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1. INTRODUCCION

La pleuroneumonia porcina ocasionada por Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) es una
enfermedad infectocontagiosa, de caracter respiratorio y distribucién mundial que afecta al
ganado porcino, pudiendo ocasionar brotes agudos con una alta tasa de mortalidad, lo que
conlleva importantes pérdidas econdmicas para las granjas afectadas, asi como un incremento
asociado en el consumo de antibiéticos, con la repercusion que este hecho puede tener asociado

desde el punto de vista de la generacion de resistencias (Sassu et al., 2018).

Diversos estudios han sugerido que la presencia en los lechones de anticuerpos de origen
maternal frente a esta bacteria, estan relacionados con la proteccién frente a la enfermedad
durante las primeras etapas de su vida productiva (Chiers et al., 2002a; Nechvatalova et al.,
2005; Nielsen, 1975, 1995; Vigre et al., 2002), no obstante, alin esta por clarificar la duracion de

algunos de estos anticuerpos maternales, asi como algunas de sus implicaciones.

Por otro lado, en el contexto actual de reduccidn en el uso de antibidticos bajo una perspectiva
One Health, las pautas preventivas mediante vacunacién frente a enfermedades bacterianas,
entre las cuales se encuentra la pleuroneumonia porcina, estan cobrando gran importancia,
tanto en lo que se refiere al desarrollo de nuevas vacunas y nuevas pautas de vacunacion, como
a maximizar la eficacia de las actualmente disponibles, asi como a incrementar el conocimiento
de aquellos factores que puedan interferir con el desarrollo de una buena respuesta inmunitaria

a las vacunas aplicadas.

En el caso especifico de la pleuroneumonia porcina ocasionada por A. pleuropneumoniae,
actualmente hay disponibles diferentes tipos de vacunas frente a la enfermedad: bacterinas a
base de determinados serotipos inactivados de la bacteria, vacunas de subunidades con las
toxinas Apx, asi como vacunas que incluyen tanto la bacterina frente a determinados serotipos
como las toxinas Apx. En todos los casos, si bien se ha sugerido que existe una posible interaccion
de las vacunas disponibles con la inmunidad maternal, ain quedan lagunas de conocimiento por

rellenar respecto a dicha interaccion.

Asi pues, se considera necesario determinar la evolucidn de los anticuerpos maternales frente a
las diferentes toxinas Apx en lechones procedentes de cerdas seropositivas en condiciones de
campo, para conocer como podrian afectar tanto a la proteccion frente a la enfermedad en
edades tempranas, como a la interaccién con vacunas, de manera que en base a estudiar estos

niveles de anticuerpos se puedan optar por aquellos protocolos vacunales mas eficientes.
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Por tanto, en este estudio se pretende medir la evolucidon de los anticuerpos maternales
especificos frente a las toxinas Apx |, Il y Il de Actinobacillus pleuropneumoniae en lechones
procedentes de reproductoras seropositivas, desde el nacimiento hasta las 10 semanas de vida,
mediante una prueba seroldgica desarrollada a tal efecto, asi como comparar su evolucién con
los anticuerpos frente a la toxina ApxIV y frente a la proteina de la membrana externa A (OmpA)
de la bacteria, medidos ambos con kits de diagndstico comerciales y la correlacién entre estas

pruebas seroldgicas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. La pleuroneumonia porcina
2.1.1. Etiologia

Actinobacillus pleuropneumoniae (A. pleuropneumoniae o APP), agente etioldgico de la
pleuroneumonia porcina, fue aislado por primera vez en el afio 1957 en Gran Bretafia
(Pattison et al., 1957), inicialmente nombrado como Haemophilus pleuropneumoniae
(Shope, 1964) y posteriormente incluido en la familia Pasteurellaceae y en el género

Actinobacillus (Pohl. et al., 1983).

A. pleuropneumoniae es una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa, de pequefo
tamafio, con morfologia cocobacilar, encapsulada e inmévil. Los aislados de APP se
clasifican en funcién de sus requerimientos de B-Nicotinamida Adenina Dinucleétido
(NAD) para crecer in vitro como biotipo (o biovar) 1 (NAD dependientes) o biotipo 2
(NAD independientes, es decir, son capaces de sintetizarlo en presencia de sus
precursores) (Pohl. et al., 1983). En ambos biotipos se pueden encontrar cepas
virulentas, por lo que la capacidad de sintesis de NAD no esta relacionada con la

virulencia (Dom & Haesebrouck, 1992).

Han sido descritos 19 serovares o serotipos en funcién de la composicion de sus
polisacaridos capsulares (Bossé et al., 2018b; Sarkozi et al., 2015; Stringer et al., 2021a),

con diferencias antigénicas y de virulencia entre ellos (Haesebrouck et al., 1997).

Estos polisacaridos capsulares (CPS) consisten en un polimero de oligosacaridos
repetidos que recubren la bacteria a modo de capsula (Beynon et al., 1991),
presentando propiedades antifagociticas que la protegen de las defensas del

hospedador (Dubreuil et al., 2000).

A. pleuropneumoniae también presenta en su superficie cadenas de lipopolisacaridos
(LPS), estos LPS son componentes estructurales esenciales de las bacterias Gram
negativas, formados por tres regiones diferenciadas: el lipido A, el nucleo de
oligosacaridos y el polisacarido O (o cadena O). Esta estructura completa es la que
presentan las formas lisas de la bacteria, denomindndose como rugosas las cepas que
han perdido la cadena O, pudiéndose también encontrar una forma intermedia,
denominada semirrugosa, debido a que sus LPS presentan uno o un bajo nimero de

cadenas O (Dubreuil et al., 2000).
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El analisis filogenético del polisacarido O de los diferentes serotipos de A.
pleuropneumoniae muestra que basandonos en la composiciéon de esta molécula los

serotipos de esta bacteria se podrian agrupar en 4 subgrupos (To et al., 2024):
e Subgrupo IA que incluye los serotipos 2, 3, 6, 8, 15, 17 y 19.
e Subgrupo IB que incluye los serotipos 4,7, 13, 18 y 19.
e Subgrupo llA con los serotipos 1, 9y 11.
e Subgrupo IIB con los serotipos 5, 10, 12, 14 y 16.

Por otro lado, es resefiable el hecho de que el nucleo de oligosacdridos del LPS presente
en Actinobacillus suis comparte algunas de las caracteristicas estructurales del nucleo
de oligosacaridos de varios serotipos de A. pleuropneumoniae, lo que tiene como
consecuencia la deteccion de reacciones seroldgicas cruzadas entre ambas bacterias

(Ganeshapillai et al., 2011).

Ademas de los polisacaridos capsulares y lipopolisacaridos, A. pleuropneumoniae posee
otros componentes relacionados con su capacidad de colonizacién, persistencia e
induccion de lesiones en el hospedador, entre los que caben destacar diversas
exoproteinas, tal y como ha mostrado su exoproteoma, estudiado mediante
cromatografia liquida con espectrometria de masas en tandem (LC-MS-MS), que revela
en el serotipo 2 la presencia de 593 exoproteinas, de las cuales 22 estaban relacionadas
con la colonizacién y establecimiento de la infeccidn, 27 estaban relacionadas con la
persistencia dentro del hospedador y 23 tenian una funcién estructural como factores
de virulencia, contribuyendo indirecta o directamente a la patogenicidad de la bacteria
(Stancheva et al., 2022). Entre estas exoproteinas involucradas en la virulencia de la
bacteria caben destacar las proteinas captadoras de hierro (Tbhp), varias proteinas de la
membrana externa (Omp), entre ellas la proteina de la membrana externa A (OmpA);
asi como las toxinas Apx, siendo estas Ultimas las mdas abundantes dentro del
exoproteoma (Chiers et al., 2010; Stancheva et al., 2022). Ademas, se ha sugerido que
algunas de las proteinas excretadas por la bacteria podrian actuar como mediadores de
las interacciones entre el hospedador y el patégeno, pudiendo modificar la respuesta

inmune de dicho hospedador (Stancheva et al., 2022).

Los biofilms bacterianos son estructuras compuestas por una comunidad de bacterias
incluidas en una matriz polimérica producida por ellas mismas y que esta adherida a una

superficie bidtica o abidtica (Jacques et al., 2010; Nesse et al.,, 2023). A.
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pleuropneumoniae tiene la capacidad de formar biofilm tanto in vitro, como in vivo en
el pulmodn del cerdo (Labrie et al., 2010; Tremblay et al., 2017). El antigeno O del LPS, un
exopolisacarido formado por poli-N-acetilglucosamina (PGA), asi como diversas
proteinas de membrana tipo TolC juegan un importante papel en la formacioén de este
biofilm (Hathroubi et al., 2015; Y. Li et al.,, 2016c). Una temperatura elevada del
hospedador también influye de forma positiva en la formaciéon de biofilm (H. Li et al.,
2018). Si bien no todas las cepas de esta bacteria tienen la capacidad de formar biofilm,
la mayor parte de los aislados procedentes de tonsila, pulmdén y mucosa nasal tienen la
capacidad de hacerlo (Aper et al., 2020; Kaplan & Mulks, 2005). Esta capacidad de
formar biofilm infiere a la bacteria una mayor resistencia frente a la accién del sistema
inmune del hospedador, siendo clave para su colonizacidén y supervivencia, asi como una
mayor resistencia frente a la accion de los antibidticos (lzano et al., 2007; Nesse et al.,
2023; Pereira et al., 2018). Ademas, se ha sugerido que el metabolismo de la bacteria
sufre modificaciones cuando estd formando parte de este biofilm, de forma que se
activan determinados genes que inducen una mayor sintesis de sustancias que forman
parte de la matriz polimérica extracelular, mientras que se reduce la activacion de genes
relacionados con la virulencia (como las toxinas Apx), lo que tiene como consecuencia
una menor virulencia de estos agregados de bacterias en comparacidon con las que

tienen un crecimiento plancténico (Zhang et al., 2023b).

Al igual que otras bacterias Gram negativas, APP también posee la capacidad de liberar
al medio extracelular vesiculas de la membrana externa (OMVs) (Negrete-Abascal et al.,
2000). Estas OMVs son pequefias particulas originadas a partir membrana externa de la
bacteria, por lo que son muy parecidas a esta en estructura y composicion, pudiendo
contener toxinas Apx (no citotéxicas), proteinas relacionadas con la captacion de hierro,
diversas proteasas, asi como otras proteinas con capacidad antigénica como la OmpA

(Negrete-Abascal et al., 2000; Z. Zhu et al., 2022).
2.1.1.1. Toxinas RTX

Las toxinas Repeats in ToXin (RTX), siendo denominadas como Apx las que son
producidas especificamente por A. pleuropneumoniae, son toxinas bacterianas
formadoras de poros, con actividad citolitica y hemolitica, muy abundantes dentro
de las especies patdgenas de la familia Pasteurellaceae, jugando un papel primordial

en la virulencia de estas bacterias (Frey, 2011, 2019).
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Tabla 1. Actividad de las toxinas Apx

Toxina |Actividad
Apxl |Citotéxica fuerte y hemolitica fuerte

Apxll  [Citotéxica moderaday hemolitica débil

Apxlll |Citotéxica fuerte y no hemolitica

ApxIV  |No citotéxicay hemolitica débil

Estas toxinas son secretadas mediante un sistema de secrecién tipo | (T1SS), que
permite una secrecion eficiente de las toxinas a través de la membrana interna y
externa (Frey, 2019). Los genes que codifican las proteinas del T1SS estan localizados
junto con los genes estructurales y activador de las toxinas RTX en un operdn
policistrénico, formando junto con la proteina intrinseca de membrana TolC, el canal
de secrecion (Frey, 2019). Asi pues, la estructura genética basica de las toxinas RTX
es caracteristica, e incluye el gen estructural “A”, el gen activador “C” y los genes del

T1SS “B” y “D” (pCABD) (Frey, 2019).

La célula diana de la mayor parte de las toxinas RTX son los leucocitos, donde estas
toxinas cuando estan presentes en altas concentraciones se unen al receptor CD18
(B2 integrina), expresado exclusivamente por los leucocitos, lo que determina la
especificidad de la unién de la toxina por este tipo celular; para posteriormente
ejercer la actividad citotdxica, o bien, cuando estan presentes en concentraciones
bajas (subliticas), ser transportadas a la mitocondria donde inducen la apoptosis de

la célula infectada (Frey, 2011, 2019; Ristow & Welch, 2019).

Para varias de estas toxinas RTX, la unién a estos receptores CD18 ha demostrado
ser especifica de hospedador, lo que indica el rol determinante que tienen las
toxinas Apx en la especificidad de A. pleuropneumoniae por el cerdo como
hospedador y explica por qué esta bacteria Unicamente afecta al ganado porcino

(Frey, 2011, 2019).

La virulencia de A. pleuropneumoniae estd determinada en gran medida por la
produccién de este tipo de toxinas, concretamente las toxinas Apx I, Il, lll y IV (Frey

et al., 1993; Schaller et al., 1999), cuyas caracteristicas principales son:

e Apxl. La toxina Apxl es fuertemente hemolitica, asi como fuertemente
citotéxica para macréfagos alveolares y neutréfilos (Frey et al., 1993;
Kamp et al., 1991). Es producida por los serotipos 1, 5,9, 10, 11, 14y 16
(Frey et al., 1993; Kamp et al., 1991; Sarkézi et al., 2015), presentando
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dos variantes, una en los serotipos 1, 9 y 11 y otra en los serotipos 5 y
10, siendo ambas antigénicamente similares (Frey, 1995; Jansen et al.,
1993). Esta toxina esta codificada por un operdn cldsico pCABD con su

propio T1SS (Frey, 2019).

Apxll. La toxina Apxll es débilmente hemolitica, asi como
moderadamente citotdxica para macréfagos alveolares y neutrofilos.
Esta presente en todos los serotipos, excepto en el 10 y el 14 (Frey et
al.,, 1993; Kamp et al.,, 1991). El operdn que codifica esta toxina, a
diferencia de los operones de las toxinas Apxl y Il no tiene los genes B
y D, asi que la toxina Apxll utiliza el T1SS codificado por el gen apxIBD,
siendo este sistema de secrecion capaz de excretar las toxinas Apxl y Il

(Frey, 2019).

Apxlll. La toxina Apxlll no tiene capacidad hemolitica, pero si que
muestra una fuerte capacidad citotdxica hacia macréfagos alveolares y
neutrdfilos. Esta presente en los serotipos 2, 3, 4, 6, 8 y 15 (Frey et al.,
1993; Kamp et al., 1991). Esta toxina también presenta dos variantes,
las cuales son también antigénicamente muy similares (To et al., 2016).
La toxina Apxlll al igual que la Apxl esta codificada por un operdn clasico

pCABD con su propio T1SS (Frey, 2019).

ApxlV. La toxina ApxlV, tiene una débil capacidad hemolitica, sin
haberse detectado capacidad citotéxica. Ademds, es la Unica que puede
ser detectada en todos los serotipos de A. pleuropneumoniae, siendo
ademas especifica de esta bacteria (Schaller et al., 1999). Se ha
reportado como la Unica de estas toxinas que solamente se produce in
vivo, no habiéndose detectado su produccidon en condiciones de
crecimiento de la bacteria in vitro (Schaller et al.,, 1999), si bien
recientemente se ha llegado a reportar su presencia tras el cultivo in
vitro de una cepa de la bacteria (Y. Li et al., 2019), asi como también ha
sido detectada su presencia en un estudio del exoproteoma de una cepa
del serotipo 2 de esta bacteria, también cultivada in vitro, por lo que se
ha sugerido que unas condiciones optimizadas de crecimiento podrian
llevar a una produccidn a gran escala de toxina ApxlV, y teniendo en

cuenta que todos los estudios realizados hasta la fecha respecto a la
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capacidad citotéxica, hemolitica e inmunogénica de esta toxina se han
tenido que realizar con una versién recombinante de la misma, se ha
especulado con la posibilidad de que la forma nativa de la toxina
presentase unas caracteristicas diferentes (Stancheva et al., 2022). Por
otro lado, a diferencia de las otras toxinas Apx, esta toxina estd

codificada por un operén bicistrénico apxIVC-apxIVA (Frey, 2019).

Las toxinas Apxly Apxlll, y en menor medida la toxina Apxll, son las responsables
de desencadenar la sintomatologia clinica y lesiones pulmonares tipicas de la
pleuroneumonia porcina (Kamp et al., 1997). Y si bien es necesaria la presencia
de al menos una toxina Apx para que una cepa de A. pleuropneumoniae sea
potencialmente virulenta, se ha sugerido que puede existir cierto efecto
sinérgico entre toxinas, o entre toxinas y otros componentes de la bacteria,
como LPS (Reimer et al.,, 1995; Udeze et al.,, 1987). En este sentido, se ha
observado que en serotipos que producen toxinas Apxl y Apxll, como el serotipo
1, es necesaria la presencia de ambas toxinas para que la bacteria sea virulenta
y se desarrollen lesiones tras la infeccion (Boekema et al., 2004a). Por el
contrario, la toxina ApxIV por si sola parece ser incapaz de inducir los sintomas

o las lesiones tipicos de la enfermedad (Boekema et al., 2004a).

Tanto en infecciones naturales como experimentales, estas toxinas han
mostrado ser importantes factores de inmunogenicidad, estando involucradas
en la induccién de una proteccién eficiente frente a la enfermedad (Frey et al.,
1993). Y dado que estas toxinas son especie especificas, y son producidas por
todos los serotipos, son de gran valor para su uso en vacunas y test seroldgicos

de diagndstico (Kamp et al., 1994).

Los genes de las toxinas Apx son inherentes a un determinado serotipo, por lo
que cada serotipo tiene un patrén especifico de produccion de toxinas, siendo
por tanto el serotipo un indicativo del grado de virulencia de una cepa
determinada (Beck et al., 1994; Vilaré et al., 2024). Asi pues, los serotipos 1, 5,
9y 11, debido a su patrén de produccién de toxinas, en concreto Apxl y Apxll,

son particular y excepcionalmente virulentos (Frey, 1995).
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Tabla 2. Patrén de produccién de toxinas en cada serotipo de A. pleuropneumoniae

Serotipo A. pleuropneumoniae

Toxina |12 |3|4|5|6|7|8|9|10(11|12|13|14|15|16|17|18|19
Apxl
Apxll
Apxlll
ApxIV

Las toxinas Apxl, Apxll y Apxlll no son exclusivas de A. pleuropneumoniae, sino
que se ha detectado su produccién por otras bacterias de la familia
Pasteurellaceae como Actinobacillus suis, bacteria patégena oportunista que es
capaz de producir Apxl y Apxll (Kamp et al., 1994; Schaller et al., 2000);
Actinobacillus porcitonsillarum que a pesar de no considerarse patogena, es
comuUnmente aislada de tonsilas de cerdos sanos, siendo capaz de producir
toxina Apxll (Gottschalk et al., 2003; Kuhnert et al., 2005); Actinobacillus
lignieresii, que posee el gen para producir toxina Apxl, si bien no se ha detectado
su biosintesis y es considerada una bacteria no patdgena para el cerdo (Schaller
et al., 2000); asi como Actinobacillus rossii, poseedora de los genes de las toxinas
Apxll y Apxlll y que es capaz de secretar Apxll, sin haberse detectado secrecidon
de Apxlll, e igualmente considerada no patégena para el cerdo (Schaller et al.,
2000). Esta particularidad debe ser tenida en cuenta a la hora de interpretar los
resultados de las pruebas serolégicas basadas en estas toxinas, dada la posible
aparicion de reacciones seroldgicas cruzadas debidas a la presencia de
anticuerpos reactivos frente a toxinas Apx producidas por estas otras bacterias
(Kamp et al., 1994; Kuhnert et al., 2005; Schaller et al., 2000). Por el contrario,
la toxina ApxIV parece ser la Unica de las toxinas Apx que es especifica y

Unicamente producida A. pleuropneumoniae (Schaller et al., 1999).

2.1.2. Epidemiologia
2.1.2.1. Distribucion geografica

El reservorio principal de A. pleuropneumoniae es el cerdo doméstico (Sus scrofa
domestica), si bien es detectado con frecuencia en suidos salvajes por todo el
mundo (Gottschalk & Broes, 2019; Sarkozi et al.,, 2022). La deteccidén en otras
especies de animales se considera un hallazgo anecddtico (Gottschalk & Broes,

2019).

TESIS DOCTORAL
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A. pleuropneumoniae ha sido descrito en la mayoria de los paises productores de
ganado porcino, detectdndose una mayor presencia de ciertos serotipos en cada
pais, que va evolucionando a lo largo del tiempo (Maclnnes et al., 2008; Marcelo
Gottschalk, 2017; O’Neill et al., 2010; Sassu et al., 2018). Asi pues, se ha detectado
una predominancia de los serotipos 2, 3 y 9 en Bélgica (Maes et al., 2002); de los
serotipos 2 y 9 en Alemania e ltalia (Guarneri et al., 2024; Schuwerk et al., 2021); de
los serotipos 2, 13, 8 y 16 en Hungria (Sarkozi et al.,, 2018), del serotipo 8 en
Inglaterray Gales (Y. Li et al., 2016b; O’Neill et al., 2010), de los serotipos 2,4y 7 en
Espafia (Maldonado et al., 2009), asi como de los serotipos 5 y 7 en Norteamérica
(Gottschalk & Lacouture, 2015), serotipos 2, 6y 15 en Japdn (Ozawa et al., 2023); y
serotipos 8, 7 y 5 en Brasil (Kuchiishi et al., 2023).

También se ha observado que la virulencia de un mismo serotipo puede ser
diferente segun el drea geografica en que se encuentre, como es el caso del serotipo
2, que es considerado virulento en Europa y, sin embargo, poco virulento en
Norteamérica, debido a que las cepas alli presentes no producen la toxina Apxlll
(Gottschalk, 2015). El hallazgo de cepas de un determinado serotipo que han
perdido el gen para la produccién de una toxina, con lo que se han tornado en cepas
menos virulentas, también se ha observado en el serotipo 15, en el que la falta del
gen que codifica para la toxina Apxll, ha motivado la aparicion de cepas menos

virulentas que la cepa tipo de dicho serotipo (Teshima et al., 2019).
2.1.2.2.  Transmision indirecta

La supervivencia en el medio ambiente de A. pleuropneumoniae parece ser limitada,
sugiriendo algunos estudios la posibilidad de sobrevivir durante 3-4 dias en
secreciones nasales, sobreviviendo mejor con temperaturas frias y en presencia de
NaCl, asi como en ambientes secos, particularmente sobre materiales no
absorbentes, lo que sugiere una posible via de transmisidn indirecta a través de
fomites (Assavacheep & Rycroft, 2013), asi como a través del personal de la granja

(Hunneman & Oving, 1991).

También se ha detectado la presencia y viabilidad de la bacteria en agua de bebida
de granjas porcinas, pudiendo llegar a sobrevivir en agua durante 3 semanas a 20°C
(V. M. Loera-Muro et al., 2013), sugiriéndose que para ello A. pleuropneumoniae
posee la capacidad de integrarse y formar biofilm junto con otras especies

bacterianas presentes en el medio ambiente de las granjas, como Escherichia coli (E.
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coli), lo cual le permite incrementar la supervivencia fuera de su hospedador
natural, actuando como un mecanismo de persistencia y transmisién dentro de la

granja (Ramirez-Castillo et al., 2018).

En cuanto a la transmisién via aerdgena, si bien A. pleuropneumoniae ha podido ser
detectado y aislado a partir de aerosoles dentro de granjas comerciales (Watt et al.,
2020), y se ha reportado su posible transmisidn a través de esta via (Hunneman &
Oving, 1991), la transmisién por esta via parece que Unicamente se produce a
distancias muy cortas (Torremorell et al., 1997), siendo la transmisiéon entre

instalaciones adyacentes un acontecimiento raro (Kristensen et al., 2004b).

También se ha observado una supervivencia superior a 4 meses a temperaturas de
-20°C, lo que sugiere una larga persistencia en canales de cerdo congeladas

(Assavacheep & Rycroft, 2013).

Una investigacion epidemiolégica de brotes ocasionados por el serotipo 15 de A.
pleuropneumoniae en lowa puso de manifiesto el importante rol que juegan las
medidas de bioseguridad, interna y externa, en las granjas para evitar la entrada o
diseminacién de este patdgeno, poniendo un especial énfasis en los cambios de
botas entre salas, limpieza y desinfeccién de camiones de transporte de animales,
entrada de vehiculos, herramientas y personas a la granja, asi como en el peligro

gue representan los camiones de transporte de cadaveres (Machado et al., 2024).

En definitiva, si bien la transmision indirecta es un hecho infrecuente, esta ha sido
reportada como el hecho mas probable en algunos casos clinicos a nivel de granja,
en los que la transmision indirecta fue la causa mas probable de la infeccién en los
animales (Desrosiers & Moore, 1998), considerandose por tanto la entrada de
animales portadores infectados la principal via de transmisidon entre rebafios

(Gottschalk & Broes, 2019).
2.1.2.3. Transmision directa

A. pleuropneumoniae se transmite fundamentalmente a través de contacto directo
nariz-nariz, siendo esta la ruta de transmision mas importante, o bien en pequefas
distancias a través de aerosoles (Kristensen et al., 2004b; Tobias et al., 20143;

Velthuis et al., 2003).

Una vez que los animales han sido infectados, pueden permanecer como portadores

subclinicos de la bacteria a nivel de las tonsilas (Chiers et al., 1999). Esta colonizacién
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de las tonsilas, y su posterior excrecion desde las mismas, es clave para la
transmisién de A. pleuropneumoniae, ya que la presencia de la bacteria en la tonsila
esta relacionada con el estatus de infeccioso (Velthuis et al., 2002), lo que da lugar

a que la transmisidn entre granjas se produce principalmente a través de la entrada

de estos animales como portadores tonsilares subclinicos (Gottschalk & Broes,

2019; Rosendal & Mitchell, 1983).

En cuanto a la transmisién dentro de una granja, las cerdas reproductoras
portadoras de A. pleuropneumoniae a nivel tonsilar, son las transmisoras a sus
camadas durante el periodo de lactacién, dando lugar a lechones que se infectan
una vez que los niveles de anticuerpos maternales comienzan a decaer, pudiendo

detectarse animales infectados a partir del dia 11 de vida (Vigre et al., 2002).

Aungque la colonizacidn del tracto respiratorio superior del lechdn se puede producir
aun en presencia de inmunidad maternal, la colonizacién de los pulmones no se

observa hasta varias semanas después (Chiers et al., 2002b).

A pesar de que una gran parte de las reproductoras puedan ser portadoras de A.
pleuropneumoniae, la transmisidon no se produce por igual a todos los lechones,
pudiendo permanecer aproximadamente un 40% de las camadas aun libres de la
bacteria al momento del destete, detectdndose ademas dentro de las camadas
infectadas una mayor parte de los lechones aun sin colonizar (Tobias et al., 2014b).
Asi pues, durante el periodo de lactacién, solamente unos pocos lechones son
infectados por parte de sus progenitoras, y estos lechones son los responsables de
la transmision horizontal al resto de animales durante las fases de transicion y cebo,
detectandose un pico de transmisién entre las semanas 6y 12 de vida (Vigre et al.,

2002).

Debido a todo esto, la edad al destete de los lechones es un factor asociado
positivamente a la probabilidad de infectarse en la fase post-destete (Tobias et al.,

2014a).

Se ha sugerido que esta transmision horizontal se produce de forma mas intensa
(diez veces mas) entre compafieros de la misma cuadra (trasmisidn directa a través
de contacto nariz-nariz), que entre cuadras adyacentes (transmisidn indirecta a
través de aerosoles), no detectandose diferencias en la transmisién entre cuadras
adyacentes o no adyacentes. (Tobias et al., 2014a). Por este motivo, la mezcla de

camadas en la fase post destete resulta en un incremento de los lechones expuestos
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a la transmisién dentro de la cuadra, lo cual se traduce en un incremento en la
prevalencia de animales infectados, en comparacion a si los lechones hubiesen sido

alojados manteniendo las camadas sin ser mezclados (Tobias et al., 2014a).

Una vez se desencadenan los signos clinicos de la enfermedad en un animal, se ha
sugerido que este podria reducir la transmisién de la bacteria, ya que los animales
con sintomatologia aguda o hiperaguda reducen el contacto con sus compafieros de
cuadra, asi pues, los animales con una sintomatologia mas severa transmitirian el

patdgeno de una forma menos eficiente (Tobias et al., 2013).
2.1.24. Factores de riesgo

Los brotes de A. pleuropneumoniae en granjas endémicamente infectadas estdn
probablemente iniciados por un factor desencadenante, que modifica la interaccion
entre patégeno y hospedador en animales previamente infectados (Klinkenberg et

al., 2014).

En un modelo matematico llevado a cabo a cabo por Klinkenberg et al. para el
estudio de los mecanismos por los que se desencadenan los brotes de Ia
enfermedad, se sugirié que el tamano de los brotes puede estar relacionado con el
nimero de cerdos colonizados susceptibles presentes durante los factores
desencadenantes del brote, asi los brotes son pequefios cuando se producen a una
edad temprana, y mas grandes cuando se producen a partir de una edad de 10-12
semanas (Klinkenberg et al., 2014); si bien este mismo estudio también sugiere que
en casos en los que la enfermedad se desarrolla por una elevada tasa de transmisién
de la bacteria, el tamafio de los brotes puede estar relacionado con el nimero de
cerdos susceptibles presentes (colonizados y no colonizados), asi como por el
numero de animales protegidos por lainmunidad maternal que van perdiendo dicha

inmunidad durante el desarrollo del brote (Klinkenberg et al., 2014).

Dentro de un mismo sistema de produccién, mediante estudios gendmicos, se ha
podido observar como este patégeno se transmite de forma vertical a lo largo de los
diferentes niveles de produccidn (Guitart-Matas et al., 2022; Vilard et al., 2024). Por
ello, la adquisicion de cerdas de reposicidn a partir de mas de un origen diferente,
asi como unas medidas de bioseguridad deficientes en la granja, se consideran
factores de riesgo para la infeccién por A. pleuropneumoniae (Maes et al., 2001;
Vilaré et al.,, 2024). Esto también da lugar a que sea un hallazgo comun la

coexistencia de multiples serotipos de A. pleuropneumoniae dentro de una misma
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granja, estando muchas de estas granjas infectadas de forma subclinica (Maes et al.,

2001).

También se ha postulado que los lechones procedentes de cerdas primerizas
pueden estar mds expuestos a A. pleuropneumoniae que los procedentes de cerdas
multiparas, posiblemente debido a una inferior calidad del calostro y por tanto una
peor inmunidad pasiva (Fitzgerald et al., 2020). También se ha observado que no
mantener un flujo unidireccional por edad de los lechones, no mantener una politica
estricta todo dentro — todo fuera, mantener elevadas densidades, asi como no
realizar vacios sanitarios entre lotes incrementa el riesgo de infeccidén por parte de
los animales en crecimiento (Fitzgerald et al., 2020; Galdeano et al., 2019). De igual
modo, también ha sido descrito que la produccién segregada por fases tiene un
efecto profilactico sobre la infeccién por A. pleuropneumoniae de los animales en

crecimiento (Holmgren et al., 1999).

Por otro lado, diversos estudios han sugerido como factores de riesgo para el
desarrollo de brotes clinicos de la enfermedad, unas pobres condiciones de
alojamiento, en especial aquellas relacionadas con la ventilacién, la humedad, la
temperatura y la concentracién de gases como amoniaco y diéxido de carbono; una
elevada densidad de animales, asi como la estacionalidad, detectandose diferentes
niveles de seroprevalencia o afectacion clinica en funcién de la época del afo

(Beskow et al., 1998; Maes et al., 2001; Rosendal & Mitchell, 1983).

Mediante una estimacion a partir de un modelo matemadtico, también se ha
insinuado que unos protocolos de limpieza y desinfeccidn ineficientes podrian
causar sustanciales pérdidas econdmicas debido a un peor control de Ia
enfermedad, pudiendo alcanzar los 20,2 euros por plaza al aio, lo que muestra la
importancia de la limpieza y la desinfeccidn dentro del contexto actual de reduccidn
en el uso de antimicrobianos, con vacunas que no proporcionan una proteccion total

frente a la enfermedad (Stygar et al., 2016).

2.1.3. Patogenia

Se considera que hay 3 etapas basicas durante la patogénesis de la pleuroneumonia
porcina: colonizacién, evasién de los mecanismos de defensa y dafio a los tejidos del

hospedador (Bossé et al., 2002).
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2.1.3.1. Colonizacion

Una vez que la bacteria penetra via oro-nasal en el hospedador, ésta se adhiere al
epitelio de la superficie tonsilar o a los componentes de la matriz extracelular, lo
gue se podria considerar como el primer paso para el establecimiento de la
infeccidn, para en fases mas tardias, localizarse principalmente en las paredes o en
el fondo de las criptas tonsilares, donde se establece una infeccion crénica que da
lugar a un estado de portador asintomatico en el animal (Chiers et al., 1999;
Hernandez-Cuellar et al.,, 2022). En esta fase temprana de la infeccién, A.
pleuropneumoniae también invade las glandulas salivares, asi como la cavidad nasal
(Sassu et al., 20173; Sidibé et al., 1993), posee la capacidad de atravesar el epitelio
respiratorio traqueal mediante la destruccién de las proteinas de uniones estrechas
(Bercier et al., 2019), asi como la capacidad de adherirse al contenido mucoso del
tracto respiratorio (Belanger et al., 1994). También se ha observado la adhesion a
los cilios de los bronquiolos terminales y a las células epiteliales de los alveolos,
sugiriéndose que la bacteria se une preferencialmente al epitelio del tracto
respiratorio inferior (Dom et al., 1994). Teniendo en cuenta todo lo anterior, se ha
sugerido que en funcién de la naturaleza del material infeccioso que penetre en el
animal (gotas de aerosol o secreciones mucosas), la colonizacidn primaria se puede
establecer en el tracto respiratorio superior o inferior, debido a que las particulas
de aerosol generadas en los estornudos y tos son lo suficientemente reducidas como
para penetrar directamente en el tracto respiratorio inferior, obviando la necesidad

de colonizacidn del tracto respiratorio superior (Bossé et al., 2002).

A pesar de ser un microorganismo encapsulado, se ha sugerido que los LPS son
accesibles en la superficie de la bacteria, pudiendo jugar un importante papel en su
adhesidn a las células del aparato respiratorio, en concreto a las células epiteliales
de la traquea, al endotelio vascular y al mesénquima pulmonar (Belanger et al.,
1990; S. E. Paradis et al., 1994; Ramjeet et al., 2005), asi como a las secreciones
mucosas presentes en el drbol respiratorio (Belanger et al., 1994). Este papel es
llevado a cabo mediante la fraccidn del polisacarido del LPS (cadena O), que es la
region responsable de la adherencia de A. pleuropneumoniae a varias secuencias de
sacaridos presentes en diferentes glicoesfingolipidos presentes en las células
epiteliales del aparato respiratorio (Abul-Milh et al., 1999; Ramjeet et al., 2005). No

obstante, a pesar de la implicacidn del LPS en la adhesidn, su papel no es esencial,
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debido a la presencia en la bacteria de otros factores de adhesién (Boekema et al.,

2003).

Asi pues, en el proceso de adhesidn de A. pleuropneumoniae a las células epiteliales
del aparato respiratorio del cerdo también pueden estan involucradas fimbrias de
tipo IV, que se desarrollan una vez que la bacteria entra en contacto con ellas
(Boekema et al., 2004b; Zhou et al., 2013). También se ha observado en diversos
estudios, la presencia de diferentes exoproteinas, como algunas proteinas de la
membrana externa (Omp), entre ellas la OmpA, que podrian jugar un papel
relevante en la adhesidén a las células epiteliales alveolares (Chung et al., 2007;
Overbeke et al., 2002; Stancheva et al., 2022). Asi como también se ha descrito la
presencia de una adhesina trimérica autotransportadora, que parece jugar un
importante papel tanto para la capacidad de adhesién de la bacteria a los tejidos del
hospedador, como para su capacidad para formar autoagregados y biofilm (Wang

et al., 2015b; Xiao et al., 2012; J. Zhu et al., 2023).

Este biofilm producido por A. pleuropneumoniae también se ha sugerido por varios
estudios que podria actuar como una adhesina (Izano et al., 2007; Kaplan & Mulks,
2005; Labrie et al., 2010), contribuyendo a la colonizacién por la bacteria durante la
fase aguda de la infeccidn y a la persistencia de esta en los tejidos dafiados (L. Li et

al., 2014).

Dentro del proceso de colonizacidn, una vez la bacteria se ha adherido a las células
del hospedador, el establecimiento de la infeccidn depende de la capacidad de A.
pleuropneumoniae para adquirir los nutrientes esenciales que necesita para su
crecimiento, en especial hierro (Fe), considerdndose entre los mas importantes
factores de patogenicidad, los mecanismos de la bacteria para superar la restriccion

de Fe (Bossé et al., 2002).

Para este fin, en condiciones de limitacidn de hierro, la bacteria expresa varias
exoproteinas especializadas en su captacion (Diarra et al., 1996; Stancheva et al.,
2022). Entre estos mecanismos de captacidon de hierro destacan las proteinas de
unién a la transferrina Tbp 1 y Tbp 2, cuya funcién es obtener Fe a partir de la

transferrina porcina (Baltes et al., 2002; Gonzalez et al., 1990).

También se ha observado que A. pleuropneumoniae es capaz de adquirir Fe a través
de diversos sideréforos, como hidroxamato y catecol; estos siderdforos son

compuestos que actuan quelando el hierro férrico de forma exdgena, para
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posteriormente permitir su asimilacion a través de exoproteinas que actan como
receptores de membrana (Diarra et al., 1996). Entre estos receptores de membrana,
esta bacteria también posee los denominados FhuA y HgbA, especificos de
ferricromo y hemoglobina respectivamente, que actlan captando estas moléculas

para utilizarlas como fuente de Fe (Shakariji et al., 2006).

El lipido A del LPS de A. pleuropneumoniae también es capaz de captar la
hemoglobina del cerdo, convirtiéndose la hemoglobina que se libera de los
eritrocitos lisados por la accion de sus hemolisinas en una fuente de hierro para la

bacteria (Belanger et al., 1995).

De igual modo que con el hierro, también existen otros nutrientes limitantes para la
colonizaciéon y crecimiento de la bacteria en el hospedador, como el niquel, que
igualmente se encuentra en bajas cantidades en el cerdo, y para el que se ha
sugerido que A. pleuropneumoniae también posee mecanismos de captacion (Bossé

et al., 2001).
2.1.3.2. Evasidn de los mecanismos de defensa del hospedador

La defensa efectiva contra las infecciones bacterianas en el pulmén depende de una

rapida eliminacion de las bacterias del tracto respiratorio (Bossé et al., 2002).

Uno de los primeros mecanismos de defensa del hospedador consiste en
incrementar la temperatura, induciendo un estado febril para comprometer la
evolucidn de la infeccidn, llegando a observarse en el caso de las infecciones por A.
pleuropneumoniae temperaturas de hasta los 41°C (Sassu et al., 2017a), en este
sentido se ha sugerido la presencia de diversos mecanismos de supervivencia de
esta bacteria en situaciones de estrés por calor, como los mediados por el sistema
CpxA/CpxR y por la proteasa HtrA (Heat temperature requirement A), que se
encargan de mantener la homeostasis proteica, evitando que una hipotética
desnaturalizacion de proteinas producida como efecto de la fiebre pudiese llevar a

la muerte de la bacteria (Liu et al., 2022; Zhang et al., 2022b).

El mecanismo de limpieza mucociliar es muy importante a la hora de proteger el
pulmén de infecciones, pero si la tasa de multiplicacién de la bacteria excede a la
tasa de eliminacion, la poblacion de bacterias ird creciendo gradualmente,
acumulandose y finalmente causando enfermedad (Bossé et al., 2002). Se ha

sugerido que A. pleuropneumoniae posee factores de virulencia como la produccién
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de perdxido de hidrégeno y actividad ureasa, que pueden interferir en el correcto
funcionamiento del sistema mucociliar (Bossé & Maclnnes, 2000; Langford et al.,
1996). Las bacterias no eliminadas por este sistema mucociliar pueden ser
eliminadas por la accién de células fagociticas, siendo los macréfagos (alveolares,
intersticiales e intravasculares) los fagocitos predominantes en el tracto respiratorio
inferior, mientras que el nimero de neutrdfilos es pequefio, aumentando este

rdpidamente tras una infeccién (Bossé et al., 2002).

Se ha especulado que la formacién de biofilm por parte de A. pleuropneumoniae
podria incrementar su resistencia a la fagocitosis, pareciendo jugar el pilus Flp un

importante papel en este cometido (T. Li et al., 2019).

Por otro lado, la cdpsula de A. pleuropneumoniae es capaz de inhibir la actividad
bactericida del suero y tiene capacidades antifagociticas, de tal modo que a pesar
de que los anticuerpos frente a la cdpsula tienen efecto opsonizante, éstos no son
completamente protectores (Inzana et al., 1988). Este efecto parece deberse a que
la capsula de A. pleuropneumoniae, a pesar de que no previene la activacion del
complemento o la unién de C3 a la superficie de la bacteria, si que limita la cantidad
de anticuerpos y C9 (componente de complejo de ataque a membrana) que se unen
a A. pleuropneumoniae (Ward & Inzana, 1994). Ademds, los anticuerpos
neutralizantes frente a los CPS y LPS de A. pleuropneumoniae también contribuyen
a esta resistencia de A. pleuropneumoniae, mediante la disminucién de la cantidad
de C9 que se une a la bacteria, y posiblemente dirigiendo la deposicién de C9 y por
tanto el complejo de ataque a membrana, a lugares de la superficie de la bacteria
que no serian letales para la misma (Udeze & Kadis, 1992; Ward & Inzana, 1994).
Estos dos mecanismos de resistencia podrian actuar en diferentes etapas de la
infeccidn para limitar la capacidad del complemento de eliminar la bacteria (Ward

& Inzana, 1994).

También se ha observado como los neutrdfilos, en respuesta a la infeccion por A.
pleuropneumoniae, liberan trampas extracelulares de neutrdfilos (NETs) (Bonilla et
al., 2022; de Buhr et al., 2019), las cuales no sélo son evadidas por la bacteria, sino
qgue ademas es capaz de aprovecharlas en su propio beneficio, mediante el uso de
nucleasas del hospedador o de otras bacterias, como fuente de NAD y adenosina

para su propia multiplicacién (de Buhr et al., 2019).
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Por otro lado, las toxinas Apx producidas por A. pleuropneumoniae estimulan el
metabolismo oxidativo de los neutréfilos a concentraciones relativamente bajas, y
son capaces de destruir a neutrofilos y macréfagos a altas concentraciones (Dom et

al., 1992b; Udeze & Kadis, 1992).

Del mismo modo, precediendo a la inactivacion de los macréfagos, A.
pleuropneumoniae también estimula la produccion de radicales de oxigeno por
parte de los mismos, que son tdxicos tanto para la bacteria como para las células,
asi como estimula la liberacién de factores quimiotacticos que promueven el influjo

de neutrdfilos hacia el pulmén (Dom et al., 1992a).

Aun asi, tanto neutrdfilos como macrofagos alveolares son capaces de fagocitar la
bacteria (Cruijsen et al., 1992). Los neutrdéfilos son capaces de destruirla en un 95%,
ya que presentan una mayor produccion de superdxido y perdxido de hidrégeno, sin
embargo, los macréfagos no se muestran capaces de hacerlo, probablemente
debido a que la liberacion de toxinas dentro del macréfago disminuye la capacidad
del mismo para destruir la bacteria, asi como por la posibilidad de que la bacteria
produzca dafios en el metabolismo del oxigeno del macrdfago o por la liberacién de
una proteasa que induce que la bacteria escape del fagosoma (Cruijsen et al., 1992;
Cullen & Rycroft, 1994; Tascon et al., 1994; Wang et al., 2015a), cometidos para los
gue parece que la proteina Adh, que forma parte de la Adhesina Trimérica
Autotransportadora (TAA) juega un papel relevante, asi como las diversas proteinas
incluidas en las vesiculas de la membrana externa (OMV) liberadas por la bacteria,
sugiriéndose que ambos procesos también podrian estar relacionados con una
inhibicion en la produccidon de citoquinas proinflamatorias por parte de estos

macroéfagos alveolares (J. Zhu et al., 2023; Z. Zhu et al., 2022).

La presencia de una proteina de membrana tipo TolC1, de la proteasa HtrA y del
regulador OxyR también parece que juegan un importante papel en esta fase de la
patogenia de A. pleuropneumoniae, protegiendo a la bacteria frente al estrés
oxidativo que se genera en esta fase de la infeccidn (Guo et al., 2023; Y. Li et al.,
2019; Zhang et al., 2022b), considerandose la proteina TolC1 relacionada con
procesos de detoxificacion y con el mantenimiento de la integridad de la bacteria en
condiciones hostiles, ademas de estar involucrada en la secrecion de toxinas Apx (Y.
Li et al., 2019). También ha sido localizada en la membrana de la bacteria una

proteina tipo TolC2, estando vinculada con la resistencia a la lisis por el
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complemento, asi como a la fagocitosis por parte de los macréfagos (Y. Li et al.,

2017).

Las lesiones en las membranas celulares inducidas por las toxinas Apx pueden ser

inducidas extracelularmente, previamente a la fagocitosis, impidiendo la misma

alterando la funcionalidad de la célula fagocitica, o bien intracelularmente, tras la
internalizacién, llevando a la disrupcion del fagosoma y de la membrana celular, con
la consiguiente liberacion de la bacteria al medio extracelular (Tascén et al., 1994).
En este sentido, diversos estudios han sugerido que tanto la toxina Apx I, como la
toxina Apx Il, a bajas concentraciones inducen la apoptosis de macréfagos alveolares
mediante diferentes vias, y en altas concentraciones inducen su muerte mediante

necrosis, dafando en todos los casos los mecanismos de defensa del hospedador

(Chien et al., 2009; Hu et al., 2023; Tang et al., 2023; C. M. Wu et al., 2011).

A. pleuropneumoniae también posee una enzima Cu-Zn superéxido dismutasa, que
podria tener la capacidad de dismutacion del superdxido derivado de las células
fagociticas (Langford et al., 1996), asi como también posee actividad ureasa,
pudiendo los productos de degradacién de la urea danar a los fagocitos del

hospedador (Bossé & Maclnnes, 2000).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, se ha sugerido que las bacterias que escapan
de la accién del aparato mucociliary penetran en el espacio alveolar, son fagocitadas
por macrofagos alveolares, estos macrofagos alveolares cargados de A.
pleuropneumoniae pueden penetrar en el tejido pulmonar migrando a través del
epitelio alveolar o a través de los agregados linfo-foliculares del pulmdn, pero en
lugar de ser lisado por los macréfagos, A. pleuropneumoniae es capaz de destruir a
los macréfagos, con lo que se amplifica la respuesta inflamatoria por la cual se
produce un influjo de neutrdfilos, que finalmente son quienes destruyen la bacteria,
previniendo una sepsis bacteriana (Cruijsen et al., 1992). Asi pues, la diferencia entre
los casos severos y moderados de pleuroneumonia porcina podrian deberse a la
cantidad de bacteria que es capaz de alcanzar los pulmones, bien por variaciones
entre animales en la cantidad de anticuerpos neutralizantes frente a las toxinas o
por variaciones en la cantidad de anticuerpos opsonizantes de la bacteria, ya que
estos Ultimos podrian facilitar el transporte de la bacteria hacia los tejidos
pulmonares, por tanto, animales con ausencia de anticuerpos neutralizantes frente

a las toxinas junto con presencia de opsoninas podrian ser los mas susceptibles de
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padecer los casos mas severos de pleuroneumonia porcina (Cruijsen et al., 1992). En
este mismo sentido, se ha sugerido la posible existencia de un mecanismo de
citotoxicidad alternativo, conocido como citotoxicidad mediada por células
anticuerpo dependiente (ADCC), que puede estar relacionado con el desarrollo de
las lesiones, ya que se ha observado que el incremento del nivel de
inmunoglobulinas frente a determinados antigenos de la bacteria provoca un

incremento en el grado de lesiones pulmonares (Antenucci et al., 2018).

A. pleuropneumoniae también es capaz de secretar proteasas, con capacidad de
degradar gelatina, hemoglobina e inmunoglobulina A, la cual juega un importante
papel de defensa en las secreciones nasales y traqueales del cerdo, por lo que la
secrecién de estas proteasas podria generar una interferencia con la respuesta
inmune del hospedador, si bien no ha sido demostrado in vivo que esta proteasa
tenga la capacidad de degradar la inmunoglobulina G, que juega un papel mas
relevante en la proteccion a nivel del parénquima pulmonar (Negrete-Abascal et al.,

1994, 1998).
2.1.3.3. Dafio a los tejidos del hospedador

Si bien ha sido descrito que el LPS de A. pleuropneumoniae puede jugar cierto papel
en la patogenia de la enfermedad (Fenwick et al., 1986; Ramjeet et al., 2005; Udeze
et al., 1987), la mayor parte de las consecuencias patoldgicas de la pleuroneumonia
porcina se atribuyen a las toxinas Apx, las cuales ejercen efectos citotéxicos sobre
varios tipos celulares, tanto directa como indirectamente, estimulando la liberacion
de citoquinas proinflamatorias a través de los fagocitos activados (Bertram, 1988;

Bossé et al., 2002; Chang et al., 2014; Tascon et al., 1994).

Diversos estudios han mostrado como varios de los componentes de A.
pleuropneumoniae, relacionados con la colonizacion y produccidn de toxinas,
estimulan la produccién de las citoquinas proinflamatorias Factor de Necrosis
Tumoral-a (TNF-a), Intereleuquina-1B (IL-1pB), IL-6, IL-8 y resistina, generando una
marcada infiltracion de neutrdfilos, seguido de un incremento del nimero de
macréfagos en los pulmones, llevando a una infiltracién excesiva de macréfagos y
neutréfilos en el pulmdén (Baarsch et al., 1995; H. Huang et al., 1999; B. Li et al.,
2018). Esta produccidn de citoquinas esta localizada en el pulmén y no diseminada
sistémicamente, estando estas citoquinas proinflamatorias involucradas en el

desarrollo de las lesiones de la pleuroneumonia aguda (Baarsch et al., 1995).
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La estimulacidon del metabolismo oxidativo por parte de macréfagos y neutréfilos
desencadenada por A. pleuropneumoniae lleva a una produccién y liberaciéon
excesiva de radicales oxigeno al medio, asi como a la liberacién de potentes enzimas
lisosomales que se producen por estos fagocitos cuando son destruidos por las
toxinas Apx, produciendo dafio celular y destruccién de los tejidos circundantes,
estando por tanto estos fendmenos involucrados en las lesiones pulmonares

producidas por A. pleuropneumoniae (Dom et al., 1992a,b).

Una vez se ha producido la destruccion de los tejidos circundantes, A.
pleuropneumoniae tiene la capacidad de persistir y crecer dentro de las lesiones
necréticas en un ambiente de anaerobiosis, lo cual es fundamental para su
supervivencia (l. Jacobsen et al., 2005). Se ha sugerido que la presencia de una
dimetil sulféxido (DMSO) reductasa en A. pleuropneumoniae podria ser una de las
claves para la supervivencia de la bacteria en dichas condiciones de anaerobiosis

(Baltes et al., 2003).

Ademas de los dafos producidos sobre neutréfilos y macréfagos, las toxinas Apx
también son citotdxicas para las células endoteliales del pulmén, generando
fendmenos de vasculitis y trombosis (Serebrin et al., 1991), asi como para las células
epiteliales alveolares tipo I, lo que junto con el daifo producido en células
fagociticas y células endoteliales referidos anteriormente, son los principales
responsables de las lesiones pulmonares que se producen en la pleuroneumonia

porcina (Van Kerkhof et al., 1996).

Por otro lado, también se ha detectado la existencia de cepas de A.
pleuropneumoniae que tienen la capacidad de diseminarse por el organismo del
cerdo durante la fase aguda de la infeccidn, sin estar aun clarificado si esta
diseminacion sistémica se produce a raiz de las lesiones en el endotelio vascular del
pulman o bien via sistema linfatico (Hoeltig et al., 2018). Esta diseminacidn sistémica
no causa necesariamente lesidn o respuesta inmune en los diversos érganos, si bien
se han observado histolégicamente algunos casos leves de nefritis, hepatitis, artritis,

asi como posibles inicios de meningitis (Hoeltig et al., 2018).
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2.1.4. Inmunologia
2.14.1. Respuesta inmune innata

Si bien Actinobacillus pleuropneumoniae parece que tiene la capacidad de retrasar
la respuesta inmune por parte de los animales infectados durante los estadios mas
iniciales de la infeccién, mas tarde se desencadena una respuesta inmune innata en
la que la accién del complemento y la cascada de la coagulacién juegan un

importante papel (Zhu et al., 2020).

Tras la infeccidn experimental por Actinobacillus pleuropneumoniae se ha descrito
por varios estudios la activacion del sistema inmune del cerdo a través de receptores
tipo Toll (TLR), tipo NOD (NLR), y receptores tipo RIG-I (RLR) estando todos ellos
implicados en el desencadenamiento de los mecanismos de la respuesta inmune

innata y adaptativa (Yu et al., 2013; Zuo et al., 2013).

En este sentido, se ha observado como los receptores TLR4 son una parte
importante de la defensa de un hospedador ante la infeccion por bacterias Gram
negativas, debido a que este receptor reconoce los LPS bacterianos con la ayuda del
co-receptor CD14 y las proteinas auxiliares LBP y MD2 (Janeway & Medzhitov, 2002;
R. Zhu et al., 2020).

Asi pues, tras la infeccién por A. pleuropneumoniae, los LPS de su superficie son
reconocidos por los receptores TLR4 de las células presentadoras de antigenos,
principalmente macréfagos, que forman parte de la respuesta inmune innata del

hospedador (Brogaard et al., 2015; B. Li et al., 2018).

Tal y como muestran diferentes estudios, este proceso tiene como resultado una
respuesta proinflamatoria mediada por citoquinas, elevandose los niveles de IL-18,
IL-6, IL-8, TNF-a, resistina e IL-17 en los tejidos pulmonares, lo que va a generar el
reclutamiento y por tanto un incremento de neutréfilos y macréfagos en el pulmén,
asi como también se desencadena la produccion de proteinas de fase aguda (PFA)
(Baarsch et al., 2000; Brogaard et al., 2015; Hedegaard et al., 2007; Jarosova et al.,
2022; B. Li et al., 2018; Sassu et al., 2017a,b).

De igual modo, también se ha descrito como las toxinas Apx desencadenan la
produccién de IL-1B, IL-8 y TNF-a por parte de los macréfagos alveolares (Hsu et al.,

2016).
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Hay cierta controversia entre los resultados de diversos estudios en cuanto a los
perfiles de citoquinas producidos durante la infeccién, probablemente debido al
disefo de los estudios (in vivo vs in vitro), componentes utilizados para la
inoculacidn, asi como al tipo de muestra utilizado (suero o tejidos) (Czyzewska-Dors
et al., 2017). Asi, algunos autores han referido la no deteccion de TNF-a, sugiriendo
que esta citoquina no se expresa activamente durante la pleuroneumonia porcina,
asi como otros autores han detectado la expresion de Interferdn-y (y-IFN), si bien el
rol de esta ultima en la inmunopatogenia de la enfermedad no ha sido claramente

definido (Czyzewska-Dors et al., 2017).

Diversos estudios han mostrado como la secrecién de citoquinas proinflamatorias
tiene como consecuencia la sintesis e incremento de los niveles séricos de las
proteinas de fase aguda Amiloide Sérico A (SAA), Proteina C Reactiva (CRP),
Haptoglobina (Hp) y proteina de fase aguda principal del cerdo (pigMAP) (Gomez-
Laguna et al., 2014; Heegaard et al., 1998; Sassu et al., 2017a).

El SAA es un factor quimiotactico para diferentes células del sistema inmune como
monocitos, neutréfilos y linfocitos T; la CRP participa en la activaciéon del
complemento y en la opsonizacion, e induce la produccién de citoquinas por parte
de los macrdfagos; y la Hp interactua con la hemoglobina formando complejos que

disminuyen la disponibilidad de hierro para la bacteria (Gomez-Laguna et al., 2014).

Ademas de producirse una reduccién en las concentraciones de hierro, también se
desencadena una reduccion en las concentraciones séricas de zinc, hechos que en
conjunto parece que tienen el objetivo de reducir las posibilidades de crecimiento

de la bacteria (Baarsch et al., 1995; Gémez-Laguna et al., 2014)

En resumen, en primer lugar, se desencadena una respuesta inmune innata e
inespecifica frente a bacterias mediada por neutréfilos, monocitos y macréfagos
(Liggett et al., 1987; Ondrackova et al., 2013), observandose también un importante
incremento de linfocitos y§, que participan en la conexion de los mecanismos de la

inmunidad innata con la inmunidad adaptativa (Faldyna et al., 2005).
2.14.2. Respuesta inmune adaptativa

El reconocimiento de patdégenos microbianos por parte de los receptores TLR4 de
las células presentadoras de antigenos, da lugar a respuestas inmunes de tipo

adaptativo a los antigenos derivados de dichos patdgenos, siendo estos receptores
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junto con el receptor asociado CD14 y la expresidn de la proteina MD2 el puente de
unién de la inmunidad innata con la inmunidad adaptativa (Janeway & Medzhitov,
2002; R. Zhu et al., 2020), siendo estas respuestas principalmente de tipo Thl, es
decir de tipo humoral (Janeway & Medzhitov, 2002). En consecuencia, tras la
infeccidn por Actinobacillus pleuropneumoniae se detecta también un incremento
en las poblaciones de linfocitos B en los linfonodos traqueobronquiales (Faldyna et

al., 2005).

Esta respuesta de tipo humoral estd mediada por anticuerpos dirigidos
fundamentalmente frente a polisacaridos capsulares, lipopolisacaridos y proteinas
de la membrana externa (Omp) de A. pleuropneumoniae, asi como frente a las
toxinas Apx (Bossé et al.,, 1991), estando especialmente relacionados con la
proteccién de los animales frente a la enfermedad los anticuerpos neutralizantes
dirigidos a las toxinas Apx (Cruijsen et al., 1995c; Devenish et al., 1990; Furesz et al.,
1997), y contribuyendo parcialmente a la proteccion el resto de los anticuerpos

Cruijsen et al., 1995c; Haesebrouck et al., 1996).

Se ha sugerido que la proteccidn que confieren estos anticuerpos es completa
cuando la reinfeccién es de tipo homdlogo, mientras que, en el caso de reinfecciones
por serotipos heterdlogos, el grado de proteccidn puede ser variable (Cruijsen et al.,

1995b).

Esta respuesta seroldgica incluye anticuerpos de isotipo IgM, IgG e IgA; que se
pueden detectar a nivel sanguineo, nasal y bronco-alveolar; aunque si bien a nivel
nasal el isotipo predominante es IgA, a nivel bronco-alveolar se pueden detectar por
igual IgA e 1gG (Bossé et al., 1991; Krejci et al., 2005). En cuanto al isotipo IgM, su
deteccion a nivel nasal y bronco-alveolar es residual, reflejdndose su incremento
principalmente a nivel sanguineo (Bossé et al., 1991; Krejci et al., 2005). Las IgA
detectadas a nivel nasal es producida a nivel local, mientras que las IgG detectadas

a este mismo nivel son de origen sistémico (Bossé et al., 1991).

Asi pues, en primer lugar, se desencadena una subida en los niveles de isotipo IgM
con una posterior declinacidn, asi como una respuesta sostenida de IgG, esta ultima
podria resultar de una estimulacion inmune prologada debida a una infeccién

persistente (Bossé et al., 1991).

Tal y como se ha observado en diferentes estudios, el desarrollo de anticuerpos

propios mediante una infeccidn previa con Actinobacillus pleuropneumoniae, asi
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como la proteccién pasiva conferida mediante la transferencia de anticuerpos de
origen maternal de la cerda a sus lechones o una transferencia de IgG de animales
convalecientes, confieren proteccién frente a la enfermedad, lo cual se ha postulado
como una destacada evidencia de la importancia de los anticuerpos especificos en
la resistencia frente a la pleuroneumonia porcina (Bossé et al., 1991; Cruijsen et al.,
1995¢; Furesz et al.,, 1997; Nechvatalova et al., 2005; Sjolund et al., 2011a), en
especial las 1gG e IgA presentes en el tracto respiratorio, obteniéndose los mejores
resultados en términos de proteccidon cuando los lechones en presencia de
inmunidad maternal son expuestos a dosis bajas de la bacteria, siendo esta situacion
la mas comun en condiciones naturales (Krejci et al., 2005; Nechvatalova et al.,

2005).

En los estadios mas avanzados de la infeccidn, se ha sugerido que la bacteria podria
cambiar su tropismo por el tracto respiratorio inferior al tracto respiratorio superior,
en un intento de escapar de la respuesta inmune a nivel pulmonar (Sassu et al.,
2017b). Asi, una vez que A. pleuropneumoniae coloniza el tejido tonsilar, la bacteria
desencadena la produccién de IL-10, citoquina de marcado caracter
antiinflamatorio, con el objetivo de producir una infeccién persistente sin poder ser

eliminada de las tonsilas (Millebner et al., 2018).

De hecho, se ha llegado a observar una correlacién negativa entre la citoquina
proinflamatoria IL-17A en pulmdn, que se produce en la fase aguda de la infeccién
con el objetivo de eliminar la bacteria del tejido pulmonar y la citoquina
antiinflamatoria IL-10 que se produce una vez que la bacteria esta en la tonsila, para
permitir la persistencia de la bacteria en esta localizacidn sin ser eliminada, estando
la produccién de ambas citoquinas altamente asociada, posiblemente a poblaciones

de linfocitos Th17 APP-especificos (Millebner et al., 2018; Sassu et al., 2017b).

2.1.5. Cuadro clinico

La presentacién de la pleuroneumonia porcina ha sido descrita bajo 3 formas clinicas
diferentes: hiperaguda, aguda, y subaguda o crdnica, pudiendo encontrarse todas las

formas dentro de un mismo grupo de animales afectados (Gottschalk & Broes, 2019):

e la forma hiperaguda, que se caracteriza por una alta mortalidad y muertes

subitas, tiene un curso rapido, con animales que sufren fiebre (41°C), apatia,
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anorexia, vomito, piel ciandtica y permanecen inmdviles sin sintomatologia
respiratoria evidente, frecuencia cardiaca aumentada y fallo cardiovascular; en
la fase terminal se puede observar una disnea severa y la temperatura rectal
disminuye, observandose finalmente una descarga de espuma sanguinolenta a

través de boca y nariz (Gottschalk & Broes, 2019; Sassu et al., 2018).

e En la forma aguda se observa fiebre (40,5-41°C), piel enrojecida, animales
deprimidos, reduccién en el consumo de agua y alimento, sintomatologia
respiratoria severa con disnea, tos y respiracidon por boca, y si no se inicia una
terapia adecuada, en funcién de la extensién de las lesiones, los animales
afectados pueden finalmente llegar a morir (Gottschalk & Broes, 2019; Sassu et
al., 2018). En los brotes que cursan con la forma aguda, la morbilidad puede

variar del 10 al 100% y la mortalidad del 1 al 10% (Sassu et al., 2018).

e la forma crdnica o subaguda se desarrolla tras la forma aguda, o cuando el
tratamiento o medidas preventivas no son completamente eficaces, asi como
por la infeccion de serotipos con un grado de virulencia intermedio. Puede
cursar sin fiebre, tos intermitente de diferente intensidad, y el apetito de los
animales afectados se puede ver reducido; con una mortalidad mas baja que en

las formas anteriores. (Gottschalk & Broes, 2019; Sassu et al., 2018).

Esta enfermedad también afecta al rendimiento y productividad de los cerdos en fase
de engorde (Sassu et al., 2018), de hecho, la presencia de A. pleuropneumoniae en
animales en fase post destete esta asociada a un incremento en el indice de conversion
de pienso y una reduccién en la ganancia media diaria en los animales durante el periodo

de engorde (Baraldi et al., 2019; Straw et al., 1989).

Se han descrito diversos factores que pueden afectar al curso de la enfermedad, como
son la edad y raza de los animales afectados, condiciones medioambientales en las que
estan alojados, estatus inmunitario, grado de exposiciéon a la bacteria, asi como la
virulencia de una cepa o serotipo determinado (Gottschalk & Broes, 2019; Sassu et al.,

2018).

Los brotes de la enfermedad, si bien pueden afectar a animales de cualquier edad, de
media afectan a animales de unas doce semanas de vida, pudiendo llegar a afectar al
50% de los animales en 4 dias (Klinkenberg et al., 2014). Se ha sugerido que el tamafio
de los brotes podria estar relacionado con el nimero de animales susceptibles

(colonizados y no colonizados), y posiblemente animales que van perdiendo la
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inmunidad maternal a lo largo del transcurso del brote, lo que explica por qué los brotes

mas grandes y duraderos se dan en animales jévenes (Klinkenberg et al., 2014).

En cuanto a la influencia de la raza, se ha observado un diferente grado de severidad en
los signos clinicos de la enfermedad en funcién de la misma, observandose una baja
susceptibilidad en cerdos de raza Hampshire, asi como una alta susceptibilidad en las
razas Large White y Landrace aleman, por lo que se ha sugerido la existencia de
diferencias de origen genético en la susceptibilidad de los cerdos a la infeccién por A.
pleuropneumoniae (Hoeltig et al., 2009). En este sentido, tras la caracterizacion del gen
de la transferrina en diferentes razas de cerdos, se han encontrado evidencias de una
asociaciéon entre la severidad de la enfermedad y los genotipos de este gen presentes
en la raza Landrace aleman (Danitowicz et al., 2010). Posteriormente, tras una infeccion
estandarizada, se demostrd la existencia de loci de rasgo cuantitativo (QTL) que estan
vinculados al desarrollo de la pleuroneumonia porcina (Reiner et al., 2014), asi como
mediante secuenciacién gendmica se han identificado polimorfismos de nucleétido
Unico (SNPs) asociados a diferentes regiones del genoma, localizadas en genes
involucrados en la patogenia de la pleuroneumonia, pertenecientes a tres cromosomas
(55C2, SSC12 Y SSC15), que han confirmado la base genética para la resistencia a

pleuroneumonia porcina (Nietfeld et al., 2020).

Las coinfecciones son mds frecuentes en las granjas que las infecciones simples,
utilizdndose frecuentemente el término complejo respiratorio porcino (CRP) para
describir coinfecciones que engloban virus como el virus de sindrome respiratorio y
reproductivo porcino (PRRS), el virus de la influenza porcina (swlAV) y el circovirus
porcino tipo 2 (PCV2), junto con bacterias como Actinobacillus pleuropneumoniae,

Mycoplasma hyopneumoniae y Bordetella bronchiseptica (Saade et al., 2020).

Se ha observado como cerdos infectados experimentalmente con Mycoplasma
hyopneumoniae, y posteriormente con Actinobacillus pleuropneumoniae han padecido
unos signos clinicos mas severos (hipertermia, tos y muerte), lesiones pulmonares mas
graves y una ganancia media diaria (GMD) mas reducida que animales infectados con
ambos patdgenos simultdaneamente o individualmente con cada uno de ellos (Marois et
al., 2009), sugiriéndose como posible motivo de esta interaccion, el hecho de que los
macroéfagos de cerdos infectados por Mycoplasma hyopneumoniae podrian reducir su

capacidad fagocitica frente a A. pleuropneumoniae (Saade et al., 2020).
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En cerdos también infectados experimentalmente con A. pleuropneumoniae y swlAV se
ha podido determinar como el primero puede potenciar la neumoniay los signos clinicos
inducidos por el segundo, sugiriendo que A. pleuropneumoniae puede facilitar o

potenciar la replicacion del virus de la influenza porcina en los tejidos del aparato

respiratorio (Pomorska-Mdl et al., 2017). Por otro lado, también se ha sugerido que la
infeccidn previa por swlAV en una primera fase puede generar la liberaciéon de NETs por
parte de los neutrdfilos, que puede ser aprovechada por bacterias como A.
pleuropneumoniae para su crecimiento, y en una fase posterior la infeccidon por swlAV
podria generar una reduccion de la actividad oxidativa de los neutrdfilos, provocando
una reduccidn de su actividad bactericida y facilitando con ello la infeccién por A.
pleuropneumoniae (Lassnig et al., 2024). En este sentido, también se ha observado como
la coinfeccion por estos dos patdgenos genera un efecto sinérgico en lo que respecta a
la produccidn de citoquinas proinflamatorias, con unas mayores concentraciones de IL-
1B, IL-8 e IFN-a que la infeccion de ambos agentes por separado, lo que puede

parcialmente explicar los signos clinicos y lesiones mas severas producidos durante esta

coinfeccidn (Czyzewska-Dors et al., 2017).

Los sintomas clinicos de la pleuroneumonia porcina también se ha observado que
pueden ser exacerbados por la infeccién concomitante con el virus de la enfermedad de
Aujeszky (ADV), sugiriéndose por diversos estudios que la infeccién por ADV causa en
los animales un estado de inmunodepresion que podria estar detras del citado efecto

(Sakano et al., 1993).

Sin embargo, no se ha observado un efecto sinérgico en la coinfeccion por el virus PRRS
y A. pleuropneumoniae, asi, en una infeccidon experimental previa con el virus PRRS no
se observé una potenciacién de las lesiones pulmonares inducidas por APP (Pol et al.,
1997). Por el contrario, si que se ha visto a nivel experimental, que la infeccién previa
de macrofagos alveolares y células epiteliales del tracto respiratorio del cerdo con A.
pleuropneumoniae bloqued la infeccidn por el virus PRRS, observandose un cierto efecto
antiviral en los metabolitos secretados por APP, sugiriendo que pueden inducir una
mayor secrecion de IFN-y (Lévesque et al., 2014). Estudios posteriores han demostrado
que la infeccién por A. pleuropneumoniae modifica el ciclo celular de las células
epiteliales del tracto respiratorio reduciendo su proliferaciéon, de tal modo que las hace
mas resistentes a la infeccidn por PRRS, asi como también puede afectar a la entrada
por endocitosis del virus a los macréfagos alveolares; siendo este efecto antiviral

posiblemente producido por dos moléculas que fueron identificadas en el sobrenadante
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de los cultivos de A. pleuropneumoniae, y teniendo lugar este efecto durante las fases

iniciales de la infeccion por el virus (Ferreira Barbosa et al., 2015; Reyes et al., 2018).

Respecto a la coinfeccidn con PCV2, se ha sugerido que este virus facilita la adhesidn, la
invasion y la supervivencia de A. pleuropneumoniae en macréfagos alveolares tanto in
vivo como in vitro, de manera que APP causa una mayor citotoxicidad sobre las células

(Qietal., 2019).

También se ha sugerido que la interaccidn entre Streptococcus suis y A.
pleuropneumoniae podria ser sinérgica bajo determinadas condiciones, ya que en
estudios experimentales se ha observado que el co-cultivo de ambas bacterias puede
resultar en un incremento en la resistencia a los antibidticos y una mayor expresion de
genes de virulencia en el biofilm producido por ambas bacterias, sugiriéndose que los
biofilm mixtos podrian reforzar la patogenicidad tanto de una como de otra bacteria

(Wang et al., 2020b).

2.1.6. Lesiones

En cuanto a las lesiones producidas por A. pleuropneumoniae, vistas en un modo
secuencial, durante las primeras horas de la enfermedad se puede observar un edema
pulmonar con hemorragias petequiales multifocales, asi como bronquiolitis y alveolitis
neutrofilica difusa. Mas tarde se pueden observar areas focales de necrosis coagulativa
desarrolladas en dreas de intensa supuracion. Y a las 24-48 horas de la infeccidn ya se
pueden observar dareas necréticas rodeadas por una densa banda de leucocitos

degenerados (Liggett et al., 1987).

A nivel pleural se produce una pleuritis fibrinosa, pudiéndose observar la superficie del
pulmén cubierta de fibrina, que junto con la hemorragia que se produce a nivel
pulmonar ocasiona el acumulo en la cavidad tordcica de un liquido sanguinolento

pudiendo contener coagulos de fibrina (To et al., 2023).

A medida que transcurre el tiempo, las areas necrdticas pulmonares tienden a
resolverse si el animal supera el proceso, mediante la formacion de tejido fibrético y
cicatrizacion (Liggett et al., 1987; Maes et al., 2023). Es por ello por lo que, en las formas
subaguda o crdénica de la enfermedad, se puede observar la formacién de una gruesa

capa de tejido de granulacién alrededor del margen externo de los abscesos
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desarrollados, formando areas conocidas como secuestros (Liggett et al., 1987; Merialdi

etal.,, 2012).

Por otro lado, la fibrina que se ha ido depositando en las superficies serosas,
gradualmente se va organizando y puede llevar al desarrollo de adhesiones entre pleura
parietal y pulmonar, incluso pericardio, llegando a ser tan firmes que con frecuencia
resultan en el desgarro de los pulmones durante la necropsia o en el faenado de la canal
en matadero, dejando partes del pulmdén adheridas a la pared toracica (Maes et al.,

2023).

Asi pues, esta enfermedad puede dar lugar a unas alteraciones pulmonares de forma
unilateral, bilateral o focal, que pueden variar desde una pleuroneumonia fibrino-

hemorragica a una pleuroneumonia fibrino-necrética. (Gottschalk & Broes, 2019).

No obstante, si bien A. pleuropneumoniae es considerado un patdgeno cuyas lesiones
se centran en pulmén y pleura, también ha sido descrita la diseminacién de
determinadas cepas por diversos tejidos del organismo, la mayor parte de las veces
probablemente sin causar ningln tipo de lesidn, aunque ha podido ser observado en
algunos animales la aparicién de casos leves de nefritis, hepatitis e incluso inicios de
meningitis, asi como la aparicion de artritis (Hoeltig et al., 2018), incluso se ha reportado
un caso de fractura vertebral por osteomielitis causada por A. pleuropneumoniae

(Giebels et al., 2020).

En cuanto a las lesiones que podemos observar en pulmones de animales a nivel de
matadero, procedentes de rebafios infectados, diversos estudios llevados a cabo en
varios paises como Francia, Bélgica, Italia, Suecia, Espafia y Brasil, demuestran vy
confirman como la prevalencia (serolégica o por PCR) de A. pleuropneumoniae en un
rebafio estd positivamente correlacionada con la frecuencia y severidad de pleuritis en
matadero, considerandose con mayor probabilidad como el agente responsable de
dichas lesiones (Arruda et al., 2024; Maes et al., 2023; Petri et al., 2023), no obstante,
también se ha observado que Pasterurella multocida, por si sola o en combinacién con
A. pleuropneumoniae, puede tener influencia en la aparicién y/o amplificacién de dichas
lesiones (Petri et al., 2023; Wallgren et al., 2016). En este mismo sentido, también se ha
observado una correlacién igualmente positiva entre la cuantificacién de ADN de A.
pleuropneumoniae con el nivel de las consolidaciones pulmonares que se detectan a

nivel de matadero (Arruda et al., 2024).
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Esta prevalencia de pulmones con pleuritis cronica en matadero puede variar de un 11%

a un 27% entre los varios paises estudiados por los diferentes estudios (Baraldi et al.,

2019; Fablet et al., 2012a,b; Fraile et al., 2010; Merialdi et al., 2012; Petri et al., 2023;

Wallgren et al., 2016).

Diversos estudios han sugerido que la frecuencia de estas pleuritis crdnicas en

matadero, compatibles con APP, se pueden ver asociadas a diversos factores (Fraile et

al., 2010; Jager et al., 2012; Meyns et al., 2011):
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Existencia en granja de un manejo todo dentro-todo fuera por unidad de

engorde o nave.

Numero de cerdos por cuadra durante la fase post-destete, sugiriéndose que
puede haber un mayor contacto entre grupos mas grandes de animales y por
tanto una mayor transmisién de patdgenos como Actinobacillus

pleuropneumoniae.

Coexistencia de animales con mas de un mes de edad de diferencia en el mismo

edificio (compartiendo espacio aéreo).

Fallos en la limpieza y desinfeccidon, sugiriéndose que una mejor limpieza y
desinfeccién redunda en una menor cantidad de polvo en el ambiente, asi como

en una reduccién en la carga bacteriana ambiental.

Un mayor tiempo de vacio sanitario entre lotes, que produce un mejor secado
tras la desinfeccién, y por tanto ayuda a destruir importantes patdgenos

respiratorios que pueden quedar en las instalaciones.

Mezclas y movimientos de animales, sugiriéndose que el estrés que causan
puede tener un impacto en la inmunidad de los animales, asi como son una

oportunidad para que A. pleuropneumoniae infecte a animales susceptibles.

Tipo de instalacidn, ya que se observa una menor frecuencia de pleuritis en
instalaciones wean-to-finish, asi como una mayor frecuencia en instalaciones de

ciclo cerrado.

Nuimero de origenes que componen los lotes, detectdndose que una mayor
frecuencia de compras u origenes influye positivamente en la aparicidon de

lesiones en matadero.
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No obstante, si bien diferentes estudios muestran la influencia de estos factores en la
prevalencia de pleuritis en matadero (Fraile et al., 2010; Jager et al., 2012; Meyns et al.,
2011), otros autores no han encontrado asociacién entre factores de manejo,
condiciones ambientales o signos clinicos con las lesiones en matadero (Halli et al.,

2020).

El impacto de la presencia de pleuritis en matadero sobre los indices zootécnicos de los
animales puede ser variable, observandose un descenso en la ganancia media diaria que
puede variar de un 5,2% a un 34%, un incremento en la duracién del periodo de engorde
de 6 a 8 dias, asi como también se puede observar un incremento en el indice de
conversion (Maes et al.,, 2023). Ademas de un descenso en los indices productivos,
también se producen pérdidas dificilmente cuantificables debido a la heterogeneidad
en el crecimiento de los animales de un lote, lo que lleva a un retraso en la salida de
algunos animales o bien a asumir un bajo peso de salida a matadero por parte del
ganadero, de igual modo el matadero también asume pérdidas asociadas a que las
pleuritis en la canal requieren de un procesado adicional, que ademas reduce la
velocidad de la cadena de procesado, incrementando los costes asociados al mismo

(Maes et al., 2023).

En cuanto al impacto sobre la calidad de la canal que pueden presentar las pleuritis, se
ha observado en un estudio comparativo frente a animales con ausencia de lesiones, un
incremento en el pH de la canal al final del faenado, asi como un mayor porcentaje de
carnes PSE (palidas, blancas y exudativas) y DFD (secas, firmes y oscuras) (Karabasil et

al., 2017).

2.1.7. Diagnéstico

Se deberia sospechar de pleuroneumonia porcina ocasionada por A. pleuropneumoniae
cuando se observan los signos clinicos descritos junto con las lesiones macroscépicas
tipicas de la enfermedad; si bien el diagndstico diferencial de la forma hiperaguda en la
que se observan pulmones edematosos y color rojo oscuro, deberia incluir otras
enfermedades como Peste Porcina Clasica, Influenza, Enfermedad de Aujeszky,
Salmonelosis Septicémica y Erisipela; asi como en los casos agudos en los que se observa
pleuroneumonia fibrino-hemorragica este diagndstico diferencial deberia incluir
Actinobacillus suis y determinadas cepas de Pasteurella multocida (Gottschalk & Broes,

2019).
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2.1.7.1. Diagndstico bacterioldgico

El examen bacteriolégico del tejido pulmonar lesionado, obtenido durante la
necropsia de animales clinicamente afectados, es considerada la muestra mas
adecuada para el cultivo y aislamiento de la bacteria y por tanto para el diagndstico
de la enfermedad respiratoria ocasionada por A. pleuropneumoniae (Gottschalk &

Broes, 2019; Sassu et al., 2018).

El cultivo y aislamiento de APP a partir de tonsilas y mucosa nasal de animales
infectados se puede realizar mediante el uso de medios selectivos (Chiers et al.,
2002b; M. J. Jacobsen & Nielsen, 1995), sin embargo, estos drganos estan
fuertemente colonizados por otras bacterias, que pueden crecer en los medios de
cultivo utilizados para el aislamiento, haciendo por tanto la identificacion de APP

muy complicada (Gottschalk, 2015).

No obstante, a partir de muestras tonsilares, se ha observado un importante
incremento de la tasa de éxito en el aislamiento mediante el empleo de técnicas de
aislamiento selectivo por separacidn inmunomagnética, empleando perlas de
poliestireno recubiertas con IgG especifica de A. pleuropneumoniae, presentando
una alta sensibilidad en comparacién con los métodos tradicionales mediante el
empleo de técnicas de diagndstico molecular mediante reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) (Fittipaldi et al., 2003).

El aislamiento de esta bacteria a partir de lesiones de pulmones en matadero es
igualmente complicado, por lo que se deben utilizar test de deteccidén directa al igual

que para la deteccién de animales subclinicamente afectados (Gottschalk, 2015).

Una vez aislado A. pleuropneumoniae, para la determinacion del serotipo en base a
sus polisacaridos capsulares se han descrito numerosas técnicas, como aglutinacién
en tubo, inmunofluorescencia, inmunodifusién, aglutinacién en placa, test de
aglutinacion en tubo con 2-mercaptoetanol, precipitacion en anillo,
hemaglutinaciéon indirecta, coaglutinacidon, inmunoelectroforesis, fijacion del
complemento, cromatografia en papel y precipitacidon en placa, presentando todas
estas técnicas el inconveniente de necesitar de la produccidn previa de una gran
cantidad de antisueros especificos para cada serotipo, ser llevadas a cabo
Unicamente en laboratorios especializados, y presentar ademds reacciones cruzadas
entre determinados serotipos (Dubreuil et al., 2000). Es por ello, que, con el objetivo

de solventar todos estos inconvenientes, se han descrito técnicas de diagndstico
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molecular por PCR para la determinacién especifica del serotipo, que no presentan
las desventajas de las técnicas anteriormente citadas (Bossé et al., 20183;

Gottschalk, 2015).

Para la deteccidn de A. pleuropneumoniae a partir de muestras de tejido pulmonar,
también han sido descritas técnicas inmunohistoquimicas mediante
inmunoperoxidasa, con una sensibilidad superior a las técnicas de cultivo y

aislamiento convencional (Gutierrez et al., 1993; Hernandez Castro et al., 2002).
2.1.7.2. Diagnéstico molecular

La técnica PCR directa sobre las muestras obtenidas presenta ciertas ventajas, como
son una reduccién del tiempo para la obtencién de resultados y el hecho de que
bacterias no viables debido a una mala conservacién, aun podrian ser detectadas

(Fittipaldi et al., 2003).

Se ha estudiado el uso de hisopados orofaringeos para la deteccién por PCR de A.
pleuropneumoniae, no obstante, la sensibilidad que se ha obtenido a partir de este
tipo de muestra ha sido muy baja (Costa et al., 2011). Los fluidos orales para la
deteccién por PCR han sido empleados en otros estudios con resultados mas
aceptables (Cheong et al., 2017). Por otro lado, el uso de fluidos orales para la
detecciéon mediante PCR de las toxinas Apx |, lll y IV en granjas de engorde, parece
que ha mostrado ser eficaz para una rapida deteccién de la infeccion por A.
pleuropneumoniae, indicando que podria ser de utilidad para evitar la introduccion
de animales subclinicamente infectados en rebafios negativos (Kleinmans et al.,

2022).

Se han desarrollado varias técnicas PCR para la deteccidn y cuantificacién de varios
genes de A. pleuropneumoniae como aroA, dsbE, tbpA/tbpB y un gen que codifica
para una metaloproteasa, no obstante, las técnicas basadas en la deteccidn de estos
genes bien no han sido capaces de detectar todos los serotipos o bien no son genes
especificos de A. pleuropneumoniae, con lo que se pueden presentar falsos

resultados positivos o negativos (Gottschalk, 2015).

Sin embargo, hay un consenso entre diferentes estudios que han demostrado que
el gen de eleccidn para el desarrollo de técnicas PCR capaces de detectar esta
bacteria es el gen apxIVA, ya que este gen no soélo es especifico de A.

pleuropneumoniae, sino que ademas es presentado por todos los serotipos,
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desarrollandose varias técnicas PCR para realizar a partir de cultivos puros, muestras
tonsilares, nasales y pulmonares de animales vivos (S. C. Li et al., 2022; Schaller et

al., 2000; Tobias et al., 2012).

También han sido desarrolladas técnicas de amplificacién isotérmicas, basadas
también en la deteccidn del gen apxIVA, que presentan la ventaja de no necesitar el
manejo de termocicladores, como la amplificacién de la recombinasa polimerasa
(RPA) a partir de muestras de tonsila y pulmén (R. Li et al., 2019), o a partir de
material bioldgico procedente de estos dérganos impregnado en tarjetas FTA®
(Stringer et al., 2021b), asi como una técnica de amplificacién isotérmica mediada
por bucle (LAMP) a partir de muestras de tonsila (W. Yang et al., 2009), y métodos
gue combinan RPA con CRISPR/Cas12a a partir de muestras de pulmén (Luan et al.,

2022).

Son varios los estudios que han demostrado que para la deteccion de A.
pleuropneumoniae, las técnicas basadas en PCR son mas sensibles que el
aislamiento estandar o por separacidn inmunomagnética, tanto a partir de muestras
de tonsila, como de lavados traqueobrongquiales, o de pulmén (Chiers et al., 2002b;
Fittipaldi et al., 2003; Savoye et al.,, 2000), mostrando algunas de las técnicas
desarrolladas especificidad estricta para A. pleuropneumoniae (pruebas PCR para
deteccion del gen apxIVA y gen omlA), lo que las convierte también en técnicas
complementarias para confirmar los resultados obtenidos mediante serologia

(Fittipaldi et al., 2003; Savoye et al., 2000).

También a través de PCR para la deteccidn del gen apxIVA, se ha podido detectar la
bacteria a partir de muestras de aerosoles obtenidos en granjas mediante el uso de
un muestreador cicldnico de aire, considerandose una potencial herramienta para

la deteccidn de granjas subclinicamente infectadas (Watt et al., 2020).

Por otro lado, la variabilidad genética del gen omlA, que codifica para una
lipoproteina de la membrana externa, ha sido utilizada para el desarrollo de una
técnica PCR que clasifica los serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae en 5
grupos distintos, asi, junto con una PCR para tipificar los genes de las toxinas Apx,
se podria discriminar entre la mayoria de los serotipos del biovar 1, excepto entre

los serotipos 1, 9y 11 y excepto entre los serotipos 2 y 8 (Gram et al., 2000).

También se ha estudiado el uso de técnicas de andlisis de polimorfismos de longitud

de fragmentos amplificados (AFLP) para caracterizar y subtipar la bacteria
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(Kokotovic & Angen, 2007). De hecho, la caracterizacion del gen omlA de la bacteria
ha revelado que los polimorfismos presentes en su secuencia de nucleétidos pueden
ser utilizados como marcador para distinguir entre serotipos, evitando problemas

de reacciones cruzadas o para caracterizar aislados no tipables (Rossi et al., 2013).

No obstante, el andlisis de la secuencia de nucleétidos de los diferentes loci CPS que
dan lugar a los polisacaridos de la capsula de la bacteria ha permitido que, mediante
técnicas PCR, hoy en dia ya sea posible realizar la tipificacidn de los serotipos de A.
pleuropneumoniae, desarrollandose dos técnicas multiplex PCR con cebadores
especificos para cada uno de estos genes capsulares, con lo que se puede realizar
este tipado de una manera fiable, sin reacciones cruzadas (excepto para los
serotipos 9 y 11), a partir de muestras procedentes de tejidos, cultivos o incluso
tarjetas FTA®, y con las ventajas que presentan las técnicas de diagndstico molecular
respecto a otros métodos de serotipado (Bossé et al.,, 2018a; Stringer et al.,
2021a,b). Unicamente presentan reacciones cruzadas los mencionados serotipos 9
y 11, debido a que sus genes capsulares Unicamente se diferencian en un nucledtido,
por lo que, dado que el manejo de ambos serotipos a nivel practico es el mismo, los
cebadores estan disefiados de forma que no se detecta diferencia mediante PCR
entre ambos serotipos (Y. Li et al., 2023). No obstante, en estudios llevados a cabo
mediante la implementacién de técnicas PCR in silico junto con secuenciacién de
genoma completo, se ha podido llegar a discriminar entre los serotipos 9 y 11
(Guitart-Matas et al., 2022; S. C. Li et al., 2022), asi como mediante analisis de alta
resolucion de fusion (HRM, de high resolution melting) que identifican la variacion

genética en las secuencias de acidos nucleicos (Scherrer et al., 2022).

Por ultimo, también ha sido descrito un método para el tipado por PCR del gen del
polisacarido O del LPS de A. pleuropneumoniae que se ha sugerido que podria ser
de utilidad en aquellos casos de aislados no tipables o resultados inexplicables
mediante otros métodos debido a los genes compartidos entre los polisacaridos

capsulares (CPS) y el polisacarido O de la bacteria (To et al., 2024).
2.1.7.3. Diagndstico seroldgico

Se han descrito diversas técnicas para la deteccidon de anticuerpos frente a A.
pleuropneumoniae, como pruebas de radioinmunodifusion, pruebas de fijacion del
complemento, test de aglutinacidn en tubo o placa, ensayos de inmunoadsorcién

ligado a enzimas, también denominados ensayos inmunoenzimaticos o ELISA (de
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Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), y test de neutralizacién de las hemolisinas

(Dubreuil et al., 2000).

La seroconversion frente a A. pleuropneumoniae tradicionalmente se determinaba
a través de la capacidad de los complejos antigeno-anticuerpo de fijar el
complemento, medida mediante las pruebas de fijacién del complemento
(Opriessnig et al., 2013). Esta capacidad de fijar el complemento la tienen los
isotipos IgG e IgM, por lo que esta técnica podria ser util en las etapas tempranas de
la infeccién (Opriessnig et al., 2013). Sin embargo, presenta importantes
desventajas como el hecho de que los LPS de otras bacterias Gram negativas pueden
activar la cascada del complemento, interfiriendo con el diagnéstico, que se puedan
dar reacciones cruzadas con A. suis, asi como su limitada especificidad y sensibilidad
(Opriessnig et al., 2013), lo que ha hecho que esta técnica sea raramente utilizada

en la actualidad (Broes et al., 2007; Opriessnig et al., 2013).

Actualmente, las técnicas ELISA son las mas utilizadas para diagndstico seroldgico,
debido a su facilidad de uso, de automatizacién y a una mayor sensibilidad y
especificidad (Teshima et al., 2017), utilizdndose a nivel practico principalmente de
dos tipos: basadas en la deteccion de anticuerpos frente a los CPS o cadena O del
LPS (son serotipo o serogrupo especificas) y aquellas basadas en la deteccién de
anticuerpos frente a las toxinas Apx, si bien también se han descrito y desarrollado
otras técnicas para la deteccidn de anticuerpos frente a otras proteinas de la
bacteria, como proteinas de la membrana externa (Omp) (Tumamao et al., 2004a)

o proteinas de uniodn a la transferrina (Tbp) (Opriessnig et al., 2013).

Por otro lado, también se han desarrollado diferentes técnicas ELISA, desde técnicas
in-house a kits comerciales, para poder ser utilizadas a partir de diferentes tipos de
muestra, como fluidos procedentes de musculo, calostro, fluido nasal, salivar y
broncoalveolar, aunque principalmente se utiliza suero, lo que ha hecho su uso mas

rutinario (Gottschalk, 2015; Loreck et al., 2020).
2.1.7.3.1. Test seroldgicos especificos de serotipo/serogrupo

Actualmente, basandose en la composicion del polisacérido capsular (CPS) se
reconocen 19 serotipos diferentes de A. pleuropneumoniae (Stringer et al.,
2021a), presentando algunos de estos serotipos una estructura similar de la
cadena O del lipopolisacarido (LPS) de su superficie (Perry et al., 1990). Por este

motivo, se observan reacciones cruzadas entre determinados serotipos cuando
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se emplean técnicas seroldgicas con antigenos basados en el LPS,
concretamente estas reacciones cruzadas se pueden producir entre los
serotipos 1,9, 11y 19; entre los serotipos 4, 7 y 18 y asi como entre los serotipos

3,6,8,15y 17 (Bossé et al., 2018b; Gottschalk, 2015; Stringer et al., 2021a).

Por tanto, el uso de pruebas seroldgicas basadas en los LPS o CPS de la bacteria
nos permite identificar la presencia de anticuerpos frente a los serotipos
individuales 2, 5, 10, 13 y 14, asi como los serogrupos 1/9/11/19, 4/7/18 y
3/6/8/15/17 (Bossé et al., 2018b; Gottschalk, 2015; Stringer et al., 2021a).

Entre los kits comercialmente disponibles, esta técnica ELISA es la que presenta
una mayor sensibilidad a partir de muestras de animales experimentalmente

infectados (Opriessnig et al., 2013).

Se ha descrito una técnica de inmunoensayo multiplex con bolas magnéticas
para la deteccion simultdnea de anticuerpos frente a los diferentes serotipos a
partir de una Unica muestra de suero, con el objetivo de reducir la cantidad de
muestra, trabajo y tiempo necesarios para llevar a cabo el diagndstico (Berger

et al., 2017).
2.1.7.3.2. Test seroldgicos basados en las toxinas Apx

Si bien se han desarrollado diferentes pruebas ELISA basadas en la deteccién de
anticuerpos contra las toxinas Apxl-Ill (Giménez-Lirola et al., 2014; Jung et al.,
2019; Nielsen et al.,, 2000; Shin et al.,, 2011), y aunque los animales
convalecientes de la enfermedad desarrollan una potente respuesta humoral
frente a estas exotoxinas (Nielsen et al., 2000), tal y como sugieren diversos
autores, estas pruebas no deberian ser utilizadas en el diagnédstico de rutina, ya
que otras bacterias del cerdo como por ejemplo Actinobacillus suis,
Actinobacillus porcitonsillarum, Actinobacillus lignieresii y Actinobacillus rossii
producen toxinas antigénicamente similares, lo cual puede generar reacciones
cruzadas y por tanto falsos resultados positivos (Devenish et al., 1989; Giménez-
Lirola et al., 2014; Gottschalk, 2015; Kuhnert et al., 2005; Nielsen et al., 2000;
Schaller et al., 2000).

Estas toxinas ApxI-lll son estructural y antigénicamente similares (Devenish et
al., 1989), por lo que se podrian dan reacciones serolégicas cruzadas entre ellas

(Giménez-Lirola et al., 2014; Nielsen et al., 2000). Para solventar este problema,
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se han identificado y clonado regiones antigénicas especificas de cada una de
las toxinas ApxI-lll, con un bajo nivel de homologia entre ellas, y asi, mediante
las proteinas recombinantes obtenidas se ha desarrollado una prueba ELISA,
que se ha sugerido podria ser capaz de detectar la respuesta humoral especifica

para cada una de las toxinas (Jung et al., 2019).

Estas pruebas ELISA también se han desarrollado como una potencial
herramienta para evaluar la eficiencia de las vacunas basadas en toxinas ApxI-ll|
(Giménez-Lirola et al., 2014; Jung et al., 2019; Shin et al., 2011), asi como para
la evaluacion del nivel de anticuerpos maternales frente a las toxinas Apx en
lechones procedentes de cerdas seropositivas por infeccion o vacunacion

(Giménez-Lirola et al., 2014; Kristensen et al., 2004a; Shin et al., 2011).

También ha sido evaluado un inmunoensayo de fluorescencia con microesferas
multiplex (FMIA) para la deteccidn simultdnea de anticuerpos frente a las
toxinas ApxI-IV con una sensibilidad y especificidad mas elevada que otras
pruebas seroldgicas, con la ventaja de necesitar menores volumenes de muestra

y una reduccién del tiempo y coste del analisis (Giménez-Lirola et al., 2014).

Actualmente, hay disponibles kits comerciales que utilizan como antigenos la
toxina Apxl (presente en los serotipos 1, 5, 9, 10, 11, 14 y 16) y la proteina de
superficie Tbp2 (para la deteccion del resto de serotipos), aunque presentan el
inconveniente de que estos dos antigenos no son especificos de A.
pleuropneumoniae, por lo que también podrian dar lugar a reacciones cruzadas

con otras bacterias (Gottschalk, 2015; Opriessnig et al., 2013).

Por el contrario, las pruebas ELISA basadas en la deteccidn de anticuerpos contra
la toxina ApxIV si que pueden ser consideradas como APP especificas, por ser
considerado este antigeno como especifico de A. pleuropneumoniae, siendo
ademas compartido por todos los serotipos de esta bacteria (Dreyfus et al.,
2004). Esta prueba ELISA es capaz de detectar los anticuerpos en una media de
tres semanas post-infeccidn (este tiempo puede ser variable, pudiendo ser mas
elevado en algunos animales) en rebafios naturalmente infectados con y sin
sintomas clinicos y/o lesiones, por lo que se ha sugerido que esta prueba ELISA
puede detectar animales con la forma aguda o crénica de la enfermedad, asi
como con la forma subclinica, presentando una elevada sensibilidad vy

especificidad (Dreyfus et al., 2004; Eamens et al., 2012b). No obstante, hay que
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tener en cuenta que algunos portadores subclinicos de la bacteria, colonizados
Unicamente a nivel tonsilar, podrian inducir niveles muy bajos de anticuerpos
frente a las toxinas y por tanto no ser detectados (Chiers et al., 2002b; Dreyfus
et al., 2004; Eamens et al., 2012b), asi como también hay que tener en cuenta
que la respuesta cuantitativa no esta correlacionada con la gravedad de los

signos clinicos o las lesiones observadas en el animal (Eamens et al., 2012b).

Se ha descrito una secuencia de insercién (ISApl1) en el gen apxIVA de algunas
cepas del serotipo 7 de la bacteria, que evitan que esta produzca una toxina
ApxIV funcional, y por tanto evita que se produzca una respuesta inmune frente
a la toxina en animales infectados, lo que tiene como consecuencia que estos
animales infectados sean indetectables mediante el uso de técnicas serolégicas
basadas en la deteccion de anticuerpos frente a la toxina ApxIV (Tegetmeyer et

al., 2008).

Existe un kit ELISA comercialmente disponible frente a la toxina ApxlV,
recomenddndose su uso para monitorizar rebafios considerados libres de todos
los serotipos de A. pleuropneumoniae, o para chequear rebafios de estatus
desconocido frente a la enfermedad (Broes et al., 2007). Se ha observado en un
estudio con este kit una elevada especificidad, pero una relativamente baja
sensibilidad, al menos en las condiciones testadas (Opriessnig et al., 2013), con
lo cual la interpretacion de resultados deberia realizarse con precaucion cuando
estamos tratando de muestras procedentes de rebafios infectados a nivel

subclinico (Gottschalk, 2015).

Este kit ELISA también ha sido utilizado para detectar anticuerpos frente a la
toxina ApxIV a partir de fluidos orales de animales experimentalmente
infectados, observandose incrementos significativos en la IgG a partir de los dias
14-21 post-infeccidn, sugiriéndose ademas en este estudio que los puntos de
corte de los valores S/P establecidos por el fabricante para su uso en suero
podrian ser demasiado elevados para la interpretacién de los resultados

procedentes de fluidos orales (Gonzélez et al., 2017).

En una comparativa entre los diferentes kits comercialmente disponibles, se ha
observado que la seroconversiéon medida con una prueba ELISA basada en el
antigeno ApxIV es mas tardia que con una prueba ELISA basada en los antigenos LPS,

sugiriéndose que este hecho podria ser debido a que los anticuerpos frente a la
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toxina se desarrollan mas tarde que los anticuerpos frente a los LPS (Opriessnig et
al., 2013). En cualquier caso, la sensibilidad mas alta observada con estas técnicas
ELISA fue de un 74% (sobre la base de animales individuales), si bien las
especificidades llegaron al 100%, lo que nos indica que para la clasificacion de una
granja como libre de la enfermedad mediante el uso de técnicas serolégicas, se
deberia muestrear un nimero sustancial de animales, especialmente en casos de
baja prevalencia de la infeccidn (Gottschalk, 2015; Opriessnig et al., 2013). Asi, para
la correcta determinacion seroldgica del estatus frente a APP de una granja se ha

recomendado el analisis de unos 30 animales (Dunlop & Mcorist, 2021).

Por otro lado, mediante el uso de técnicas ELISA, ocasionalmente se han observado
resultados falsos positivos, en los que para clarificar el estatus del animal es esencial
emplear técnicas bacterioldgicas como aislamiento mediante el uso de medios
selectivos o separacidn inmunomagnética, o bien emplear técnicas de diagndstico

molecular por PCR (Broes et al., 2007).

Es importante destacar que los animales asintomaticamente infectados (portadores
subclinicos) por A. pleuropneumoniae en el tracto respiratorio superior, son capaces
transmitir la infeccién, por lo que la deteccién de dichos animales es indispensable
para prevenir la entrada de la enfermedad en un rebafio (Chiers et al., 2002b;
Gottschalk, 2015), sin embargo este tipo de animales no siempre desarrollan
anticuerpos, lo que hace que la serologia sea menos util para la deteccién de
animales portadores a nivel nasal o tonsilar (Chiers et al., 2002b; Opriessnig et al.,
2013), sin embargo mediante PCR de cultivos a partir de tonsila si que se puede ser
capaz de detectar estos animales portadores, por lo que se ha recomendado su uso
en la monitorizacién de granjas negativas frente a la pleuroneumonia porcina

(Chiers et al., 2002b).

2.1.8. Tratamiento

La terapia antibidtica es efectiva en la fase inicial de la enfermedad, cuando puede
reducir la mortalidad, debiéndose administrar por via parenteral (subcutdnea o
intramuscular), ya que los animales afectados no pueden beber o comer en esta fase de
la enfermedad (Gottschalk & Broes, 2019; Sassu et al., 2018), asi como también hay que
tener en cuenta la farmacocinética y propiedades del tratamiento aplicado para

establecer la dosis e intervalos mds apropiados de cara a asegurar una concentracion
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efectiva y duradera (Dorey et al., 2017a; Gottschalk & Broes, 2019; Sassu et al., 2018).
Por tanto, el éxito del tratamiento depende en gran medida de una deteccién temprana
de los signos clinicos y de una rapida intervencion terapéutica, ofreciendo con
frecuencia la combinacidn de administracidn parenteral y oral de la terapia antibiética

los mejores resultados (Gottschalk & Broes, 2019).

No obstante, se ha observado en algunos estudios que el uso de antibidéticos muy
efectivos durante las fases muy iniciales de un brote podria impedir que se generase
inmunidad protectora por parte de los animales, quedando éstos expuestos de nuevo a
la enfermedad (Sj6lund et al., 2009; 2011a). Sin embargo, se ha postulado que el uso de
antibidticos que se muestren menos efectivos frente a la bacteria podria permitir que
se generase una respuesta inmune protectora en los animales, con lo que tras una nueva
exposicién a la bacteria no se verian afectados clinicamente de una forma severa
(Sjélund et al., 2009; 2011a). Por tanto, se ha sugerido que los signos clinicos de la
pleuroneumonia podrian reducirse a lo largo del tiempo mediante el uso de antibidticos
efectivos, pero que no impidan el desarrollo de la respuesta inmune, con lo que los
animales quedarian protegidos durante el resto del periodo de crecimiento, incluso

aunque la bacteria continuase transmitiéndose (Sjélund et al., 2009).

Las medicaciones estratégicas pueden ser establecidas en los periodos de mas alto
riesgo, que puede ser identificado mediante los examenes clinicos y post-mortem de
rutina, asi como con perfiles serolégicos a nivel de rebafio (Gottschalk & Broes, 2019).
También se ha sugerido que la transmisidn de A. pleuropneumoniae de las cerdas
reproductoras a sus lechones podria ser atenuada mediante el uso de antibidticos
altamente efectivos, como fluoroquinolonas, aplicados previamente a la entrada de las
cerdas a las salas de lactacién, con lo que se podrian reducir los signos clinicos de la
pleuroneumonia porcina en fases productivas posteriores de la vida del lechén (Sjélund
et al., 2009), e incluso se podria llegar a evitar la colonizacién de los lechones, tal y como
sugiere un estudio, mediante el uso de tildipirosina en cerdas al parto y en sus lechones,
siendo aplicada en estos cada 7 dias, desde el primer dia de vida hasta el destete a los

21 dias (Kuchiishi et al., 2023).

En cualquier caso, la terapia antibidtica no elimina la infeccidén de un rebafio, quedando
animales portadores durante periodos muy largos, siendo éstos una fuente de infeccién

para el resto de sus congéneres (Gottschalk & Broes, 2019).
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Entrando ya en la actividad especifica de los diferentes antibidticos estudiados por
diversos autores y estudios, si bien la actividad de la tulatromicina es tiempo
dependiente, observdndose en un modelo de infeccién de tejidos in vivo, que el tiempo
de exposicion y la capacidad bactericida frente a A. pleuropneumoniae estan
positivamente correlacionados, y el tiempo durante el cual el farmaco permanece por
encima de la concentracién minima inhibitoria (CMI) es el mejor indice para describir su
actividad antibacteriana, con un 99,9% de actividad bactericida cuando el valor de dicho
indice era de 96,38 (L. Yao et al.,, 2022), otros autores han observado que este
antibidtico, a pesar de que por sus caracteristicas farmacocinéticas, con una Unica dosis
es al menos tan efectivo como 3 dosis diarias de ceftiofur, en base a lesiones
pulmonares, ganancia media diaria, duracion de los sintomas clinicos y temperatura
rectal en animales desafiados experimentalmente con A. pleuropneumoniae (Hart et al.,
2006), incluso siendo administrado a doble dosis no es capaz de eliminar la bacteria de

la tonsila de animales portadores subclinicos (Angen et al., 2008).

De igual modo, la tilmicosina, que siendo también un antibidtico que se ha mostrado en
algunos estudios como eficaz administrado via oral para el control y prevencién de la
enfermedad (Dong et al., 2020; M.-A. Paradis et al., 2004), posteriormente a su
administracién se observa que, si bien se reduce la presencia de la bacteria en la
superficie tonsilar, es incapaz de eliminarla completamente de las criptas tonsilares, y
por tanto evitar la excrecidon de la bacteria por animales portadores (Fittipaldi et al.,

2005).

En cualquier caso, seglin muestran diversos estudios parece evidente que la eleccién del
antibidtico a utilizar deberia estar basada en su CMI asi como en sus propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas (PK/PD), siendo efectivos frente a este patdgeno
un amplio rango de antimicrobianos (Gottschalk & Broes, 2019; Sassu et al., 2018; Vilaro
et al., 2020), mostrandose particularmente efectivos enrofloxacina (Grandemange et al.,
2017; Sjolund et al., 2009), marbofloxacina (Grandemange et al., 2017), tilmicosina
(Dong et al., 2020; M.A. Paradis et al., 2004), tulatromicina(Hart et al., 2006), florfenicol
(Papatsiros et al., 2019), ceftiofur (Hart et al., 2006), tildipirosina (Kuchiishi et al., 2023)

y gamitromicina (Papatsiros et al., 2019).

No obstante, la eleccidon del tratamiento antimicrobiano para el tratamiento de la
enfermedad deberia ser cuidadoso, especialmente en el caso de antibidticos

considerados criticos como las fluoroquinolonas (Sassu et al., 2018).
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En este sentido, se ha utilizado el modelo de simulacién de Monte Carlo (MCS) para
predecir la dosis 6ptima de marbofloxacina y ceftiofur, en base a sus datos de
farmacocinética y farmacodindmica, junto con la CMI de A. pleuropneumoniae para
estos antibidticos, método que podria ser extensible al resto de antibidticos (Dorey et

al., 2017b; Sun et al., 2020).

Guarneri et al. han observado en un estudio retrospectivo llevado a cabo en Italia que
la susceptibilidad de A. pleuropneumoniae a los antibidticos es altamente dependiente
del serotipo (Guarneri et al.,, 2024), asi como diversos estudios llevados a cabo en
diferentes paises han sugerido que la susceptibilidad de A. pleuropneumoniae a los
antimicrobianos varia a lo largo del tiempo, por lo que se enfatiza la necesidad de
realizar una monitorizacién continua, con el objetivo de controlar el incremento de las
resistencias a los antimicrobianos que actualmente se utilizan, asi como también se
refleja la importancia de realizar antibiogramas caso por caso para establecer las pautas
de tratamiento mas efectivas (Gutiérrez-Martin et al., 2006; Holmer et al., 2019; Siteavu
et al.,, 2023; Vanni et al., 2012; Vilard, Novell, Enrique-Tarancon, Baliellas, & Fraile,
2023), en este sentido, se ha observado como en Espafia la sensibilidad de A.
pleuropneumoniae a antibidticos de Ultimo recurso como cefalosporinas vy
fluoroquinolonas se ha mantenido estable o incluso se ha incrementado durante el
periodo desde 2019 a 2022 (Vilaré, Novell, Enrique-Tarancon, Baliellas, Migura-Garcia,

et al., 2023).

Sin embargo, Vilard et al. han evidenciado mediante estudios filogenéticos, aplicando
técnicas de secuenciacién completa (WGS), el link epidemiolégico existente dentro de
las diferentes estructuras productivas de la misma integracion vertical, observando
como los mismos clones de A. pleuropneumoniae persisten durante varios afios en las
diferentes granjas vinculadas, conservandose tanto las CMI como los perfiles de
resistencia a los diferentes antibidticos detectadas en dichos clones, recomendando
aplicar dichos vinculos epidemiolégicos dentro de una estructura a la hora de establecer
los tratamientos antibidticos mas apropiados (Vilaré et al., 2024), resefiando por otro
lado la deteccidn de otros clones con alta variabilidad entre las diferentes granjas de la
estructura productiva, posiblemente relacionados con los cambios que se producen en
las lineas genéticas a través de la adquisicién de nuevos animales, que podrian haber
introducido estos nuevos clones, recomendando por tanto tener en cuenta el riesgo de
introducir nuevos clones de A. pleuropneumoniae a la hora de cambiar las lineas

genéticas de las granjas (Vilaré et al., 2024). Esto ultimo, podria explicar que



68

anteriormente se haya reportado por Dayao et al. que la susceptibilidad de A.
pleuropneumoniae a los antimicrobianos puede ser variable entre los animales de una
misma granja, tanto entre diferentes lotes, como dentro de un mismo lote e incluso
entre diferentes aislados de un mismo animal, de tal modo que se haya sugerido que
para determinar el estatus de susceptibilidad a antimicrobianos dentro de un lote o de
una granja deberian ser muestreados diferentes animales, con multiples aislados de

cada animal (Dayao et al., 2015).

En un estudio de susceptibilidad de A. pleuropneumoniae a diferentes antibidticos
realizado en Espafia, se observé en los aislados estudiados una elevada susceptibilidad
(>90%) a ceftiofur, florfenicol, tilmicosina, tildipirosina y tulatromicina; una
susceptibilidad intermedia (>60% y <90%) a amoxicilina y enrofloxacina, asi como una
baja susceptibilidad (<60%) a doxiciclina (Vilaré et al., 2020), estando acorde tanto la
alta susceptibilidad a ceftiofur, florfenicol y tulatromicina, como la baja susceptibilidad
a la doxiciclina con otros estudios que también han mostrado un elevado nivel de
resistencias a tetraciclinas (Archambault et al., 2012; Guarneri et al., 2024; Gutiérrez-
Martin et al.,, 2006; Kucerova et al.,, 2011; Nadeau et al., 1988; Siteavu et al., 2023;
Somogyi et al., 2023; Vanni et al., 2012); observandose un incremento a lo largo del
tiempo de las resistencias no solo a tetraciclinas, sino también a otros antibiéticos como
gentamicina, B-lactdmicos y tilmicosina (Gutiérrez-Martin et al., 2006; Siteavu et al.,
2023; Vanni et al.,, 2012), detectandose la existencia de aislados que presentan

multirresistencias a varios antibidticos (Archambault et al., 2012; Kim et al., 2016).

Por otro lado, también se ha observado una elevada correlaciéon y una CMlI similar entre
antibidticos de la misma familia para A. pleuropneumoniae, como enrofloxacina y
marbofloxacina (fluoroquinolonas de segunda y tercera generacién), sugiriéndose la
existencia de mecanismos de resistencia cruzada para fluoroquinolonas, no
observandose dichas resistencias cruzadas entre otras familias de antibidticos como

macrélidos o aminoglucdsidos (Vilard et al., 2022).

El potencial de formaciéon de biofilm por parte de A. pleuropneumoniae se ha
demostrado por varios estudios como juega un importante papel en la aparicién de
niveles elevados de resistencias a antimicrobianos (Archambault et al., 2012; Y. Li et al.,
2016c; Pereira et al., 2018), observandose que los aislados de A. pleuropneumoniae que
crecen en biofilm son de 100 a 30.000 veces mas resistentes a los antimicrobianos que

cuando son aislados de crecimiento planctdnico, sefialando que, si bien Ia
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determinacién de la CMI es la técnica Gold Standard para establecer la susceptibilidad
antimicrobiana de bacterias planctdonicas patégenas, con frecuencia estas
concentraciones de antibidticos no serian las requeridas para eliminar las bacterias

cuando estén presentes formando biofilm (Archambault et al., 2012).

La concentracién preventiva de mutantes (MPC) se ha definido como la concentracién
de un antimicrobiano que bloquea el crecimiento de subpoblaciones mutantes de
bacterias que presentan resistencia al mismo, que espontaneamente aparecen cuando
hay densidades bacterianas de 107-10° unidades formadoras de colonias (UFC), como las
que se ven durante una infeccién, asi pues, las concentraciones de antibiéticos que no
inhiben suficientemente este crecimiento bacteriano, resultan en la amplificacion
selectiva de cepas con una susceptibilidad a los antibidticos reducida (Blondeau & Fitch,
2019). En este sentido, se ha definido la ventana de seleccién de mutantes (MSW) como
la diferencia entre la MIC que localiza en la parte baja de la ventana y la MPC que se
localiza en la parte alta (Zhang et al., 2023a). Asi pues, se ha reportado en diversos
estudios in vitro sobre aislados clinicos de A. pleuropneumoniae la MPC de ceftiofur,
enrofloxacina, florfenicol, tilmicosina y tulatromicina, para determinar la concentracién
de estos antibidticos a la que se bloquea el crecimiento de bacterias resistentes en
cultivos de elevada densidad, siendo esta concentracion mas baja para ceftiofur y
enrofloxacina de entre los antimicrobianos estudiados (Blondeau & Fitch, 2019), asi
como también ha sido estudiado para danofloxacina, sugiriendo que las
concentraciones de antibidticos localizadas en la parte mas baja de la MSW (alrededor
de la MIC) deberian ser evitadas a la hora de disefiar una correcta pauta de tratamiento

para evitar la aparicion de cepas resistentes (Zhang et al., 2023a).

En un estudio llevado a cabo mediante secuenciacién de genoma completo (WGS), en el
gue se evalud la correlacién entre el perfil de resistencias antimicrobianas (AMR) de 96
aislados de A. pleuropneumoniae y la identificacion de genes de AMR para 9
antimicrobianos, se observé que excepto para los macrdlidos testados, una elevada CMI
estaba altamente correlacionada con la presencia de genes de AMR en ampicilina,
enrofloxacina, florfenicol, sulfisoxazol, tetraciclinay trimetoprim (Bossé et al., 2017). Por
tanto, la WGS se ha propuesto como un método que podria ser utilizado, sélo o en
combinacion con las pruebas fenotipicas, para la vigilancia de resistencias
antimicrobianas en A. pleuropneumoniae, asi como para estudiar los mecanismos de
diseminacion de estas, entre los que cabe destacar el papel de los plasmidos (Bossé et

al., 2017; Ke et al., 2024; Vilaré et al., 2024). En este sentido, se han reportado por
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diversos estudios la existencia de genes que codifican para resistencias a diversos
antimicrobianos como tetraciclinas, PB-lactdmicos, anfenicoles, aminoglicosidos,
quinolonas y sulfonamidas (Archambault et al., 2012; Bossé et al., 2017; Guitart-Matas
et al., 2022; Kim et al., 2016; Kucerova et al., 2011; Ma et al., 2021; Pereira et al., 2018;
Wang et al., 2020b; X. Yao et al., 2023), sugiriendo que la transferencia horizontal de
pldsmidos es una via importante para la diseminacidn de estos genes de resistencia

entre las poblaciones bacterianas de APP (Guitart-Matas et al., 2022; X. Yao et al., 2023).

No obstante, algunos de estos estudios también han puesto de manifiesto que para
algunos antibidticos la concordancia entre los resultados genotipicos y fenotipicos
obtenidos mediante WGS no es siempre la idénea, con lo que recomiendan para la
rutina diagnéstica de determinacidon de resistencias para A. pleuropneumoniae la
aplicacién de las técnicas estandarizadas disponibles para la determinacién de la CMI

(Ke et al., 2024; Vilaré et al., 2024).

Asi, en un estudio realizado sobre granjas que habian utilizado una dosis de
enrofloxacina, en el marco de planes de erradicacién frente a A. pleuropneumoniae
(junto con protocolos de despoblacion parcial), se ha observado una diseminacién de
cepas de Escherichia coli (E. coli) resistentes a este antibiotico, desde las cerdas
originalmente tratadas, al medio ambiente y a sus camadas, persistiendo estas cepas
resistentes incluso afios después del tratamiento, aun en ausencia de exposicién a

quinolonas (Kaspersen et al., 2020).

Debido al incremento que se observa a nivel global en el nivel de resistencias a
antimicrobianos, hay una clara necesidad de encontrar nuevas alternativas al uso de
éstos para el tratamiento de las infecciones por A. pleuropneumoniae. Asi, se ha
estudiado la eficacia contra este patdégeno de diversas sustancias como el péptido
antimicrobiano MPX, obtenido del veneno de avispas, tanto in vitro como en un modelo
murino (Wang et al., 2020a), si bien ya se han reportado resistencias por parte de la

bacteria a otros péptidos antimicrobianos como el PR-39 (Xie et al., 2017b).

Otros estudios han explorado el uso de aceites esenciales aislados de plantas y especias,
observando que los aceites esenciales procedentes de la canela, cilantro, menta,
hierbabuena, tomillo, mejorana, eucalipto y laurel presentaban actividad bacteriostatica
y bactericida frente a diferentes aislados de APP, llegando algunos de ellos incluso a
tener propiedades antibiofilm; resefiando que estas propiedades bactericidas vy

antibiofilm parecen estar asociadas con la presencia en estos extractos de

David Espigares



71

monoterpenos y fenilpropanoides, que podrian abrir nuevas vias de trabajo para el
desarrollo de productos antibacterianos activos frente a esta y otras bacterias

(Rodrigues et al., 2023).

También se ha experimentado con el uso de polifenoles del té, observandose tanto in
vitro como en un modelo murino, una elevada eficacia inhibiendo el crecimiento de A.
pleuropneumoniae in vitro, asi como confiriendo una elevada proteccién frente a una
dosis letal de la bacteria, sugiriéndose que este efecto protector podria estar
relacionado con una inhibicién de la capacidad de la bacteria para adherirse a las células
de epitelio traqueal, promoviendo ademas la expresién de proteinas de unién para
conservar la integridad de dicha barrera, asi como mediante la inhibicién de las rutas
metabdlicas que dan lugar a la liberacién de citoquinas que se produce durante la

respuesta inflamatoria (X. Li et al., 2023).

También han sido estudiadas experimentalmente otras vias de proteccién frente a la
enfermedad ocasionada por A. pleuropneumoniae, basadas en el incremento de la
resistencia a la infeccion mediante el uso defensinas, proteinas que aumentan la
eficiencia del sistema inmune innato frente a infecciones bacterianas, a través de
estrategias como la sobreexpresion de B-Defensina Porcina 2 (PBD-2) en cerdos
transgénicos o la administracién de B-Defensina Bovina 5 a nivel intranasal en ratones,
resultando ambas en un incremento de la resistencia a la enfermedad por parte de los
animales, observdndose en ambos casos una reduccién de la carga bacteriana en
pulmén, asi como una marcada reduccion de las lesiones pulmonares (J. Huang et al.,

2024; X. Yang et al., 2015).

2.1.9. Inmunoprofilaxis

Las vacunas actuales frente a A. pleuropneumoniae son una herramienta para disminuir
la sintomatologia clinica y las lesiones provocadas por la enfermedad, si bien no pueden
proteger frente a la infeccidn o transmision de la bacteria, asi como no pueden eliminar

el estado de portador (Gottschalk & Broes, 2019).

Diversos estudios muestran como mediante el uso de vacunas se pueden mejorar
parametros como morbilidad y mortalidad, se reduce el uso de antimicrobianos, se
reduce el nivel de lesiones pulmonares, mejora la ganancia media diaria, asi como

mejora el indice de conversién, mejorando también la calidad de la canal, con menos
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decomisos debidos a neumonias y pleuritis (Holzen et al., 2021; Mortensen et al., 2022;
Overbeke et al., 2001; Sipos et al., 2021; Sj6lund & Wallgren, 2010; Tumamao et al.,
2004b).

No obstante, también se han reportado estudios de campo en los que estas mejoras no
han sido evidentes, bien por una posible interaccién con la inmunidad maternal
(Jirawattanapong et al., 2008), o bien porque fue necesario el uso de antibidticos para
el control de la enfermedad, por lo que se sugirié como posible estrategia de control el

uso combinado de la vacunacidn junto con antimicrobianos (Sjélund & Wallgren, 2010).

La estrategia vacunal mas aceptada frente a la enfermedad, tal y como sugieren diversos
estudios y autores, consiste en la vacunacién de lechones una vez que ha declinado la
inmunidad maternal, idealmente entre las semanas 10 y 14, para evitar la posible
interferencia entre ambas (Gottschalk & Broes, 2019; Jirawattanapong et al., 2008;
Sjolund & Wallgren, 2010). Si bien en funcién de las circunstancias y de los objetivos de
la vacunacion, las cerdas reproductoras, asi como la reposicidon antes de su entrada en

granja, también podrian ser vacunadas (Gottschalk & Broes, 2019).

En cuanto a los diferentes tipos de vacunas o estrategias vacunales disponibles podemos

agruparlas en (Ramjeet et al., 2008):

2.1.9.1. Bacterinas o vacunas de primera generacion

Son vacunas que contienen la bacteria inactivada y su modo de accion esta basado
en la generacion de anticuerpos frente a los polisacdridos capsulares presentes en
la pared de la bacteria (Ramjeet et al., 2008), por tanto, estas vacunas generan una
proteccion serotipo especifica frente a los serotipos que incluye la vacuna, ya que
no se genera una proteccidon cruzada entre los diferentes serotipos (Fenwick &
Osburn, 1986). Asi pues, su uso tiene sentido en granjas en las que ha sido
identificado el serotipo causante del problema y coincide con el serotipo incluido en
la vacuna (Gottschalk & Broes, 2019). Este tipo de vacunas genera una proteccion
parcial, con una ligera reduccidn de la mortalidad, que podria ser explicado por la
ausencia de proteinas altamente inmunogénicas y esenciales para la proteccion
como las toxinas Apx, asi como por la alteracién durante el proceso de inactivacion
de las caracteristicas antigénicas de ciertos factores de virulencia asociados a la

bacteria (Ramjeet et al., 2008).
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Actualmente hay en el mercado algunas vacunas a base de bacterinas, si bien estas
incluyen Unicamente dos o tres serotipos diferentes (A. Loera-Muro & Angulo, 2018;
Ramjeet et al.,, 2008). La vacunacién de cerdas reproductoras con bacterinas
serotipo especificas puede ayudar a reducir o retrasar la colonizaciéon de los
lechones, lo que puede llevar a una reduccidn, bajo determinadas circunstancias, de
los signos clinicos en la fase de crecimiento y cebo (Gottschalk & Broes, 2019),
aunque también se ha sugerido que su uso en animales en crecimiento puede
conferir proteccién frente a la colonizacién y lesiones producidas por la bacteria

(Dunlop & Mcorist, 2021).

Con este mismo sentido, también se utilizan vacunas autdgenas, que se obtienen
mediante el crecimiento de la bacteria obtenida a través de muestras procedentes
de la granja infectada y su posterior inactivacién, no obstante, segin en funcién de
la normativa de cada pais, su uso suele estar restringido a la granja de la que han
sido aisladas las muestras (Dunlop & Mcorist, 2021; Gottschalk & Broes, 2019; A.
Loera-Muro & Angulo, 2018).

2.1.9.2. Vacunas de segunda generacion o de subunidades

Son vacunas que contienen las toxinas Apx |, Il, y lll (Ramjeet et al., 2008), asi como
también pueden contener otros componentes de la bacteria como proteinas de la
membrana externa (Omp), proteinas de unién a transferrina (Tbp), o incluso la
bacterina, denominandose en este Ultimo caso como vacunas mixtas (Holzen et al.,
2021; Mortensen et al., 2022; Overbeke et al., 2001; Tumamao et al., 2004b). El uso
de toxinas Apx como inmundgenos ha sido propuesto en varios estudios con desafio
experimental de animales inmunizados con toxinas (Devenish et al., 1990; Overbeke
et al., 2001; Seo et al., 2011; Shao et al., 2010). En este caso, las vacunas generan la
inmunidad frente a las toxinas Apx, su modo de accion estd basado en la generacidn
de anticuerpos neutralizantes frente a dichas toxinas, de forma que protegen a los
neutrdéfilos de ser destruidos por la bacteria, y por tanto permitiéndoles destruir las
bacterias fagocitadas (Ramjeet et al., 2008). Asi, cuando la bacteria comienza a
multiplicarse en pulmén y liberar las toxinas al medio externo, estos anticuerpos son
capaces de neutralizarlas, con lo cual esta proteccion es independiente del serotipo
involucrado (Shao et al., 2010), tal y como se ha observado en ensayos de eficacia
con vacunas mixtas (comerciales y candidatos experimentales) en base a reduccidn

de lesiones pulmonares frente a diferentes serotipos (Mortensen et al., 2022; Zhang
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et al., 2022a). En este caso, hay que considerar que se continda produciendo la
transmisién y multiplicacidn de la bacteria, y que, si bien las toxinas Apx son el factor
de virulencia mas importante, también existen otros factores de virulencia, con lo
cual es posible observar cierta sintomatologia clinica e incluso mortalidad en
algunos de los animales vacunados (Ramjeet et al., 2008). Estas vacunas también
presentan la ventaja de ser vacunas DIVA (Differenciating Infected from Vaccinated
Animals), es decir, se pueden diferenciar serolégicamente los animales vacunados
de los animales infectados, mediante la deteccién de anticuerpos frente a la toxina
ApxlV, que estarian presente en los animales infectados, pero no se detectarian en
los animales vacunados, ya que esta toxina no se encuentra presente en las vacunas

comercialmente disponibles en la actualidad (Sassu et al., 2018).

Se ha sugerido que los anticuerpos inducidos frente a determinadas proteinas de A.
pleuropneumoniae podrian atenuar el efecto protector de los anticuerpos
generados frente a las toxinas Apx, como parece suceder con las proteinas de la
membrana externa PalA y Apfa, lo que deberia ser tenido en cuenta en el desarrollo

de este tipo de vacunas (Shao et al., 2010; Van Den Bosch & Frey, 2003).

Por otro lado, actualmente existen multiples vias de investigacién para el desarrollo de

nuevas vacunas frente a la pleuroneumonia porcina, basadas en diferentes estrategias:

e Vacunas vivas atenuadas. El uso de vacunas vivas atenuadas ha sido propuesto
como via de investigacion para el desarrollo de vacunas frente a esta
enfermedad, tras observar que la exposicidn a la bacteria viva o a variantes
atenuadas mediante delecién de genes, generan una inmunidad de tipo
homdlogo y heterdlogo, asi como una proteccién efectiva frente al desafio
experimental (Inzana et al., 1993; Nielsen, 1979; Xie et al., 2017a; Yuan et al.,
2014). No obstante, a pesar de los buenos resultados obtenidos
experimentalmente, posiblemente debido al riesgo que conlleva la reversion a
la virulencia por parte de las vacunas vivas atenuadas, asi como las regulaciones
existentes en lo que a organismos modificados genéticamente se refiere, estos
resultados positivos no han tenido la relevancia suficiente para que se hayan
desarrollado vacunas comercialmente disponibles (A. Loera-Muro & Angulo,

2018).
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e Nuevos sistemas de expresion, para la produccion de antigenos recombinantes

gue puedan ser utilizados como candidatos vacunales:

O

Bacterianos: E. coli ha sido utilizada como vehiculo para la produccion
de fragmentos inmundgenos de la toxina Apxll (Seo et al., 2011),
también para la produccion de una proteina Apx recombinante
contenida en una vesicula de la membrana externa (OMV) (Xu et al.,
2018), asi como para la expresion de una proteina recombinante
guimérica, desarrollada experimentalmente, que expresa antigenos de
A. pleuropneumoniae y de Mycoplasma hyopneumoniae, con el objetivo

de inducir proteccidn frente a ambos patégenos (Lee et al., 2014).

Levaduras, como una cepa de Sachaeromyces cerevisiae, que expresa
las toxinas Apxl o Il, para poder ser administrada para la inmunizacion

por via oral (Shin et al., 2013).

e Desarrollo de vacunas para ser aplicadas por diferentes vias:

O

Vacunas para administracidén oral, como una vacuna que incluye las
toxinas ApxI-lll como antigenos, incorporada a un gel de monooleina

para poder ser administrada oralmente (Lopez-Bermudez et al., 2014).

Vacunas para aplicacién intranasal, mediante vehiculos que permiten
aplicar toxina Apxll o fragmentos recombinantes de la misma, bajo la
premisa de que la administracidn intranasal de vacunas podria inducir
una respuesta mds potente que la inmunizacion subcutdnea o

intramuscular (H. S. Li et al., 2016a; Park et al., 2015).

Vacunas para ser aplicadas por via intradérmica, en este caso una
vacuna mixta comercial con adyuvante oleoso y de aplicacion
intramuscular, que, si bien aplicada por via intradérmica muestra
eficacia en la reduccién de lesiones pulmonares, se desaconseja su uso
por reacciones locales adversas a nivel de piel en el punto de aplicacion

(Jarosova et al., 2023).

e Vacunas vectorizadas, como una vacuna viva atenuada consistente en una cepa

de Salmonella enterica serovar Typhimurium, aplicada intranasalmente, que

expresa como antigenos las proteinas Apx I-lll, junto con una proteina de la

membrana externa (OmpA) (Hur et al., 2016).
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Deteccidn de nuevos antigenos, que podrian ser utilizados para el desarrollo de
nuevas vacunas, asi pues, se han evaluado experimentalmente nuevos
candidatos a antigenos vacunales como lipoproteinas presentes en la bacteria
(Cao et al., 2020; Chung et al., 2012), otros antigenos que se ha detectado que
se inducen in vivo una vez que se produce la infeccidon (Zhang et al., 2016),
proteina ApxIV recombinante, que podria ser adicionada a las vacunas
existentes o a nuevas vacunas (H. C. Wu et al., 2018), asi como vesiculas que son
excretadas a partir de la membrana externa (OMV) que han mostrado ser muy
inmunogénicas y con caracteristicas antigénicas similares a las proteinas de la
membrana externa (Omp) de la bacteria (Antenucci et al., 2017, 2018). Aunque,
si bien la mayor parte de estos nuevos antigenos se han mostrado como
inmundgenos, tras el desafio experimental en animales que habian sido
inmunizados previamente, no han mostrado éxito en cuanto a la prevencién de
la infeccion por parte de la bacteria, ni en cuanto a la reduccidn de las lesiones

en pulman (Antenucci et al., 2018).

También han sido utilizadas por varios estudios técnicas de inmunoprotedmica
para la busqueda y deteccién de nuevos antigenos de entre las proteinas de la
bacteria con caracteristicas altamente inmunogénicas (Antenucci et al., 2019;
Buettner et al.,, 2011; Chung et al., 2012; Stancheva et al., 2022), asi como
técnicas de ingenieria genética en cepas de bacterias recombinantes, capaces
de expresar y exponer antigenos seleccionados en su membrana externa

(Antenucci et al., 2020).

Desarrollo de nuevos adyuvantes, que potencien la respuesta inmune de los
antigenos empleados frente a A. pleuropneumoniae, como la flagelina
(fragmento N terminal de flagelina) que se ha observado que genera un
incremento de la inmunogenicidad y de la eficacia de un antigeno en base a la
proteina Apxll, sugiriéndose su utilidad en formulaciones vacunales (Chuekwon

et al.,, 2022).
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2.2. La inmunidad maternal frente a Actinobacillus pleuropneumoniae
2.2.1. La inmunidad de origen maternal en el lechén

Los lechones nacen con un sistema inmune adaptativo de mucosas y sistémico
inmaduro, caracterizado por un numero limitado de linfocitos periféricos, nédulos
linfaticos subdesarrollados y con un bajo nimero de linfocitos T efectores y de memoria
(Sinkora & Butler, 2009). Ademas, la placenta de la especie porcina es de tipo
epiteliocorial (Leiser & Kaufmann, 1994), lo que excluye cualquier tipo de transferencia
de inmunidad a través de esta, siendo por tanto los lechones agammaglobulinémicos al
nacimiento, y aunque inmunocompetentes, no pueden desarrollar una rdpida respuesta
inmune a nivel sistémico o de mucosas (Salmon et al., 2009). Por este motivo, su
supervivencia frente a patégenos depende de la adquisicién de inmunidad maternal a
través de la ingestidon de calostro durante las primeras horas de vida (Poonsuk &

Zimmerman, 2018; Salmon et al., 2009).

Toda la 1gG, un 85% de la I1gM y un 40% de la IgA presente en el calostro se ha
demostrado estar derivada del suero de la cerda, siendo el resto producido en el
parénguima mamario, por lo que se puede considerar al calostro como un trasudado y

no una verdadera secrecion (Bourne & Curtis, 1973).

La absorcién de calostro por parte del lechon se produce durante un tiempo
determinado, asi, esta absorcidon a nivel de duodeno se produce durante unas 3 horas,
a nivel de yeyuno durante unas 48 horas, y llegando a producirse hasta las 72 horas a
nivel de ileon (Murata & Namioka, 1977), siendo los anticuerpos calostrales (IgG)
detectables en el sistema circulatorio del recién nacido a partir de las 48 horas tras el

nacimiento (Watson, 1980; Wilson et al., 1989).

En la cerda al momento del parto, la concentracion de I1gG en el calostro puede ser tres
veces mas elevada que en suero, constituyendo este isotipo mas del 80% del contenido
en inmunoglobulinas calostrales (Curtis & Bourne, 1971), esto da lugar a que los niveles
de IgG en suero de los lechones, durante el encalostrado, puedan ser mas elevados que
en su progenitora, y explica porque cerdas seronegativas para ciertos patégenos podrian

dar lugar a neonatos seropositivos para los mismos (Poonsuk & Zimmerman, 2018).

No obstante, la cantidad de anticuerpos maternales transferidos por la cerda a sus

lechones no solamente depende del nivel de inmunidad de la cerda en el momento del
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parto, sino también de la cantidad de calostro ingerido por cada lechén, que a su vez

también depende del tiempo de encalostrado (Klobasa et al., 1981).

En el lechdn, los niveles de inmunoglobulinas en suero comienzan a disminuir a los dos
dias de vida, como consecuencia del catabolismo proteico y debido a un fendmeno de
dilucion por el incremento del peso y volumen, asi, la tasa de disminucién de la
inmunidad maternal se puede ver afectada por diferencias en la velocidad de
crecimiento entre animales individuales (Curtis & Bourne, 1971). La vida media de estas
IgG en el suero del lechén es de aproximadamente 14 dias, decayendo durante un

periodo superior a las 3 semanas (Curtis & Bourne, 1971).

La persistencia de los anticuerpos maternales en los lechones se puede determinar
mediante deteccién a través de pruebas seroldgicas, siendo la duracién de los
anticuerpos la edad a la que los anticuerpos maternales caen por debajo del limite de
deteccion de la prueba; asi como a través de la tasa de caida o vida media de los
anticuerpos maternales, que indica el tiempo en el que se produce una disminucion del
50% del nivel de anticuerpos en el lechén medido mediante una prueba seroldgica,
considerandose este Ultimo parametro un valor constante y por tanto mds apropiado

para comparar datos entre diferentes estudios (Martinez-Boixaderas et al., 2022).

Se ha observado que la IgG de origen maternal regula negativamente la sintesis de
inmunoglobulinas por parte del lechén (Klobasa et al., 1981), sugiriéndose que este
efecto se podria deber a la neutralizacion de los antigenos cuando entran en el lechén
por parte de estas IgG, o bien producirse mediante un efecto directo sobre los linfocitos
B (Salmon et al., 2009). Se ha sugerido que los lechones no son inmunolégicamente

competentes hasta aproximadamente las 4 semanas de vida (Salmon et al., 2009).

Estas inmunoglobulinas derivadas del calostro, concretamente IgG e IgA pueden acceder
a la superficie mucosa del tracto respiratorio del lechdn recién nacido, por lo que
algunos autores han destacado la importancia de la vacunaciéon de las cerdas
reproductoras con el objetivo de proteger a los lechones frente a las diferentes
infecciones que se puedan producir, especialmente durante las primeras etapas de su

vida (Nechvatalova et al., 2005, 2011).

También es en el tracto digestivo, a través de los espacios intercelulares del epitelio
intestinal, donde tiene lugar la absorcién de leucocitos singénicos presentes en el
calostro, es decir, inicamente se absorben si proceden de la propia madre del lechdn,

necesitando en este caso un tiempo de encalostrado minimo de 12 a 20 horas, y siendo

David Espigares



79

principalmente linfocitos, que alcanzan los nédulos linfaticos mesentéricos y otros

tejidos linfoides y no linfoides (Tuboly et al., 1988).

Estos linfocitos, como células inmunocompetentes y presentadoras de antigenos, se ha
sugerido que pueden transferir sefiales positivas y negativas al sistema inmune del
lechdn, regulando las actividades de los linfocitos B y T (Williams, 1993), asi como
proliferar como respuesta a estimulos antigeno especificos, aunque de forma limitada
(Bandrick, et al., 2014a; Nechvatalova et al., 2011). No obstante, el conocimiento actual
sobre el rol de estas células en la proteccidn del lechdn contra patégenos es aun limitado

(Poonsuk & Zimmerman, 2018).
2.2.2. La inmunidad maternal frente a Actinobacillus pleuropneumoniae

Nielsen (1995) observd que la presencia de anticuerpos frente al serotipo 2 de
Actinobacillus pleuropneumoniae en calostro y en lechones lactantes de 4 dias de vida
estaba correlacionada con una proteccidn completa frente al desafio con este serotipo
(Nielsen, 1995), observandose por este y otros estudios, que la presencia de elevadas
cantidades de anticuerpos calostrales en animales infectados reduce la cantidad de
bacteria en las tonsilas y pulmdn, asi como su excrecién al ambiente, considerandose
como un factor de proteccién frente a la enfermedad (Chiers et al., 2002a; Nechvatalova

et al., 2005; Nielsen, 1975, 1995; Vigre et al., 2002).

No obstante, se ha sugerido que el nivel inicial de anticuerpos maternales serotipo
especificos frente a Actinobacillus pleuropneumoniae puede ser muy variable entre
camadas, probablemente debido a la variacién en el contenido de anticuerpos
calostrales que hay entre las cerdas (Sjélund et al., 2011b; Vigre et al., 2003), pudiendo
ser detectables hasta las 2 semanas de vida del lechdn, llegando en algunos animales
mas alla de las 8 semanas, y reduciéndose a la mitad cada dos semanas; siendo su vida
media de 1 a 3 semanas, con una gran variacién individual, siendo por tanto los lechones
susceptibles a la infeccion a las pocas semanas del nacimiento (Vigre et al., 2003). En
este sentido, se ha observado en estudios posteriores, que esta concentracion inicial de
inmunoglobulinas es sustancialmente mas elevada y duradera en lechones procedentes
de cerdas con niveles elevados de anticuerpos a nivel sérico, que cuando proceden de
cerdas con niveles bajos, sin estar influenciados estos niveles iniciales de inmunidad
maternal por el peso de los lechones, excluyendo los animales no viables (Sjolund et al.,

2011b).
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No obstante, hay que tener en cuenta que estos valores pueden depender también de
la sensibilidad de las pruebas seroldgicas utilizadas para detectar los anticuerpos

(Gottschalk & Broes, 2019).

El isotipo predominante entre las inmunoglobulinas de origen maternal que se puede
encontrar tanto a nivel sanguineo como en fluido bronco-alveolar es IgG,
probablemente debido a un mayor contenido de este isotipo en calostro, y como
consecuencia del periodo de vida media mas corto del resto de los isotipos, si bien
también ser pueden detectarse IgM a nivel sanguineo, asi como IgA a nivel de fluido

pulmonar (Krejci et al., 2005).

Se ha observado que a medida que la proporcion de animales con elevadas
concentraciones de anticuerpos calostrales frente a los diferentes serotipos de A.
pleuropneumoniae va decayendo, comienza a tener lugar una mayor transmisiéon
horizontal de la bacteria, fendmeno que se suele producir entre las 4 y las 12 semanas
de vida, indicdndose la asociacién entre el nivel de inmunidad maternal y la

susceptibilidad de los animales a la infeccién (Vigre et al., 2002).

Por otro lado, los anticuerpos neutralizantes de origen maternal especificos frente a las
toxinas Apx tienen una vida media de 4 a 6 semanas, pudiendo llegar a ser detectados
en suero hasta las 12 semanas de vida (Chiers et al., 2002a; Cruijsen et al., 1995a,c). Se
ha sugerido que los lechones pueden ser colonizados por Actinobacillus
pleuropneumoniae en presencia de anticuerpos frente a las toxinas Apx (Chiers et al.,
2002a), aunque se ha observado que, en presencia de titulos elevados de los mismos,
los animales estan protegidos frente a la enfermedad, siendo por tanto la ausencia de
anticuerpos frente a las toxinas Apx un indicativo de la susceptibilidad de los animales.
Esto hace que los animales a partir de las 12 semanas de vida sean especialmente
susceptibles a padecer la sintomatologia de la pleuroneumonia porcina (Cruijsen et al.,
1995a,c). Por otro lado, hay que tener en cuenta que estos anticuerpos neutralizantes
frente a las toxinas Apx no son especificos de Actinobacillus pleuropneumoniae, es decir,
cerdas reproductoras expuesta a otras bacterias productoras de toxinas RTX como
Escherichia coli, Proteus vulgaris o Actinobacillus suis podrian generar anticuerpos
maternales frente a estas toxinas (Devenish et al., 1989), que se ha sugerido que serian
igualmente protectores frente a la enfermedad (Cruijsen et al., 1995c). Se ha observado
gue la vacunacion de reproductoras con vacunas basadas en toxinas Apx, induce unos

mayores niveles de anticuerpos maternales frente a estas toxinas en sus lechones, al
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menos hasta las 3 semanas de edad, si bien es cierto que no se realizaron muestreos en

animales de mayor edad (Kristensen et al., 2004a).

Teniendo en cuenta el hecho de que los anticuerpos de origen calostral pueden llegar
hasta el tracto respiratorio, se ha sugerido que probablemente puedan evitar la
penetracidn de cantidades elevadas de bacterias al pulmdn, asi como podrian reducir el

efecto de las toxinas Apx (Nechvatalova et al., 2005).

Ademads, se ha observado que, si bien la presencia de niveles elevados de anticuerpos
de origen maternal inhibe parcialmente el desarrollo de una respuesta inmune humoral
cuando los lechones son expuestos a la bacteria, tras una exposiciéon a una dosis baja,
estos animales serian los que posteriormente mejor protegidos estarian frente a un
desafio (Krejci et al., 2005; Nechvatalova et al., 2005), observandose en otros estudios
qgue cuando lechones con niveles elevados de anticuerpos calostrales se infectan y
desarrollan una respuesta inmune mediada por anticuerpos, a pesar de que la
seroconversion es mas tardia, desarrollan una respuesta superior a los animales con

niveles bajos de anticuerpos de origen maternal (Sjélund et al., 2011b).
2.2.3. Interaccidén vacunal con la inmunidad maternal

Los anticuerpos de origen maternal (MDA) transferidos pasivamente a través del
calostro pueden interferir con los procesos de inmunizacién activa que se dan en el
lechdn, retrasando por tanto el desarrollo de esta respuesta inmune activa que se da
como respuesta a una vacuna, fendmeno que se ha observado en varias especies como
humanos, vacas y cerdos, asi como con varios tipos de vacunas, incluyendo tanto

vacunas atenuadas como inactivadas (Salmon et al., 2009).

Incluso titulos bajos de anticuerpos maternales, en niveles no protectores, pueden
continuar siendo capaces de inhibir la respuesta a la vacunacién, por lo que, en esta fase
de la caida de la inmunidad maternal, es cuando se presenta una ventana de
oportunidad para la infeccién por parte de los diferentes agentes patdgenos (Niewiesk,

2014).

Se han sugerido varios mecanismos por los que se podria producir esta interferencia
como son la neutralizacién de las vacunas vivas por parte de los anticuerpos maternales,
enmascaramiento de los epitopos de los linfocitos B evitando su unién al antigeno
vacunal e inhibiendo la activacion de los linfocitos B, asi como la captacion de complejos

antigeno-anticuerpo por parte de las células presentadoras de antigeno; siendo el
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determinante principal de estos mecanismos de interferencia la ratio entre antigeno y

anticuerpos maternales (Ag:MatAb) (Niewiesk, 2014; Siegrist, 2003).

Un mecanismo que se ha podido dilucidar como importante, tanto in vitro como in vivo,
es la inhibicidon de la respuesta por los linfocitos B mediante la unién de IgG al receptor
Fcy tipo 1IB (FcyRIIB). Asi pues, se ha demostrado que la unién simultdanea de complejos
antigeno-anticuerpo tanto al receptor de linfocitos B (BCR), mediante la regidn variable,
como al receptor FcyRIIB mediante la regidn constante de la IgG, produce una inhibicidn
en la activacién de los linfocitos B antigeno-especifica, sugiriéndose que para que dicha
unién cruzada con ambos receptores se produzca, se necesitaria un cierto tamano

minimo del antigeno (Niewiesk, 2014).

No obstante, si bien los anticuerpos maternales son capaces de inhibir la generacién de
anticuerpos, también se ha observado que las repuesta por parte de los linfocitos T

parece no verse afectada (Niewiesk, 2014; Siegrist, 2003).

En sentido contrario, se ha sugerido que factores maternales antigeno-especificos, que
se van perdiendo a medida que el sistema inmune del lechéon madura, podrian tener
diferentes efectos en la respuesta inmune humoral del lechdn neonato en funcién de la
edad y el compartimento inmune, al observar en un estudio una mejor respuesta a los
7 dias que a los 14 dias, y de forma diferente a nivel sérico, nasal y salivar (Guzman-

Bautista et al., 2014).

Esta interferencia de la inmunidad maternal de los lechones con la vacunaciéon se ha
observado con varios tipos de vacunas y frente a varios agentes como virus de la
enfermedad de Aujeszky (ADV), virus de la influenza porcina (swlAV), Bordetella
bronchiseptica, Mycoplasma hyoneumoniae, virus del sindrome respiratorio vy
reproductivo porcino (PRRS), circovirus porcino tipo 2 (PCV2), virus de la peste porcina
clasica, rotavirus, Glaesserella parasuis y parvovirus porcino (Fiers et al., 2023;

Pomorska-Mdl et al., 2011; Salmon et al., 2009; Wrathall et al., 1987).

En el caso del virus de la enfermedad de Aujeszky, se ha observado por diferentes
estudios una interaccién entre la inmunidad maternal y las vacunas inactivadas o
atenuadas (Boersma et al., 1998; Bouma et al., 1997; Pomorska-Mdl et al., 2010; Van
Oirschot, 1987, 1991; Van Oirschot & De Leeuw, 1985). A medida que los niveles de
anticuerpos maternales frente al ADV son mas elevados en el momento de la
vacunacion, sea por via intranasal o parenteral, la produccion de anticuerpos

neutralizantes es mas baja, hasta incluso llegar a estar suprimida (Pomorska-Mol et al.,
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2010; Van Oirschot, 1987; Van Oirschot & De Leeuw, 1985). No obstante, también se ha
observado que a pesar de no detectarse seroconversion tras la vacunacion en presencia
de MDA, si que se parece inducir memoria inmunolégica, sugiriéndose una contribucion
importante por parte de la inmunidad celular en la proteccién (Boersma et al., 1998;
Van Oirschot, 1987, 1991), en especial en animales vacunados por via intranasal con
vacunas atenuadas, siendo esta ruta mas eficiente en términos de control de la
excrecion virica y de la sintomatologia, sugiriéndose un importante rol por parte de la
inmunidad de mucosas en la proteccion inferida por la vacunacion (Van Oirschot, 1987,
1991), asi como en animales vacunados con dos dosis de vacuna atenuada a las 10y 14
semanas de vida, una vez que el nivel de anticuerpos maternales no es tan elevado como

para interferir en la eficacia vacunal (Pomorska-Mdél et al., 2010).

En el caso de vacunas frente al circovirus porcino tipo 2 (PCV2), se ha observado por
diversos estudios que se produce una interferencia de los anticuerpos de origen
maternal con el desarrollo de una respuesta inmune humoral tras la vacunacidn,
evidenciada por una ausencia o reduccion de la seroconversion (Feng et al., 2016; Fort
et al., 2009; Fraile et al., 2012; Kiss et al., 2021; Martelli et al., 2016; Poulsen Nautrup et
al., 2021), siendo esta interferencia mas elevada a medida que el nivel de anticuerpos
maternales es mas elevado (Feng et al., 2016; Fort et al., 2009; Fraile et al., 2012; Kiss et
al.,, 2021; Martelli et al., 2016). Sin embargo, a pesar de la presencia de inmunidad
humoral de origen maternal, la vacunacién es efectiva en términos de reducciéon de la
viremia y excrecién de virus, asi como en términos de sintomatologia clinica (se reduce
la mortalidad y se mejora la ganancia media diaria), posiblemente debido a la induccion
de una respuesta inmune de tipo celular en respuesta a la vacunacién (Feng et al., 2016;
Figueras-Gourgues et al., 2019; Fort et al., 2009; Fraile et al., 2012; Haake et al., 2014;
Kiss et al., 2021; Martelli et al., 2016; Opriessnig et al., 2008; Poulsen Nautrup et al.,
2021; Villa-Mancera et al., 2016). No obstante, se ha sugerido que animales vacunados
con niveles bajos de anticuerpos maternales pueden presentar beneficios en términos
de control de la viremia y ganancia media diaria en comparacién con animales
vacunados en presencia de niveles extremadamente elevados de inmunidad maternal
(Feng et al., 2016), si bien otros estudios sugieren lo opuesto, que el grado de proteccion
no estd relacionado con el nivel de anticuerpos maternales en el momento de la
vacunacion, cuando ésta se lleva a cabo a partir de las 3-4 semanas de vida (Figueras-
Gourgues et al., 2019; Martelli et al., 2016; Martin-Valls et al., 2023). También se ha

sugerido, que los anticuerpos de origen maternal no son el Unico factor que podria
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interferir con la vacunacién frente a PCV2, sino que otros factores, como citoquinas
inespecificas o factores asociados a la inmunidad celular especifica, podrian jugar un
importante rol, ya que animales vacunados en la primera semana de vida, a pesar de
tener niveles de anticuerpos maternales equivalentes a animales vacunados a las 3

semanas de edad, la vacunacion se mostro inefectiva (Haake et al., 2014).

En el caso del virus de la influenza porcina (swlAV), también se ha observado que tras la
administracién de vacunas inactivadas en presencia de niveles elevados de anticuerpos
maternales especificos, no se induce una produccién significativa de anticuerpos
(Kitikoon et al., 2006; Markowska-Daniel et al., 2011; Rajao et al., 2016), sugiriéndose
una correlaciéon negativa entre los titulos de inhibicion de la hemaglutinacion (IH) al
momento de la vacunaciéon y el desarrollo de una respuesta inmune humoral post-
vacunal (Markowska-Daniel et al., 2011), observandose ademas que la presencia de
anticuerpos maternales en el momento de la vacunacién puede reducir la eficacia de la
vacuna en términos de sintomas clinicos y lesiones (Kitkoon2006, Sandbulte2014), nivel
de replicacidn virica (Sandbulte et al., 2014), asi como inhibicién de la produccion de
linfocitos T de memoria especificos frente a swlAV (Kitikoon et al., 2006). Sin embargo,
se ha observado que la aplicaciéon de una vacuna viva atenuada por via intranasal o
intramuscular en presencia de anticuerpos maternales puede conferir protecciéon frente
al swlAV en términos de reduccion de sintomas clinicos, lesiones y replicacion virica a
nivel de vias aéreas, si bien la administracidn de la vacuna viva por via intramuscular en
presencia de MDA no desencadend una respuesta mediada por anticuerpos (Pyo et al.,

2015; Sandbulte et al., 2014).

Resultados contradictorios se han observado en cuanto a la interaccidn de los
anticuerpos de origen maternal con las vacunas vivas atenuadas (MLV) aplicadas frente
al virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS). Asi, algunos estudios
han observado una clara interferencia de los MDA con la vacunacién mediante MLV, con
una reduccién de la respuesta inmune de tipo humoral y celular, asi como en términos
de parametros viroldgicos, sugiriendo ademas que otros factores como el interferén de
tipo a podria interferir también con la vacunacidn, hipotetizando una posible inhibicién
en la replicacién del virus vivo vacunal por parte de esta citoquina (Fablet et al., 2016;
Fiers et al., 2023, 2024; Renson et al., 2019). Sin embargo, en otros estudios se ha
observado que la inmunidad maternal en animales vacunados con 1 dia de vida
mediante una vacuna MLV no interferia con el desarrollo de una respuesta inmune

parcialmente protectora frente al desafio con el virus, determinado mediante una
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mejora en los parametros clinicos, productivos y viroldgicos, asi como en el desarrollo
de wuna respuesta inmune mediada por anticuerpos determinada mediante

seroconversioén (Balasch et al., 2018; Jeong et al., 2018).

La vacunacion con vacunas inactivadas frente a Mycoplasma hyopneumoniae en
presencia de anticuerpos maternales también se ha observado que interfiere con el
desarrollo de la respuesta inmune de tipo humoral, con una baja o nula seroconversion
de los lechones vacunados en presencia de MDA, si bien parece que esta interferencia
no afecta a la respuesta inmune de tipo celular, por lo que se ha sugerido que esta
ausencia de seroconversion no afecta a la efectividad de la vacuna en términos de

proteccion clinica (Bandrick et al., 2014b; Martelli et al., 2006).

En cuanto a la interferencia de la inmunidad maternal con vacunas frente a
Actinobacillus pleuropneumoniae, en un estudio de campo se observé que la vacunacion
con una vacuna de subunidades a base las toxinas ApxI-lll y una Omp en presencia de
niveles elevados de anticuerpos maternales no desencadend respuesta seroldgica
detectable, sugiriéndose que la interferencia de la inmunidad maternal con la
vacunacion pudo afectar a la eficacia de la vacuna (Jirawattanapong et al., 2008),
mientras que en otro estudio la vacunacidn de animales en presencia de niveles bajos o
inexistentes de inmunidad maternal frente a las toxinas | y lll si que indujo una respuesta
serolégica detectable, no detectandose seroconversion frente a la toxina Apxll,
posiblemente debido a niveles mas elevados de anticuerpos maternales en los lechones
frente a esta toxina, si bien se sugiere que este hecho no afectd a la eficacia vacunal

(Tumamao et al., 2004a).

Se han estudiado para varias enfermedades diferentes estrategias para eludir la
interferencia de la inmunidad maternal con la vacunacidén, como vacunas de ADN,
vacunacion a través de mucosas, vacunas vectorizadas recombinantes, asi como
combinaciones de vacunas con citoquinas o diferentes adyuvantes, todas ellas con

resultados contradictorios (Niewiesk, 2014; Salmon et al., 2009; Siegrist, 2003).
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3. OBIJETIVOS
3.1. Objetivos primarios

El primer objetivo de este trabajo fue realizar una valoracidn de los niveles y la duracién de
los anticuerpos maternales frente a las toxinas Apx |, II, lll y IV y frente a una proteina de la
membrana externa (OmpA) de A. pleuropneumoniae, desde el nacimiento hasta la 102
semana de vida, asi como su relacidon con los niveles de anticuerpos presentes en sus

progenitoras frente a dichas toxinas.

En segundo lugar, realizar un estudio de la correlacién entre los niveles de anticuerpos
frente a las toxinas Apx y frente a la proteina OmpA, medidos con tres pruebas ELISA in
house para la deteccién de anticuerpos maternales frente a las toxinas ApxI-Ill, con un kit
diagndéstico comercial para deteccién de anticuerpos frente a la toxina ApxIV de A.
pleuropneumoniae y otro kit para la deteccién de anticuerpos frente a la proteina de Ila

membrana externa (OmpA) de la bacteria.
3.2. Objetivos secundarios

Uno de los objetivos secundarios de este trabajo fue el estudio de un protocolo para evitar
que los lechones procedentes de cerdas positivas a A. pleuropneumoniae fuesen colonizados

por la bacteria durante la duracién del estudio.

Otro de los objetivos secundarios de este estudio fue realizar una evaluacién mediante las
cuatro pruebas ELISA ApxI-IV de la deteccion de anticuerpos frente a las toxinas Apxl, II, lll y
IV en una granja negativa a A. pleuropneumoniae, asi como evaluar la deteccién de
anticuerpos frente a la OmpA en dicha granja negativa, mediante el kit ELISA para OmpA de

APP, y evaluar la concordancia entre las diferentes pruebas.
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4. MATERIALY METODOS
4.1. Seleccion de las granjas

Para llevar a cabo el presente trabajo se seleccionaron dos estructuras productivas
diferentes, una de ellas positiva a A. pleuropneumoniae (estructura A), en la que poder
evaluar la dinamica de los anticuerpos maternales frente a las toxinas ApxI-lll y IV y frente a
la proteina OmpA en condiciones de campo; y la otra negativa a A. pleuropneumoniae
(estructura B), en la que poder evaluar la presencia, si es que la hubiere, mediante las
pruebas seroldgicas utilizadas en el estudio, de anticuerpos frente a las toxinas ApxI-lll y IV
y frente a la proteina OmpA de A. pleuropneumoniae en animales procedentes de una granja

negativa a la enfermedad.

La estructura A consistio en un sistema de produccidon multi sitio en 3 fases perteneciente a
una compafiia integradora de ganado porcino sita en la Regién de Murcia (Espafia). En

concreto, estaba compuesta por:

e Granja A. Granja de 2.000 reproductoras, genética cruzada Landrace y Large
White con produccidon de lechdn a destete (28 dias de vida) situada en el
municipio de Murcia (Espafa) con un sistema productivo en bandas semanales
mediante flujo todo dentro — todo fuera. Programa sanitario con vacunacién de
cerdas frente a Parvovirus porcino y Erysipelothrix rhusiopathiae en la segunda
semana de lactacién, Enfermedad de Aujeszky cada 4 meses en sdbana,
Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino cada 4 meses en sabana,
Escherichia coli y Clostridium perfringens a los 90 dias de gestacion, asi como
lechones frente a Mycoplasma hyopneumoniae y Circovirus Porcino tipo 2 a los

21 dias de vida.

e Transicion A. Granja de transicion dividida en 5 naves con capacidad para 550
lechones cada una, alojando a los lechones desde el destete (=6 kg de peso vivo)
a la entrada a cebo (=20 kg peso vivo), entre la 42 y 102 semanas de vida, situada
en el municipio de Fuente Alamo, Murcia (Espafia), con manejo todo dentro

todo fuera por nave con un Unico origen de lechones.

e Cebo A. Granja de cebo con 3 naves y capacidad de 550 animales cada una de
ellas, alojando a los animales desde los =20 kg de peso vivo hasta salida a
matadero, con un peso aproximado de 120 kg, entre la 102 y 242 semanas de

vida, situada en el municipio de Librilla, Murcia (Espafia), con un Unico origen de
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lechones. En este emplazamiento, los animales se vacunan frente a Enfermedad

de Aujeszky a la 122 y 142 semana de vida.

Esta estructura, positiva a A. pleuropneumoniae, presentaba brotes clinicos frente a la
enfermedad en animales en fase de cebo, de los que se tomaron muestras de pulmdn para
realizar cultivo y determinacion del serotipo implicado en los brotes clinicos, asi como el
antibiograma correspondiente. Posteriormente se llevé a cabo el chequeo seroldgico de 30
cerdas seleccionadas aleatoriamente para confirmar la positividad de la granja mediante kit
seroldgico IDEXX APP-ApxIV Ab (Idexx, Westbrook, Estados Unidos). Todos los analisis con
este kit fueron llevados a cabo en un laboratorio externo, Ovislab SL (Llinars del Vallés,

Barcelona, Espafia), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez seleccionadas las cerdas participantes en el estudio, siguiendo los criterios que se
explican en el siguiente apartado, a todas ellas se les realizé un chequeo seroldgico para
confirmar la positividad mediante kit serolégico IDEXX APP-ApxIV Ab, asi como un chequeo
seroldgico especifico de serotipos de A. pleuropneumoniae para confirmar los serotipos
frente a los que habia anticuerpos en las cerdas mediante kit serolégico Swinecheck® mix-
APP 1-2-9-11, 3-6-8-15, 4-5-7, Swinecheck® mix-APP 10-12 y Swinecheck® APP 13 (Biovet,
Saint-Hyacinthe, Canadad) siguiendo en ambos casos las instrucciones de los fabricantes por

parte del laboratorio externo Ovislab SL.

La estructura B consistié en una granja de multiplicacién perteneciente a una compaiiia
integradora de ganado porcino sita en Cataluia (Espafia), con 900 reproductoras, raza
Landrace, destinadas a la produccién de futuras cerdas F1 (cruce Landrace por Large White),
destete a 28 dias de vida, localizada en el municipio de La Muela, Zaragoza (Espafia), sistema
productivo en bandas semanales y flujo todo dentro — todo fuera. Programa sanitario con
vacunacion de cerdas frente a Parvovirus porcino y Erysipelothrix rhusiopathiae en la
segunda semana de lactacién, Escherichia coli y Clostridium perfringens a los 90 dias de
gestacion, asi como vacunacion de lechones frente a Circovirus Porcino tipo 2 a los 21 dias
de vida, siendo esta granja negativa a Mycoplasma hyopneumoniae. Las lechonas una vez
destetadas, son alojadas en la misma granja en las instalaciones de transicion hasta las 10
semanas de vida (=18 kg), momento en el que son enviadas a los centros de recria. Los

lechones (machos), una vez destetados, son enviados a matadero.

De esta estructura, negativa a A. pleuropneumoniae, se toman muestras para confirmacién
de negatividad, a través de un chequeo seroldgico de 30 cerdas mediante kit seroldgico

IDEXX APP-ApxIV Ab (Idexx, Westbrook, Estados Unidos).
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Ambas estructuras productivas cumplian con los requerimientos del Real Decreto
1135/2002, de 31 de octubre, relativo a las normas minimas para la proteccién de cerdos,
asi como con los del Real Decreto 306/2020, de 11 de febrero, por el que se establecen las

normas basicas de ordenacion de las granjas porcinas intensivas en Espafia.
4.2. Seleccion de los animales

Con el objetivo de tener un tamafio muestral minimo de 30 animales, y asi tener una
muestra lo suficientemente grande de modo que, por el teorema central de limite la
distribucién de la media de las variables estudiadas se aproximasen a una ley Normal, y
como tales pudiesen ser analizadas estadisticamente por técnicas paramétricas (método
asintético), se determind la seleccidon de 42 lechones en cada grupo, con una previsién a
maximos de posibles pérdidas del 40% durante la duracidn del estudio (20% durante la fase

de lactacién, 10% durante la fase de transicién y 10% durante la fase de cebo).

Asi pues, en la granja de reproductoras de la estructura A, para formar el grupo A, se
seleccionaron aleatoriamente, estratificando por paridad, 7 cerdas de un lote semanal de
partos al momento de entrada a las salas de lactacidn, y de cada una de estas 7 cerdas, a las
24 horas del parto se seleccionaron de forma aleatoria, estratificando por sexo, 6 lechones,
siendo por tanto un total de 42 lechones, que se identificaron mediante crotal auricular de
botdn con punta de acero Inserfix® (Inserbo S.L., Lleida, Espaina), de color verde y numerados
del 1 al 42, colocados en ambos pabellones auriculares. En cuanto al sexo, el grupo quedd

conformado por 22 machos y 20 hembras.

Los 42 animales fueron alojados en las condiciones de produccion de la estructura A,
situados todos en las mismas salas de transicidn y cebo, y conviviendo dentro de las mismas
instalaciones con otros animales procedentes del mismo lote productivo que no estaban
incluidos en la prueba, y por tanto no fueron sometidos a ninguno de los tratamientos

utilizados en el estudio.

En la estructura B, para la formacion del grupo B, se seleccionaron aleatoriamente 42
lechones en el momento del destete y entrada a sala de transicién, y se identificaron
mediante crotal auricular de botdn con punta de acero Inserfix® (Inserbo S.L., Lleida, Espafia)
de color blanco, quedando numerados del 1 al 42 con crotal de color blanco, colocados en
ambos pabellones auriculares. En este caso, al tratarse de una granja de multiplicacién, para

facilitar el seguimiento de los animales, todos los lechones seleccionados fueron hembras.
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Todos estos animales fueron alojados en las condiciones de produccion de la estructura B,
situados en las mismas salas de transicién, y conviviendo en las mismas instalaciones con
otros animales procedentes del mismo lote productivo que no estaban incluidos en la

prueba.
4.3. Manejo de los animales

En la granja A, positiva a A. pleuropneumoniae, con el objetivo de evitar que los lechones
fuesen colonizados por la bacteria que se pudiese transmitir por parte de la madre, y que
los anticuerpos detectados se debiesen exclusivamente a los transmitidos por su madre a
través del calostro, en funcién de la bibliografia existente y de los resultados obtenidos en
el antibiograma, se llevé a cabo un protocolo consistente en el tratamiento de todas las
cerdas reproductoras del lote semanal con marbofloxacina (Marbox®, Ceva Santé Animale,
Francia) a 8 mg/kg el dia del parto, asi como a los 11 dias de lactacién, llevado a cabo
mediante jeringa Starvet® de 20 ml graduable (Inserbo S.L., Lleida, Espafia), con agujas
reforzadas Starvet® (Inserbo S.L., Lleida, Espafia), con un tamaino de 50 x 20 mm, con el

objetivo de evitar la excrecion de A. pleuropneumoniae por parte de las cerdas.

También en la estructura A, y vistos los resultados del antibiograma, los lechones incluidos
en la prueba fueron tratados con una dosis de tulatromicina (Tulaven®, Ceva Santé Animale,
Francia) a 5 mg/kg cada 14 dias desde la segunda semana hasta la decimosexta semana de
edad, mediante un dispositivo de vacunaciéon HSW Eco-Matic® de 0,2-2 ml (Henke Sass Wolf
GmbH, Tuttlingen, Alemania), con agujas reforzadas Starvet® (Inserbo S.L., Lleida, Espafia),
con tamafio en funcion de la edad (ver tabla), con el objetivo de evitar la infeccion por la
bacteria procedente de la madre durante la fase de lactacidn o procedente de los otros

animales del lote durante las fases de transicién y cebo.
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Tabla 3. Tamario de aguja utilizado segun la edad

Edad (semanas)| Tamafo de aguja (mm.)
2 15x 15
4 20x15
5 25x15
6 25x15
7 25x15
8 30x 15
9 30x15
10 30x15
12 35x15
14 35x15
16 35x15

Ninguno de estos tratamientos preventivos en cerdas y lechones fue aplicado en la

estructura B.

En ambas granjas los lechones fueron destetados a los 28 dias de edad y trasladados a las
instalaciones descritas de transicion, en las que estuvieron hasta la semana 10 de edad. En
el caso de la estructura A posteriormente fueron trasladados a las instalaciones de engorde
descritas, donde permanecieron al menos hasta el final del estudio, a las 18 semanas de

edad. En el caso de la estructura B, el seguimiento finalizé a las 10 semanas de vida.

Todos los procedimientos aplicados en estos estudios fueron evaluados por el comité de
bioética de la Universidad de Murcia (CEEA871) y autorizados por la Consejeria de

Agricultura, Ganaderia, Medio Ambiente y Agua de la Regidon de Murcia (A13231104).
4.4. Toma de muestras

La toma de muestras de sangre de las cerdas se realizé6 mediante venopuncidn cervical con
sistema Vacutainer® y agujas de 38 x 1,2 mm en tubos sin aditivos (Becton Dickinson &

Company, New Jersey, Estados Unidos).

La toma de muestras de sangre de los lechones se realizé mediante venopuncion cervical
con sistema Vacutainer® y agujas de 25 x 0,9 mm en tubos sin aditivos (Becton Dickinson &
Company, New Jersey, Estados Unidos) hasta la sexta semana de vida, de la séptima semana

en adelante las agujas utilizadas fueron de 25 x 1,2 mm, también con sistema Vacutainer®.

Los animales del grupo A fueron muestreados a las 24 horas de vida, para determinar el nivel

de anticuerpos de origen maternal frente a las toxinas Apxl-lll y IV y frente a la proteina
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OmpA, obtenidos tras el encalostrado, y posteriormente fueron muestreados cada 7 dias
hasta la semana 10 de vida para evaluar la presencia, niveles y la evolucién de dichos
anticuerpos, finalmente se realizé un Ultimo muestreo a la semana 18 de vida para chequear
el nivel de anticuerpos frente a la toxina ApxIV con el objetivo de testar si los animales se
habian infectado por A. pleuropneumoniae, y comparar los resultados con el resto de
pruebas serolégicas. En este grupo también se tomaron muestras de las cerdas
seleccionadas para comparar los niveles de anticuerpos de los lechones a las 24 horas con

los de sus progenitoras.

Los animales del grupo B fueron muestreados a las 4 y 10 semanas de vida, en los momentos
del destete y de salida a centros de recria, como controles negativos de la prueba seroldgica
frente a las toxinas ApxI-lll y IV y la proteina OmpA, y para evaluar la posible presencia de
anticuerpos debido a otros patégenos presentes en la granja con produccion de toxinas
Apxl-1ll, otras toxinas RTX o presencia de proteinas de membrana que pudiesen presentar

reaccion serolégica cruzada.

Tabla 4. Resumen de los grupos Ay B

Grupo A Grupo B
Crotal Verde Blanco
22 machos
Lechones 42 hembras
20 hembras
Estatus APP Positivo Negativo
N° de muestreos 11 (semanales) 2
Primer muestreo 24 horas Semana 4
Ultimo muestreo Semana 10 Semana 10
*Muestreo adicional a semana
18
Tratamiento preventivo APP Si No

4.5. Evaluacion clinica

Los animales del grupo A fueron valorados clinicamente una vez por semana, desde las 24

horas de vida hasta la semana 18, realizando una evaluacién de sintomas respiratorios: tos
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y disnea. Esta evaluacion se realizd mediante el sistema propuesto por Roberts et al., (2011),

con la siguiente metodologia:
o Tos. (0-3)
= (0= No presenta tos

= 1=Tos leve, episodios aislados, de corta duracién (inferior a 5 segundos), sin

descarga nasal

= 2= Tos moderada, episodios aislados, duracién > a 5 segundos y con

descarga nasal, sin dificultad respiratoria.

= 3= Episodios de tos insidiosa y recurrente, que producen dificultad

respiratoria.
o Disnea. (0-3)
= 0= No presenta disnea
= 1= Ligera respiracion abdominal, sin dificultad para el movimiento.

= 2= Respiracién abdominal, animales con dificultad moderada para el
movimiento, se mueven si se les levanta, permanecen tumbados

lateralmente.
= 3= Dificultad respiratoria severa, postura de perro sentado.
4.6. Procesado de las muestras

Todas las muestras obtenidas se mantuvieron en refrigeracién durante todo el proceso de
extraccidon y transporte a laboratorio mediante cajas isotermas y acumuladores de frio. Una
vez en el laboratorio situado en la Facultad de Veterinaria de Murcia, se separd el suero
mediante centrifugacidn durante 10 minutos a 3.000 rpm, en una centrifugadora Centronic
S-577 (J.P. Selecta, Barcelona, Espafia) y éste fue almacenado en microtubos graduados de
polipropileno Eppendorf® (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Estados Unidos) en
camara de congelacién a -80°C en un congelador Platinum 340 (Angelantoni Life Sciences

Srl., Massa Martana, Italia) hasta el momento de realizar los anilisis.
4.7. Pruebas ELISA Apx |, Il y llI

Estas tres pruebas seroldgicas para la deteccidn de anticuerpos frente a las toxinas Apxl, Il y

Il mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA) se llevaron a cabo siguiendo la metodologia
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desarrollada en el laboratorio internacional de referencia para la pleuroneumonia porcina
causada por A. pleuropneumoniae en la Universidad de Montreal (Canadd), bajo la

supervision del Dr. Marcelo Gottschalk.
4.7.1. Preparacion de la solucién de antigenado

Para la preparacion de la solucion empleada en el antigenado de placas se afiade a un
matraz de 1 litro de capacidad 5,2 gramos de NaHCOs (Scharlab S.L., Barcelona, Espaiia),
4,0 gramos de Na,COs (Scharlab S.L., Barcelona, Espafa), medido mediante béascula de
precisiéon TE1502S (Sartorius AG, Gottingen, Alemania) y se completa hasta 1.000
mililitros con agua desmineralizada, agitando hasta su completa disolucidén, mientras se
mide con pH-metro modelo Crison Digit-501 (Crison Instruments S.L., Barcelona,
Espafia) hasta que el pH quede estabilizado en 9,6 Esta solucién se mantiene en
refrigeracion a 4°C en refrigerador Liebherr mod. 2834 Comfort (Liebherr International

Deutschland GmbH, Alemania), con una duracién maxima de 1 semana.
4.7.2. Preparacion de la solucidén de lavado

La preparaciéon de la solucion de lavado empleada durante la prueba se realiza

preparando dos soluciones diferentes:

e Solucién A, compuesta por 17,52 gr de NaCl (Duchefa Biochemie B.V., Haarlem,
Paises Bajos), 2,76 gr de NaH,PO, ¢ H,O (Scharlab S.L., Barcelona, Espaia), 1 |

de agua desmineralizada y se agita hasta su completa disolucion.

e Solucién B, compuesta por 61,32 gr de NaCl, 9,94 gr de Na;HPO4 (Scharlab S.L.,
Barcelona, Espafia), 3,5 litros de agua desmineralizada y se agita hasta su

completa disolucion.

Una vez tenemos ambas soluciones, se mide con pH-metro el pH de la solucién B,

mientras se afiade solucidn A hasta que el pH alcance 7,3 (7,25-7,35).

Se evalua el volumen total de la solucidn final en litros y se afladen por cada litro 0,5 ml
de Tween-20 (Biorbyt Ltd., Cambridge, Reino Unido). Esta solucién final se agita durante

al menos 15 minutos.
4.7.3. Rehidratacion de las proteinas Apx

Se afladen mediante pipeta monocanal automatica Handrop® (Deltalab S.L., Barcelona,
Espafia) 500 pl de agua desmineralizada a un vial de 500 ug de proteina Apx |, Il o llI

recombinante liofilizada (Bio Basic Inc., Markham, Canada), mezclandose hasta su
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completa disolucién, realizdndose alicuotas de 30 pl, que se almacenan a -80°C en tubos

eppendorf® para su posterior uso durante el antigenado de las siguientes placas.
4.7.4. Tapizado de placas seroldgicas

Para el antigenado de las placas se afiaden 12 pl de la solucién 1 mg/ml de la proteina
Apx |, Il o lll preparada en el punto anterior en un tubo de ensayo y se afladen 6 ml de
la solucién de antigenado mediante aspirador de pipetas de seguridad (Deltalab,
Barcelona, Espana) y pipeta monouso de cristal (Deltalab, Barcelona, Espafia), se agita
en Vortex ZX3 (Velp Scientifica Srl., Italia) y posteriormente se distribuye mediante
pipeta multicanal automatica de 8 canales Finnpipette® (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA) a 50 pl/pocillo en cada columna de la 2 a la 12 de una placa seroldgica
de poliestireno con 96 pocillos Costar® (Corning Inc., Kennebunk, USA), quedando la
columna 1 como control negativo. Finalmente se cubre la placa con un adhesivo plastico
de poliéster (Corning Inc., Kennebunk, USA) y se incuba a 4°C durante 18 horas en un
refrigerador Liebherr mod. 2834 Comfort (Liebherr International Deutschland GmbH,

Alemania).
4.7.5. Preparacion de las muestras y controles

Cada placa incluye dos controles positivos y dos controles negativos, testdndose cada

muestra también por duplicado, distribuidas tal y como se indica en la imagen.
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Figura 1. Organizacion de las placas para ELISA (cortesia Sonia Lacouture, Universidad de Montreal). En color
negro: sin antigenar; en azul: control positivo; en verde: control negativo; y resto: muestras a evaluar por
duplicado.
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e Dilucién 1/50. Para cada suero, control positivo y control negativo se
dispensan 245 ul de solucién de lavado en un tubo de dilucién, se agita el
suero, previamente atemperado a temperatura ambiente, y se afiaden 5 pl

de este.

e Diluciones 1/1600 (para Apx | y Ill). Para cada suero, control positivo y
control negativo se dispensan 310 ul de solucién de lavado en un tubo de

dilucidn, y se afiaden 10 pl de la solucién 1/50.

e Dilucién 1/3200 (para Apx Il). Para cada suero, control positivo y control
negativo se dispensan 630 pl de solucién de lavado en un tubo de dilucién,

y se afladen 10 pl de la solucién 1/50.
4.7.6. Desarrollo de la prueba

Se retira el adhesivo, se lava con solucion de lavado 3 veces la placa antigenada y
posteriormente se sacude con movimientos firmes y secos para retirar el liquido

remanente hasta que la placa quede seca.

Se afladen 50 pl de la muestra diluida (1/1600 o 1/3200 segin sea Apx |, Il o Ill) y de los
controles positivo y negativo a los pocillos, acorde al esquema indicado y se deja incubar
durante 1 hora a 37°C en una estufa Binder modelo ED 23 (Binder GmbH, Tuttlingen,
Alemania), de este modo los anticuerpos especificos frente a la toxinas Apxl, Il o lll
presentes en la muestra, segun el caso, se unen al antigeno que tapiza los pocillos

formando un complejo antigeno-anticuerpo en la superficie del pocillo.

Unos minutos antes del final del periodo de incubacion se prepara la solucién de
conjugado (una inmunoglobulina especifica para porcino unida al enzima peroxidasa)
afiadiendo 3 pl de Peroxidasa AffiniPure Goat Anti-Swine IgG, (Jackson Immunoresearch
Laboratories Inc, West Grove, USA) a 18 ml de solucién de lavado en un tubo cénico de

50 ml (Deltalab, Barcelona, Espafia).

Tras laincubacion de las muestras diluidas, se vuelve a lavar la placa 3 veces con solucién
de lavado, se afiaden 50 pl de solucién de conjugado a cada pocillo mediante pipeta
multicanal automatica (excepto a la columna 1), y se vuelve a incubar durante 1 hora en

estufa a 37°C, en este paso, la inmunoglobulina especifica para porcino unida al enzima
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peroxidasa, se une a los anticuerpos que se unieron a la proteina Apxl, Il o lll, segun el

caso, con que se tapizaron la placa.

Posteriormente a la incubacién, mediante pipeta multicanal automatica, se anaden a
cada pocillo 100 pl de solucién de cromégeno TMB, (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA), previamente atemperada en oscuridad, y se incuba durante 15 minutos

en estufa a 37°C.

Finalmente se afladen, mediante pipeta multicanal automatica, 50 ul de H,SO4 1N a cada
pocillo para detener la reaccidn de la solucién de cromégeno, y se procede a su lectura
mediante un lector de microplacas Anthos 2010, (Anthos Labtec Instruments, Austria) a
450 nm. El grado de color que se haya generado serd directamente proporcional a la
cantidad de anticuerpos especificos frente a los antigenos Apxl, Il o Ill (segln el caso)

presentes en la muestra
4.7.7. Validacidon de la prueba

La prueba es considera valida si la densidad éptica (DO) a 450 nm del control negativo
es inferior a 0,3 y el control positivo es superior o igual a 0,9 e inferior a 1,5. También se
evalua la concordancia entre muestras duplicadas en la misma placa, no aceptandose

una variacién entre ellas superior al 30%.
4.7.8. Calculo de resultados

Para la obtencién del resultado final, en primer lugar, se realiza la media de la DO de los
dos pocillos que contienen la misma muestra, de los dos controles positivos, asi como
de los dos controles negativos, obteniendo asi la DO final de la muestra (S), la DO final

del control positivo (CP), y la DO final del control negativo (CN).

El resultado final de cada muestra (en valor S/P) sera el cociente entre los valores S de
cada muestra y los valores CP de la placa, restando a ambos el valor del CN de la placa,

tal y como se expone en la siguiente féormula:

S—CN

valorS/P = m
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En este estudio el resultado se ha considerado positivo cuando el valor S/P supera el
valor de 0,3. En todas las figuras que expresan resultados, este punto de corte se ha

marcado con una linea roja.
4.8. Prueba ELISA ApxIV

La prueba serolégica para la deteccién de anticuerpos frente a la toxina ApxIV mediante
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) se llevo a cabo en el laboratorio de diagndstico Ovislab SL
(Llinars del Vallés, Barcelona (Espafia), mediante el kit de diagndstico comercial IDEXX APP-
ApxIV Ab (Idexx, Westbrook, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones recomendadas por
el fabricante. En este kit las placas se suministran tapizadas con una la toxina ApxIV
recombinante, las muestras diluidas se incuban en dichas placas y los anticuerpos
especificos frente a la toxina ApxIV se unen al antigeno que tapiza los pocillos formando un
complejo antigeno-anticuerpo en la superficie del pocillo, elimindndose mediante lavado el
material que no haya quedado unido. Posteriormente, se afiade un conjugado formado por
una inmunoglobulina especifica para porcino unida a una enzima peroxidasa, el cual tiene
la capacidad de unirse a los anticuerpos que se unieron a la proteina ApxIV que tapiza la
placa. El conjugado que no se ha unido se elimina mediante lavado y finalmente se afiade
solucion de cromoégeno TMB a los pocillos. El grado de color que se genera (medido a una
densidad optica de 450 nm) es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos
especificos frente a la proteina ApxIV presente en la muestra. Los resultados se obtienen
comparando la densidad 6ptica de los pocillos con muestra (S), con la densidad éptica de los
pocillos que contienen el control positivo (CP), restando a ambos el valor del control

negativo (CN), expresado en valor S/P, mediante la férmula:

l SP—S_CN
valor S/ =P CN

El fabricante considera un resultado positivo cuando el valor S/P es superior a 0,5. En todas

las figuras que expresan resultados, este punto de corte se ha marcado con una linea roja.
4.9. Prueba ELISA OmpA

La prueba seroldgica para la deteccidn de anticuerpos frente a la proteina de la membrana
externa A de A. pleuropneumoniae (OmpA) mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA) se

llevd a cabo en el laboratorio de diagnéstico Seysa, en Valmojado, Toledo (Espafia),
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mediante el kit de diagndstico comercial APP OmpA Antibody Test (Biochek BV., Reeuwijk,
Paises Bajos), siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante. En este kit las
placas se suministran tapizadas con la proteina de la membrana externa A (OmpA) de A.
pleuropneumoniae, las muestras diluidas se incuban en dichas placas y los anticuerpos
especificos frente a la proteina OmpA se unen al antigeno que tapiza los pocillos formando
un complejo antigeno-anticuerpo en la superficie del pocillo, elimindndose mediante lavado
el material que no haya quedado unido. Posteriormente, se afade un conjugado formado
por una inmunoglobulina especifica para porcino unida a una enzima fosfatasa alcalina, el
cual tiene la capacidad de unirse a los anticuerpos que se unieron a la proteina OmpA que
tapiza la placa. El conjugado no unido se elimina mediante lavado y finalmente se afade la
solucion de cromdgeno a base de fosfato de p-nitrofenilo (pNPP) a los pocillos. El grado de
color que se genera (medido a una densidad optica de 405 nm) es directamente
proporcional a la cantidad de anticuerpos especificos frente a la proteina OmpA presente
en la muestra. Los resultados se obtienen comparando la densidad éptica de los pocillos con
muestra (S), con la densidad dptica de los pocillos que contienen el control positivo (CP),

restando a ambos el valor del control negativo (CN), expresado en valor S/P, con la formula:

lor 5/P = 2"
valor S/P = Cp—cn

El fabricante considera un resultado positivo cuando el valor S/P supera el valor de 0,5. En
todas las figuras que expresan resultados, este punto de corte se ha marcado con una linea

roja.
4.10. Analisis estadistico

Tal y como se ha especificado anteriormente, el tamafio muestral se establecid de tal modo
que, por el teorema central de limite, la distribucidn de la media de las variables estudiadas
se aproximase a una ley Normal, y como tales pudiesen ser analizadas estadisticamente por
técnicas paramétricas (método asintético). No obstante, previamente a la aplicacion de
métodos paramétricos para la comparacidn de variables cuantitativas se ha comparado la
normalidad de los datos de la variable mediante el método de Shapiro-Wilk, asi como la
homogeneidad de varianzas mediante el método de Levene, especialmente en aquellos
casos de comparaciones entre valores de cerdas o camadas, en los que el tamafio muestral

es mas reducido.
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Aun asi, la mayor parte del analisis estadistico de los datos se realizd a través de pruebas de
relacion mondtona entre variables cuantitativas basadas en el coeficiente de correlacion de
Spearman (rs), con el calculo de su grado de significacién e intervalo de confianza; asi como
mediante modelos de regresion lineal simple o multiple, con el calculo de los coeficientes
de regresion, su grado de significacidn e intervalo de confianza al 95%, asi como el calculo
del coeficiente de determinacién (R?) del modelo, ajustando por las posibles variables de

influencia o confusién en el caso necesario.

En caso de que ofreciesen un mejor ajuste a los datos obtenidos, también se utilizaron

modelos de regresion polindmicos fraccionales multivariables.

En ambos grupos, en todos los puntos de muestreo y con todas las pruebas seroldgicas
estudiadas se realizd un analisis descriptivo con los principales estadisticos en base a
momentos y ordenaciones: media, desviacién estandar, valores minimos y maximo,
mediana y frecuencia de valores positivos, con el cdlculo del intervalo de confianza al 95%

de la media.

El nivel de anticuerpos en las cerdas frente a las toxinas ApxI-IV y frente a la OmpA, medidos
con las diferentes pruebas seroldgicas evaluadas se compard mediante analisis de la

varianza (ANOVA) con test de Bonferroni para comparaciones multiples.

La asociacién lineal del nivel de anticuerpos maternales en lechones con la edad de estos,
se evalué mediante el célculo del coeficiente de correlacién de Spearman con su intervalo
de confianza al 95% y su grado de significacion, asi como mediante un modelo de regresién

lineal simple con intervalo de confianza y grado de significacidn del coeficiente de regresién.

La asociacidn entre el sexo de los lechones y los niveles de inmunidad maternal a las 24
horas de vida se evalué mediante regresion lineal simple con intervalo de confianza y grado

de significacion del coeficiente de regresion.

La asociacién entre el nivel de anticuerpos en las madres y el nivel de anticuerpos
maternales a las 24 horas en los lechones se estudié mediante el calculo del coeficiente de
correlacién de Spearman con su intervalo de confianza al 95% y su grado de significacion,
asi como mediante un modelo de regresion lineal simple con intervalo de confianza y grado

de significacion del coeficiente de regresion.

Para el andlisis del grado de relacion entre los niveles de anticuerpos en las cerdas y el valor
de anticuerpos maternales en los lechones a lo largo de las diferentes edades de muestreo,

se utilizé un modelo de regresidon multiple ajustado por nivel de anticuerpos de las cerdas y

David Espigares



107

edad de los lechones, con los intervalos de confianza y grados de significacion de los
coeficientes de regresion, y con los coeficientes Beta estandarizados para estudiar que
variable ejerce una mayor influencia. En el caso de los anticuerpos maternales frente a la
toxina Apxl, Apxlll y frente a la OmpA, se ha utilizado también un modelo de regresion
polinémica fraccional multivariable ya que ofrecia un mejor ajuste a los datos obtenidos que

la regresion lineal.

El estudio comparativo de los valores S/P a las 24 horas entre las diferentes camadas, en
vista del pequefio tamafio de muestra (7 camadas), se comprobd si se vulneraban las
condiciones de normalidad y homogeneidad de varianzas mediante test de Shapiro-Wilk y
prueba de Levene, y tras confirmar la vulneracién de ambas condiciones, se realiz6 la
comparaciéon mediante el test no paramético de Kruskall-Wallis, que no obstante ofrecié
unos resultados muy similares a los obtenidos mediante la comparacién utilizando el
método de Andlisis de la Varianza (ANOVA), con prueba post-hoc de Bonferroni para

comparaciones multiples.

El andlisis de la asociacion entre la paridad de las cerdas y los valores S/P de los lechones se
llevé a cabo mediante el cdlculo del coeficiente de correlacidn de Spearman con su intervalo
de confianza al 95% y su grado de significacidn. Para analizar las diferencias entre cerdas de
mayor o menor paridad, se separaron las cerdas en dos grupos (un grupo con las cerdas de
paridad 1y 2, y otro cluster con las cerdas con mas de 2 partos), para establecer si habia
diferencias significativas entre cerdas segln el tiempo que hubiesen permanecido en la

granja, evaluando la diferencia entre las medias con la prueba W de Wilcoxon.

El anélisis de la diferencia en la media del valor S/P entre los grupos A y B a las mismas
edades se ha realizado mediante la técnica t de Student y la diferencia en la frecuencia de

positivos a las mismas edades mediante Chi cuadrado.

El estudio de concordancia entre las diferentes pruebas seroldgicas evaluadas se ha
realizado mediante el cdlculo del indice kappa, el indice kappa ajustado por sesgo y
prevalencia (indice PABAK) interpretado mediante la escala de Altman, y los indices de

acuerdo especificos positivo y negativo.

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realizé mediante el software estadistico
Stata/IC version 16.1 (StataCorp LLC, Texas, USA), y la significacién estadistica se establecio
en un valor p<0,05. También se han calculado en todos los casos los intervalos de confianza

al 95% de las medias, diferencias entre medias o frecuencias, coeficientes de correlacién y
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de regresién, para una mejor valoracion del grado de significacién biolégica del grado de

asociacion entre las variables en caso de que la hubiese.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Resultados seroldgicos de las cerdas
5.1.1. Diagndstico previo para deteccion de anticuerpos frente a toxina Apx IV

Todas las cerdas muestreadas de la Granja A, previamente al estudio, resultaron
positivas seroldgicamente a la toxina ApxIV, indicando su exposicién previa a la bacteria,

confirmando por tanto la positividad de la granja a A. pleuropneumoniae.

Por el contrario, las 30 cerdas muestreadas previamente de la Granja B resultaron
negativas a la presencia de anticuerpos frente a dicha toxina, confirmando asi la

negatividad de la granja a la bacteria.
5.1.2. Serologia para deteccidn de anticuerpos especificos de serotipo

Las 7 cerdas del grupo A, en el muestreo a las 24 horas del parto, presentaron los

siguientes resultados:

e Cinco presentaron anticuerpos frente al serogrupo 1-9-11.

e Una presentd anticuerpos frente al serotipo 2 y dos resultaron dudosas.

e Cuatro presentaron anticuerpos frente al serogrupo 3-6-8-15-17, y dos
resultaron dudosas.

e Ninguna presenté anticuerpos frente a los serotipos 5y 10.

e Tres presentaron anticuerpos frente al serogrupo 4-7-18 y una resultd
dudosa.

e Dos presentaron anticuerpos frente al serotipo 12.

e Cinco presentaron anticuerpos frente al serotipo 13 y una resulté dudosa.

Tabla 5. Resultados de las pruebas ELISA especificas de serotipo en las cerdas del grupo A

RESULTADOS SEROLOGIA SEROTIPOS CERDAS GRUPO 1
Id. Cerda | Paridad 1-9-11 2 3-6-8-15-17 5 4-7-18 10 12 13

6317 6 POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
6461 5 NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO

6759 4 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
7429 3 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
7553 3 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
7919 2 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
8370 1 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO

La presencia de anticuerpos frente a estos serotipos sugiere que la granja era positiva a

una diversidad de serotipos de tal modo que todas las cerdas, a excepcion de la cerda
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8370, han tenido contacto con alguna cepa productora de las toxinas ApxI-Ill y ApxIV y
con la proteina de membrana OmpA. Si bien hay que tener en cuenta que, ademas de
la cerda 8370, una de las cerdas no tuvo contacto con serotipos productores de toxina
Apxl y presenta una baja positividad frente a serotipos productores de ApxIl y Apxlll

(cerda 6461).

5.1.3. Serologia para deteccion de anticuerpos frente a toxinas Apxl, ApxIl, ApxlIil, Apx

IV y proteina OmpA

Todas las cerdas presentaron anticuerpos frente a las toxinas ApxIl y Apxlll, asi como
frente a la proteina OmpA. Sin embargo, 3 de las 7 cerdas no presentaron valores S/P
por encima del punto de corte para la toxina Apxl, especialmente la cerda 8370, la cual

fue la Unica que no presentd un valor S/P superior al punto de corte para la toxina ApxIV.

Tabla 6. Resultados de todas las pruebas ELISA, en valor S/P, de las cerdas del grupo A a las 24 horas del
parto.

RESULTADOS CERDAS GRUPO A
Id. Cerda| Paridad | Valor S/P Apxl | Valor S/P Apxll | Valor S/P ApxIil | Valor S/P ApxIV | Valor S/P OmpA
6317 6 0,235 2,915 1,926 1,544 1,391
6461 5 0,810 2,452 0,752 1,577 1,088
6759 4 0,796 3,126 1,004 1,474 0,604
7429 3 1,321 2,567 1,213 1,756 1,229
7553 3 0,213 1,877 0,565 1,546 1,221
7919 2 0,346 2,675 0,523 1,653 1,421
8370 1 0,069 1,027 0,410 0,335 1,196

Los valores medios del valor S/P de estas cerdas frente a la toxina Apxl fueron de 0,541
(5SD=0,449 e 1C95% de 0,126 a 0,956), frente a la toxina Apxll fueron de 2,377 (SD=0,713
e IC95% de 1,717 a 3,037), frente a la toxina Apxlll fueron de 0,913 (SD=0,529 e IC95%
de 0,425 a 1,402), frente a la toxina ApxIV de 1,412 (SD=0,484 e IC95% de 0,965 a 1,859)
y frente a la proteina OmpA de 1,164 (SD=0,272 e IC95% de 0,912 a 1,416).
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Tabla 7. Prevalencias y principales estadisticos en base a momentos y ordenaciones de los niveles de
anticuerpos presentes en las cerdas del grupo A.

RESULTADOS CERDAS GRUPO A
Valor S/P Apxl | Valor S/P ApxIl | Valor S/P Apxlll | Valor S/P ApxIV | Valor S/P OmpA

Media 0,541 2,377 0,913 1,412 1,164
SD 0,449 0,713 0,529 0,484 0,272
Min 0,069 1,027 0,410 0,335 0,604
Max 1,321 3,126 1,926 1,756 1,421
Mediana 0,346 2,567 0,752 1,546 1,221
Positivos 57,1% 100% 100% 85,7% 100%

Si bien Unicamente se analizan 7 muestras, los resultados para las 5 pruebas presentan
una distribucion normal segun andlisis con el método de Shapiro-Wilk, asi como una
varianza homogénea segun la prueba de Levene, excepto para la prueba ELISA ApxlV,
dado el bajo valor que presenta la cerda 8370 respecto al resto, no obstante, los
resultados que ofrecen estos datos con la prueba ANOVA son equivalentes a la prueba

de Kruskall-Wallis, detectando con ambos las mismas diferencias.

Asi, tras comparar las medias del valor S/P mediante Analisis de la Varianza (ANOVA)
con test de Bonferroni para comparaciones multiples, se detecta una diferencia
estadisticamente significativa entre el valor S/P de la prueba frente a la toxina Apxll y el
valor S/P obtenido con el resto de las pruebas (p<0,05), asi como entre la prueba frente
a la toxina Apxl y la toxina Apx IV (p<0,05), no detectando diferencias significativas en

los valores S/P entre el resto de las pruebas.
5.2. Cultivo y determinacion de serotipo en cebo

Los cinco pulmones procedentes de animales con sintomas clinicos compatibles con
pleuroneumonia porcina presentaban a nivel macroscépico una pleuroneumonia necrético-
hemorragica con pleuritis fibrinosa, y en el cultivo para bacterias NAD-dependientes se
detectd crecimiento de A. pleuropneumoniae. Subsecuentemente mediante técnica PCR se
identificd como serotipo 17 perteneciente al biovar 1, presentando resultado positivo para
la toxina Apxlly la proteina de membrana OmIAll. Los resultados del antibiograma, realizado
mediante el método de Kirby-Bauer, mostraron sensibilidad a penicilina, ampicilina,
amoxicilina, tetraciclina, doxiciclina, espectinomicina, sulfamidas, sulfamidas con
trimetoprim, amoxicilina con acido clavuldnico, cefalexina, florfenicol, tiamulina, tilosina,

eritromicina, apramicina, lincomicina, estreptomicina, gentamicina, kanamicina, neomicina,
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ceftiofur, cefquinoma, colistina, flumequina, enrofloxacina, marbofloxacina y tulatromicina;

no detectandose resistencia a ningun antibidtico.

Figura 2. Pulmon con lesiones caracteristicas de APP
procedente de la estructura A.

5.3. Evaluacion clinica lechones Grupo A

En las evaluaciones semanales realizadas no se observé ninglin sintoma respiratorio en los

animales del grupo A durante la duracion del estudio.

Cabe reseiar la aparicién de un brote agudo de pleuroneumonia porcina en los animales
que no participaban en el estudio, pero estaban alojados en la misma nave, dos semanas
tras la finalizacidn de la prueba, en la 202 semana de edad. Ninguno de los animales incluidos

en el estudio presentdé sintomatologia clinica.
5.4. Resultados seroldgicos lechones Grupo A

Del grupo A causaron baja por mortalidad durante la primera semana de vida los lechones
33 y 35, procedentes ambos de la cerda 8370, por lo que el grupo finalmente quedd

conformado por 40 animales.
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El punto de corte establecido para cada una de las diferentes pruebas seroldgicas se

establece graficamente como una linea roja horizontal en todos los graficos de andlisis de

resultados.

5.4.1. Resultados prueba seroldgica Apx | grupo A

En primer lugar, se observa una reduccién en el nivel de anticuerpos maternales (MDA)

frente a la toxina Apxl con la edad (p<0,001), partiendo de valores S/P medios de 0,733

(SD=0,711 e 1C95% de 0,505 a 0,960) a las 24 horas de vida y acabando con valores de

0,050 (SD=0,144 e 1C95% de 0,004 a 0,096) a las 10 semanas de vida, encontrando en

este punto de muestreo aln 4 animales con valor S/P positivos (superiores al punto de

corte establecido en un valor S/P de 0,3). La siguiente tabla muestra los estadisticos de

centralidad y dispersidn en cada uno de los muestreos:

Tabla 8. Principales estadisticos en base a momentos y ordenaciones de los niveles de inmunidad maternal
frente a la toxina Apxl segun la edad.

Edad 24H S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
Media 0,733 0459 0,189 0,175 0,118 0,096 0,063 0,041 0,044 0,041 0,050
SD 0,711 0558 0,280 0,335 0,232 0,226 0,159 0,107 0,131 0,123 0,144
Min 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Max 2,502 2,100 1221 1336 0874 0974 0687 0432 0644 0,630 0,659
Mediana 0418 0,279 0,099 0,044 0,017 0 0 0 0 0 0
Positivos 65% 47,5% 20,0% 17,5% 15,0% 15,0% 10,0% 7,5% 5,0% 5,0% 10,0%
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Evoluciéon Apxl - Edad
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Figura 3. Representacion grafica de la evolucion por semanas del nivel medio anticuerpos frente a la toxina
Apxl y del % de positivos detectados por la prueba.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos de los 40 animales estudiados, a las 24 horas
de vida se detectan 26 lechones (65%) con valores positivos, viendo como la media del
valor S/P pasa a ser inferior a dicho punto a la segunda semana de vida, momento en el

que la frecuencia de lechones positivos ya se ha reducido a un 20%.
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Evoluciéon Apxl - Edad
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Figura 4. Grafico de cajas y bigotes con la evolucion de los valores S/P frente a la toxina Apxl de cada
individuo agrupados por edad, desde las 24 horas de vida hasta las 10 semanas de vida.

La edad y el nivel de MDA presente en los lechones estan relacionados de forma
decreciente (p<0,001), con un coeficiente de correlacién de Spearman (rs) de -0,579

(1C95% de -0,638 a -0,513).

Mediante regresion lineal simple, con estos datos para la Apxl, se observa un descenso
semanal en el nivel de MDA de 0,043 a 0,063 (IC95%), medido en valor S/P medio
(p<0,001) con un coeficiente R* de 0,187.
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Evolucion Apxl - Edad
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Figura 5. Modelo de regresion lineal con prediccion del nivel de anticuerpos frente a la toxina Apxl (en valor

S/P) en funcién de la edad de los lechones.

Por otro lado, analizando los valores en los lechones a las 24 horas de vida, si bien se

observa una cierta diferencia en el nivel de MDA para Apxl entre machos y hembras,

siendo este valor mas elevado en las hembras, esta diferencia no es estadisticamente

significativa.

MDA ApxI por sexo

Valor S/P a 24 horas

Hembra

Macho

Figura 6. Grafico de cajas y bigotes con el
nivel de inmunidad maternal frente a la
toxina ApxI a las 24 horas segun el sexo.
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Sin embargo, el nivel de anticuerpos frente a esta toxina presente en las madres si que
presenta una asociacion significativa con el nivel de MDA frente a Apxl presente en los
lechones a las 24 horas de vida (p<0,001), estando ambos valores correlacionados de
forma creciente con un rs=0,696 (IC95% de 0,491 a 0,828), estimando mediante un
modelo de regresion que por cada punto que sube el valor S/P en el nivel de anticuerpos
en las madres, el nivel de anticuerpos calostrales en los lechones a las 24 horas se eleva
en un valor S/P de 0,94 a 1,66 (IC95%). Es remarcable el hecho de que en algunos

lechones el nivel detectado de anticuerpos es incluso superior al de su progenitora.

Si tomamos todos los datos en conjunto, mediante un modelo de regresién multiple
ajustado por la edad en semanas de los lechones y por el valor S/P de la madre el dia
posterior al parto se puede determinar que la ecuacidn que mejor ajusta a los valores
de MDA en lechones frente a Apxl, con un valor R?ajustado de 0,444, viene determinada

por:

valorS/P lechon = 0,177 4+ 0,480 * valor S/P madre — 0,053 * Edad

Este modelo presenta un mayor coeficiente Beta estandarizado para la variable Valor
S/P de la madre que para la variable Edad, lo que sugiere una mayor influencia del nivel
de anticuerpos de la madre sobre el nivel de anticuerpos maternales de los lechones del

gue puede suponer la edad de estos.

No obstante, el modelo de regresién que mejor ajusta a los datos obtenidos, con un R?
ajustado de 0,646 se obtiene mediante un modelo polinédmico fraccional multivariable
tal y como se puede observar en el siguiente grafico que incluye la linea de regresion

proporcionada por ambos modelos.
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Evoluciéon Apxl - Edad
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Figura 7. Modelos de regresion lineal y polinémico fraccional con prediccién del nivel de anticuerpos frente
a la proteina ApxI (en valor S/P) en funcién de la edad de los lechones.

Respecto a los valores obtenidos intracamada a las 24 horas, se observan diferencias
significativas en los valores S/P obtenidos en funcion de la cerda de la que provengan
(p<0,001) tanto en la cantidad de MDA como en la variabilidad individual entre los
lechones de la misma camada, tal y como se puede observar en intervalo intercuartilico
del gréfico de cajas y bigotes o en los valores de desviacién estandar del valor S/P en los
lechones a las 24 horas agrupados por camada (ver anexo 11.5), lo que queda
confirmado mediante la prueba de Levene, ya que las varianzas de los valores S/P

comparados entre las diferentes camadas no son homogéneas (p<0,05).
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Apxl
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Figura 8. Grafico de cajas y bigotes con el nivel de inmunidad maternal frente a la toxina ApxI a las 24 horas
segun la camada.

Respecto a los niveles de MDA en funcién de la paridad de las cerdas se observa una
asociacion significativa entre ambos (p<0,01), estando correlacionados de forma
creciente el valor S/P de los lechones a las 24 horas de vida con la paridad de las cerdas

r.=0,464 (1C95% de 0,178 a 0,678).

Si bien no se ha analizado un nimero suficiente de camadas como para tener unos datos
sélidos de MDA frente a la toxina Apxl en relacién a la paridad (practicamente sélo hay
una cerda de cada paridad), si clusterizamos los resultados en dos grupos, teniendo por
un lado cerdas de 12 y 22 parto, con un valor S/P medio de 0,164 (SD=0,334 e IC95% de
0,088 a 0,240) y por otro cerdas con 3 o mas partos, con un valor S/P medio de 0,922
(SD=0,132 e IC95% de 0,651 a 1,194), se detectan unos niveles medios
significativamente mas bajos (p<0,05) de MDA en lechones procedentes de cerdas de

primer y segundo parto respecto a los procedentes del resto de paridades.

Tabla 9. Valor S/P medio frente a toxina Apxl en lechones a las
24 horas agrupados segun la paridad de la madre.

Media SD 1C95% (Media valor S/P)
Paridad inf sup
1-2 0,164 0,334 0,088 0,240
3-6 1,594 0,132 0,651 1,194
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5.4.1.1. Resultados prueba serolégica Apx | grupo A, subgrupo ApxI+

Una vez analizados los datos de todos los lechones del estudio, para un mejor
analisis de la evolucion de los anticuerpos maternales frente a la toxina Apxl, se
procede a realizar un subgrupo de lechones (subgrupo ApxI+), formado Unicamente
por aquellos animales que presentaban un valor S/P superior a 0,3 a las 24 horas de
vida, compuesto por 26 lechones, con los estadisticos de centralidad y dispersiéon

que se muestran en la tabla.

Tabla 10. Principales estadisticos en base a momentos y ordenaciones de los niveles de inmunidad
maternal frente a la toxina Apx! segun la edad en el subgrupo ApxI+.

Edad 24H S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
Media 1,048 0653 0,281 0,262 0,174 0,143 0,096 0,064 0,068 0,062 0,077
SD 0,700 0605 0311 03% 0273 0270 0,190 0,128 0,159 0,149 0,173
Min 0,309 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,000 0,000 0,000
Max 2,502 2,100 1,221 133% 0874 0974 0687 0432 0644 0,630 0,659

Mediana 0,827 0,403 0,149 0,082 0,028 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Positivos  100% 69,2% 30,8% 26,9% 23,1% 23,1% 154% 11,5% 77% 7,7%  154%

Asi pues, la vida media para los anticuerpos maternales frente a la toxina Apxl,
entendida como el tiempo durante el cual los niveles iniciales de anticuerpos se
reducen en un 50%, segun los resultados obtenidos con los lechones de este

subgrupo se estima en 9,56 dias.
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Evolucién ApxI - Edad
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Figura 9. Representacion grafica de la evolucidn por semanas del nivel medio anticuerpos frente a la
toxina Apxl y del % de positivos detectados por la prueba en el subgrupo ApxI+.

Teniendo en cuenta todas las edades de muestreo, en los animales que presentaban
inmunidad maternal a las 24 horas frente a la toxina ApxIl, mediante regresion lineal
simple, se observa un descenso semanal en el nivel de MDA de 0,061 a 0,090
(1C95%), medido en valor S/P medio (p<0,001), con un R? del modelo de 0,274,
estando la edad de los lechones y el nivel de MDA asociados linealmente de forma
negativa (p<0.001), con un coeficiente de correlacion de Spearman (rs) de -0,616

(1C95% de -0,683 a -0,538).
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Figura 10. Modelo de regresion lineal en el subgrupo ApxI+, con prediccion del nivel de anticuerpos
frente a la toxina ApxI (en valor S/P) en funcidn de la edad de los lechones.

En el caso de tener en cuenta Unicamente los animales del subgrupo Apxl+, tampoco
es significativa la diferencia en el nivel de MDA a las 24 horas de vida frente a la ApxI

entre ambos sexos.

MDA ApxI por sexo
Subgrupo ApxI+

Valor S/P

MACHO HEMBRA

Figura 11. Grafico de cajas y bigotes con
el nivel de inmunidad maternal frente a
la toxina Apxl a las 24 horas segun el
sexo en el subgrupo ApxI+.
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Si para la elaboracién del mismo modelo de regresion multiple ajustado por edad y
nivel de anticuerpos de la madre, tomamos Unicamente los lechones del subrupo
Apxl+, la ecuacidn que mejor ajusta a los valores de MDA en lechones frente a Apxl,

con un R%ajustado de 0,493 viene determinada por:

valorS/P lechén = 0,275+ 0,52 * valor S/P madre — 0,076 x Edad

En este modelo de regresidon multiple ajustado por edad de los lechones y nivel de
anticuerpos de sus progenitoras, si bien hay una influencia muy importante del nivel
de anticuerpos en las cerdas sobre el nivel de MDA, a diferencia del modelo que
incluye todos los animales del grupo, es mds importante el efecto que ejerce la edad

de los lechones sobre el nivel de MDA, con un residuo Beta estandarizado mas alto.

No obstante, al igual que en el caso anterior, el modelo polinédmico fraccional
multivariable, con un R?de 0,733 es el que mejor ajusta los resultados obtenidos en
la evolucion de los anticuerpos maternales en los animales del subgrupo ApxI+, tal

y como se puede observar en el grafico:
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Figura 12. Modelos de regresion lineal y polindmico fraccional con prediccion del nivel de anticuerpos
frente a la proteina Apxl (en valor S/P) en funcidn de la edad de los lechones en el subgrupo ApxI+.

5.4.2. Resultados prueba seroldgica Apx Il grupo A

A las 24 horas de vida el 100% de los lechones analizados tenian valores elevados de
MDA frente a la toxina Apxll, presentando el lechdn con nivel mas bajo de anticuerpos
un valor S/P de 1,435 y llegando el lechdn con un nivel mas elevado a tener un valor S/P
de 4,050, siendo positivos el 100% de los lechones. El primer lechdn con un valor inferior
al punto de corte aparece a la semana 5 de vida, presentando aun a la semana 10 de

vida un 42,5% de los lechones resultados positivo.

Tabla 11. Principales estadisticos en base a momentos y ordenaciones de los niveles de inmunidad maternal
frente a la toxina Apxll segun la edad.

Edad 24H s1 s2 s3 sS4 S5 S6 s7 s8 s9 s10
Media 2,907 2,701 2,290 2,078 1,801 1,540 1,187 0,825 0,619 0,413 0,383
SD 0,790 0,913 1,074 1,113 1,175 1,083 0,894 0,863 0,634 0,387 0,361
Min 1,435 1,199 0,606 0,429 0,366 0,127 0,098 0,000 0,000 0,000 0,000
Max 4,050 4,016 3,971 4,010 3,934 3,747 3,389 3,654 2,590 1,646 1,432
Mediana 2,894 2,783 2,042 1,824 1,424 1,200 0,814 0,501 0,367 0,269 0,244
Positivos 100% 100% 100% 100% 100% 97,5% 85% 68% 58% 47,5% 42,5%
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En el caso de la evolucion de los MDA frente a la Apxll, igualmente se observa una
reduccidn del nivel de anticuerpos con la edad (p<0,001), aunque en este caso partiendo
de valores S/P medios mas elevados a las 24 horas, en concreto de 2,907 (SD=0,790 e
IC95% de 2,654 a 3,160), alcanzando a las 10 semanas de edad unos valores medios de
0,383 (SD=0,361 e IC95% de 0,267 a 0,498), lo que implica que a las 10 semanas de vida,
los valores medios detectados de MDA estan adn por encima del punto de corte

establecido como positivo.

Evoluciéon Apxll - Edad

LA I TS

Edad (semanas)

Media Valor S/ | % Positivos

Figura 13. Representacion grafica de la evolucién por semanas del nivel medio anticuerpos frente a la toxina
Apxll y del % de positivos detectados por la prueba.

La vida media para los anticuerpos maternales frente a la toxina Apxll seguin los
resultados obtenidos se estima en 35,49 dias, esto es, aproximadamente algo mas de 5

semanas.
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Figura 14. Grafico de cajas y bigotes con la evolucidn de los valores S/P frente a la toxina Apxll de cada
individuo agrupados por edad, desde las 24 horas de vida hasta las 10 semanas de vida.

Aligual que con la Apxl, la edad y el nivel de MDA frente a Apxll presente en los lechones
estdn asociados de forma negativa (p<0,001), con un coeficiente de correlacién de

Spearman (rs) de -0,743 (IC95% de -0,782 a -0,698).

Mediante un modelo de regresidn lineal simple, con estos datos para la Apxll, se observa
un descenso semanal en el nivel de MDA de 0,246 a 0,298 (IC95%), medido en valor S/P
medio (p<0,001) con un coeficiente R? de 0,489.
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Figura 15. Modelo de regresidn lineal con prediccidn del nivel de anticuerpos frente a la toxina Apxll (en

valor S/P) en funcién de la edad de los lechones.

En el caso de los anticuerpos frente a la toxina Apxll, a las 24 horas de vida, no se

observan diferencias en el valor S/P que presentan machos y hembras.

MDA Apxll por sexo

Valor S/P a 24 horas

Macho Hembra

Figura 16. Grafico de cajas y bigotes con
el nivel de inmunidad maternal frente a
la toxina Apxll a las 24 horas segun el
sexo.
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El nivel de anticuerpos presentes en las madres presenta una asociacién significativa con
el nivel de MDA presente en los lechones a las 24 horas de vida (p<0,001), estando
ambos valores correlacionados de forma positiva con un rs= 0,738 (1IC95% de 0,554 a
0,853), estimando mediante un modelo de regresién, que por cada punto que se
incrementa el valor S/P en las madres, el nivel de MDA en los lechones a las 24 horas se

eleva en unvalor S/P de 0,599 a 1,210 (IC95%).

Al igual que se observaba con el nivel de MDA frente a la toxina Apxl en lechones a las
24 horas, también en este caso se observan lechones con niveles de anticuerpos

superiores a los de su progenitora.

Tomando los datos en conjunto, mediante un modelo de regresién miultiple ajustado
por la edad en semanas de los lechones y por el valor S/P de la madre el dia posterior al
parto, se puede determinar que la recta que mejor ajusta a los valores de MDA en los

lechones, con un R? de 0,584, viene determinada por la ecuacién:

valorS/P lechén = 1,323 + 0,638 * valor S/P madre — 0,272 x Edad

En este modelo de regresidn multiple ajustado por edad de los lechones y nivel de
anticuerpos de sus progenitoras, al igual que sucedia con el modelo para el subgrupo
Apxl+, si bien hay una influencia muy importante del nivel de anticuerpos en las cerdas
sobre el nivel de MDA, es mas importante el efecto que ejerce la edad de los lechones

sobre el nivel de MDA, con un residuo Beta estandarizado mas alto.

En este caso, el modelo por regresidon multiple ajustado ofrece el mismo coeficiente de
determinacion (R?) que el obtenido mediante el modelo polinémico fraccional

multivariable.

Respecto a los valores obtenidos intra-camada a las 24 horas, también se observan
diferencias significativas en los valores S/P obtenidos en funcién de la cerda de la que
provienen (p<0,001) tanto en la cantidad de MDA como en la variabilidad individual
entre los lechones de la misma camada, observandose diferencias en la amplitud del
intervalo intercuartilico del valor S/P entre las diferentes camadas, asi como en los

valores de desviacién tipica de los valores agrupados por camada (ver anexo 11.12),
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confirmando mediante la prueba de Levene que las varianzas no son homogéneas

(p<0,05).

Apx|

Lechones agrupados por camada
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Figura 17. Grafico de cajas y bigotes con el nivel de inmunidad maternal frente a la toxina Apxll a las 24
horas segun la camada.

En el caso de los niveles de MDA frente a la toxina Apxll en funcion de la paridad de las
cerdas, no se detecta asociacion entre ambas variables, si bien no se ha analizado un
numero suficiente de camadas como para tener unos datos sélidos de MDA en relacién
a la paridad, sin embargo si que se detectan unos niveles significativamente mds bajos
en los lechones procedentes en la cerda de primer parto respecto a los procedentes del
resto de paridades, sin embargo, en este caso al agrupar las cerdas en dos clusteres
segun paridad no se detectan diferencias significativas, debido al elevado valor S/P que
presentan los lechones procedentes de la cerda de segundo parto, lo que sugiere en
este caso, que el tiempo que la cerda ha permanecido en granja no estd necesariamente

relacionado con un mayor nivel de MDA frente a la toxina ApxIl en su descendencia.
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Tabla 12. Valor S/P medio frente a toxina Apxll en lechones a
las 24 horas agrupados segun la paridad de la madre.

Media SD 1C95% (Media valor S/P)
Paridad inf sup
1-2 3,064 1,167 2,230 3,899
3-6 2,854 0,637 2,617 3,092

5.4.3. Resultados prueba serolégica Apx Il grupo A

En el caso de los MDA frente a la toxina Apxlll, en términos de frecuencia de positivos
(valor S/P > 0,3), a las 24 horas de vida solamente se encuentra un lechdn con niveles
por debajo del punto de corte por lo que hay un 97,5% de lechones positivos, no
detectando animales positivos a las 10 semanas de edad, y encontrando el dltimo animal

con resultado positivo a la semana 6 de vida.

Tabla 13. Principales estadisticos en base a momentos y ordenaciones de los niveles de inmunidad maternal
frente a la toxina Apxlll segun la edad.

Edad 24H s1 s2 s3 sS4 S5 s6 s7 s8 s9 S10
Media 1,098 0,765 0,442 0,349 0,300 0,206 0,150 0,105 0,086 0,073 0,061
sD 0,446 0,371 0,243 0,203 0,209 0,096 0,077 0,068 0,059 0,039 0,040
Min 0,150 0,115 0,079 0,037 0,000 0,028 0,006 0,000 0,000 0,000 0,000
Max 2,097 1,626 1,140 0,894 1,275 0,390 0,377 0,263 0,202 0,165 0,184
Mediana 1,101 0,727 0,371 0,320 0,270 0,213 0,160 0,076 0,080 0,069 0,061

Positivos  97,5% 92,5% 75,0% 58% 45% 18% 5% 0% 0% 0% 0%

Aligual que sucede con los anticuerpos maternales frente a Apxl y Apxll, se observa una
reduccién del nivel de anticuerpos con la edad (p<0,001), partiendo a las 24 horas de
unos niveles mas parecidos a Apxl, aunque algo mas elevados, en concreto de una media
envalor S/P de 1,098 (SD=0,446 e IC95% de 0,956 a 1,241), alcanzando a las 10 semanas
de edad unos valores medios del valor S/P de 0,061 (SD=0,040 e IC95% de 0,048 a 0,074),
estando por tanto a las 10 semanas, al igual que en el caso de los MDA frente a Apxl, los
valores medios por debajo del punto de corte de la prueba, llegando a observarse este

valor S/P medio por debajo del punto de corte a partir de la semana 4 de edad.
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Evoluciéon Apxlll - Edad

GD__

ﬁ: I—I

i 1.
24h 1 2 3 4 5 6

Edad (semanas)

1.2

2
1

7 8 9 10

Media Valor S/ | % Positivos

Figura 18. Representacion grafica de la evolucidn por semanas del nivel medio anticuerpos frente a la toxina
Apxlll y del % de positivos detectados por la prueba.

En este caso, la vida media para los anticuerpos maternales frente a la toxina Apxlll

segun los resultados obtenidos se estima en 11,79 dias.
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Figura 19. Gréfico de cajas y bigotes con la evolucion de los valores S/P frente a la toxina Apxlll de cada
individuo agrupados por edad, desde las 24 horas de vida hasta las 10 semanas de vida.

Al igual que sucede con los anticuerpos frente a Apxl y Apxll, la edad y el nivel de MDA
presente en los lechones estdn asociados de forma negativa (p<0,001), con un
coeficiente de correlacion de Spearman (rs) de -0,831 (IC95% de -0,858 a -0,800), siendo
este valor similar al obtenido con Apxll, siendo en ambos casos un coeficiente de

correlaciéon mas elevado que para Apxl.

Mediante un modelo de regresion lineal simple, con estos datos para la ApxlIIl, con un
coeficiente R de 0,536, se observa un descenso semanal en el nivel de MDA de 0,080 a
0,095 (IC95%), medido en valor S/P medio (p<0,001), siendo estos valores mas cercanos

a los observados para los MDA frente a Apxl.
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Figura 20. Modelo de regresion lineal con prediccion del nivel de anticuerpos frente a la toxina ApxlIl (en
valor S/P) en funcién de la edad de los lechones.

En este caso, se observa una diferencia de 0,331 (IC95% 0,061 a 0,601) en el nivel de
MDA para Apxlll entre machos y hembras, siendo este valor mas elevado en las

hembras, y siendo en este caso la diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).

MDA Apxlll por sexo

Valor S/P a 24 horas
1.5
1

Macho Hembra

Figura 21. Grafico de cajas y bigotes con
el nivel de inmunidad maternal frente a
la toxina Apxlll a las 24 horas segun el
sexo.
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De la misma manera que sucede en los casos anteriores, el nivel de anticuerpos
presentes en las madres presenta una asociacion significativa con el nivel de MDA
presente en los lechones a las 24 horas de vida (p<0,001), estando ambos valores
relacionados de forma positiva con un r.= 0,613 (IC95% de 0,373 a 0,776), estimando
mediante un modelo de regresion lineal, con un R? de 0,359 que por cada punto que se
incrementa el valor S/P en las madres, el nivel de MDA en los lechones a las 24 horas se
eleva en un valor S/P de 0,303 a 0,778 (1C95%). Es también remarcable, al igual que
sucedia con los MDA frente a Apxl y Apxll, el hecho de que en algunos lechones el nivel

detectado de anticuerpos es superior al de su progenitora.

Tomando los datos en conjunto, mediante un modelo de regresién miltiple ajustado
por la edad en semanas de los lechones y por el valor S/P de la madre el dia posterior al
parto, se puede determinar que la recta que mejor ajusta a los valores de MDA en los

lechones, con un R? ajustado de 0,589, viene determinada por la ecuacion:

valorS/P lechon = 0,598 + 0,183 * valor S/P madre — 0,088 x Edad

En este modelo de regresion multiple ajustado por edad de los lechones y nivel de
anticuerpos de sus progenitoras, al igual que sucedia con el modelo para el subgrupo
Apxl+ con los anticuerpos frente a la toxina Apxl, y con el modelo para la Apxll, si bien
hay una influencia muy importante del nivel de anticuerpos en las cerdas sobre el nivel
de MDA, es mds importante el efecto que ejerce la edad de los lechones sobre el nivel

de MDA, con un residuo Beta estandarizado mas alto.

No obstante, al igual que sucede con los anticuerpos maternales frente a la toxina Apxl,
el modelo de regresién que mejor ajusta a los datos obtenidos, con un R? ajustado de
0,742, se obtiene mediante un modelo polindmico fraccional multivariable, tal y como

se puede observar en el siguiente grafico:
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Figura 22. Modelos de regresion lineal y polindmico fraccional con prediccidn del nivel de anticuerpos frente
a la proteina Apxlll (en valor S/P) en funcién de la edad de los lechones.

Respecto a los valores obtenidos intra-camada a las 24 horas, también se observan al
igual que con Apxl y Apxll diferencias significativas en los valores S/P obtenidos en
funcién de la cerda de la que provengan (p<0,001) tanto en la cantidad de MDA como
en la variabilidad individual entre los lechones de la misma camada, observandose en el
diagrama de cajas y bigotes diferencias en la amplitud del intervalo intercuartilico del
valor S/P entre las diferentes camadas, asi como en los valores de desviacion tipica de
los valores agrupados por camada (ver anexo 11.18), si bien en este caso, no se confirma

mediante la prueba de Levene que las varianzas no sean homogéneas.
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Figura 23. Grafico de cajas y bigotes con el nivel de inmunidad maternal frente a la toxina ApxIll a las 24
horas segun la camada.

De forma muy parecida a lo que sucedia con los anticuerpos maternales frente a la
toxina Apxl, si estudiamos los niveles de MDA frente a la Apxlll en funcidn de la paridad
de las cerdas, se detectan numéricamente unos niveles medios mas bajos de MDA en
lechones procedentes de la cerda de primer parto respecto a los procedentes del resto
de paridades, y en este caso concreto, tal y como se observa en el grafico de cajas y
bigotes agrupados por cerdas y ordenados por paridad, el nivel de MDA en los lechones
se incrementa con la paridad de la cerda estando correlacionados con un r.= 0,610

(1C95% de 0,368 a 0,774).

Si clusterizamos los resultados en dos grupos, teniendo por un lado cerdas de 12 y 22
parto, con un valor S/P medio de 0,784 (SD=0,317 e 1C95% de 0,559 a 1,011) y por otro
cerdas con 3 0 mas partos, con un valor S/P medio de 1,203 (SD=0,438 e 1C95% de 1,040
a 1,366), se detectan unos niveles medios significativamente mas bajos (p<0,01) de MDA
en lechones procedentes de cerdas de primer y segundo parto respecto a los

procedentes del resto de paridades.
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Tabla 14. Valor S/P medio frente a toxina Apxlll en lechones a
las 24 horas agrupados segun la paridad de la madre.

Media SD 1C95% (Media valor S/P)
Paridad inf sup
1-2 0,784 0,317 0,559 1,011
3-6 1,203 0,438 1,040 1,366

5.4.4. Resultado prueba seroldgica Apx IV grupo A

En el caso de los anticuerpos maternales frente la toxina ApxIV de A. pleuropneumoniae,
en primer lugar, hay que tener en consideracidn que para este kit ELISA el punto de corte
establecido por el fabricante como positivo se encuentra en el valor S/P de 0,5, tal y

como se ve reflejado en la linea roja en todas las graficas.

En el caso de los MDA frente a ApxIV, en términos de frecuencia de positivos (valor S/P
> 0,5), a las 24 horas de vida solamente se encuentran dos lechones con niveles por
debajo del punto de corte, por lo que hay un 95% de lechones positivos, procediendo
estos dos animales de la misma cerda. En la semana 10 de vida, auin se detecta un 72,5%
de los animales con un nivel de anticuerpos superior al punto de corte, es decir 29

animales positivos.

Tabla 15. Principales estadisticos en base a momentos y ordenaciones de los niveles de inmunidad maternal
frente a la toxina ApxIV segun la edad.

Edad 24H S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S$10
Media 1,677 1,594 1,502 1,454 1,383 1,311 1,197 1,061 0,929 0,766 0,660
SD 0,383 0,421 0,444 0,467 0,467 0,451 0,443 0,428 0,416 0,374 0,347
Min 0,336 0,237 0,089 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Max 1,983 1,929 1,881 1,881 1,840 1,791 1,752 1,661 1,648 1,356 1,284
Mediana 1,797 1,706 1,630 1,583 1,495 1,437 1,288 1,162 0,980 0,816 0,682
Positivos 95,0% 92,5% 92,5% 92,5% 92,5% 92,5% 87,5% 87,5% 82,5% 82,5% 72,5%

Al igual que sucede con los anticuerpos maternales frente al resto de toxinas Apx, se
observa una reduccidon del nivel de anticuerpos con la edad (p<0,001), partiendo a las
24 horas de unos niveles mas elevados que en el caso de la MDA frente a toxinas Apxl y
I, pero mas reducidos que para la toxina Apxll, estando en una media en valor S/P de
1,677 (SD=0,383 e IC95% de 1,555 a 1,800), alcanzando a las 10 semanas de edad unos
valores medios en valor S/P de 0,660 (SD=0,347 e IC95% de 0,549 a 0,771), estando por
tanto a las 10 semanas, de forma parecida a los MDA frente a Apxll, los valores medios

por encima del punto de corte de la prueba, llegando a observarse en este caso una
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mediana por encima del punto de corte (en el caso de la MDA frente a toxina Apxll, la
mediana se localiza por debajo del punto de corte), asi como una frecuencia mas elevada
que en el caso de Apxll. Estas dos Ultimas caracteristicas de la distribucidon de los
anticuerpos maternales en la poblacién a las 10 semanas de vida es un reflejo de que un
importante nimero de lechones a esta edad aun presenta anticuerpos maternales

frente a la toxina ApxIV.

Evolucién ApxIV - Edad

AEEEEEE

Edad (semanas)

1.5

5
!

Media Valor S/ [Jl| % Positivos

Figura 24. Representacion grafica de la evolucién por semanas del nivel medio anticuerpos frente a la toxina
ApxIV y del % de positivos detectados por la prueba.

En cuanto a la vida media para los anticuerpos maternales frente a la toxina ApxIV, segun
los resultados obtenidos se estima en 57,98 dias, mas de 8 semanas, lo que supone una
gran diferencia respecto a lo que sucede con los MDA frente al resto de toxinas Apx,

cuya vida media es mas baja.
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Figura 25. Grafico de cajas y bigotes con la evolucion de los valores S/P frente a la toxina ApxIV de cada
individuo agrupados por edad, desde las 24 horas de vida hasta las 10 semanas de vida.

Si bien al igual que sucede con los anticuerpos frente a las toxinas Apx I-lll, la edad y el
nivel de MDA presente en los lechones estan asociados de forma negativa (p<0,001),

con un coeficiente de correlacion de Spearman (rs) de -0,701 (IC95% de -0,745 a -0,650).

Mediante un modelo de regresidn lineal simple, con estos datos para la ApxIV, con un
coeficiente R? de 0,363, se estima un descenso semanal en el nivel de MDA de 0,088 a

0,113 (IC95%), medido en valor S/P medio (p<0,001).
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Evolucién ApxlV - Edad
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Figura 26. Modelo de regresion lineal con prediccion del nivel de anticuerpos frente a la toxina ApxIV (en
valor S/P) en funcién de la edad de los lechones.

En el caso de los anticuerpos frente a la toxina ApxIV, a las 24 horas de vida, no se

observan apenas diferencias en el valor S/P que presentan machos y hembras.

MDA ApxIV por sexo

= E=

25

Valor S/P

HEMBRA MACHO

Figura 27. Grafico de cajas y bigotes con
el nivel de inmunidad maternal frente a
la toxina ApxIV a las 24 horas segun el
sexo.
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De la misma manera que sucede en los casos anteriores, el nivel de anticuerpos
presentes en las madres presenta una asociacion significativa con el nivel de MDA
presente en los lechones a las 24 horas de vida (p<0,001), estando ambos valores
correlacionados de forma positiva con un rs= 0,496 (IC95% de 0,218 a 0,699), estimando
mediante un modelo de regresion lineal, con un R? de 0,823 que por cada punto que se
incrementa el valor S/P en las madres, el nivel de MDA en los lechones a las 24 horas se
eleva en un valor S/P de 0,752 a 1,023 (IC95%). Es también remarcable, al igual que
sucedia con los MDA frente al resto de toxinas Apx, el hecho de que en algunos lechones
el nivel detectado de anticuerpos es incluso superior al de su progenitora, dandose el
caso de que la cerda 8370, teniendo un valor S/P negativo a la prueba, dos de sus

lechones reflejan un resultado positivo.

Tomando los datos en conjunto, mediante un modelo de regresion multiple ajustado
por la edad en semanas de los lechones y por el valor S/P de |la madre el dia posterior al
parto, se puede determinar que la recta que mejor ajusta a los valores de MDA en los

lechones, con un R? ajustado de 0,808, viene determinada por la ecuacion:

valorS/P lechon = 0,397 4+ 0,912 * valor S/P madre — 0,101 x Edad

En este modelo de regresion multiple ajustado por edad de los lechones y nivel de
anticuerpos de sus progenitoras, a diferencia de lo que sucedia con el modelo para el
subgrupo Apxl+ con los anticuerpos frente a la toxina Apxl, y con el modelo para la ApxlI,
si bien hay una influencia muy importante de la edad de los lechones sobre el nivel de
MDA, llega a ser mas importante el efecto que ejerce el nivel de anticuerpos en las

cerdas sobre el nivel de MDA, con un residuo Beta estandarizado mas alto.

Respecto a los valores obtenidos intra-camada a las 24 horas de vida, también se
detectaron diferencias significativas en los valores S/P obtenidos en funcidn de la cerda
de la que provenian los lechones (p<0,001), especialmente marcados en el caso de la

camada de la cerda 8370.
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Figura 28. Gréfico de cajas y bigotes con el nivel de inmunidad maternal frente a la toxina ApxIV a las 24
horas segun la camada.

De forma muy parecida a lo que sucedia con los anticuerpos maternales frente a la otras
toxinas Apx, si estudiamos los niveles de MDA frente a la ApxIV en funcién de la paridad
de las cerdas, se detectan numéricamente unos niveles medios mas bajos de MDA en
lechones procedentes de la cerda de primer parto respecto a los procedentes del resto
de paridades, de aunque en este caso concreto, y tal y como se observa en el grafico de
cajas y bigotes agrupados por cerdas y ordenados por paridad, no existe correlacion

significativa de los MDA con la paridad.

5.4.5. Resultado prueba seroldgica OmpA grupo A

En el caso de los anticuerpos maternales frente la proteina de membrana de A.
pleuropneumoniae, en primer lugar, hay que tener en consideracién que para este kit
ELISA el punto de corte establecido por el fabricante como positivo, al igual que para el
kit para deteccidon de anticuerpos frente a la toxina ApxIV, se encuentra en el valor S/P

de 0,5, tal y como se ve reflejado en la linea roja en todas las graficas.

David Espigares



En este caso, se observa una reduccidn en el nivel de MDA con la edad (p<0,001),
partiendo de valores S/P medios de 1,173 (SD=0,509 e IC95% de 1,011 a 1,336) a las 24
horas de vida y acabando con valores de 0,155 (SD=0,081 e 1C95% de 0,129 a 0,181) a
las 10 semanas de vida, viendo como la media del valor S/P pasa a ser inferior al punto
de corte establecido como positivo a partir de la tercera semana de vida. La siguiente

tabla muestra los estadisticos de centralidad y dispersién en cada uno de los muestreos:

Tabla 16. Principales estadisticos en base a momentos y ordenaciones de los niveles de inmunidad maternal

frente a la proteina OmpA segun la edad.

145

Edad 24H s1 s2 s3 s4 S5 S6 s7 s8 s9 S10
Media 1,173 0,882 0,609 0,481 0,375 0,297 0,202 0,161 0,156 0,145 0,155
SD 0,509 0,441 0,336 0,273 0,219 0,168 0,116 0,080 0,074 0,069 0,081
Min 0,151 0,150 0,148 0,093 0,080 0,051 0,037 0,034 0,036 0,046 0,048
Max 2,025 1,733 1,275 1,105 0,956 0,748 0,557 0,335 0,354 0,306 0,420
Mediana 1,160 0,808 0,508 0,406 0,328 0,266 0,186 0,147 0,161 0,126 0,119
Positivos  92,5% 77,5% 52,5% 40,0% 22,5% 12,5% 2,5% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

Teniendo en cuenta los datos obtenidos de los 40 animales estudiados, a las 24 horas
de vida se detectan 37 lechones (92,5%) con valores positivos, encontrando el dltimo

animal positivo en la semana 6, y no encontrando a partir de esta semana animales con

valor S/P positivo.

1.2

Evolucion OmpA - Edad

Figura 29. Representacion grafica de la evolucidon por semanas del nivel medio anticuerpos frente a la
proteina OmpA y del % de positivos detectados por la prueba.
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En este caso, la vida media para los anticuerpos maternales frente a la proteina de

membrana, segln los resultados obtenidos se estima en 17,8 dias.

Evolucion OmpA - Edad
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Figura 30. Grafico de cajas y bigotes con la evolucidén de los valores S/P frente a la proteina OmpA de cada
individuo agrupados por edad, desde las 24 horas de vida hasta las 10 semanas de vida.

Al igual que sucede con los anticuerpos frente las toxinas Apxl-lll, la edad y el nivel de
MDA presente en los lechones frente a la OmpA estan relacionados de forma
decreciente (p<0,001), con un coeficiente de correlacion de Spearman (rs) de -0,756

(1C95% de -0,793 a -0,712).

Mediante un modelo de regresion lineal simple, con estos datos para la OmpA, con un
coeficiente R% de 0,498, se observa un descenso semanal en el nivel de MDA de 0,084 a

0,102 (1C95%), medido en valor S/P medio (p<0,001).
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Figura 31. Modelo de regresion lineal con prediccién del nivel de anticuerpos frente a la proteina OmpA (en
valor S/P) en funcién de la edad de los lechones.

En el caso de los anticuerpos frente a la OmpA, a las 24 horas de vida, no se observan

diferencias en el valor S/P que presentan machos y hembras.

MDA OmpA por sexo
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Figura 32. Grafico de cajas y bigotes con el
nivel de inmunidad maternal frente a la
proteina OmpA a las 24 horas segun el sexo.
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De la misma manera que sucede en los casos anteriores, el nivel de anticuerpos
presentes en las madres presenta una asociacion significativa con el nivel de MDA
presente en los lechones a las 24 horas de vida (p<0,001), estando ambos valores
relacionados de forma creciente con un r.= 0,833 (1C95% de 0,704 a 0,909), estimando
mediante un modelo de regresién lineal, con un R? de 0,560 que por cada punto que se
incrementa el valor S/P en las madres, el nivel de MDA en los lechones a las 24 horas se
eleva en un valor S/P de 1,031 a 1,878 (IC95%). Al igual que en el resto de los casos, se
repite nuevamente la ténica de que en algunos lechones el nivel detectado de

anticuerpos es superior al de su progenitora.

Tomando los datos en conjunto, mediante un modelo de regresion multiple ajustado
por la edad en semanas de los lechones y por el valor S/P de |la madre el dia posterior al
parto, se puede establecer que la recta que mejor ajusta a los valores de MDA en los

lechones, con un R? ajustado de 0,597, viene determinada por la ecuacion:

valorS/P lechon = 0,293 + 0,51 * valor S/P madre — 0,093 * Edad

En este modelo de regresion multiple ajustado por edad de los lechones y nivel de
anticuerpos de sus progenitoras, al igual que sucedia con el modelo para el subgrupo
Apxl+ con los anticuerpos frente a la toxina Apxl, y con los modelos para la ApxIl y Apxlll,
si bien hay una influencia muy importante del nivel de anticuerpos en las cerdas sobre
el nivel de MDA, es mas importante el efecto que ejerce la edad de los lechones sobre

el nivel de MDA, con un residuo Beta estandarizado mas alto.

No obstante, al igual que sucede con los anticuerpos maternales frente a la toxina Apxl
y Apxlll, el modelo de regresién que mejor ajusta a los datos obtenidos, con un R?
ajustado de 0,760, se obtiene mediante un modelo polinédmico fraccional multivariable,

tal y como se puede observar en el siguiente grafico:
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Evolucion OmpA - Edad
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Figura 33. Modelos de regresion lineal y polindmico fraccional con prediccién del nivel de anticuerpos frente
a la proteina OmpA (en valor S/P) en funcién de la edad de los lechones.

Respecto a los valores obtenidos intra-camada a las 24 horas, en este caso al igual que
sucede con los anticuerpos maternales frente a las toxinas Apx, se detectan diferencias
significativas en los valores S/P obtenidos, en funciéon de la cerda de la que provengan
los lechones (p<0,001), asi como también se observan diferencias en la amplitud del
intervalo intercuartilico del valor S/P entre las diferentes camadas, con bastante
dispersion de los datos, a diferencia de la prueba frente a la toxina ApxIV; no detectando
en este caso homogeneidad entre las varianzas de las diferentes camadas mediante la

prueba de Levene.

Por otro lado, no se detecta correlacidn entre la paridad y el valor S/P de los lechones a
las 24horas, asi como cuando los lechones se agrupan en dos clusteres segln paridad,
separando las dos primeras paridades del resto, no se observan diferencias significativas
entre grupos. Asi pues, estos resultados sugieren que el tiempo permanecido en la
granja no afecta al valor S/P de los lechones, al igual que sucedia en el caso de los MDA

frente a las toxinas ApxIl y ApxIV.

| Introduccién



150

OmpA
Lechones agrupados por camada
v
9
~a
. ]
©
2w |
e
N
©
o ==
a —
5=
i
Lr)l %
=4
8370 7919 7553 7429 6759 6461 6317
Id. cerda

Figura 34. Grafico de cajas y bigotes con el nivel de inmunidad maternal frente a la proteina OmpA a las 24
horas segun la camada.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con todas las pruebas, se puede asumir de que
de forma generalizada, los niveles de anticuerpos maternales estan en todos los casos
asociados a los niveles de anticuerpos de las madres en el momento del parto, pudiendo
jugar la paridad de la cerda, o lo que es lo mismo, el tiempo que la cerda ha permanecido
en la granja un papel relevante, posiblemente debido a que este mayor tiempo en la granja
ha dado lugar a una mayor posibilidad de contacto con A. pleuropneumoniae o con otras
bacterias productoras de estos antigenos, si bien esto no se ha observado con todas las
pruebas por igual. Ademds, en la mayor parte de los casos se observa disparidad de los
niveles de anticuerpos dentro de la camada, posiblemente asociado a la cantidad de calostro
ingerida por cada animal en particular. También se observa de forma generalizada que la
duracidn de los anticuerpos maternales depende tanto de los niveles iniciales, como de la
edad transcurrida, una duracién que podemos ver en la tabla 17, donde se pueden apreciar
importantes diferencias en lo que respecta a la vida media de los anticuerpos frente a los

distintos antigenos evaluados.
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Tabla 17. Vida media de los anticuerpos
maternales frente a diferentes antigenos de
Actinobacillus pleuropneumoniae

Vida media (en dias)

Apxl 9,56
Apxll 35,49
Apxill 11,79
ApxIV 57,98
OMP 17,8

5.5. Resultados pruebas seroldgicas Apxl, II, 1ll, IV y OmpA a las 18 semanas grupo A

En primer lugar, es necesario puntualizar que, a las 18 semanas de vida, de los 42 animales
seleccionados, Unicamente quedaban con vida 37 animales. A las 2 bajas que se produjeron
en la primera fase del estudio, se afiadieron las bajas de los lechones 2, 3y 13, que causaron

baja por mortalidad entre las semanas 10 y 18 de vida.

Tabla 18. Principales estadisticos en base a momentos y ordenaciones de los niveles de anticuerpos
detectados en la semana 18 de vida en el grupo A, y prevalencia de positivos con todas las pruebas.

Valor S/P Apxl |Valor S/P Apxll (Valor S/P Apxlll Valor S/P ApxIV [Valor S/P OmpA
Media 0,002 0,095 0,038 0,115 0,231
SD 0,007 0,143 0,056 0,126 0,164
Min 0,000 0,000 0,000 0,000 0,030
Max 0,029 0,592 0,253 0,444 0,820
Mediana 0,000 0,030 0,021 0,087 0,173
Positivos 0,00% 8,11% 0,00% 0,00% 10,81%

Asi pues, en el caso de las pruebas seroldgicas realizadas a los animales del grupo A a las 18
semanas de vida, las pruebas ELISA para deteccién de anticuerpos frente a las toxinas Apxl,
Apxlll y Apx IV no detectaron ningln animal positivo, si bien 3 animales dieron un resultado
dudoso (aunque por debajo del punto de corte) con la prueba ApxlV, siendo ademas
animales que a las 10 semanas de vida aun presentaban unos niveles elevados de
anticuerpos maternales (animales 14, 15 y 16), lo que hace presuponer que estos valores
podrian deberse a inmunidad maternal, dado que los animales no presenten anticuerpos

frente al resto de toxinas Apx ni frente a la OmpA.
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Con la prueba ELISA frente a Apxll, se detectaron 3 animales positivos (8,11%) y con el kit
ELISA frente a la proteina OmpA, se detectaron 4 animales positivos (10.81%), siendo
remarcable que los 3 animales detectados como positivos para Apxll, los 4 detectados como
positivos para la OmpA y los 3 dudosos para la ApxIV eran animales diferentes; y todos los
animales que dieron resultado positivo ofrecieron un valor S/P relativamente bajo y cercano

al punto de corte de las diferentes pruebas.

Resultados a 18 semanas de vida

Valor S/P
1
1

| e i mm

ApxI Apxll Apxlll ApxIV OmpA

Figura 35. Grafico de cajas y bigotes con los valores S/P de cada individuo en la semana 182 frente a todos
los antigenos estudiados.
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18 semanas de vida

Grupo A
@ |
©
<
~
i . B
Apxl Apxll Apxlll ApxIV OmpA

Media Valor S/P . % Positivos

Figura 36. Representacion grafica del nivel medio anticuerpos y del % de positivos detectados por las
diferentes pruebas en la semana 182.

5.6. Resultados seroldgicos lechones Grupo B
Del grupo B, no se pudo localizar al animal 2, y los animales 8 y 11 causaron baja por

mortalidad, por lo que el grupo finalmente quedd conformado por 39 lechones.

En grupo B, procedente de una granja negativa a A. pleuropneumoniae, no se detectaron
animales con anticuerpos frente a las toxina Apxl y ApxIV, frente a la proteina de membrana
(OmpA) tampoco se detectaron animales positivos, si bien se detectaron dos animales con
un valor S/P entre 0,3 y 0,4; valores por debajo del punto de corte (lechones 31 y 14) vy,
frente a la toxina ApxIll unicamente se detectd un animal con resultado positivo a la 102

semana de vida, si bien el valor S/P obtenido era de 0,467, cercano al punto de corte.

La situacion con los anticuerpos frente a la toxina Apxll se manifestd de forma diferente al
resto, por lo que merece un anadlisis mas detallado, encontrando un 51,3% de los animales
positivos a la 42 semana de vida, presentando unos valores S/P medios de 0,416 (SD=0,579
e IC95% de 0,229 a 0,604), siendo también un 51,3% positivos a la 102 semana de vida, con
unos valores S/P medios de 0,596 (SD=0,712 e 1C95% de 0,365 a 0,827).
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Tabla 19. Prevalencia y principales estadisticos en base a momentos y ordenaciones obtenidos en el grupo B
frente a las toxinas ApxI-IV y proteina OmpA a la 42 y 102 semana de edad.

Valor S/P ApxI Valor S/P ApxIl Valor S/P Apxlll Valor S/P ApxIV Valor S/P OmpA
Edad s4 s10 s4 $10 s4 S10 s4 S10 s4 $10
Media 0,000 0,011 0,416 0,596 0,007 0,038 0,002 0,011 0,142 0,147
SD 0,000 0,033 0,579 0,712 0,019 0,081 0,012 0,040 0,083 0,075
Min 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,035 0,043
Max 0,000 0,164 3,210 3,009 0,081 0,467 0,077 0,175 0,345 0,392
Mediana 0,000 0,000 0,307 0,324 0,000 0,000 0,000 0,000 0,113 0,133
Positivos |  0,0% 0,0% 51,3% 51,3% 0,00% 2,56% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Apxll
o .
w0 |
o~
Ol .
N .
0 .
5« |
g ~
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4 SEM 10 SEM

Figura 37. Grafico de cajas y bigotes con el nivel
de anticuerpos frente a la toxina Apxll detectado
en los animales del grupo B ala 42 y la 102 semana
de edad.
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ApxlI

Valor S/P

4 SEM 10 SEM
Edad

Media Valor S/P [l % Positivos

Figura 38. Representacion grifica de |la
evolucion por semanas del nivel medio
anticuerpos frente a la toxina ApxIl y del % de
positivos detectados por la prueba a la 42y la
102 semana de edad en el grupo B.

Si comparamos estos resultados frente a la toxina ApxIl con los obtenidos a las mismas
edades en el grupo A, a la 42 semana de edad se observa que los valores S/P son mas
elevados en el grupo A (p<0,001), asi como la prevalencia de animales positivos (p<0,001).
Sin embargo, a la 102 semana de vida sucede a la inversa, los valores S/P son mas elevados
en el grupo B, sin que la diferencia llegue a ser estadisticamente significativa, aunque
marcando una tendencia (p=0,097); asi como también la prevalencia de animales positivos,
sin llegar a ser esta ultima diferencia estadisticamente significativa. Esto podria constituir
un indicativo de que la tendencia a la baja que se observa en el grupo A se debe a la dindmica
de los anticuerpos maternales, y la tendencia al alza en el grupo B podria deberse a una
infeccidn activa por una bacteria productora de toxina Apxll, como podria ser Actinobacillus
porcitonsillarum o Actinobacillus rossii, ya que la ausencia de anticuerpos frente a ApxIV y
OmpA descarta la implicacion de Actinobacillus pleuropneumoniae, y la ausencia de

anticuerpos frente a Apxl también descartaria la presencia de Actinobacillus suis.
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Tabla 20. Principales estadisticos en base a momentos y ordenaciones
obtenidos en los grupos Ay B frente a la toxina Apxll a la 42 y 102 semana de
edad.

| Apxn | GRUPO A GRUPO B
Edad 4SEM  10SEM | 4SEM  10SEM
Media 1,801 0,383 0,416 0,596

SD 1,175 0,361 0,579 0,712
Min 0,366 0,000 0,000 0,000
Max 3,934 1,432 3,210 3,009
Mediana 1,424 0,244 0,307 0,324
Positivos _ 100% 42,5% 51,3% 51,3%
ApxIll
GrupoAyB
o
®J

erlt

4SEM 10 SEM 4SEM 10 SEM
GRUPO A GRUPO B

Media Valor S/P B % Positivos

Figura 39. Representacion grafica de la evolucidn por semanas del
nivel medio anticuerpos frente a la toxina Apxl y del % de
positivos detectados por la prueba a la 42 y a la 102 semana de
edad en los grupos Ay B.
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5.7. Estudio la concordancia entre las 5 pruebas de ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para
la deteccidn de positivos a A. pleuropneumoniae mediante la deteccion de anticuerpos

frente a las toxinas ApxI-lll, ApxIV y la proteina OmpA.

Para la evaluacion de la concordancia entre las cinco pruebas ELISA, respecto a su capacidad
de detectar animales positivos o negativos a A. pleuropneumoniae, se han tenido en cuenta
los resultados del grupo B (granja negativa) y los resultados a la 182 semana de vida en la
granja A, siendo ambas, poblaciones en las que la prevalencia de animales negativos es muy
alta, y la de positivos muy baja o inexistente, una importante limitacidon que se ha de tener

en cuenta para la interpretacion de los resultados.

Tabla 21. Animales detectados como positivos y negativos por cada una de
las pruebas en la granja B (negativa).

ApxI Apxll Apxlll ApxIV OmpA
Positivos 0 43 1 0 4
Negativos 115 72 114 115 111
Total 115 115 115 115 115

Por este motivo, el grado de validez de esta evaluacion de concordancia para la deteccién
de animales enfermos o positivos es reducida, tal y como se puede observar en la tabla 22,

con un bajo acuerdo entre las cinco pruebas para la deteccidn de animales positivos.

Tabla 22. Acuerdo especifico para positivos entre las 5 pruebas ELISA evaluadas.

ACUERDO ESPECIFICO PARA POSITIVOS

0,0%

ApxI| Apxll Apxlll ApxIV OmpA

Sin embargo, para la deteccién de animales negativos, se observa una elevada concordancia,
tal y como se puede observar en la tabla 23, con un elevado grado de acuerdo,
especialmente entre las pruebas ELISA frente a las toxinas Apxl, Apxlll, ApxIV y la proteina

OmpA.
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Tabla 23. Acuerdo especifico para negativos entre las 5 pruebas ELISA evaluadas.

77,0%

ACUERDO ESPECIFICO PARA NEGATIVOS

99,6%

100,0%

98,2%

77,0%

75,4%

Apxlil 99,6% 99,6%

ApxIV 100,0%

OmpA 98,2% 75,4% 97,8% 98,2%
Apxl Apxli Apxlll ApxIV

OmpA

Tabla 24. indice kappa de concordancia entre las 5 pruebas ELISA evaluadas.

INDICE kappa

ApxI

ApxIl

ApxIll

ApxIV

OmpA

Tabla 25. indice PABAK (indice kappa ajustado por sesgo y prevalencia) de
concordancia entre las 5 pruebas ELISA evaluadas.

INDICE PABAK

Tal y como se puede observar en la tabla 25, con el indice kappa ajustado por sesgo y
prevalencia (PABAK) de la muestra estudiada, la prueba que presenta un menor grado de
concordancia con el resto es la prueba ELISA frente a la toxina Apxll, presentando todas las

demas un excelente grado de concordancia entre ellas, segln la escala de Altman.
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6. DISCUSION

El estudio de evolucidén de los anticuerpos maternales frente a las toxinas Apx y la proteina
OmpA de A. pleuropneumoniae realizado en el presente trabajo, sugiere que la duracién de
estos puede llegar a ser muy diferente en funcion del antigeno de que se trate (tabla 17).
Debemos tener en cuenta que el mejor método para la comparacion entre diferentes trabajos
en referencia a la duracién de los anticuerpos maternales es el estudio de su vida media
(Martinez-Boixaderas et al., 2022). Asi, se puede observar en el trabajo de Vigre et al. (2003), en
el que se estudio la evolucidon de los anticuerpos maternales especificos frente al LPS del serotipo
2 de A. pleuropneumoniae mediante ELISA, la detecciéon de una duracién media de estos
anticuerpos maternales de 2 semanas (11-15 dias), similar a la detectada en el presente trabajo

frente a las toxinas Apxl (9,56 dias), Apxlll (11,79 dias), y la proteina OmpA (17,8 dias).

Sin embargo, en el estudio llevado a cabo por Cruijsen et al. (1995c), focalizado en la duracién
de los anticuerpos maternales neutralizantes frente a toxinas Apx, encontré una vida media de
estos anticuerpos de 4 a 6 semanas, resultados similares a los obtenidos en nuestro estudio
frente a las toxinas Apxll (5 semanas) y ApxIV (8 semanas). Si bien cabe mencionar que el trabajo
de Cruijsen et al. (1995c) se llevd a cabo mediante seroneutralizacion, midiendo la capacidad del
suero de los lechones para neutralizar la actividad citotoxica y hemolitica de A.
pleuropneumoniae, y teniendo en cuenta que, tanto la toxina Apxl como la Apxlll presentan
actividad citotoxica y tanto la Apxl como la ApxIl presentan actividad hemolitica (Frey et al.,
1993), existe la posibilidad de que se detectasen reacciones cruzadas entre anticuerpos frente a
las toxinas Apxl, Il y I, y aquellos anticuerpos especificos frente a la toxina que se presentasen

en mayor cantidad indujesen a establecer una duracién mas prolongada para el resto.

Ademads, hay que tener en cuenta, tal y como observan algunos autores, que existe una
homologia entre toxinas Apxl y Il de un 50%, y entre toxina ApxIl y ApxIll de un 40% (Jung et al.,
2019; Shin et al., 2011), lo que da lugar a la reaccidn seroldgica cruzada entre anticuerpos frente
a las toxinas Apxl-lll observada por diversos estudios (Giménez-Lirola et al., 2014; Jung et al.,
2019; Nielsen et al., 2000), por lo que se recomienda realizar los estudios seroldgicos mediante
el uso de proteinas Apx recombinantes en lugar de proteinas purificadas, seleccionando aquellas
estructuras de la toxina que generan una menor reaccion cruzada con el resto de toxinas (Jung

et al., 2019).

Los anticuerpos maternales frente a la toxina Apxll parecen tener una mayor duracién que los
dirigidos frente a las toxinas ApxIl y Apxlll, siendo unos resultados muy similares a los observados

por otros autores (Jirawattanapong et al., 2008; Shin et al., 2011; Tumamao et al., 2004a). Asi,
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Jirawattanapong et al. (2008), aunque no establece la vida media de los anticuerpos maternales
frente a las toxinas ApxI-1V, si que evalla hasta que edad se detectan los anticuerpos, hallando
unos niveles mas elevados a la 62 semana de vida frente a la toxina ApxIl que frente a las toxinas
Apxly Apxlll, y que estos anticuerpos frente a Apxll pueden ser alin detectados hasta la semana
102 de vida. Igualmente, observan una mayor duracién de los anticuerpos frente a la toxina
ApxIV, pudiendo llegar hasta la semana 142, lo que viene a refutar la observacion del presente
estudio con una mayor duracion de los anticuerpos maternales frente a la toxina ApxIV respecto
al resto. Cabe resefiar en este punto, que a pesar de observarse una mayor duracién por diversos
estudios de la inmunidad maternal frente a las toxinas ApxIl y ApxIV, su estructura antigénica no
estd relacionada, lo que implica que no hay posibilidad de reacciones cruzadas entre ellas
(Schaller et al., 1999). La mayor duracidén de la inmunidad maternal frente a estas dos toxinas
podria estar relacionada con una mayor exposicion de las cerdas a las mismas, ya que la toxina
ApxIV es producida por todos los serotipos de A. pleuropneumoniae. Una exposicidn a cualquier
serotipo implicaria contacto con la toxina, y por otro lado la toxina Apxll es producida por otras
bacterias comunmente habituales en la microbiota bacteriana tonsilar del cerdo (Frey, 2019), lo
que también podria llevar a un contacto continuado con este antigeno. De igual modo, estos
resultados podrian estar también relacionados con los resultados revelados por el estudio de
Stancheva et al. (2022), en el que las proteinas ApxIIA, ApxIIIA y ApxIVA parecen ser las mas
abundantes en el exoproteoma de A. pleuropneumoniae, llevando a un mayor contacto con
estos antigenos por parte de los animales infectados. Sin embargo, otros autores han detectado
un mayor nivel de los anticuerpos maternales frente a las toxinas Apxl y Apxlll que frente a ApxlI,
siendo los niveles elevados a la 42 semana, y bajos a las 82 y a la 122 (Chiers et al., 2002a). Este
estudio, al igual que el de Cruijsen et al. (1995c), se llevé a cabo mediante seroneutralizacidn,
por lo que se pudieron detectar reacciones cruzadas entre toxinas, ademds, en este caso no se
evaluaron los anticuerpos frente a la toxina ApxIV. Por otro lado, los estudios de Vigre et al.
(2003) y Krejci et al. (2005), realizados mediante ELISA frente al serotipo 2, detectan una
duracidon maxima de estos anticuerpos de 8 semanas, con lo que teniendo en cuenta que en este
trabajo hemos detectado anticuerpos frente a las toxinas ApxIl y ApxIV en un elevado porcentaje
de animales aun a la semana 102, siendo este el ultimo punto de muestreo, sugiere una mayor
duracion de los anticuerpos frente a las toxinas Apx, que frente a otras estructuras de la bacteria

como los LPS o las proteinas Omp.

En cualquier caso, todos estos resultados confirman que la duracidon de los anticuerpos
maternales puede ser diferente en funcidn del antigeno frente a la que vayan dirigidos, con lo

gue no tiene sentido establecer que la duracidn de los anticuerpos maternales frente a la toxina
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ApxIV marca la duracién de los anticuerpos maternales frente a las toxinas ApxI-lll, lo que es un
hallazgo muy relevante, teniendo en cuenta que muchas vacunas disponibles hoy en dia frente
a A. pleuropneumoniae estan disefiadas en base a las toxinas (Gottschalk & Broes, 2019; Loera-
Muro & Angulo, 2018). Tal y como reportan algunos autores, se pueden dar fenédmenos de
interaccion de estas vacunas con la inmunidad maternal frente a las toxinas Apxl-lll que esté
presente en los animales en el momento de la vacunacién (Jirawattanapong et al., 2008), con lo
gue una practica comunmente establecida es medir esta inmunidad maternal en base a los
anticuerpos frente a la toxina ApxIV, dado que no hay kits comerciales disponibles frente a las
toxinas Apxl-lll, asumiendo que la dindmica de anticuerpos es parecida para todas las toxinas
Apx y asi buscar la ventana vacunal mas oportuna para aplicar las vacunas. Asi pues, los
resultados del presente estudio ponen en entredicho esta practica, dado que la duracién de los
anticuerpos maternales frente a la toxina ApxIV parece ser, al menos bajo las condiciones de
este estudio, sustancialmente mas elevada que frente al resto de las toxinas, por lo que la
duracidn de los anticuerpos frente a las toxinas ApxI-lll de cara a evitar la interferencia vacunal,
deberia ser realizada mediante técnicas especificas para medir los anticuerpos frente a cada una

de las toxinas.

Los niveles iniciales de anticuerpos maternales en el lechdn frente a las diferentes estructuras
antigénicas de A. pleuropneumoniae que hemos estudiado, estan asociados a los niveles de
anticuerpos que presentan las madres, con una elevada correlacidon entre ambos. Este es un
hecho que también observan otros estudios, que si bien se llevan a cabo midiendo los
anticuerpos maternales frente al LPS del serotipo 2 de A. pleuropneumoniae, detectan la misma
asociacion (Sjélund et al., 2011b; Vigre et al., 2003), encontrando, al igual que en el presente
trabajo, por un lado una importante variabilidad entre camadas, que esta asociada al nivel de
anticuerpos que posee la progenitora y a la variabilidad que hay entre cerdas, tal y como
también observan Vigre et al. (2003). Por otro lado, hemos observado una importante
variabilidad entre lechones dentro de la misma camada al igual que se documenta en los
trabajos de Vigre et al. (2003) y Nechvatalova et al. (2005), los cuales sugieren que estas
diferencias se deben a la cantidad de calostro ingerido y al tiempo de encalostramiento. De
hecho, Curtis & Bourne (1971) indican que la variabilidad entre lechones de una misma camada
en el nivel de anticuerpos maternales puede ser debida a los diversos factores que influyen en
la ingesta de calostro como el comportamiento de los lechones durante el encalostramiento, el
orden de nacimiento y las diferencias en la produccion de calostro entre tetas. Cabe mencionar

que en el trabajo de Sjélund et al. (2011b) no se detectd que el nivel de anticuerpos maternales
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estuviese asociado con el peso al nacimiento, variable que en el presente estudio se ha

evaluado.

No obstante, a diferencia del resto de estudios, probablemente porque estos han sido llevados
a cabo determinando el nivel de anticuerpos frente a un Unico antigeno, la variabilidad
observada en nuestro estudio no ha sido igual para todos los antigenos evaluados. Se ha
observado una variabilidad mas reducida entre lechones de la misma camada, asi como entre
camadas en el caso de los anticuerpos maternales frente a la toxina ApxlV, asi como una
variabilidad mas reducida entre lechones de la misma camada en el caso de la proteina OmpA.
Este efecto podria ser debido a una mayor variabilidad entre resultados con las pruebas ELISA
Apxl-Ill, aunque seria necesario realizar estudios adicionales para confirmar y encontrar las

posibles causas de este hallazgo.

A pesar de que el presente estudio no estaba enfocado a determinar la relacién entre la paridad
de las cerdas con los niveles de anticuerpos tanto en cerdas como en lechones, los resultados
obtenidos sugieren que podria existir esta asociacion. Si bien no seria la misma para todos los
antigenos estudiados, tal y como se observa en los anticuerpos maternales frente a todas las
toxinas Apx, en las que se detectan unos mayores niveles de anticuerpos a medida que la paridad
es mayor. Esto, en cierta medida, coincide con algunas observaciones realizadas por Tobias et
al. (2014b), que evaluaron los anticuerpos en las cerdas frente a las toxinas Apx, detectando una
correlacién positiva con la paridad en los anticuerpos frente a la toxina Apxll, mientras que la
correlacién fue negativa en los anticuerpos frente a la toxina Apxlll y frente a una Omp, asi como
Sjolund et al. (2011b), que observaron que, a diferencia de nuestro estudio, las cerdas con
mayores niveles de anticuerpos eran las de primer parto, seguramente debido a una infeccion
reciente, lo que viene a remarcar la importancia que puede tener la adaptacién de la reposicion

alahora de tener unos niveles adecuados de inmunidad maternal frente a A. pleuropneumoniae.

Lo que si queda patente en nuestro estudio y en los estudios anteriormente referidos, es que el
nivel de anticuerpos de las cerdas condiciona el nivel de anticuerpos de sus lechones, y este nivel
de anticuerpos en las cerdas estd determinado por diversos factores, entre ellos, el grado de
exposicidn a estos antigenos que hayan podido tener (Cruijsen et al., 1995c). Por un lado, por su
grado de exposicion a A. pleuropneumoniae, ya que como nuestros resultados sugieren,
teniendo en cuenta que Unicamente se han evaluado 7 cerdas, la exposicion a los diferentes
serotipos es completamente diferente en cada una de ellas, y esto tiene como consecuencia que
el grado de exposicién a la diferentes toxinas también haya sido diferente, de forma muy

interesante, Unicamente se observa cierta homogeneidad en el nivel de anticuerpos frente a

David Espigares



163

aquellos antigenos que estdn compartidos por todos los serotipos de la bacteria, es decir la
toxina ApxIV y la proteina OmpA. Pero ademas hay que tener en cuenta que las toxinas ApxI-llI
no son especificas de A. pleuropneumoniae, lo que tiene como consecuencia que el grado de
exposicién a otras bacterias productoras de toxinas Apx o con una estructura antigénica similar
(Frey, 2019; Kamp et al., 1994; Schaller et al., 2000), aunque no tenga consecuencias patoldgicas,
si que las va a tener desde el punto de vista de antigenicidad. La exposicidn a estas bacterias va
a generar una exposicidn a sus toxinas que puede redundar en un incremento en la inmunidad
maternal frente a las toxinas Apx, aun sin haber estado las cerdas expuestas a A.
pleuropneumoniae (Cruijsen et al., 1995c). En este estudio, este fenémeno se ha observado en
la granja B, en la que, aunque no se puede discernir si los anticuerpos que presentan los lechones
alas 4 semanas de edad son de origen pasivo o activo, queda patente que en una granja negativa
a A. pleuropneumoniae hay una o varias bacterias que estan generando inmunidad frente a una
toxina Apxll. Esto nos lleva a la reflexién de que la deteccidn de anticuerpos frente a toxinas
ApxlI-Ill tiene muy poca especificidad en lo que a la deteccién de animales infectados por A.
pleuropneumoniae se refiere, si bien el objetivo del presente estudio no es analizar el grado de
especificidad y sensibilidad de las técnicas, para lo que seria necesario la realizacidn de estudios

adicionales.

La deteccion en una granja de la presencia de mas de un serotipo de A. pleuropneumoniae, como
ha sido nuestro caso, no es un hecho infrecuente, sino que confirma los resultados obtenidos
por otros autores que han realizado la misma observacion, detectando granjas infectadas por
multiples serotipos (Broes et al., 2007; Chiers et al., 2002a; Maes et al., 2002; Dunlop & Mcorist,
2021). De hecho, el trabajo de Maes et al., (2002) refleja el riesgo que suponen los cambios de
origen en la reposicién por el efecto que pueden tener en la entrada de nuevos serotipos en la
granja, por ello diversos autores inciden en la importancia de la monitorizacién de la reposicion

antes de la entrada a granja (Broes et al., 2007; Gottschalk, 2015; Gottschalk & Broes, 2019).

En el presente estudio, si bien se observa la presencia de diversos serotipos entre las cerdas,
posiblemente el hecho mas relevante lo constituye la deteccidn de una cerda negativa a todos
los serotipos investigados, asi como a la toxina ApxIV, siendo ademas una cerda de primer parto.
Esto invita a la reflexidn acerca de las consecuencias que puede llegar a tener la incorporacion
al hato reproductor de una reposicién que es negativa a los serotipos presentes en la granja, sin
una buena aclimatacién a dichos serotipos, dando lugar a la llegada a su primer parto sin unos
niveles homogéneos con el resto de reproductoras de anticuerpos protectores frente a la clinica
por A. pleuropneumoniae, para poder transmitirlos a su descendencia. Sobre esto no hay

estudios publicados. Sin embargo, como refleja este trabajo y en concordancia con otros
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autores, el nivel de anticuerpos en las madres determina el nivel de anticuerpos maternales en
su progenie, y tal y como sugieren multiples estudios, este nivel de anticuerpos en los lechones
y su duracion determina el grado de proteccion de estos frente a la enfermedad clinica (Cruijsen
et al., 1995b,c; Nechvatalova et al., 2005; Sjélund et al., 2011b; Velthuis et al., 2003; Vigre et al.,
2002). Asi pues, en base a los resultados de este trabajo, aquellos lechones procedentes de esta
cerda negativa son los que presentan unos niveles mas bajos de inmunidad maternal frente a
los diversos antigenos de A. pleuropneumoniae. Esto puede hacer que sean animales
susceptibles a la enfermedad antes que sus compafieros de lote, con la posibilidad de que una
vez que se infecten en ausencia de niveles de anticuerpos maternales suficientes inicien la
sintomatologia clinica, tal y como han reflejado algunos estudios (Cruijsen et al., 1995a;
Klinkenberg et al., 2014), pero en este caso, a edades mas tempranas de las habituales. Este
hecho sugiere que la presencia de lechones sin anticuerpos maternales especificos frente a las
toxinas Apx podria ser el motivo de la aparicion de los brotes tempranos de la enfermedad (entre
la 42 y la 102 semana) que se detectan en algunas granjas. No podemos olvidar que tal y como
expone el estudio de Vigre et al. (2002), la edad a la que la transmisidn horizontal de la bacteria
tiene su maxima expresion es precisamente entre las semanas 42 y 122 de vida. En este sentido,
Fitzgerald et al. (2020), observaron en un estudio serolégico frente a la toxina ApxIV realizado
en animales al final de la fase de engorde, una asociacion entre estos niveles y la paridad de la
cerda de procedencia, de tal modo que los lechones procedentes de cerdas primerizas
presentaban mayores niveles de seroconversioén a la toxina ApxIV que los lechones procedentes
de cerdas multiparas, sugiriendo que probablemente fuese debido a una mayor exposicién al
patégeno, probablemente debido a una menor inmunidad pasiva trasferida por las cerdas

primiparas, tal y como nuestros resultados sugieren.

Por otro lado, entre los lechones procedentes de esta cerda negativa a todos los antigenos,
curiosamente se observa la presencia de algunos lechones con anticuerpos maternales frente a
las toxinas ApxIl, Apxlll, ApxIV o la proteina OmpA, lo que viene a matizar el resultado negativo
de la madre, dado que como Klobasa et al. (1981) refieren, los anticuerpos se concentran en el
calostro de la cerda, y este puede presentar unos niveles mds elevados que el suero del animal
del que procede, lo que tiene como consecuencia, como algunos estudios han advertido, que
los lechones al encalostrarse, presenten durante los primeros dias unos niveles de anticuerpos
de origen maternal en suero mas elevado que los de sus progenitoras (Curtis & Bourne, 1971;
Kristensen et al., 2004a), tal y como hemos observado con todos las pruebas evaluadas, no sdlo
con estos lechones procedentes de la cerda negativa, sino con lechones de la mayoria de las

camadas.
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No obstante, en el caso concreto de la cerda negativa, el hecho de observar en sus lechones
unos niveles detectables de anticuerpos frente a A. pleuropneumoniae, puede ser un indicativo
de un antiguo contacto de esta cerda con la bacteria. En base a que no se hayan producido
contactos mas recientes, los niveles de anticuerpos podrian haber disminuido hasta ser
indetectables mediante pruebas seroldgicas, aunque sin embargo estén presentes en el animal,
hecho que daria lugar a un falso negativo, tal y como han también han mencionado otros autores
(Dreyfus et al., 2004; Eamens et al., 2012a). De hecho, estos falsos negativos son el motivo por
el cual algunos estudios recomiendan realizar muestreos de al menos 30 animales para
establecer el estatus de una granja frente a A. pleuropneumoniae (Dunlop & Mcorist, 2021). Por
otra parte, tampoco se puede descartar el hecho de que estos lechones no procediesen
bioldgicamente de esta cerda, dado que el estudio se ha llevado a cabo a nivel de campo y no

en un entorno experimental.

El hecho de que la produccién de toxinas sea inherente al serotipo, y que no haya ningun
serotipo que produzca las tres toxinas Apxl-lll (Beck et al., 1994), implica que al haber sido las
cerdas infectadas por varios serotipos diferentes no sea facil determinar que serotipo es el
responsable de generar los anticuerpos frente a una determinada toxina. Sin embargo, la mayor
parte de los serotipos producen toxina Apxll y todos producen ApxIV (Frey, 2019), lo que podria
llevar a que, en granjas infectadas por varios serotipos, como es el caso de la granja A, las cerdas
tengan unos niveles de anticuerpos mas elevados frente a estas dos toxinas, probablemente
debido a exposiciones reiteradas a A. pleuropneumoniae. O incluso, en el caso de la toxina Apxll,
a otras bacterias apatdgenas habituales en el cerdo, también productoras de toxina Apxll o
antigénicamente relacionadas con esta (Frey, 2019; Schaller et al., 2000). Estas cerdas pueden
transferir una mayor cantidad de anticuerpos maternales a su descendencia frente a estas dos
toxinas, explicando asi el mayor nivel inicial y la mayor duracién que tienen estos anticuerpos
maternales respecto al resto de toxinas y proteinas estudiadas. En el caso de Apxl podemos
observar que hay menos serotipos presentes en las cerdas que produzcan esta toxina,
generando una menor exposicidon a este antigeno y por tanto una menor transmisién a sus
lechones. Sin embargo, esto no se observa de igual modo con la proteina OmpA, que aun
estando también presente en todos los serotipos de A. pleuropneumoniae y pudiendo presentar
reacciones seroldgicas cruzadas con otras bacterias de la familia Pasteurellaceae habituales en
el cerdo como Pasteurella multocida o Glaesserella parasuis (Eamens et al., 2012b), los niveles
y duracidn de los anticuerpos que se generan no son tan elevados como en el caso de las toxinas
ApxIly ApxIV. De igual modo sucede con la toxina Apxlll, que, si bien la mayor parte de las cerdas

estan expuestas a serotipos productores de esta toxina, sus niveles y los de sus lechones no son
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tan elevados como para Apxll y ApxIV. Esto abre |la puerta a pensar en la posibilidad de que todos
los antigenos no sean igual de inmunogénicos, sugiriendo estos hallazgos que las toxinas Apxll y
ApxIV pudiesen generar mayores respuestas que al menos la toxina Apxlll y la proteina OmpA.

Pero esto se tiene que confirmar mediante estudios adicionales.

Por otro lado, tal y como sugiere el trabajo de Klinkenberg et al. (2014), la presencia o ausencia
de anticuerpos maternales parece tener una gran influencia en el desarrollo de brotes clinicos
frente a la enfermedad. Sobre todo, en los casos en los que mientras se estd produciendo la
transmisién horizontal, hay animales perdiendo la inmunidad maternal, normalmente entre las
semanas 42y 122 (Vigre et al., 2002), que tal y como observamos en nuestro estudio es cuando
en la mayoria de los animales ya no hay o estan declinando los anticuerpos calostrales frente a
algunas de las toxinas Apx, que son los que en mayor medida ejercen la proteccion clinica tal y

como observan Cruijsen et al. (1995c).

Tobias et al. (2014b) detectan que la colonizacién de los lechones se produce agrupada por
camadas, y tanto en nuestro estudio como en el trabajo de Vigre et al. (2003), se observa que
los diferentes niveles de anticuerpos calostrales también estan agrupados por camada. Cabe la
posibilidad de que ambos hechos pudiesen estar relacionados, es decir, cerdas con bajo nivel de
anticuerpos, generan lechones con bajo nivel de anticuerpos calostrales, que son las camadas
mas susceptibles de ser infectadas. No obstante, serian necesarios estudios adicionales para

establecer esta relacion.

Por otra parte, Tobias et al. (2014a) refieren que un nivel elevado de anticuerpos frente a la
toxina Apxll en las cerdas antes del parto, se asocia significativamente con una baja probabilidad
de infeccidn para su descendencia después del destete. No obstante, este estudio cuantificé los
anticuerpos frente a toxinas Apx y proteina OmpA en las cerdas, y seguramente esta menor tasa
de colonizacién podria estar ligada a anticuerpos maternales frente a otras estructuras de la
bacteria, tal y como sugiere Vigre et al. (2003), en su estudio a acerca de los anticuerpos
maternales serotipo especificos frente al serotipo 2. En él, observa cdmo dos semanas después
del nacimiento los animales son susceptibles a la infeccion por A. pleuropneumoniae, sugiriendo
que estos anticuerpos maternales especificos de serotipo podrian ser los que en elevadas
cantidades ejercen una proteccion frente a la colonizacidon por la bacteria. Aunque otros
estudios también refieren que los animales podrian ser colonizados por A. pleuropneumoniae
en presencia de esta inmunidad maternal (Chiers et al., 2002a; Nechvatalova et al., 2005). No
obstante, tal y como el presente estudio pone de manifiesto, y en concordancia con el trabajo

de Cruijsen et al. (1995c), la duracién de los anticuerpos maternales frente a las toxinas Apx
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puede llegar a ser mucho mayor, como hemos observado con la Apxll, con una vida media de 6
semanas, y detectando a las 10 semanas de vida aun un 42,5% de animales con anticuerpos
maternales. Estos anticuerpos podrian ser los responsables de que, si bien los animales pueden
ser colonizados a edades mds tempranas, estdn protegidos frente a las toxinas Apx hasta el
agotamiento de los mismos, ya entrada la fase de cebo. Diversos autores coinciden es en que
unos niveles elevados de anticuerpos maternales frente a las toxinas Apx inducen protecciéon
clinica frente a la enfermedad ocasionada por A. pleuropneumoniae (Cruijsen et al., 1995c;
Devenish et al., 1990; Furesz et al., 1997), lo que daria explicacién al hecho de que la mayoria
de los brotes clinicos de la enfermedad se produzcan en fase de cebo (Gottschalk & Broes, 2019),
aunque la infeccidn y transmisién de la bacteria es elevada a edades mas tempranas. Este hecho
viene a reflejar la importancia que podria tener mantener unos niveles elevados de inmunidad
en las cerdas frente a las toxinas Apx, de forma que esta inmunidad pudiera ser transmitida via
calostro a su descendencia, con el objetivo de proporcionar una inmunidad maternal alta y
equilibrada frente a las tres toxinas, para asi evitar brotes tempranos de la enfermedad cuando
los lechones estan alojados en un entorno de alta transmisidon de la bacteria. Ademds, como
sugiere el estudio de Nechvatalova et al. (2005), la mejor proteccidn se obtiene cuando los
animales son expuestos a una dosis baja de bacteria con un estatus elevado de inmunidad
maternal. Asi pues, esto sugiere la necesidad de evaluar mediante estudios adicionales, el efecto
que podria tener la vacunaciéon de reproductoras con vacunas basadas en toxinas Apx, de
manera que se homogeneizasen y elevasen los anticuerpos maternales frente a dichas toxinas
en sus lechones con el objetivo de estar protegidos hasta edades mas avanzadas, tal y como

también coinciden Kristensen et al. (2004a).

Sin duda, que unos de los resultados mds interesantes de este trabajo lo ofrecen los obtenidos
en los animales a la 182 semana de vida, en los que se observan unos niveles medios de
anticuerpos mas bajos que en los mismos animales a la 102 semana de edad, no detectandose
seroconversién con ninguna de las pruebas realizadas. Analizando los resultados obtenidos con
cada una de las pruebas, en cada animal en particular, se observa como frente a las toxinas ApxI
y Apxlll no se detecta ningln animal con anticuerpos a la 182 semana, lo que induce a pensar

que no se ha producido infeccién por ningln tipo de bacteria productora de estas toxinas.

Sin embargo, en el caso de la toxina Apxll, podemos observar que se detectan 3 animales
positivos, aunque con niveles de anticuerpos bajos, cercanos al punto de corte y resultando
negativos frente al resto de pruebas seroldgicas, lo cual teniendo en cuenta el grado de
especificidad que diversos autores refieren para el test ELISA frente a la toxina ApxIV, un 100%

segun Dreyfus et al. (2004), sugiere que la seroconversion de estos animales podria ser debida
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a una produccién de toxina por otras bacterias como podrian ser Actinobacillus porcitonsillarum,
Actinobacillus rossii o Actinobacillus suis o incluso por otra bacteria productora de toxinas
antigénicamente relacionadas con la toxina Apxll, tal como refieren algunos autores (Frey, 2019;

Kamp et al., 1994; Schaller et al., 2000).

En el analisis pormenorizado de los resultados frente a la toxina ApxIV, si bien hemos observado
que todos los animales estan por debajo del punto de corte establecido como positivo, se
detectd que tres animales presentaban niveles de anticuerpos que podrian arrojar un resultado
dudoso, con lo que se decidid repetir la prueba, arrojando el mismo resultado. No obstante,
cuando se analizan en detalle los tres animales que presentan este resultado dudoso, se
observan dos circunstancias interesantes, la primera es que al igual que en el caso anterior, en
ninguno de los tres animales se observa seroconversiéon en ninguna de las otras pruebas
realizadas. Y, sobre todo, se identifica que estos animales a la 102 semana de vida presentaban
aun unos niveles muy elevados de anticuerpos frente a la toxina ApxIV, por lo que con toda
probabilidad estos resultados se deban a la persistencia de titulos ya muy bajos de anticuerpos
maternales. Esto concuerda con los resultados obtenidos por Jirawattanapong et al. (2008), que
muestran que la inmunidad maternal frente a la toxina ApxIV puede persistir hasta la semana
142 de edad. Este resultado afianza aun mas la observacion realizada anteriormente acerca de
la complejidad a la hora de interpretar los resultados ofrecidos por los kits ELISA de deteccién
de anticuerpos frente a toxina ApxIV de cara a establecer protocolos vacunales que eviten la

interferencia con la inmunidad maternal frente a las toxinas ApxI-Ill.

En el analisis individualizado de los resultados obtenidos frente a la proteina OmpA, se detectan
4 animales positivos, que al igual que los casos anteriores, no presentaban seroconversién con
el resto de las pruebas. En este caso, de forma parecida a lo que sucede con los anticuerpos
frente a la toxina Apxll, hay que tener en cuenta, que las Omp de otras bacterias del género
Pasteurellaceae dan lugar a reacciones seroldgicas cruzadas con esta prueba, estando estos
resultados en la linea de los obtenidos por Eamens et al. (2012b) Estos autores si bien
observaron una buena correlacidn entre las pruebas seroldgicas frente a OmpA y ApxIV, también
advirtieron que animales infectados por Pasteurella multocida o Glaesserella parasuis daban
lugar a cierta seroconversion con la prueba frente a la OmpA, lo que hacia a esta prueba menos

especifica para detectar animales infectados por A. pleuropneumoniae.

Asi pues, ninguno de los animales ha presentado al mismo tiempo anticuerpos frente a alguna
de las toxinas ApxI-lll, y mas importante aun, frente a la toxina ApxIV y la proteina OmpA, siendo

ambas dos de las proteinas mas abundantes y conservadas en el exoproteoma de todos los
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serotipos de A. pleuropneumoniae y teniendo una alta expresién durante la fase activa de la
infeccidn tal y como observan Brogaard et al. (2015) y Stancheva et al. (2022). De hecho, son
dos de los indicadores mas importante de una infeccién por la bacteria, pudiendo constituir su
uso conjunto una herramienta muy valiosa a la hora de la interpretacion de los diferentes
resultados que se pueden obtener en una granja mediante pruebas seroldgicas, tal y como
también sugieren Eamens et al. (2012a,b). En cualquier caso, y en concordancia con lo sugerido
por otros autores (Broes et al., 2007; Dunlop & Mcorist, 2021), los resultados observados en la
semana 182 indican la utilidad de realizar las pruebas serolégicas frente a mdas de un antigeno
de A. pleuropneumoniae, en lugar de realizarlas frente a un Unico antigeno, que suele ser la
practica habitual, de cara a interpretar correctamente los resultados obtenidos, dada Ia
complejidad de hacer interpretaciones con una Unica prueba por la influencia que parecen tener
tanto la inmunidad maternal, como las reacciones seroldgica cruzadas debidas a infecciones por
otras bacterias, asi como los diferentes plazos para la seroconversidon con cada una de ellas.
Como algunos autores han referido, la seroconversion frente a la proteina OmpA es muy rapida,
una semana tras una infeccién experimental (Eamens et al.,, 2012a,b), mientras que la
seroconversion frente a la toxina ApxIV puede llevar mas tiempo, de 1 a 4 semanas tras la
infeccidn (Dreyfus et al., 2004; Eamens et al., 2012a,b; Opriessnig et al., 2013). Por lo que, vistos
los resultados obtenidos en nuestro estudio, se podria establecer, que al menos hasta la semana
142 los animales pudieron permanecer sin infectarse por A. pleuropneumoniae, teniendo en
cuenta que, una de las limitaciones de este estudio, es no haber realizado pruebas de deteccion
de la bacteria mediante PCR en tonsila. Tal y como sugieren Chiers et al. (2002b), los animales
se pueden colonizar a nivel nasal o tonsilar por A. pleuropneumoniae y no desarrollar niveles de
anticuerpos detectables en suero, si bien dicho estudio se llevé a cabo Unicamente mediante
deteccion de anticuerpos frente a las toxinas Apxl-Ill, y tal y como otros autores refieren, este
efecto se atenua incrementando el tamafio de los muestreos al menos a 30 animales (Dunlop &

Mcorist, 2021; Opriessnig et al., 2013).

Por tanto, dado que el protocolo profilactico aplicado durante este trabajo estuvo motivado por
la necesidad de asegurar que los anticuerpos detectados hasta la semana 102 de vida se
debiesen a inmunidad maternal, y no a inmunidad activa tras una infeccidn, estos resultados
sugieren que el objetivo quedo cumplido, al no hallar en ninguna de las pruebas evaluadas un
incremento en el nivel de anticuerpos no solo hasta la semana 108, sino también hasta la semana
182. Esto podria implicar que, aunque no se han realizado estudios microbioldgicos para estudiar
la colonizacién a nivel tonsilar o pulmonar, y no se ha establecido un grupo control para

atestiguar que este lote se estaba produciendo transmisién vertical u horizontal, tal y como se
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ha dado por supuesto, dada la clinica observada en cebo en lotes previos y posteriores a este,
asi como en los animales del mismo lote que no estaban sometidos a tratamiento; tanto la
transmisién de madre a lechdn, como la colonizacidn por parte de los lechones participantes en
el estudio parecen haberse evitado. Esto corroboraria los resultados obtenidos por Kuchiishi et
al. (2023), que establecieron un protocolo para evitar el contagio de los lechones por parte de
sus madres mediante el uso de otro antibidtico; tildipirosina, con la diferencia de que
Unicamente se aplicd una dosis en cerdas, mientras que en nuestro caso fueron dos dosis, y las
dosis en lechones se separaron 7 dias, desde nacimiento hasta destete, donde finalizé el estudio,
mientras que en nuestro caso se separaron 14 dias, llegando hasta la semana 162. Los resultados
obtenidos por nuestro estudio también concuerdan con los diversos estudios que han
demostrado la eficacia de la tulatromicina y marbofloxacina tanto in vitro como in vivo para
destruir a la bacteria o para mejorar la sintomatologia clinica en los animales afectados por la
enfermedad (Dorey et al., 2017a; Grandemange et al., 2017; Hart et al., 2006; Sj6lund et al.,
2009). Sin embargo, ninguno de estos estudios estaba enfocado en prevenir el contagio de los
lechones, como ha sido el objetivo del protocolo que hemos llevado a cabo, si bien nuestro
estudio tiene la limitacion de no haber realizado estudios bacterioldgicos a nivel tonsilar y basar
la eficacia Unicamente en los resultados seroldgicos. No obstante, es importante remarcar, tal y
como sugiere el trabajo de Sj6lund et al. (2009), que el hecho de no haber permitido un contacto
previo de la bacteria, puede conllevar que una vez retirado el protocolo, y estando los animales
en un entorno susceptible de ser infectados, la situacion pudiera desembocar en una
enfermedad grave, por lo que surge la duda de si a nivel de control de la enfermedad, es mas
eficiente evitar el contagio hasta el final de la vida productiva de los animales, o mas bien tal y
como sugieren Nechvatalova et al. (2005), permitir el contagio en presencia de inmunidad
maternal, donde la enfermedad serd menos grave, dado que la mayor parte de los animales
estaran protegidos clinicamente, quedando asi mejor protegidos frente a futuras infecciones.
Ademas, desde este punto de vista de control de la enfermedad, el uso de este protocolo es
cuestionable a nivel practico por la repercusion que podria tener un uso elevado de antibiéticos,
dado el contexto actual de disminucion en el uso de estos con el fin de evitar la aparicion de
resistencias. En cambio, podria ser de utilidad en un contexto de necesidad de produccién de
animales negativos por parte de una granja positiva para el llenado de nuevas estructuras,
aunque tal y como se ha sugerido anteriormente, seria necesario realizar estudios adicionales

para confirmar los resultados obtenidos.

En el caso de los resultados obtenidos en la granja negativa a A. pleuropneumoniae con las

pruebas seroldgicas frente a la toxina ApxIV y frente a la OmpA, estos resultados estdn en la
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linea de los obtenidos por Dreyfus et al. (2004) y Eamens et al. (2012a,b), en cuanto al buen
grado de especificidad de la prueba frente a la ApxIV y la buena complementariedad con la
prueba frente a la OmpA, la cual presenta un mayor grado de sensibilidad. Si bien en este caso
no se detectd ningln animal positivo con ninguna de las dos pruebas, lo que viene a confirmar
de forma fehaciente la negatividad de la granja frente al patdgeno. En este punto, merece la
pena tener en consideracién el hallazgo de Tegetmeyer et al. (2008), que observé la existencia
de elementos de insercién en el gen que codifica la toxina ApxIV, Unicamente detectados en un
serotipo 7, que dan lugar a que no se produzca una toxina ApxIV funcional, y que por tanto no
haya respuesta inmune en los animales frente a esta. Esto, a pesar de ser un hallazgo casual,
viene a remarcar de nuevo la importancia de combinar diferentes pruebas seroldgicas para

obtener unos resultados fiables.

Mencidn aparte merecen los resultados obtenidos con la prueba frente a la toxina Apxll, con la
mitad de los animales presentando anticuerpos frente a la misma, lo cual, teniendo en cuenta
gue esto se produce en una granja negativa A. pleuropneumoniae, viene a confirmar lo descrito
por diversos autores. La toxina ApxIl puede ser producida por otras bacterias presentes en el
cerdo como A. suis, A. porcitonsillarum y A. rossii, asi como otras bacterias que pueden producir
toxinas antigénicamente similares a la toxina Apxll, dando lugar a reacciones serolégicas
cruzadas (Frey, 2019; Kamp et al., 1994; Schaller et al., 2000). No obstante, el hecho de que
Unicamente se detectasen anticuerpos frente a la toxina Apxll y no frente a las toxinas Apxl o
Apxlll, sugieren que los anticuerpos puedan ser debidos a la presencia en la granja de A.
porcitonsillarum, ya que es la Unica de estas bacterias que produce Unicamente Apxll, que es la
Unica bacteria que posee el operén completo apxIICABD, siendo capaz de producir y secretar la
toxina. El resto de las bacterias mencionadas, incluida A. pleuropneumoniae han perdido parte
del gen, utilizando el sistema de secrecién de la toxina Apxl para secretar la toxina Apxll (Kuhnert
et al., 2005). La deteccién de anticuerpos frente a la toxina Apxll producida por otras bacterias,
también ha sido documentada en el trabajo de Stancheva et al. (2022), aduciendo que la toxina
Apxll producida por A. pleuropneumoniae tenia una secuencia idéntica en un 99% a la producida

por A. rossii y A. porcitonsillarum, asi como un 98,2% de homologia con la producida por A. suis.

En el caso de la granja B, la prevalencia de animales positivos a la prueba frente a la toxina Apxll
es muy similar ala 42 y a la 102 semana, a diferencia de lo que sucede en la granja A, donde son
mas reducidos a la 102 que a la 42 semana. Este hecho sugiere que estos anticuerpos podrian no
ser Unicamente de origen maternal, sino también debidos a una infeccidn activa por alguna de
las bacterias mencionadas anteriormente, que no tienen expresion clinica en el cerdo (salvo A.

suis en algunos casos). Este hallazgo estaria en consonancia con las observaciones realizadas por
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Tumamao et al., (2004a) que observaron como animales provenientes de un rebaiio libre de A.
pleuropneumoniae presentaban anticuerpos frente a la toxina Apxll, que, en lugar de disminuir,

se incrementaban entre las semanas 32 y 62 de vida.

No obstante, en este estudio no hemos llevado a cabo técnicas adicionales como cultivos o PCR
de raspados tonsilares, aunque tal y como describen algunos autores la posibilidad de cultivo de
estas bacterias a partir de muestras tonsilares es escasa por ser un érgano especialmente
contaminado con otras bacterias de mas facil crecimiento (Fittipaldi et al., 2003; Gottschalk,
2015).Por otro lado no hay disponibles técnicas rutinarias de diagndstico por PCR para las

bacterias productoras de toxinas Apxll, con la excepcién de A. pleuropneumoniae y A. suis.

La buena concordancia obtenida, al menos en lo que respecta a la detecciéon de animales
negativos a A. pleuropneumoniae, entre las pruebas serolégicas frente a la toxina ApxIV y la
proteina OmpA estd en linea con los resultados observados por Eamens et al. (2012b). Aun asi,
hay que tener en cuenta las limitaciones del test para ésta ultima, dada la posibilidad de
resultados falsos positivos por la deteccién de anticuerpos producidos frente a proteinas Omp
de otras bacterias de la familia Pasteurellaceae, como parece haberse producido en algun animal
del grupo A a las 18 semanas de vida, si bien no se ha detectado ningun caso de reaccién cruzada
en la granja B. No obstante, en caso de las pruebas frente a la toxina ApxIV, es importante tener
en cuenta el tiempo necesario después de una exposicién a A. pleuropneumoniae durante el
cual los animales se mantienen negativos, tal y como algunos autores han observado (Dreyfus
et al., 2004; Eamens et al., 2012a,b; Opriessnig et al., 2013), que puede llegar a ser de hasta
entre 4 y 6 semanas, asi como el tiempo tras positivizar en el que los animales vuelven a ser
negativos. A este respecto, Eamens et al. (2012b) encontraron que algunos animales a las 4-6
semanas tras positivizar, debido a una infeccién experimental, volvian a ser negativos, lo que
viene de nuevo a reflejar laimportancia del tamafio de muestra a la hora de establecer el estatus
de un rebafo. Sin embargo, tal y como Eamens et al. (2012a) observaron, el tiempo que
necesitan los animales una vez infectados para seroconvertir frente a la OmpA es
sustancialmente mas reducido (7 dias), lo que viene de nuevo a reflejar la excelente

complementariedad entre ambas técnicas.

Por otro lado, los resultados obtenidos por el presente estudio con las pruebas frente a las
toxinas Apx I-lll sugieren, en concreto los detectados con la prueba frente a la toxina Apxll, una
mala concordancia con el resto de las pruebas para la deteccidon de animales negativos a A.
pleuropneumoniae, que también podria observarse con las pruebas frente a las toxinas Apxl y

Apxlll, dado que ninguna de estas toxinas es especifica de esta bacteria, tal y como reportan
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diversos autores (Frey, 2019; Kamp et al., 1994; Schaller et al., 2000). Asi pues, estos resultados
hacen prever una elevada sensibilidad con una baja especificidad, tal y como ha sido observado
por otros estudios (Cruijsen et al., 1995c; Opriessnig et al., 2013; Stancheva et al., 2022). Esto se
debe confirmar mediante pruebas adicionales con animales confirmados como positivos. Es
probable que la mejor utilidad de las pruebas seroldgicas frente a las toxinas ApxI-lll, sea la de
determinar la duracidn de los anticuerpos maternales frente a las mismas, de cara a establecer
los protocolos vacunales mas apropiados en aras de evitar la interferencia con la inmunidad
maternal, tal y como también ha sido sugerido por Tumamao et al., (2004a) y Jirawattanapong

et al. (2008).

Debido a que las proteinas utilizadas en nuestro estudio eran de origen recombinante, tal y
como sugieren Shin et al. (2013) y Jung et al. (2019) y en consonancia con los resultados
obtenidos por estos autores, no parecen haberse detectado reacciones seroldgicas cruzadas
entre las toxinas ApxI-Ill, como si han sido detectadas en otros trabajos, bien por utilizar técnicas
de seroneutralizacién o bien por utilizar proteinas purificadas para desarrollar las técnicas
seroldgicas (Chiers et al., 2002a; Cruijsen et al., 1995c; Giménez-Lirola et al., 2014; Nielsen et al.,

2000).
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7. CONCLUSIONES

1. El nivel de anticuerpos frente a las toxinas Apx y a la OmpA que presentan las cerdas, que
estd condicionado por la exposicion frente a los diferentes serotipos de A.
pleuropneumoniae u otras bacterias productoras de toxinas Apx o con proteinas
antigénicamente similares a la OmpA, determina el nivel de anticuerpos frente a

estos antigenos en sus lechones.

2. La vida media de los anticuerpos maternales es diferente segin el antigeno de A.
pleuropneumoniae que se evalle, por lo que puede entrafiar cierto riesgo asumir
gue los niveles de anticuerpos maternales obtenidos frente a un antigeno
determinado van a ser iguales para el resto de los antigenos, sobre todo cuando se
realizan estas pruebas para establecer protocolos vacunales en aras de evitar

interferencia entre vacunas e inmunidad maternal.

3. La duracion de los anticuerpos maternales frente a las proteinas Apx podria ser mas
elevada que frente a otras estructuras de la superficie bacteriana como la proteina

OmpaA, llegando a detectarse mas alld de la semana 102 de vida.

4. Los niveles de anticuerpos maternales frente a ApxI-IV y OmpA en lechones a las 24 horas
de vida pueden ser superiores a los de su progenitora. En caso de cerdas negativas

se deberia realizar una revision indirecta a través de sus lechones.

5. Podria existir una asociacion entre la paridad de las cerdas y los niveles de anticuerpos en
sus lechones frente a A. pleuropneumoniae, con una importante variabilidad entre
camadas e incluso entre lechones dentro de la misma camada. Estos resultados

deberian ser corroborados con un tamafo muestral mayor.

6. En cerdas de la misma granja infectadas por diferentes serotipos, se genera un grado

diferente de exposicién a las toxinas, y por tanto una heterogeneidad en los niveles
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de anticuerpos frente a las mismas, en ellas y consecuentemente en sus lechones.

Se puede incluso detectar la presencia de cerdas negativas a todos los serotipos.

7. Se puede producir la llegada de cerdas seronegativas a su primer parto, generando
lechones sin anticuerpos maternales protectores frente a la clinica por A.

pleuropneumoniae.

8. Los diferentes antigenos de A. pleuropneumoniae podrian no tener el mismo grado de
antigenicidad, sugiriéndose una mayor respuesta a las toxinas ApxIl y IV que al resto

de antigenos.

9. Las pruebas seroldgicas frente a toxinas Apxl-lll dan lugar a un elevado nimero de falsos
positivos. Consecuentemente estas pruebas tienen una baja especificidad para

evaluar la negatividad de los animales a A. pleuropneumoniae.

10. La transmisién del patégeno de madre a lechén y entre lechones, se podria evitar

mediante el uso del protocolo profilactico antibidtico propuesto en este trabajo.

11. Hay una buena concordancia para detectar animales negativos entre ApxIV y OmpA, y
una mala concordancia entre ApxIl con el resto de las pruebas. El uso conjunto de
diferentes pruebas seroldgicas podria constituir la mejor estrategia para la

interpretacién de la situacion frente a A. pleuropneumoniae en una granja.
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8. RESUMEN

La pleuroneumonia porcina ocasionada por Actinobacillus pleuropneumoniae es una
enfermedad infectocontagiosa de distribucion mundial que afecta a la cabaiia porcina,
ocasionando brotes de la enfermedad principalmente en la fase de cebo. La clinica se caracteriza
por una sintomatologia respiratoria severa con elevada mortalidad, ocasionando cuantiosas
pérdidas econémicas. Las principales estrategias de manejo de la enfermedad estan basadas en
tratamientos antibidticos, la prevencidon de los sintomas clinicos mediante vacunacion y el
establecimiento de unas medidas apropiadas de bioseguridad. Los anticuerpos maternales
frente a la bacteria juegan un papel importante tanto en la prevencién de brotes clinicos en

primeras edades, como en la interaccién con las vacunas aplicadas a edades tempranas.

En este trabajo se ha realizado un estudio de la evolucién desde el nacimiento hasta la 102
semana de vida de los anticuerpos maternales frente a las toxinas RTX (Apx|, II, lll y IV) y frente
a la proteina OmpA de A. pleuropneumoniae. Para este fin se han empleado pruebas de ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) frente a las toxinas Apx |, I, lll, y IV y la proteina OmpA en 42 lechones
procedentes de 7 cerdas de una granja comercial positiva a la bacteria. Asi pues, se tomaron
muestras de suero sanguineo de las cerdas a las 24 horas post parto y de los lechones a las 24
horas, y posteriormente cada 7 dias, hasta la 102 semana de vida, de forma que se pudiese

determinar la dindmica y duracién de estos anticuerpos.

Otro de los objetivos del presente trabajo fue evitar que los lechones fuesen colonizados por la
bacteria que se pudiese transmitir por parte de la madre u otros animales del mismo lote no
pertenecientes a la prueba, y que de este modo los anticuerpos detectados se debiesen
exclusivamente a los transmitidos por su madre a través del calostro. A este fin, se llevé a cabo
un protocolo consistente en el tratamiento de todas las cerdas reproductoras del lote semanal
con marbofloxacina a 8 mg/kg el dia del parto, asi como a los 11 dias de lactacién. Por otro lado,
los 42 lechones seleccionados para el estudio fueron tratados con una dosis de tulatromicina a
5 mg/kg cada 14 dias desde la segunda hasta la decimosexta semana de edad. Para evaluar la
eficacia de dicho protocolo, se tomaron muestras de suero de estos animales en la 182 semana
de edad, asi como fueron evaluados clinicamente una vez por semana durante el curso del

estudio.

Otro objetivo de este trabajo fue realizar una evaluacion del comportamiento de estas pruebas
seroldgicas frente a las toxinas Apxl-IV y la proteina OmpA en animales negativos a A.
pleuropneumoniae, analizando la posible presencia de anticuerpos debido a otros patdgenos

con produccion de toxinas ApxI-lll u otras toxinas RTX antigénicamente relacionadas, o con
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proteinas de membrana que pudiesen presentar reaccién seroldgica cruzada con las pruebas
empleadas. Para ello, se seleccionaron 42 animales procedentes de una granja negativa a A.

pleuropneumoniae, a los que se les tomd muestras de suero a la 42 y 102 semana de vida.

Una vez analizados los resultados, se observé que en todos los casos el nivel de anticuerpos de
la madre condiciona el nivel de anticuerpos de los lechones a las 24 horas. La vida media de
estos anticuerpos puede ser muy diferente en funcién del antigeno de que se trate, encontrando
vidas medias inferiores a las 2-3 semanas en el caso de los anticuerpos frente a las toxinas Apxl,
Apxllly la proteina OmpA, asi como vidas medias mds elevadas en el resto, superando en el caso
de la Apxll las 5 semanasy en el caso de la ApxIV las 8 semanas, llegando a encontrarse con estas
dos ultimas un considerable nimero de animales con anticuerpos maternales a la 102 semana

de vida.

Ademas, se observa como la cantidad de anticuerpos maternales no es homogénea en todos los
lechones a las 24 horas de vida. Esta heterogeneidad estd influida por el nivel de anticuerpos de
la progenitora, que a su vez estd determinado por el grado de exposicién que ha tenido a A.
pleuropneumoniae y a sus diferentes toxinas. Se ha llegado a detectar la presencia de una cerda
seronegativa en su primer parto, dando lugar a la presencia de lechones con titulos muy bajos
de anticuerpos frente a A. pleuropneumoniae, con el riesgo que este hecho podria suponer de

cara a la aparicidn de brotes clinicos tempranos de la enfermedad.

Por otro lado, se ha observado un elevado niumero de animales en la granja negativa con
anticuerpos frente a la toxina Apxll. Este hecho indica que aquellos antigenos que pueden estar
presentes en otras bacterias, como las toxinas ApxI-1ll, podrian lugar a la aparicién de reacciones
seroldgicas cruzadas con las pruebas ELISA frente a las mismas, presentando por tanto estas

pruebas una baja especificidad para la deteccidén de infecciones por A. pleuropneumoniae.

En animales negativos, la concordancia observada entre las pruebas para deteccién de
anticuerpos frente a la toxina ApxIV y frente a la proteina OmpA es muy elevada, asi como la
concordancia de la prueba de deteccion de anticuerpos frente a la toxina Apxll respecto al resto
de pruebas es muy baja. Los resultados observados sugieren que la mejor estrategia para evaluar
la situacidon de una granja respecto a A. pleuropneumoniae es la combinacién de varias pruebas

seroldgicas frente a distintos antigenos.

Finalmente, con el protocolo profildctico establecido no se detecté seroconversién de los
animales con ninguna de las pruebas realizadas al menos hasta la semana 182, pudiendo
establecer el éxito de este para evitar el contagio de los animales hasta aproximadamente la

semana 142 de edad.
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9. ABSTRACT

Swine pleuropneumonia caused by Actinobacillus pleuropneumoniae is an infectious disease of
worldwide distribution that affects pig herds, causing disease outbreaks mainly in the growing
and fattening units. The clinical signs are characterised by respiratory disorders with high
mortality, causing substantial economic losses. The disease management is based on antibiotic
treatments, prevention of clinical signs and mortality through vaccination and the establishment

of appropriate biosecurity measures.

Maternal antibodies against the bacterium play an important role both in the prevention of

clinical outbreaks in early ages, and in the interaction with vaccines applied at an early age.

In this work, a study has been carried out on the evolution from birth to the 10th week of life of
maternal antibodies against RTX toxins (Apxl, II, lll and 1V) and against the OmpA protein of A.
pleuropneumoniae. For this purpose, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) tests against
Apx toxins |, 11, I, and IV and the OmpA protein have been used in 42 piglets from 7 sows, in a
bacterium-positive commercial farm. Thus, blood serum samples were taken from the sows 24
hours postpartum and from the piglets at 24 hours, and then every 7 days, until the 10th week

of life, so that the dynamics and duration of these antibodies could be determined.

The second objective of the present work was to prevent piglets from being colonized by the
bacterium that could be transmitted by the mother or other animals from the same batch not
belonging to the test, and thus that the antibodies detected were due exclusively to those
transmitted by their mother through colostrum. To this end, a protocol was carried out
consisting of the treatment of all breeding sows in the weekly batch with marbofloxacin at 8
mg/kg on the day of farrowing, as well as at 11 days of lactation. On the other hand, the 42
piglets selected for the study were treated with a dose of tulathromycin at 5 mg/kg every 14
days from the second to the sixteenth week of age. To evaluate the efficacy of such a protocol,
serum samples were taken from these animals at 18 weeks of age, as well as clinically evaluated

once a week during the course of the study.

The third objective of this work was to evaluate the behaviour of these serological tests against
ApxI-IV toxins and the OmpA protein in animals negative for A. pleuropneumoniae, analyzing the
possible presence of antibodies due to other pathogens with production of ApxI-Ill toxins or
other antigenically related RTX toxins, or with membrane proteins that could present a
serological cross-reaction with the tests used. To this end, 42 animals from a farm negative for
A. pleuropneumoniae were selected from which serum samples were taken at the 4th and 10th

week of life.

| Introduccién



186

Once the results were analyzed, it was observed that in all cases, the level of antibodies of the
mother conditions the level of antibodies of the piglets at 24 hours. The half-life of these
antibodies can be very different depending on the antigen in question, with half-lives of less
than 2-3 weeks in the case of antibodies against the toxins Apxl, Apxlll and the OmpA protein,
as well as higher half-lives in the rest, exceeding 5 weeks in the case of ApxIl and 8 weeks in the
case of ApxlV, a considerable number of animals with maternal antibodies were found with the
latter two at the 10th week of life. In addition, it is observed that the amount of maternal
antibodies is not homogeneous in all piglets at 24 hours of age. This heterogeneity is influenced
by the level of antibodies of the sow, which in turn is determined by the degree of exposure it
has had to A. pleuropneumoniae and its different toxins. The presence of a seronegative sow has
been detected in her first farrowing, leading to the presence of piglets with very low titers of
antibodies against A. pleuropneumoniae, with the risk that this could pose in the face of the

appearance of early clinical outbreaks of the disease.

On the other hand, a high number of animals have been observed in the negative farm with
antibodies against the Apxll toxin. This fact indicates that those antigens that may be present in
other bacteria, such as Apxl-lll toxins, could lead to the appearance of serological cross-reactions
with ELISA tests against them, thus presenting a low specificity for the detection of A.

pleuropneumoniae infections.

In negative animals, the agreement observed between the tests for the detection of antibodies
against the ApxIV toxin and against the OmpA protein is very high, as well as the agreement of
the test for the detection of antibodies against the Apxll toxin with the rest of the tests is very
low. The observed results suggest that the best strategy to assess the situation of a farm
concerning A. pleuropneumoniae is the combination of several serological tests against different

antigens.

Finally, with the established prophylactic protocol, no seroconversion of the animals was
detected with any of the tests carried out at least until the 18th week, being able to establish
the success of this to avoid the contagion of the animals until approximately the 14th week of

age.
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11.1. Tabla de medias del valor S/P obtenidos con las pruebas ELISA frente a la toxina Apxl,

I, lll, IV y la proteina OmpA con intervalo de confianza al 95% en las cerdas del grupo

A
Media Std. Err. 1C95% (Media valor S/P)
ELISA inf sup
ApxI 0,541 0,170 0,126 0,956
Apxll 2,377 0,270 1,717 3,037
ApxlIll 0,913 0,200 0,425 1,402
ApxIV 1,412 0,183 0,965 1,859
OmpA 1,164 0,103 0,912 1,416

11.2. Valor S/P Apxl por animal y edad en el grupo A

RESULTADOS APX | LECHONES GRUPO A (VALOR S/P)

ID. Lechon|CERDA|  SEXO 24H s1 s2 s3 sS4 S5 S6 s7 s8 s9 S10
1 7553 | MACHO 0,252 0,085 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 7553 | HEMBRA 0,085 0,029 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 7553 | MACHO 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4 7553 | MACHO 0,419 0,109 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5 7553 | HEMBRA 1,358 0,341 0,170 0,040 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
6 7553 | MACHO 0,343 0,103 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
7 6461 | MACHO 1,375 0,236 0,109 0,097 0,051 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
8 6461 | HEMBRA 0,621 0,280 0,119 0,008 0,000 0,038 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
9 6461 | HEMBRA 0,853 0,730 0,427 0,112 0,052 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 6461 | MACHO 1,300 0,762 0,342 0,412 0,253 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
11 6461 | MACHO 0,803 0,539 0,198 0,093 0,205 0,032 0,001 0,002 0,000 0,000 0,000
12 6461 | HEMBRA 0,972 0,415 0,083 0,056 0,019 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
13 7919 | MACHO 0,118 0,205 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
14 7919 | HEMBRA 0,147 0,053 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 7919 | MACHO 0,110 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
16 7919 | MACHO 0,086 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
17 7919 | MACHO 0,309 0,186 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
18 7919 | MACHO 0,400 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,062 0,000 0,000 0,000 0,002
19 6317 | MACHO 0,204 0,460 0,089 0,103 0,095 0,113 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
20 6317 | HEMBRA 1,524 0,731 0,223 0,114 0,049 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,659
21 6317 | MACHO 0,676 0,398 0,130 0,083 0,015 0,020 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000
22 6317 | HEMBRA 0,564 0,277 0,140 0,081 0,024 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
23 6317 | HEMBRA 0,409 0,261 0,060 0,067 0,018 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
24 6317 | HEMBRA 0,851 0,339 0,162 0,093 0,033 0,023 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
25 7429 | HEMBRA 1,827 1,255 0,871 0,902 0,601 0,497 0,429 0,251 0,264 0,256 0,154
26 7429 | HEMBRA 1,630 0,917 0,547 0,497 0,513 0,618 0,416 0,432 0,263 0,309 0,356
27 7429 | MACHO 2,150 2,080 0,606 0,978 0,790 0,663 0,455 0,335 0,423 0,299 0,386
28 7429 | MACHO 2,502 2,100 0,816 1,053 0,874 0,974 0,687 0,319 0,644 0,630 0,412
29 7429 | HEMBRA 2,300 1,817 1,221 0,647 0,373 0,328 0,222 0,145 0,072 0,038 0,017
30 7429 | HEMBRA 2,269 1,516 0,555 1,336 0,618 0,469 0,235 0,172 0,112 0,001 0,022
31 8370 | HEMBRA 0,128 0,091 0,049 0,025 0,026 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
32 8370 | MACHO 0,144 0,052 0,033 0,000 0,007 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
34 8370 | MACHO 0,134 0,072 0,021 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
36 8370 | MACHO 0,066 0,030 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
37 6759 | HEMBRA 0,297 0,135 0,055 0,047 0,030 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
38 6759 | HEMBRA 0,431 0,329 0,138 0,066 0,031 0,030 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
39 6759 | MACHO 0,417 0,408 0,109 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
40 6759 | MACHO 0,383 0,360 0,111 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
M 6759 | MACHO 0,300 0,147 0,000 0,000 0,049 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 6759 | HEMBRA 0,557 0,499 0,159 0,072 0,009 0,008 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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11.3. Tabla de medias del valor S/P Apxl por edad, con intervalo de confianza al 95% en el

grupo A
Mean Std. Err.  1C95% (Media valor S/P)
Edad inf sup

24h 0,733 0,112 0,505 0,960
S1 0,459 0,088 0,280 0,637
S2 0,189 0,044 0,099 0,278
S3 0,175 0,053 0,067 0,282
S4 0,118 0,037 0,044 0,193
S5 0,096 0,036 0,023 0,168
S6 0,063 0,025 0,012 0,114
S7 0,041 0,017 0,007 0,076
S8 0,044 0,021 0,002 0,086
S9 0,041 0,019 0,001 0,080
S10 0,050 0,023 0,004 0,096

11.4. Tabla de valores S/P Apxl por semana agrupados por sexo en el grupo A

SEXO stats 24h s1 s2 s3 sS4 S5 S6 s7 s8 s9 S10

HEMBRA  mean 0,935 0,556 0,277 0,231 0,133 0,112 0,072 0,056 0,039 0,039 0,067
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18

sd 0,718 0,516 0,331 0,373 0,222 0,208 0,147 0,120 0,087 0,092 0,172

min 0,085 0,029 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

max 2,300 1,817 1,221 1,336 0,618 0,618 0,429 0,432 0,264 0,309 0,659

MACHO mean 0,568 0,379 0,117 0,128 0,106 0,082 0,055 0,030 0,049 0,042 0,036
N 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22

sd 0,677 0,590 0,213 0,302 0,245 0,244 0,171 0,09 0,161 0,146 0,118

min 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

max 2,502 2,100 0,816 1,053 0,874 0,974 0,687 0,335 0,644 0,630 0,412

Total mean 0,733 0,459 0,189 0,175 0,118 0,096 0,063 0,041 0,044 0,041 0,050
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

sd 0,711 0,558 0,280 0,335 0,232 0,226 0,159 0,107 0,131 0,123 0,144

min 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

max 2,502 2,100 1,221 1,336 0,874 0,974 0,687 0,432 0,644 0,630 0,659

11.5. Tabla de valores S/P Apxl a las 24 horas de vida agrupados por camada en el grupo

A
CERDA N Paridad Media Mediana IQR Min Max
6317 6 6 0,705 0,620 0,442 0,204 1,524
6461 6 5 0,988 0,913 0,497 0,621 1,375
6759 6 4 0,397 0400 0,131 0,297 0,557
7429 6 3 2113 2,209 0474 1,630 2,502
7553 6 3 0,410 0,298 0,334 0,000 1,358
7919 6 2 0,195 0,133 0,200 0,086 0,400
8370 4 1 0,118 0,131 0,042 0,066 0,144
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11.6. Tabla de valores S/P Apxl por semana agrupados por cerda en el grupo A

mean 0,235 0,705 0,411 0,134 0,090 0,039 0,026 0,000 0,000 0,000 0,000 0,110
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,459 0,173 0,057 0,017 0,030 0,044 0,001 0,000 0,000 0,000 0,269
min 0,204 0,261 0,060 0,067 0,015 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
max 1,524 0,731 0,223 0,114 0,095 0,113 0,003 0,000 0,000 0,000 0,659
mean 0,810 0,988 0,494 0,213 0,130 0,097 0,014 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,295 0,223 0,141 0,143 0,106 0,017 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000
min 0,621 0,236 0,083 0,008 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
max 1,375 0,762 0,427 0,412 0,253 0,038 0,001 0,002 0,000 0,000 0,000
mean 0,796 0,397 0,313 0,096 0,031 0,020 0,006 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,097 0,145 0,058 0,035 0,020 0,012 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
min 0,297 0,135 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
max 0,557 0,499 0,159 0,072 0,049 0,030 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
mean 1,321 2,113 1,614 0,769 0,902 0,628 0,502 0,407 0,276 0,296 0,270 0,225
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,325 0,473 0,260 0,208 0,182 0,221 0,170 0,108 0,212 0,209 0,183
min 1,630 0,917 0,547 0,497 0,373 0,328 0,222 0,145 0,072 0,038 0,017
max 2,502 2,100 1,221 1,336 0,874 0,974 0,687 0,432 0,644 0,630 0,412
mean 0,213 0,410 0,111 0,028 0,007 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,490 0,121 0,070 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
min 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
max 1,358 0,341 0,170 0,040 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
mean 0,346 0,195 0,074 0,001 0,000 0,000 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,128 0,09 0,002 0,000 0,000 0,000 0,025 0,000 0,000 0,000 0,001
min 0,086 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
max 0,400 0,205 0,004 0,000 0,000 0,000 0,062 0,000 0,000 0,000 0,002
mean 0,069 0,118 0,061 0,026 0,006 0,008 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
N 1 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
sd 0,035 0,026 0,021 0,013 0,012 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
min 0,066 0,030 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
max 0,144 0,001 0,049 0,025 0,026 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
mean 0,565 0,733 0,459 0,189 0,175 0,118 0,096 0,063 0,041 0,044 0,041 0,050
N 7 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
sd 0,711 0,558 0,280 0,335 0,232 0,226 0,159 0,107 0,131 0,123 0,144
min 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
max 2,502 2,100 1,221 1,336 0,874 0,974 0,687 0,432 0,644 0,630 0,659

11.7. Pruebas de regresion Apxl en el grupo A

. regress H SEXO
Source SS df MS Number of obs = 40
F(1, 38) = 2.76
Model 1.33320495 1 1.33320495 Prob > F = 0.1052
Residual 18.3884274 38 .483905984 R-squared = 0.0676
Adj R-squared = 0.0431
Total 19.7216324 39 .505682881 Root MSE = .69563
H Coef. Std. Err. t P>|t| [95% Conf. Interval]
SEXO .3669703 .2210868 1.66 0.105 -.0805967 .8145372
_cons .5677188 .1483096 3.83 0.000 .2674818 .8679558
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. regress H SPMADRE

Source SS df MS Number of obs = 40
F(1, 38) 53.26
Model 11.5095189 1 11.5095189 Prob > F = 0.0000
Residual 8.21211341 38 .216108248 R-squared = 0.5836
Adj R-squared 0.5726
Total 19.7216324 39 .505682881 Root MSE = .46487
H Coef. Std. Err. t P>|t]| [95% Conf. Interval]
SPMADRE 1.303029  .1785505 7.30  0.000 .9415722 1.664485
_cons -.0031367  .1247944 -0.03 0.980 -.2557696 . 2494963
. regress VALORSP EDAD

Source SS df MS Number of obs = 440
F(1, 438) = 101.03
Model 12.4042403 1 12.4042403 Prob > F 0.0000
Residual 53.7777531 438 .122780258 R-squared 0.1874
Adj R-squared = 0.1856
Total 66.1819934 439 .150756249  Root MSE = .3504
VALORSP Coef. Std. Err. t P>|t]| [95% Conf. Interval]
EDAD -.0530956  .0052825 -10.05 ©.000 -.0634778  -.0427135
_cons .4480442  .0312516 14.34 0.000 .3866225 .5094659

. regress VALORSP EDAD SPMADRE
Source SS df MS Number of obs = 440
F(2, 437) 176.29
Model 29.552558 2 14.776279 Prob > F = 0.0000
Residual 36.6294354 437 .083820218 R-squared = 0.4465
Adj R-squared = 0.4440
Total 66.1819934 439 .150756249  Root MSE = .28952
VALORSP Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf. Interval]
EDAD -.0530956 .0043646 -12.16 0.000 -.0616739 -.0445173
SPMADRE .4795566 .0335277 14.30 0.000 .413661 .5454521
_cons .1771754  .0320216 5.53 ©0.000 .11424 .2401108
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Final multivariable fractional polynomial model for VALORSP
Variable Initial Final
df Select Alpha Status df Powers
SPMADRE 4 1.0000 0.0500 in 4 33
EDAD 4 1.0000 0.0500 in 2 -1
Source SsS df MS Number of obs = 440
F(3, 436) = 268.10
Model 42.9169242 3 14.3056414 Prob > F = 0.0000
Residual 23.2650692 436 .05336025 R-squared = 0.6485
Adj R-squared = 0.6460
Total 66.1819934 439 .150756249 Root MSE = .231
VALORSP Coef. Std. Err. t P> t] [95% Conf. Interval]
ISPMA_ 1 .1938386 .0322004 6.02 0.000 .1305513 .2571259
ISPMA_ 2 .3489563 .1004666 3.47 0.001 .1514973 .5464152
IEDAD__ 1 .0802132 .0042778 18.75 0.000 .0718055 .088621
_cons -.0214504 .0140698 -1.52 0.128 -.0491034 .0062027
Deviance: -44.856.

11.8. Pruebas de regresion Apxl en el grupo A, subgrupo ApxI+

regress ValorSP EDAD

Source SS df MS Number of obs = 286
F(1, 284) = 107.27
Model 16.3922972 1 16.3922972 Prob > F = 0.0000
Residual 43.3982018 284 .15281057 R-squared = 0.2742
Adj R-squared = 0.2716
Total 59.790499 285 .209791225 Root MSE = .39091
ValorsP Coef. Std. Err. t P> |t| [95% Conf. Interval]
EDAD -.0757071 .0073096 -10.36 ©0.000 -.090095 -.0613193
_cons .6448044 .0432442 14.91 0.000 .5596846 .7299242

. regress ValorSP SPMADRE EDAD
Source Ss df MS Number of obs = 286
F(2, 283) 139.40
Model 29.6717252 2 14.8358626 Prob > F = 0.0000
Residual 30.1187738 283 .106426763 R-squared 0.4963
Adj R-squared = 0.4927
Total 59.790499 285 .209791225 Root MSE = .32623
ValorsP Coef. Std. Err. t P>|t]| [95% Conf. Interval]
SPMADRE .5200337 .0465551 11.17 ©0.000 .4283955 .6116719
EDAD -.0757071 .0061002 -12.41 ©0.000 -.0877146 -.0636997
_cons .2753959 .0489499 5.63 0.000 .1790438 .371748
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Final multivariable fractional polynomial model for ValorSP
Variable Initial Final
df Select Alpha Status df Powers
SPMADRE 4 1.0000 0.0500 in 4 12
EDAD 4 1.0000 0.0500 in 4 -2 -2
Source ) df MS Number of obs = 286
F(4, 281) = 196.62
Model 44.0516645 4 11.0129161 Prob > F 0.0000
Residual 15.7388345 281 .056010087 R-squared 0.7368
Adj R-squared 0.7330
Total 59.790499 285 .209791225 Root MSE = .23666
ValorsSpP Coef. Std. Err. t P>|t] [95% Conf. Interval]
ISPMA_ 1 -1.004073 .1536053 -6.54 0.000 -1.306436 -.70171
ISPMA__ 2 1.014059 .0996998 10.17 0.000 .8178062 1.210313
IEDAD__ 1 .056397 .006754 8.35 0.000 .0431022 .0696918
IEDAD_ 2 .0199354 .0028929 6.89 0.000 .0142409 .02563
_cons -.0437857 .0230594 -1.90  0.059 -.0891768 .0016054
Deviance: -17.727.
11.9. Valor S/P Apxll por animal y edad en el grupo A
RESULTADOS APX Il LECHONES GRUPO A (VALOR S/P)

ID. Lechén|CERDA|  SEXO 24H S1 S2 s3 S4 S5 S6 s7 S8 S9 $10
1 7553 | MACHO 2,529 2,286 2,366 2,031 1,767 1,839 1,355 1,446 1,496 0,511 0,638
2 7553 | HEMBRA 2,240 2,467 2,010 1,857 1,495 1,036 1,171 0,965 0,631 0,317 0,450
3 7553 | MACHO 1,435 1,199 1,024 0,877 1,556 0,480 0,527 0,291 0,203 0,038 0,000
4 7553 | MACHO 2,433 2,297 1,838 1,330 1,303 1,327 1,087 0,818 0,685 0,397 0,179
5 7553 | HEMBRA 2,489 2,548 1,917 1,983 1,519 1,173 0,788 0,781 0,479 0,274 0,235
6 7553 | MACHO 2,601 2,381 2,443 2,049 1,355 1,146 1,077 0,670 0,381 0,264 0,282
7 6461 | MACHO 2,608 2,245 1,985 1,564 1,507 1,407 1,303 0,414 0,355 0,346 0,091
8 6461 | HEMBRA 2,324 1,657 1,962 1,068 0,903 0,826 0,781 0,389 0,190 0,234 0,209
9 6461 | HEMBRA 1,951 1,661 0,606 0,635 0,641 0,392 0,199 0,052 0,145 0,143 0,085
10 6461 | MACHO 2,368 1,468 1,418 0,993 0,503 0,515 0,498 0,125 0,009 0,109 0,068
1 6461 | MACHO 2,595 2,082 1,124 1,131 1,033 0,688 0,380 0,278 0,253 0,072 0,031
12 6461 | HEMBRA 1,832 1,232 0,779 0,429 0,366 0,127 0,098 0,119 0,107 0,102 0,120
13 7919 | MACHO 3,936 3,965 3,868 3,694 3,754 3,123 2,942 1,519 1,594 0,870 0,697
14 7919 | HEMBRA 3,920 3,955 3,842 3,853 3,703 3,516 2,489 0,000 1,363 0,976 1,024
15 7919 | MACHO 3,973 3,887 3,659 3,631 3,632 2,919 2,148 1,609 0,999 0,599 0,354
16 7919 | MACHO 3,906 3,816 3,872 3,778 3,777 3,289 1,620 1,974 1,488 1,177 1,069
17 7919 | MACHO 4,027 4,003 3,971 4,010 3,934 3,615 3,389 3,068 2,178 1,110 1,116
18 7919 | MACHO 4,016 3,945 3,938 3,909 3,856 3,302 2,695 1,793 0,000 0,550 0,968
19 6317 | MACHO 4,019 4,002 3,947 3,963 3,736 3,747 2,899 3,654 1,854 1,339 0,997
20 6317 | HEMBRA 4,050 4,016 3,968 3,902 3,889 3,629 2,822 2,739 2,590 1,646 1,432
21 6317 | MACHO 3,710 3,653 3,296 2,869 2,384 2,093 1,874 0,834 0,520 0,373 0,302
22 6317 | HEMBRA 3,722 3,601 3,452 3,055 2,164 1,984 1,212 1,704 0,921 0,582 0,514
23 6317 | HEMBRA 3,637 3,546 2,873 2,924 2,705 2,200 1,610 1,286 0,832 0,708 0,784
24 6317 | HEMBRA 3,739 3,616 3,553 3,542 3,488 2,593 1,459 1,072 1,193 0,550 0,380
25 7429 | HEMBRA 3,107 2,778 2,074 1,837 1,117 1,091 0,841 0,561 0,489 0,231 0,568
26 7429 | HEMBRA 2,480 1,927 0,982 1,166 0,669 0,742 0,463 0,595 0,129 0,119 0,096
27 7429 | MACHO 3,412 2,841 1,547 1,770 1,291 1,303 0,738 0,335 0,248 0,083 0,138
28 7429 | MACHO 3,102 2,904 1,546 1,808 1,460 1,073 1,070 0,000 0,621 0,665 0,271
29 7429 | HEMBRA 2,813 2,565 2,177 1,630 1,139 0,959 0,695 0,402 0,250 0,180 0,079
30 7429 | HEMBRA 2,642 2,529 1,247 1,947 1,138 0,743 0,731 0,247 0,253 0,159 0,182
31 8370 | HEMBRA 1,516 1,454 1,270 1,058 0,601 0,305 0,251 0,153 0,083 0,038 0,000
32 8370 | MACHO 1,712 1,504 1,276 1,055 0,580 0,384 0,181 0,117 0,004 0,000 0,000
34 8370 | MACHO 1,635 1,474 0,801 0,553 0,427 0,432 0,298 0,245 0,182 0,208 0,202
36 8370 | MACHO 2,003 1,250 0,914 0,903 0,510 0,422 0,212 0,202 0,169 0,167 0,234
37 6759 | HEMBRA 2,877 2,787 1,907 1,188 1,053 1,306 0,633 0,429 0,314 0,308 0,301
38 6759 | HEMBRA 2,911 2,819 2,519 2,144 1,563 1,226 0,692 0,644 0,413 0,348 0,340
39 6759 | MACHO 3,030 2,955 2,709 1,674 1,372 1,270 0,639 0,478 0,224 0,219 0,250

40 6759 | MACHO 3,007 2,953 2,235 1,810 1,656 1,302 2,316 0,523 0,368 0,229 0,238
41 6759 | MACHO 3,016 2,813 1,962 1,346 1,126 0,922 0,503 0,165 0,195 0,104 0,177
42 6759 | HEMBRA 2,964 2,969 2,709 2,155 1,388 1,146 0,783 0,319 0,366 0,167 0,214
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11.10. Tabla de medias del valor S/P Apxll por edad, con intervalo de confianza al 95% en

el grupo A

inf sup
2,907 0,125 2,654 3,160
2,701 0,144 2,409 2,993
2,290 0,170 1,946 2,633
2,078 0,176 1,722 2,434
1,801 0,186 1,426 2,177
1,540 0,171 1,194 1,886
1,187 0,141 0,901 1,473
0,825 0,136 0,549 1,102
0,619 0,100 0,416 0,822
0,413 0,061 0,289 0,537
0,383 0,057 0,267 0,498

11.11. Tabla de valores S/P Apxll por semana agrupados por sexo en el grupo A

mean 2,845 2,674 2,214 2,021 1,641 1,389 0,984 0,692 0,597 0,393 0,390
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
sd 0,744 0,853 1,032 1,059 1,099 1,013 0,730 0,682 0,623 0,395 0,371
min 1,516 1,232 0,606 0,429 0,366 0,127 0,098 0,000 0,083 0,038 0,000
max 4,050 4,016 3,968 3,902 3,889 3,629 2,822 2,739 2,590 1,646 1,432
mean 2,958 2,724 2,352 2,125 1,933 1,664 1,352 0,935 0,638 0,429 0,377
N 2 2 22 22 22 22 22 2 22 22 22
sd 0,840 0,979 1,127 1,178 1,244 1,145 0,994 0,990 0,658 0,389 0,362
min 1,435 1,199 0,801 0,553 0,427 0,384 0,181 0,000 0,000 0,000 0,000
max 4,027 4,003 3,971 4,010 3,934 3,747 3,389 3,654 2,178 1,339 1,116
mean 2,907 2,701 2,290 2,078 1,801 1,540 1,187 0,825 0,619 0,413 0,383
N 0 40 40 40 0 0 0 40 40 40 )
sd 0,790 0,913 1,074 1,113 1,175 1,083 0,894 0,863 0,634 0,387 0,361
min 1,435 1,199 0,606 0,429 0,366 0,127 0,098 0,000 0,000 0,000 0,000
max 4,050 4,016 3,971 4,010 3,934 3,747 3,389 3,654 2,590 1,646 1,432

11.12. Tabla de valores S/P Apxll a las 24 horas de vida agrupados por camada en el grupo

A

CERDA N Paridad Media Mediana IQR Min Max
6317 6 6 3,813 3,730 0,309 3,637 4,050
6461 6 5 2,280 2,346 0,644 1,832 2,608
6759 6 4 2,967 2,986 0,105 2,877 3,030
7429 6 3 2,926 2,957 0,465 2,480 3,412
7553 6 3 2,288 2,461 0,289 1,435 2,601
7919 6 2 3,963 3,955 0,096 3,906 4,027
8370 4 1 1,716 1,673 0,282 1,516 2,003

TESIS DOCTORAL



238

11.13. Tabla de valores S/P Apxll por semana agrupados por cerda en el grupo A

mean 2,915 3,813 3,739 3,515 3,376 3,061 2,708 1,979 1,882 1,318 0,866 0,735
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,176 0,212 0,414 0,493 0,737 0,788 0,716 1,097 0,768 0,506 0,429
min 3,637 3,546 2,873 2,869 2,164 1,984 1,212 0,834 0,520 0,373 0,302
max 4,050 4,016 3,968 3,963 3,889 3,747 2,899 3,654 2,500 1,646 1,432
mean 2,452 2,280 1,724 1,312 0,970 0,825 0,659 0,543 0,229 0,176 0,168 0,101
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,324 0,378 0,584 0,398 0,415 0,439 0,442 0,153 0,120 0,103 0,061
min 1,832 1,232 0,606 0,429 0,366 0,127 0,098 0,052 0,009 0,072 0,031
max 2,608 2,245 1,985 1,564 1,507 1,407 1,303 0,414 0,355 0,346 0,209
mean 3,126 2,967 2,883 2,340 1,719 1,359 1,195 0,928 0,426 0,313 0,229 0,253
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,062 0,085 0,359 0,401 0,236 0,146 0,686 0,167 0,087 0,089 0,059
min 2,877 2,787 1,907 1,188 1,053 0,922 0,503 0,165 0,195 0,104 0,177
max 3,030 2,969 2,709 2,155 1,656 1,306 2,316 0,644 0,413 0,348 0,340
mean 2,567 2,926 2,501 1,59 1,693 1,136 0,985 0,756 0,357 0,332 0,240 0,222
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,344 0,358 0,463 0,278 0,263 0,218 0,198 0,219 0,184 0,215 0,183
min 2,480 1,927 0,982 1,166 0,669 0,742 0,463 0,000 0,129 0,083 0,079
max 3,412 2,904 2,177 1,947 1,460 1,303 1,070 0,595 0,621 0,665 0,568
mean 1,877 2,288 2,19 1,933 1,688 1,499 1,167 1,001 0,829 0,646 0,300 0,207
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,435 0,499 0,508 0,479 0,164 0,440 0,296 0,378 0,452 0,158 0,222
min 1,435 1,199 1,024 0,877 1,303 0,480 0,527 0,291 0,203 0,038 0,000
max 2,601 2,548 2,443 2,049 1,767 1,839 1,355 1,446 1,49 0,511 0,638
mean 2,675 3,963 3,929 3,858 3,813 3,776 3,204 2,547 1,660 1,270 0,881 0,871
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,051 0,067 0,109 0,140 0,108 0,254 0,618 0,987 0,731 0,260 0,203
min 3,906 3,816 3,659 3,631 3,632 2,919 1,620 0,000 0,000 0,550 0,354
max 4,027 4,003 3,971 4,010 3,934 3,615 3,389 3,068 2,178 1,177 1,116
mean 1,027 1,716 1,420 1,065 0,892 0,530 0,386 0,235 0,179 0,110 0,103 0,109
N 1 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
sd 0,207 0,116 0,244 0,237 0,079 0,058 0,050 0,056 0,083 0,100 0,127
min 1,516 1,250 0,801 0,553 0,427 0,305 0,181 0,117 0,004 0,000 0,000
max 2,003 1,504 1,276 1,058 0,601 0,432 0,208 0,245 0,182 0,208 0,234
mean 2,445 2,907 2,701 2,290 2,078 1,801 1,540 1,187 0,825 0,619 0,413 0,383
N 7 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
sd 0,790 0,913 1,074 1,113 1,175 1,083 0,894 0,863 0,634 0,387 0,361
min 1,435 1,199 0,606 0,429 0,366 0,127 0,098 0,000 0,000 0,000 0,000
max 4,050 4,016 3,971 4,010 3,934 3,747 3,389 3,654 2,500 1,646 1,432

11.14. Pruebas de regresion Apxll en el grupo A

. regress H SEX
Source SS df MS Number of obs = 40
F(1, 38) = 0.20
Model .125693311 1 .125693311 Prob > F = 0.6595
Residual 24.2209261 38 .637392793 R-squared = 0.0052
Adj R-squared = -0.0210
Total 24.3466194 39 .624272293 Root MSE = .79837
H Coef.  Std. Err. t P>|t| [95% Conf. Interval]
SEX -.1126778 .2537383 -0.44 0.660 -.6263441 .4009884
_cons 2.957801 .1702128 17.38 0.000 2.613223 3.302379
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. regress H SPMADRE

Source SS df MS Number of obs = 40
F(1, 38) = 21.26
Model 2.78520209 1 2.78520209 Prob > F = 0.0000
Residual 4.97775037 38 .130993431 R-squared = 0.3588
Adj R-squared = 0.3419

Total 7.76295246 39 .199050063  Root MSE = .36193

H Coef. Std. Err. t P>|t| [95% Conf. Interval]
SPMADRE .5407769 .1172774 4.61 0.000 .3033611 .7781926
_cons .5908819  .1240476 4.76 0.000 .3397608 8420031

. regress VALORSP EDAD

Source SS df MS Number of obs = 440
F(1, 438) = 505.07

Model 33.9215309 1 33.9215309 Prob > F = 0.0000
Residual 29.4168899 438 .067161849 R-squared = 0.5356
Adj R-squared = 0.5345

Total 63.3384208 439 .144278863 Root MSE = .25916
VALORSP Coef. Std. Err. t P>|t]| [95% Conf. Interval]
EDAD -.0878034 .0039069 -22.47 0.000 -.0954821 -.0801248
_cons .7696079 .0231137 33.30 0.000 .7241804 .8150354

. regress VALORSP SPMADRE EDAD

Source SS df MS Number of obs = 440
F(2, 437) = 315.30

Model 37.4120339 2 18.7060169 Prob > F = 0.0000
Residual 25.9263869 437 .059328117 R-squared = 0.5907
Adj R-squared = 0.5888

Total 63.3384208 439 .144278863 Root MSE = .24357
VALORSP Coef. Std. Err. t P>|t] [95% Conf. Interval]
SPMADRE .1825313 .0237971 7.67 0.000 .1357604 .2293023
EDAD -.0878034 .003672 -23.91 0.000 -.0950204 -.0805864
_cons .5983115 .0311554 19.20 0.000 .5370784 .6595447
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11.15. Valor S/P Apxlil por animal y edad en el grupo A

RESULTADOS APX Il LECHONES GRUPO A (VALOR S/P)

ID. Lechon|CERDA|  SEXO 24H s1 s2 s3 s4 S5 s6 s7 s8 s9 S10
1 7553 | MACHO 0,987 0,429 0,324 0,250 0,255 0,145 0,102 0,061 0,078 0,060 0,076
2 7553 | HEMBRA 0,432 0,374 0,306 0,178 0,136 0,113 0,154 0,151 0,169 0,107 0,083
3 7553 | MACHO 0,150 0,134 0,079 0,066 0,092 0,080 0,035 0,057 0,058 0,060 0,063
4 7553 | MACHO 0,700 0,521 0,305 0,186 0,175 0,191 0,168 0,163 0,168 0,133 0,184
5 7553 | HEMBRA 1,279 0,886 0,303 0,310 0,311 0,228 0,177 0,028 0,054 0,075 0,083
6 7553 | MACHO 1,120 0,589 0,357 0,307 0,202 0,181 0,212 0,195 0,047 0,043 0,081
7 6461 | MACHO 1,685 0,823 0,690 0,462 0,378 0,317 0,146 0,180 0,201 0,000 0,000
8 6461 | HEMBRA 1,110 0,904 0,677 0,356 0,302 0,228 0,196 0,176 0,120 0,000 0,000
9 6461 | HEMBRA 1,283 1,053 0,425 0,206 0,149 0,151 0,180 0,060 0,105 0,118 0,100
10 6461 | MACHO 1,166 0,721 0,413 0,373 0,367 0,318 0,234 0,116 0,099 0,087 0,006
1 6461 | MACHO 1,542 0,688 0,448 0,377 0,329 0,201 0,115 0,063 0,033 0,053 0,015
12 6461 | HEMBRA 1,317 0,696 0,318 0,225 0,224 0,086 0,124 0,067 0,128 0,054 0,081
13 7919 | MACHO 0,781 0,605 0,361 0,316 0,213 0,256 0,194 0,243 0,182 0,109 0,041
14 7919 | HEMBRA 1,371 1,290 0,656 0,463 0,201 0,307 0,182 0,121 0,056 0,081 0,040
15 7919 | MACHO 1,092 0,580 0,296 0,327 0,222 0,254 0,171 0,129 0,118 0,100 0,072
16 7919 | MACHO 0,936 0,853 0,382 0,330 0,423 0,249 0,307 0,204 0,169 0,114 0,105
17 7919 | MACHO 0,912 0,372 0,247 0,195 0,134 0,100 0,177 0,131 0,087 0,108 0,084
18 7919 | MACHO 0,821 0,361 0,280 0,190 0,309 0,290 0,377 0,263 0,198 0,090 0,046
19 6317 | MACHO 1,008 0,799 0,624 0,617 0,514 0,346 0,200 0,073 0,093 0,073 0,060
20 6317 | HEMBRA 1,801 1,390 0,880 0,684 0,529 0,386 0,228 0,247 0,104 0,123 0,147
21 6317 | MACHO 1,551 1,434 0,951 0,647 0,454 0,293 0,225 0,148 0,074 0,077 0,078
22 6317 | HEMBRA 1,589 1,185 0,886 0,649 0,522 0,283 0,137 0,163 0,089 0,046 0,064
23 6317 | HEMBRA 1,674 1,224 0,579 0,553 0,308 0,226 0,068 0,064 0,036 0,049 0,038
24 6317 | HEMBRA 1,804 1,626 1,140 0,894 0,567 0,331 0,151 0,125 0,084 0,093 0,043
25 7429 | HEMBRA 1,149 0,770 0,724 0,401 0,310 0,245 0,178 0,091 0,083 0,065 0,059
2 7429 | HEMBRA 0,630 0,444 0,232 0,232 0,147 0,129 0,085 0,065 0,029 0,049 0,036
27 7429 | MACHO 1,234 0,932 0,427 0,364 0,249 0,130 0,139 0,173 0,063 0,038 0,064
28 7429 | MACHO 1,176 0,734 0,334 0,420 0,322 0,283 0,164 0,000 0,163 0,165 0,081
29 7429 | HEMBRA 1,681 1,164 0,675 0,514 0,340 0,281 0,189 0,044 0,095 0,086 0,058
30 7429 | HEMBRA 2,097 1,335 0,398 0,810 0,494 0,390 0,230 0,125 0,072 0,082 0,000
31 8370 | HEMBRA 0,634 0,344 0,129 0,136 1,275 0,028 0,006 0,039 0,014 0,062 0,000
32 8370 | MACHO 0,564 0,360 0,141 0,163 0,095 0,150 0,053 0,036 0,001 0,140 0,045
34 8370 | MACHO 0,425 0,275 0,218 0,054 0,044 0,113 0,035 0,077 0,006 0,027 0,147
36 8370 | MACHO 0,313 0,115 0,080 0,037 0,000 0,033 0,027 0,031 0,005 0,000 0,057
37 6759 | HEMBRA 0,736 0,576 0,343 0,178 0,149 0,128 0,045 0,055 0,032 0,061 0,084
38 6759 | HEMBRA 1,398 0,862 0,556 0,529 0,210 0,258 0,157 0,075 0,053 0,041 0,029
39 6759 | MACHO 0,931 0,718 0,276 0,165 0,209 0,177 0,068 0,017 0,000 0,019 0,043
40 6759 | MACHO 0,978 0,993 0,460 0,279 0,278 0,179 0,171 0,073 0,066 0,061 0,017
41 6759 | MACHO 0,818 0,485 0,345 0,198 0,197 0,090 0,102 0,020 0,025 0,048 0,061
42 6759 | HEMBRA 1,059 0,969 0,409 0,324 0,262 0,076 0,091 0,068 0,202 0,123 0,081

11.16. Tabla de medias del valor S/P Apxlil por edad, con intervalo de confianza al 95% en

el grupo A
Media Std. Err.  1C95% (Media valor S/P)

Edad sup
24H 1,098 0,071 0,956 1,241
S1 0,765 0,059 0,647 0,884
S2 0,442 0,038 0,364 0,519
S3 0,349 0,032 0,284 0,414
S4 0,300 0,033 0,233 0,366
S5 0,206 0,015 0,175 0,237
S6 0,150 0,012 0,125 0,174
S7 0,105 0,011 0,084 0,127
S8 0,086 0,009 0,068 0,105
S9 0,073 0,006 0,060 0,085
S10 0,061 0,006 0,048 0,074
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11.17. Tabla de valores S/P Apxlll por semana agrupados por sexo en el grupo A

mean 1,280 0,950 0,535 0,424 0,363 0,215 0,143 0,098 0,085 0,073 0,057
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
sd 0,460 0,368 0,265 0,228 0,266 0,107 0,062 0,058 0,049 0,032 0,038
min 0,432 0,344 0,129 0,136 0,136 0,028 0,006 0,028 0,014 0,000 0,000
max 2,097 1,626 1,140 0,894 1,275 0,390 0,230 0,247 0,202 0,123 0,147
mean 0,950 0,615 0,365 0,288 0,248 0,199 0,155 0,112 0,083 0,073 0,065
N 2 2 22 22 22 22 22 2 22 22 22
sd 0,383 0,304 0,197 0,161 0,133 0,088 0,088 0,076 0,067 0,044 0,043
min 0,150 0,115 0,079 0,037 0,000 0,033 0,027 0,000 0,000 0,000 0,000
max 1,685 1,434 0,951 0,647 0,514 0,346 0,377 0,263 0,201 0,165 0,184
mean 1,098 0,765 0,442 0,349 0,300 0,206 0,150 0,105 0,086 0,073 0,061
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
sd 0,446 0,371 0,243 0,203 0,209 0,096 0,077 0,068 0,059 0,039 0,040
min 0,150 0,115 0,079 0,037 0,000 0,028 0,006 0,000 0,000 0,000 0,000
max 2,097 1,626 1,140 0,894 1,275 0,390 0,377 0,263 0,202 0,165 0,184

11.18. Tabla de valores S/P Apxlll a las 24 horas de vida agrupados por camada en el grupo

A
CERDA N Paridad Media Mediana IQR Min Max
6317 6 6 1,571 1,631 0,250 1,008 1,804
6461 6 5 1,351 1,300 0,376 1,110 1,685
6759 6 4 0,987 0,955 0,241 0,736 1,398
7429 6 3 1,328 1,205 0,532 0,630 2,097
7553 6 3 0,778 0,843 0,689 0,150 1,279
7919 6 2 0,985 0,924 0,271 0,781 1,371
8370 4 1 0,484 0,494 0,230 0,313 0,634
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11.19. Tabla de valores S/P por semana Apxlll agrupados por cerda en el grupo A

mean 1,926 1,571 1,276 0,843 0,674 0,482 0,311 0,168 0,137 0,080 0,077 0,072
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,295 0,282 0,210 0,116 0,093 0,056 0,062 0,067 0,024 0,029 0,039
min 1,008 0,799 0,579 0,553 0,308 0,226 0,068 0,064 0,036 0,046 0,033
max 1,804 1,626 1,140 0,804 0,567 0,386 0,228 0,247 0,104 0,123 0,147
mean 0,752 1,351 0,814 0,495 0,333 0,201 0,217 0,166 0,110 0,114 0,052 0,034
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,222 0,144 0,152 0,099 0,089 0,092 0,046 0,056 0,054 0,047 0,045
min 1,110 0,688 0,318 0,206 0,149 0,086 0,115 0,060 0,033 0,000 0,000
max 1,685 1,053 0,690 0,462 0,378 0,318 0,234 0,180 0,201 0,118 0,100
mean 1,004 0,987 0,767 0,398 0,279 0,218 0,151 0,106 0,051 0,063 0,059 0,053
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,232 0,209 0,100 0,137 0,047 0,067 0,050 0,026 0,072 0,035 0,027
min 0,736 0,485 0,276 0,165 0,149 0,076 0,045 0,017 0,000 0,019 0,017
max 1,398 0,993 0,556 0,529 0,278 0,258 0,171 0,075 0,202 0,123 0,084
mean 1,213 1,328 0,897 0,465 0,457 0,310 0,243 0,164 0,083 0,084 0,081 0,050
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,503 0,320 0,194 0,19 0,114 0,100 0,049 0,061 0,044 0,045 0,028
min 0,630 0,444 0,232 0,232 0,147 0,129 0,085 0,000 0,029 0,038 0,000
max 2,097 1,335 0,724 0,810 0,494 0,390 0,230 0,173 0,163 0,165 0,081
mean 0,565 0,778 0,489 0,279 0,216 0,195 0,156 0,141 0,109 0,096 0,080 0,095
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,432 0,250 0,100 0,093 0,079 0,054 0,063 0,069 0,057 0,034 0,044
min 0,150 0,134 0,079 0,066 0,092 0,080 0,035 0,028 0,047 0,043 0,063
max 1,279 0,886 0,357 0,310 0,311 0,228 0,212 0,195 0,169 0,133 0,184
mean 0,523 0,985 0,677 0,370 0,304 0,265 0,242 0,235 0,182 0,135 0,100 0,065
N 1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,218 0,351 0,149 0,102 0,099 0,074 0,086 0,063 0,057 0,012 0,027
min 0,781 0,361 0,247 0,190 0,134 0,100 0,171 0,121 0,056 0,081 0,040
max 1,371 1,290 0,656 0,463 0,423 0,307 0,377 0,263 0,198 0,114 0,105
mean 0,410 0,484 0,274 0,142 0,098 0,353 0,081 0,030 0,046 0,007 0,057 0,062
N 1 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
sd 0,143 0,112 0,057 0,062 0,616 0,060 0,020 0,021 0,005 0,061 0,061
min 0,313 0,115 0,080 0,037 0,000 0,028 0,006 0,031 0,001 0,000 0,000
max 0,634 0,360 0,218 0,163 1,275 0,150 0,053 0,077 0,014 0,140 0,147
mean  0,9384491 1,098 0,765 0,442 0,349 0,300 0,206 0,150 0,105 0,086 0,073 0,061
N 7 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
sd 0,446 0,371 0,243 0,203 0,209 0,096 0,077 0,068 0,059 0,039 0,040
min 0,150 0,115 0,079 0,037 0,000 0,028 0,006 0,000 0,000 0,000 0,000
max 2,097 1,626 1,140 0,894 1,275 0,390 0,377 0,263 0,202 0,165 0,184

11.20. Pruebas de regresion Apxlil en el grupo A

. regress H SEX
Source SS df MS Number of obs = 40
F(1, 38) = 6.16
Model 1.08327646 1 1.08327646 Prob > F = 0.0176
Residual 6.679676 38 .175780947  R-squared = 0.1395
Adj R-squared = 0.1169
Total 7.76295246 39 .199050063  Root MSE = .41926
H Coef. Std. Err. t P>|t] [95% Conf. Interval]
SEX .3307898 .1332503 2.48 0.018 .0610386 .600541
_cons .9495181 .089387 10.62 ©.000 .7685635 1.130473
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. regress H SPMADRE

Source SS df MS Number of obs = 40

F(1, 38) = 18.89

Model 2.09528773 1 2.09528773 Prob > F = 0.0001

Residual 4.21428162 38 .110902148 R-squared = 0.3321

Adj R-squared = 0.3145

Total 6.30956935 39 .161783829 Root MSE = .33302

H Coef. Std. Err. t P>|t] [95% Conf. Interval]

SPMADRE .5218818 .1200661 4.35 0.000 .2788207 .7649428

_cons .5899548  .1250415 4.72 0.000 3368215 .8430881

. regress VALORSP EDAD
Source SsS df MS Number of obs = 440
F(1, 438) = 493.16
Model 26.9434652 1 26.9434652 Prob > F = 0.0000
Residual 23.9297577 438 .05463415 R-squared = 0.5296
Adj R-squared = 0.5285
Total 50.8732228 439 .115884334  Root MSE = .23374
VALORSP Coef. Std. Err. t P>|t| [95% Conf. Interval]
EDAD -.0782529 .0035238 -22.21 0.000 -.0851785 -.0713273
_cons .7909872 .0208468 37.94 ©.000 .7500149 .8319594
. regress VALORSP EDAD SPMADRE

Source SS df MS Number of obs = 440
F(2, 437) = 309.56
Model 29.823007 2 14.9115035 Prob > F = 0.0000
Residual 21.0502158 437 .04816983 R-squared = 0.5862
Adj R-squared = 0.5843
Total 50.8732228 439 .115884334 Root MSE = .21948
VALORSP Coef.  Std. Err. t P>|t| [95% Conf. Interval]
EDAD -.0782529 .0033087 -23.65 0.000 -.0847559 -.0717499
SPMADRE .1844657 .0238584 7.73 0.000 .1375742 .2313572
_cons .6167408 .0298508 20.66 0.000 .5580719 .6754098
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Final multivariable fractional polynomial model for VALORSP
Variable Initial Final
df Select Alpha Status df Powers
SPMADRE 4 1.0000 0.0500 in 4 -2 3
EDAD 4 1.0000 0.0500 in 4 -2 -1

Source df MS Number of obs = 440
F(4, 435) = 316.57
Model 47.1432404 4 11.7858101 Prob > F = 0.0000
Residual 16.1951804 435 .0372303  R-squared = 0.7443
Adj R-squared = 0.7420
Total 63.3384208 439 .144278863 Root MSE = .19295
VALORSP Coef.  Std. Err. t P>t [95% Conf. Interval]
ISPMA__ 1 -.0268553 .0067379 -3.99 0.000 -.0400983 -.0136124
ISPMA__ 2 .0236427 .0048781 4.85 0.000 .0140551 .0332302
IEDAD__ 1 -.0102039 .0014083 -7.25 0.000 -.0129719 -.0074359
IEDAD_ 2 .2270147 .0153095 14.83 0.000 .196925 .2571044
_cons .2111294  .0139776 15.10 ©.000 .1836573 .2386014

11.21. Valor S/P ApxIV por animal y edad en el grupo A

RESULTADOS APX IV LECHONES GRUPO A (VALOR S/P)

ID. Lechén | CERDA SEXO 24H S1 S2 S3 sS4 S5 S6 Ss7 S8 S9 S10
1 7553 MACHO 1,698 1,676 1,583 1,537 1,451 1,444 1,321 1,338 1,097 1,104 1,096
2 7553 HEMBRA 1,623 1,567 1,558 1,470 1,411 1,352 1,140 1,202 1,081 0,930 0,813
3 7553 MACHO 1,590 1,427 1,378 1,245 1,209 1,161 0,943 0,705 0,617 0,402 0,333
4 7553 MACHO 1,861 1,721 1,665 1,628 1,487 1,483 1,427 1,313 1,159 1,057 1,010
5 7553 HEMBRA 1,428 1,321 0,970 0,855 0,735 0,628 0,460 0,300 0,192 0,111 0,029
6 7553 MACHO 1,831 1,750 1,691 1,625 1,431 1,465 1,360 1,222 1,093 0,922 0,827
7 6461 MACHO 1,654 1,579 1,503 1,487 1,436 1,285 1,176 1,001 0,434 0,653 0,558
8 6461 HEMBRA 1,686 1,604 1,523 1,405 1,338 1,194 1,148 0,907 0,748 0,576 0,649
9 6461 HEMBRA 1,692 1,589 1,381 1,368 1,337 1,190 1,079 0,833 0,771 0,536 0,378

10 6461 MACHO 1,699 1,629 1,559 1,519 1,392 1,225 1,188 1,238 0,802 0,631 0,472
11 6461 MACHO 1,683 1,662 1,517 1,520 1,450 1,380 1,247 0,842 0,938 0,553 0,497
12 6461 HEMBRA 1,653 1,460 1,329 1,156 1,051 0,975 0,858 0,717 0,480 0,263 0,225
13 7919 MACHO 1,969 1,890 1,847 1,829 1,784 1,737 1,644 1,463 1,648 1,281 1,253
14 7919 HEMBRA 1,892 1,888 1,881 1,881 1,840 1,791 1,598 1,533 1,399 1,298 1,250
15 7919 MACHO 1,979 1,929 1,784 1,792 1,745 1,637 1,577 1,557 1,430 1,263 0,838
16 7919 MACHO 1,983 1,895 1,854 1,822 1,770 1,724 1,674 1,595 1,484 1,056 0,932
17 7919 MACHO 1,587 1,782 1,770 1,808 1,786 1,740 1,752 1,661 1,482 1,356 1,284
18 7919 MACHO 1,908 1,876 1,827 1,804 1,736 1,673 1,619 1,562 1,422 1,328 1,154
19 6317 MACHO 1,921 1,877 1,578 1,547 1,476 1,466 1,168 1,027 0,863 0,766 0,606
20 6317 HEMBRA 1,813 1,694 1,660 1,613 1,507 1,363 1,277 1,186 1,049 0,807 0,698
21 6317 MACHO 1,841 1,726 1,654 1,583 1,497 1,438 1,290 1,137 0,951 0,845 0,740
22 6317 HEMBRA 1,787 1,752 1,634 1,584 1,501 1,405 1,286 1,138 0,953 0,820 0,702
23 6317 HEMBRA 1,734 1,679 1,629 1,566 1,470 1,426 1,241 1,097 0,896 0,685 0,586
24 6317 HEMBRA 1,850 1,749 1,660 1,558 1,495 1,473 1,319 1,135 0,891 0,799 0,698
25 7429 HEMBRA 1,910 1,829 1,794 1,772 1,735 1,626 1,514 1,312 1,333 1,091 1,008
26 7429 HEMBRA 1,885 1,657 1,631 1,582 1,545 1,438 1,415 1,069 0,967 0,820 0,667
27 7429 MACHO 1,960 1,801 1,756 1,753 1,693 1,593 1,489 1,350 1,261 1,001 0,854
28 7429 MACHO 1,888 1,868 1,825 1,800 1,750 1,700 1,649 1,447 1,275 1,193 0,982
29 7429 HEMBRA 1,898 1,873 1,822 1,809 1,746 1,623 1,497 1,307 1,194 0,980 0,771
30 7429 HEMBRA 1,797 1,837 1,838 1,748 1,695 1,628 1,528 1,316 1,216 0,935 0,852
31 8370 HEMBRA 0,336 0,249 0,120 0,109 0,044 0,072 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
32 8370 MACHO 0,409 0,237 0,089 0,044 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001
34 8370 MACHO 0,634 0,251 0,273 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
36 8370 MACHO 1,235 1,131 0,797 0,801 0,643 0,589 0,454 0,415 0,338 0,120 0,100
37 6759 HEMBRA 1,798 1,709 1,599 1,611 1,571 1,351 1,225 1,039 0,941 0,814 0,636
38 6759 HEMBRA 1,844 1,798 1,746 1,661 1,590 1,519 1,322 1,283 1,070 0,898 0,649
39 6759 MACHO 1,812 1,740 1,553 1,563 1,495 1,463 1,338 1,188 1,016 0,698 0,776
40 6759 MACHO 1,787 1,703 1,633 1,632 1,510 1,436 1,315 1,219 1,020 0,819 0,438
41 6759 MACHO 1,718 1,665 1,535 1,469 1,403 1,330 1,092 0,762 0,661 0,613 0,545
42 6759 HEMBRA 1,818 1,686 1,613 1,588 1,572 1,420 1,259 1,019 0,994 0,610 0,506
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11.22. Tabla de medias del valor S/P ApxIV por edad, con intervalo de confianza al 95% en

el grupo A

11.23. Tabla de valores S/P ApxIV por semana agrupados por sexo en el grupo A

inf sup
1,677 0,061 1,555 1,800
1,594 0,067 1,459 1,729
1,502 0,070 1,360 1,643
1,454 0,074 1,304 1,603
1,383 0,074 1,234 1,533
1,311 0,071 1,167 1,455
1,197 0,070 1,056 1,339
1,061 0,068 0,924 1,198
0,929 0,066 0,796 1,062
0,766 0,059 0,646 0,886
0,660 0,055 0,549 0,771

mean 1,691 1,608 1,522 1,463 1,399 1,304 1,176 1,022 0,899 0,721 0,618
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
sd 0,359 0,369 0,410 0,415 0,425 0,405 0,39 0,374 0,364 0,332 0,311
min 0,336 0,249 0,120 0,109 0,044 0,072 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
max 1,910 1,888 1,881 1,881 1,840 1,791 1,508 1,533 1,399 1,298 1,250
mean 1,666 1,582 1,485 1,446 1,370 1,317 1,215 1,093 0,954 0,803 0,695
N 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22
sd 0,410 0,468 0,478 0,515 0,509 0,495 0,487 0,473 0,462 0,410 0,378
min 0,409 0,237 0,089 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
max 1,983 1,929 1,854 1,829 1,786 1,740 1,752 1,661 1,648 1,356 1,284
mean 1,677 1,594 1,502 1,454 1,383 1,311 1,197 1,061 0,929 0,766 0,660
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
sd 0,383 0,421 0,444 0,467 0,467 0,451 0,443 0,428 0,416 0,374 0,347
min 0,336 0,237 0,089 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
max 1,983 1,929 1,881 1,881 1,840 1,791 1,752 1,661 1,648 1,356 1,284

11.24. Tabla de valores S/P ApxIV a las 24 horas de vida agrupados por camada en el grupo

A

CERDA N Paridad Media Mediana IQR Min Max
6317 6 6 1,824 1,827 0,063 1,734 1,921
6461 6 5 1,678 1,684 0,038 1,653 1,699
6759 6 4 1,796 1,805 0,031 1,718 1,844
7429 6 3 1,890 1,893 0,024 1,797 1,960
7553 6 3 1,672 1,661 0,241 1,428 1,861
7919 6 2 1,886 1,938 0,087 1,587 1,983
8370 4 1 0,653 0,521 0,562 0,336 1,235
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11.25. Tabla de valores S/P ApxIV por semana agrupados por cerda en el grupo A

mean 1,544 1,824 1,746 1,636 1,575 1,491 1,429 1,263 1,120 0,934 0,787 0,672
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,063 0,070 0,031 0,023 0,015 0,041 0,053 0,054 0,066 0,056 0,061

min 1,734 1,679 1,578 1,547 1,470 1,363 1,168 1,027 0,863 0,685 0,586

max 1,921 1,877 1,660 1,613 1,507 1,473 1,319 1,186 1,049 0,845 0,740

mean 1,577 1,678 1,587 1,469 1,409 1,334 1,208 1,116 0,923 0,695 0,535 0,463
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,020 0,069 0,092 0,139 0,147 0,135 0,138 0,180 0,197 0,141 0,148

min 1,653 1,460 1,329 1,156 1,051 0,975 0,858 0,717 0,434 0,263 0,225

max 1,699 1,662 1,559 1,520 1,450 1,380 1,247 1,238 0,938 0,653 0,649

mean 1,474 1,796 1,717 1,613 1,588 1,524 1,420 1,259 1,085 0,950 0,742 0,592
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,043 0,047 0,075 0,067 0,070 0,070 0,092 0,189 0,148 0,120 0,120

min 1,718 1,665 1,535 1,469 1,403 1,330 1,092 0,762 0,661 0,610 0,438

max 1,844 1,798 1,746 1,661 1,590 1,519 1,338 1,283 1,070 0,898 0,776

mean 1,756 1,890 1,811 1,778 1,744 1,694 1,601 1,515 1,300 1,207 1,003 0,856
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,053 0,080 0,078 0,083 0,077 0,088 0,076 0,125 0,128 0,129 0,128

min 1,797 1,657 1,631 1,582 1,545 1,438 1,415 1,069 0,967 0,820 0,667

max 1,960 1,873 1,838 1,809 1,750 1,700 1,649 1,447 1,333 1,193 1,008

mean 1,546 1,672 1,577 1,474 1,393 1,287 1,256 1,109 1,013 0,873 0,754 0,685
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,162 0,172 0,270 0,299 0,288 0,330 0,363 0,419 0,388 0,403 0,416

min 1,428 1,321 0,970 0,855 0,735 0,628 0,460 0,300 0,192 0,111 0,029

max 1,861 1,750 1,601 1,628 1,487 1,483 1,427 1,338 1,159 1,104 1,096

mean 1,653 1,886 1,877 1,827 1,822 1,777 1,717 1,644 1,562 1,478 1,264 1,119
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,151 0,050 0,043 0,031 0,037 0,054 0,063 0,066 0,090 0,107 0,189

min 1,587 1,782 1,770 1,792 1,736 1,637 1,577 1,463 1,399 1,056 0,838

max 1,983 1,929 1,881 1,881 1,840 1,791 1,752 1,661 1,648 1,356 1,284

mean 0,335 0,653 0,467 0,320 0,239 0,172 0,165 0,114 0,104 0,084 0,030 0,025
N 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
sd 0,408 0,443 0,328 0,378 0,315 0,284 0,227 0,207 0,169 0,060 0,050

min 0,336 0,237 0,089 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

max 1,235 1,131 0,797 0,801 0,643 0,589 0,454 0,415 0,338 0,120 0,100

mean 1,466 1,677 1,594 1,502 1,454 1,383 1,311 1,197 1,061 0,929 0,766 0,660
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
sd 0,383 0,421 0,444 0,467 0,467 0,451 0,443 0,428 0,416 0,374 0,347

min 0,336 0,237 0,089 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

max 1,983 1,929 1,881 1,881 1,840 1,791 1,752 1,661 1,648 1,356 1,284

11.26. Pruebas de regresion ApxIV en el grupo A

. regress H SEX
Source SS df MS Number of obs = 40
F(1, 38) = 0.04
Model .006396562 1 .006396562 Prob > F = 0.8378
Residual 5.72383015 38 .150627109 R-squared = 0.0011
Adj R-squared = -0.0252
Total 5.73022671 39  .14692889  Root MSE = .38811
H Coef. Std. Err. t P>|t]| [95% Conf. Interval]
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. regress H SPMADRE

Source SS df MS Number of obs = 40
F(1, 38) 176.08
Model 4.71309933 1 4.71309933 Prob > F 0.0000
Residual 1.01712737 38 .02676651 R-squared = 0.8225
Adj R-squared = 0.8178
Total 5.73022671 39 .14692889 Root MSE = .1636
H Coef.  Std. Err. t P>|t] [95% Conf. Interval]
SPMADRE .8877544 .0669014 13.27 0.000 .7523195 1.023189
_cons .3757555 .1014315 3.70 0.001 .170418 .5810929
. regress VALORSP EDAD

Source SS df MS Number of obs = 440
F(1, 438) = 250.43
Model 44.,6838798 1 44.6838798 Prob > F = 0.0000
Residual 78.1520501 438 .178429338 R-squared = 0.3638
Adj R-squared = 0.3623
Total 122.83593 439 .279808496 Root MSE = .42241
VALORSP Coef. Std. Err. t P>|t| [95% Conf. Interval]
EDAD -.1007741 .0063681 -15.82 0.000 -.1132899 -.0882584
_cons 1.734232 .0376739 46.03 0.000 1.660188 1.808276

. regress VALORSP EDAD SPMADRE
Source SS df MS Number of obs = 440
F(2, 437) = 925.63
Model 99.3774105 2 49.6887052 Prob > F = 0.0000
Residual 23.4585194 437 .053680822 R-squared = 0.8090
Adj R-squared = 0.8082
Total 122.83593 439 .279808496 Root MSE = .23169
VALORSP Coef. Std. Err. t P>|t]| [95% Conf. Interval]
EDAD -.1007741 .0034929 -28.85 0.000 -.1076391 -.0939092
SPMADRE .9118243 .0285662 31.92 0.000 .8556801 .9679686
_cons .3974977 .0466988 8.51 0.000 .3057155 .4892799
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11.27. Valor S/P OmpA por animal y edad en el grupo A

RESULTADOS OMPA LECHONES GRUPO A (VALOR S/P)

ID. Lech6n|CERDA|  SEXO 24H s1 s2 s3 s4 S5 S6 s7 S8 s9 S10
1 7553 | MACHO 1,380 1,096 0,857 0,59 0,489 0,379 0,252 0,162 0,173 0,237 0,237
2 7553 | HEMBRA 1,165 0,748 0,443 0,272 0,278 0,249 0,171 0,106 0,205 0,220 0,250
3 7553 | MACHO 0,151 0,150 0,330 0,224 0,209 0,198 0,187 0,234 0,232 0,274 0,159
4 7553 | MACHO 1,417 1,000 0,516 0,504 0,302 0,300 0,135 0,071 0,093 0,083 0,117
5 7553 | HEMBRA 0,767 0,391 0,259 0,199 0,162 0,161 0,124 0,099 0,322 0,306 0,261
6 7553 | MACHO 1,057 0,694 0,455 0,379 0,265 0,191 0,154 0,104 0,072 0,071 0,065
7 6461 | MACHO 1,082 0,417 0,332 0,301 0,210 0,152 0,122 0,093 0,077 0,066 0,062
8 6461 | HEMBRA 0,806 0,542 0,388 0,302 0,289 0,246 0,197 0,287 0,291 0,179 0,137
9 6461 | HEMBRA 1,163 0,809 0,418 0,298 0,201 0,175 0,112 0,078 0,077 0,079 0,105
10 6461 | MACHO 0,958 0,684 0,529 0,367 0,281 0,195 0,144 0,146 0,172 0,209 0,201
1 6461 | MACHO 1,093 0,666 0,462 0,399 0,263 0,238 0,191 0,120 0,110 0,105 0,106
12 6461 | HEMBRA 0,871 0,427 0,220 0,220 0,169 0,144 0,065 0,046 0,036 0,046 0,048
13 7919 | MACHO 1,855 1,582 1,067 0,887 0,760 0,626 0,467 0,207 0,238 0,265 0,226
14 7919 | HEMBRA 1,666 1,560 1,270 0,979 0,956 0,740 0,418 0,326 0,195 0,149 0,105
15 7919 | MACHO 1,857 1,346 1,055 0,698 0,548 0,445 0,357 0,237 0,145 0,098 0,089
16 7919 | MACHO 1,689 1,367 0,975 0,948 0,727 0,522 0,363 0,240 0,167 0,119 0,119
17 7919 | MACHO 1,866 1,507 1,165 1,105 0,845 0,748 0,557 0,335 0,206 0,140 0,116
18 7919 | MACHO 1,781 1,398 1,275 0,892 0,695 0,469 0,271 0,237 0,263 0,191 0,254
19 6317 | MACHO 1,758 0,971 0,589 0,473 0,304 0,277 0,164 0,140 0,106 0,099 0,117
20 6317 | HEMBRA 2,003 1,411 0,844 0,553 0,410 0,312 0,163 0,187 0,123 0,082 0,119
21 6317 | MACHO 2,025 1,508 0,965 0,688 0,595 0,369 0,373 0,230 0,170 0,126 0,178
22 6317 | HEMBRA 1,908 1,733 1,060 0,883 0,503 0,353 0,196 0,140 0,082 0,098 0,083
23 6317 | HEMBRA 1,565 1,439 0,883 0,745 0,445 0,336 0,187 0,119 0,073 0,066 0,049
24 6317 | HEMBRA 1,792 1,538 1,235 0,912 0,773 0,504 0,277 0,178 0,156 0,119 0,121
25 7429 | HEMBRA 1,221 0,900 0,608 0,413 0,399 0,379 0,280 0,279 0,354 0,201 0,309
2 7429 | HEMBRA 0,710 0,524 0,323 0,328 0,289 0,192 0,197 0,148 0,129 0,167 0,164
27 7429 | MACHO 1,157 0,924 0,500 0,350 0,288 0,255 0,112 0,147 0,110 0,125 0,178
28 7429 | MACHO 1,244 0,807 0,425 0,377 0,368 0,295 0,248 0,189 0,167 0,126 0,101
29 7429 | HEMBRA 1,199 0,830 0,627 0,503 0,389 0,336 0,186 0,166 0,110 0,255 0,194
30 7429 | HEMBRA 1,220 0,863 0,719 0,535 0,351 0,305 0,186 0,098 0,170 0,150 0,183
31 8370 | HEMBRA 1,027 1,028 0,760 0,718 0,422 0,302 0,234 0,238 0,215 0,173 0,211
32 8370 | MACHO 0,888 0,764 0,497 0,455 0,387 0,242 0,179 0,126 0,120 0,103 0,099
34 8370 | MACHO 0,810 0,702 0,429 0,374 0,352 0,228 0,161 0,097 0,109 0,087 0,118
36 8370 | MACHO 0,452 0,312 0,153 0,160 0,113 0,144 0,109 0,074 0,066 0,094 0,091
37 6759 | HEMBRA 0,535 0,301 0,173 0,136 0,101 0,078 0,037 0,081 0,175 0,206 0,203
38 6759 | HEMBRA 0,616 0,458 0,279 0,126 0,109 0,091 0,044 0,034 0,058 0,070 0,072
39 6759 | MACHO 0,597 0,568 0,557 0,478 0,411 0,298 0,240 0,241 0,183 0,165 0,420
40 6759 | MACHO 0,500 0,451 0,203 0,142 0,097 0,087 0,044 0,098 0,165 0,171 0,210
41 6759 | MACHO 0,353 0,183 0,148 0,093 0,080 0,051 0,046 0,048 0,084 0,097 0,113
42 6759 | HEMBRA 0,727 0,691 0,361 0,217 0,177 0,168 0,140 0,170 0,238 0,104 0,113

11.28. Tabla de medias del valor S/P OmpA por edad, con intervalo de confianza al 95%

en el grupo A

Media Std. Err.  1C95% (Media valor S/P)
Edad inf sup
24H 1,173 0,080 1,011 1,336
S1 0,882 0,070 0,741 1,023
S2 0,609 0,053 0,501 0,716
S3 0,481 0,043 0,393 0,568
S4 0,375 0,035 0,305 0,445
S5 0,297 0,027 0,243 0,350
S6 0,202 0,018 0,165 0,239
S7 0,161 0,013 0,135 0,187
S8 0,156 0,012 0,132 0,180
S9 0,145 0,011 0,123 0,167
S10 0,155 0,013 0,129 0,181
David Espigares



249

11.29. Tabla de valores S/P OmpA por semana agrupados por sexo en el grupo A

mean 1,165 0,900 0,604 0,463 0,357 0,287 0,179 0,154 0,167 0,153 0,152
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
sd 0,457 0,453 0,345 0,279 0,223 0,167 0,091 0,084 0,092 0,078 0,075
min 0,535 0,301 0,173 0,126 0,101 0,078 0,037 0,034 0,036 0,046 0,048
max 2,003 1,733 1,270 0,979 0,956 0,740 0,418 0,326 0,354 0,306 0,309
mean 1,180 0,868 0,613 0,495 0,390 0,305 0,222 0,167 0,147 0,139 0,158
N 2 2 22 22 22 22 22 2 22 22 22
sd 0,558 0,441 0,336 0,274 0,221 0,172 0,132 0,079 0,057 0,061 0,086
min 0,151 0,150 0,148 0,093 0,080 0,051 0,044 0,048 0,066 0,066 0,062
max 2,025 1,582 1,275 1,105 0,845 0,748 0,557 0,335 0,263 0,274 0,420
mean 1,173 0,882 0,609 0,481 0,375 0,297 0,202 0,161 0,156 0,145 0,155
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
sd 0,509 0,441 0,336 0,273 0,219 0,168 0,116 0,080 0,074 0,069 0,081
min 0,151 0,150 0,148 0,093 0,080 0,051 0,037 0,034 0,036 0,046 0,048
max 2,025 1,733 1,275 1,105 0,956 0,748 0,557 0,335 0,354 0,306 0,420

11.30. Tabla de valores S/P OmpA a las 24 horas de vida agrupados por camada en el grupo

A
CERDA N Paridad Media Mediana IQR Min Max

6317 6 6 1,842 1,850 0,245 1,565 2,025
6461 6 5 0,996 1,020 0,222 0,806 1,163
6759 6 4 0,555 0,566 0,116 0,353 0,727
7429 6 3 1,125 1,210 0,064 0,710 1,244
7553 6 3 0,990 1,111 0,613 0,151 1,417
7919 6 2 1,786 1,818 0,168 1,666 1,866
8370 4 1 0,794 0,849 0,327 0,452 1,027

TESIS DOCTORAL



250

11.31. Tabla de valores S/P OmpA por semana agrupados por cerda en el grupo A

mean 1,391 1,842 1,433 0,929 0,709 0,505 0,374 0,227 0,166 0,118 0,098 0,111
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,173 0,253 0,218 0,175 0,163 0,113 0,083 0,041 0,039 0,022 0,043
min 1,565 0,971 0,589 0,473 0,304 0,277 0,163 0,119 0,073 0,066 0,049
max 2,025 1,733 1,235 0,912 0,773 0,594 0,373 0,230 0,170 0,126 0,178
mean 1,088 0,996 0,591 0,392 0,315 0,236 0,192 0,139 0,128 0,127 0,114 0,125
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,140 0,156 0,107 0,062 0,049 0,043 0,050 0,085 0,092 0,066 0,088
min 0,806 0,417 0,220 0,220 0,169 0,144 0,065 0,046 0,036 0,046 0,048
max 1,163 0,809 0,529 0,399 0,289 0,246 0,197 0,287 0,291 0,209 0,291
mean 0,604 0,555 0,442 0,287 0,199 0,163 0,129 0,092 0,112 0,151 0,136 0,189
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,126 0,182 0,154 0,143 0,126 0,092 0,082 0,079 0,067 0,053 0,126
min 0,353 0,183 0,148 0,093 0,080 0,051 0,037 0,034 0,058 0,070 0,072
max 0,727 0,691 0,557 0,478 0,411 0,298 0,240 0,241 0,238 0,206 0,420
mean 1,229 1,125 0,808 0,534 0,418 0,347 0,294 0,202 0,171 0,173 0,186 0,188
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,205 0,146 0,146 0,084 0,049 0,065 0,058 0,061 0,092 0,070 0,068
min 0,710 0,524 0,323 0,328 0,288 0,192 0,112 0,098 0,110 0,125 0,101
max 1,244 0,924 0,719 0,535 0,399 0,379 0,280 0,279 0,354 0,291 0,309
mean 1,221 0,990 0,680 0,477 0,362 0,284 0,246 0,171 0,129 0,183 0,199 0,182
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,474 0,359 0,208 0,161 0,112 0,081 0,046 0,059 0,092 0,099 0,080
min 0,151 0,150 0,259 0,199 0,162 0,161 0,124 0,071 0,072 0,071 0,065
max 1,417 1,096 0,857 0,596 0,489 0,379 0,252 0,234 0,322 0,306 0,261
mean 1,421 1,786 1,460 1,135 0,918 0,755 0,592 0,406 0,279 0,202 0,160 0,152
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
sd 0,089 0,103 0,123 0,134 0,138 0,133 0,099 0,046 0,044 0,060 0,070
min 1,666 1,346 0,975 0,698 0,548 0,445 0,271 0,237 0,145 0,098 0,089
max 1,866 1,582 1,275 1,105 0,956 0,748 0,557 0,335 0,263 0,265 0,254
mean 1,196 0,794 0,702 0,460 0,427 0,319 0,229 0,171 0,134 0,128 0,114 0,130
N 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
sd 0,245 0,296 0,249 0,231 0,140 0,065 0,052 0,073 0,063 0,040 0,055
min 0,452 0,312 0,153 0,160 0,113 0,144 0,109 0,074 0,066 0,087 0,091
max 1,027 1,028 0,760 0,718 0,422 0,302 0,234 0,238 0,215 0,173 0,211
mean 1,163 1,173 0,882 0,609 0,481 0,375 0,297 0,202 0,161 0,156 0,145 0,155
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
sd 0,262 0,509 0,441 0,336 0,273 0,219 0,168 0,116 0,080 0,074 0,069 0,081
min 0,604 0,151 0,150 0,148 0,093 0,080 0,051 0,037 0,034 0,036 0,046 0,048
max 1,421 2,025 1,733 1,275 1,105 0,956 0,748 0,557 0,335 0,354 0,306 0,420

11.32. Pruebas de regresion OmpA en el grupo A

. regress H SEXO
Source SS df MS Number of obs = 40
F(1, 38) = 0.01
Model 00252002 1 .00252002 Prob > F = 0.9229
Residual 10.088198 38 .265478894  R-squared = 0.0002
Adj R-squared = -0.0261
Total 10.090718 39 .258736358 Root MSE = .51525
H Coef. Std. Err. t P>|t] [95% Conf. Interval]
SEXO -.0159545  .1637561 -0.106  0.923 -.3474614 .3155523
_cons 1.196409  .2510333 4.77 0.000 .6882187 1.704599
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. regress H SPMADRE

Source SS df MS Number of obs = 40
F(1, 38) = 48.34
Model 5.64972618 1 5.64972618 Prob > F = 0.0000
Residual 4.44099179 38 .116868205 R-squared = 0.5599
Adj R-squared = 0.5483
Total 10.090718 39 .258736358 Root MSE = .34186
H Coef. Std. Err. t P> |t| [95% Conf. Interval]
SPMADRE 1.454486 .2091915 6.95 0.000 1.031 1.877972
_cons -.517856 .2491607 -2.08 0.044 -1.022255 -.0134565
. regress VALORSP EDAD
Source SS df MS Number of obs = 440
F(1, 438) = 434,98
Model 37.9152996 1 37.9152996 Prob > F = 0.0000
Residual 38.1783324 438 .087165143 R-squared = 0.4983
Adj R-squared = 0.4971
Total 76.093632 439 .173334014 Root MSE = .29524
VALORSP Coef. Std. Err. t P>|t] [95% Conf. Interval]
EDAD -.0928284  .0044509 -20.86 ©0.000 -.1015761  -.0840807
_cons .8856489  .0263317 33.63 0.000 .8338967 .9374011
. regress VALORSP EDAD SPMADRE
Source SS df MS Number of obs = 440
F(2, 437) = 325.71
Model 45.5418789 2 22.7709394 Prob > F = ©0.0000
Residual 30.5517531 437 .069912479  R-squared = 0.5985
Adj R-squared = 0.5967
Total 76.093632 439 .173334014 Root MSE = .26441
VALORSP Coef. Std. Err. t P> |t| [95% Conf. Interval]
EDAD -.0928284 .0039861 -23.29 0.000 -.1006628 -.084994
SPMADRE .5095237 .0487839 10.44 0.000 .4136434 .6054041
_cons 2932256 .061428 4.77 ©.000 .1724945 .4139567
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Final multivariable fractional polynomial model for VALORSP
Variable Initial Final
df Select Alpha Status df Powers
SPMADRE 4 1.0000 0.0500 in 4
EDAD 4 1.0000 ©0.0500 in 4
Source SS df MS Number of obs = 440
F(4, 435) = 349.17
Model 58.0222188 4 14.5055547 Prob > F = 0.0000
Residual 18.0714131 435 .041543478 R-squared = 0.7625
Adj R-squared = 0.7603
Total 76.093632 439 .173334014 Root MSE = .20382
VALORSP Coef. Std. Err. t P>|t]| [95% Conf. Intervall]
ISPMA_ 1 -.0817574  .0446289 -1.83 0.068 -.1694724 .0059577
ISPMA_ 2 .5978367 .0989237 6.04 0.000 .4034089 .7922645
IEDAD_ 1 -1.546536  .0526756 -29.36 0.000 -1.650066  -1.443005
IEDAD__ 2 1.605827 .1111282 14.45 0.000 1.387412 1.824242
_cons .1763998 .0173229 10.18 0.000 .1423527 .2104469
Deviance: -156.009.

David Espigares
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11.33. Tabla de valores S/P Apxl, ApxIl, Apxlil, ApxIV y OmpA por animal a las 18 semanas

de vida en el grupo A

Id lechén ([Valor S/P ApxI [Valor S/P ApxlIl |Valor S/P Apxlll |Valor S/P ApxIV [Valor S/P OmpA
1 0,000 0,592 0,091 0,236 0,311
4 0,000 0,040 0,000 0,100 0,305
5 0,000 0,000 0,089 0,112 0,155
6 0,000 0,000 0,014 0,000 0,212
7 0,000 0,000 0,012 0,211 0,132
8 0,000 0,455 0,044 0,158 0,594
9 0,000 0,154 0,057 0,074 0,163
10 0,000 0,000 0,027 0,048 0,149
11 0,000 0,013 0,000 0,050 0,820
12 0,000 0,050 0,025 0,000 0,136
14 0,000 0,000 0,000 0,444 0,098
15 0,000 0,000 0,045 0,412 0,276
16 0,000 0,022 0,000 0,420 0,125
17 0,000 0,002 0,000 0,376 0,167
18 0,000 0,030 0,000 0,230 0,224
19 0,029 0,023 0,041 0,106 0,063

20 0,000 0,025 0,000 0,086 0,231
21 0,025 0,080 0,022 0,087 0,141
22 0,000 0,049 0,000 0,071 0,173
23 0,000 0,042 0,000 0,000 0,187
24 0,000 0,000 0,079 0,114 0,060
25 0,000 0,233 0,021 0,000 0,030
26 0,000 0,005 0,031 0,099 0,162
27 0,000 0,030 0,114 0,103 0,547
28 0,025 0,393 0,207 0,045 0,172
29 0,000 0,100 0,086 0,225 0,203
30 0,000 0,168 0,019 0,172 0,415
31 0,000 0,241 0,023 0,000 0,205
32 0,000 0,041 0,026 0,000 0,286
34 0,000 0,300 0,253 0,000 0,129
36 0,000 0,000 0,000 0,000 0,148
37 0,000 0,119 0,000 0,085 0,150
38 0,000 0,237 0,020 0,098 0,304
39 0,000 0,000 0,000 0,000 0,556
40 0,000 0,000 0,051 0,092 0,177
41 0,000 0,081 0,000 0,015 0,187
42 0,000 0,000 0,000 0,000 0,167
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11.34. Tabla de medias del valor S/P obtenidos con las pruebas ELISA frente a la toxina

Apxl, 11, 111, IV y la proteina OmpA con intervalo de confianza al 95% a las 18 semanas

de vida en el grupo A

David Espigares
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11.35. Tabla de valores S/P Apxl, Apxll, Apxlll, ApxlV y OmpA por animal y edad en el

grupo B
| RESULTADOS LECHONES GRUPO B (VALOR S/P)
Valor S/P Apxl Valor S/P ApxIl Valor S/P Apxlll Valor S/P ApxIV Valor S/P OmpA

Id lechén S4 S10 sS4 S10 sS4 S10 sS4 S10 S4 S10
1 0,000 0,000 0,075 0,179 0,045 0,082 0,000 0,000 0,174 0,188
3 0,000 0,000 0,073 0,044 0,000 0,018 0,000 0,000 0,287 0,177
4 0,000 0,000 0,453 0,133 0,023 0,152 0,000 0,000 0,273 0,276
5 0,000 0,108 0,171 0,613 0,072 0,467 0,000 0,000 0,086 0,076
6 0,000 0,000 0,160 0,324 0,000 0,045 0,011 0,000 0,120 0,152
7 0,000 0,000 0,355 0,734 0,000 0,005 0,000 0,000 0,129 0,271
9 0,000 0,000 0,013 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,093 0,122
10 0,000 0,000 0,673 0,712 0,000 0,018 0,000 0,000 0,035 0,087
12 0,000 0,000 0,396 0,611 0,000 0,000 0,004 0,000 0,113 0,133
13 0,000 0,000 0,100 1,508 0,000 0,000 0,000 0,000 0,146 0,143
14 0,000 0,000 0,716 0,717 0,011 0,005 0,000 0,022 0,345 0,392
15 0,000 0,000 0,300 1,936 0,000 0,076 0,000 0,000 0,100 0,122
16 0,000 0,000 0,337 0,560 0,000 0,086 0,000 0,000 0,124 0,173
17 0,000 0,000 0,446 1,940 0,000 0,022 0,000 0,000 0,105 0,097
18 0,000 0,000 0,711 1,650 0,012 0,106 0,000 0,000 0,163 0,086
19 0,000 0,000 0,712 2,223 0,000 0,050 0,000 0,000 0,074 0,058
20 0,000 0,000 0,363 0,258 0,000 0,081 0,000 0,000 0,058 0,133
21 0,000 0,000 0,296 0,362 0,000 0,000 0,000 0,000 0,086 0,140
22 0,000 0,000 0,015 0,212 0,000 0,000 0,000 0,000 0,104 0,116
23 0,000 0,000 0,040 0,015 0,000 0,000 0,000 0,000 0,105 0,063
24 0,000 0,000 0,035 0,082 0,000 0,000 0,000 0,175 0,057 0,110
25 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,272 0,132
26 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,259 0,210
27 0,000 0,000 0,000 0,000 0,028 0,000 0,000 0,000 0,053 0,043
28 0,000 0,000 0,000 1,326 0,000 0,020 0,000 0,000 0,126 0,135
29 0,000 0,000 0,053 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,212 0,167
30 0,000 0,000 0,339 0,085 0,000 0,000 0,000 0,000 0,105 0,113
31 0,000 0,000 0,168 0,111 0,000 0,068 0,000 0,000 0,300 0,258
32 0,000 0,000 0,400 0,578 0,000 0,003 0,000 0,000 0,079 0,081
33 0,000 0,015 1,824 3,009 0,000 0,000 0,000 0,000 0,093 0,182
34 0,000 0,000 0,290 0,691 0,000 0,000 0,000 0,150 0,223 0,245
35 0,000 0,029 0,974 0,332 0,000 0,000 0,000 0,000 0,253 0,259
36 0,000 0,000 0,615 0,217 0,005 0,000 0,077 0,000 0,149 0,138
37 0,000 0,000 0,714 0,286 0,000 0,000 0,000 0,000 0,258 0,222
38 0,000 0,061 0,381 0,182 0,000 0,000 0,000 0,000 0,036 0,069
39 0,000 0,000 0,506 0,271 0,000 0,000 0,000 0,000 0,060 0,059
40 0,000 0,000 3,210 0,258 0,000 0,000 0,000 0,000 0,064 0,113
41 0,000 0,041 0,307 0,495 0,000 0,048 0,000 0,118 0,090 0,050
42 0,000 0,164 0,019 0,579 0,081 0,127 0,000 0,000 0,129 0,126
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11.36. Tabla de medias del valor S/P Apxl, II, lll, IV y OmpA por edad, con intervalo de

confianza al 95% en el grupo B

David Espigares



. cohenkap ApxI ApxII
KAPPA & WEIGHTED KAPPA

ApxIT
ApxI Negativo Positivo Total
Negativo 72 43 115
Positivo 0 0 9]
Total 72 43 115
Standard Error | One-sided 95% Asymptotic
kappa SE@ SE1 p value Confidence Interval
0.0000 to K
Estimate 95% Confidence Interval
Specific Agreement (+) 0% 0% to 8.20% (Wilson)
Specific Agreement (-) 77 .0% 70.5% to 82.5% (Wilson)
Global Agreement (+) 62.6% 53.5% to 70.9% (Wilson)
kappa minimum -0.2299
maximum 0.3439
Observed Disagreement Bias Bias adjusted kappa
X-Y+ X+Y- Index BAK
0% 37.4% -37.4% -0.2299
Observed Agreement |Prevalence| Prev. & Bias adjusted kappa
(+) (-) Index PABAK
18.7% 81.3% -62.6% 0.2522

(*)out of range
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11.37. Estudio de la concordancia entre las pruebas ELISA frente a la toxina Apxl y la Apxll
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11.38. Estudio de la concordancia entre las pruebas ELISA frente a la toxina Apxl y la Apxlll

. cohenkap ApxI ApxIII
KAPPA & WEIGHTED KAPPA

ApxIII
ApxI Negativo Positivo Total
Negativo 114 1 115
Positivo 0 0 0
Total 114 1 115
Standard Error | One-sided 95% Asymptotic
kappa SEO@ SE1 p value Confidence Interval
0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 -0.0000 to ©0.0000
Estimate 95% Confidence Interval
Specific Agreement (+) 0% 0% to 79.3% (Wilson)
Specific Agreement (-) 99.6% 97.6% to 99.9% (Wilson)
Global Agreement (+) 99.1% 95.2% to 99.8% (Wilson)
kappa minimum -0.0044
maximum 0.9826
Observed Disagreement Bias Bias adjusted kappa
X-Y+ X+Y - Index BAK
0% .87% -.87% -0.0044
Observed Agreement |Prevalence| Prev. & Bias adjusted kappa
(+) (-) Index PABAK
.435% 99.6% -99.1% 0.9826

David Espigares



. cohenkap ApxII ApxIII
KAPPA & WEIGHTED KAPPA
ApxIII
ApxII Negativo Positivo Total
Negativo 72 (%] 72
Positivo 42 1 43
Total 114 1 115
Standard Error | One-sided 95% Asymptotic
kappa SE@ SE1 p value Confidence Interval
0.0290 | 0.0223 0.0285 0.0969 -0.0269 to 0.0848
Estimate 95% Confidence Interval
Specific Agreement (+) 4.55% 1.26% to 15.1% (Wilson)
Specific Agreement (-) 77 .4% 70.9% to 82.8% (Wilson)
Global Agreement (+) 63.5% 54.4% to 71.7% (Wilson)
kappa minimum -0.2234
maximum 0.3555
Observed Disagreement Bias Bias adjusted kappa
X-Y+ X+Y- Index BAK
36.5% 0% 36.5% -0.1804
Observed Agreement |Prevalence| Prev. & Bias adjusted kappa
(+) (-) Index PABAK
19.1% 80.9% -61.7% 0.2696
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11.39. Estudio de la concordancia entre las pruebas ELISA frente a la toxina ApxIl y la Apxlll
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11.40. Estudio de la concordancia entre las pruebas ELISA frente a la toxina Apxll y la ApxIV

. cohenkap ApxII ApxIV
KAPPA & WEIGHTED KAPPA

ApxIV
ApxII Negativo Positivo Total
Negativo 72 7] 72
Positivo 43 7] 43
Total 115 0 115
Standard Error | One-sided 95% Asymptotic
kappa SE@ SE1 p value Confidence Interval
0.0000 to ¥
Estimate 95% Confidence Interval
Specific Agreement (+) 0% 0% to 8.20% (Wilson)
Specific Agreement (-) 77.0% 70.5% to 82.5% (Wilson)
Global Agreement (+) 62.6% 53.5% to 70.9% (Wilson)
kappa minimum -0.2299
maximum 0.3439
Observed Disagreement Bias Bias adjusted kappa
X-Y+ X+Y- Index BAK
37.4% 0% 37.4% -0.2299
Observed Agreement |Prevalence| Prev. & Bias adjusted kappa
(+) (-) Index PABAK
18.7% 81.3% -62.6% 0.2522

(*)out of range

David Espigares




proteina OmpA

. cohenkap ApxII OMPA
KAPPA & WEIGHTED KAPPA
OMPA
ApxII Negativo Positivo Total
Negativo 69 3 72
Positivo 42 1 43
Total 111 4 115
Standard Error | One-sided 95% Asymptotic
kappa SE@ SE1 p value Confidence Interval
-0.0225 | 0.0432 | 0.0402 0.3011 -0.1013 to 0.0563
Estimate 95% Confidence Interval
Specific Agreement (+) 4.26% 1.17% to 14.2% (Wilson)
Specific Agreement (-) 75.4% 68.7% to 81.1% (Wilson)
Global Agreement (+) 60.9% 51.7% to 69.3% (Wilson)
kappa minimum -0.2432
maximum 0.3213
Observed Disagreement Bias Bias adjusted kappa
X-Y+ X+Y - Index BAK
36.5% 2.61% 33.9% -0.2033
Observed Agreement |Prevalence| Prev. & Bias adjusted kappa
(+) (-) Index PABAK
20.4% 79.6% -59.1% 0.2174
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11.41. Estudio de la concordancia entre las pruebas ELISA frente a la toxina Apxll y la
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11.42. Estudio de la concordancia entre las pruebas ELISA frente a la toxina Apxlll y la

proteina OmpA

. cohenkap ApxIII OMPA
KAPPA & WEIGHTED KAPPA

OMPA
ApxIII Negativo Positivo Total
Negativo 110 4 114
Positivo 1 0 1
Total 111 4 115
Standard Error | One-sided 95% Asymptotic
kappa SE®@ SE1 p value Confidence Interval
-0.0141 0.0740 0.0115 0.4244 -0.0366 to 0.0083
Estimate 95% Confidence Interval
Specific Agreement (+) 0% 0% to 43.4% (Wilson)
Specific Agreement (-) 97.8% 94.9% to 99.0% (Wilson)
Global Agreement (+) 95.7% 90.2% to 98.1% (Wilson)
kappa minimum -0.0222
maximum 0.9132
Observed Disagreement Bias Bias adjusted kappa
X-Y+ X+Y- Index BAK
.87% 3.48% -2.61% -0.0222
Observed Agreement |Prevalence| Prev. & Bias adjusted kappa
(+) (-) Index PABAK
2.17% 97.8% -95.7% 0.9130
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11.43. Estudio de la concordancia entre las pruebas ELISA frente a la toxina Apxlll y la

ApxIV

. cohenkap ApxIII ApxIV
KAPPA & WEIGHTED KAPPA

ApxIV
ApxIII Negativo Positivo Total
Negativo 114 114
Positivo 1 1
Total 115 115
Standard Error | One-sided 95% Asymptotic
kappa SE@ SE1 p value Confidence Interval
0.0000 | 0.0000 | ©.0000 0.5000 -0.0000 to ©0.0000
Estimate 95% Confidence Interval
Specific Agreement (+) 0% 0% to 79.3% (Wilson)
Specific Agreement (-) 99.6% 97.6% to 99.9% (Wilson)

Global Agreement (+) 99.1% 95.2% to 99.8% (Wilson)
kappa minimum -0.0044
maximum 0.9826
Observed Disagreement Bias Bias adjusted kappa
X-Y+ X+Y - Index BAK
.87% 0% .87% -0.0044
Observed Agreement [Prevalence| Prev. & Bias adjusted kappa
(+) (-) Index PABAK

.435% 99.6%

-99.1%

0.9826
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11.44. Estudio de la concordancia entre las pruebas ELISA frente a la proteina OmpA vy la

toxina ApxIV

. cohenkap ApxIV OMPA
KAPPA & WEIGHTED KAPPA
OMPA
ApxIV Negativo Positivo Total
Negativo 111 4 115
Positivo 0 0 0
Total 111 4 115
Standard Error | One-sided 95% Asymptotic
kappa SE@ SE1 p value Confidence Interval
0.0000 | 0.0000 | 0.0000 . 0.0000 to ©0.0000
Estimate 95% Confidence Interval
Specific Agreement (+) 0% 0% to 49.90% (Wilson)
Specific Agreement (-) 98.2% 95.5% to 99.3% (Wilson)
Global Agreement (+) 96.5% 91.4% to 98.6% (Wilson)
kappa minimum -0.0177
maximum 0.9305
Observed Disagreement Bias Bias adjusted kappa
X-Y+ X+Y - Index BAK
0% 3.48% -3.48% -0.0177
Observed Agreement |Prevalence| Prev. & Bias adjusted kappa
(+) (-) Index PABAK
1.74% 98.3% -96.5% 0.9304
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11.45. Estudio de la concordancia entre las pruebas ELISA frente a la proteina OmpA vy la

toxina ApxI

. cohenkap OMPA ApxI
KAPPA & WEIGHTED KAPPA
ApxI
OMPA Negativo Positivo Total
Negativo 111 (%] 111
Positivo 4 0 4
Total 115 0 115
Standard Error | One-sided 95% Asymptotic
kappa SE@ SE1 p value Confidence Interval
0.0000 | 0.0000 | 0.0000 . 0.0000 to 0.0000
Estimate 95% Confidence Interval
Specific Agreement (+) 0% 0% to 49.0% (Wilson)
Specific Agreement (-) 98.2% 95.5% to 99.3% (Wilson)
Global Agreement (+) 96.5% 91.4% to 98.6% (Wilson)
kappa minimum -0.0177
maximum 0.9305
Observed Disagreement Bias Bias adjusted kappa
X-Y+ X+Y- Index BAK
3.48% 0% 3.48% -0.0177
Observed Agreement |Prevalence| Prev. & Bias adjusted kappa
(+) (-) Index PABAK
1.74% 98.3% -96.5% 0.9304
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