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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo detectar la presencia de
anticuerpos contra Lawsonia intracellularis, causante de enteropatia
proliferativa porcina, en cerdos provenientes de granjas porcinas tecnificadas
del valle de Lima y Huaral. Los anticuerpos fueron detectados mediante la
prueba de Inmunoﬂuorescencia indirecta (IF1} en muestras de suero de 197
cerdos procedentes de granjas ubicadas en Lurin, Huaral y Cieneguilla,
tomandose 2 granjas de cada zona y dividiéndolas la poblacion en destetados,
engorde y hembras de reemplazo. El 38.7% (73/197) de los sueros analizados
presentaron anticuerpos contra la bacteria. Por zonas se obtuvo 18.96%
animales positivos en Huaral, 44.3% en Cieneguilla y 45.5% en Lurin, En
destete, engorde y hembras de réemplazo se encontro 24.6%, 47.6% y 44.7%
respectivamente. La presencia de anticuerpos evidencia la exposicién de los
animales a la bacteria, ello nos lleva a reconocer a la bacteria Lawsonia
intracellularis como un nuevo posible agente etioldgico de diarreas que afecta

la industria porcina de nuestro pais.

Palabras Clave: Enteropatia Porcina Proliferativa, Lawsonia intracellularis,

Anticuerpos, porcines, inmunoflucrescencia.
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SUMMARY

Tests Antibodies against Lawsonia intracellularis the causative agent of
Porcine Proliferative Enteropathies (PPE), were conducted normal pigs (n=197)
from managed pig farm from Lima valley. Indirect Inmmunofiuorescence test.
The seraprevalence of Lawsonia intracellularis was 38,7% (73/197). The higher
prevalence was found in Lurin 45.5 % , followed by Cieneguilla (44.3%) and
Huaral (18.96). The 24.6% of pig at postweaning, 47.6% of growing pigs and
44.7% of gilts had anibodies againts the bacteria. The results of the study
indicate that the Lawsonia intracellularis is widly distribuited in pig population of
Lima Valley and may be involved in diarrhea presentation i the farm studies

KEY WORDS: Porcine Proliferative Enteropathies (PPE), Lawsonia

intracellularis, antibodies, pigs, inmmunoflucrescences.



L INTRODUCCION

En 1995 la came de porcino registré una produccién anual de 80,100 TM,
alcanzando en 1999 Ia cifra de 83,208 TM, segin consta en boletines del ministerio de
Agricultura. Estos datos nos permiten evidenciar la importancia de' la produccion
porcina en la economia de nuestro pais (MINAG-OIA 1995; 1999).

-El consumo promedio de carne de porcino fue de 3.64 Kg. por persona en el
afio 1995 y de 3.65 Kg. en 1999, La demanda de carnhes se rige normalmente por el
precio, encontrandose en primer lugar la carne de ave, en segundo lugar la came de
porcino y en un tercer lugar la came de res. La came de porcino se presenta como
alternativa econémica y de alto valor proteico con gran aceptacion por el consumidor
(APP 2000; Kalinowski 1996).

En la industria porcina uno de los principales costos es la alimentacién, la cual
corresponde un 70% de los costos. La importante inversion realizada en |a
alimentacion es constantemente mellada por problemas de manejo y problemas
sanitarios que afectan el rendimiento de los animales. Dentro de ios problemas
sanitarios, las diarreas son la principal y mas frecuente entidad patologica que afecta
la porcicultura, causada por una gran variedad de agentes bacterianos, virales,
parasitarios, asi como factores medioambientales y alimenticios que memmnan la
eficiencia productiva (Moxley y Duhamel 1999).

Las diarreas bacterianas son causantes de grandes pérdidas en ia industria
porcina en el Perud y el mundo, no sélo debido a la mortalidad y gastos en tratamientos,
sino también por la disminucion en el aprovechamiehto del alimento y el retraso en el
tiempo de beneficio. Existe una amplia gama de agentes bacterianos que ocasionan

diarreas, entre ellos tenemos a la Escherichia colf como la mas importante. Estudios



recientes han determinado que Lawsonia intracelullaris es un agente de gran
importancia debido a las diarreas inaparentes y persistentes que origina y a la baja en
el rendimiento productivo. ' ' '

El estudio de esta bacteria se inicid en 1993 (Gebhart y ¢di.* 1893), pero las
lesiones que produce se conocen.desde mucho tiempo antes (Biester y Schwarte
1931), las que fueron atribuidas a otros agentes bacterianos como el Camphylobacter
spp. Finalmente se llegd a definir como agente causal a la bacteria Lawsonia
intracellulars en1995 logranda su aisliamiento solo en cultivos ceiulares de enterocitos
de rata (McOrist y col. 1985).

Paises como Ausiralia, Bélgica, Canada, Dinamarca, Estados Unidos, Reino
Unido y otros se reporta la presencia de esta enfermedad, en Sudamerica existen dos
estudios, uno realizado en Brasil y otro en Venezuela en los que se demostrd la
presencia de la enfermedad en proporciones importantes, 344 y 338%
respectivamente (Chiriboga y col 1999; Hurtado y col. 1899).

En nuestro pais los productores porcinos sospechan de la existencia de esta
enfermedad por la presentacién de diarreas con sangre, no teniendo en cuenta las
diarreas constantes 'y la anorexia que la enfermedad ocasiona. ES objetivo del
presente estudio demostrar la presencia de anticuerpos contra Lawsonia intracellulans
en granjas porcinas tecnificadas del valle de Lima y Huaral mediante la prueba de
Inmunofluorescencia indirecta, iniciando asi el estudio de esta enfermedad en nuestro
pais.



N REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

E! primer reporte de Enteritis Proliferativa Porcina (EPP) producida por
Lawsonia intracellulans fue realizado por Biester y Schwarte en Ames - lowa en 1931,
en este reporte se le describe como lesiones proliferativas. En el Reino Unido se
realizaron investigaciones mayores, en las que se encontraron gran cantidad de casos
con lesiones similares a las antes reportadas; para el estudio se realizaron cortes
histolégicos 'e impregnaciones argénticas, encontrandose gran afinidad entre el
hallazgo de lesiones proliferativas y la presencia de bacterias intracelulares (Lawson y
Rowlan 1974)

Iniciaimente se creia que el agente causal era Campylobacter sputorum sub
especie muceosalis de localizacidn intracelular, aislada con relativa facilidad de las
lesiones proliferativas, pero este no fue capaz de reproducir la enfermedad ni las
lesiones (Rowland y Lawson 1874; Gebhart y col. 1991), Con el analisis del ADN de la '
bacteria purificada directamente de fa mucosa intestinal afectada quedd demostrado
que el organismo no tenia relacién genética con las especies de Campylobacter
(Gebhart y col. 1890). Al realizarse el analisis secuencial y la caracterizacion
morfoldgica, se establecié para este microrganismo un nuevo género y especie,
nombrandolo lleal symbiont intracellulans (Gebhart y col. 1993)

La identificacion de esta bacteria y su relacion etioldgica con la enterilis
proliferativa fue finalmente resuelta en 1993, mediante cultivos celulares (Lawson y

col. 1893). En octubre de 1995 se le designo como Lawsonia intracellulans en honor a



Gordon Lawson investigador de la Facultad de Veterinaria de Edimburgo y
responsable del grupo investigador (McQOrist y col. 1895).

2.2 CARACTERISTICAS DE LA BACTERIA -

Ei agente causal de esta enfermedad, es la bacteria Lawsonia intraceliularis;
pertenece a la famiiiza Desulfovibrionaceae. por su estrecha rejacion filogénica con
Desulfovibrio desulfuricans. bacleriz comensal habitual en el intesinc de los
mamiferos, penenece a la clase Profecbacferia {Gebhart y col. 1993; McOrist y col.
1993). Es un bacillo Gram (-), acido resisiente, no esporulado, libre de flagelos,
inmdvil y no degrada el sulfato. Presenta forma curva, puede ser pleomdrfica en cultivo
en vitro o tomar forma sigmoidea, mide 1,25 - 1,75 um de largo y 0,25 — 0,43 um de
didmetro {Gebhart y col. 1993).

No desarrolla en medios comunes, se han probade 80 medios diferentes. E}
microorganismo se multiplica por divisidn binaria, sin tener que incluirse en una
vacuola, hecho observado en el citoplasma de células intestinales de rata (células
IEC-18=ATCC CRL1589). Esta bacteria requiere ia presencia de 5 — 158% de 02 ,
8.8% CO2 y 37 °C (Lawson y col. 1993). Se han aislado airededor de 10 cepas
diferentes en Australia, Europa y Estados Unidos, se conoce la cepa LR 198/5/83.1
aislada de enterocito de rata obtenida originalmente de cerdos con lesiones
intestinales en Gran Bretana y ia cepa 916/91 (NTCT 12656) capaces de reproducir la
enfermedad en cerdos (Knittel y col. 1986). Se ha encontrado escasa variabilidad entre

las distintas cepas de esta bacteria (Lawson y col. 1993; Joens y col. 1997)
23 HOSPEDERQOS

La EPP ha sido descrita ocasionalmente en camivoros, tales como el zorro
{Eriksen y Landesberk 1985), hurones (Fox y Lawson1988), hamsters (Frisk y Wagner
1977), ratas (Vanderbergher y col. 1985). También en herbivoros, tales como el
cabalio (Duhamel y Wheeldon 1882; Wiilliams vy col. 1996), conejos y ciervos (Drolety
col. 1996) y en aves corredoras, como et emu y el avestruz (Cooper 1996). En todas
estas especies. ha sido hallada una bactera intracelular muy similar a Lawsonia
intracellularis, pero no se ha comprobado si es la misma que se encuentra en las
lesiones proliferativas de la mucosa intestinal de los cerdos. Estudios experimentales
realizades con inmuniocoloraciones in situ, y analisis de ADN sugieren que este agente

puede ser capaz de infectar células intestinales de una amplia variedad de especies.



Se ha confimado de manera experimental la transmisidén del porcino al hamster
(Gebhart y col. 1994).

2.4 MANIFESTACIONES CLINICAS "

Las formas de presentacion de la E.P.P que se han reportado son: E. P. sub- |
clinica. E. P. ng hemoragica y E. P. hemorragica. Las tres formas pueden afectar &
cerdos de diferentes edades. desde lechones ¢¢ 3 2 4 semanas a reproductores
aduitos. aungue es mas comun observar las dos primeras formas en lechones
destetados 0 al comienzo del engorde y la forma hemorragica aguda en la fase final
del engorde o en reproductores (Ward y Winkelman 1980). Un factor importante
también es el estrés, ademds se asocia la enfermedad con cambios drasticos de
temperatura, particularmente en diferencias extremas del dia a la noche, calor y clima
humedo (McOrist y Gebhart 1996)

La forma E. P sub-clinica se presenta comuinmente en post destete v en
primeras fases de crecimiento, es tipico en cerdos de 20 a 50 kilogramos (Lawson y
Rowtand 1992). El Gnico sintoma clasico de esta forma de enteropatia proliferativa que
puede observarse en algunas ocasiones es una anorexia leve que se caracteriza por
disminucion de la ganancia media diaria y se aprecia mayor desigualdad en lotes de
animales, con aumento del numero de cerdos retrasados en el engorde, se debe tener
cuidado en las inspecciones de los registros diarios. Esta forma de enfermedad es la
mas comun en las granjas en las que la E.P. es enzootica (Rowland y Lawson 19982;
Gebhart y col. 1994).

La forma de presentacidn no hemorrdgica es frecuente en cerdos post destete
en edades de 6 a 24 semanas (Holyoake y col. 1994). La diarrea afecta de un 10 al
50% de la piara: !a presentacion no hemorragica de la enfermedad muestra signos
patoldgicos marcados. mayormente en los 50 ¢m finales del intestino delgado y en el
tercio proximal del colon, la magnitud de Iz proliferacion varia ampliamente,
presentandose paredes visihlemente dafadas y un incremento en el diametro. Hay
presencia de heces blandas o pastosas. La mayor parte de los porcinos afectados
muestran temperatura normal pero en algunas ocasiones se presentarse elevads;
pudiendo volverse intermitente debide a la necrosis del ileon y persistir por 4 a mas
semanas (Roberis y col. 1979; Gogolewski y cof. 1991).

Rara vez se presenta [a diarrea con sangre y restos necroticos, asociandose
con agentes bacterianos secundarios. Las diareas pueden llevar al animal a la

deshidrataciéon, muchos no lo notifican ¢ lo atribuyen a otras causas como las



nutricionales, existen casos que curan espontédneamente. Al avanzar el proceso la
anorexia puede ser marcada y la consistencia de las heces va disminuyendo hasta ser
claramente diarreicas, la muerte no es comun en este tipo de presentacion, cuando
ocurre esta asociado cominmente con perforacién de las paredes del ileon
hipertrofiado, o que lleva a una peritonitis terminal. Esta forma de la enfermedad
aparece descrita en muchas pubiicaciones como enieritis necrdtica (Gebhard y col.
1983).

La mayoria de los animales se recupsere de € a 8 semanas después dg
presentados los sintomas y del 1al 20% permanecen con secuelas severas. El 15% o
mas de los animales afectados no llegan al peso de mercado a tiempo (Lawson y
Rowland 1992). Los animales afectados con esta forma de la enfermedad presentan
hipoproteinemia, neutrofilia y marcada desviacién a la izquierda (mas del 50% de
células abastonadas); se observan cerdos y carcasas palidas, animales deprimidos y
anémicos, puede ocasionar abortos una vez iniciados los signos clinicos (Beers 1984).

Los casos E.P. hemorrdgico agudo se presenta mayormente en rebafios
adultos, animales con peso pre mercado y rebafo joven de reemplazo (de 4 a 18
meses) en general animales mayores de 50 Kg. a 102 Kg. pero puede ocurrir a
cualquier edad (Winkelman 1996). Rebafios de alic nivel sanitario son los mas
afectados (Beers 1984}, los porcinos presentan temperatura alta y diarrea con sangre
digerida, la mortalidad es baja de 1-6%, la morbilidad media es del 6 % , si bien puede
alcanzar hasta et 15% es probable que la mitad de los animales con signos agudos
mueran, sobre todo las cerdas de reposicién adn no cubiertas y las primerizas
(Gebhart y col. 1994; Holyoake y col. 1994; Taylor 1989). Las muertes- aparecen en
forma repentina generalmente a las 48 hrs de presentados los primeros signos,
normalmente mueren varios cerdos., Algunas de las cerdas clinicamente afectadas
abortan, esto se produce habituaimente a los 6 dias posteriores a los sintomas clinicos
{Schultz 1995).

La forma hemorrdgica aguda de la EP.P. con frecuencia se manifiesta en
granjas libres cuando llegan cerdas primerizas desde una granja infectada, es ia forma
mas comun de presentacion de ia E.P.P. en granjas con mejor situacion sanitaria
respecto a otras enfermedades (Gebhart y col. 1994)

2.5 PATOGENIA

Se le a designado a esta enfermedad de diferentes maneras dependiendo de

los signos que estén presentes, ellos son Adenomatesis intestinal porcina, ileitis



terminal, enteritis regional, enteritis necrdtica, enteropatia hemarragica proliferativa
regional y la mas cormrecta que es la enteropatia proliferativa porcina (EPP) (Lawson y
Rowland 1992; Wass 1986).

La E.P.P. se caracterizada por la hiperplasia adenomatosa de los enterocitos
de la cripta en e! ileon y colon asociade con un bacilo intracitoplasmatico sin
membrana (Rowland v Lawson 1982). La via de infeccién es fecal-oral; los datos
obtenidos de fas infecciones in viiro apovan ia idea que tras producirse fa infeccion
inicial, su difusion posterior es producida solo por division de las céiulas va infeciadas
y no por bacterias libres en el sobrenadante de! cultivo (Maporther y col. 1987; McOris
y Lawson 1989a; McQOrist y col.1993)

Cuando se observan los sintomas clinicos, el organismo esta presente en las
heces de los animales afectados, habiendose detectado excreciones de [a bacteria en
animales en fase sub clinica (McOrist y Lawson 1989b). La excrecion de Lawsonia
intracellulans puede persistir por 10 semanas y se han encontrade 10° unidades de
Lawsonia intraceflularis por gramo de heces, siendo esta dosis infectiva para otfros
cerdos. La inoculacién de dosis entre 10° - 10° unidades de bacterias en cerdos
convencionales reprodujo la enfermedad. La bacteria puede vivir por 1-2 semanas
fuera de la célula hospedera a temperaturas bajas hasta de 5 °C. La flora intestinal del
cerdo juega un papel determinante para que el agente eticldgico tenga éxito al
colonizar al hospedador; y ne se ha logrado reproducir el cuadro clinico en cerdo
gnobidticos, pero si en cerdos con flora intestinal minima de bacterias inocuas
{Bactervides vuigatus y E.col) . El tipo de bacteria exacta que forma esta flora no
parece ser crucial, ya que diferentes bacterias anaerobias se han usado con éxito en
infecciones experimentales, quizas debido al nive!l de potencial Redox adecuado, pH y
tensidon de O, {Smith 1997; McOrist y col. 1984a; Smith y Mc Orist 1997).

La bacteria penetra a los 5 a 7 dias después la infeccién en el enterocito, por
un fendmeno inicial de adhesidon a las microvellocidades del borde en cepillo, luego
mediante un mecanismo de endocitosis forma una vacuola, esto sucede en 3 horas y
la bécteria se multiplica libre (sin membrana) en el citoplasma (McOrist y col. 1983:
Jasni y col. 1894). El ingreso de la bacteria a la célula depende mas de la celula que
de la viabilidad de la bacteria, se demostrd gque el enfriamiento de cultivos de
enterocitos disminuye la penetracion, mientras que bacterias lesionadas por diversos
procedimientos se adhieren y penetran igualmente en el enterocito (Lawson y col.
1995; McOrist y Lawson 1989b; Lawson y col. 1995). El mecanismo por ef cual las
Lawsonia intraceliularis causa las lesiones hiperplasicas y no permite la maduracion de
células en mitosis en las criptas, ain no es conocido.



Los primeros cambios histolégicos son evidentes entre los B 2 10 dias de
exposicion y las lesiones mas graves se observan a los 21 dias, lo que indica una
incubacion relativamente larga de alrededor de 2 a 3 semanas (Maporther y col. 1987).
La infeccidn incluye una proliferacion ancrmal de los enterocitos en Ias criptas, en las
que se observa numerosas mitosis y acumulacion de estas células. Estes enterocitos
poseen microveliosidades y estructuras enzimaticas inmaduras. La falta de
maduracion de los enterocitos puede conllevar a la falta de hormmonas autocrinas que
inhiben fisiologicamente |z proliferacion de las células de Iz cripta. 1o gue favoreceriz ¢!
progreso de la lesidn. La proliferacion de enterocitos inmaduros causa una hiperpiasia
de las criptas evidente en 10 a 14 dias de la infeccién . A medida que progresa la
mucosa intestinal nommal, es sustituida por mucosa adenomatosa, las criptas
afectadas estan alargadas y ramificadas y hay una baja notable de células caliciformes
que puede llegar a su desaparicién total (McOrist y col. 1992; McOrist y cal. 1893).

Hay pérdida de proteinas y bloqueo de la absorcién a causa de la mucosa
engrosada, esta puede ser la razon de la alteracion de [a absorcion de los alimentos.
En lesiones tempranas se encuentra ligero incremento de células inflamatorias
(McOrist vy col. 1892), los cambios inflamatorios llevan a reacciones ftbrinosas
superficiales exiensas, necrosis coagulativa finalizando en lesiones de enteritis
necrética. En lesiones mas desarrolladas hay numerosos leucocitos monenucleares en
la t&mina propia, en especial celulas CD8 en algunos cerdos hay infiltracion
substancial de tejido de granulacion conduciendo a una infiltracion fibrinosa en el tejido
y una hipertrofia muscular causando la lesién llamada ileitis regional (Rowland y
Lawson 1992).

En la forma aguda encontramos sangrado severo en el lumen intestinal y que a
menudo lleva ai cerdo a la muerte. La hemorragia no esta asociada a una marcada
destruccion tisular ni a la aiteracion de la mucosa, no se conoce con exactitud su
mecanismo patogénico. Es posible gque, en algunos animales y en determinadas
circunstancias, haya alguna alteracion en la formacién o en la viabilidad de los vasos
sanguineos de la mucosa (McQrist v col, 1992).

2.6  LESIONES

En lesiones menores, el area que se debe examinar son los 10 cm. proximales
del ileon. Se debe distinguir lesiones menores de la mucosa contraida sobre ias placas
de Peyer. Es comun observar edema subseroso y mesentérico y el modelo reticular de

la subserosa se enfatiza. En la superficie de la mucosa se encuentran puntos de



exudado inflamatorio que se llegan a desprender. Cambios similares en el intestino
grueso pueden resultar en una aparente placa o formacién polipoide

Histologicamente ifa mucosa se compone de alargadas criptas lineales
ramificadas con células epiteliales inmaduras. Comparando con la histologia normal,
donde debe presentarse una capa de células, en tejidos afectados se presentan 5 a 10
capas mas. el nicieo de las células afectadas se presentan alargados. con forma
vasicuiar y densamente coloreado. Las ceélulas caliciformes se encuentran ausentes y
su reaparicion en le parte profunda de las glanduias indica inminente resctucidn. En
las tesiones recuperadas es notable |z reanudacion de la apoptosis de células
epiteliales con desarrolio de poblacién madura de epitetio y una rapida desaparicion de
las células adenomatosas de la superficie (McQrist y col. 1986a).El microscopio
electronico nos muestra generalmente un gran numero de bacterias sobre [a capa
apical del citoplasma de las célula epitefliales afectadas. En lesiones recuperadas el
microrganismo comienza a congiomerarse y puede ser extruido en células
degeneradas dentro del Itmen o consumida por macrofagos en la [amina propia.

Clasicamente se describen cuatro cuadros de lesiones diferentes
Adenomatosis intestinal, Neitis regional, Enteritis necrotica y Enteropatia proliferativa
hemorragica (Rowland y Lawson 1982).

Adenomatosis intestinal

Afecta a los 50 cm. finales del ileon, al ciego y al tercio proximal de! colon,
pudiendo presentarse mas extendida, las lesiones proliferativas no aparecen antes de
los 7 dias post infeccién, generalmente tarda en aparecer 10 a 14 dias y en algunas
ocasiones pueden producirse a los 51 dias post infeccién. El grado de lesidn es
variable y habitualmente tiene una relacién directa con el grado del cuadro clinico. Al
abrir ta cavidad abdominal se observa que la serosa del ilion tiene un aspecio
reticulado. con cierto grade de edema subseroso y mesenterico. E! intestino tiene un
diametro mayor y esta mas rigido de lo norma! por que la pared esta engrosada (Jones
y col. 19893a).

Al observar la mucosa intestinal la encontramos adenomatosa, engrosada y
con numerosos pliegues longitudinales y transversales, pueden tomar la forma de
polipos. Microscopicamente, se observan lesjiones muitifocales caracterizadas por
proliferacion de enterocitos inmaduros y la disminucion de células caliciformes, la
lesidn progresa hacia un alargamiento de las criptas y las posteriores ramificaciones.
con lo cual las vellosidades se acortan y la mucasa intestinal ilega a aplanarse por
completa (McQrist y col. 1983; Jasni y McOrist 1894). Los enterocitos forman



numerosas capas y en ellos se observan abundantes figuras de mitosis, con
apariencia inmadura y el citoplasma basdfila, el nicleo en posicion basal y carente de
microveliosidades tipicas del borde en cepillo, las criptas estan rodeadas de
macréfagos, neutréfilos y eosindfilos (Lomax y Glock 1882; Rowland y Lawson 1992).

lleitis regional

Se reconoce por la contraccion y rigidez a lo large de la parte final del intestino
delgado, de ahi el tradicional nombre de “intestinos de manguers” la porcién afectada
puede paralizarse, cuando se produce una uUlcera se puede observar tejido de
granuiacién con tejido sano, el tejido de granutacion puede ser prominente, pero el
distintivo mas notable es la hipertrofia de la capa de musculo ex?erior. La enteritis
necrética y la ileitis regional son lesiones que raramente se detectan en el diagndstico
de laboratorio.

Enteritis necrética _

La compiicacidén de la E.P.P. con infecciones secundarias da lugar a una
necrosis coagulativa con marcado exudado caseoso, depdsitos fibrinosos y células
inflamatorias degenerativas que se superpone a la lesion adenomatosa inicial. Se
presenta estrechamente asociada al engrosamiento de la arquitectura de la mucosa en
lo profundo de las criptas. En casos de larga duracién los tejidos de granulacion se
presentan prominentes (Rowland y Lawson 1992).

E.P.P. hemorrégica aguda

Generalmente afecta la parte terminal det ileon y colon, estos se presentan
engrosados por el edema en la serosa, el lumen usuaimente contienen uno o Mas
coagulos de sangre mezcfados con otros materiales. En el recto se encuentra
contenido oscuro, mezcla de sangre y alimento digerido, 1a mucosa de la porcion
afectada del intestino muestra ligero dafio, excepto por la marcada lesion hiperplasica,
no observandose Glceras ¢ ergsiones. En el examen histoldgico hay una amplia
degeneracion y necrosis del epitelio adenomatoso de la mucosa con acumulacion de
detritus celulares en las criptas y hemorragia en el interior del epitelio proliferativo
(Rowland y Lawson 1975; Taylor 1982; Rowiand y Lawson 1992)
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2.7 RESPUESTA INMUNE

La respuesta de anticuerpos parece ser muy débil, fundamentalmente Ig M y
menor aun 1gG, no siendo muy buenos indicadores de la presencia de infeccion, ellos
se- relacionan mas con la presencia de jesiones. La muiltiplicacién en -enterocitos
inmaduros sugiere una ventaja evolutiva importante a favor de la bacteria, pues estas
células no expresan el complejo de histocompatibilidad mayor Clase i, o que no
sucede con enterocitos maduras. por o tanto no actian como presentadores de
antigenos. Se ha encontrado acumulacion de IgM en el interior de los enterocitos
infectados, la respuesta inflamatoria local tras la infeccion es muy pequena y apenas
se detecta infiltracion linfocitaria, que es algo mas evidente en casos de la forma
hemorragica. En animales afectados se detectan linfocitos en sangre periférica que
reaccionan con antigenos contra Lawsonia intracellularis, aunque es dudoso que
tengan importancia en la proteccién de superficies mucosas como el intestino (Lawson
y col. 1888).

Al determinarse el tipo de respuesta inmune celular que se produce en el
intestino se hallé gran acumulacion de anticuerpos Ig A en los enterocitos infectados,
con una respuesta celular débil consistente en linfocitos CD8" citoliticos supresores.
En la forma hemorragica ia infiltracion linfocitaria es algo mayor y en elia encontramos
linfocitos CD8'y CD25" acompariados por linfocitos B productores tanto de IgA e 1gG
con una marcada lisis celular (McOrist y col. 1992). Se ha detectado la bacteria en
ganglios finfaticos, mesentéricos y tonsilas en mayor frecuencia en correlacién con la
severidad de los signos (Jensen y col. 2000).

Al introducir cerdos seronegativos en granjas donde la infeccion es endémica
aparecen niveles de IgG detectables en suero a las 6 semanas, alcanzéndose niveles
maximos entre las 18 y 24 semanas. En estas mismas granjas de infeccién endémica
se encuentran lechones con altos niveles de 1gG de origen calostral (Love y Love
1979).

28 EPIDEMIOLOGIA

Los primeros valores epidemioldgicos que se reportaron fueron dados en
relacion a las lesiones halladas durante el beneficio en un rango det 0.7al 2.0 %
(Emsbo 1951; Rowland y Hutchings 1978; Kubo y col. 1984; Chistensen y Cullinane
1990). Wilson reporto tazas de 4.5 — 18.9% en 1986, en 1887 se reportd en granjas un
40% de casos de diarreas asociadas con ileitis (Winkelman 1987); Poiton en Austratia
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y USA encuentra alrededor de 30 - 40% de animales con lesiones compatibles con
E.P.P. (Poiton 1989).

En Hungria se detectaron 27% de animales positivos a Lawsonia intracellulans
tipo NCTC 12657, detectado por la técnica de PCR siendo el primer reporte de (a
presencia de esta bacteria en Hungria (Biksi y col. 1988). En Brazil mediante la
prueba de PCR se obtuvieron resultados de 33.4% de prevalencia , como dato
adiciona! se conciuye que un 11% de lo animaies positivas no mostraron diameas
(Chiriboga y col. 1998). En Venezueiz mediante la pruebz de Inmunofivoresencia
indirecta se encontraron prevalencias de 34.6% en madres, 10% en iniciacion, 57% en
crecimiento, 30% en finalizacién, y un promedio de 34.88% animales positivos
(Hurtado y col. 1998).

Recientes estudios en Espafia reportan porcentajes 3.3% de animales
infectados 70% en engorde y 22% de granjas afectadas, en Dinamarca 30%, Estados
Unidos y el Reino Unido indica un 20 a 40 % de granjas infectadas (Lanza y Pozo
1996; Moller y col. 1996; Bane y col. 1997; Smith 1997). Estudios realfizados usando
PCR y serologia nos indican que en las granjas positivas el mayor numero de
infecciones se producen en areas destinadas a animales post destete (cuando los
cerdos tienen de 8 a 16 semanas (McOtist 1996). Se han reportado datos de brotes
que afectan 12 — 50 % de cerdos en una granja (Love y Love 1979; Lomax y Glock
1982; Holyoake y Cutler 1995).

L_a receptibilidad de los lechones a la infeccidn también varia con la granja de
origen, lo que podria indicar una receptibilidad variabie a la infeccioén en funcion del
origen genético de estos, observandose mayor frecuencia en lineas de cerdos
blancos, como Landrace y Larg White y cruces comerciales de razas, siendo estos
tltimos los que exhiben una mayor susceptibilidad; aunque ja enfermedad puede ser
diagnosticada con frecuencia en Duroc y ofras razas coloreadas (Gebhart y col. 1994).

La enteritis proliferativa porcina es raramente obseérvada en animales
aparentemente recuperados 0 en cerdos con mas de dos afios de edad. Se ha
demostrado que las infecciones experimentales son mas frecuentes en lechones
menores de 3 a 4 semanas (Maporther y col 1887).

La estrecha adaptacién de la Lawsonia intracellulanis a vivir en el interior de las
celulas epiteliales del cerdo, sin que presente sintomatologia, sugiere que su
introduccion a una nueva piara se da generalmente por el ingreso de dichos animales,
particularmente en hatos con estatus de salud alto (Smith 1997).

El costo adicional en alimentacion que esta enfermedad puede ocasionar es de

0.8 libras por animal, las pérdidas por canal en malas condiciones acamrean pérdidas
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que van de 5 a 10 ddlares por cerdo afectado, esto sin incluir {as pérdidas por

mortalidad (Winkeiman 1987). Otros estudios sugieren que la ganancia de peso se

reduce de 6 a 20 % en cerdos afectados y el incremento en requerimiento alimenticio

va de 6 a 25 % mas que un animal normal. Ofra pérdida importante que trae esta

enfermedad es el incremento en el tiempo de salida al mercado de los animales -
enfermos, se ha llegado a calcular un adicional de 14 dias (Gogolewski y col. 1281:

McOrist y col. 1996b, 1887).

2.9 DIAGNOSTICO

La confirmacién del diagnostico clinico de E.P.P. se obtiene con la
demostracion de la presencia de Lawscnia infracellulans, 1o que puede realizarse
mediante la prueba de PCR usando primers especificos. La bacteria puede ser
detectada si se encuentra en cantidades mayores de 10 ? microrganismos por gramo
de heces. Esta prueba cuenta con 39% de sensibilidad y 100% de especificidad. Esta
prueba tiene la ventaja de la facilidad de toma de muestra que consiste en peguefias
cantidades de heces, las cuales pueden ser guardadas a 4°C hasta el momento del
procesamiento (Knittel 1998).

Los métodos serologicos inciuyen ensayos de inmunofluoresencia,
detectandose Ig-G que presenta 91% de sensibilidad y 97% de especificidad (Lawson
y col. 1988; Knittei y col. 1997). La prueba de ELISA estd basadaenlg Gelg M
(Holyoake y Cutler 1994). Para estos ensayos se usan extractos de bacterias de
intestino o cultivados. La deteccidon de anticuerpos esta relacionada a la presencia de
lesiones y/o exposicién a la infeccion; pero no en todos los casos se induce una
correcta seroconversion (Knittel y col. 1997).

El diagndstico histopatoldgico requiere coloraciones tipo acido resistente como
Ziehl-Neelsen o Giemsa: se toman muestras de 5 a 20 cm de ileon y colon tomando la
union ileo—cecal (Love y Love 1979). La técnica modificada de impregnacion argéntica
de Warthin-Starry es usada como méiodo de rutina (Young 1969). La identificacion
especifica de la Lawsonia intracellulans en estas lesiones se puede lograr con tincion
inmunohistoquimica de tejidos incluidos en parafina (Lawson y col. 1985; McOrist y
col. 1987).

El cultivo de esta bacteria es obligatoriamente celular requiriendose de lineas
celutares como la IEC-18 enterocitos de rata o IPEC-J2 de enterocito de cerdo y la
purificacién adicional de la bacteria adicionando antibidlicos para retardar el
crecimienio de ofras bacterias {Lawson y col. 1993; Mc Orist 1895za).
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No existen pruebas tan sensibles que detecten la enfermedad en todos sus
estadios (Moller y col. 1998; Knittel 1998).

Se debe realizar un comrecto diagnédstico diferencial con enfermedades como
salmonelosis, disenteria, parasitosis intestinal, gastroenteritis transmisible del cerdo,
ulcera géastrica, sindrome de colon hemorragico, espiroquetas y torsion intestinal.

£l chequeo en el centro de beneficio es muy impreciso. las tesiones no son
exclusivas de ileitis. Para ei correcio diagnéstico de esiz enfermedad ha side

necesaric el desarrolio de mgtodos aiternstives al cultivo tradicional en agar.
2.10 TRATAMIENTO

Entre los antibidticos que se han probado para el tratamiento de la E.P.P,,
tenemos los macrolidos (erytromycina y tylosina), las tetraciclinas, las pleuromulinas
{tiamulin) y las fluorogquinolonas; siendo las drogas mas efectivas en vivo los
macrolidos, lincosaminas, clortetraciclinag y tiamulina{Gebhart y McOrist 1885; Mc Orist
1996k, 1997, Winkelman 1996) Los aminoglucdsidos (neomicina, gentamicina,
apramicina) resultaron inefectivas ya que la bacteria produjo resistencia. Otras drogas
no efectivas son las penicilina, bacitracina, neomicina, virgyniamicin, salinomicina o
olaquindox (Pointon 1989; Winkelman 1996).

Los diversos tratamientos encontrados dependen de los sintomas que se
presenten y la situacion de la granja, asi tenemos en casos agudos los tratamientos
pueden ser tiamulina 120ppm., tilosina 100ppm., clortetraciclina 400ppm. por 14 dias
en el alimento (Love y Love 1879), otro tipo de tratamiento es la aplicacidn de tilosina
inyectable 400mg/kg. por tres dias seguidos, continuando con 150-200mg/animal/dia,
otro tratamiento es vainemulin 75ppm. por 2 semanas. En los casos cronicos y
asintomaticos se recomienda 100ppm de tilosina seguide de 40 ppm esto por 2a 3
semanas. En granjas que presenten E.P.P endémica se les puede administrar a
cerdos en crecimiento y engorde como tratamientos de medicacion continua: tiamulina
50 ppm, clofetraciclina 200 ppm, lincomicina 110 ppm o tilosina 100ppm; son
tratamientos efectivos en estos casos, aunque las tasas de dosis reducidas o
inadecuadas pueden llevar a una pérdida de las propiedades de performanse de estas
drogas resultando en la recurrencia de ia E.P.P. seguida al retiro del medicamento. El
tratamiento sugerido para animales de reemplazo, estrés de transporte o expuestos a
la enfermedad son: la tiamulina 120 ppm, tilosina 100ppm, fincomicina 110 ppm y

clortetraciclina 400 ppm; esta medicacion en el alimento por 14 a 21 dias, también se
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recomienda vainemulin 37.5 ppm/ton (Love y Love 1979; Fleck y Jones 1994; Beers
1984).

Se reportan mezclas que dan buenos resultados como Tiamulina acompafiado
de salinomicina, esto en proporciones de 30 a 100 ppm de tiamulina y 30 a 60 ppm de
salinomicina, para casos de prevencién y tratamiento- respectivamente. Otra
combinacion tenemos Tylosin/sulfonamide con dimetridazole en proporcién de 100 a
500 ppm en el alimento (Kyriakis 1994).

£n hembras prefiadas la medicacion 1 2 2 semanas antes de la paricion es
probable que reduzca la transmision a su progeinie. Sélo el amonio cuatemario y
compuestos con base de yodo lo destruyen (McOrist y Gebhard 19986)

211 E.PPYLOS PROMOTORES DE CRECIMIENTO

Los promotores de crecimiento de accién intracelular parecen controlar de
manera eficaz la forma cronica de la ileitis. Asi Winkelman recomienda la utilizacién de
promotores durante todo elvperiodo de engorde para controlar la forma crénica y la
aplicacién de dosis terapéuticas en el pienso, agua o en inyecciones para tratar la
forma aguda (Winkelman 1987). Boekman, recoge diversas recomendaciones de
especialistas en porcinos, resaltando que las mejores garantias de éxito en el control
de la enfermedad se obtiene administrando tilosina a dosis de promotor durante toda
la vida del animal (Boekman1995).

212 CONTROL

Al tratarse de una enfermedad infecciosa, son recomendables todas aquellas
medidas encaminadas a mejorar las condiciones sanitarias de la granja para disminuir
la presién de infeccidn y dificultar la transmision oro-fecal como el sistema todo dentro-
todo fuera, extremar la limpieza, desinfeccion y minimizar el contacto de los cerdos
con las heces, que se logra con mejores resultados con ef sistema de enrejado. Cabe
recordar el efecto desencadenante del estrés , conviniendo controlar todos aquelios
factores que lo pudieran ocasionar.

Introduccion de animales de reposicion, especialmente de lineas genéticas
nuevas, en granjas libres de la enfermedad, debe realizarse una cuarentena
administrando pienso medicado durante, al menos, 30 dias.
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Las medidas higiénicas debe facilitar el control de la enfermedad, ésta y por
motivos aun no muy claros, aparece con mayor frecuencia en explotaciones de

elevado nive! sanitario (Winkelman 1996)
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Il MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de estudio: Las muestras fueron tomadas de granjas porcinas
tecnificadas pertenecientes al valle de Lima y Huaral. Para la eleccion de las granjas
se consultd con la Sociedad Peruana de Porcicultores salicitandoseles la lista de
granjas asociadas, tomandose, al azar 2 granjas de las zonas de Cieneguilla, Huaral y
Lurin.

3.2 Animales; Los cerdos muestreados se, dividieron en tres grupos segun
edades, destete, engorde y hembras de reemplazo (37, 75 y 69 dias respectivamente),
los animales se eligieron al azar. Para el cdlculo de la muestra se utilizé la férmula de
Cuantificacién de prevalencia:

Donde:
p = prevalencia referencial 15% ( Veenhuizen y col. 1998)
q=1-p
z = valor tabular con 85% de confianza

d = error maximo admisibie del 0.05

Para realizar el presente estudio se requeria un minimo de 196 muestras.
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3.3 Muestras: Se tomaron muestras de sangre, mediante puncion de la vena
cava anterior, las que fueron guardadas en refrigeracion hasta llegar al Laboratorio de
Bacteriologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos donde se centrifugaron por 10 minutos para la separacion del suero,
después de lo cual se guardaron en congelacion (-5 °C) hasta su posterior uso
diagndstico.

3.4 MATERIALES:

3.4.1 Materiales empleados para el muestreo,
- Caja de Teknopor.
- Algodén.
- Alcohol.

Agujas para Vacutainer.

Frascos con vacio.
Adaptador.

- Conservadores de temperatura

3

3.4.2 Equipos y materiales empleados en el laboratorio.
- Micréscopio de fluorescencia con objetivos de 20 X , 40Xy 100X,
- Lampara de Fluorescencia.

- Camara humidificadora.

- Tubos eppendorf.

- Refrigerador.

- Estufa.

- Incubadeor.

- Camara de lavado.

- Pipeteador de 1 —~ 10 microlitros,
- Camara fotografica.

- Pelicula de camara de 1000 asas.
- Congeladora (-5°C).

- Congelador (-20°C).

- Viales eppendorf.

- Papel lente

- Tips.

1R
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3.4.3 Reactivos y materiales de diagnéstico
- Ig G anti-porcino marcado con isotiocianato de fluoresceina
- Buffer fosfato (PBS pH 7.2)
- Kit comercial (liei-test), el cual contiene
* Laminas con co-cultivo semipurificado de Lawsonia infracellularis con
15 pozoas por cada uno, mantenido a —20°C.

* Control positivo y negativo
3.6 METODOS:
3.5.1 Desarrollo de la prueba.

Los sueros mantenidos en congelacion se colocaron al medio ambiente para su
descongelacion al iguat que el conjugado de Ig G anti-porcino marcado con
isotiocianato de fiuoresceina, que también fue mantenido en congelacién {(—~20°C una
vez descongelado se puede volver a repetir el procedimiento de congelado y
descongelado por un nimeroc maximo de 10 veces y por un tiempo promedio de 1
mes).

Los sueros descongelados se diluyeron con PBS en proporcion de 1:30,
colocandeose 5 microlitros de la dilucion en los hoyos de la lamina del “llei - test”; en
los primeros hoyos se colocaron los controles positive y negativo, previamente diluidos
en igua! proporcidn que la usada en los suercs, identificandolos al igual que el resto de
los hoyos.

Se colocaron las 1aminas en camara humeda y en refrigeracion durante toda
noche después de lo cual se lavaron las laminas con PBS por 5 minutos cuatro veces
cambiando ¢! PBS.

E! conjugado se diluyo con el PBS en proporcidn de 1:30, de esta nueva
dilucion se adiciond 5 microlitros en todos lo hoyos volviendo a colocar 1a lamina con el
conjugado en camara humeda, pero por un periodo de 30 minutos y a estufa (37°C }.
Pasados tos 30 minutos se procedio al lavado, anteriormente descrito.

Luego de! proceso se procedio con la observacion de las muestras mediante el
microscopic de fluorescencia a 40X. _

La prueba detecta positivos y negativos siendo positiva la muestra en la cual se
evidencie mediante fluorescencia la bacteria, lo cual se produce por la adhesion de los
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anlicuerpos presentes en los sueros a los que a su vez se adhiere el anti-anticuerpo

de cerdo conjugado con la fluoresceina.
3.5.2 Andlisis de datos
Prevalencia de la prueba

Ei calculo de |a prevalencia de la prueba se realizd aplicando la siguiente

formula:

P = N° de animales positivos X 100

n

Donde :

P= prevalencia de {a prueba
n= tamano muestral

Prevalencia Corregida

Para el calculo el verdadero valor de {a prevalencia se empled la siguiente

formuia:

P=P+E-1
S+E-1

Donde :
P = prevalencia corregida
P = prevalencia de a prueba
S = sensibilidad de la prueba
= 91% {Lawson y col. 1988; Knitte! 1998}
E = especificidad de la prueba
= 97% (Lawson y col. 1988; Knittel 1998)
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Intervalo de Confianza
Se determiné los intervatos de confianza en los resultados obtenidos, usando la

siguiente prueba;

ic.=przV p.a
n

Donde:

P = prevalencia

qa={1-p)

Z = valor tabular con 95% de confianza

n = tamafo de muestra

Odds Rattio
Mediante la prueba de regresion logistica se determind la procedencia
de los sueros y el grupo etario como factores de riesgo en la presentacion de

anticuerpas contra Lawsonia infracellulans.
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