 % 18.18 % 11 11 100 %
4 25 110 68 61.81 % 25 % 20 17 85 %
5 24 56 44 78.57 % 45,45 % 20 15 75 %
6 26 64 29 453 % 17.24 % 20 8 40 %
7 25.5 57 5 8.7 % 20 % 20 10 50 %
8 23 34 1 29 % 0% 20 4 20 %
9 32 45 2 4.4 % 0% 20 0 0%
10 13 66 1 1.51 % 0% 20 4 20 %
11 17 48 33 68.75 % 0% 20 0 0%
Total 551 234 47.64 % 202 89 46.78 %
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Los analisis estadisticos realizados con los datos obtenidos, fueron encaminados

a cumplir tres objetivos:

-Estudiar la relacion entre las prevalencias de PCV2 y tuberculosis encontradas
en las fincas objeto de estudio. Para conseguir esto se plantean una serie de modelos
estadisticos en los que la variable respuesta (y) fue la prevalencia de tuberculosis y en
los que se incluyen como posibles variables explicativas (x) la prevalencia de PCV2
encontrada en la finca o la densidad de jabalies. Una vez planteados todos los modelos
légicos con estas variables, se eligid el modelo estadisticamente mas adecuado

basandonos en el criterio tedrico-informativo de Akaike (AIC).

-Valorar la relacion entre el porcentaje de animales con lesiones tuberculosas
generalizadas y la prevalencia de tuberculosis en cada finca. Para cumplir este objetivo
llevamos a cabo un procedimiento idéntico al explicado en el apartado anterior, sélo
cambiando las variables que se introdujeron en los modelos. La variable respuesta (y)
fue de nuevo la prevalencia de tuberculosis encontrada en cada finca, mientras que las
variables explicativas fueron el porcentaje de animales que mostraron una tuberculosis

generalizada y la densidad de jabalies.

-Analizar el efecto que las coinfecciones con PCV2 producen en el desarrollo
lesional de la tuberculosis. Para este analisis utilizamos los 39 animales en los que la
presencia de Mycobacterium spp. fue demostrada microbiolégicamente y en los cuales
se realizé ademas el diagndstico de PCV2 en linfonodo inguinal. Para poder ver la
influencia de PCV2 en el desarrollo lesional de la tuberculosis se utilizé un
planteamiento estadistico basado en desarrollo de los denominados “tree models”. En
este caso la variable respuesta fue “tipo de patrén lesional” una variable categorica
con dos posibles valores: “localizado” o “generalizado”. Por su parte, fueron incluidas
como posibles variables explicativas el sexo, la edad y la presencia de PCV2. El modelo
inicialmente obtenido con estas variables fue simplificado mediante un criterio de

parsimonia.

Los analisis estadisticos mostraron que, en el primer caso, el modelo que mejor

explicaba la prevalencia de tuberculosis fue el que incluia la prevalencia de PCV2 como
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Unica variable explicativa. Por su parte en el segundo caso, el modelo seleccionado
para explicar la prevalencia de tuberculosis fue el que incluia como unica variable

explicativa el porcentaje de animales con lesiones generalizadas.

Tabla 4: Seleccion de modelos para explorar la influencia de la prevalencia de PCV2 y el porcentaje de animales
con lesiones generalizadas de TB (PGLP) en la prevalencia de tuberculosis de las 11 fincas estudiadas. Los modelos
planteados fueron modelos lineales generalizados (GLM). K= nimero de parametros incluidas las intersecciones.

AICc = Criterio informativo de Akaike para muestras pequefias. Ai = diferencia de AlICc con respecto al mejor

modelo, wi = Peso especifico del modelo.

Modelo biolégico K AlCc Ai wi
Prevalencia PCV Vs Prevalencia TB

Prevalencia PCV 2 17.11 0 0.46222
Modelo nulo 1 17.81 0.70 0.32538
Densidad relativa de jabali 2 18.98 1.87 0.18106
Prevalencia PCV + Densidad relativa de jabali 5 22.54 5.43 0.03062
Prevalencia PCV * Densidad relativa de jabali 4 30.02 12.91 0.00073
Porcentaje de patrones lesionales generalizados (PGLP) Vs Prevalencia TB

PGLP 2 15.97 0 0.35
PGLP * Densidad relativa de jabali 5 16.48 0.51 0.27
Modelo nulo 1 17.48 1.51 0.17
Densidad relativa de jabali 2 17.82 1.85 0.14
PGLP * Densidad relativa de jabali 4 19.21 3.24 0.07

Por ultimo, el tree model elegido para explicar los factores de riesgo asociados a
la presencia de patrones lesionales generalizados incluyé dos variables explicativas:
presencia de PCV2 y la edad. Asi, en el modelo se puede observar cémo las mayores
probabilidades de mostrar un patrén lesional generalizado las presentan los animales

infectados por PCV2 y que a su vez son menores de 2.25 afos (Imagen 19).

Los resultados obtenidos demuestran la existencia de una relacidon entre las
prevalencias de tuberculosis y las prevalencias de PCV2 en las poblaciones estudiadas.
La prevalencia de PCV2 parece correlacionar mejor con la prevalencia de tuberculosis

gue otras variables previamente relacionadas con este parametro, como puede ser la
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densidad poblacional (Gortdzar y cols., 2005). En las 11 fincas estudiadas, no todas
mostraron una alta densidad de animales asociada a altas prevalencias de tuberculosis,
lo que indica que otros factores podrian estar modulando el efecto de la densidad en

la prevalencia de tuberculosis.

Infeccidon con
PCV-2

Positivo Negativo

Edad

<2.27 ‘2.25
0.5 0.33

Probabilidad de mostrar un
patron lesional generalizado

Imagen 19: Tree model en el que se muestran los principales factores de riesgo que explican la presencia de

patrones lesionales generalizados de tuberculosis en el jabali.

La interaccion entre PCV2 y otros patdgenos ha sido ya descrita en varias
ocasiones. Por un lado esta demostrado que las coinfecciones con otros patégenos
como el parvovirus porcino o Mycoplasma hyopneumoniae pueden agravar el cuadro
clinico provocado por las infecciones de PCV2 en los individuos coinfectados
(Opriessnig y cols., 2007). Por otro lado, se ha demostrado que las coinfecciones con
PCV2 pueden agravar los cuadros clinicos de enfermedades como la epidermitis

exudativa (Wattrang y cols., 2002).

En nuestro estudio, los animales coinfectados con PCV2 y Mycobacterium spp.
mostraron mas probabilidades de desarrollar un cuadro de tuberculosis generalizada.
El efecto que las infecciones por PCV2 ejercen en el desarrollo de la tuberculosis en el
jabali podria tener una base inmunoldgica. Las infecciones por PCV2 pueden dar lugar

a un estado de inmunosupresion (Csagola y cols., 2006), que podria favorecer la
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diseminacion sistémica de la micobacteria. Sin embargo, seran necesarias mas

investigaciones valorando pardmetros inmunoldgicos para comprobar esta hipétesis.

La edad también parece influir en la probabilidad de desarrollar un cuadro mas
grave de tuberculosis en el jabali. Asi, los animales infectados por PCV2 y menores de
2.5 afios mostraron las mayores posibilidades de presentar una tuberculosis
generalizada. Esto podria deberse a que las infecciones con PCV2 parecen tener
mayores repercusiones clinicas en los animales menores de 2 afios (Segalés y cols.,
2006). Ademas los 2.5 afios es una edad clave en el jabali ya que es la edad a la que

este animal completa su desarrollo corporal (Rosell, 1998).

Nuestros resultados muestran también cémo la prevalencia de tuberculosis es
mas elevada en las fincas con un mayor porcentaje de animales con cuadros
generalizados. La presencia de estos patrones lesionales puede estar relacionada con
una incapacidad del sistema inmune para contener la micobacteria y, por lo tanto, las
posibilidades de excrecidon pueden ser mayores en los animales que presentan este
tipo de lesiones (Gavier-Widen y cols., 2001). La relacidon entre las infecciones por
PCV2 y la presencia de estos patrones lesionales podria explicar por qué en las fincas
con mayores prevalencias de PCV2 se observaron mayores prevalencias de

tuberculosis.

La relacién planteada entre PCV2 y tuberculosis en jabali podria ser utilizada en
la lucha frente a la tuberculosis en este animal. Esta relacién sugiere que el empleo de
medidas encaminadas a reducir el impacto del PCV2 en el jabali podria ser util a la hora

de luchar contra la tuberculosis.

110



lransboundary and Emerging Diseases

Transboundary and Emerging Diseases

ORIGINAL ARTICLE

Influence of Porcine Circovirus Type 2 Infections on Bovine
Tuberculosis in Wild Boar Populations

D. Risco', P. Fernandez-Llario’, W. L. Garcia-Jiménez', P. Goncalves', J. M. Cuesta’, R. Martinez’,
C. Sanz?, M. Sequeda?, L. Gémez', J. Carranza'* and J. Hermoso de Mendoza'

' Red de Grupos de Investigacién Recursos Faunisticos, Facultad de Veterinaria, Universidad de Extremadura, Céceres, Spain

2 Servicio de Sanidad Animal, Direccién General de Agricultura y Ganaderfa, Consejerfa de Agricultura, Desarrollo Rural, Medio Ambiente y Energfa,
Mérida, Spain

3 Servicio de Recursos Cinegéticos y Piscicolas, Direccién General de Media Ambiente, Consejerfa de Agricultura, Desarrollo Rural, Medio Ambiente y
Energia, Mérida, Spain

4 Céatedra de Recursos Cinegéticos y Piscicolas, Universidad de Cérdoba, Cérdoba, Spain

Keywords:
bovine tuberculosis; co-infection; porcine
circovirus; wild boar

Summary

The wild boar is an important reservoir of bovine tuberculosis (bTB) in south-
western Spain. Some risk factors such as wild boar density or age have been asso-
ciated with the presence of high prevalences of bTB in wild boar. However, the
influence of other risk factors such as co-infections with other pathogens has not
yet been studied. This work aims to assess the influence of porcine circovirus type
2 (PCV-2) infection on bTB prevalence and bTB lesional patterns observed in
wild boar. The presence of bTB-like lesions was evaluated in 551 hunted wild boar
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from 11 different game estates in south-western Spain, with a known history of

bTB. Tuberculosis prevalences in each estate were calculated based on the
percentage of animals found with bTB-like lesions. The percentage of animals with
generalized bTB lesional patterns (bTB lesions in more than one organ) was also
assessed. The prevalence of PCV-2 was studied in each estate using a specific PCR
assay. The relationship between PCV-2 and bTB prevalences and between PCV-2
infections and the presence of generalized lesional patterns in wild boar were anal-
ysed. A statistical relationship between the prevalences of bTB and PCV-2 was
found, with bTB prevalences being higher in estates where prevalences of PCV-2
were high. On the other hand, animals infected with PCV-2 were more likely to
develop a generalized lesional pattern. Porcine circovirus type 2 prevalences seem
to be associated with prevalences of bTB in wild boar. PCV-2 infection may
aggravate the development and severity of bTB, favouring the presence of general-
ized lesional patterns and raising the risk of contagion in these estates. The imple-
mentation of sanitary measures that focus on the control of PCV-2 infection may
be necessary as a preliminary measure in bTB control programmes for wild boar.
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Introduction

Bovine tuberculosis (bTB) is a chronic infectious disease
that causes significant economic losses worldwide (Good
et al., 2011). Due to its widespread distribution and its
sanitary and economic impact, preventive animal health
programmes for bTB eradication, mainly based on test and

slaughter policies and/or abattoir surveillance, are being
carried out in different countries (Schiller et al.,, 2011;
Rodriguez-Prieto et al., 2012).

In Spain, despite the large amount of human and
financial resources annually invested in bTB control, there
are certain areas in which the number of infected herds
is nearly unchanged and far from the <0.1% herd

© 2013 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases. 60 (Suppl. 1) (2013) 121-127 121



Interaction between PCV-2 and Tuberculosis in Wild Boar

prevalence required to eradicate the disease (Allepuz
et al.,, 2011). Thus, in 2010, whereas the islands and the
north-eastern regions of Spain were nearly free of tuber-
culosis (prevalence between 0.14% and 0.81%), the herd
prevalence in some regions of central, southern and wes-
tern Spain was considerably higher (e.g. 7.22% in Co-
munidad de Madrid) (Ministerio de Agricultura,
Alimentacién y Medio Ambiente, 2011).

High prevalence of bTB in cattle herds in south-wes-
tern Spain has been associated with wild ungulates,
mainly wild boar (Sus scrofa) and red deer (Cervus ela-
phus), due to their role as bTB reservoirs (Gortdzar et al.,
2005; Hermoso de Mendoza et al., 2006). The number of
wild ungulates has significantly risen in south-western
Spain in recent years as the hunting industry is an impor-
tant economic activity in this area. However, effective
sanitary programmes have not been implemented in these
populations (Gortdzar et al.,, 2006) and today the preva-
lence of bTB in wild boar and red deer is very high (16%
in red deer and 50% in wild boar) (Gortazar et al.,
2012).

Wild boar is considered the main bTB wildlife reservoir
in Mediterranean ecosystems (Parra et al., 2003; Hermoso
de Mendoza et al., 2006; Naranjo et al., 2008). The risk
factors that may predispose this species to high preva-
lence of bTB have been widely studied (Gortdzar et al.,
2011). Factors such as high population density (Gortazar
et al., 2006), age (Vicente et al.,, 2006) or individual sus-
ceptibility (Acevedo-Whitehouse et al., 2005) have been
associated with high prevalence of this disease in wild
boar. However, no studies have been published on the
influence that co-infections with other pathogens (mainly
viruses) may have on the development of bTB in wild
boar.

In this sense, it has been suggested that porcine circovi-
rus infection may trigger the development of bTB in wild
boar (Vicente et al., 2004). Porcine Circovirus type 2
(PCV-2) is widespread in Spanish wild boar (Vicente
et al., 2004). The susceptibility of wild boar to the post-
weaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) with
clinical signs and lesions resembling those described in
domestic pigs has been shown (Schulze et al., 2004). The
characteristic lymphocyte depletion of this viral infection
may affect the immune system of wild boar leading to
immunosupression and aggravation of concomitant infec-
tions (Csagola et al., 2006). Thus, lesional patterns in ani-
mals affected by bTB and co-infected with PCV-2 might
be more severe.

The aims of this work were to assess the relationship
between bTB and PCV-2 prevalences in 11 wild boar popu-
lations in south-western Spain and to study whether the
presence of PCV-2 infections influences the development
of the lesional patterns of wild boar affected by bTB.

D. Risco et al.

Material and Methods

Sampling sites

This study was carried out on 11 wild boar populations in
south-western Spain with a known history of bTB, bacteri-
ologically and histopathologically confirmed. In this area,
the average annual precipitation reaches 623 mm and is
concentrated in the months of November—April. The mean
annual temperature averages 17.7°C, January being the
coldest and July the warmest month of the year. The
vegetation is characterized by abundant Quercus ilex and
Q. suber forests with understoreys dominated by Quercus
coccifera, Cistus ladanifer and Erica arborea.

All the studied estates were fenced areas mainly for the
purpose of wild boar hunting, although in some of them,
wild boar shared the habitat with other wild ungulates such
as red deer or fallow deer. Relative density of wild boar
populations was estimated in each estate from the number
of wild boar hunted per km?. These types of estimations
may be useful in the populations under study as they were
not biased by hunting restrictions in the number, sex or age
of the animals. In addition, all of the estates were managed
under similar hunting techniques (Ferndndez-Llario et al.,
2003; Garcia-Jiménez et al., 2013). Relative density of wild
boar in the estates ranged between 6.5 and 32 wild boar per
100 ha (Table 1).

Bovine tuberculosis prevalence and lesional pattern
assessment

The presence of bTB-like lesions (VLTB) was evaluated in
551 hunted wild boar between October 2011 and February
2012. The number of animals analysed in each estate is
shown in Table 1. Necropsy examination of all animals was
performed in the field with detailed macroscopic inspection
of lymph nodes, and abdominal and thoracic organs. This
routine examination included the incision of retropharyn-
geal and mandibular lymph nodes, the incision of the tra-
cheobronchial and mediastinal lymph nodes, the palpation
of the lungs, the incision of hepatic and mesenteric lymph
nodes and finally, the inspection of the liver and spleen
(Garcia-Jiménez et al., 2012). bTB prevalence in each estate
was estimated based on the number of animals showing
VLTB in the detailed macroscopic inspection, as has been
previously described (Parra et al., 2006; Vicente et al.,
2007).

Macroscopic bTB lesional patterns were also evaluated.
Two different patterns were observed in the studied ani-
mals: a generalized pattern (animals with VLTB in more
than one organ) and a localized pattern (animals that only
showed VLTB in one organ, usually head lymph nodes).
The percentage of animals presenting a generalized pattern
[calculated as (number of animals with a generalized
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Table 1. Prevalences of bTB and PCV-2 found in the estates under study. Wild boar relative densities (hunted individuals/100 ha) and bTB lesional

patterns in each estate

bTB prevalence

PCV-2 prevalence

Percentage
Animals with generalized
Wild boar Studied bTB-like Prevalence lesional Studied Positive Prevalence
Estate relative density animals lesions (%) pattern (%) animals animals (%)
1 25 49 30 61.22 23.33 20 14 70
2 8 11 10 90.9 30 11 6 54.54
3 6.5 1" 1 100 18.18 1 I 100
4 25 110 68 61.81 25 20 17 85
5 24 56 44 78.57 45.45 20 15 75
6 26 64 29 453 17.24 20 8 40
7 25.5 57 5 8.7 20 20 10 50
8 23 34 1 2.9 0 20 4 20
9 32 45 2 4.4 0 20 0 0
10 13 66 1 1.51 0 20 4 20
11 17 48 33 68.75 0 20 0 0
Total 551 234 47.64 202 89 46.78

pattern/number of animals with TB lesions) x 100] was
estimated in each estate.

Bovine tuberculosis sampling, histopathological and
microbiological assessment

To confirm the diagnoses made by visual inspection, intact
mandibular lymph nodes and lung tissues from a random
selection of animals were recovered in each estate and
subject to routine microbiological and histopathological
analyses. The number of animals microbiologically and
histopathologically studied in each estate is shown in
Table 2.

To detect the presence of Mycobacterium spp., a microbi-
ological culture from each recovered lymph node was
carried out as previously described by Garcia-Jiménez et al.
(2012). Suspect colonies were identified as M. tuberculosis
complex by PCR and ‘spoligotyped’ following standard
methods (Garcia-Jiménez et al., 2012). In addition, to assess
the presence of typical tuberculosis granulomas, a piece of
mandibular lymph node and lung of each animal sampled
were fixed in neutral-buffered formalin (4% formaldehyde)
for 7 days and sections of 4 um were cut and stained with
haematoxylin and eosin for histopathological examination.
Sex and age were determined in all sampled wild boar
following standard procedures (Risco et al., 2013).

Table 2. Number of animals microbiologically and histopatologically studied in each estate, number of isolates and spoligotype patterns obtained

and number of animals with typical TB granulomas

bTB Microbiological culture

Histopathology

Percentage of

Studied animals studied in Positive Negative Animals with TB Animals without TB
Estate animals each estate (%) animals animals Spoligotypes obtained granulomas granulomas
1 9 18.36 9 0 SB0121, SB1988, SB0295 9 0
2 11 100 10 1 SB1174, SB0121 10 1
3 3 27.27 3 0 SB0152, SB1174, SBO121 3 0
4 5 4.5 4 1 SB0295, SBO119, SB0O121 4 1
5 10 17.85 5 5 SB0339, SBO119 4 6
6 4 4.7 1 3 SB0134 1 3
7 5 8.77 2 3 SB1624 2 3
8 11 32.35 1 10 SB1174 1 10
9 6 13.33 1 5 SB0121 1 5
10 7 10.6 2 5 SB0121,SB0134 2 5
11 4 8.3 1 3 SBO119 1 3
Total 75 39 36 40 35
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Porcine circovirus type 2 sampling and prevalence
assessment

To estimate the PCV-2 prevalence, 20 animals from each
estate were randomly selected when possible (when <20
wild boar were hunted, all of them were sampled). Samples
from inguinal lymph nodes of wild boar were used to ascer-
tain the presence of PCV-2 infections. DNA from each
lymph-node sample was extracted using a commercial
QIAamp® DNA Mini kit (Qiagen Ltd., Crawley, West Sus-
sex, RH10 9NQ, UK) following the manufacturers recom-
mendations. After that, a specific PCR was carried out to
detect the presence of PCV-2 using previously extracted
DNA as a template (Csagola et al., 2006).

Statistical procedures

Relationship between PCV-2 prevalences and bTB prevalences
A set of specific statistical models was evaluated to explore
the effect of PCV-2 prevalence (as an explanatory variable)
on bTB prevalence. The effect of relative wild boar density
was included as a covariate in all statistical models due to
the fact that it was quite different in each estate and has
been reported to have an effect on the bTB prevalences in
wild boar populations (Gortdzar et al., 2006). Generalized
linear models (GLM) were used (binomial errors and logit
link function) to test the effects of PCV-2 prevalence on
bTB prevalence. The most parsimonious model was
selected following an information-theoretical approach
based on the Akaike Information Criterion corrected for
small sample sizes (AICc) (Burnham and Anderson, 2003).
The Akaike weight (wi), that is, the relative likelihood of
the model given the data available, was also estimated. This
statistical procedure was performed using the package
‘mgcv’, version 1.7-2 of the statistical software R (R Devel-
opment Core Team, R Foundation for Statistical Comput-
ing, Vienna, Austria 2012).

Relationship between the percentage of extended lesions and
TB prevalences

The percentage of generalized VLTB was also evaluated as a
risk factor that would favour high overall bTB prevalences.
The statistical procedures previously described were also
used for this purpose.

Assessing the effect of PCV-2 infection on bTB lesional pattern
In this analysis, we used the 39 animals that were shown to
be infected by Mycobacterium bovis among those sampled
for microbiological and histopathological assessment of
tuberculosis. All of them had a known bTB lesional pattern
and a known status of PCV-2 infection. A tree-modelling
approach was carried out to assess the relationship between
PCV-2 infections and the bTB lesional patterns found.

D. Risco et al.

Classification and regression trees are flexible and robust
analytical statistical tools that are ideally suited for the anal-
ysis of complex ecological (De’Ath and Fabricius, 2000)
and epidemiological data (Friedman and Meulman, 2003).
In this case, bTB lesional pattern (i.e. a discrete nominal
variable with two categories: 0 = wild boar showing a
located lesional pattern and 1 = wild boar showing a gener-
alized lesional pattern) was our response variable and the
following factors were proposed as possible explanatory
variables: sex (male or female), age (in years) and PCV-2
infection. The resulting tree was fitted on the basis of a
cost-complexity measure that maximized the trade-off
between the explained deviance with a minimum tree com-
plexity. Finally, the explained deviance for the final tree and
predictions for specific values of the response variables were
also generated. This statistical procedure was performed
using the package ‘tree’ version 1.0-29 (Ripley, 2011, for fit-
ting tree regression models) of the statistical software R ver-
sion 2.15.1 (R Development Core Team, 2012).

Results

Bovine tuberculosis and PCV-2 prevalence

Prevalences of bTB and PCV-2 found in the estates are
summarized in Table 1. The presence of typical tuberculo-
sis granulomas was microscopically assessed in all the stud-
ied lymph nodes and lungs with VLTB. No granulomas
were microscopically detected in lymph nodes without
VLTB. On the other hand, M. bovis was isolated from all
the studied lymph nodes with VLTB lesions, although this
bacterium was also isolated from one animal without VLTB
lesions. No other mycobacteria were isolated in the sam-
pled animals. The number of isolates and the spoligotype
patterns found in each estate are shown in Table 2.

Relationship between bTB prevalence and PCV-2
prevalence

According to our model selection procedure, the effect
of PCV-2 prevalence was enough to explain the observed
variability in the bTB prevalence in the estates (wpcv.»
prevalence = 0.46, deviance explained = 34.63%). A compet-
ing model including relative wild boar density as an explan-
atory variable explained a lower percentage of the observed
variability in the bTB prevalences (Wgelativewildboardensity
= 0.181, deviance explained = 23.83%). The results of our
model selection are summarized in Table 3.

Relationship between TB prevalence and percentage of
generalized lesional patterns

When we explored the influence of the percentage of gener-
alized lesional patterns (PGLP) on bTB prevalence, our
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Table 3. Model selection to explore the influence of PCV-2 prevalences
and of the percentage of animals with generalized lesional patterns
(PGLP), on TB prevalences of 11 wild boar game estates in south-wes-
tern Spain

Biological models K AlCc A wi

PCV prevalence versus bTB prevalence

PCV prevalence 2 17.1 0 0.46222
Mo 1 17.81 0.70 0.32538
Relative wild boar density 2 18.98 1.87 0.18106
PCV prevalence + Relative wild boar 5 22.54 5.43 0.03062
density

PCV prevalence * Relative wild boar 4 30.02 12.91 0.00073
density

Percentage generalized bTB lesional pattern (PGLP) versus bTB

prevalence

PGLP 2 1597 0 0.35
PGLP * Relative wild boar density 5 16.48 0.51 0.27
Mo 1 17.48 1.51 0.17
Relative wild boar density 2 17.82 1.85 0.14
PGLP * Relative wild boar density 4 19.21 3.24 0.07

Generalized linear models with a binomial error structure have been
used. K = number of parameters, including intercept; AlCc, Akaike
Information Criterion corrected for small sample sizes; AAICc = differ-
ence of AlCc with respect to the best model; wi, Akaike weight;

Mo = null model only with the constant term.

model selection suggested that the effect of this variable is
enough to explain the observed variability in bTB preva-
lence (wpgrp = 0.35, deviance explained = 34.43%). As
occurred with PCV-2 prevalence, competing models
including relative wild boar density as an explanatory vari-
able explained a lower percentage of the observed variabil-
ity in the bTB prevalences (Wgelativewildboardensity = 0-14,
deviance explained = 22.82%). The results of our model
selection are summarized in Table 3.

Relationship between PCV-2 infections and generalized
lesional patterns

The most parsimonious tree model was fitted using two
variables (PCV-2 infections and age) and explained 14.94%
of the probability of having a generalized lesional pattern
(Fig. 1). The highest probabilities of showing a generalized
lesional pattern (0.5) were found in animals infected by
PCV-2 and younger than 2.25 years. Animals infected by
PCV-2 and older than 2.25 years showed a lower probability
of having a generalized pattern (0.33), whereas all animals
uninfected by PCV-2 showed a localized lesional pattern.

Discussion

In this study, a relationship between bTB prevalence and
PCV-2 prevalence was found in the wild boar populations

Interaction between PCV-2 and Tuberculosis in Wild Boar

PCV-2
Infection

Positive

Age
<2.27 \2.25
0.5 0.33
Fig. 1. Tree-based modelling representing the most important risk fac-

tors for explaining the probability of showing a generalized TB lesional
pattern in wild boar.

Negative

Probabilities of showing a
generalized lesional pattern

0

under study, with higher bTB prevalences found in estates
where PCV-2 prevalences were high.

Bovine tuberculosis prevalences were estimated based on
the number of animals showing VLTB in each estate as pre-
viously described (Parra et al., 2006; Vicente et al., 2007).
The presence of Mycobacterium bovis and typical granulo-
mas was assessed by the random sampling of several ani-
mals in each estate, showing that animals with VLTB were
truly infected with M. bovis and that other mycobacteria
were not isolated. Only one animal without VLTB was
infected by Mpycobacterium bovis, showing that advanced
lesions are the most typical in these estates, and that visual
inspection is a valid tool to estimate TB prevalence.

Porcine circovirus type 2 prevalences seem to be statisti-
cally associated with the variability of bTB rates, explaining
34.84% of the deviance. Wild boar density has been associ-
ated with high prevalences of bTB. This variable was also
included in the model selection. Nevertheless, the models
in which this parameter appeared were discarded by the
AIC criterion, suggesting a large role for PCV-2 prevalence
(deviances explained: 34.84% versus 23.83%) as a risk fac-
tor in the populations under study. Population densities
were markedly different between the estates under study,
with high values not always corresponding with the higher
bTB prevalences, suggesting that other factors may modu-
late their effect on bTB (Table 1).

The interactions between PCV-2 and other pathogens
have been widely studied. On the one hand, the presence of
other pathogens such as porcine parvovirus (PPV), swine
influenza viruses, Mycoplasma hyopneumoniae or Pasteurella
multocida may influence the development of PMWS in
swine infected by PCV-2 (Opriessnig et al., 2007). On the
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other hand, PCV-2 infections may trigger the development
of other processes, as has been reported with exudative epi-
dermitis (Wattrang et al., 2002), or suggested with bTB (Vi-
cente et al., 2004), as our results seem to confirm.

In our study, animals co-infected with M. bovis and
PCV-2 showed higher probabilities of developing a bTB
generalized lesional pattern. The influence of PCV-2 infec-
tions in the development of bTB may originate from the
effects that PCV-2 has on the immune status of infected
animals. Porcine circovirus type 2 may cause lymphocyte
depletion, negatively affecting the immune status of ani-
mals (Csdgola et al., 2006) and favouring a systemic dis-
semination of M. bovis. More research assessing
immunological parameters of wild boars will be necessary
to clarify this suggestion.

Other factors such as age or sex were also studied as risk
factors for the development of generalized lesional patterns.
Whereas sex does not seem to be a risk factor, we found
that the likelihood of a generalized pattern is higher in ani-
mals younger than 2.25 years that are infected with PCV-2.
This may be explained by the fact that PCV-2 seems to
affect young animals more severely (Segalés et al., 2006).
2.25 years is a significant age in wild boar as it is approxi-
mately the age when these animals complete their corporal
growth (Rosell, 1998), and thus, animals older than this
can dedicate more resources to immunity.

Our results suggest that, in estates with a high percentage
of bTB generalized lesional patterns, the bTB prevalences
are higher. The presence of generalized patterns may be
related to a temporary or permanent inefficiency of cellular
immune responses, with poor contention of lesions
(Gavier-Widén et al.,, 2001) favouring bacterial dissemina-
tion throughout the wild boar populations and hence the
high prevalence rates. The relationship between the pres-
ence of generalized patterns and infections with PCV-2
may explain the presence of higher bTB prevalence in
estates where the PCV-2 prevalences are high.

To date, measures based on culling, vaccination or man-
agement practices been considered for the control of bTB
in wild boar (Gortdzar et al., 2011; Beltran-Beck et al,,
2012; Boadella et al., 2012); however, the impact of con-
comitant infections has not been explored. The relationship
between the PCV-2 infections and bTB development sug-
gests that sanitary measures focused on the control of this
concomitant viral infection may help to reduce the bTB
prevalence in affected areas. These should include an inves-
tigation of the presence of immunosuppressive situations
and, once confirmed, the implementation of corrective
measures prior to the use of other bTB control measures
that could fail if immunosuppression is present.

Some other factors such as nutritional status or co-infec-
tions with other agents might modulate the effect of PCV-2
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infections in bTb prevalence. Further research will be
carried out to assess the impact of these other parameters.
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4.2 La comunidad de patégenos influye en la gravedad de la
tuberculosis en el jabali. (Pathogen community drives bovine

tuberculosis severity in the European wild boar).

Las coinfecciones, es decir, las infecciones simultaneas por varios patégenos en
un mismo individuo, estan ampliamente extendidas en la naturaleza. Desde un punto
de vista ecolégico, un hospedador puede ser considerado como un complejo
ecosistema en el que determinados parasitos (patégenos) interaccionan entre ellos y
con el ambiente (hospedador) para garantizar su existencia (Pérez y cols., 2006).
Curiosamente, estas interacciones se pueden dar entre todo tipo de parasitos:
macroparasitos (garrapatas, helmintos) y microparasitos (protozoos, bacterias, virus);
por lo que las relaciones que se establecen entre los patdgenos que infectan un mismo

individuo pueden alcanzar una gran complejidad (Yacob y cols., 2006).

Las coinfecciones con otros microorganismos pueden provocar cambios en la
dinamica y el desarrollo de algunas enfermedades. Uno de los modelos de interaccion
mas estudiados es el que se produce con infecciones mixtas de helmintos y bacterias.
Las infecciones por helmintos generalmente desencadenan una respuesta inmune en
la que predomina la produccion de citoquinas asociadas a la proliferaciéon de linfocitos
Th2, que a su vez, inhiben la produccidn de citoquinas que favorecen el desarrollo de
una respuesta inmune Thl, necesaria para el control de parasitos intracelulares
(Graham y cols., 2007). Este antagonismo puede tener consecuencias en el desarrollo
de las diferentes poblaciones de patégenos dentro de un mismo hospedador (Supali y
cols., 2010). Asi, se han descrito ejemplos en los que infecciones bacterianas previas
facilitan la colonizacion del animal por parte de los helmintos, y a su vez, la presencia
de helmintos dificulta la lucha frente a las bacterias por parte del animal coinfectado

(Pathak y cols., 2012).

Por todo esto, actualmente se asume que las infecciones concomitantes con
diversos tipos de patdgenos agravan las consecuencias de una infeccién simple
(Steinmann y cols., 2010). Este hecho ha sido descrito en numerosas ocasiones en el

caso de la tuberculosis. Desde que a mediados de los afnos 40 se describiera un grave
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caso de tuberculosis pulmonar en un paciente coinfectado con helmintos (Black, 1946),
el numero de trabajos en los que se han descrito cambios en el desarrollo de la
tuberculosis debido a coinfecciones con macro o microparasitos ha crecido afio tras
afio (Li y cols., 2013). No obstante, actualmente, algunos de los mas importantes
factores de riesgo asociados a la tuberculosis son precisamente la presencia de

coinfecciones como la del VIH (Pawlowski y cols., 2012).

La fauna salvaje puede suponer un modelo excelente para estudiar cémo las
infecciones concomitantes pueden alterar el desarrollo de enfermedades importantes
como la tuberculosis, enfermedad presente en gran cantidad de reservorios silvestres
(Bordes y cols., 2011; Gortazar y cols., 2013). El efecto que las coinfecciones producen
en el desarrollo de la tuberculosis en estos reservorios ha sido ya probado por ejemplo
en el bufalo africano, en el cual se ha demostrado que las coinfecciones con helmintos
aumentan la susceptibilidad a padecer tuberculosis y ademas incrementan la
mortalidad producida por esta enfermedad (Jolles y cols., 2008). Sin embargo, existen
otros importantes reservorios de tuberculosis en los que esta cuestion ha sido poco
estudiada, como el jabali. En el trabajo anteriormente presentado en esta tesis, se
mostraba como el desarrollo de la tuberculosis en esta especie se puede ver influido
por la presencia de infecciones concomitantes por PCV2, repercutiendo esto, a su vez,
en las prevalencias de tuberculosis encontradas en la poblacién. Sin embargo, el
desarrollo de la tuberculosis en el jabali se podria ver influido por otros patégenos
ampliamente distribuidos en las poblaciones de esta especie, como los patdégenos
respiratorios, entre los que se incluyen parasitos, virus y bacterias. Asi, los objetivos
principales de este trabajo fueron valorar si la presencia de tuberculosis en el jabali
estd asociada a la presencia de otros patégenos y determinar si esos patdégenos

influyen en el desarrollo de la tuberculosis en esta especie.

El estudio se realizd en 20 fincas repartidas por las zonas centro y oeste de
Espafia. Todas estas fincas presentaban un ecosistema mediterraneo tipico en el que
los jabalies compartian habitat con otras especies como el ciervo, el gamo o el corzo.
Un total de 165 animales abatidos en diferentes cacerias celebradas en estas fincas

fueron analizados. Este analisis incluyd la determinacion del sexo y edad de cada
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animal y la realizacion de una necropsia en la que se valord la presencia de lesiones
visibles compatibles con tuberculosis (LVTB) en los principales érganos. Durante la
realizacion de la necropsia se obtuvieron muestras de sangre de cada animal que
posteriormente fueron desueradas y su suero utilizado para realizar diagndsticos

serolégicos.

Imagen 20: Distribucion por las zonas centro y oestes de Espaiia de las 20 fincas incluidas en este estudio

En cada uno de los animales estudiados se realizdé un diagndstico de
tuberculosis basado en el aislamiento de Mycobacterium spp. Para ello, se llevaron a
cabo cultivos microbiolégico de material procedente de linfonodos craneales
(submandibular y/o retrofaringeo) y pulmoén de cada animal, preferentemente
utilizando para el cultivo tejidos con LVTB, en el caso de que existieran. Los
aislamientos obtenidos fueron confirmados como pertenecientes al Mycobacterium
tuberculosis Complex mediante PCR y genotipados mediante spoligotyping. Ademas,
en todos los animales se realiz6 un estudio histolégico en el que se incluyeron
secciones de pulmén y linfonodo submandibular y/o retrofaringeo con el objetivo de
detectar lesiones microscépicas de tuberculosis. Puesto que la combinaciéon de un
diagndstico microbiolégico e histopatoldgico aumenta la sensibilidad en el diagndstico

de tuberculosis en jabali (Santos y cols., 2010), todos aquellos animales que resultaron
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positivos al menos a una de estas pruebas, se consideraron como positivos a frente a

esta enfermedad.

Una vez realizado el diagndstico, los animales positivos fueron clasificados en
animales con tuberculosis localizada (aquellos que sbélo mostraban lesiones
tuberculosas en un drgano, generalmente nddulo linfatico craneales) o animales con
tuberculosis generalizada (aquellos que mostraban lesiones en mas de un drgano,

generalmente pulmén y linfonodos craneales).

Por otra parte, en cada uno de los animales estudiados se determind la
presencia o el contacto con determinados patégenos respiratorios. Asi, la presencia de
infecciones activas por H. parasuis y A. pleuropneumoniae se determiné mediante PCR
(Oliveira y cols., 2001; Cho y cols., 2003); mientras que la existencia de un contacto
previo con M. hyopneumoniae, PRRSV, ADV, SIV y PCV2 se evalué mediante serologia,
utilizando kits comerciales (INGEZIM MHYO COMPAC, INGEZIM PRRS EUROPA,
INGEZIM ADV TOTAL, INGEZIM INFLUENZA PORCINA, INGEZIM CIRCO IgG, INGENASA,
Espana). Por ultimo, se valord la presencia de infecciones por Metastrongylus spp. en

pulmon mediante el contaje directo de estos helmintos (Bush y cols., 1997).

Una vez obtenidos todos los resultados diagndsticos se realizaron una serie de
analisis estadisticos. En primer lugar, determinamos si la comunidad de patdégenos
concomitantes hallada en los jabalies positivos a tuberculosis era aleatoria, o si por el
contrario, existia alguna combinacidon especifica de patdgenos. La existencia de
combinaciones de patégenos representativas fue valorada en las tres clases de edad
(juveniles, subadultos y adultos) mediante la realizacion de analisis estadisticos
basados en una aproximacién de “null models” usando como indicador de co-

ocurrencia el C-score (Serrano y cols., 2014).

Ademads, para evaluar el efecto que los patégenos concomitantes (valorados
mediante serologia o PCR) sobre el desarrollo lesional de la tuberculosis (localizada o
generalizada) usamos una regresién por minimos cuadrados parciales (PLSr). Este tipo
de analisis busca una combinacion de variables explicativas que maximice el

porcentaje explicado de la varianza observada en la variable respuesta (Haenlein y
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cols., 2004). En este trabajo, consideramos una Unica variable respuesta (patrén
lesional de tuberculosis), mientras que la presencia o ausencia de contacto con todos
los patégenos concomitantes diagnosticados, la edad y el sexo de los animales, fueron

incluidas como posibles variables explicativas.

Tabla 5: Porcentaje de animales positivos frente a los diferentes patégenos valorados en este estudio. Los

porcentajes de animales positivos son también mostrados en las diferentes clases de edad.

Porcentaje de animales Porcentaje de animales positivos por
Patogenos
positivos clase de edad

Virus

Juveniles: 58.33 %
Pcv 70.9 % Subadultos: 71.11 %
Adultos: 73.96 %
Juveniles: 45.83 %
ADV 69.70 % Subadultos: 55.56 %
Adultos: 82.80 %
Juveniles: 16.67 %
SIvV 24.24 % Subadultos: 13.33 %
Adultos: 31.25 %
Juveniles: 0 %
PRRSV 0% Subadultos: 0 %
Adultos: 0 %

Bacterias

Juveniles: 54.16 %
Mycobacterium bovis 53.93% Subadultos: 57.78 %
Adultos: 52.08 %
Juveniles: 0 %
Haemophilus parasuis 0% Subadultos: 0 %
Adultos: 0 %
Juveniles: 0 %
4.84 % Subadultos: 4.44 %
Adultos: 6.25 %
Juveniles: 16.67 %
Mycoplasma hyopneumoniae 13.94 % Subadultos: 17.78 %
Adultos: 11.46 %

Actinobacillus
pleuropneumoniae

Helmintos

Juveniles: 66.67 %
Metastrongylus spp. 51.51 Subadultos: 57.78 %
Adultos: 44.79 %
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Mycobacterium bovis fue aislado en 85 animales (51.51 %), de los cuales 28
mostraron infeccién por este microorganismo tanto en pulmon, como en nddulos
linfaticos craneales (patréon generalizado) y 57 individuos sélo en los linfonodos de la
cabeza (patrén localizado). Por otro lado, se detectaron lesiones microscopicas
compatibles con tuberculosis en 80 linfonodos y 28 pulmones. Nueve de los 85
animales infectados por M. bovis no mostraron lesiones microscopicas de tuberculosis
mientras que el microorganismo no fue aislado en 4 animales que presentaban
granulomas. Por lo tanto 89 animales (53.94 %) fueron considerados positivos a
tuberculosis. Dentro de los animales positivos a esta enfermedad a los cuales se les
pudo realizar un diagndstico lesional completo, 28 (40 %) mostraron un patron lesional

generalizado, mientras que 42 (60 %) mostraron un patron lesional localizado.

El porcentaje de animales positivos frente a cada uno de los patégenos
concomitantes valorados en este estudio se muestra en la Tabla 5. Resumidamente
podemos decir que se encontraron elevadas seroprevalencias frente a PCV2 (70.90 %)
y ADV (69.7 %), mientras que estas fueron menores en los casos de SIV (24.24 %) y M.
hyopneumoniae (13.94 %). Por su parte, A. pleuropneumoniae y Metastrongylus spp.,
fueron detectados en un 4.84 % y un 50.51 % respectivamente mientras que PRRSV y

H. parasuis no fueron detectados.

Las comunidades de patdgenos mas frecuentemente encontradas en los
animales estudiados se muestran en la Tabla 6. En ella se puede observar como los
jabalies libres de patégenos fueron escasos (5.5 % en adultos) asi como los jabalies que
resultaron positivos a todos los patdgenos valorados (sélo un individuo). Una de las
comunidades de patégenos mas frecuentes entre los individuos positivos a
tuberculosis, fue la formada por PCV2 y ADV que fue hallada en el 29.6 % de los
adultos en el 14.5 % de los subadultos y en el 25.1 % de los juveniles. Los resultados
obtenidos en los “null models” muestran que las comunidades de patdgenos no
ocurren por azar, ya que los valores obtenidos en los diferentes C-score son mayores
gue los esperados Tabla 7. Este hecho es especialmente evidente en los adultos donde

la diferencia resulta estadisticamente significativa (p=0.01).
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Tabla 6: Frecuencia observada para cada una de las combinaciones de patégenos obtenidas al valorar M. bovis,
Metastrongylus spp., M. hyopneumoniae (Mhyo), PCV2, SIV y ADV en los 165 animales incluidos en este estudio.
“0” indica ausencia del patégeno o de anticuerpos especificos mientras que “1” indica que el patégeno esta
presente o la existencia de anticuerpos especificos frente a él. En negrita todas las combinaciones que aparecen

en mas de un 5 % de los animales estudiados

Combinacion de patogenos Clase de Edad
Helmintos Bacterias Virus Porcentaje
Metastrongylus spp M. bovis Mhyo PCV2 SIV ADV Adults Yearlings Juveniles
0 1 0 1 0 1 11.2% 36% 42 %
1 1 0 1 0 1 9.2% 9.1% 16.7 %
1 1 0 1 1 1 9.2% 1.8% 42 %
0 0 0 1 0 1 9.2% 73 % 0%
1 0 0 1 0 1 8.2% 7.3% 83%
1 1 0 1 0 0 2% 9.1% 8.3%
0 0 0 1 0 0 31% 7.3% 42 %
0 1 0 1 0 0 31% 7.3% 42 %
0 0 1 1 0 0 0% 7.3% 0%
0 0 0 0 0 0 2% 55% 42 %
1 0 0 0 0 1 2% 55% 42 %
0 0 0 1 0 0 31% 7.3 % 42 %
1 1 1 1 1 1 1% 0% 0%

Tabla 7: C-score observado (O) y esperado (E) para la matriz de combinacién de patégenos obtenida para los

animales incluidos en este estudio pertenecientes a diferentes clases de edad.

Clase de Edad C-score
0] E p SES
Juveniles 4.46 4.19 0.15 1.14
Subadultos 19.31 18.70 0.78 0.68
Adultos 39.93 36.11 0.01 2.71

En el modelo obtenido tras el andlisis PLSr, la presencia de anticuerpos frente a

PCV2, SIV y ADV, las infecciones con Metastrongylus spp. y la edad fueron incluidas
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como variables explicativas en el primer factor propuesto. Con él se explica un 23.94 %
de la variabilidad de nuestra variable respuesta (patron lesional de tuberculosis). Mas
del 95 % de la variabilidad explicada por este factor se debid a la presencia de
anticuerpos especificos frente a PCV2 y ADV, la presencia de Metastrongylus spp.

(correlacién positiva) y la edad de los animales (correlacién negativa) (Tabla 8).

Tabla 8: Pesos predictivos y porcentaje de la varianza explicados por cada uno de los patégenos incluidos en el
modelo de regresion por minimos cuadrados parciales. El peso predictivo indica la aportacion de cada uno de los

patégenos al primer componente estadistico obtenido (23.94 % de la varianza explicada).

Patogenos Peso predictivo % Varianza explicada

PCV2 0.574 33.2
Metastrongylus spp 0.554 30.9
ADV 0.442 19.6
Age -0.345 11.9
Sex 0.162 2.7
Mycoplasma hyopneumoniae -0.132 1.7
SIV -0.01 0

Asi, los resultados obtenidos en el andlisis sugieren que los animales jovenes
seropositivos a PCV2 y ADV e infectados por Metastrongylus spp. tienen mas
probabilidades de presentar un patrdn lesional generalizado vy, por lo tanto, un cuadro
mas grave de tuberculosis. Esto muestra que las interacciones entre patdgenos en un
mismo hospedador pueden ser complejas, viéndose involucrados diferentes tipos de
patdgenos, lo que enfatiza la importancia de valorar una amplia gama de patdgenos

para esclarecer las consecuencias que tienen las coinfecciones en un hospedador.

La relacion entre estos patogenos y el desarrollo de la tuberculosis en el jabali
podria estar provocada por la modulacion de la respuesta inmune que se produce en
las infecciones multiples (Graham y cols., 2007). Concretamente, la respuesta inmune
frente a Mycobacterium spp. estda mediada por linfocitos Thl y la presencia de
citoquinas como el gamma-Interferén (y-IFN), la interleucina 12 (IL12) o el factor de
necrosis tumoral (TNF-a) (Salgame, 2005). Esta respuesta inmune Thl podria ser
inhibida por la presencia de estos patdgenos concomitantes (PCV2, ADV vy

Metastongylus spp.) (Kamal y cols., 2006; Pejsak y cols., 2006; Kekarainen y cols.,
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2008). Sin embargo, seran necesarias mas investigaciones para establecer el efecto de

estos patogenos en el sistema inmune del jabali.

Los resultados obtenidos en nuestro PLSr indican que utilizando la edad vy el
contacto con PCV2, ADV y la presencia de Metastrongylus spp. como variables
explicativas podemos explicar casi un 25 % de las posibilidades de que un jabali
presente una forma de tuberculosis generalizada. Pese a que este porcentaje de
varianza explicada puede considerarse como bastante adecuado (porcentajes entre el
14 % y el 25 % son los mas comunmente obtenidos en estudios ecoldgicos (Moller y
cols., 2002)), otros factores no incluidos en este estudio como la presencia de
nematodos intestinales o factores genéticos, podrian afectar al desarrollo de esta
enfermedad. Por lo tanto, su inclusidn en préximos estudios podria completar los

resultados obtenidos.

Con respecto al tiempo y al orden en el que se producen las infecciones con los
patdgenos valorados, debemos considerar que el presente estudio no nos permite
precisar si el contacto con los diferentes patdgenos, fue anterior, simultaneo o
posterior al momento en el que se produce la infeccion con Mycobacterium bovis. En
cualquier caso, este hecho no supondria una limitacién ya que se ha comprobado que
otros agentes pueden afectar el desarrollo de la tuberculosis en ambos casos: tanto si
el individuo estaba previamente infectado por Mycobacterium spp. (reactivando la
infeccion) (Diedrich y cols., 2011); como si el individuo adquirié la infeccién con
Mycobacterium spp. posteriormente (facilitando el desarrollo y la expansion de las

lesiones) (Elias y cols., 2005b).

Por otra parte, el diagndstico de varios de los agentes valorados en este estudio
se basoé en la deteccidn de anticuerpos especificos frente a ellos. La deteccidn de altos
niveles de anticuerpos indica que el individuo ha estado en contacto con el patégeno,
pero no necesariamente que se encuentre actualmente infectado. Sin embargo, esta
limitacion podria no influir en los resultados obtenidos, ya que la tuberculosis es una
enfermedad crénica en la que las lesiones pueden persistir en el individuo afectado

durante un largo tiempo (Bollo y cols., 2000). Por lo tanto, los andlisis serolégicos nos
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permiten explorar el posible efectos de coinfecciones, tanto pasadas como presentes,
en la gravedad de la tuberculosis valorada segun la distribucién lesional hallada en el

momento del muestreo.

La presencia de animales con cuadros generalizados de tuberculosis ha sido
relacionada con altas prevalencias de esta enfermedad en poblaciones de jabalies
(Risco y cols., 2013a). Por este motivo, la aplicacion de medidas encaminadas a luchar
contra los patégenos que favorecen la presencia de este tipo de cuadros (vacunacion,
desparasitacion), podria ser util en la lucha global frente a la tuberculosis en este

animal.

Ademas, la presencia de estos patdgenos concomitantes podria comprometer
el éxito de algunas de las medidas de control propuestas para la lucha contra la
tuberculosis en el jabali, como es la vacunacién. Por ejemplo, se ha demostrado en
diferentes especies animales que esta medida no funciona en animales parasitados,

cuya respuesta inmune estd sesgada hacia Th2 (Elias y cols., 2005a).

Sin embargo, las experiencias realizadas con este tipo de medidas, encaminadas
a la lucha frente a patégenos concomitantes, han sido contradictorios hasta el
momento, por lo que su utilizacion en la lucha frente a la tuberculosis en el jabali
deberia estudiarse bajo condiciones controladas para valorar rigurosamente sus

resultados.

Por otra parte, seria importante tener en cuenta que el efecto de los patdogenos
concomitantes en el desarrollo de una enfermedad concreta es mayor en épocas de
escaso alimento (Ezenwa y cols., 2011). Por lo tanto, la utilizacion de medidas
encaminadas a mantener una buena condicién corporal en estos animales como la
administracion de un alimento suplementario de calidad, podria ayudar a paliar los
efectos de estos patégenos y por lo tanto ser efectiva en la lucha global contra la
tuberculosis. Esta medida podria ser sélo recomendable en fincas cerradas, ya que la
suplementacién en dareas naturales podria favorecer la agregacién de la fauna salvaje
en torno a los puntos de suministro de comida e incrementar el riesgo de transmision

de la tuberculosis.
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Abstract

Co-infections with parasites or viruses drive tuberculosis dynamics in humans, but little is known
about their effects in other non-human hosts. This work aims to investigate the relationship
between Mycobacterium spp infection and other pathogens in wild boar (Sus scrofa), a
recognized reservoir of bovine tuberculosis (bTB) in Mediterranean ecosystems. More
specifically, in this work we assessed the role of common concomitant infections in the severity of
tuberculosis in 165 wild boar from mid-western Spain. The presence of tuberculosis lesions
affecting only one anatomic location (cervical lymph nodes), or more severe patterns affecting
more than one location (mainly cervical lymph nodes and lungs), was also assessed in infected
animals. In addition, the existence of contacts with other pathogens such as porcine circovirus
type 2 (PCV2), Aujeszky’s disease virus (ADV), swine influenza virus, porcine reproductive and
respiratory syndrome virus, Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae,
Haemophilus parasuis and Metastrongylus spp, was assessed by means of serological,
microbiological and parasitological techniques. The existence of a structured community of
concomitant infections in wild boar infected with Mycobacterium bovis was statistically
investigated by null models. Whether the contact with other pathogens drives disease severity
was examined using a Partial Least Squares regression approach. Results showed that adults
infected by Mycobacterium bovis had contacted with some specific, non-random pathogen
combinations. Previous contact with PCV2, ADV and infection by Metastrongylus spp, enhanced
tuberculosis severity. Since the presence of specific pathogen communities seems to alter the
development of tuberculosis, measures against these concomitant pathogens such as
vaccination or deworming, might be useful in tuberculosis control programmes in the wild boar.
However, given the unexpected consequences of altering any community of organisms, further

research should evaluate the impact of such measures under controlled conditions.

Key words: Multiple infections, Mycobacterium bovis, Null models, Porcine circovirus type 2, Partial

Least Squares regression (PLSr), Sus scrofa



Introduction

Co-infections (i.e., the simultaneous infection of a host by two or more pathogens) are ubiquitous
in nature but most research on relevant diseases largely relies on a “one-disease-one-pathogen”
perspective. From the point of view of community ecology, a host can be considered a complex
ecosystem composed of parasites that directly or indirectly interact among themselves and with
their own environment, the host [1]. This holistic perspective considers co-infections as specific
cases of competition [2] that regulate parasite populations within the host, either protecting (see
Reich et al. 2013 for a case of cross-immunity [3]) or driving infection risk [4]. Interestingly, such
interactions are possible between microparasites (virus, bacteria, fungi or protozoa) and
macroparasites (helminths and arthropods) inhabiting different organs (i.e., arthropods infecting
nasal cavities drives gastrointestinal nematode fitness [5]), and thus predicting the outcome of co-
infection is a complex task.

Among all possible interactions, bacteria-helminth co-infections are one of the most studied
models for exploring how co-infection drives disease dynamics and severity. Helminths mostly
induce cytokines associated with a T-helper cell type 2 (Th2) immune response, which
simultaneously down-regulates T-helper cell type 1 (Th1) cytokines involved in intracellular
microparasite control [6]. The consequences of this antagonism in immune mechanisms, in terms
of changes in dynamics of bacteria or helminth populations, are difficult to predict [7]. A well-
known example of this complexity is the bacteria-helminth co-infections in wild rabbits
(Oryctolagus cuniculus). In this host-parasite model, respiratory infection by Bordetella
bronchiseptica facilitates secondary helminth (Graphidium strigosum) infections that, at the same
time, collaborate in maintaining the bacterial persistence in the upper respiratory tract [8]. B.

bronchiseptica infection does not only facilitate Heligmosomoides polygyrus reproduction, another



gastrointestinal nematode [9], but also accelerates the expulsion of a third worm species
(Trichostrongylus retortaeformis) from the small intestine [10].

Shifts in disease severity are also common in a broad range of co-infected hosts. Concomitant
infections often exacerbate the effects of single infections, independently of the diversity in
parasite groups involved in the infection process. For example, tuberculosis (caused by
Mycobacterium tuberculosis complex) susceptibility and severity are shaped by co-infection with
different types of pathogens. Since the first report describing severe pulmonary Mycobacterium
spp-helminth co-infected patients in the mid 1940’s [11], the number of works describing changes
in tuberculosis pathology due to micro- or macroparasite co-infection has grown year after year
[12]. Viruses also seem to shape tuberculosis dynamics, and HIV-Mycobacterium spp co-infection
in humans is one of the best known examples. In fact, the HIV infection is considered one of the
main risk factors predisposing patients to tuberculosis and progression to active disease,
increasing the risk of latent tuberculosis reactivation 20-fold [13].

Wildlife is an excellent model for exploring whether co-infection drives infectiousness of
major diseases since they are almost always co-infected by several pathogens [14]. Bovine
tuberculosis (bTB) due to Mycobacterium bovis is one of them and it is present in a broad range
of wild hosts across different geographic regions [15]. Cervids in North America, badgers (Meles
meles) in Great Britain, brush tailed possums (Trichosurus vulpecula) in New Zealand, buffalo
(Syncerus cafer) in South Africa and wild boar (Sus scrofa) in the Iberian Peninsula are common
reservoirs of this infectious disease [16]. The effects of co-infection have been described in those
wild models. In the African buffalo, for example, nematode infection is likely not only to increase
bTB susceptibility [17], but also accelerate mortality due to body condition impairment in co-
infected individuals [18]. A positive relationship between porcine circovirus type 2 (PCV2) and
bTB prevalences has also recently been observed in wild boar populations from mid-western
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Spain [19]; however little is known about the role of other common pathogens in wild boar in
tuberculosis dynamics.

The aim of this work was to assess the role of common respiratory pathogens in bTB
severity in wild boar from mid-western Spain. Evidence of infection by means of serology and/or
pathogen detection was carried out for viruses (PCV2, Aujeszky's disease virus [ADV], porcine
reproductive and respiratory syndrome virus [PRRSV] and swine influenza virus [SIV]), bacteria
(Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus parasuis and Actinobacillus pleuropneumoniae) and
a nematode (Metastrongylus spp) in 165 wild boar from mid-western Spain. Two hypotheses
were tested. The first investigated whether contact with a respiratory pathogen in Mycobacterium
spp infected wild boar occurred by chance or, on the contrary, was due to a structure community
of pathogens (hypothesis /). The second was supported by links between tuberculosis severity
and concomitant viral and nematode infections observed in both human [12,13,20] and animal
hosts [18] and explored whether disease severity in wild boar is driven by particular pathogen

assemblages (hypothesis ii).

Materials and Methods

Ethics Statement

Animals included in this study belonged to private estates and were studied and sampled with the
permission of their respective game managers after being hunted in commercial or sportive game
activities. Since this study was carried out in private lands, no specific permissions or government
approval, were required. Wild boar were hunted during game activities called “monterias” that
took place according to legal guidelines. Thus, the animals were not killed specifically for this
study. The development of this study did not involve any endangered or protected species in the
studied area (mid-western Spain). This study did not need to be approved by any animal ethics
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committee since animals were not killed for scientific purposes.

Study site

This study was carried out on 20 wild boar game estates in mid-western Spain (Figure 1). In this
area the average annual precipitation reaches 623 mm and is concentrated from November to
April. The mean annual temperature averages 17.7°C, January being the coldest and July the
warmest months of the year. The vegetation is typical of Mediterranean forest, characterized by
abundant Quercus ilex and Q. suber trees with understories dominated by Q. coccifera, Cistus
ladanifer and Erica arborea. Wild boar density in the studied area ranged between 6.5 and 30
wild boar / hectare [21]. In all game estates included in this work, wild boar shared habitat with
red deer (Cervus elaphus) and, in some cases, with fallow deer (Dama dama), roe deer

(Capreolus capreolus) or extensive herds of cattle.

Sampling procedures

A total of 165 hunter harvested wild boar were collected between October 2011 and February
2013. The sex and age of these animals were determined on the basis of the observation of their
sexual organs and the eruption of dentition pattern, respectively [22]. Necropsy examination of all
animals was performed in the field with detailed macroscopic inspection, in order to assess the
presence of bTB-like visible lesions affecting lymph nodes (submandibular, retropharyngeal,
mediastinal and mesenteric lymph nodes), and thoracic and abdominal organs. Submandibular
and/or retropharyngeal lymph nodes, lungs and blood samples collected from the heart or
thoracic cavity, were recovered and stored at 4°C until they were processed within the following
24 hours. Blood samples were centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes and extracted serum was

stored at -20°C until analysis.



bTB diagnosis

Diagnosis of bTB in wild boar was carried out based on the isolation of M. bovis as well as on the
presence of microscopic granulomatous bTB lesions. Since the combination of microbiological
culture and histopathology increases the sensitivity and specificity of bTB wild boar surveys [23],
animals that were positive for both, or at least according to one of these diagnostic techniques,
were considered to be positive for bTB.

To detect the presence of M. bovis, a microbiological culture from intact (not handled or cut)
submandibular or retropharyngeal lymph nodes and from a piece of caudal lung lobes (both with
gross bTB-like lesions when possible) of each animal was carried out. For bacterial culture, tissue
samples were sectioned and dissected, trimming the fat and connective tissue, using sterile
scissors and forceps for each individual sample. Two grams of tissue were homogenized in 10 ml
of sterile water with 0.2% albumin (Albumin from bovine serum Sigma, St Louis, MO, USA) for 4
min in a mechanic homogenizer (Smasher; AES Laboratories, Montreal, QC, Canada). The
homogenized material was then decontaminated by the hexadecyl pyridinium chloride method
[24]. Finally, two Lowenstein—Jensen slants, with pyruvate and without glycerol, were inoculated
in parallel and incubated for 6-8 weeks. Suspicious colonies obtained in microbiological cultures
were identified as M. tuberculosis complex by PCR and “Spoligotyped” following standard
methods [25,26], allowing their identification as M. bovis.

In addition, to assess the presence of tuberculosis granulomas, a piece of submandibular or
retropharyngeal lymph node and lung of each animal sampled were fixed by immersion in neutral,
buffered-formalin (4% formaldehyde) and sections of 4 um were cut and stained with hematoxylin
and eosin for histopathological examination. The tissue pieces used for the histopathological
analysis were chosen based on the presence of macroscopic bTB-like lesions when present. For
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wild boar in which bTB-like lesions were not found, a piece of submandibular lymph node and

caudal lung lobe were identically processed for histopathology.

bTB severity assessment

To consider the extent of bTB, wild boar were classified into two groups: animals with a localized
lesion pattern and animals with a generalized lesion pattern. Based on the distribution of lesions,
generalized bTB implies more severe disease and a greater bacterial load than localized bTB
[27].

Animals showing a localized pattern were those with bTB lesions in one location, mainly
submandibular or retropharyngeal lymph nodes (Figure 2a). On the other hand, those wild boar
with lesions in these lymph nodes and any other organ, e.g. lung, liver, mesenteric lymph nodes
and/or spleen, were considered to have a generalized pattern (Figure 2b). Since lung is the most
common organ in which secondary bTB lesions can be found in wild boar [28], lung tissue was
chosen to carry out a systematic detection (through microbiological culture and microscopic
examination) of generalized bTB.

A complete lesion assessment could not be carried out in 25 of 165 animals included in this study,
since these animals were partially eviscerated upon arrival at the inspection area. This meant we
could not ensure the lack of bTB-like lesions in abdominal organs and, therefore, their lesion

pattern could not be completely determined.

Bacterial pathogen/antibody detection

The presence of concomitant bacterial respiratory pathogens, such as Haeomophilus parasuis
and Actinobacillus pleuropneumoniae, was determined in lungs of the sampled animals. DNA
from a piece of cranial lobe from one of the lungs was extracted using a commercial QlAamp®
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DNA Mini kit (Qiagen Ltd., Crawley, West Sussex, RH10 9NQ, United Kingdom) following the
manufacturer’s recommendations. Later, specific PCRs were carried out in order to detect the
presence of H. Parasuis [29] and A. Pleuropneumoniae [30] using previously extracted DNA.
Antibodies against M. hyopneumoniae were detected using a commercial blocking-ELISA assay
(INGEZIM M. HYO COMPAC®, Ingenasa, Madrid, Spain) that was carried out using duplicate
serum samples from each animal, exactly following the protocol suggested by the manufacturer

(amount of reagent, incubation time, cut-off used).

Viral pathogen antibody detection

Concerning viruses, a serologic survey for previous contacts with viral pathogens was carried out
using commercial ELISA kits and following all the manufacturer's recommendations as well. The
presence of antibodies against PCV2 (INGEZIM CIRCO IgG®: ADV (INGEZIM ADV TOTAL®),
SIV (INGEZIM INFLUENZA PORCINA®) and PRRSV (INGEZIM PRRS EUROPA®) was

evaluated using duplicate samples of sera obtained from blood samples.

Metastrongylus spp detection

Pulmonary nematodes were collected by lung dissection. During examination, the trachea and
main bronchi were opened longitudinally with scissors, carefully examined and then placed under
running water to collect adult worms on a sieve. In addition, the pulmonary parenchyma — and in
particular the affected areas — were dissected carefully under a dissecting microscope to extract
adult nematodes. Permanent preparations of adult specimens were made with lactophenol cotton
blue solution and genus identification was based on previous descriptions [31]. The total number

of adult worms collected from an individual [32] was used as a proxy for parasitic load.



A brief summary of the techniques used for antibodies and pathogen detection and the clinical

picture produced by bacteria, viruses and parasites assessed in this work are shown in Table 1.

Statistical Procedures

For the analyses described below, all estates showed the presence of the most prevalent
pathogens, e.g., M. bovis, PCV2, ADV, SIV and Metastrongylus spp. Neither differences in
pathogen prevalences, pathogen community structure nor in the effects of co-infection on bTB
severity were determined at the game estate scale, in part because the sample size never

exceeded 30 individuals per estate.

Pathogen community

Whether or not contact with other pathogens in wild boar infected by Mycobacterium spp
occurred by chance was studied using the null model analysis. Data were organised as
presence/absence matrices in which each row represented a pathogen species and each column
represented an individual wild boar. In a presence/absence matrix, “1” indicates that a species is
present at a particular site or host, and “0” indicates that a species is absent [33]. A total of three
matrices were created separately for each age class: juveniles (6-12 months), yearlings (13-24
months) and adults (over 24 months).

The C-score was used as a co-occurrence index for exploring co-occurrence patterns [34] and
the FE algorithm (fixed row-equiprobable column) chosen for analysing obtained results. The C-
score measures the average number of checkerboard units between all possible pairs of species.
In a competitively structured community, the observed C-score should be significantly larger than
expected by chance (O > E); such a community would tend to show negative co-occurrence and
would be segregated. Otherwise, a C-score smaller than expected by chance (O < E) indicates
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positive co-occurrence, and thus species in that community would tend to be aggregated [35].
The C-score has been used in diverse null models as a powerful tool to measure not only
parasite assemblages [36], but also viral co-infections in pigs [37]. The observed C-score was
calculated for each presence/absence matrix and compared with the expected C-score calculated
for 5000 randomly assembled null matrices by Monte Carlo procedures. The analysis was carried
out using the software EcoSim 7.72 [38].

In addition, to compare the degree of co-occurrence across data, a standardised effect size
(SES) for each matrix was calculated. The SES measures the number of standard deviations that

the observed index (C-score) is above or below the mean index of the simulated communities.

The role of co-infection in bTB severity

The effects of viruses, bacteria and nematode species (by means of direct detection or
serological evidence of infection) on bTB severity (0 for wild boar showing bTB-like lesions only in
submandibular/retropharyngeal lymph nodes, and 1 for those showing bTB-like lesions in both
lymph nodes and lungs) was assessed by a Partial Least Squares regression approach (PLSr).
This statistical tool is an extension of multiple regression analysis, where associations between
groups of variables are established with factors, i.e., combinations of dependent variables
extracted from predictor variables that maximise the explained variance in the dependent
variables. PLSr is probably the least restrictive of the multivariate techniques [39]. This flexibility
allows its use when there are fewer observations than predictor variables or in the case of
multicollinearity [40]. Moreover, PLSr allows the study of covariance in both explanatory and
predictor variable groups [41].

In the present study, bTB severity was considered as a single explanatory variable, while
concomitant pathogens represented the X predictor factor. For PLSr modelling, the age of
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animals was considered in months. The “plspm” library version 0.3.7 [42] of the R software

version 3. 0. 3[43] was used for these analyses.

Results

Percentage of animals positive against selected pathogens

The M. bovis isolates were obtained from 85 animals (51.51 %). Within infected animals, 28
showed M. bovis infection in both submandibular/retropharyngeal lymph nodes and lungs
(generalized pattern), whereas 57 only showed M. bovis infection in submandibular/
retropharyngeal lymph nodes (localized pattern). On the other hand, bTB-like microscopic lesions
were observed in 80 submandibular/retropharyngeal lymph nodes (48.48%, n= 165 lymph nodes)
and 28 lungs (16.96%, n=165 lungs). Nine out of 85 animals infected by M. bovis (10.58%) did
not show evidence of microscopic bTB-like lesions, while this microorganism could not be
isolated from four animals that showed typical bTB granulomatous lesions in their lymph nodes
(5%). Thus, since the combination of microbiological culture and histopathology increases the
sensitivity of bTB diagnosis in wild boar [23], these 89 animals were considered positive to bTB
(563.94%). All the isolates obtained were identified as M. bovis and showed 12 different
spoligotype patterns (SB0119 (15.29%), SB0121 (25.88%), SB0134 (4.71%), SB0296 (3.53%),
SB0339 (23.53%), SB1091 (8.23%), SB1142 (8.23%), SB0120 (1.18%), SB0152 (3.53%),
SB0848 (3.53%), SB1142 (8.23%), SB1174 (2.35%)).

A detailed lesion severity assessment was carried out in 71 out of 89 animals positive to bTB.
Generalized lesion patterns were detected in 28 bTB affected animals (40%), whereas localized
lesions were observed in 43 affected animals (60%). Some of the animals with generalized
patterns also displayed gross bTB-like lesions in organs such as liver, spleen or mesenteric
lymph nodes; however, no bTB-like lesions were found in these organs in animals that did not

12



show bTB-like lesions in the lungs.

The percentage of animals positive for selected respiratory pathogens is shown in Table 2. High
rates of seropositive animals were found against PCV2 (70.9%) and ADV (69.7%), while lower
percentages were found against other pathogens such as SIV (24.24%) and M. hyopneumoniae
(13.94%). A. pleuropneumoniae and Metastrongylus spp were detected in 4.84 % and 50.51% of
the animals, respectively, whereas evidence of infections with PRRSV or H. parasuis was not

detected.

Pathogen community structure

The most common helminth, bacteria and virus assemblages observed in Mycobacterium bovis
infected juvenile, yearling and adult wild boar are shown in Table 3. Pathogen-free wild boar were
rare (5.5% of cases) as were wild boar infected with bTB and all the other pathogens studied (just
one individual, Table 2). The 29.6% of adults, 14.5% of yearlings and 25.1% of juveniles that
were Mycobacterium bovis infected showed antibodies against PCV2 and ADV.

The null model analysis showed that the observed C-scores were smaller than expected by
chance (O < E) indicating that the pathogen community was aggregated; that is, bTB-infected
wild boar were co-infected by some specific, non-random pathogen combinations (Table 4). This
fact was especially evident for adult animals, which showed the only statistically significant result

(Table 4).

Effects of co-infection on bTB severity

In the PLSr analysis, presence of PCV2, SIV and ADV antibodies, Metastrongylus spp, sex and
age provided a significant first PLSr X’s component explaining 23.94% of the observed variability
(Table 5). More than 95% of the total variance explained by the PLSr X axis was due not only to
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virus exposure (PCV2 and ADV) but also to age of animals and infection by lung nematodes. The
weights of variables performing the explanatory X’s component describing the severity of bTB
infection had different signs. A positive relationship of bTB infection severity was found with
evidence of PCV2 and ADV contact and presence of Metastrongylus spp, whereas a negative
influence was related to age (Figure 3). This pattern suggests that PCV2 and ADV
seroconversion and Metastrongylus spp infection in young boar resulted in a higher likelihood for
severe bTB. Finally, the sex of animals, Mycoplasma hyopneumoniae, and SIV infection

appeared to have no influence on tuberculosis severity.

Discussion

Results obtained in this work suggest that evidence of infection with common respiratory
pathogens such as PCV2, Metastrongylus spp and ADV imply a higher likelihood of developing
generalized bTB lesions in wild boar. This fact has already been observed in animal models co-
infected by two pathogens [17,44]. However, to date no work has evaluated the role of a more
complex pathogen community on the cost of suffering from tuberculosis. This emphasizes the
importance of considering a broad representation of the pathogen community to obtain a clear
picture of the consequences of these multiple infections [45]. As seen in our study, in adult wild
boar a contact with a specific pathogen community favours the development of a generalized
pattern of tuberculosis.

The mechanism driving the effect of concomitant pathogens on the ability of wild boar to deal with
bTB might be related to an impaired immune response in the face of multiple infections [6].
Specifically, the immune response against Mycobacterium spp is mainly mediated by T-helper
cells type 1 (Th1) and cytokines such as gamma interferon (IFN-y), interleukin (IL)-12 and tumour
necrosis factor (TNF) [46]. In this sense, as shown by different studies [47-49], pathogens that
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seem to drive bTB in wild boar (PCV2, ADV and Metastrongylus spp) may down-regulate the Th1
immune response of the host. Therefore, infections with these pathogens may impair the
development of an effective immune response against M. bovis in wild boar, although more
research assessing immunological parameters is necessary to confirm this hypothesis.

Our PLSr modelling including “age” and “contact with PCV2, ADV or Metastrongylus spp” as risk
factors explained almost 25% of the likelihood of showing generalized bTB lesion patterns in wild
boar. Although the percentage of explained variance of the observed variability in bTB disease
severity can be considered adequate (note that r between 0.14 to 0.25 are the most common
effect sizes in observational ecological works [50]), other factors not included in this study (e.g.,
infections with intestinal nematodes or host genetics [17,51]) might also play an important role in
the development of this disease. Therefore, future studies taking into account these factors might
complete the results obtained in the present work.

Regarding the order and timing of infections, the current study does not allow the determination of
whether contact with these other pathogens was prior, concomitant or posterior to the precise
infection timing with M. bovis in the studied animals. However, co-infection with other pathogens
may affect the development of tuberculosis in all cases, by reactivating the infection in animals
previously infected with Mycobacterium spp. [52] or by allowing a more rapid expansion of the
lesions (increasing the severity) in animals that were infected with Mycobacterium spp. later [53].
Diagnosis of some of the pathogens assessed in this work was based on serological techniques.
Detection of antibodies against one pathogen does not necessarily mean a current infection since
high titers of antibodies may remain for a long time after the clearance of the agent. However, this
limitation might not influence the results obtained in this study since tuberculosis is a chronic
disease and lesions may persist in an affected wild boar for a long time [54]. Thus, serological
analyses allow the exploration of the possible effects of past or current co-infections on the
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severity of bTB, defined by the detection of a generalized pattern of lesions at the moment of
sampling.

According to obtained results, certain pathogen combinations seem to enhance the severity, and
probably the rate of transmission of bTB in wild boar [27]. Since the presence of animals
displaying severe bTB lesion patterns has been recently related to higher bTB prevalence in wild
boar populations [19], programs aimed at bTB management and control in wild boar populations
should take into account the effects of concomitant pathogens on the disease severity. The
relationship between PCV2, Metastrongylus spp and ADV on bTB dynamics suggests that
sanitary measures focused on the control of these agents (i.e., deworming or vaccination against
viruses), may help to reduce the bTB prevalence in the affected areas.

Importantly, the interaction between the above-mentioned pathogens and M. bovis may influence
the success of measures applied to reduce bTB prevalence in wild boar populations, such as bTB
vaccination [55]. It has been shown that the protective efficacy of bTB vaccination in animals
previously infected by helminths is deficient [44]. The biased Th2 immune response and
hyporesponsiveness associated with chronic helminthiases might impair their ability to mount an
effective immune response after vaccination [56]. Thus, the presence of Metastrongylus spp in
wild boar vaccinated against bTB may reduce the effectiveness of this vaccine whereas
measures such as previous deworming may be useful in the estates where vaccination will be
carried out. In fact, a significant improvement in mycobacterial-specific immune responses occurs
following anthelmintic therapy in vaccinated humans [57]. However, experiences of deworming for
disease control in both humans and wild animals have provided very contradictory results [58].
Consequently, these types of alternative management measures might have different
consequences for disease control and should be carefully evaluated under different situations
before any generalisation.
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On the other hand, it is noteworthy that the greatest effects of co-infections in other wild hosts
have been observed in seasons of food shortage [59]. This food deprivation would facilitate the
creation of vicious circles between nutritional status, disease susceptibility and infection intensity
[60]. In this sense, measures focused on maintaining a good nutritional status in wild boar would
be essential for reducing the negative effects of concomitant pathogens in the development of
bTB in this species, hence helping to reduce the prevalence of bTB in wild boar. However,
managers should take into account that food quality is critical to a proper immune defence and
resistance to pathogens [61]. The role of certain micronutrients (i.e., copper [62], vitamin D [63])
on bTB control is a good example of the importance of a balanced diet. In any case, further
investigations are required before a massive supplemental feeding aimed at bTB control is used
in wild boar populations, since artificial feeding favours an increased helminth infection rate in
wild boar [64]. In addition, supplemental feeding could be beneficial mainly in fenced estates with
artificially high densities, because it can increase wild boar densities in natural populations and
might raise the risk of transmission of M. bovis in these populations.

To conclude, results obtained in this work provide a new point of view for bTB control based on
community ecology principles. Removing specific members of the wild boar pathogen community
should be seriously considered in further bTB management plans in wild boar. However, given
the unexpected consequences of altering any community of organisms, further research should
evaluate the impact of such measures under controlled conditions.
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Figure Legends

Figure 1. The study area is located in mid-western Spain where wild boar is the most important
reservoir of bovine tuberculosis.

Figure 2. Wild boar showing localized (bTB like lesion in submandibular lymph node) (a) or
generalized bTB lesion patterns (bTB like lesions in lungs) (b).

Figure 3. Relationships between exposure to viral infections (PCV2, both arrow and circles in
pink, and ADV, in blue), nematode infection (in black) and age on PLSr component describing
disease severity (arrow and circles in yellow) in Mycobacterium bovis infected wild boar. This plot
represents the PLSr model shown in Table 4. Arrow way indicates either an increase or decrease
in the component value. Arrow thickness directly indicates the contribution of each variable to
PLSr X’s component. Since swine influenza virus and Mycoplasma hyopneumoniae explained
less than 10% of the PLSr X’s component, they were not represented in this plot. The wild boar
silhouettes summarize those pathogen combinations linked to severe bovine tuberculosis

(represented by several circles in yellow).
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Tables

Table 1: Brief description of main clinical signs and lesions produced by the respiratory pathogens

assessed. The type of assay carried out to diagnose them is also shown.

Type of

Pathogen assa Clinical signs and lesions Source
y
Bacteria
Mycoplasma blocking-  Associated with Enzootic Pneumonia, M. hyopneumonyae plays a primary role in the [65]
hyopneumoniae ELISA porcine respiratory complex causing important economic losses.
Actinobacillus It causes pleuropneumonia that results in death, chronic or subclinical disease
pleurpneumoniae PCR causing losses by mortality, reduced production, and increased costs of medication [66]
or vaccination.
i It is the etiological agent of the porcine arthritis poliserositis (Gasser’s Disease) that
Haemophilus
parasuis PCR may produce important losses mainly in intensive farm. Pneumonia in pigs as a [67]
primary or secondary agent.
Viruses
Porcine Circovirus indirect- PCV?2 infection has been associated with postweaning multisystemic wasting
syndrome (PMWS), porcine dermatitis and nephropathy syndrome (PDNS), porcine [68]
type2 ELISA
respiratory disease complex, and reproductive disorders.
- 's Di indirect-  May produce high mortality in piglets with neurological disorders. Weaners may show
Aujeszky'’s Disease indirect
i neumonic symptoms whereas in non-immune sows may produce reproductive [49]
Virus ELISA p ymp yp p
disorders.
Swine Influenzavirus indirect-  Cause of bronchointerstitial pneumonia and respiratory disease in pigs throughout [69]
ELISA large parts of the world.
Porcine Reproductive indirect-  PRRSV infections produce severe reproductive losses, interstitial pneumonia in pigs,
and Respiratory ELISA reduction of growth performance, and increased mortality. [70]
Syndrome virus
Helminths
Metastronavius s Qirect It produces chronic granulomatous pneumonic lesions mainly in caudal lobes of the 7
gyus spp retrieval at  1yngs. Cough with minimal other signs.
necropsy

27



Table 2: Percentage of animals positive against the selected respiratory pathogens included in this study

in 24 juveniles (6-12 months), 45 yearlings (13-24 months) and 96 adult (over 24 months) male and

female wild boars hunter harvested in mid-western Spain.

Pathogen

Percentage of positive
animals

animals

Age-specific percentage of positive

Virus

Porcine circovirus type 2

Aujeszky’s disease virus

Swine influenza virus

PRRS virus

Bacteria

Mycobacterium bovis

Haemophilus parasuis

Actinobacillus
pleuropneumoniae

Mycoplasma hyopneumoniae

Helminths

Metastrongylus spp

70.9%

69.70%

24.24%

0%

53.93%

0%

4.84%

13.94%

51.51

Juveniles: 58.33%
Yearlings: 71.11%
Adults: 73.96%

Juveniles: 45.83%
Yearlings: 55.56%
Adults: 82.80%

Juveniles: 16.67%
Yearlings: 13.33%
Adults: 31.25%

Juveniles: 0%
Yearlings: 0%
Adults: 0%

Juveniles: 54.16%
Yearlings: 57.78%
Adults: 52.08%

Juveniles: 0%
Yearlings: 0%
Adults: 0%

Juveniles: 0%
Yearlings: 4.44%
Adults: 6.25%

Juveniles: 16.67%
Yearlings: 17.78%
Adults: 11.46%

Juveniles: 66.67%
Yearlings: 57.78%
Adults: 44.79%
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Table 3: Observed frequencies for different pathogen assemblages (%) including Metastrongylus
spp and Mycobacterium bovis infection and, Mycoplasma hyopneumonie (Mhyo), Porcine
circovirus type 2 (PCV2), Swine influence virus (SIV), and Aujeszky’s disease virus (ADV)
antibody positivity in 165 adult, yearling and juvenile males and females wild boar hunter-
harvested in mid-western Spain. Zero indicates lack of detectable antibodies or pathogen
whereas 1 indicates presence of antibodies against the specific pathogen or the pathogen. For
Metastrongylusspp and M. bovis, 1 indicates presence of the pathogen in the corresponding

samples. In bold, some specific combinations that appeared in more than 5% of studied boars.

Pathogen group Age class
Helminths Bacteria Virus Percentage
Metastrongylus spp M. bovis Mhyo PCV2 SIv ADV Adults Yearlings Juveniles
0 1 0 1 0 1 11.2% 3.6% 4.2%
1 1 0 1 0 1 9.2% 9.1% 16.7%
1 1 0 1 1 1 9.2% 1.8% 4.2%
0 0 0 1 0 1 9.2% 7.3% 0%
1 0 0 1 0 1 8.2% 7.3% 8.3%
1 1 0 1 0 0 2% 9.1% 8.3%
0 0 0 1 0 0 3.1% 7.3% 4.2%
0 1 0 1 0 0 3.1% 1.3% 4.2%
0 0 1 1 0 0 0% 7.3% 0%
0 0 0 0 0 0 2% 5.5% 4.2%
1 0 0 0 0 1 2% 5.5% 4.2%
0 0 0 1 0 0 3.1% 7.3% 4.2%
1 1 1 1 1 1 1% 0% 0%
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Table 4: Observed (O) and expected by chance (E) values of the C-score for positive/negative

matrices of virus, bacteria and helminth communities on 24 juveniles, 45 yearlings and 96 adult

wild boar from mid-western Spain.

Age class C-score

0 E p SES
Juveniles 4.46 419 0.15 1.14
Yearlings 19.31 18.70 0.78 0.68
Adults 39.93 36.11 0.01 2.71
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Table 5: Predictor weights of the Partial Least Squares regression (PLSr) model explaining the
effects of presence of antibodies elicited by porcine circovirus type 2 (PCV2), Aujeszky's disease
virus (ADV), swine influenza virus (SIV), Mycoplasma hyopneumoniae and co-infection
byMetastrongylus lung nematodes on bTB severity. Predictor weights represent the contribution
of each pathogen infection to the PLSr's X axis. Predictor weights explaining more than 10% of
the total variance in each response variable are shown in bold type. The exposure to porcine
reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), Haemophilus parasuis, and Actinobacillus
pleuropneumoniae were excluded from this analysis since due to their prevalence in studied wild

boar population was lower than 5% (see table 2).

Pathogens Predictor weights % Variance explained

PCV2 0.574 33.2
Metastrongylus spp 0.554 30.9
ADV 0.442 19.6
Age -0.345 1.9
Sex 0.162 27
Mycoplasma hyopneumoniae -0.132 1.7
SIV -0.01 0
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Caracterizacion de procesos infecciosos en el jabali

5. Bloque III: Estudio descriptivo de diferentes
brotes de enfermedades infecciosas en
poblaciones de jabali. Marco epidemiologico y

aplicacion de medidas de control

Como hemos comentado en apartados anteriores, la mayoria de los trabajos
enfocados al estudio de las enfermedades infecciosas en el jabali se basan en
muestreos realizados sobre animales abatidos en acciones cinegéticas denominadas
monterias. Este tipo de muestreos dan lugar a un gran volumen de informacion, que
convenientemente analizada e interpretada, permite obtener conclusiones referentes
a la epidemiologia y a las repercusiones lesionales que estos patdgenos producen en
los animales infectados. Sin embargo, generalmente la utilizacién de esta metodologia
no valora el efecto que las enfermedades infecciosas tienen en determinados grupos

poblacionales del jabali.

En primer lugar, el repertorio de animales abatidos en monterias raramente
incluye animales menores de siete meses debido a que la caza de este tipo de animales
no esta permitida legalmente. Este hecho excluye de los estudios tradicionales al
sector poblacional mds joven, precisamente el mdas susceptible a padecer la accién de

muchos patogenos infecciosos (Wegener y cols., 2006; Register y cols., 2012).

Por otra parte, el tipo habitual de muestreo no permite estudiar el efecto que
las enfermedades infecciosas producen en los jabalies criados en sistemas de
produccién mas intensivos. En los Ultimos afos y debido a la gran demanda existente,
el numero de explotaciones “semi-intensivas” de cria de jabali se ha incrementado
notablemente en nuestro pais. La finalidad de este tipo de explotaciones suele ser
abastecer de animales a fincas en las que se realizaran acciones cinegéticas en un
futuro proximo, garantizando un numero minimo de animales durante la caceria. Sin
embargo, en muchas ocasiones el nimero de jabalies criados en este tipo de

explotaciones no es el esperado, debido a la aparicién de problemas sanitarios que dan
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lugar a elevadas mortalidades dentro de la poblacion. De este modo, para garantizar la
viabilidad econdmica de este tipo de explotaciones es necesario conocer cuales son las
enfermedades infecciosas que pueden afectar en mayor medida a los jabalies criados
en estas condiciones y disefiar medidas de control y prevencion eficaces frente a estas

patologias.

Ademas, los muestreos realizados en monterias no incluyen generalmente
animales que puedan estar desarrollando una enfermedad infecciosa de forma aguda
o grave. La gran mayoria de los jabalies abatidos en acciones cinegéticas son animales
aparentemente sanos, que pueden estar infectados por determinados patdgenos o
mostrar lesiones cronicas provocadas por estos, pero que raramente muestran
cuadros lesionales caracteristicos de procesos agudos. Por ultimo, este tipo de
muestreos no se puede realizar durante todo el afio ya que se cifie a la temporada de
caza que se desarrolla entre los meses de octubre y febrero. De este modo, no se
puede determinar el estado sanitario de los jabalies en épocas como el verano, que
debido a las altas temperaturas y a la escasez de recursos podria ser critica para estos

animales.

Asi, para obtener una vision mas completa de como las enfermedades
infecciosas afectan al jabali, es necesario desarrollar trabajos enfocados a estos
sectores poblacionales tradicionalmente menos estudiados. En este capitulo se
presentan un total de seis trabajos que nacen fruto de la aparicién de mortalidades en
diferentes poblaciones de jabalies. En ellos, se realiza un diagndstico de las
enfermedades infecciosas causantes de dichas mortalidades y se describe el marco
epidemioldgico en el que se desarrolla cada brote. Ademas, en los casos en los que fue
necesario, se describen las medidas de control llevadas a cabo para paliar los efectos

de estos brotes, valorando su eficacia.
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5.1 Brote de mal rojo en una finca semi-intensiva de jabali en
Espaifa. (Outbreak of Swine Erysipelas in a semi-intensive wild

boar farm in Spain).

El mal rojo es una enfermedad del cerdo doméstico que tiene un gran impacto
econdmico en granjas de porcino de todo el mundo (Wood y cols., 2006). Esta
enfermedad estd causada por Erysipelothrix rhusiopathiae (E. rhusiopathiae), un
patégeno bacteriano que puede afectar a muchas otras especies animales entre las

gue se incluye el hombre (Brooke y cols., 1999).

El principal reservorio de esta bacteria es el cerdo doméstico, que excreta el
microorganismo a través de sus secreciones naturales, como la saliva o la orina. La ruta
de contagio mas frecuente es mediante la ingestion de comida o agua contaminadas
por bacilos excretados por animales portadores o enfermos (Laber y cols., 2002). El
mal rojo suele aparecer en cerdos de edades comprendidas entre los 3 meses y los 3
afios y suele estar asociado a la presencia de algunos factores predisponentes tales
como cambios bruscos en la nutricién o en las condiciones ambientales (Wood vy cols.,

2006).

Podemos encontrar tres formas clinicas de mal rojo: aguda, subaguda o crdnica
(Conklin, 1979). Las formas agudas suelen dar lugar a muertes fulminantes. Los
animales afectados presentan las lesiones tipicas de un proceso septicémico y pueden
mostrar ademas, lesiones cutaneas caracteristicas de esta enfermedad. Por su parte,
en las formas subagudas los animales no muestran ninguna sintomatologia
caracteristica mas alld de la presencia de lesiones cutaneas, mientras que en los

cuadros crénicos se suelen apreciar artritis y endocarditis (Wang y cols., 2010).

El jabali también puede verse afectado por E. rhusiopathiae. Asi, en Espafia se
han descrito seroprevalencias cercanas al 5 % frente a esta bacteria (Vicente y cols.,
2002). Ademas, en Japon se ha demostrado que las infecciones por este patdgeno
pueden producir mortalidad en esta especie (Yamamoto y cols., 1999). Sin embargo, se

conoce poco acerca de los cuadros lesionales que las infecciones por este
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microorganismo producen en el jabali. Este trabajo describe un brote de mal rojo en
una explotacion semi-intensiva de jabalies realizando un estudio microbiolégico y

lesional completo en algunos de los animales afectados por la enfermedad.

El brote fue declarado en una finca situada en el noreste de la provincia de
Badajoz (Espaia). La finca, totalmente vallada, se encuantra dividida en dos partes:
una zona de 500 hectareas donde vivian aproximadamente 120 jabalies; y otra parte
de 5 hectdreas que se utilizaba como granja semi-intensiva para la cria del jabali, la
cual albergaba un total de 40 animales en el momento del brote: 28 adultos (entre 1y
3 afos de edad) y 12 jovenes (entre 3 meses y 1 afio de edad). La granja esta dotada
con comederos donde los animales son alimentados diariamente con un pienso
comercial. Ademas, dispone de diferentes cercados que permiten el manejo y

separacion de los animales.

En la semana del 11 al 18 de febrero de 2010, siete jabalies fueron encontrados
muertos en el area intensiva de la finca. Dichos animales no habian mostrado ninguna
sintomatologia previa. Cuatro de ellos fueron examinados mediante la realizacidon de
una necropsia reglada, durante la cual se obtuvieron las muestras necesarias para
llevar a cabo el analisis histopatoldgico de los principales érganos. Por otra parte, se
realizaron cultivos microbioldgicos en agar sangre utilizando material procedente de
higado, bazo, rindn, pulmdn, corazén, cerebro y membrana sinovial de la articulacién
del carpo. La identificacion de las colonias obtenidas se realiz6 mediante la utilizacién
de galerias API Coryne® (Biomeriux, France). Por ultimo, se recolectaron muestras de
sangre procedentes del corazén de los animales estudiados y de nueve animales
adultos que permanecieron vivos después de la declaracion del brote. Dichas muestras
se utilizaron para detectar la presencia de anticuerpos especificos frente a E.

rhusiopathiae con un kit ELISA comercial (INGEZIM MAL ROJO, INGENASA, Espafia).

Tres de los cuatro animales estudiados fueron animales aproximadamente de 3
meses de edad que mostraban una buena condicidn fisica. Todos ellos mostraron
lesiones tipicas de un cuadro septicémico con congestidn generalizada, presencia de

eritemas o cianosis en la piel y hemorragias petequiales en rifidn, vejiga de la orina,
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pulmodn, arteria pulmonar y meninges. Uno de estos animales presenté ademas una
marcada opacidad corneal bilateral (Imagen 21). El otro animal estudiado tenia una

edad aproximada de un afio y mostrd, aparte de las lesiones tipicas de procesos

septicémicos, una poliartritis proliferativa.

Imagen 21: Lesiones macroscépicas observadas en jabalies afectados por mal rojo. A) Opacidad corneal. B)

Presencia de hemorragias en vejiga de la orina sin contenido urinario.

El estudio histopatoldgico reveld la presencia de un cuadro de coagulacion
intravascular diseminada, presencia de microtrombos de fibrina y vasculitis con
inflamacién de células endoteliales e infiltracién de leucocitos y hemorragias
perivasculares (Imagen 22). Estas lesiones fueron especialmente visibles en rifiones,
vejiga de la orina y en la piel. Las lesiones oculares observadas en uno de los individuos
estudiados se correspondieron con un edema corneal difuso acompafado de una
panuveitis con presencia de vasculitis. La tincidn especifica de Gram realizada en la
vejiga de la orina, los riflones y el ojo confirmd la presencia de bacterias gram-positivas

en la luz de los vasos sanguineos.

Erysipelothrix rhusiopatiae fue aislado como cultivo puro en todos los tejidos
que se sometieron a cultivo microbioldgico. Sin embargo, en sélo uno de los cuatro
animales estudiados se detectaron anticuerpos especificos frente a este

microorganismo.

Hasta la fecha era conocido que las poblaciones de jabalies espafiolas tenian
contacto con E. rhusiopathiae ya que se habia detectado la presencia de anticuerpos

especificos frente a este microorganismo (Closa-Sebastid y cols., 2011). Este articulo
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realiza por primera vez una descripcidn clinica y lesional completa de un brote de mal
rojo en una poblacidon de jabalies. Los animales afectados padecieron, tanto formas
agudas de mal rojo, con muertes repentinas sin mostrar sintomas previos; asi como
formas crénicas con la presencia de artritis. Las lesiones observadas en ellos fueron
similares a las previamente descritas en cerdo. Sin embargo, en este brote no se
observaron las tipicas lesiones cutaneas que aparecen en los brotes de esta
enfermedad, posiblemente por el caracter sobreagudo de los casos observados (Wood

y cols., 2006).

Imagen 22: Lesiones septicémicas encontradas durante el estudio histopatoldgico de los jabalies afectados por
mal rojo. a) Piel. Marcada hiperemia y presencia de trombos de fibrina (flecha). HE. Barra=100 um. b) Rifién.
Trombos de fibrina en capilares glomerulares y necrosis tubular con nefritis intersticial (flecha). HE. Barra=50 pm.
c) Vejiga de la orina. Necrosis fibrinoide en pequefios vasos sanguineos y presencia de colonias bacterianas. HE.

Barra=100 um. d) Coroides. Necrosis fibrinoide de pequefios vasos sanguineos (flecha). HE. Barra=50 um.

Por otra parte, resulta novedosa la aparicidon de lesiones oculares, ya que este

tipo de lesiones no habian sido previamente relacionadas con casos de mal rojo.
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Algunas infecciones con E. rhusiopathiae habian sido asociadas a patologias oculares
en otras especies animales y en humano; sin embargo, la presencia de infecciones
mixtas no permitid esclarecer si E. rhusiopathiae desarrollaba un papel principal
(Seahorn y cols., 1989; Kiluge y cols., 1992; Elvy y cols., 2008). Por el contrario, en
nuestro caso el estudio histopatolégico confirma Ila implicacién de este
microorganismo en las lesiones oculares halladas, ya que se observan gran cantidad de

bacilos gram-positivos y una vasculitis similar a la observada en otros érganos.

Algunos de los factores de riesgo mas importantes asociados a la aparicion de
brotes de mal rojo (pobres condiciones higiénicas, temperaturas extremas, fuertes
parasitaciones) se pudieron observar en la explotacion afectada y pudieron estar

relacionados con la aparicion de este brote (Wangy cols., 2010).

Las medidas desarrolladas para paliar los efectos de este brote se centraron
tanto en la aplicacion de antibioterapia, como en la lucha frente a los factores
predisponentes presentes en la explotaciéon (desparasitacién con flubendazol en
pienso a una concentracion de 30 partes por millén (ppm)). La antibioterapia comenzé
a los 5 dias de registrar la primera muerte en la explotacién y consistié en la
administracion de oxitetraciclina en el pienso a una concentraciéon de 250 ppm y la
aplicacion de penicilina parenteral a los animales que mostraban algun tipo de
sintomatologia. Los dias posteriores a la instauracion del tratamiento no se registraron
mas bajas en la explotacién. Una vez finalizado el brote, se instauré un plan de
vacunacion sistematica de todos los animales que habitaban la zona semi-intensiva

utilizando una vacuna comercial (PARVOSUIN-MR, Hipra, Espafia).

La presencia de infecciones por E. rhusiopathiae en el jabali puede suponer un
riesgo para la cabafia porcina doméstica, sobre todo en aquellas explotaciones en las
que las medidas de bioseguridad son escasas y los suidos domésticos y salvajes
comparten pastos y puntos de abastecimiento (Parra y cols., 2003). Por otra parte, las
infecciones por E. rhusiopathiae en jabali pueden suponer un riesgo para los humanos,

sobre todo para los grupos que mantienen un estrecho contacto con estos animales
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como veterinarios, carniceros o taxidermistas, ya que ellos podrian contactar

facilmente con animales infectados o con sus secreciones (Wood, 1975).

172



lransboundary and Emerging Diseases

RAPID COMMUNICATION

Transboundary and Emerging Diseases

Outbreak of Swine Erysipelas in a Semi-Intensive Wild Boar

Farm in Spain

D. Risco', P. F. Llario?, R. Velarde®, W. L. Garcia', J. M. Benitez', A. Garcia®, F. Bermejo’, M. Cortés’,
J. Rey', J. H. de Mendoza' and L. Gémez*

" Unidad de Patologia Infecciosa, Departamento de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria, UEX, Caceres, Spain
2 Unidad de Biologia y Etologia, Departamento de Anatomia, Biologia Celular y Zoologia, Facultad de Veterinaria, UEX, Caceres, Spain
3 Servei d'Ecopatologia de Fauna Salvatge, Departament de Medicina i Cirurgia Animals, Facultat de Veterinaria, Universitat Autdnoma

de Barcelona, Barcelona, Spain

4 Unidad de Histologia y Anatomia Patoldgica, Departamento de Medicina Animal, Facultad de Veterinaria, UEX, Caceres, Spain

Keywords:
Erysipelothrix rhusiopathiae; wild boar; swine
erysipelas; panuveitis; vasculitis

Correspondence:

D. Risco. Unidad de Patologia Infecciosa,
Departamento de Sanidad Animal, Facultad
de Veterinaria, UEX. Avda. Universidad sn.
C.P. 10003 Céceres, Spain.

Tel.: +34927257114;

Fax: +34927257110;

E-mail: riscope@unex.es

Received for publication December 1, 2010

doi:10.1111/.1865-1682.2011.01234.x

Introduction

Summary

Swine erysipelas (SE) is a disease caused by the bacterium Erysipelothrix rhusi-
opathiae and is one of the best-known and most serious diseases affecting
domestic pigs. However, few studies exist concerning the susceptibility of wild
boars to this disease and the role of this species as a reservoir. This study
investigates and describes an outbreak of SE that occurred on a semi-intensive
wild boar breeding farm housing 40 boars in Extremadura (SW Spain) on
11-18 February 2010. Seven animals died, of which four were examined post-
mortem. Of these, three (two females and one male) were approximately
3 months old, and one was 1 year old (male). Lesions were consistent with
acute septicaemia, consisting of cutaneous erythema/cyanosis and petechial
haemorrhages in kidneys, urinary bladder, lungs and meninges. The 1-year-old
male also had proliferative polyarthritis. Histopathology confirmed the pres-
ence of disseminated intravascular coagulation and vasculitis. Additionally, a
bilateral acute panuveitis with concurrent necrotizing vasculitis and diffuse
corneal oedema, neither of which have been described before in this disease,
were found in the 3-month-old male boar. E. rhusiopathiae was isolated from
all four animals in pure cultures from several tissues. Of these four animals,
antibodies against E. rhusiopathiae, using an indirect ELISA test, were only
detected in the 1-year-old male boar with polyarthritis. Posteriorly, of nine live
adults tested for antibodies, four (including an adult male with polyarthritis)
were positive.

tions in humans may result in cutaneous erysipeloid
lesions, endocarditis and septicaemia (Brooke and Riley,

Swine erysipelas (SE) is a disease found all over the world
that has an important economic impact on pig farming
(Wood and Henderson, 2006). The cause of SE is Erysipe-
lothrix rhusiopathiae (E. rhusiopathiae), a small Gram-
positive, facultative anaerobic, non-spore-forming and
non-acid-fast bacillus (Brooke and Riley, 1999). Although
SE is the best-known disease caused by E. rhusiopathiae,
this microorganism also causes disease in other domestic
animals, particularly in turkeys and sheep (Wang et al,,
2010). This pathogen is also a zoonotic agent, and infec-

1999).

The source of infection in an outbreak of erysipelas is
seldom known. The most important reservoir of E. rhusi-
opathiae is domestic pigs, which may act as apparently
healthy carriers. Up to 10-50% of healthy swine harbour
the organism in their oropharynx (tonsils) (Okolo, 1986;
Takahashi et al., 1987), and infected or subclinically dis-
eased animals act as a source from which other individu-
shedding has been
demonstrated to occur in nasal secretions, saliva and

als can be infected. Bacterial
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faeces in both healthy and sick pigs (Laber et al., 2002).
Nevertheless, pigs are not the only reservoir of E. rhusiop-
athiae, and over 30 species of wild birds and at least 50
species of wild mammals are also known to harbour this
pathogen (Wang et al., 2010).

The most common routes of infection are via the
ingestion of contaminated food or water and skin wounds
(Laber et al., 2002). Pigs between 3 months and 3 years
old are most susceptible to erysipelas (Wood and Hender-
son, 2006), and there is evidence to suggest that environ-
mental and stress factors can predispose animals to the
disease. For example, sudden changes in nutrition, envi-
ronmental temperature and fatigue are commonly linked
to the appearance of SE (Wood and Henderson, 2006).
As well, parasitic infestations have been reported to
increase the severity of clinical SE (Wood and Henderson,
2006).

Three clinical forms of SE have been described in the
domestic pig: acute, subacute and chronic (Conklin and
Steele, 1979). The acute form begins with sudden deaths
in the group and lesions consistent with septicaemia
such as diffuse areas of cutaneous erythema/cyanosis or
the appearance of well-defined rhomboid-shaped red-
purple lesions. In the subacute forms, pigs do not
usually show any signs of disease, while chronic forms
are characterized by the appearance of arthritis and
endocarditis (Wood and Henderson, 2006; Wang et al.,
2010).

Domestic pigs and wild boar belong to the same
species and are susceptible to similar types of pathogens
(Yamamoto et al., 1999), including E. rhusiopathiae
(Lipowski, 2003). In Spain, serological studies indicate
that 5% of wild boars possess antibodies against E. rhusi-
opathiae (Vicente et al., 2002, Closa-Sebastia et al., 2011),
although cases of SE in this species have yet to be fully
described. The isolation in Japan of E. rhusiopathiae from
farmed wild boars with acute septicaemic erysipelas was
mentioned in a study by Yamamoto et al. (1999), but the
lesions were not described.

Currently, many wild boar populations in south-central
Spain are subject to management practices, such as fenc-
ing, feeding and translocation. These measures may lead
to both a rise in wild boar population densities and
potentially an increase in the risk of exposure to infec-
tious pathogens (Gortazar et al., 2006). As farmed wild
boar numbers and stocking rates increase, diseases such
as SE may well assume greater economic importance in
areas such as Japan (Yamamoto et al., 1999). Infected
wild boars may become a hazard for the domestic pig-
rearing industry, as this disease could be transmitted from
one population to another. Furthermore, the presence of
SE in wild boars could become a public health hazard
because of its zoonotic character (Wang et al., 2010).

D. Risco et al.

This work describes an outbreak of SE in a semi-inten-
sive wild boar breeding farm in Spain and is accompanied
by a pathological and microbiological study of the
affected animals.

Materials and Methods

Study site

The outbreak was declared in a wild boar population
located in Puebla de la Reina (NE Badajoz Province,
Extremadura, SW Spain). This area has a continental
thermo-Mediterranean climate, with hot dry summers
and mild and moderately wet winters. The vegetation
consists mainly of scrubland (genus Cistus sps, e.g.
C. ladanifer) and evergreen oak forests (Quercus suber).
February 2010, the month in which the outbreak
occurred, was cold and extremely wet. According to the
Spain’s State Meteorological Agency (AEMET) of the
Ministry of Environment and Rural and Marine Affairs,
the mean temperature and rainfall in February were 9.8°C
and 166.6 | per square metre in 2010 compared to historic
values of 10.1 and 54.2, respectively.

The home range of this population is surrounded by a
fence and divided into two very different parts. The first
consists of a ‘free-ranging area’ of about 500 ha in which
approximately 120 wild boars live with almost no restric-
tions on their mobility and feed naturally. This popula-
tion is composed mostly of 1- to 2-year-old boars (70%);
the remaining animals are older. There are similar
numbers of males and females because the area is not
hunted and the birth/sex ratio, which is about 50 : 50, is
maintained. These data have been obtained through an
analysis of the photographs taken by four cameras (HCO
Scoutguard SG550-V Camo; HCO Outdoor Products,
Norcross, GA, USA) located near drinking points. The
cameras are checked on a weekly basis.

The second area consists of a fenced-off enclosure of
about 5 ha within the first area with physical barriers that
prevent animals from dispersing. This area is a semi-
intensive breeding farm, although no barn or any other
kind of shelter is provided for the boars. The outbreak
occurred in this second area where at the time there were
40 animals, 28 adults, mostly 1-3 years old (20 sows and
eight boars) and 12 young animals between 3 months and
1 year old (seven males and five females). Within this
area, there are three other small fenced-off areas with a
system of coordinated doors to allow the separation and
manipulation of the animals when required. In these small
fenced-off areas, there are several feeders. Supplementary
food is provided every day in this area and is based on
commercial fodder specifically designed for this species
and these age groups. Young animals are fed a growth-
promoting diet (JB-2, Iniciativas Alimentarias S.A.,
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INALSA, Torralba de Calatrava, Ciudad Real, Spain),
which is provided in feeders that are designed exclusively
for the young animals and which the adults cannot access.
Adult animals have a maintenance diet (JB-4, Iniciativas
Alimentarias S.A., INALSA, Torralba de Calatrava), which
is also supplied in separate feeders. All animals are identi-
fied with plastic ear-tags when they are 3 months old.

Only the officially recommended vaccines are given to
the pigs in the farm. All animals were vaccinated against
Aujeszky’s disease with a commercial inactivated vaccine
(Aukipra-BK, Hipra, Amer, Spain). Hygienic conditions
were poor in the farm, as there was no systematic plan
for the disinfection and disposal of organic waste. Farm
workers check the semi-intensive breeding installations
every day and carry out maintenance and animal-feeding
work.

Clinical signs and treatment

In the week 11-18 February 2010, seven wild boars were
found dead by the farm workers next to the feeders. No
clinical signs were observed prior to the deaths, and no
important health problems had been detected on the
farm. The treatment given to the surviving boars con-
sisted of oxytetracyclin (200 ppm) and flubendazole
(30 ppm) added to the feed for 10 days starting on 15
February. An adult male wild boar with clinical signs of
tarsal and carpal arthritis, observed 3 weeks after the
beginning of the outbreak, was successfully treated with
long-acting penicillin (no attempt was made to isolate
bacteria from the affected joints). No further cases were
detected on the farm, and 3 months later, all animals
were vaccinated with a commercial vaccine (PARVO-
SUIN-MR®, Hipra, Spain).

Pathologic examination

A post-mortem examination was performed on four dead
animals, and multiple tissue samples were processed for
histopathology. Briefly, tissues were placed in 10% buf-
fered formalin, trimmed and embedded in paraffin, sec-
tioned at 3-4 um and stained with haematoxylin and
eosin. Sections of the urinary bladder, kidney and eye
were also stained with Gram’s stain.

Bacterial isolation and identification

Tissue samples from liver, spleen, kidney, lung, heart, brain
and the synovial membrane of the carpal joint collected
during necropsy were cultured on blood agar. The plates
were incubated for 24 h at 37°C in aerobic conditions. To
identify the microorganisms obtained, Gram’s stain and
routine biochemical tests (catalase and oxidase tests) were

Swine Erysipelas in Wild Boar

applied. Identification was confirmed with the use of API
Coryne® galleries (BioMérieux, Marcy I’Etoile, France).

Antibody detection

A blood sample was collected from the heart of the nec-
ropsied animals. Three weeks after the beginning of the
outbreak, blood samples were obtained from nine adult
animals (five males and four females) in the semi-inten-
sive breeding farm. Blood was collected from the orbital
venous sinus (as described in Wood and Henderson,
2006). Samples were centrifuged at 1200 g for 15 min,
and the serum was then removed and stored at —20°C
until tested for antibodies against E. rhusiopathiae. A
commercial indirect enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) test was used (Ingezim Mal Rojo; Ingenasa S.A.,
Madrid, Spain) according to the manufacturer’s protocol.

Results

Pathologic examination

Seven of the 40 wild boars housed in the restricted area
in the breeding farm died suddenly, of which four were
studied. Of these, three (two females and one male) were
approximately 3 months old and one was 1 year old
(male), and all were in good physical condition. All had
lesions consistent with acute septicaemia with diffuse-
to-irregular patches of ventral cutaneous erythema and/or
cyanosis, generalized internal congestion and petechial-
to-ecchymotic haemorrhages in the kidneys, urinary
bladder, lungs, pulmonary artery and meninges. The
3-month-old male boar had bilateral corneal opacity
(oedema) (Fig. 1), while the 1-year-old boar had a mod-
erate proliferative polyarthritis. A large number of intesti-
nal nematodes such as Ascaris suum and Trichuris suis

were identified in all four animals.
All four boars studied had similar histopathological
Histopathology

lesions. confirmed the presence of

Fig. 1. Wild boar. Eye. Diffuse corneal oedema.

© 2011 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases. 58 (2011) 445-450 447



Swine Erysipelas in Wild Boar

D. Risco et al.

Fig. 2. Septicaemic lesions in a wild boar with swine erysipelas. (a) Skin, marked hyperaemia and fibrin thrombi (arrows); (b) Kidney, fibrin
thrombi in glomerular capillaries, tubular necrosis (arrows) with mild lymphocytic interstitial nephritis; (c) Urinary bladder, fibrinoid necrosis of small
blood vessels with intravascular bacterial clumps (arrow); and (d) Choroid, fibrinoid necrosis of small blood vessel (arrow). HE stain.

disseminated intravascular coagulation, septic fibrinous
microthrombi and vasculitis with swollen endothelial cells
invaded by bacteria, along with some leucocytic infiltration
and marked fibrinoid necrosis of the vessel walls, intramu-
ral haemorrhages, and perivascular fibrin extravasation and
haemorrhages. These lesions were especially remarkable in
the kidneys, the urinary bladder and on the skin (Figs 2a, b
and ¢). In the kidneys, there were fibrin thrombi in the
capillaries of all glomeruli, multifocal interstitial haemor-
rhages and subacute interstitial nephritis with predomi-
nantly mononuclear cells. In the lungs, diffuse congestion,
marked interstitial lymphocytic infiltration, thrombosis in
small vessels and oedema in the alveoli were the main find-
ings. A few mild mononuclear inflammatory infiltrates
were detected in the myocardium, and there were a few foci
of fibrinohaemorrhagic necrosis in the spleen. Bilaterally,
the ocular lesions in one of the 3-month-old wild boars
were consistent with septicaemia, characterized by marked
diffuse corneal oedema, diffuse subacute mild panuveitis
with mainly mononuclear cells, lymphocytes and plasma
cells, and marked fibrinoid vasculitis (Fig. 2d). A circum-
ferential cortical cataract with Morgagnian globules was

also present in both eyes. Gram-stained sections of the uri-
nary bladder, kidneys and ocular globe confirmed the pres-
ence of Gram-positive bacteria in the lumen of the vessels
and within the cytoplasm of endothelial cells.

Bacterial isolation and identification

A pure growth of tiny grey, alpha-haemolytic, catalase-
negative, oxidase-negative colonies consistent with
E. rhusiopathiae was cultured from all samples (lung,
spleen, brain, liver, kidney and heart) taken from all four
animals studied, as well as from the carpal synovial mem-
brane of the 1-year-old boar with proliferative arthritis.
Microscopic observation showed Gram-positive coccoba-
cilli. These bacteria were identified as E. rhusiopathiae
using API Coryne® galleries.

Antibody detection

In the serum samples from the four dead wild boars,
antibodies against E. rhusiopathiae were only detected in
the 1-year-old male boar with polyarthritis. Of the nine
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live adults tested for antibodies, four (including an adult
male with polyarthritis) were positive.

Discussion

Although serological studies indicate that at least 5% of
free-ranging wild boars have had contact with E. rhusiop-
athiae in Spain (Vicente et al., 2002; Closa-Sebastia et al.,
2011), to date, no complete lesional studies of clinical
cases of SE in wild boar have been carried out. This arti-
cle describes an outbreak of SE affecting wild boars in a
Mediterranean area. Clinical signs were not observed in
any of the animals prior to death, and lesions were con-
sistent with the acute form of the disease in the three 3-
month-old wild boars examined and with the chronic
form (with proliferative polyarthritis) in the 1-year-old
boar. Both macroscopic and microscopic lesions were
similar to those described in domestic pigs (Wood and
Henderson, 2006). The absence of the characteristic cuta-
neous lesions (‘diamond-skin’ lesions) previously
described in SE could be due to the acute development of
the disease in these wild boars, because these lesions
appear as early as the second day (but usually by the
third day) after exposure to the microorganism (Wood
and Henderson, 2006). These skin lesions were not
detected in the rest of the animals on the farm, although
if present they would probably have been difficult to see
because of the boars’ thick hair coat.

Ocular lesions, as seen in one of the 3-month-old wild
boars, have never previously been described in cases of
SE. In human medical literature, a recent case of bilateral
endogenous endophthalmitis was associated with infection
by E. rhusiopathiae and is thought to be the first report of
E. rhusiopathiae causing this type of lesion (Elvy et al,
2008). In veterinary literature, two such cases have been
described: a horse with bilateral uveitis (Seahorn et al.,
1989) and a calf with purulent panophthalmitis with cata-
racts and focal retinal detachment (Kiluge and Perl,
1992). However, in both of these cases, the animals suf-
fered mixed infections of E. rhusiopathiae and Streptococ-
cus sp., and the role of E. rhusiopathiae in these ocular
lesions was not totally clarified. In our case, the presence
of vasculitis in the uveal tissue, as seen in other tissues,
and the detection of Gram-positive coccobacillus in the
vessels suggest that these bacteria were involved as the
aetiological agent of the lesions. Corneal oedema occurs
under three circumstances, which are not mutually exclu-
sive: corneal ulceration, corneal endothelial dysfunction
and vascular leakage from corneal neovascularization
(Peiffer et al., 1999). The lack of any peripheral vasculari-
zation or evidence of corneal epithelial damage suggests,
in our case, that a corneal endothelial injury is the most
likely reason for the diffuse corneal oedema. However,
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the endothelial layer was not present in the slides, and
the mild degree of autolysis prevented us from differenti-
ating between artefactual separation and genuine disap-
pearance.

In our study, antibodies were only detected in the dead
1-year-old boar with lesions consistent with the chronic
form of the disease. Three weeks after the beginning of
the outbreak, nine of the adults were tested for antibod-
ies, of which four resulted positive. Only one of these
animals showed clinical signs of possible active infection
with arthritis, but no attempt was made to isolate the
bacteria from the joints and the diagnosis remains
presumptive. The prevalence of antibodies against
E. rhusiopathiae before the outbreak in the farm was not
known, and so we were unable to differentiate between
recent or past contact with the bacteria.

Many of the predisposing factors that may have predis-
posed these animals to an outbreak of SE such as poor
hygienic conditions, extreme temperatures and high rates
of parasite infestation (Wood and Henderson, 2006) were
present on this farm. Wild boar behaviour such as bath-
ing, which helps control parasites and thermoregulation
(Rossell et al., 2001), is probably another risk factor
favouring transmission of the infection. It is known that
E. rhusiopathiae resists for a long time in aquatic environ-
ments (Wang et al.,, 2010), so these communal bathing
areas might be important sources of infection.

The appearance of outbreaks of SE on wild boar farms
could affect the prevalence of SE in nearby pig farms. The
possibility of transmission will be especially high in exten-
sive farms with poor containment measures and in which
both wild boar and pigs share the same terrain (Parra
et al., 2003). Further surveys aimed at examining whether
this pathogen is carried by apparently healthy farmed wild
boars, and freshly captured/hunted boars in the wild will
help clarify the role of the wild boar as a possible reser-
voir for this infectious agent.

The presence of wild boars with SE could also repre-
sent a hazard for certain human groups (farm workers,
hunters, butchers, veterinarians and even by taxidermists).
Human infection can arise from contact with infected
animals, their secretions or with contaminated material
used for carcass (meat) processing (Wood, 1975). The
penetration of this microorganism usually occurs through
a cut in the skin (McGinnes and Spindle, 1934), although
infections caused by the ingestion of contaminated food
have also been described (Hunter, 1975).

We can conclude that the lesions found in the studied
wild boars with SE did not differ from the acute form of
the disease known in domestic pigs, where sudden death
and cutaneous erythema are the most common outcomes.
However, this study also provides a detailed pathologic
description of this disease in farmed wild boars and
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represents the first time that E. rhusiopathiae has been
associated with ocular lesions in suid species.
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5.2 Brote mortal de pasterelosis septicémica en una poblacion de
jabalies del suroeste de Espaia. (Fatal outbreak of systemic
pasteurellosis in wild boar (Sus scrofa) population from

southwest Spain).

Pasteurella multocida (P. multocida) es un patégeno bacteriano que afecta a
gran variedad de especies animales, provocando importantes enfermedades como la
septicemia hemorrégica del ganado bovino (Ranjan y cols., 2011). En el cerdo, las
enfermedades mas importantes ocasionadas por este microorganismo son la rinitis
atréfica y las pasterelosis neumdnicas, aunque también se han descrito cuadros de

pasterelosis septicémica en Asia (Kalorey y cols., 2008; Register y cols., 2012).

La rinitis atréfica progresiva estd producida por cepas toxigénicas de P.
multocida. Esta enfermedad, tipica de granjas intensivas, afecta a animales jévenes
gue pueden manifestar descargas nasales, estornudos e incluso malformaciones en el
hocico (De Jong, 2006). Por su parte, las pasterelosis neumodnicas suelen afectar a
cerdos en fase de engorde provocando tos, fiebre, inapetencia y depresion (Pijoan,
2006). Ambas enfermedades reducen los indices de crecimiento de los animales

afectados provocando importantes pérdidas econdmicas.

El jabali es un suido salvaje susceptible a los patdgenos que afectan al cerdo
domeéstico. Pasteurella multocida ha sido relacionada con algun brote de rinitis atrofica
progresiva en esta especie salvaje; sin embargo, aun no ha sido asociada con brotes de
pasterelosis neumaénica o septicémica (Soike y cols., 2012). En este articulo se realiza
una completa descripcién de un brote de pasterelosis septicémica ocurrido en una
poblacion de jabalies, en el que se valoran aspectos lesionales, microbiolédgicos y

epidemiologicos.

El brote tuvo lugar en una finca de unas 1000 hectareas de superficie que estd
situada al nordeste de la provincia de Badajoz (Espafia). La finca se encuentra vallada
en todo su perimetro y en ella vivian un total de 207 jabalies al comienzo del brote

(resultados del ultimo censo) que cohabitaban con otras especies como el ciervo y el
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muflon. Los jabalies eran alimentados cada tres dias con pienso especifico que se

distribuia en cuatro comederos especificos.

El brote se desarrollé entre los dias 23 y 29 de septiembre de 2012. En este
periodo los operarios de la finca encontraron un total de 23 jabalies muertos en zonas
cercanas a los comederos mostrando hemorragias nasales (Tabla 9). Los operarios no

observaron ningun tipo de sintomatologia previa a la aparicion de las muertes.

Tabla 9: Numero de animales encontrados muertos durante los dias en los que transcurrio el brote de

pasterelosis septicémica.

Animales muertos

Animales Mortalidad
vivos Dia 1 Dia2 Dia3 Diad4 Dia5 Dia6 (%)
Machos Adultos 45 1 2 2 3 0 0 17.77
Hembras Adultas 81 0 2 2 4 1 1 12.34
No adultos 81 0 1 2 1 0 1 6.17
Total 207 1 5 6 8 1 2 11.11

En tres de estos animales se realizé un estudio histopatoldgico y microbioldgico
completo. Para ello, durante las respectivas necropsias se tomaron muestras de los
principales érganos que fueron procesadas para su estudio histolégico y para su cultivo
microbioldgico en agar sangre, agar MacConkey y agar chocolate. Las cepas de P.
multocida obtenidas en los cultivos fueron posteriormente serotipadas mediante la
realizacion de una PCR multiplex (Townsend y cols., 2001). Ademas las cepas fueron
genotipadas mediante la realizacién de un ensayo ERIC-PCR (Versalovic y cols., 1991).

Por ultimo se analizo la existencia de resistencias antibidticas en las cepas aisladas.

Los tres animales estudiados (animales adultos de mds de afio y medio)
mostraron lesiones macroscoépicas similares, siendo las mds destacables la presencia
de edema subcutaneo en ciertas areas del cuello, congestion generalizada en todos los
o6rganos y la presencia de grandes depdsitos de fibrina en la cavidad abdominal.
Microscopicamente se demostrd la presencia de un dafio vascular generalizado con

congestién, hemorragia y trombosis en todos los érganos estudiados (Imagen 23).
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Pasteurella multocida fue aislada como cultivo puro del material procedente de
todos los érganos analizados en los tres individuos. Las cepas de P. multocida aisladas
fueron encuadradas dentro del serotipo B y mostraron el mismo patrén de bandas en

el ensayo ERIC-PCR. Todas las cepas resultaron sensibles a los antibidticos valorados.

Imagen 23: Jabali afectado por pasterelosis septicémica. a) Edema subcutaneo en area submandibular. b)
Depdsitos de fibrina en cavidad abdominal. c) Pulmén. Marcada congestion en vasos sanguineos y septos

alveolares. HE. 4x. d) Pulmén. Trombo en el interior de vaso sanguineo. HE. 20x.

Estos resultados confirmaron la existencia de un brote de pasterelosis
septicémica en esta poblacion de jabalies. Esta enfermedad ha sido descrita en otras
especies como la bovina (Kalorey y cols., 2008). Ademads, esporadicamente se han
declarado algunos brotes en cerdo doméstico (Mackie y cols., 1992; Cameron y cols.,
1996). Sin embargo, su aparicidon en Europa es extremadamente rara, ya que hasta la
fecha, sélo se ha publicado un brote de esta enfermedad en porcino (Soike y cols.,

2012).
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Las cepas de P. multocida obtenidas durante el estudio pertenecieron al
serotipo B, que precisamente es el que mas comunmente se ha asociado al desarrollo
de pasterelosis septicémicas (Townsend y cols., 1998b). El cuadro clinico y lesional
encontrado en los jabalies infectados por estas cepas fue muy similar a los descritos
previamente en su pariente doméstico, con muertes repentinas afectando a todas las

edades, edema subcutdneo, congestion generalizada y depdsitos de fibrina.

La mortalidad en este brote fue del 11.11 % estando este valor dentro de los
parametros descritos en brotes previos de esta enfermedad en cerdo doméstico (5-40
%) (Register y cols., 2012). Aunque en el ultimo brote de pasterelosis septicémicas
descrito en Europa se observan mortalidades en varias especies (Soike y cols., 2012),
en este caso parece que el brote afectd exclusivamente al jabali, no observandose
mortalidades en las poblaciones de ciervos, gamos o muflones. Estos animales pueden
suponer un reservorio potencial de P. multocida tipo B para el jabali, aunque su

implicacion en el brote debera ser confirmada con mas estudios.

Por otra parte, las abundantes precipitaciones registradas los dias previos al
brote podrian haber desencadenado este proceso ya que este tipo de brotes han sido
comunmente relacionados con factores ambientales como las precipitaciones

abundantes (Carter y cols., 1989).

Tres dias después de registrar la primera muerte los animales comenzaron a
recibir un tratamiento antibidtico con tetraciclina en el alimento a una concentracién
de 300 ppm. Este antibidtico es usado con frecuencia para el tratamiento de este tipo
de brotes, y aunque la via de eleccién en un brote activo seria la parenteral (Register y
cols., 2012), la dificultad que conlleva el manejo de estos animales hizo inviable esa
opcion, siendo el antibidtico suministrado en el pienso. Tras tres dias con el

tratamiento antibidtico no se registraron mas bajas en la poblacion.
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Case Report

Fatal outbreak of systemic pasteurellosis
in a wild boar (Sus scrofa) population from
southwest Spain

David Risco,' Pedro Fernandez-Llario, Jesiis M. Cuesta, Waldo L. Garcia-Jiménez,
Maria Gil, Pilar Gongalves, Remigio Martinez, Luis Gomez, Alfredo Garcia, Joaquin Rey,
Miguel Hermoso de Mendoza, Javier Hermoso de Mendoza

Abstract. Pasteurella multocida is a common pathogen of swine that causes specific diseases with great economic
impact. However, the importance of this pathogen in wild boar is still unknown. In the current work, an outbreak of systemic
pasteurellosis in wild boar with a high mortality rate is described. A total of 23 wild boar of all ages were found dead
over a 5-day period on a game estate in southwest Spain (11.11% mortality). Three animals were necropsied and showed
subcutaneous edema, a generalized congestion, and fibrin deposits in the peritoneal cavity. Hemorrhages, general congestion,
and intravascular thrombosis were microscopically observed. Pasteurella multocida type B was isolated from all of the studied
organs. Outbreaks of systemic pasteurellosis have been described in domestic pigs from Asia and Australia, but not to date
in Europe. This outbreak suggests that systemic pasteurellosis affecting wild boar populations may be an important cause of

mortality.

Key words: Outbreak; Pasteurella multocida; septicemia; systemic pasteurellosis; wild boar.

Pasteurella multocida is a nonmotile Gram-negative rod or
coccobacillus with 5 recognized capsular serovars: A, B, D,
E, and F."' The organism infects a wide range of animal hosts
causing important diseases such as hemorrhagic septicemia
in cattle, fowl cholera in poultry, and snuffles in rabbit.'

In pigs, the main diseases produced by P. multocida are
progressive atrophic rhinitis (PAR) and pneumonic pasteu-
rellosis, although sporadic outbreaks of fatal, acute septice-
mia attributed to P. multocida have also been registered in
pigs from several countries in Asia and Australia.”®'> Pro-
gressive atrophic rhinitis is produced by toxigenic P. multo-
cida and mainly occurs in intensive farms, affecting animals
younger than 3 months with sneezing, nasal and ocular dis-
charges, and low growing rates.’

Pneumonic pasteurellosis is one of the most widespread
diseases of pigs causing great economic losses.'' Pasteurella
multocida is rarely a primary agent of pneumonia in pigs,
and coinfections with other respiratory disease agents such
as Mycoplasma hyopneumoniae or Pseudorabies virus (Suid
herpesvirus 1) are common in swine pneumonic pasteurel-
losis outbreaks.'" This syndrome mainly affects finishing
pigs resulting in coughing, intermittent fever, anorexia, and
depression. In acute cases, P. multocida may produce
abscesses and pleuritis with more severe symptoms such as
cyanosis or sudden death.’

The domestic pig and the wild boar belong to the same
species (Sus scrofa) and are thus likely to be susceptible to
the same pathogens.12 The presence of P. multocida in wild

boar has been related with cases of PAR in young animals
from Germany."> However, to the authors’ knowledge, out-
breaks of pneumonic pasteurellosis or systemic pasteurello-
sis have not been described in wild boar. The current study
describes an outbreak of systemic pasteurellosis in a wild
boar population from southwest Spain, including epidemio-
logical, pathological, and microbiological features of the
outbreak.

The outbreak occurred in a wild boar population located
in Villar del Rey (northeast Badajoz Province, Extremadura,
southwest Spain). This area has a continental thermo-
Mediterranean climate, with hot dry summers and mild and
moderately wet winters. The vegetation consists mainly of
scrubland (genus Cistus; e.g., C. ladanifer) and evergreen
cork oak forests (Quercus suber).

The home range of this population is surrounded by a
fence that encloses approximately 1,000 ha where wild boar
share the habitat with red deer (Cervus elaphus), fallow deer
(Dama dama), and mouflon (Ovis musimon). Supplementary
food (mainly corn) is provided to the wild boar every 3 days
across the year in 4 feeders strategically distributed through-
out the estate. When the outbreak occurred, approximately
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Table 1. Number of animals found daily during the outbreak, and final mortality rates.*

Dead animals

Live animals Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6 Mortality (%)
Adult males 45 1 2 2 3 0 0 17.77
Adult females 81 0 2 2 4 1 1 12.34
Nonadult 81 0 1 2 1 0 1 6.17
Total 207 1 5 6 8 1 2 11.11

* Animals counted in the last census (July 2012) are shown in the “Live animals” column. Mortality rates are calculated for adult males, adult females, and

nonadult animals. Day 1 was September 23, 2012.

207 wild boar were living on the estate. The total number of
animals (July 2012 census) was estimated by counting simul-
taneously the number of wild boar eating at each of the 4
feeders. The sex and age of counted animals are detailed in
Table 1.

In the week beginning September 23, 2012, a total of 23
wild boar presenting a profuse epistaxis were found dead,
close to the feeders, by the farm workers. The number of
dead animals found each day is shown in Table 1. No clinical
signs were observed, and no important health problems had
been detected on the farm prior to the deaths.

Three of the dead animals were studied. A postmortem
examination was performed, and multiple tissue samples
were processed for histology, following standard procedures,
and stained with hematoxylin and eosin.” Tissue samples
from liver, spleen, kidney, and lung, collected during nec-
ropsy, were cultured on blood agar,” chocolate agar,” and
MacConkey agar.® The plates were incubated for at least 24
hr at 37°C in aerobic conditions. Isolates obtained were iden-
tified using standard methods for phenotypic characteriza-
tion." Isolates identified as P. multocida were confirmed and
serotyped using a specific multiplex polymerase chain reac-
tion (PCR)' with a commercial Tag enzyme." The DNA
from the isolates was extracted using a commercial kit.® The
PCR products were separated by 1% agarose gel electropho-
resis and visualized by ethidium bromide staining under
ultraviolet light. The P. multocida isolates were genotyped
using enterobacterial repetitive insertion consensus—PCR
(ERIC-PCR) as previously described.'® The antimicrobial
susceptibility of the P. multocida isolates (ampicillin, amoxi-
cillin, tetracycline, enrofloxacin, gentamicin, chlorampheni-
col, and trimethoprim—sulfamethoxazole) was tested using a
standardized disk diffusion method.*

The 3 animals under study (2 females approximately 5
and 3 years old, and 1 male approximately 1.5 years old)
showed similar gross lesions. The animals showed good
body condition with thick subcutaneous fat layer, subcutane-
ous edema in low areas of the neck (Fig. 1A), generalized
congestion and hemorrhages in all organs, and a great amount
of fibrin in the peritoneal cavity (Fig. 1B). Microscopically,
vascular damages with presence of hemorrhages, general
congestion (Fig. 1C), and intravascular thrombosis (Fig. 1D)
were observed in all the studied organs.

A pure growth of grayish, nonhemolytic, oxidase-positive
colonies consistent with P. multocida were obtained from all
samples (lung, spleen, liver, kidney) of each animal, after
culture on blood agar and chocolate agar (12 isolates). The
MacConkey agar plates showed no bacterial growth. Micro-
scope observation of the isolates obtained showed Gram-
negative coccobacilli typical of P multocida. The PCR
products obtained showed 2 bands (460 bp and 760 bp,
respectively) indicating that the 12 P multocida isolates
belonged to serovar B. The 12 isolates of P. multocida
belonged to the same genotype showing the same fingerprint
pattern in the ERIC-PCR (Fig. 2). Specific interpretative cri-
teria for porcine P. multocida and the antimicrobials exam-
ined in the present study are not provided in the standardized
methodology used.* Hence, the interpretations were done
using the generic criteria. As no criteria are available for
amoxicillin, the criteria for ampicillin* were used. All iso-
lates were found to be sensitive to all antimicrobial agents
tested.

In the current work, an outbreak of acute systemic pasteu-
rellosis affecting wild boar has been confirmed. Septicemic
disease caused by P. multocida is well recognized in cattle
and buffalo.” In domestic pigs, sporadic outbreaks have been
reported in several countries of the eastern hemisphere,*”
being extremely uncommon in Europe where only 1 out-
break has been reported in Germany."

Pasteurella multocida has been previously isolated from
wild boar and linked with a case of PAR,6 but has not been
associated with any outbreak of acute septicemia. The P.
multocida isolates obtained in the current study were typed
as capsular type B, the causal agent of hemorrhagic septice-
mia.'’ Serovar B is the most prevalent capsular serovar asso-
ciated with acute systemic pasteurellosis in swine in
Vietnam.'® On the other hand, serovars D and A are the most
commonly isolated serovars from pneumonia in pigs."

The clinical signs and lesions found in these animals
were very similar to those previously described in domestic
pigs: sudden deaths affecting all ages, with subcutaneous
edema, generalized congestion, hemorrhages, and fibrinous
deposits in peritoneal cavity.® In the studied outbreak, the
estimated mortality rate was 11.11%. The mortality was
estimated based on the number of dead wild boar found by
estate workers. However, the total number of deaths could be
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Figure 1. Wild boar (Sus scrofa). A, subcutaneous edema in submandibular area. B, large amounts of fibrin in abdominal cavity. C,
lungs. Marked congestion in blood vessels and alveolar septa. Hematoxylin and eosin (HE). Bar = 200 um. D, lungs. Thrombus inside a

blood vessel (arrow). HE. Bar = 100 pm.

Figure 2. Fingerprint patterns obtained with use of enterobacte-
rial repetitive insertion consensus sequence polymerase chain reac-
tion on 12 Pasteurella multocida serovar B isolates.

higher because it is very difficult to recover all carcasses in
a big estate and many of them could have been removed
quickly by scavengers. The mortality rate in the current out-
break was in agreement with those previously reported in

acute systemic pasteurellosis outbreaks described in domes-
tic pigs, ranging from 5% to 40%.”!"

Although an outbreak of acute systemic pasteurellosis
involving different species has been described in Europe,'”
the current outbreak involved no mortalities in the red deer,
fallow deer, or mouflon populations, suggesting that this out-
break was limited to the wild boar population. Some wild
species such as roe deer or fallow deer have been suggested
as being able to be healthy carriers of P. multocida type B."
Thus, the presence of other wild ungulates sharing the habi-
tat with wild boar might be a potential source of P. multo-
cida. However, more research would be necessary to
determine the primary source of P. multocida in this out-
break.

Outbreaks of systemic pasteurellosis have been com-
monly related with environmental factors, such as abundant
precipitations.’ In this sense, the start of this outbreak could
have been favored by the extreme wet period that occurred
on the estate just when the outbreak was recognized, with
rainfall of 45.6 mm between September 23 and 28 (no rain
had been registered in the previous 4 weeks).

A therapeutic protocol based on the addition of tetracy-
cline (200 ppm) in food was implemented daily for 10 days,
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starting 3 days after the first deaths. The antimicrobial was
added in the food due to the difficulty of parenteral applica-
tion in this kind of species. In addition, the addition of tetra-
cycline to food has been widely recommended as a preventive
treatment to pasteurellosis." No more dead animals were
found 3 days after the beginning of the treatment.

Sources and manufacturers

a. Isokit, Bio-Optica Milano SpA, Milan, Italy.

b. Oxoid, Thermo Fisher Microbiology Division, Basingstoke,
Hampshire, United Kingdom.

Scharlau, Barcelona, Spain.

d. Kapa Taq, Kapa Biosystems, Woburn, MA.

e. QIAamp DNA Mini kit, Qiagen Ltd., Crawley, United Kingdom.
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Caracterizacion de procesos infecciosos en el jabali

5.3 Caso mortal de infeccidon por Streptococcus suis asociado con
elevadas mortalidades en una poblacion de jabalies del
suroeste de Espaia. (Fatal case of Streptococcus suis infection
associated to high mortality in a wild boar population from

south-western Spain).

Streptococcus suis (S. suis) es uno de los patdégenos infecciosos mas importantes
que afectan al sector porcino (Gottschalk y cols., 2000). Las infecciones por este
microorganismo dan lugar a gran variedad de sintomas. Asi, las estreptococias pueden
cursar de manera sobreaguda, provocando la muerte de los individuos afectados sin
mostrar ningun sintoma (Higgins y cols., 2006); o con un cuadro subagudo en el que los
animales afectados pueden mostrar problemas nerviosos, artritis o neumonia (Staats y

cols., 1997).

Streptococcus suis ha sido aislado en gran cantidad de animales aparte del
cerdo, entre ellos el jabali (Seol y cols., 1998; Cloutier y cols., 2003). Sin embargo, las
repercusiones que las infecciones por S. suis tienen en el estado sanitario de esta
especie no son bien conocidas aun. En este articulo se presenta una descripcion
lesional y microbiolégica de una infeccion mortal por S. suis en un jabali procedente de
una explotacion en la que ademas, se registrd una alta mortalidad en jabalies que

mostraban una sintomatologia similar a la del animal infectado por S. suis.

El animal afectado fue hallado en una finca situada al este de la provincia de
Badajoz (Espafia). Esta finca abarca unas 700 hectareas completamente valladas.
Segun los datos del Ultimo censo realizado por los operarios de la finca,
aproximadamente unos 700 jabalies (200 machos adultos, 250 hembras adultas y 250
animales menores de 6 meses) vivian en ella cuando aparecido este caso. Estos
animales eran diariamente alimentados con un pienso especifico repartido en 12

comederos distribuidos por toda la finca.

El animal objeto de estudio, una hembra con aproximadamente 15 dias de vida,

fue encontrado moribundo en las inmediaciones de uno de estos comederos.
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Presentaba sintomatologia nerviosa con incoordinacion, convulsiones, incapacidad
para estar en pie y ceguera. Tras su muerte, el animal afectado se sometid a un estudio
completo, en el que se analizaron tanto histolédgica como microbioldégicamente,
muestras procedentes de los pulmones, bazo, cerebro e higado. Las muestras
utilizadas para el estudio histoldgico fueron fijadas en formaldehido y procesadas
siguiendo el protocolo habitual. Por su parte, las muestras obtenidas para el estudio
microbioldgico se sembraron en diferentes medios de cultivo: agar sangre, agar
chocolate y agar MacConkey. Las cepas de S. suis obtenidas durante el estudio
microbioldgico fueron sometidas a un ensayo PCR para determinar su serotipo y la
presencia de alguno de los principales factores de virulencia asociados a esta bacteria:
factor extracelular, proteinas relacionadas con la muramidasa, hemolisina y arginina

deiminasa (Silva y cols., 2006).

Durante la necropsia del animal afectado se observd una congestion
generalizada del sistema nervioso central asociada a la presencia de hemorragias en
las meninges. Estas lesiones se correspondieron microscdépicamente con una
meningoencefalitis no supurativa con marcada congestion y edema perivascular.
Ademas, se observaron lesiones neumonicas en l6bulos apicales que al ser visualizadas

al microscopio se correspondieron con una bronconeumonia supurativa.

Un cultivo puro de S. suis se obtuvo en las muestras procedentes de todos los
organos estudiados que fueron sembradas en agar sangre y agar chocolate. Los cuatro
aislamientos resultaron pertenecer al serotipo 2 que es el serotipo mas prevalente en
paises como Francia, ltalia o Espafia (Staats y cols., 1997). Ademas los aislamientos
obtenidos de los cuatro drganos presentaban todos los factores de virulencia

valorados, lo que sugiere que realmente pertenecen a la misma cepa.

Este trabajo realiza la primera descripcidn de una infeccion mortal por S. suis en
un jabali que muestra sintomatologia nerviosa. Este microorganismo habia sido
previamente aislado en jabali, pero sélo en un animal que mostraba una leve
neumonia (Higgins y cols., 1997). Los sintomas mostrados por el animal objeto de

estudio concuerdan con los descritos previamente en el cerdo doméstico.
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Imagen 24: Lesiones mostradas por jabali infectado con S. suis. A) Lesiones neumonicas en l6bulos apicales de
pulmén. B) Bronconeumonia asociada a edema alveolar. HE. 10x. C) Sistema nervioso central. Infiltrado

inflamatorio periférico. HE. 20x. D) Sistema nervioso central. Infiltrado inflamatorio perivascular. HE. 20x.

La mortalidad en los brotes ocasionados por S. suis puede variar entre el 5 o el
20 % dependiendo del tratamiento aplicado y de la presencia de factores
predisponentes (Cloutier y cols., 2003). En las fechas cercanas al hallazgo del animal
estudiado los operarios de la finca observaron mas animales de unos 15 dias de edad
mostrando una sintomatologia nerviosa similar a la del jabali bajo estudio. Por otra
parte, en el censo realizado al mes siguiente se noté un descenso del 30 % en el
numero de animales esperados para esa edad. Estos hechos sugieren que S. suis pudo
provocar la muerte de mas animales en esta finca. Sin embargo, desafortunadamente
esta circunstancia no pudo ser contrastada, ya que no se pudo recuperar ninguno de
los cadaveres, posiblemente porque estos habrian sido rapidamente consumidos por
los depredadores o por sus propios congéneres. De este modo, mas investigaciones
valorando la prevalencia de cepas patdégenas de S. suis serdn necesarias para

determinar el impacto de dicho agente en esta poblacién de jabalies.
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Streptococcus suis is a reported pathogen in wild boar. However, its sanitary impact for
this species is still unknown. This article reports for the first time a detailed description of a fatal
case of septicemia by Streptococcus suis affecting a young wild boar that showed severe

meningitis and pneumonic lesions.
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In recent decades, the number of wild boar living in Europe has risen considerably. For

example, in countries like Spain wild boar hunting is a significant business. Therefore, estate
managers try to maintain an overabundance of wild boar population implementing intensive
management measures like fencing or supplementary feeding (Gortazar et al. 2006).
Higher densities in wild boar populations may pose increased risks for transmission of infectious
diseases (Ruiz-Fons et al. 2008). Wild boar is susceptible to important pathogens that infect pigs
and other animal species. In this sense, wild boar has been described as an important reservoir
of infectious agents like Mycobacterium bovis or Aujeszky's Disease Virus (Hermoso de Mendoza
et al. 2006).

The presence of such pathogens in wild boar may also pose an ecological concern.
Thus, it is known that some infectious agents like Erysipelothrix rhusiopathiae or Pasteurella
multocida may cause disease in wild boar, leading to high mortality rates (Risco et al. 2011, Risco
et al. 2013). However, the clinical consequences of other important pig's pathogens like
Streptococcus suis, are still unknown.

In the current work, we present a complete microbiological and pathological study of a
fatal case of S. suis infection in a young wild boar. The affected animal belonged to a population
located in Llerena (Extremadura, south-western Spain). This area has a continental thermo-
Mediterranean climate, with hot dry summers and mild and moderately wet winters.

The home range of this population is bounded by a fence that encloses about 700 ha
where wild boar share the habitat with red deer (Cervus elaphus) and roe deer (Capreolus
capreolus). Supplementary food (mainly fodder) is provided to wild boar daily in twelve feeders
strategically distributed throughout the estate. At the time of the outbreak, approximately 700 wild
boar were living in the estate (approximately 200 adult males, 250 adult females and 250 piglets).

These data were collected during the last census carried out in the estate (April 2013), which is
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estimated monthly by simultaneously counting the number of wild boar eating at each of the
twelve feeders.

The affected wild boar (a young female of approximately 15 days old) was near death,
close to a feeder on 17 April 2013. At this moment, the animal presented nervous symptoms
including incoordination, convulsions, inability to stand and blindness. A complete post-mortem
examination carried out within 24 hours after death was carried out. The animal presented a good
body condition with a thick layer of subcutaneous fat, generalized congestion in the central
nervous system associated with meningeal hemorrhages affecting the ventrocaudal regions of
the brain and cerebellum and lobular pneumonia affecting the apical lobes of the lungs (Fig. 1a).

Multiple tissue samples were processed for histopathology following standard procedures
and stained with hematoxylin and eosin. The microscopic analysis revealed a suppurative
bronchopneumonia associated with alveolar and airway edema (Fig. 1b). Interstitial edema was
also present in the lungs. In addition, neutrophilic meningitis (Fig. 1c), non-suppurative
encephalitis with marked congestion and perivascular edema (Fig. 1d) were observed. The
remaining organs did not show any remarkable lesions.

Tissue samples from liver, spleen, brain and lung collected during necropsy were
cultured on blood agar, chocolate agar, and MacConkey agar. The plates were incubated for 24
hours at 37°C in aerobic conditions. A pure growth of greyish, alpha-haemolytic, catalase-
negative colonies formed by gram-positive cocci was obtained from all organs (lung, spleen,
brain, liver) cultured on blood agar and chocolate agar, whereas MacConkey agar cultures
showed no bacterial growth. Isolates obtained from all the organs tested were identified as S. suis
using API 20 STREP® galleries (BioMe rieux, France).

In order to determine the serotype of the S. suis isolates and to assess the presence of

the main virulence factors, including the extracellular factor (ef), muramidase-released protein
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(mrp), suylisin (sly) and arginine deiminase (argd), a specific multiplex-PCR was carried out as
previously described (Silva et al. 2006). All of them belonged to serotype 2 that is the most
prevalent serotype in some European countries including France, Italy or Spain (Staats et al.
1997). In addition, isolates obtained from the organs tested were positive for all of the virulence
factors tested (ef, mrp, sly and argd). It suggested that isolates from different organs belonged to
the same strain.

Results obtained in the pathological and microbiological assessment confirmed a fatal
case of S. suis infection in wild boar. This microorganism has been repeatedly isolated from wild
boar and associated with sporadic cases of pneumonic lesions in these animals (Higgins et al.
1997, Seol et al. 1998). However, to the authors’ knowledge this is the first report of a fatal S. suis
infection in wild boar showing septicemia and nervous signs. The affected animal exhibited
clinical signs and lesions similar to those previously described in acute cases of streptococcosis
affecting domestic pigs (nervous signs, septicemia and pneumonia) (Higgins and Gottschalk
2006).

In pig farms, S. suis acute infections may lead to mortality rates that can vary between 5
to 20 % depending on the treatment applied and the presence of predisposing factors (Cloutier et
al. 2003). Around the same time that this case occurred, some more animals of about 15 days of
age were observed exhibiting incoordination, disorientation and blindness. These animals were
unable to follow their mothers and were seen consistently falling and colliding. In addition, a
decrease of about 30% in the expected number of wild boar of about one month of age was noted
in the census carried out in May. This suggests that more animals might have died as a result of
S. suis infection. Unfortunately, we were unable to recover additional carcasses to confirm the
presence of S. suis, in part due to the fact that small carcasses are quickly consumed by

predators or other adult wild boars. In this context, the true impact of S. suis infections at this
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estate remains unknown. Thus, more research assessing the prevalence of virulent strains of S.
suis in this wild boar population will be necessary to elucidate its potential impact in wild boar
health status.
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Figure 1. Wild boar (Sus scrofa) A, Lung. Focal penumonia in cranial lobes. B, Lung.
Bronchopneumonia associated to alveolar and interstitial edema. Hematoxilin eosin C, Central
nervous system. Peripheral inflammatory infiltrate. Hematoxilin eosin. D, Central nervous system.

Perivascular edema. Haematoxilin eosin.
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Caracterizacion de procesos infecciosos en el jabali

5.4 Caso de epidermitis exudativa en wun jabali joven
perteneciente a una finca de caza en Espafa. (A case of
exudative epidermitis in a young wild boar from a Spanish

game estate).

La epidermitis exudativa es una enfermedad del cerdo que produce
importantes pérdidas econdmicas en las explotaciones afectadas (Wegener y cols.,
2006). Esta enfermedad estd producida por cepas virulentas de Staphylococcus hyicus
(S. hyicus). Sin embargo, la presencia de estas bacterias en la piel del animal no es
suficiente para desencadenar la enfermedad, siendo necesaria la presencia de otros
factores predisponentes como heridas en la piel, deficiencias nutricionales o
coinfecciones con otros agentes como el circovirus porcino tipo 2 (PCV2) o el
parvovirus porcino (PPV) (Whitaker y cols., 1990; Aarestrup y cols., 1997; Wattrang y
cols., 2002).

Los brotes de esta enfermedad suelen aparecer en granjas de porcino intensivo
afectando, sobre todo, a cerdos jovenes (entre 5 y 35 dias de edad). En dichos brotes
se pueden observar diferente formas clinicas (Wegener, 1992). Las formas
sobreagudas o agudas de la enfermedad afectan principalmente a cerdos lactantes o
recién destetados y cursan con una epidermitis generalizada, que puede dar lugar a
deshidratacion y muerte de los animales afectados. Al inicio de la enfermedad
simplemente se observan zonas de piel enrojecidas en diferentes partes del cuerpo.
Sin embargo, conforme avanza el cuadro clinico van apareciendo exudados grasos de
coloracién oscura que se extienden por todo el cuerpo y que van acompafiados de la
presencia de Ulceras, habitualmente halladas alrededor de la boca o en la zona de las
pezuias (Wegener y cols., 2006; Ginn y cols., 2007). Por su parte, las formas crénicas
de la enfermedad suelen afectar a animales de mayor edad y cursan con un cuadro
lesional mas leve y que afecta a aéreas mas pequeiias del cuerpo. En este tipo de
cuadros se suelen observar abscesos subcutaneos, necrosis en las orejas y el rabo, o

poliartritis (Wegener vy cols., 2006).
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Descripcion de brotes de enfermedades infecciosas en el jabali

Debido a que el cerdo y el jabali son susceptibles a los mismos patégenos, las
infecciones por S. hyicus podrian también tener repercusiones clinicas en este ultimo.
Sin embargo, hasta la fecha ningun caso de epidermitis exudativa habia sido declarado
en jabalies. En este trabajo se presenta un caso clinico de epidermitis exudativa en un

jabali describiendo las caracteristicas patoldgicas y microbioldgicas del caso.

El animal afectado, una hembra de unos 6 meses de edad, fue hallado muerto
en una finca situada al este de la provincia de Toledo (Espafia). La finca, vallada en su
totalidad, abarca una superficie de 2000 hectareas en las que vivian aproximadamente
350 jabalies cuando se detecté el caso. Estos animales eran alimentados
artificialmente en los meses de verano mediante el suministro de un pienso especifico,
mientras que el resto del afio, aprovechaban los recursos naturales disponibles en la

finca.

Durante la inspeccion externa del animal se observé la presencia de exudados y
Ulceras en zonas de la piel situadas alrededor de la boca y los ojos, en el cuello y en las
patas. Ademads, se detectaron ulceras en la mucosa oral, zonas de necrosis en las
puntas de las orejas y partes del rabo, y el desprendimiento del estuche cérneo de las
pezuiias en algunas extremidades. Los pulmones presentaron una congestion
generalizada y gran cantidad de pequefios focos necréticos repartidos por todo el

parénquima (Imagen 25).

Durante la realizacion de la necropsia se tomaron las muestras necesarias para
realizar un estudio histopatoldgico de los principales 6rganos (cerebro, corazon, rifién,
higado, pulmodn, linfonodos, piel y bazo). Las muestras tomadas para histologia fueron
procesadas siguiendo el protocolo habitual y se tifieron con Hematoxilina-Eosina y con
tincion especifica de Gram (sdlo piel y pulmdn). Ademads, se realizé un cultivo
microbioldgico con material procedente de estos érganos tanto en agar sangre como
en agar MacConkey. Por ultimo, como el desarrollo de la epidermitis exudativa puede
verse influido por la presencia de algunos virus como el PCV2 o el PPV, se valoré la
presencia de anticuerpos especificos frente a estos virus mediante la utilizacién de dos

kits ELISA comerciales (INGEZIM CIRCO IgG-IgM e INGEZIM PPV, INGENASA, Espafia).
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Imagen 25: Lesiones macroscépicas halladas en jabali afectado por epidermitis exudativa. A) Ulceracion y
separacion del estuche cérneo de las zonas blandas de las pezuiias. B) Necrosis con pérdida de tejido en las
puntas de las orejas. C) Ulceracidon de la mucosa oral. D) Pulmén congestivo con presencia de multiples focos

necréticos y hemorragicos

El estudio histoldgico de las zonas de piel afectadas reveld la existencia de una
dermatitis con presencia de acantosis, orto- y paraqueratosis, pustulas en la epidermis
gue predominantemente contenian neutrofilos degenerados y microcolonias de cocos
gram-positivos (Imagen 26). Las zonas ulceradas de la piel estaban recubiertas por una
capa de exudado necrético. Ademas se observaron diferentes abscesos en las capas
profundas de la dermis. Finalmente, el estudio histoldgico reveld la presencia de una
grave neumonia embdlica, con presencia de numerosos focos de necrosis en los que se

incluian neutrdfilos degenerados y microcolonias de cocos gram-positivos.

Staphylococcus hyicus fue aislado en las muestras procedentes de pulmén
(cultivo puro) y piel (cultivo mixto en el que también se hallaron Proteus spp. y
Pseudomonas aeruginosa). Por ultimo, no se detectaron anticuerpos frente a PCV2 ni

frente a PPV en el animal afectado.

Esta supone la primera descripcion de un caso de epidermitis exudativa en

jabali. El animal estudiado presentd lesiones muy parecidas a las descritas previamente

203



Descripcion de brotes de enfermedades infecciosas en el jabali

en cerdo doméstico, coincidiendo, en este caso, con una presentacion subaguda de la
enfermedad. El desarrollo subagudo de la enfermedad podria estar propiciado tanto
por la edad del animal afectado (6 meses), como por la ausencia de factores que
predisponen el desarrollo de formas mas agudas, tales como coinfecciones con PCV2 y

PPV, altas densidades poblacionales o deficiencias nutricionales.

Imagen 26: Lesiones microscopicas halladas en jabali afectado por epidermitis exudativa. A) Piel. Acantosis
irregular e hiperqueratosis. HE. 4X. B) Piel. Pustulas intraepidérmicas con numerosos cocos gram-positivos.
Tincion de Gram. Barra 100 um. C) Pulmdn. Foco necrético en pulmon. En la esquina superior derecha se puede
observar un detalle con la presencia de bacterias en el interior de un vaso sanguineo. HE. 10X. D) Pulmoén.

Numerosos cocos gram-positivos en el interior de macrofagos alveolares. Tincion de Gram. Barra 10 pm.

Pese a que durante este estudio no se demostrd la virulencia de las cepas de S.
hyicus aisladas en el animal afectado (no se valord la capacidad de producir toxinas
exfoliantes), el papel de este microorganismo en el desarrollo de las lesiones
encontradas parece claro. En primer lugar, las lesiones histolégicas encontradas fueron
coincidentes con las descritas previamente en cerdo doméstico (Wegener y cols.,

2006). Ademas, la presencia de gran cantidad de cocos gram-positivos compatibles con
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S. hyicus en las lesiones cutaneas, sugiere la implicaciéon de esta bacteria en el
desarrollo de las mismas. Por ultimo, en ausencia de métodos para valorar la virulencia
de cepas de S. hyicus, todas ellas deben ser consideradas como cepas potencialmente

capaces de producir epidermitis exudativa (Wegener y cols., 2006).

Generalmente, los animales que sufren formas clinicas subagudas de esta
enfermedad sobreviven, aunque la recuperacion es lenta y disminuyen sus indices
productivos (Ginn y cols., 2007). Sin embargo, en este caso el cuadro de epidermitis se
vio agravado por las lesiones neumodnicas también producidas por S. hyicus, que
pudieron dar lugar a la muerte del animal. Este microorganismo fue detectado en el
pulmén tanto microbioldgica como histolégicamente, siendo asociado con las lesiones
encontradas en este organo. Staphylococcus hyicus habia sido previamente aislado en
tonsilas y fluidos bronquiales de cerdos aparentemente sanos (Hensel y cols., 1994).
Sin embargo, nunca habia sido asociado con este tipo de lesiones neumdonicas hasta la

fecha.

El patréon lesional encontrado en el pulmdn, con gran cantidad de lesiones
distribuidas por todo el parénquima, junto con la presencia de bacterias en el interior
de los vasos sanguineos, sugieren que la infeccién por S. hyicus en pulmdn comenzo
via hematdgena. Posiblemente, los abscesos situados en la dermis fueron la fuente
primaria de la infeccidon sistémica. La debilidad y la inmunosupresion producidas por
un estado crénico de enfermedad pudieron favorecer la diseminacidn de S. hyicus por

el organismo.

No se detectaron mdas casos de epidermitis exudativa en individuos
pertenecientes a esta finca, por lo que parece que el efecto de esta enfermedad podria
ser escaso en este tipo de poblaciones. La epidermitis exudativa afecta principalmente
a granjas intensivas, con una elevada densidad de animales y que practican un destete
precoz (Kim y cols., 2004). En los ultimos afios, el numero de granjas intensivas
dedicadas a la cria del jabali se ha incrementado enormemente (Halli y cols., 2012). En
ellas concurren muchos de los factores predisponentes que favorecen el desarrollo de

esta enfermedad, por lo que su impacto en estas explotaciones podria ser mayor.

205






Reprinted with permission from the Journal of Swine Health and Production. Copyright © 2013. American Association of Swine Veterinarians.

CASE REPORT

PEER REVIEWED

A case of exudative epidermitis in a young wild boar from a

Spanish game estate

David Risco Pérez, DVM; Pedro Ferndndez-Llario, PhD; Roser Velarde, PhD; Jestis M. Cuesta, DVM; Waldo L. Garcfa-Jiménez, DVM;
Pilar Gongalves, DBS; Maria Gil, DVM; Alfredo Garcia, PhD; Joaquin Rey, PhD; Luis Gémez, PhD; Javier Hermoso de Mendoza, PhD

Summary

Exudative epidermitis, a porcine disease
caused by Szaphylococcus hyicus, produces
serious economic losses in severely affected
herds. In this report, we describe a case of
exudative epidermitis in a wild boar pre-
senting specific clinical signs. The affected
animal was a female approximately 6 months
old, with greasy brown exudates around
the mouth and eyes and on the neck and
legs, separation of the horn at the bulbs of
the heels, necrosis of the tips of the pinnae
and tail, and focal ulcerative stomatitis.

Multiple septic emboli and necrotic foci
were observed in the lung. Staphylococcus
hyicus isolates were obtained from affected
skin and lungs. This disease and others that
occur on wild boar farms, while similar to
those described in domestic pigs, tend to
produce specific clinical signs in wild boar,
such as the pneumonic lesions in this case.
Exudative epidermitis in this animal was
aggravated by these pneumonic lesions. The
increasing economic relevance of wild boar
farming has led to an increase in the occur-
rence of infectious diseases. Knowledge

about their epidemiological, clinical, and
pathological manifestations in wild boar will
facilitate prevention, diagnosis, and treat-
ment, reducing the impact on animal health
and economics in this new niche swine
production.
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wild boar, Staphylococcus hyicus, pneumonia
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Resumen - Un caso de epidermitis exudativa
en un jabali joven de un granja Espanola

La epidermitis exudativa, una enfermedad
porcina causada por el Staphylococcus

hyicus, produce serias pérdidas econdmicas
en hatos severamente afectados. En este
reporte, describimos un caso de epidermitis
exudativa en un jabali que present6 signos
clinicos especificos. El animal afectado era
una hembra de aproximadamente 6 meses de
edad, con exudado café grasosos alrededor
de laboca, ojos, cuello, y piernas, también

se observd separacion del casco en el bulbo
de los talones, necrosis de las puntas de la
pinnae y cola, y estomatitis ulcerativa focal.
Se observaron multiples émbolos sépticos y
pequerios focos necréticos en el pulmén. Se
obtuvieron aislados de S syicus de piel y pul-
mones afectados. Esta enfermedad y otras que
ocurren en granjas de cerdos salvajes, aunque

son similares a aquellas descritas en cerdos
domésticos, tienden a producir signos clinicos
especificos en cerdos salvajes, tales como las
lesiones neumonicas en este caso. La epider-
mitis exudativa en este animal se agravé por
las lesiones neumonicas. El incremento en la
relevancia econémica de las granjas de jabalies
ha llevado a un aumento en la incidencia de
enfermedades infecciosas. El conocimiento de
sus manifestaciones epidemioldgicas, clinicas,
y patolégicas en el jabali facilitaré la preven-
ci6n, diagndstico, y tratamiento, reduciendo
el impacto en la salud animal y economia en
este nuevo nicho de la produccién porcina.

Résumé - Un cas d’épidermatite exsuda-
tive chez un jeune sanglier provenant d’'un
domaine de chasse espagnol

Lépidermatite exsudative, une maladie
porcine causée par Staphylococcus hyicus,
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entraine de sérieuses pertes économiques
dans les troupeaux séverement atteints.

Dans le présent rapport nous décrivons un
cas dépidermatite exsudative chez un jeune
sanglier présentant des signes cliniques
spécifiques. Lanimal affecté était une femelle
denviron 6 mois, avec un exsudat graisseux
brunéitre autour de la bouche et des yeux, et
sur le cou et les jambes, décollement de la
corne au niveau du bulbe, nécrose de la pointe
du pavillon de l'oreille et de la queue, et une
stomatite ulcérative focale. De multiples
embolies septiques et des foyers nécrotiques
ont été observés dans les poumons. Des isolats
de S hyicus ont été obtenus de la peau atteinte
et des poumons. Cette maladie et d’autres
qui surviennent sur des fermes de sangliers,
bien que similaires a celles décrites chez les
porcs domestiques, a tendance & produire des
signes cliniques spécifiques chez le sanglier,
tels que des lésions de pneumonie dans le cas
présent. Lépidermatite exsudative chez le
présent animal était aggravée par ces lésions
de pneumonie. La pertinence économique
grandissante de [élevage du sanglier a mené

3 une augmentation de la fréquence de
maladies infecticuses. Les connaissances sur
I¢pidémiologie, les manifestations cliniques,
et pathologiques chez les sangliers faciliteront
la prévention, le diagnostic, et le traitement,
réduisant ainsi 'impact sur la santé des ani-
maux et [économie dans cette nouvelle niche
de production porcine.
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xudative epidermitis is a porcine
Ediscase that has been described in all

major pig-producing countries.! In
spite of its sporadic occurrence, this disease

may produce important economic losses in

affected herds.2

Exudative epidermitis is caused by virulent
Staphylococcus hyicus.! However, the presence
of § hyicus in the skin may not be enough

to produce clinical disease, and predispos-

ing factors are presumably necessary for the
disease to appear.>> Thus, co-infections with
viral agents, such as porcine parvovirus (PPV)
or porcine circovirus type 2 (PCV2),%7 skin
injuries, or nutritional deficiencies may pre-

dispose piglets to develop the clinical discase.8

This disease occurs mainly in intensive pig
farms with large units, early weaning, and
high animal densities, affecting piglets aged
5to 35 days.9 Exudative epidermitis may be
presented in peracute, acute, and subacute
forms.! Peracute and acute forms mainly
affect non-immune suckling and newly
weaned pigs, occurring as a general epider-
mitis which may lead to dehydration and
death.! Clinical signs begin with reddening
of the skin, followed by dark brown and
greasy exudation in all parts of the body. In
addition, ulcers may appear in the mouth,
and separation of the horn may occur at the
bulbs of the heels. Severely affected pigs may
be anorexic and lose weight, dying ral:>ic11y.1’8

More chronic forms are characterized by
involvement of smaller areas of the body
and affect both adults and immune piglets.
The skin may be yellowish with little exuda-
tion, but may be ulcerated in defined areas.
Additional lesions, such as subcutaneous
abscesses, necrosis of the ears and tail, and
polyarthritis, may also occur. This form of

the disease delays growth in survivors.!

The domestic pig and wild boar are sus-
ceptible to similar pathogens, including
important agents such as Erysipelothrix rhu-
siopathiae'' and Mycobacterium species.'>
Nevertheless, to the authors’ knowledge,
exudative epidermitis has not been described
in wild boar to date. This report describes

a case of exudative epidermitis in a wild

boar from a game estate in Spain, including
details of the pathological and microbiologi-
cal investigation of the affected animal.

Case description

No animal care approval was required due
to the nature of the case. The animal was
not manipulated beyond what would be
required for diagnostic purposes.

The studied animal came from a wild boar
population located in Oropesa (northeast
of Toledo Province, Castilla La Mancha,
Central Spain). This area has a continental
thermal Mediterranean climate, with hot
dry summers (26°C to 28°C) and mild and
moderately wet winters (7°C to 10°C). The
vegetation consists mainly of scrubland
(genus Cistus species, eg, Cistus ladanifer),
arbutus (4rbutus unedo), and evergreen oak
forests (Quercus suber).

The home range of this population (about
2000 Ha) is surrounded by a fence to
prevent dispersion of the animals. Approxi-
mately 350 wild boar live within this estate,
sharing the area with many red deer (density
approximately 25 red deer per 100 Ha). The
wild boar population is composed mostly of
1- to 2-year-old animals (70%). Wild boar
are not artificially fed except in the summer
months (June to September), when they

are supplemented with a specially designed
fodder for wild boar (Jabali Familia; Mer-
coguadiana, SA, Navalvillar de Pela, Bada-
joz, Spain). Seven feeders are surrounded

by a selective fence, allowing entrance of
wild boar exclusively. Population data are
obtained through analysis of photographs
taken by four cameras (HCO Scoutguard
SG550-V Camo; HCO Outdoor Product,
Norcross, Georgia) located near feeders. The
cameras are checked weekly during the sum-
mer season. The studied animal was found
dead next to a feeder in July 2011 and was
immediately submitted to the Veterinary
Faculty of Caceres (Spain).

Gross clinical lesions

The animal was received within 10 hours
after its death. The time of death was accu-
rately estimated, as workers who had fed

the animals 10 hours earlier had not found

a dead pig near the feeders. The affected
animal was a 6-month-old female (age
estimate based on tooth replacement and
eruption patterns).l3 External examination
revealed poor body condition, with greasy
brown exudates and skin ulcers around the
mouth and eyes and on the neck and legs,
and separation of the horn at the bulbs of
the heels. Necrosis with loss of tissue affect-
ing the tips of the pinnae and tail were also
present. Cervical and inguinal lymph nodes
were moderately swollen. Lungs were dif-
fusely hyperemic, with multifocal white 1- to
3-mm foci surrounded by hemorrhagic halos
throughout the parenchyma (Figure 1).

Pathological and

microbiological examinations
Tissue samples from brain, heart, kidney,
liver, lungs, lymph nodes, skin, and spleen
were collected and processed for histopatho-
logical examination. Briefly, tissues were
placed in 10% buffered formalin, trimmed,
and embedded in paraffin, sectioned at

3 to 4 um, and stained with hematoxylin
and eosin. Skin and lung sections were also
stained with Gram stain. In addition, in
order to conduct a microbiological study,
tissue samples from heart, kidney, liver, lung,
skin, and spleen were cultured on blood agar
and MacConkey agar plates and incubated
aerobically for 24 hours at 37°C. Isolates
obtained were identified using standard
methods for phenotypic characterization as
previously described. Identification was
confirmed using the Phoenix 100 system for
bacterial identification (Becton Dickinson,
New Jersey).

Finally, as development of exudative epider-
mitis has been associated with viral co-infec-
tions, eg, PPV or PCV2,%7 serum was tested
for antibodies against these viruses. A blood
sample obtained directly from the heart

of the affected wild boar was centrifuged

at 1500g for 5 minutes, and the harvested
serum was stored at -20°C until used. Serum
was tested by a commercial indirect enzyme-
linked immunosorbent assay kit (ELISA),
Ingezim Circovirus IgG/IgM and Ingezim
PPV (Ingenasa, Madrid, Spain) according to

the manufacturer’s instructions.

Histopathological results
Histopathology revealed vesiculopustular
dermatitis in the damaged skin, character-
ized by diffuse moderate irregular acanthosis
(epidermal hyperplasia) and ortho- and
parakeratotic hyperkeratosis with multifo-
cal intraepidermal pustules that contained
degenerate neutrophils, necrotic debris,
and microcolonies of gram-positive cocci.
In the dermis, there was mild superficial
perivascular to interstitial edema and mild
inflammatory infiltrate, mainly with mono-
nuclear cells and fewer neutrophils. Ulcer-
ated areas were covered with dried necrotic
crusts; the suppurative exudate and bacteria
extended to follicles and to deep layers of
the dermis (abscess). The histopathological
study confirmed severe embolic pneumonia
with numerous foci of necrosis, including
degenerated neutrophils and microcolonies
of gram-positive cocci. In the surrounding
parenchyma, alveoli were filled with neu-
trophils, macrophages, and cellular debris.
Numerous gram-positive cocci were detected
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Figure 1: Gross lesions in a wild boar (6 months of age) with exudative epidermitis. This animal was found dead in a game
estate in Spain housing approximately 350 wild boar. A: Ulceration and separation of the hoof horn at the bulbs of the heels.
B: Necrosis with loss of tissue at the tip of the pinna. C: Focal ulcerative stomatitis. D: Lung with generalized hyperemia and

multifocal necrotic and hemorrhagic foci.

within the cytoplasm of macrophages
(Figure 2). Minimal signs of autolysis were
observed in these samples.

Microbiological and

serological results

Pure growth of medium-sized, porcelain-
white nonhemolytic colonies was obtained
from lungs on blood agar plates. Similar
colonies were predominant on blood agar
cultures from skin. White nonhemolytic
colonies were identified as S hyicus subspe-
cies hyicus in both lung and skin cultures.
The remainder of the isolates obtained from
skin were identified as Prozeus species and
Pseudomonas aureginosa. Microbiological
cultures from other tissues remained sterile.
Antibodies against PCV2 and PPV were not
detected by ELISA testing.

Discussion

In this study, we have confirmed and
described a case of exudative epidermitis in a
wild boar. To the authors’ knowledge, this is
the first report of exudative epidermitis in a
wild boar. Both macroscopic and microscopic
lesions found in the studied animal were
very similar to those previously described

in domestic pigs. Lesions in this case were
consistent with the subacute form of exuda-
tive epidermitis, characterized by skin lesions
in delimited areas (eg, around eyes, snout,
mouth, and heels).

Other infectious diseases, such as swine
vesicular disease (SWD), may produce skin
lesions similar to those found in the studied
animal.!> However, SWD rarely produces
skin lesions in areas such as tips of the pin-
nae or tail.!® In addition, the causal agent of
SWD has not been detected in Spain since

1993, and hence its presence in wild boar is
very unlikely.

In general, subacute forms of exudative
epidermitis are seen in animals older than
35 days and in immune young animals. In
this case, the animal was a 6-month-old

wild boar. In addition, factors that usually
predispose to more acute forms of exudative
epidermitis, such as co-infection with PCV2
or PPV, were not detected by ELISA testing
for antibodies to these viruses. Other fac-
tors that may also predispose swine to more
severe forms of exudative epidermitis, such
as high animal density or nutritional defi-
ciencies, were not involved, since the animals
were fed daily. Therefore, to our knowledge,
no predisposing factors existed in this case.

Staphylococcus hyicus was isolated from the
damaged skin along with P aeruginosa and
Proteus species. Secondary infection with
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Figure 2: Microscopic lesions in a wild boar with exudative epidermitis (described in Figure 1). A: Skin showing moderate irregular
acanthosis (epidermal hyperplasia) and hyperkeratosis (hematoxylin and eosin [H&E] stain, original magnification 40x). B: Skin
showing intraepidermal pustule with numerous gram-positive cocci (Gram stain; bar = 100 pm). C: Lung showing foci of necrosis
resulting from septic emboli. Inset, bacteria within a vessel (H&E stain, original magnification 40x). D: Lung showing numerous
gram-positive cocci within alveolar macrophages (Gram stain; bar = 10 pm).

these microorganisms is common in cases of
exudative epidermitis.! The ability to produce
exfoliative toxin would have had to be tested

to assess the virulence of the S hyicus isolates
obtained and to confirm the diagnosis.16
However, in the absence of methods to differ-
entiate virulent from avirulent strains, all types
of § hyicus should be regarded as potentially
virulent.! Furthermore, the appearance of
gram-positive colonies coincident with S hyicus
in the typical histological lesions of exudative
epidermitis clearly suggests the implication of §
hyicus in development of the skin lesions.

Piglets with the subacute forms of exudative
epidermitis frequently survive, although
recovery is slow and there is usually a marked
depression in growth rate. However, in this

case, exudative epidermitis was aggravated
by the pneumonic lesions attributed to

S hyicus. The presence of S hyicus in the lung
was detected not only by culture but also
histologically in the alveolar exudate, where
large numbers of gram-positive cocci were
observed in the cytoplasm of macrophages
and in septic emboli. Szaphylococcus hyicus has
also been isolated from tonsils and bronchial
lavage fluids of healthy pigs!” and from the
pneumonic lung of a dead pig ;18 however, to
the authors’ knowledge, pneumonic lesions
produced by this microorganism have not
previously been described in an animal with
exudative epidermitis.

The multiple, widely distributed lesions in the
lungs, along with observation of septic emboli

within vessels, suggests a hematogenous rather
than an aerogenous route of infection. The
abscesses in the deep dermis were most likely
the source of those septic emboli. The debility
produced by this chronic disease and associ-
ated immunosuppression might favor occur-
rence of septic emboli and hence the spread of
S hyicus to the lungs.

No additional cases of exudative epidermitis
were detected in the studied estate. However,
we cannot be sure that no other cases had
occurred. The extensive size of this game
estate makes it very difficult to accurately
assess mortality, since dead animals could

be removed quickly by predators, remaining
undetected.
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Exudative epidermitis affects mainly inten-
sive swine farms with large numbers of
animals, early weaning, and high animal
densities.” In recent years, the number of
intensive wild boar farms has increased
notably in order to supply more animals for
hunting or consumption.!2% In addition, in
these farms, factors predisposing to exudative
epidermitis have been found, such as a high
prevalence of PCV2 and PPV.!? Thus the risk
of exudative epidermitis in wild boar may be
higher than expected in these farms, which
might produce serious economic losses.

This disease and others that occur on wild-
boar farms, while similar to those described
in domestic pigs, tend to produce specific
clinical signs in wild boar, for example, ocu-
lar damage in wild boar with swine erysip-
elas!! or pneumonic lesions caused by

S hyicus as described in this case. Thus,
increasing knowledge about the epidemio-
logical, clinical, and pathological character-
istics of these diseases in wild boar will facili-
tate prevention, diagnosis, and treatment,
reducing the health and economic impact on
this new swine-production niche.

Implications

o Exudative epidermitis may occur in
wild boar, with lesions similar to those
found in domestic pigs.

o Wild boar affected by exudative
epidermitis may have severe pneumonic
lesions caused by S hyicus, suggesting a
hematogenous route of infection.
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Caracterizacion de procesos infecciosos en el jabali

5.5 Lesiones oculares asociadas a Chlamydia suis en una cria de
jabali en una poblacién semi-intensiva de Espafia. (Ocular
lesions associated with Chlamydia suis in a wild boar piglet

(Sus scrofa) from a semi free range population in Spain).

Los animales salvajes pueden ser portadores de diversos parasitos o patdgenos
infecciosos entre los que se encuentran los microorganismos pertenecientes a la
familia Chlamydiaceae (Salinas y cols., 2009; Wacheck y cols., 2010). Las infecciones
con este tipo de patdgenos dan lugar a diferentes manifestaciones clinicas (problemas
reproductivos, conjuntivitis, neumonia, etc.), descritas tanto en animales domésticos

como en humanos (Longbottom y cols., 2003).

En este sentido, el jabali puede suponer un importante reservorio para estos
microorganismos ya que puede albergar algunas de las especies mas importantes de la
familia Chlamydiaceae: Chlamydophila psittaci, Chlamydophila abortus o Chlamydia
suis (Hotzel y cols., 2004). Ademas, las altas seroprevalencias encontradas en los
jabalies de nuestro pais sugieren que este tipo de infecciones podrian estar bastante
extendidas entre estos animales (Salinas y cols., 2009). Sin embargo, hasta la fecha no
se tiene informacion de cdmo este tipo de infecciones repercuten en la salud de las
poblaciones de jabali. En este trabajo se describe un caso clinico en el que una cria de

jabali mostré una grave queratoconjuntivitis provocada por C. suis.

El animal afectado fue encontrado en una finca situada al este de la provincia
de Badajoz (Espafia). Esta finca, totalmente vallada, ocupa una superficie de 500
hectareas en las que vivian aproximadamente 500 jabalies, alimentados diariamente

mediante el suministro de cereales o piensos especificos.

El animal afectado, de unas 10 semanas de edad, fue encontrado por los
operarios de la finca apartado del grupo familiar y mostrando sintomas de
desorientacion. Ademas, el animal presentaba abundantes descargas nasales, blefaritis
y una marcada opacidad corneal. No respondia a ningun estimulo visual y murié al

poco tiempo de ser capturado.
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Durante la necropsia se observd que el animal presentaba grandes ulceras
corneales en ambos ojos, lesiones neumonicas en los I6bulos apicales y hemorragias
epidurales. El estudio histopatolégico confirmdé la pérdida de las capas mas
superficiales de la cornea en las zonas ulceradas y reveld la presencia de células
inflamatorias en las diferentes capas de la cérnea, membrana coroidea y la retina.
Ademas, se observé una marcada degeneracion en el nervio éptico y en las fibras

nerviosas de la retina. Finalmente, se confirmé la presencia de una bronconeumonia

intersticial con hiperplasia del BALT (Imagen 27).

Imagen 27: Lesiones mostradas por el jabali infectado por Chlamydia suis. A) Blefaritis con presencia de exudados
oculares y marcada opacidad corneal. B) Pulmén. Bronconeumonia con presencia de exudados bronquiales e

hiperplasia del BALT. HE. 20X.

Por otra parte, se realizé un completo estudio microbioldgico que incluyd el
cultivo microbioldgico en medios de cultivo rutinarios (agar sangre y agar MacConkey)
de material procedentes de los principales 6rganos (ojos, pulmones, corazén, rifién y
bazo). Todos los cultivos resultaron estériles excepto el realizado con material
procedente de pulmadn, en el cual se hallé la presencia de streptococos a-hemoliticos.
Paralelamente, se valord la presencia de microorganismos pertenecientes a la familia
Chlamydiaceae en estos mismos 6rganos, mediante la realizacion de un ensayo PCR
especifico (Teankum y cols., 2006). Con esta prueba se detectd la presencia de ADN
perteneciente a la familia Chlamydiaceae en ambos ojos. La posterior secuenciacién de

este ADN confirmd que correspondia a bacterias de la especie Chlamydia suis.
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Por lo tanto, en este caso clinico se describe la presencia de una
gueratoconjuntivitis grave asociada a una infeccién ocular por C. suis en jabali. Este
tipo de lesiones ya habian sido asociadas a infecciones con agentes de la familia
Chlamydiaceae en diferentes especies animales. Sin embargo, esta supone la primera

descripcién en jabali (Polkinghorne y cols., 2009).

En cerdo doméstico se habian realizado estudios experimentales en los que se
demostréd que infecciones oculares por C. suis pueden dar lugar a conjuntivitis
subclinicas. Esto sugiere que, en este caso, el cuadro clinico se puede haber visto
agravado por la existencia de otros factores (Rogers y cols., 1999). En este sentido, los
elevados niveles de polvo que se generan en los comederos comunales al suministrar
la comida podria suponer un factor predisponente para el desarrollo de este tipo de

lesiones (Becker y cols., 2007).

La presencia de este tipo de queratoconjuntivitis puede tener una gran
importancia en animales salvajes como el jabali. La falta de respuesta a estimulos
visuales puede mermar las capacidades adaptativas de estos animales al medio,
dificultando su defensa frente a depredadores o su capacidad para seguir al grupo
familiar. Por estos motivos, este tipo de infecciones podrian dar lugar a un aumento en

la mortalidad en las poblaciones de jabalies.

Por otra parte, los microorganismos pertenecientes a la familia Chlamydiaceae
han sido asociados a otros cuadros clinicos como diarrea, neumonia o fallo
reproductivo en cerdos domésticos. Este tipo de cuadros no han sido adn encontrados
en el jabali; sin embargo, su presencia no puede ser descartada. Asi, seran necesarias
mas investigaciones encaminadas a valorar las repercusiones clinicas que las

infecciones por Chlamydiaceae pueden producir en el jabali.
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OCULAR LESIONS ASSOCIATED WITH CHLAMYDIA SUIS IN A
WILD BOAR PIGLET (SUS SCROFA) FROM A SEMI-FREE RANGE

POPULATION IN SPAIN

David Risco, D.V.M., Alfredo Garcia, Ph.D., Pedro Fernandez-Llario, Ph.D., Waldo L. Garcia, D.V.M.,
José M. Benitez, D.V.M., Pilar Gongalves, D.V.M., Jestis M. Cuesta, D.V.M., Luis Gomez, Ph.D.,
Joaquin Rey, Ph.D., and Javier Hermoso de Mendoza, Ph.D.

Abstract:

The role of the wild boar (Sus scrofa) as a reservoir for a large number of pathogens that can affect

both domestic animals and humans has been widely studied in the last few years. However, the impact of some of
these pathogens on the health of wild boar populations is still being determined. This article presents a clinical
case of severe bilateral keratoconjunctivitis affecting a 2-mo-old piglet from a semi-free range population in
Spain. Histopathologic and microbiologic analysis revealed lesions in the cornea, choroid, and optical nerve, and
Chlamydia suis was detected in the eyes bilaterally. The visual handicap resulting from this type of lesion greatly

affects the survival of this affected piglet.
Key words:

BRIEF COMMUNICATION

Wild animals can be carriers of a large number
of infectious and parasitic pathogens,'? including
those belonging to the Chlamydiaceae family.®
The pathogenicity of these microorganisms has
been demonstrated in both humans and domestic
animals,* in which they cause conjunctivitis,?
pneumonia, and reproductive disorders.>** Wild
animals could play an important role in the
epidemiology of Chlamydiaceae.® Among these
wild species, the wild boar (Sus scrofa) could be
especially important, as this swine can host some
of the most important chlamydial species affect-
ing both human and animal health: Chlamydiophila
psittaci, Chlamydiophila abortus, and Chlamydia
suis.? In addition, high seroprevalence to Chla-
mydiaceae and particularly C. abortus has been
demonstrated in Spain, indicating frequent con-
tacts of the wild boar with bacteria from this
family.® However, to date, it has not been possible
to relate these bacteria to any disease affecting
wild boar.” In this case affecting a wild boar, the
presence of C. suis—associated keratoconjunctivi-
tis, which could compromise the piglet’s survival,
is described.

The affected wild boar came from a farm
located in the central eastern Badajoz Province
(Spain). The farm occupies an area of almost 500
ha and has a single perimeter fence. It holds a
large wild boar population, reaching 100 individ-
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de Veterinaria, Avda. de la Universidad s/n, 10.003
Caceres, Spain. Correspondence should be directed to Dr.
Risco (riscope@unex.es).

Chlamydia suis, eye, keratoconjunctivitis, Sus scrofa, wild boar.

uals/km?. The average age of the animals is about
3 yr, and sex distribution is biased toward females
as a result of the selective hunting of males. For
most of the year, the animals are given supple-
mental food. Adults are fed a mix of corn and
barley in four feeding troughs. Individuals under
the age of 6 mo are fed with fodder provided to
domestic piglets in another four feeding troughs
designed with barriers to avoid access of adults.
Population counts were made in these feeding
areas, as they are used by most of the wild boars.
Nevertheless, the presence of wild boars in other
parts of the farm has been documented by
infrared cameras.

A 10-wk-old male wild boar piglet was found by
farmhands separated from the family group
displaying clear symptoms of disorientation. The
animal had abundant nasal mucus, intense corneal
opacity, and blepharitis. The piglet lacked a
menace reflex and did not respond to any visual
stimulus. The farmhand tried to feed it artificially,
but a few hours later it died and was immediately
refrigerated and taken to the Veterinary Faculty of
the University of Extremadura.

Large areas of ulcerations, along with corneal
opacity, were observed in both eyes during
necropsy (Fig. 1). The lungs revealed well-demar-
cated purple-to-gray pneumonic lesions in the
apical lobes. Epidural hemorrhages were also
noted around the brain and cerebellum.

Samples were preserved in 4% formaldehyde
and embedded in paraffin for histopathology.
Microtome cuts (4-um thick) were stained with
hematoxylin and eosin. A loss of the corneal
surface layer cells was documented. Lympho-
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Figure 1.
tion (A) and blepharitis.

cytes, plasma cells, and some macrophages and
neutrophils were present among the different
layers of the cornea, choroid membrane, and
retina. A degeneration of the nerve fiber layers
was also present in the retina (Fig. 2); these
alterations were similar to those observed in the
optical nerve. There were signs of demyelination

Figure 2.
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accompanied by a proliferation of glial cells. In
the lungs, interstitial pneumonia was observed
with bronchitis and bronchiolitis along with a
significant increase of lymphoid tissue associated
with the bronchial tubes. Alveolar collapse was
noted in other areas.

Culture samples were obtained using sterile
swabs that were plated on blood agar and
MacConkey agar under aerobic conditions. The
eyes, brain, lungs, heart, liver, kidneys, and spleen
were cultured. All samples were negative except
the lungs, in which the presence of a-hemolytic
Streptococcus was detected.

For DNA extraction, tissues from the eyes,
brain, lungs, heart, liver, kidneys, and spleen were
used. DNA was extracted utilizing the QIAamp®
DNA Mini Kit (Qiagen Ltd., Crawley, West
Sussex, RH10 9NQ, United Kingdom). A poly-
merase chain reaction (PCR) assay was performed
using the primers cIGS-1f and cIGS-2r, which
were designed to target the 370-base pair (bp)
variable region of the genomic Chlamydiaceae
DNA, including 80 bp of the 16S rRNA gene, 240
bp of the rRNA intergenic spacer region, and 50
bp of the 23S rRNA gene.'"'! PCR products were
separated by 1% agar gel electrophoresis and
visualized with ethidium bromide staining under
ultraviolet light. Only DNA extracted from both
eyes were positive for the PCR test.
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Retina: Degeneration and destruction of its components. Hematoxylin and eosin, X200.
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Size-matching bands were cut out of the gel and
DNA was extracted using the Ultra Clean™
GelSpin DNA Purification Kit (Mo Bio Labora-
tories, Inc., Carlsbad, California, 92010, USA).
The 370-bp amplified product was sequenced in
both directions and was compared with GenBank
sequences using BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool). The closest matches for this se-
quence (with 98% identity) were C. suis R19 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 16S-23S
intergenic spacer, complete sequence; and 23S
ribosomal RNA gene, partial sequence (DDJB
accession No. AF481047).

This study demonstrated the presence of C. suis
infection in the eyes of a wild boar. The eyes are
commonly affected by Chlamydiaceae.> All mem-
bers of Chlamydiaceae have been associated with
symptoms of keratoconjunctivitis in their respec-
tive host species.” However, the presence of this
chlamydial species has not been documented to
be associated with ocular pathology in the wild
Iberian boar.

This clinical case reveals that the pathogenic
action of chlamydia in the eye of the wild boar is
similar to that described experimentally in pigs.’
Experimentally, conjunctivitis associated with C.
suis produced subclinical conjunctivitis 7-14
days postinfection. This indicates that the
appearance of these ocular symptoms could be
related to other factors,” such as the use of
intensive management.' In this case, the use of
communal feeding troughs for wild boar, which
raise a large amount of dust, could have
predisposed this herd to ocular and respiratory
pathologies.’

Ocular lesions caused by C. suis in domestic
animals are not very important, whereas in semi—
free range living wild boar this type of lesion
could have very severe consequences. The kera-
toconjunctivitis symptoms found in this wild boar
could have led to the animal’s visual impairment,
limiting its chances of survival. This impairment
compromises the animal’s defense against preda-
tors; its capacity to follow the family group; and
the maintenance of the hierarchical position that
leads to subsequent access to food. For these
reasons, the presence of such infections in a wild
boar population could increase the rate of mor-
tality in affected animals.

In experimental infections with C. suis conduct-
ed on domestic pigs, pulmonary lesions charac-
terized by bronchiolitis with inflammatory cells in
the alveolar lumen, interstitial inflammatory infil-
tration, and edema have been reported.® In this
case, the lung lesions are similar; however, the
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Chlamydiaceae could not be isolated from the
lungs. The presence of a-hemolytic Streptococcus
in the lung has not been associated with the
lesions observed in this case.

The pulmonary symptoms observed could be
associated with other agents not detectable by
the laboratory techniques used, such as Myco-
plasma hyopneumoniae or porcine respiratory and
reproductive syndrome virus. However, the pres-
ence of these pathogens has never been related to
ocular lesions such as those described in this
case.

Chlamydia suis has been described'® as an agent
causing respiratory, diarrheic, and reproductive
symptoms in pigs. To date, none of these signs
has been associated with the presence of C. suis
in wild boar. However, it cannot be ruled out.
Hence, further studies are needed to determine
the pathogenicity of C. suis in the wild Iberian
boar.
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5.6 Aislamiento de Aeromonas hydrophila del tracto respiratorio
del jabali: implicaciones patolégicas. (Isolation of Aeromonas
hydrophila in the respiratory tract of wild boar: pathologic

implications).

Aeromonas hydrophila (A. hydrophila) es un bacilo gram-negativo que ha sido
ampliamente descrito como patdgeno en peces, anfibios y reptiles (Gray, 1984).
Ademas, este agente ha sido asociado con algunos cuadros clinicos como diarrea,

neumonia o abortos en humanos y otros mamiferos (Janda y cols., 2010).

Pese a que este patdgeno se ha aislado en gran cantidad de especies animales,
aun no se ha descrito su presencia en el jabali. En este articulo se describe el
aislamiento de A. hydrophila en una cria de jabali que presenta lesiones neumodnicas

graves.

En los ultimos afios, en diferentes poblaciones de jabali se han encontrado
brotes de enfermedades producidas por patégenos que no habian sido hallados
anteriormente en esta especie (Risco y cols., 2011; Risco y cols., 2013b). Muchos de
estos brotes tienen importantes consecuencias clinicas y producen elevadas
mortalidades. Por este motivo, se realizd6 un muestreo encaminado a verificar la
presencia de A. hydrophila en el tracto respiratorio de los jabalies y su posible papel

como patégeno respiratorio en este animal.

El estudio se realizd en una finca situada en la provincia de Ciudad Real
(Espaia). Esta finca se divide en dos partes bien diferenciadas. La primera, de unas
3000 hectareas, daba cobijo a un total de 350 jabalies. Por su parte, la segunda se
concibe como una granja de cria en la que vivian un total de 28 jabalies adultos que

eran alimentados artificialmente.

El animal que origind este estudio fue un joven jabali de unos 5 meses de edad
gue fue encontrado moribundo por uno de los operarios de la finca. El animal
mostraba depresion, disnea y abundantes descargas nasales antes de su muerte.

Durante la necropsia se detectaron lesiones neumdnicas con presencia de exudados
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purulentos, que afectaban a la mayor parte del parénquima pulmonar (Imagen 28). En
el cultivo microbiolégico que se realizé de material procedente del pulmdn, se obtuvo
un aislamiento puro que fue identificado como A. hydrophila mediante la realizacién
de una galeria APl 20 NE® (Biomeriux, France). La identificacidon de esta bacteria fue
posteriormente confirmada mediante un ensayo PCR especifico y la posterior
secuenciacion del ADN amplificado (Xia y cols., 2004). Por otra parte, se valord la
presencia de otros patdégenos respiratorios en el pulmén como Mycoplasma

hyopneumoniae o PCV2, mediante la realizacién de sendos ensayos PCR.

Imagen 28: A) Bronconeumonia con exudados purulentos hallada en animal con infeccién pulmonar por
Aeromonas hydrophila. B) Cultivo puro de A. hydrophila obtenido de material procedente del pulmén del jabali

afectado.

Una vez detectada la presencia de A. hydrophila en el pulmén afectado, se
realizd6 un estudio para valorar la presencia de este microorganismo en el tracto
respiratorio de los jabalies de la finca y su posible papel como patégeno respiratorio.
Para ello se obtuvieron un total de 12 hisopos nasales procedentes de animales vivos
que vivian en la zona de la granja (Imagen 29) y 34 hisopos pulmonares obtenidos de
animales que fueron abatidos en la caceria celebrada en la finca ese mismo afno. Todos
los hisopos fueron cultivados en medio de cultivo especifico (Aeromonas isolation
agar, Fluka Sigma Aldrich, Espaia) para la deteccién de Aeromonas y las colonias

sospechosas fueron confirmadas como A. hydrophila mediante PCR.

Simultaneamente, se realizé una valoracién histoldgica de los 34 pulmones

incluidos en el estudio. Para ello, de cada animal, se fijé en formaldehido un trozo de
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parénquima pulmonar procedente de los |6bulos apicales. Estas secciones fueron
procesadas siguiendo el protocolo estandar empleado para muestras histoldgicas. Las
secciones de cada pulmdn fueron valoradas atendiendo a 5 parametros histoldgicos:
presencia de células inflamatorias en septos alveolares, hiperplasia del BALT, presencia
de exudados alveolares, inflamacidon en lamina propia de bronquios y bronquiolos y
necrosis en epitelio de bronquios y bronquiolos. Todos estos parametros fueron
valorados en un rango de 0 a 6 dependiendo de su gravedad (Landolt y cols., 2003;
Opriessnig y cols., 2004). La puntuacién media obtenida para cada uno de ellos fue
comparada entre los animales infectados y no infectados con A. hydrophila mediante

pruebas estadisticas no paramétricas (U de Mann-Whitney).

Imagen 29: Toma de muestras con hisopos estériles en uno de los jabalies vivos que fueron muestreados durante

este estudio.

Aeromonas hydrophila fue hallada en 3 de los 34 pulmones estudiados y en 2 de
los 12 hisopos nasales. Las lesiones histoldgicas encontradas en los pulmones
estudiados fueron similares tanto en los animales infectados con A. hydrophila como

en los animales no infectados (Tabla 10).

Muy probablemente las lesiones neumdnicas encontradas en el animal que
origind el estudio fueron provocadas por A. hydrophila, ya que este microorganismo

fue detectado en cultivo puro y no se aislaron otros patdgenos respiratorios. A pesar
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de esto, la presencia de A. hydrophila no parece estar correlacionada con la presencia

de lesiones nheumonicas en animales adultos.

Tabla 10: Valores medios obtenidos en los diferentes parametros lesionales evaluados en animales infectados y

no-infectados con A. hydrophila.

Aislamiento de A. hydrophila

Infectados A. hydrophila No-Infectados A. hydrophila
(n=3)* (n=31)
< . Animales con . Animales con .
Parametros lesionales - Media . Media
lesion lesion
Inflamacion de la lamina propia de 1(33.3 %) 1.33 13 (41.9 %) 1.03
bronquios y bronquiolos
Infiltrado inflamatorio en septos 2 (66.7 %) 1.67 8 (25.8 %) 0.48
alveolares
Exudados inflamatorios en vias 3 (100 %) 1.33 7 (22.6 %) 0.52
aéreas
Hiperplasia del BALT 3 (100 %) 2.33 18 (58.1 %) 1.39
Necrosis epitelial en bronquios y 0 (0 %) 0 0 (0 %) 0
bronquiolos

Asi, el rol que A. hydrophila tiene como patdgeno respiratorio en el jabali no
estd claro y todo parece indicar que la aparicién de lesiones neumadnicas en animales
infectados podria estar condicionada por otros factores como el estrés, la edad o
estados de inmunosupresién, al igual que ocurre con otros patdgenos respiratorios
(Pijoan, 2006). La edad podria ser un factor clave en este aspecto, ya que el animal que
presentd lesiones neumdnicas asociadas al aislamiento de A. hydrophila era un jabali
joven de 5 meses, mientras que los animales mayores de 2 afios no presentaron
lesiones. En otras especies animales y en el hombre, el papel de A. hydrophila como
patégeno respiratorio tampoco esta totalmente claro y también se piensa que su
patogenia puede verse influida por la presencia de otros factores (Hur y cols., 1995;

Alonso y cols., 1996).

Aeromonas hydrophila ha sido asociada con gran cantidad de cuadros clinicos
en humanos, tales como diarreas, septicemias o meningitis (Janda y cols., 2010). Los
datos disponibles sugieren que las principales rutas de contagio de A. hydrophila son a

través del consumo de agua o comida contaminadas (Janda y cols., 2010). En este
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sentido, la presencia de A. hydrophila en el jabali podria suponer un riesgo sanitario ya
gue, debido a las condiciones en las que se produce el faenado de estos animales, las
probabilidades de contaminacidon de las canales con este microorganismo serian

bastante elevadas.
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ISOLATION OF AEROMONAS HYDROPHILA IN THE RESPIRATORY
TRACT OF WILD BOAR: PATHOLOGIC IMPLICATIONS
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D.V.M., Javier Hermoso de Mendoza, Ph.D, Luis Gomez, Ph.D, and Alfredo Garcia, Ph.D.

Abstract:  Aeromonas hydrophila has been repeatedly reported as an animal pathogen. This study describes a
case of a wild boar piglet in Spain with severe purulent pneumonia caused by A. hydrophila. To confirm the
presence of A. hydrophila in the respiratory tract of wild boars from the same region, lung samples from 34 adult
hunted animals and nasal samples from 12 live animals were collected and cultured in selective medium. Lung
lesions were studied in hunted wild boars to determine the presence of A. hydrophila and to assess its role as a
possible respiratory pathogen in wild boars. A. Aydrophila was isolated in 10.87% of the animals studied (8.82% of
the dead animals and 16% of the live animals). However, its presence in the lungs of adults could not be correlated
with the lesions found. Thus, the role of A. hydrophila as a respiratory pathogen is likely to be influenced by other
factors, such as age, immunologic status, or coinfection with other pathogens. As a zoonotic pathogen, the

presence of A. hydrophila in wild boars may pose a potential risk to people who consume their flesh.
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BRIEF COMMUNICATION

Aeromonas hydrophila is a widespread facultative
anaerobic gram-negative bacillus.’ This bacterium
is a well-known pathogen in fish, amphibians, and
reptiles. Furthermore, the pathogenic potential
of A. hydrophila alone or in combination with
various infectious and noninfectious cofactors has
also been proved in humans and other warm-
blooded animals.® 4. hydrophila has been associ-
ated with diarrhea in piglets,* pneumonia in
goats,! abortion in mares,” and septicemia in
rabbits.!!

Although A. hydrophila has been detected and
correlated with illness in a great number of animal
species, it has never been isolated in wild boar. In
this study, the isolation of A. hydrophila from a
dead wild boar piglet with severe pneumonic
lesions is described.

Outbreaks of many infectious diseases, rarely
described before in wild boars, such as swine
erysipelas or chlamydiosis, are being detected
currently on wild boar farms.'>'* These outbreaks
usually have clinical signs and features different
from the documented signs previously described
in domestic pigs and include high mortality
rates.'* Therefore, the discovery of infectious
pathogens not previously reported in this species
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should be examined. Thus, a survey was conduct-
ed to verify the presence of A. hydrophila in the
respiratory tract of wild boars and to assess its
possible role as a respiratory pathogen.

The study was conducted on a game estate
located in Luciana (Ciudad Real, Spain), an area
with a continental thermo-Mediterranean climate
(hot dry summers and mild to moderately wet
winters) and with vegetation mainly consisting of
scrubland (Cistus sp.) and evergreen oak forests
(Quercus suber). The home range of this boar
population is divided into two very different
sections: a “free-ranging area” of about 3,000
hectares, with 350 wild boars living without
restrictions on mobility or ingestion of natural
forages; and a second area consisting of a fenced-
off enclosure within the former area, where
animals are fed with a commercial food specific
for wild boar (JB-4®, INALSA S.A., Torralba de
Calatrava, Ciudad Real 13270, Spain). This area
of about 5 hectares with 28 adult wild boar (20
sows and 8 boars) acts as an intensive breeding
farm that supplies young animals to the free-
ranging area. There is a system of coordinated
gates to allow the separation and handling of the
animals when required.

A 5-mo-old wild boar piglet was found mori-
bund in the free-ranging area in July 2009,
showing depression, dyspnea, and nasal dis-
charge. The animal was collected by a farm worker
and died soon afterwards. A detailed necropsy
was performed, and a severe bronchopneumonia
with purulent exudate was the only prominent
macroscopic lesion (Fig. 1). Lung smears were
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Figure 1. Purulent pneumonia with presence of
profuse exudates in the lung of a 5-mo-old wild boar
infected by Aeromonas hydrophila.

stained with Gram stain and microscopically
examined. Smears showed a large number of
gram-negative rods. Aerobic cultures on blood
agar and chocolate agar yielded a pure culture of
colonies identified as A. hydrophila by the bio-
chemical identification system API20NE® (Bio-
merieux Spain S.A, Madrid, Madrid 28034,
Spain). To confirm the A. hydrophila identifica-
tion, a specific polymerase chain reaction (PCR)
was used,”” and its amplification product was
purified and sequenced. A Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) homology search revealed
that the 208-bp nucleotide sequence of the
amplified product matched the partial 3-hemoly-
sin gene of A. hydrophila Ah-J1 (DDBJ accession
No. AB021152). An assessment of the presence of
other respiratory pathogens using specific PCR
assays for Mycoplasma hyopneumaniae* and por-
cine circovirus type 2° was conducted on DNA
extracted from the lungs, which yielded negative
results. DNA was extracted using a commercial
kit. QIAamp® DNA Mini kit (Qiagen Ltd.,
Crawley, West Sussex RH10 9NQ, United King-
dom).

After detecting A. hydrophila in this animal, lung
swabs from 34 adult wild boar (older than 2 yr)
hunted in the free-ranging area in January 2010
and nasal cavity swabs from 12 live wild boar in
the intensive area in April 2010 were examined.
All the animals sampled were apparently healthy.
These samples were obtained to verify the pres-
ence of this microorganism in the respiratory tract
of the wild boar population and assess its role as a
respiratory pathogen. Lung swabs were aseptical-
ly obtained in the lab, whereas the nasal swabs

1091

were obtained introducing the swab in the nasal
cavity of the wild boar and carefully avoiding
contact with other surfaces. Samples were cul-
tured on Aeromonas isolation agar (Fluka Sigma-
Aldrich, Tres Cantos, Madrid 28760, Spain) at
37°C in air for 24-48 hr. A. hydrophila suspect
colonies were further analyzed on the basis of
standard bacteriologic procedures, including
Gram staining, oxidase and catalase reactions,
hemolytic phenotype on blood agar medium,
oxidation-fermentation test, and growth on
McConkey agar and confirmed by the previously
described PCR.

Simultaneously, sections from cranial lobes of
each lung were collected for histopathologic
study. These samples were processed following
standard procedures and stained with hematoxy-
lin and eosin. Lung sections were subject to blind
examination (without knowing the microbiologic
study results) and were scored on a scale of 0 to 6
(0, normal; 1, mild multifocal; 2, mild diffuse; 3,
moderate multifocal; 4, moderate diffuse; 5,
severe multifocal; and 6, severe diffuse) for five
histopathologic parameters. These parameters
were presence of alveolar septal infiltration with
inflammatory cells, peribronchial lymphoid hy-
perplasia, amount of alveolar exudates, amount of
inflammation in the lamina propria of bronchi and
bronchioles, and presence of necrosis in epithelial
cells of bronchi and bronchioles.’® Mean scores
obtained for each of the studied histopathologic
parameters were compared between the group of
animals in which A. hydrophila was isolated and
the group of animals in which it could not be
isolated. Due to the characteristics of sampling, a
nonparametric test (Mann-Whitney U-test) was
used to compare means between groups. All
calculations were performed using the SPSS 15
software package (SPSS Inc., Chicago, Illinois
60606, USA).

Of all samples obtained, only five isolates of 4.
hydrophila were obtained from selective medium.
Three of the isolates were pure cultures from
lungs, and two of the isolates were from nasal
cavities. Thus, 4. hydrophila was found in 10.87%
of animals studied (8.82% of the dead animals and
16% of the live animals). All of the isolates
obtained showed P-hemolysin phenotype and
were PCR positive for the presence of the
hemolysin-encoding gene as virulent factor.'s
The results of the histopathologic study are
summarized in Table 1. In agreement with the
absence of apparent gross lesions in the lungs
sampled, only mild cases of alveolar septal
infiltration with inflammatory cells, inflammation
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Table 1.
infected and noninfected animals.
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Mean scores obtained in histopathologic study carried out in lungs from Aeromonas Hydrophila—

A. hydrophila positive

Histopathologic parameters

A. hydrophila negative

Animals showing
lesions (%)

Inflammation in the lamina propria of 1(33.3)
bronchi and bronchioles

Septal infiltration with inflammatory cells 2 (66.7)

Presence of alveolar exudates 3 (100)

Peribronchial lymphoid hyperplasia 3 (100)

Necrosis in epithelial cells 0 (0)

(n = 3)* (n=31)
Mean score  Animals showing Mean score
lesions (%)
1.33 13 (41.9) 1.03
1.67 8 (25.8) 0.48
1.33 7 (22.6) 0.52
2.33 18 (58.1) 1.39
0 0 (0) 0

* A. hydrophila isolated from lungs in Aeromonas isolation agar and confirmed by polymerase chain reaction.

in the lamina propria of bronchi, alveolar exu-
dates mainly formed by neutrophils and macro-
phages, and peribronchial lymphoid hyperplasia
were found in a percentage of the studied animals
(Table 1). The mean scores obtained in each
histologic parameter studied did not show differ-
ences between A. hydrophila—infected and —nonin-
fected animals.

The pneumonic lesions found in the affected
animal were most likely caused by A. hydrophila
because this microorganism was isolated in pure
culture in the lungs of this animal and other
respiratory pathogens were not detected. Despite
this observation, A. hydrophila could not be
correlated with lung lesions found in adult wild
boar. Infected lungs did not show typical patho-
logic patterns, and it was not possible to establish
significant differences between histopathologic
evidence found in A. hydrophila-infected and
non-infected lungs. Thus, the role of A. hydrophila
as a respiratory pathogen in wild boars remains
unclear, and the development of tissue damage by
this agent might depend on other factors, such as
stress, age, or immunosupression. This fact has
been previously described in other respiratory
pathogens, such as Pasteurella multocida.'> The
clinical signs produced by this pathogen depend
on the immunologic status of the infected animals
and the presence of other infectious agents, such
as Mycoplasma hyopneumoniae or pseudorrabies
virus.”> Age might also be an important factor
because the animal that showed a severe purulent
pneumonia caused by A. hydrophila was only 5 mo
old, whereas the animals subsequently studied
were older than 2 yr and did not show pulmonary
lesions when A. hydrophila was isolated from their
lungs. However, more research assessing the
presence of A. hydrophila in younger wild boars

is necessary to determine its role in clinical
disease.

The role of A. hydrophila as a respiratory
pathogen in other animals and humans is also
uncertain. Although A. hydrophila has been
associated with a few human cases of necrotizing
pneumonia® and lung abscessation,” it is also
suggested that the consequences of these infec-
tions could be influenced by several factors,
including the immune status of the affected
individuals.?

A. hydrophila has also been associated with
several other human infections, such as acute
gastroenteritis, septicemia, cellulitis, colitis, men-
ingitis, wound infections, and, less frequently,
urinary tract and respiratory infections.® Most
data available suggest that aeromonad infections
in humans are mainly acquired via contact with
contaminated drinking water or through the
ingestion of foods (produce, dairy, or meats) that
are naturally exposed to aeromonads through
irrigation processes or other “farm-to-table” op-
erations.® Therefore, the presence of 4. hydrophila
in the respiratory tract of wild boars might pose a
risk for people through the consumption of their
flesh. Wild boar butchering is an open process
with many opportunities for the flesh to become
contaminated with potentially pathogenic bacte-
ria. The presence of A. hydrophila in the respira-
tory tract of wild boar makes contamination with
this microorganism more likely.
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6. Discusion General

En los ultimos afos, muchas de las fincas dedicadas a la caza del jabali han
experimentado grandes cambios. En este tiempo se han explorado nuevos sistemas de
produccién, alimentacion y manejo de estos animales con la finalidad de lograr un
numero satisfactorio de jabalies a los que abatir durante el desarrollo de las acciones

cinegéticas realizadas (Gortazar y cols., 2006).

Sin embargo, los conocimientos referentes a los aspectos sanitarios no han
evolucionado tan rapidamente en este tipo de fincas. Asi, aspectos como cuales son las
enfermedades mas importantes que pueden afectar al jabali en estos nuevos
escenarios epidemiolégicos o productivos, o cémo se combaten y previenen dichas
enfermedades, son aun desconocidos. En este sentido, algunos de los trabajos
presentados en esta tesis doctoral describen enfermedades infecciosas que pueden
provocar mortalidad en el jabali y exploran la aplicabilidad de medidas para controlar

los efectos adversos de las mismas.

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se han detectado brotes de
enfermedades causados por algunos de los patégenos mas tipicos que afectan al
porcino doméstico, como Erisipelothrix rhusiopathiae, Pasteurella multocida,
Streptococcus suis, Staphylococcus hyicus o Chlamydia suis. Sin embargo, también se
hallaron mortalidades provocadas por otros agentes infecciosos menos frecuentes

como Aeromonas hydrophila.

Este ultimo microorganismo fue asociado a un cuadro neumdnico grave que
provoco la muerte de un joven jabali. Ademas, fue hallado en el tracto respiratorio de
un porcentaje de la poblacién de individuos adultos pertenecientes a la misma finca.
Sin embargo, la importancia de A. hydrophila como patdgeno respiratorio primario en
estos animales adultos parece ser escasa, ya que su presencia en pulmaon no se asocio
con la observacién de lesiones neumdnicas. La existencia de infecciones respiratorias

por este agente en el jabali podria estar favorecida por la vinculacion que este animal
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tiene con los ambientes acuaticos, en los cuales lleva a cabo acciones tan importantes
como el bafo, que cumple varias funciones en la vida del jabali (Fernandez-LLario,
2005). Durante este rito, el individuo entra en contacto con depdsitos naturales de
agua generalmente estancada en los que la presencia de A. hydrophila es frecuente
(Janda y cols., 2010). Este tipo de ambientes ya ha sido sugerido como posible fuente
de contagio en otros casos de infecciones respiratorias por A. hydrophila en mamiferos

(Alonso y cols., 1996).

La gran mayoria de los patdgenos previamente mencionados habian sido
detectados con anterioridad en el jabali. Asi, por ejemplo, agentes como Erisipelothrix
rhusiopathiae, Streptococcus suis o Chlamydia suis, habian sido hallados en jabalies de
nuestro pais mediante el estudio de animales abatidos en monterias (Salinas y cols.,
2009; Closa-Sebastia y cols., 2011; Sanchez del Rey y cols., 2014). Sin embargo, poco
se conocia acerca de sus repercusiones clinicas en esta especie animal. Los trabajos
realizados durante esta tesis en los que se describen casos clinicos provocados por
estos agentes, han permitido ampliar notablemente los conocimientos sobre este
aspecto, dando a conocer la clinica y las lesiones que estos microorganismos producen
en el jabali. Este hecho pone de manifiesto la utilidad de este tipo de estudios
descriptivos a la hora de ampliar los conocimientos acerca de los agentes infecciosos

gue afectan a este suido salvaje.

Generalmente, los patdégenos responsables de los brotes aqui descritos
produjeron cuadros clinicos y lesionales similares a los previamente definidos en cerdo
domeéstico. Sin embargo, en algunos casos se detectaron caracteristicas peculiares no
observadas con anterioridad. Asi, por ejemplo, la presencia de lesiones oculares no
habia sido asociada a casos de mal rojo; mientras que la aparicion de cuadros
neumonicos con necrosis multifocal no habia sido observada en animales afectados
por epidermitis exudativa porcina. Conocer estas peculiaridades y las caracteristicas de
cada brote puede facilitar la realizaciéon de un correcto diagndstico en futuros brotes

de estas enfermedades en poblaciones de jabali.
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Por otra parte, algunos patégenos como Brucella suis, que produce importantes
alteraciones en los indices reproductivos de granjas de porcino doméstico, parece no
tener un fuerte impacto en la dindmica poblacional del jabali. Pese a que este
microorganismo resultd altamente seroprevalente en las poblaciones estudiadas y se
hallaron cuadros de orquitis en machos infectados, no se aprecid un efecto
significativo en los indices reproductivos a escala poblacional. Este hallazgo, junto con
la aparicion de lesiones que no habian sido previamente asociadas a determinados
patégenos, demuestra que, aunque el jabali y el cerdo son susceptibles a los mismos
patdgenos, las consecuencias clinicas y epidemioldgicas producidas por estos agentes

pueden ser muy distintas en ambas subespecies.

Las descripciones de los diferentes brotes de enfermedades incluidos en este
trabajo, nacen fruto de la aparicion de mortalidades naturales en diferentes
poblaciones del jabali del suroeste espafiol durante los cuatro afios de desarrollo de
esta tesis (2010-2014). De este modo, podemos decir que las patologias aqui descritas,
estarian dentro de las enfermedades infecciosas que con mdas frecuencia causan
mortalidades en poblaciones de jabali pertenecientes al drea de estudio. Sin embargo,
estas enfermedades suponen soélo una parte dentro del conjunto de patologias
infecciosas que pueden afectar a este animal provocando un desenlace fatal, ya que
durante estos afios también se detectaron brotes de enfermedades infecciosas
producidas por otros patégenos como H. parasuis (Cuesta y cols., 2013), Salmonella
cholerasuis o Escherichia coli (Material en preparacion). La descripcion de estos
ultimos no ha sido incluida en este trabajo debido a que pertenecen a otras tesis

doctorales actualmente en desarrollo.

Analizando el impacto poblacional que tuvieron las diferentes enfermedades
mencionadas en este trabajo, podemos encontrar desde patologias que
aparentemente sélo afectaron a un individuo de la poblacién, como la epidermitis
exudativa o la queratoconjuntivitis producida por Chlamydia suis, a brotes de
enfermedades que ocasionaron mortalidades mas elevadas, como la pasterelosis
septicémica y el mal rojo. Esto nos podria dar una idea de la importancia relativa que

cada uno de estos patdgenos tendria a escala poblacional. Sin embargo, hemos de
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tener en cuenta que el cdlculo de las mortalidades en las poblaciones de jabalies es
una tarea complicada, ya que los cadaveres pueden quedar en zonas dificiimente
accesibles para el hombre o ser rdpidamente ingeridos por depredadores o por sus
propios congéneres. Por lo tanto, es muy probable que algunas de las mortalidades

descritas para estas enfermedades estén subestimadas.

La aparicion de algunos de estos brotes estuvo precedida de la existencia de
situaciones epidemioldgicas que tradicionalmente favorecen el desarrollo de estas
enfermedades en poblaciones de cerdo doméstico. Asi, por ejemplo, el brote de mal
rojo acontecié en una explotacién en la que las condiciones higiénicas eran bastante
deficientes y los animales presentaban elevadas cargas parasitarias. Igualmente, el
brote de pasterelosis septicémica estuvo precedido por un cambio brusco en la
meteorologia consistente en la aparicion de abundantes lluvias de una forma
repentina. Estos hechos sugieren que la aparicion de brotes de enfermedades
infecciosas en el jabali se ve influido por la presencia de factores predisponentes en las
poblaciones. Por lo tanto, el andlisis de posibles factores de riesgo presentes en cada
finca (hacinamiento, estrés, coinfecciones, cambios ambientales, etc.) sera util a la
hora valorar determinados problemas sanitarios en esta especie, puesto que existen
patologias que estan asociadas a factores epidemiolégicos muy concretos y su
presencia nos puede encaminar a un diagnostico acertado. Por otra parte, la
aplicacion de medidas de control enfocadas a la eliminacion de este tipo de factores
predisponentes podria ser interesante a la hora de luchar frente algunas patologias

infecciosas que pueden afectar al jabali.

En alguno de los brotes aqui descritos se aplicaron tratamientos con el objetivo
de reducir sus efectos poblacionales. Asi, durante los brotes de pasterelosis
septicémica y de mal rojo se aplicé antibioterapia via oral con el alimento. En ambos
casos los resultados parecieron ser buenos ya que las bajas cesaron tras su
administracion. La eleccion del tratamiento aplicado en estos casos se basd en las
recomendaciones terapéuticas descritas para cerdo doméstico. Sin embargo, debido a
las caracteristicas zootécnicas de la cria del jabali hubo que realizar algunas

modificaciones de los protocolos habituales. Por ejemplo, la opcidén terapéutica de
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eleccion para el tratamiento de un brote de pasterelosis podria ser la aplicacion de
tetraciclina via parenteral a todos los animales afectados o susceptibles (Register y
cols., 2012). En este caso la utilizacion de esta via no fue posible debido a las
caracteristicas de la finca y a la idiosincrasia basicamente salvaje de estos animales,
por lo que hubo que administrar el antibidtico via oral. Pese a esto, la antibioterapia
dio lugar a los resultados esperados con un cese de las bajas. Esto demuestra que la
aplicacion de acciones terapéuticas basadas en lo descrito previamente en cerdos,
aungue con adaptaciones a las caracteristicas zootécnicas de las fincas de jabalies,

puede ser Util para tratamiento de ciertas enfermedades.

En este sentido, la aplicaciéon de medidas de profilaxis frente a determinadas
patologias infecciosas podria ser también util en explotaciones de jabalies. Tras el
brote de mal rojo declarado en una de las fincas estudiadas se establecié un plan
vacunal basado en la administraciéon de una vacuna comercial destinada a cerdo
doméstico. La ausencia de nuevos brotes de mal rojo en esta finca tras la instauracion
del plan vacunal sugiere que esta medida de profilaxis fue exitosa. Los efectos
inmunoldgicos que esta vacuna produjo en la poblacion de jabalies no fueron
comprobados (niveles de anticuerpos). Sin embargo, en otros estudios se ha
comprobado que la utilizacion de vacunas frente a determinados agentes infecciosos
como ADV da lugar a unos niveles de anticuerpos aceptables y que serian suficientes

para garantizar la inmunidad de estos animales (Maresch y cols., 2012).

Al igual que ocurria con la administracién de la antibioterapia, existen
limitaciones a la hora de aplicar un programa vacunal en jabalies, debido
principalmente a las caracteristicas zootécnicas de las explotaciones y al
comportamiento de la especie. Estas caracteristicas hacen que en muchos casos la
administracion parenteral de una vacuna sea una tarea imposible. Para solucionar esto
se estan estudiando protocolos de vacunacion alternativos, sobre todo basados en la
administracion de vacunas orales mediante cebos. La eficacia de este tipo de
protocolos ha sido probada con algunas vacunas especificas frente a ADV,
Mycobacterium bovis o el virus de la peste porcina clasica (Kaden y cols., 2000;

Ballesteros y cols., 2009; Maresch y cols., 2012). Los estudios experimentales han
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demostrado la eficacia de algunas de estas vacunas en las condiciones de ensayo,
dando lugar a una correcta producciéon de anticuerpos (Maresch y cols., 2012). Sin
embargo, serd necesario comprobar la eficacia de estas vacunas en situaciones de

campo y disefiar estrategias de administracién efectivas antes de comenzar a usar este

tipo de medidas masivamente.

Imagen 30: Manejo para vacunacion de rayones en explotacion cinegética de jabalies. A) Sistema de captura de
rayones repleto de animales. B) Aplicacion de vacuna via parenteral en jabali menor de 6 meses, el cual puede ser

manejado con relativa facilidad para la aplicacion de tratamientos parenterales.

Otra de las posibles estrategias para realizar vacunaciones en fincas de jabalies
seria la administracién parenteral de estas a los sectores poblacionales mas facilmente
manejables, es decir, en los animales mas jévenes. Actualmente, gran cantidad de
fincas disponen de sencillos sistemas de captura que permiten manejar con relativa
facilidad a los jabalies de edades comprendidas entre uno y seis meses
aproximadamente. La vacunacidn de estos animales en un momento adecuado
(posterior a la disminucién de los niveles de anticuerpos calostrales) podria
proporcionarles una inmunidad suficiente como para superar con garantias los meses
posteriores a la vacunacion, que precisamente es el periodo de mayor riesgo para
padecer muchas de las enfermedades infecciosas que pueden afectar al jabali. Sin
embargo, antes de comenzar a utilizar este tipo de estrategias vacunales habria que
determinar algunas cuestiones, como la edad iddnea a la que estos animales deben ser
vacunados con el fin de evitar interferencias con los anticuerpos transferidos por la
madre. Ademads, seria conveniente valorar la eficacia de protocolos de vacunacién

alternativos basados en la aplicacion de una Unica dosis vacunal, evitando
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revacunaciones periddicas, ya que la realizacién de cualquier manejo con este tipo de

animales supone para ellos una situacion de estrés importante.

Por otra parte, los resultados obtenidos en algunos de los trabajos presentados
en esta tesis abren el camino a la aplicacion de novedosas de medidas de control de
enfermedades en jabali, basadas en la lucha frente a patdégenos concomitantes que
podrian favorecer el desarrollo de una enfermedad concreta con graves implicaciones,
como es la tuberculosis. En estos estudios se ha comprobado que altas prevalencias de
PCV2 se asocian con la presencia de elevadas prevalencias de tuberculosis en
poblaciones de jabali. Ademas, los individuos que han tenido un contacto con PCV2,
ADV y Metastrongylus spp. tienen mas probabilidades de mostrar un cuadro

generalizado de tuberculosis.

Estos cuadros generalizados han sido asociados con mayores cargas bacterianas
y mayores niveles de excrecion de micobacterias (Menin y cols., 2013), por lo que un
mayor porcentaje de animales con lesiones generalizadas podria aumentar las
prevalencias de esta enfermedad en las poblaciones de jabalies y su difusién a otras
especies susceptibles con las que interactien. Por lo tanto, medidas sanitarias tales
como desparasitaciones o vacunaciones frente a PCV2 y ADV, encaminadas a controlar
los patdgenos que favorecen el desarrollo de cuadros generalizados de tuberculosis,
podrian resultar utiles a la hora de controlar esta enfermedad en el jabali. Este hecho
reduciria los riesgos de difusion de esta enfermedad al bovino, contribuyendo
indirectamente al éxito de las campafias de saneamiento, comprometido en muchas
areas de extensivo por la presencia de reservorios silvestres, de los que el jabali es el
mas activo en todo el centro y suroeste peninsular (Hermoso de Mendoza y cols.,
2006). En cualquier caso, la viabilidad de este tipo de medidas enfocadas al control de
los patégenos concomitantes que pueden influir en el desarrollo de la tuberculosis ha
de ser examinada bajo condiciones controladas en futuras investigaciones, valorando

su aplicabilidad antes de que se proponga su uso definitivo en las fincas de jabalies.

Por otra parte, la eliminacion previa de patdégenos concomitantes como

Metastrongylus spp. o los virus antes mencionados, podria favorecer el éxito de otras
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medidas de control frente a la tuberculosis como la vacunaciéon con vacunas vivas
derivadas de la BCG u otras. Por ejemplo, la presencia de agentes parasitarios puede
provocar una respuesta inmune sesgada hacia Th2 que impida una correcta
inmunizacion frente a la tuberculosis después de la administracion de la vacuna (Elias y
cols., 2005a). Incluso, el hecho de administrar vacunas vivas como la BCG en forma de
cebos o por otros procedimientos en animales inmunodeprimidos, podria generar
enfermedad vacunal, es decir tuberculosis causada por BCG, de la que hay ejemplos en
la especie humana (Paik y cols., 2011; Vera y cols.,, 2012). Por este motivo, la
aplicacion de medidas frente a patdgenos concomitantes podria ser necesaria
también, como requisito previo para el correcto funcionamiento de otras medidas de

control directas frente a la tuberculosis.

El éxito de estas medidas basadas en el control de patégenos concomitantes
podria tener una repercusién importante ya que este tipo de acciones pueden ser
aplicadas en otros dmbitos sanitarios. Asi, se ha comprobado que el desarrollo de
enfermedades importantes como la tuberculosis humana o la malaria podrian estar
influidas por la presencia de patédgenos concomitantes, sugiriendo la posibilidad de
realizar tratamientos frente a los mismos (Elias y cols., 2001; Lello y cols., 2013). En
este sentido, el jabali puede suponer un buen escenario experimental del cual se
pueden extraer conclusiones importantes acerca de la utilidad de estas prometedoras

medidas.

La interaccién entre los diferentes patdégenos que pueden infectar
simultaneamente al jabali podria verse reflejada en otros ambitos mas alld de la
tuberculosis. Asi, en uno de los estudios de esta tesis se demuestra como estos
animales pueden estar coinfectados por algunos de los patégenos respiratorios mas
representativos en esta especie. Ademas, los animales que presentan estas infecciones
mixtas producidas por virus y bacterias parecen presentar lesiones pulmonares mas
graves, lo que sugiere que, al igual que ha sido descrito en el cerdo doméstico
(Opriessnig y cols., 2011), la interaccion entre los diferentes patdgenos respiratorios
puede potenciar las lesiones producidas por ellos. Sin embargo, la realizacién de mas

estudios, incluyendo un mayor numero de individuos, sera necesaria para esclarecer
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las relaciones que se establecen entre estos patdégenos en condiciones naturales y
comprender bajo qué circunstancias esas coinfecciones agravan la sintomatologia

respiratoria observada.

Ademas, en algunos de los estudios aqui presentados se plantea que la
aplicaciéon de medidas basadas en el manejo poblacional, podria ayudar a limitar el
impacto sanitario que el jabali tiene como reservorio de algunos patdgenos. Asi, se ha
demostrado que las altas seroprevalencias frente a Brucella suis estan relacionadas
con elevadas densidades poblacionales, lo que sugiere que una reduccion de las
mismas mediante una mayor presién de caza u otros métodos, podria ser util para
disminuir la prevalencia de este patdgeno en el jabali. Este tipo de medidas ya han sido
probadas para el control de algunas enfermedades en el jabali como la tuberculosis o
la enfermedad de Aujeszky (Boadella y cols., 2012), obteniéndose resultados
satisfactorios en las circunstancias del estudio, lo que apoya la aplicabilidad de las

medidas.

Finalmente, se puede concluir diciendo que los resultados obtenidos durante el
desarrollo de esta tesis suponen un avance en los conocimientos acerca de los
patdgenos infecciosos que afectan al jabali. Este avance se traduce en una mejor
comprensién del impacto sanitario que determinados agentes infecciosos pueden
tener en las poblaciones de jabali, o en la propuesta de innovadoras medidas de lucha
basadas en los conocimientos adquiridos y encaminadas a controlar importantes
enfermedades que afectan a este animal. Sin embargo, futuras investigaciones
centradas, por ejemplo, en comprobar la eficacia de las medidas de control aqui
propuestas, o valorar el efecto de las coinfecciones con patdgenos respiratorios, seran

necesarias para completar el camino marcado por esta tesis doctoral.
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7. Conclusiones

1. Las poblaciones de jabali de Extremadura presentan altas seroprevalencias
frente a Brucella suis. Pese a esto, la presencia de este patégeno no parece
alterar los parametros reproductivos de los jabalies lo suficiente como para
tener un efecto negativo a escala poblacional.

2. las altas seroprevalencias frente Brucella suis estan positivamente
correlacionadas con la densidad poblacional de jabalies, lo que sugiere que
medidas basadas en la reduccién de la densidad de estos animales pueden
ser Utiles para bajar las prevalencias de este patdgeno.

3. Los principales patdgenos respiratorios que intervienen en el desarrollo del
Complejo Respiratorio Porcino estan presentes en las poblaciones de
jabalies del drea de estudio. Algunos de estos agentes como Mycoplasma
hyopneumoniae, Haemophilus parasuis o Pasteurella multocida se asocian
con la presencia de lesiones neumonicas. La infeccidn simultanea por varios
de estos agentes (virus y bacterias) en un mismo animal es posible y parece
estar asociada al desarrollo de cuadros neumanicos graves.

4. Las altas prevalencias de circovirus porcino tipo 2 se correlacionan
positivamente con elevadas prevalencias de tuberculosis en poblaciones de
jabalies. Las infecciones con este virus favorecen ademas el desarrollo de
patrones lesionales generalizados en los animales infectados por
Mycobacterium bovis. La existencia de este tipo de patrones lesionales es
mas frecuente en fincas con elevadas prevalencias de tuberculosis.

5. El contacto con determinados patégenos como el circovirus porcino tipo 2,
Metastrongylus spp. o el virus de la enfermedad de Aujeszky, influye en la
gravedad y en la generalizacién de las lesiones encontradas en los jabalies
infectados por Mycobacterium bovis, sobre todo en animales jévenes. Este
hecho sugiere que las medidas sanitarias basadas en el control de estos
agentes, como vacunar o desparasitar en su caso, podrian reducir la

gravedad de los cuadros de tuberculosis y las prevalencias de esta
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enfermedad en el jabali, un efecto de potencial utilidad en el control de la
tuberculosis en el bovino criado en extensivo.

Existen gran cantidad de patdgenos tipicos del cerdo tales como
Erysiphelothrix rhusiopathiae, Pasteurella multocida, Chlamydia suis,
Streptococcus suis o Staphylococcus hyicus, que pueden provocar
mortalidades en poblaciones de jabalies dando lugar a cuadros clinicos
similares a los descritos en porcino doméstico. Otros patdégenos no tan
comunes como Aeromonas hydrophila también pueden provocar
mortalidades en esta especie, al menos en edades juveniles.

Algunas infecciones provocadas por patdogenos infecciosos tipicos del cerdo,
como Erysipelothrix rhusiopathiae o Staphylococcus hyicus, también pueden
dar lugar a lesiones y signos clinicos que no han sido anteriormente
descritos en porcino doméstico, tales como lesiones oculares en el primer
caso, o lesiones neumdnicas de caracter necrdtico y multifocal en el
segundo.

La aplicacién de medidas sanitarias similares a las descritas para el control
de algunas infecciones en cerdo doméstico, pero adaptadas a la
idiosincrasia del jabali o a su forma de explotacién, como el uso de
antibioterapia oral en brotes de pasterelosis septicémica o mal rojo, puede
resultar atil para luchar frente a los patégenos que afectan a este suido

salvaje.
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8. Conclusions

1. Wild boar populations from Extremadura show high seroprevalences against
Brucella suis. However, the presence of this pathogen does not seem to
have a great impact on the overall reproductive parameters in wild boar
populations.

2. High seroprevalence against Brucella suis is positively correlated with the
wild boar population density, suggesting that control measures focused on
the reduction of wild boar density could be useful to decrease the
prevalence of Brucella suis in this wildlife species.

3. The main respiratory pathogens involved in the development of the Porcine
Respiratory Disease Complex can infect wild boar populations from the
studied area. Some of these agents, including Mycoplasma hyopneumoniae,
Haemophilus parasuis or Pasteurella multocida may lead to pneumonic
lesions. Concurrent infections with viruses and bacteria occur and might be
associated with the development of severe pulmonary lesions.

4. A high prevalence of porcine circovirus type 2 is positively correlated with
high tuberculosis prevalence in wild boar populations from the studied area.
Porcine circovirus type 2 infections may facilitate the development of
lesions with higher severity in animals infected by Mycobacterium bovis.

5. The contact with porcine circovirus type 2, Metastrongylus spp. or
Aujeszky’s disease virus, may induce the development of more severe
tuberculous lesions in wild boar infected by Mycobacterium bovis, mainly in
young animals. This fact suggests that control measures such as vaccinations
or deworming might reduce the presence of severe tuberculosis lesions and
should be useful to reduce the prevalence of tuberculosis in wild boar
populations. It may be potentially beneficial to control tuberculosis in free

range cattle.
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6. The infection by some common porcine pathogens as Erysiphelothrix
rhusiopathiae, Pasteurella multocida, Chlamydia suis, Streptococcus suis or
Staphylococcus hyicus, may lead to mortalities in wild boar populations
causing similar clinical pictures to those previously described in domestic
pigs. Other less common pathogens as Aeromonas hydrophila might also
produce fatal infections in this species, at least in young animals.

7. The infections by some common porcine pathogens like Erysipelothrix
rhusiopathiae or Staphylococcus hyicus may also produce lesions that had
been never described in domestic pigs, like uveitis in Erysipelothrix
rhusiopathiae infections or necrotic multifocal pneumonic lesions in a case
of exudative epidermitis.

8. The application of control measures as antibiotherapy or vaccinations,
based on those previously described for domestic pigs and adapted to
specific characteristics of wild boar estates, can be useful to control

infectious pathogens that infect wild boar.
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9. Resumen

El jabali (Sus scrofa) es una especie salvaje en expansion. En Espafia, este suido
es una de las especies cinegéticas mas relevantes, con una gran importancia
econdémica en este sector. Esto ha provocado que en los uUltimos afios se hayan
empleado medidas de manejo muy variadas para incrementar las poblaciones de estos
animales, que van desde la simple suplementacién alimentaria o el vallado periférico
de fincas, hasta la cria del jabali en granjas intensivas similares a las de cerdo. La
aplicacién de este tipo de medidas aumenta la densidad de poblacidn, lo que puede
favorecer la transmision de patdégenos infecciosos en el jabali y la aparicion de nuevas
situaciones epidemioldgicas que favorezcan el desarrollo de nuevas enfermedades
para esta especie. Asi, en los ultimos anos se han declarado brotes de enfermedades
cuya existencia era desconocida hasta la fecha en poblaciones de jabalies. Ademas,
este suido se ha convertido en un reservorio importante de patdégenos que afectan a
los animales domésticos o a las personas. Todo esto confiere una gran importancia
sanitaria al jabali y crea la necesidad de determinar cuales son los patégenos mas
importantes que pueden afectar a esta especie y elaborar medidas para limitar su

impacto sanitario.

Esta tesis doctoral pretende definir la situaciéon epidemioldgica de algunos de
los patégenos infecciosos mas importantes que afectan al jabali, determinando
ademas el impacto sanitario que pudieran tener sobre esta especie y fijando medidas
de control utiles para limitar sus repercusiones sanitarias. También se valora el efecto
gue pueden tener las infecciones simultaneas con diferentes patégenos en el

desarrollo y la epidemiologia de la tuberculosis en el jabali.

Durante el desarrollo de este trabajo se detectaron mortalidades en
poblaciones de jabalies provocadas por patdgenos infecciosos tipicos del cerdo
doméstico, como Erysipelothrix rhusiopathiae, Pasteurella multocida, Chlamydia suis,
Staphylococcus hyicus o Streptococcus suis serotipo Il. Estos patdgenos generalmente

provocaron cuadros clinicos y lesionales similares a los descritos en cerdos domésticos.
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Sin embargo, en algunos casos se observaron peculiaridades como el desarrollo de
lesiones oculares en casos de mal rojo o la presencia de una neumonia necrética
multifocal en un caso de epidermitis exudativa. Los brotes provocados por algunos de
estos patégenos como E. rhusiopathiae o P. multocida tuvieron un gran impacto en la
poblacién provocando elevadas mortalidades. Por otra parte, también se detectaron
mortalidades causadas por patdgenos menos frecuentes como Aeromonas hydrophila.
Este patdgeno provocd un cuadro neumadnico con fatal desenlace en un jabali joven.
Ademas, su presencia en el tracto respiratorio se detecté en un porcentaje de la
poblacién de jabalies y se determindé que su papel como patdégeno respiratorio
primario es limitado. La aplicacion de medidas sanitarias basadas en la antibioterapia o
en la profilaxis vacunal se empled para resolver algunos de estos brotes, obteniendo

resultados satisfactorios.

Mediante la realizacion de estudios basados en el analisis de jabalies abatidos
en monterias se detectd la presencia de importantes patdgenos respiratorios en el
jabali como: Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus parasuis, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Pasteurella multocida, circovirus porcino tipo 2 (PCV2), virus del
sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) o el influenzavirus porcino (SIV).
Las infecciones con algunos de estos patdgenos como M. hyopnemoniae, H. parasuis o
P. multocida se relacionaron con la presencia de lesiones neumdnicas. Ademas, se
observé que las coinfecciones con varios de estos patdgenos respiratorios pueden

agravar las lesiones neumonicas producidas en infecciones simples.

Por otra parte, se determind que Brucella suis es un patdgeno que circula
dentro de las poblaciones de jabalies estudiadas, en las que se hallaron altas
seroprevalencias frente a este patdgeno. Ademas, se comprobd que su prevalencia
estaba fuertemente relacionada con la densidad de jabalies. Este patdgeno se puede
transmitir desde el jabali al cerdo doméstico, principalmente en zonas donde el cerdo
es criado en condiciones extensivas. En este tipo explotaciones, el control de la
densidad de jabalies podria ser util para reducir la prevalencia de B. suis y su riesgo
epidemioldgico. Finalmente, en este estudio se determind que la presencia de B. suis

en las poblaciones de jabali no altera los parametros reproductivos en las mismas.
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Por ultimo, se observé que el contacto con determinados patégenos puede
influir en el desarrollo de la tuberculosis y en la epidemiologia de esta enfermedad en
el jabali. La prevalencia de tuberculosis en las poblaciones de jabali estudiadas, resulto
estar positivamente correlacionada con la prevalencia de PCV2. Ademas, se demostro
cémo el contacto con PCV2, ADV y Metastrongylus spp. favorece el desarrollo de
cuadros lesionales de tuberculosis generalizada. Este tipo de cuadros se asocian con
lesiones menos encapsuladas y mayores cargas bacterianas, lo que podria favorecer la
excrecion de mycobacterias, lo que supone un riesgo epidemioldgico. Por este motivo,
la aplicacion de medidas sanitarias encaminadas a combatir estos patégenos
concomitantes (desparasitacion, vacunacion frente a PCV2 o ADV), pueden ser Utiles
en la lucha frente a la tuberculosis en jabalies, reduciendo a su vez su difusidn a otras

especies con las que estos entren en contacto, especialmente el bovino.
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10. Summary

In the recent decades, wild boar (Sus scrofa) populations have grown
considerably in some countries. For example, in countries like Spain, wild boar hunting
is a significant business. Therefore, estate managers try to maintain an overabundance
of wild boar numbers in breeding or hunting estates, implementing management
measures varying from simple food supplementation or fencing, to intensive breeding
of these animals in farms. Higher densities in wild boar populations may pose
increased risks for transmission of infectious diseases. In addition, more intensive
managements may lead to new epidemiological scenarios leading to the development
of new diseases or new clinical presentations of common ones. Thus, in recent years,
many outbreaks of new diseases have been described in wild boar. Additionally, the
wild boar has become an important reservoir of pathogens that may affect both
domestic animals and humans. Therefore, defining the most common pathogens that
infect wild boar and establishing control measures against them will be useful to limit

their health impact.

This work aimed to study the epidemiological situation of common pathogens
affecting wild boar that may have a huge health impact in this species. Furthermore,
the implementation of control measures useful to limit the impact of some of the wild
boar’s common pathogens has been assessed. Finally, the effect that coinfections with
different pathogens may have in the development and the epidemiology of

tuberculosis in wild boar has been studied.

During this work, some mortality rates were detected in different wild boar
populations. Mortality was related to different porcine pathogens such as Erisipelothtix
rhusiopathiae, Pasteurella multocida, Chlamydia suis, Staphylococcus hyicus or
Streptococcus suis serotipe Il. In general, infections with these agents lead to clinical
manifestations and lesions similar to those previously described in domestic pigs.
However some new features were also observed like ocular lesions in animals affected

with erysipelas or a multifocal necrotic pneumonia in a case of exudative epidermitis.
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Outbreaks caused by some of these common agents like E. rhusiopathiae or P.

multocida had a great impact in wild boar populations leading to high mortality rates.

Other less common pathogens such as Aeromonas hydrophila, were also
detected causing mortalities in wild boar populations. This pathogen caused a fatal
respiratory infection in a wild boar piglet. In addition, A. hydrophila was detected in
the respiratory tract of a high percentage of the wild boar population, but its role as a
primary respiratory pathogen remains unclear. Different control measures based on
vaccination or antibiotic administration were carried out in order to solve some of

these outbreaks, obtaining satisfactory results.

The presence of some of the most important porcine respiratory pathogens as
Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus parasuis, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Pasteurella multocida, porcine circovirus type 2 (PCV2),
reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) or swine influenza virus (SIV),
was detected in hunted wild boar. The infections with some of these agents were
associated with pulmonary lesions. In addition, animals coinfected with some of these
respiratory pathogens were also found. These animals showed more severe lesions

than infected animals with a single pathogen.

The presence of Brucella suis infections was also detected in wild boar
populations. Animals included in this study showed high seroprevalence against this
pathogen suggesting that B. suis is highly widespread in wild boar populations. The
seroprevalences against this agent was correlated to the wild boar density. Thus,
animals belonging to high dense populations showed a higher probability of being
seropositive against B. suis. This fact suggests that measures focused on reducing wild

boar density may be useful to control the seroprevalence of Brucella spp. in wild boar.

Finally, the results obtained in this work showed that the contact with different
concomitant pathogens may drive the development of tuberculosis in wild boar. A
higher prevalence of PCV2 infection in wild boar populations was related to higher
prevalences of tuberculosis. In addition, contact with some pathogens like PCV2, ADV

or Metastrongylus spp. facilitated the development of tuberculosis with a generalised
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lesional pattern. These patterns are related to higher micobacterial load and hence,
may increase their excretion and the risk of transmission. For this reason, measures
focused on the control of these concomitant pathogens might be useful to control
tuberculosis in wild boar populations, and reducing the spread of the pathogen to

other species, especially cattle.
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