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1. RESUMEN:

La enteropatia proliferativa porcina es una de las enfermedades digestivas que afectan al ganado
porcino mas prevalente en el mundo. Esta enfermedad estd causada por Lawsonia
intracellularis, una bacteria intracelular obligada cuya transmision se ve favorecida por una
mala higiene, asi como por la presencia de fomites contaminados y vectores como los roedores.
Aunque puede provocar cuadros clinicos graves, la forma mas frecuente es subclinica, lo que
unido a la eliminacion intermitente de bacteria en heces dificulta su diagndstico. La importancia
de esta enfermedad para el sector porcino recae sobre todo en las graves pérdidas econémicas
que supone, y que se derivan principalmente de la disminucion del rendimiento productivo del
animal asi como del aumento del coste derivado del control.

Debido a la eliminacion intermitente del patdgeno en las heces de los animales infectados junto
a que normalmente cursa de forma subclinica, el diagnéstico mediante métodos seroldgicos de
tipo indirecto cobra especial relevancia. Por este motivo, los objetivos del presente trabajo
fueron, por un lado, comparar dos formatos comerciales de ELISA para deteccion de
anticuerpos, uno de tipo competicion frente a otro de tipo indirecto tradicional, para la
clasificacion sanitaria de animales en relacion con la infeccion por Lawsonia intracellularis, y
por otro lado, discutir la utilidad de ambos métodos para la monitorizacion serolégica de esta
infeccion en animales de cebo.

Para ello se utilizaron 180 muestras de suero de animales de tres cebaderos diferentes, los cuaks
se habian llenado desde un mismo origen. Cada cebadero se visito tres veces, recogiendo
muestras de 20 animales a las 14, 16 y 18 semanas de vida. Posteriormente, las muestras fueron
analizadas con cada kit comercial de ELISA 'y los resultados fueron analizados estadisticamente
mediante la prueba de McNemar y el indice Kappa de Cohen.

Los resultados obtenidos muestran una discordancia significativa entre ambos Kits (p-valor
<0,0001 en la prueba de McNemar), con un indice Kappa de 0,077 y un acuerdo observado del
45% lo que se corresponde conuna concordancia muy pobre. Debido a esto, se hace necesario
contrastar las pruebas ELISA estudiadas con una técnica de referencia que permita valorar
objetivamente cual de estas técnicas presenta una mayor validez diagnéstica para la
clasificacion sanitaria de animales con respecto a esta infeccion. En relacion con la
monitorizacién serologica de cada cebadero, los resultados sugieren que posiblemente el ELISA
de competicion pueda ser mas Util para este objetivo en comparacion con el ELISA indirecto,
aunqgue hay que tener en cuenta por un lado la falta de acuerdo observada entre ambos Kits y por
otro lado el hecho de que seria también necesario corroborar dicha hipétesis mediante la
realizacion de un muestreo representativo que aumente la precision de los resultados.

Palabras clave: Lawsonia intracellularis, porcino, ELISA, cebadero, concordancia.



RESUMO:

A enteropatia proliferativa porcina é unha das enfermidades dixestivas que afectan ao gando
porcino mais prevalentes no mundo. Esta enfermidade estd causada por Lawsonia
intracellularis, unha bacteria intracelular obrigatoria cuxa transmision se ve favorecida por unha
hixiene deficiente, asi como pola presenza de fomites contaminados e vectores como 0s
roedores. Ainda que pode provocar cadros clinicos graves, a forma mais frecuente é subclinica,
0 que, unido & eliminacion intermitente da bacteria nas feces, dificulta o seu diagnostico. A
importancia desta enfermidade para o sector porcino reside sobre todo nas graves perdas
econdmicas que supon, derivadas principalmente da diminucion do rendemento produtivo do
animal asi como do aumento do custo asociado ao control.

Debido & eliminacion intermitente do patoxeno nas feces dos animais infectados e ao feito de
que normalmente cursa de forma subclinica, o diagnéstico mediante métodos seroldxicos de
tipo indirecto cobra especial relevancia. Por este motivo, 0s obxectivos do presente traballo
foron, por unha banda, comparar dous formatos comerciais de ELISA para a deteccion de
anticorpos, un de tipo competicion fronte a outro de tipo indirecto tradicional, para a
clasificacion sanitaria dos animais en relacion coa infeccion por Lawsonia intracellularis, e por
outra banda, discutir a utilidade de ambos métodos para a monitorizacion seroldxica desta
infeccion en animais de ceba.

Para iso utilizaronse 180 mostras de soro de animais de tres cebadeiros diferentes, os cales foran
enchidos desde unha mesma orixe. Cada cebadeiro foi visitado tres veces, recolléndose mostras
de 20 animais &s 14, 16 e 18 semanas de vida. Posteriormente, as mostras foron analizadas con
cada kit comercial de ELISA e os resultados foron analizados estatisticamente mediante a proba
de McNemar e o indice Kappa de Cohen.

Os resultados obtidos mostran unha discordancia significativa entre ambos Kits (p-valor <
0,0001 na proba de McNemar), cun indice Kappa de 0,077 e un acordo observado do 45 %, o
gue se corresponde cunha concordancia moi pobre. Debido a isto, faise necesario contrastar as
probas ELISA estudadas cunha técnica de referencia que permita valorar obxectivamente cal
destas técnicas presenta unha maior validez diagnostica para a clasificacion sanitaria dos
animais con respecto a esta infeccion. En relacion coa monitorizacion seroloxica de cada
cebadeiro, os resultados suxiren que posiblemente o ELISA de competicién poida ser mais (til
para este obxectivo en comparacion co ELISA indirecto, ainda que hai que ter en conta, por
unha banda, a falta de acordo observada entre ambos kits e, por outra, o feito de que tamén seria
necesario corroborar esta hipdtese mediante a realizacion dunha mostraxe representativa que

aumente a precision dos resultados.

Palabras chave: Lawsonia intracellularis, porcino, ELISA, cebadeiro, concordancia.



ABSTRACT:

Proliferative enteropathy in pigs is one of the most prevalent digestive diseases affecting swine
livestock worldwide. This disease is caused by Lawsonia intracellularis, an obligate
intracellular bacterium whose transmission is favored by poor hygiene, as well as the presence
of contaminated fomites and vectors such as rodents. Although it can cause severe clinical
symptoms, the mostcommon form is subclinical, which, combined with intermittent shedding
of the bacteria in feces, makes diagnosis difficult. The significance of this disease for the swine
industry lies mainly in the serious economic losses it causes, primarily due to reduced animal
productivity and increased control-related costs.

Because of the intermittent shedding of the pathogen in the feces of infected animals and the
fact that it usually presents subclinically, indirect serological diagnostic methods are particularly
relevant. For this reason, the objectives of this study were, on the one hand, to compare two
commercial ELISA formats for antibody detection, one based on a competitive format and the
other on a traditional indirect format, to assess the health status of animals regarding Lawsonia
intracellularis infection, and on the other hand, to discuss the usefulness of both methods for
serological monitoring of this infection in fattening pigs.

To this end, 180 serum samples were collected from animals in three different fattening farms,
all populated from the same origin. Each farm was visited three times, and samples were
collected from 20 animals at 14, 16, and 18 weeks of age. The samples were then analyzed
using each commercial ELISA kit, and the results were statistically analyzed using McNemar’s
test and Cohen’s Kappa index.

The results showed a significant discrepancy between the two Kits (p-value < 0.0001 in
McNemar’s test), with a Kappa index of 0.077 and an observed agreement of 45%, indicating
very poor concordance. Because of this, it is necessary to validate the ELISA tests used against
a reference method to objectively assess which of these techniques offers greater diagnostic
validity for classifying animals with respect to this infection. Regarding the serological
monitoring of each farm, the results suggest that the competitive ELISA may be more useful for
this purpose compared to the indirect ELISA. However, it is important to consider both the lack
of agreement between the two Kkits and the need to confirm this hypothesis through a

representative sampling that improves result accuracy.

Key words: Lawsonia intracellularis, swine, ELISA, fattening farm, agreement.
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4. INTRODUCCION

4.1. Enteropatiaproliferativa porcinay su importancia parael sector.

La enteropatia proliferativa porcina es una de las enfermedades entéricas porcinas con mayor
prevalencia en todo el mundo. Esta enfermedad también es conocida como la ileitis porcina,
aunque hoy en dia se sabe que no solo afecta al ileon sino a todo el aparato digestivo
(Rodriguez-Vega et al., 2024).

Esta enfermedad fue descrita por primera vez en cerdos en 1931, pero se limitaba a casos
ocasionales diagnosticados como enfermedad aguda o cronica. Llegados a la década de 1970,
fue cuando por primera vez se describié la naturaleza de la enfermedad al visualizar la presencia
de una especie de bacteria intracelular, aunque no fue hasta la época de los 90 cuando por
primera vez se consiguié cultivar e identificar el agente causal, la bacteria Lawsonia
intracellularis (Rodriguez-Vega et al., 2024; Vannucci & Gebhart, 2014).

La importancia de esta enfermedad se basa en que es una de las enfermedades digestivas mas
prevalentes en las explotaciones porcinas a nivel mundial, afectando a la salud de los animales y
causando una gran disminucién del rendimiento productivo de los animales, lo cual repercute en
grandes pérdidas econdmicas para el sector porcino de produccion. Estas pérdidas econémicas,
aungue varian de un pais a otro, vienen principalmente provocadas por la disminucion en la
ganancia de peso diaria (GMD) asi como el aumento del indice de conversién alimenticia (I1C),
del uso de medicamentos y gastos veterinarios y también de la tasa de mortalidad (Arnold et al.,
2019; Resende et al., 2015).

En estudios de cerdos infectados por Lawsonia intracellularis mayores de 6 semanas, lo cual
semeja lo mas parecido a la infeccion que se contrae en el campo, se describe un descenso de la
GMD entre el 3-19% y un aumento del IC en torno al 7%. Ademas de las pérdidas producidas
por la disminucion del rendimiento productivo del animal, hay que sumarle las pérdidas por
coste de tratamientos, gastos veterinarios, gastos de prevencion y control, asi como los gastos de
reposicion en el caso de que exista mortalidad. Como ejemplo, en Espafia se han descrito
pérdidas de entre 5-20 € por cada cerdo afectado, en Alemania un descenso del 1,2% de los
beneficios de la granja, en el Reino Unido alrededor de 2-7 £ por cerdo y en Dinamarca 1,5-3 $
por cada cerdo destetado (Arnold et al., 2019).



4.2. Etiologia.

Lawsonia intracellularis es una bacteria Gram negativa intracelular obligada, perteneciente
desde un punto de vista taxonémico al filo Proteobacteria, al orden Desulfovibrionalesy a la
familia Desulfovibrionaceae (Vannucci & Gebhart, 2014).

Se caracteriza por ser una bacteria con poca variabilidad, pero presenta una larga resistencia
ambiental, pudiendo volver a aparecer después de afios sin causar signos clinicos de
enfermedad. Esto es posible, debido a que la bacteria Lawsonia intracellularis es capaz de
mantenerse viable a una temperatura ambiente en torno a los 15°C durante al menos un periodo

de dos semanas (Guedes, 2019).

4.3. Epidemiologia.

Se trata de una enfermedad que afecta principalmente al ganado porcino, pudiendo provocar
también signos clinicos a otros hospedadores como caballos (en los que causa la enteropatia
proliferativa equina), conejos, ratas, ovejas o zorros. Desde un punto de vista de Salud Publica
este proceso no se considera una zoonosis, dado que no se ha descrito ninguna enfermedad
relacionada con el hombre (Jacobson, et al., 2010).

La enteropatia proliferativa porcina se encuentra extendida mundialmente, afectando
practicamente a todas las granjas de produccién porcina independientemente del sistema de
produccion. Esta infeccion hoy en dia esta afectando a mas del 90% de las explotaciones
europeas, donde se considera una enfermedad endémica: estudios recientes sefialan que el
porcentaje de granjas positivas detectado mediante gPCR alcanza el 83,3% en Esparia, 79,2% en
Francia, 91,7% en Alemania, 95,8% en Dinamarca, 91,7% en paises Bajos e incluso del 100%
en Reino Unido (Arnold et al., 2019; Baldasso et al., 2023; Rodriguez-Vega et al., 2024).

Como se puede ver, la prevalencia de esta enfermedad se encuentra en valores muy elevados
superando el umbral del 80% en nuestro pais. En estudios realizados a principios de la década
de los afios 2000, estas prevalencias ya se encontraban muy elevadas en los paises de la Union
Europea, no siendo inferior al 94 %. En un estudio mas reciente (Baldasso et al., 2023), se
sigue demostrando que esta prevalencia, aunque en niveles mas bajos (media del 90,28%), se

encuentra todavia en niveles muy elevados en las explotaciones de produccion porcina (Tabla
1).

Adicionalmente, en paises fuera de la Union Europea los porcentajes de explotaciones positivas

también son elevados: por ejemplo, en China se detecto la presencia de la bacteria en el 93,6 %
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de las granjas, mientras que en Corea y en los Estados Unidos se encontraron anticuerpos
séricos en el 100% y el 90,4 % de las explotaciones respectivamente (Rodriguez-Vega et al.,

2024).

Tabla 1. Prevalenciade Lawsonia intracellularis en las explotaciones de cerdos antes de 2010 y después de
2019. Fuente: ( THardge et al., 2005; Baldasso et al., 2023).

Espana 95% 83,3 %
Francia 94 % 79,2 %
Alemania 96,5 % 91,7 %
Reino Unido 95 % 100 %
Holanda 94 % 91,7 %
Dinamarca 100 % 95,8 %
Media Europea 95,75 % 90,28 %

Respecto a la forma de transmision de esta bacteria, la principal forma es por via directa, a
través de las heces de los animales infectados. La introduccion de la enfermedad en un rebafio
esta asociada a la compra de cerdos infectados; una vez dentro de la granja, el patdgeno puede
persistir por varios motivos, siendo uno de los principales la falta de una limpieza y
desinfeccion eficaz de las instalaciones (Rodriguez-Vega et al., 2024). Entre otros motivos por
los cuales se puede mantener la infeccion en una granja podemos destacar (Jacobson et al.,
2010; Rodriguez-Vega et al., 2024):

- Mezcla de animales de diferentes explotaciones y edades.

- Contacto directo a través de la via oro fecal.

- Fomites como botas contaminadas con heces.

- Vectores bioldégicos como péjaros y ratones.

- Via vertical, desde madres a lechones, las cuales son portadoras subclinicas.

- Movimientos de animales portadores.

La eliminacion de la bacteria en heces se produce desde la primera semana postinfeccion hasta
las cuatro semanas después de la infeccion. La susceptibilidad de la infeccion es mayor en los
lechones cercanos a las seis semanas de vida, y tras la infeccién se produce una seroconversion
entorno a dos semanas después (Resende et al., 2015). Algunas de las principales dificultades
para el control de la enfermedad es que la excrecion del patdgeno en heces es intermitente,
sobre todo en los animales jovenes, lo que dificulta poder identificar los animales portadores y,
ademas, se trata de un patdégeno que presenta una baja dosis minima infectiva, lo que facilita la
infeccion de los animales susceptibles (Arnold et al., 2019).

Se ha demostrado que muchas especies de animales silvestres excretan L. intracellularis en las

heces, aunque la mayoria de ellas no son relevantes para la transmisién a los cerdos. Sin
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embargo, cabria destacar una de las especies que si puede causar problemas en relacion a la
aparicion y mantenimiento de esta enfermedad en la produccion porcina que son los roedores,
los cuales se encuentran presentes en las granjas y pueden infectarse con heces de cerdos
enfermos de ileitis, transmitiendo la bacteria a lechones susceptibles a través de sus propias
heces (Guedes, 2019).

4.4. Patogenia.

La ileitis porcina esté caracterizada por producir un engrosamiento de la pared del ileon, debido
principalmente a la infeccion de las células epiteliales indiferenciadas de las criptas intestinales
de la parte distal de este tramo. Esto provoca en el animal una proliferacién anormal de estas, lo
cual acaba provocando la lisis de los enterocitos. Asi, los enterocitos se sustituyen por células
inmaduras, las cuales van a contar con una menor capacidad de absorcion de los nutrientes y
van a producir un engrosamiento del epitelio intestinal, principalmente en el ileon, pero que
puede extenderse a las regiones de ciego y colon (Vannucci F. et al., 2019).

De esta forma, el tramo de intestino afectado va a perder parte de su capacidad de absorcion al
encontrarse hiperplasico y/o engrosado, lo que conducira finalmente a un retraso en el
crecimiento de los animales.

4.5. Signos clinicos y lesiones.

En la actualidad se describen tres formas de la enfermedad: la forma aguda, denominada
enteropatia hemorréagica proliferativa (PHE) o ileitis proliferativa hemorrégica, que es la forma
menos frecuente; la forma crénica o adenomatosis intestinal porcina (P1A), més frecuente que la

forma aguda; y la forma subclinica, que es también una forma muy comun (Leite et al., 2019).

La PHE fue descrita por primera vez en cerdos en 1931. Tipicamente se caracteriza por infectar
a cerdos mayores de 4 meses, tanto reproductores como al final del cebo, provocandoles una
diarrea hemorragica con heces alquitranadas o negruzcas, y apareciendo también anemia
hemorréagica, abortos e incluso muertes subitas esporadicas, con una mortalidad en torno al 50
% (Leite et al., 2019).

En cambio, la PIA es una forma autolimitante, que afecta a cerdos jovenes entre 2 y 20 semanas
de edad, en cebo o en el final de la transicion, provocando diarrea acuosa verdosa de semisolida

a liquida, sin presencia de sangre a diferencia de la PHE. Este cuadro suele producir
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disminucion en el consumo de pienso, disminucion de la ganancia media y retraso en el
crecimiento dado que el intestino es menos funcional, haciendo asi que los lotes de cerdos sean
muy heterogéneos. Asi, la PIA no es una forma que cause gran mortalidad (entre el 0-5%), pero

si provoca grandes pérdidas economicas en la produccion de cerdos de cebo (Leite et al., 2019).

Las formas clinicas de la enfermedad son muy importantes, pero lo que se observa mas a
menudo en las explotaciones porcinas es la forma subclinica. Esta forma afecta a cerdos de cebo
pero sin causar diarreas en los animales, sino que lo que provoca es un peor rendimiento
productivo con sus respectivas pérdidas econdémicas (Campillo et al., 2021). La Unica forma de
demostrar la presencia de Lawsonia intracellularis en un curso subclinico es a través de técnicas
diagnosticas de elevada sensibilidad como la gPCR, aunque son métodos también
condicionados por la excrecion intermitente de la bacteria en las heces (Baldasso et al., 2023).

4.6. Diagnostico.

En cuanto al diagnostico de la ileitis porcina, desde un punto de vista clinico es una tarea
complicada ya que no existen signos patognomonicos, y ademas se producen numerosas
infecciones subclinicas que no son faciles de detectar haciendo necesaria una monitorizacion los
pardmetros productivos. Por otro lado, la eliminacion de las bacterias es intermitente, y ademas
existen pocas herramientas de deteccion validadas. A esto se une también la dificultad del
diagnostico diferencial, ya que otros patdgenos como Salmonella enterica subespecie enterica
serovar Typhimurium, Circovirus porcino tipo 2 o Brachyspira hyodysenteriae tienen
presentaciones clinicas muy similares (Campillo et al., 2021).

Las principales técnicas diagnosticas para la deteccion de Lawsonia intracellularis en ganado

porcino son (Campillo et al., 2021):

e Técnicas directas:
o Cultivo bacteriano:
Lawsonia intracellularis es un bacilo intracelular obligado, por lo que el cultivo no es
una buena opcion de diagnostico, ya que el crecimiento in vitro de esta bacteria es
realmente dificil. Esta bacteria no crece en medios bacterianos convencionales y
requiere de cultivos de tejidos bajo tension de oxigeno reducida, unos requisitos de
crecimiento complicados de conseguir, y no todos los laboratorios tienen puesta a punto
esta técnica.

o Tincién de Warthin-Starry (WS):
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Se trata de una tincion a base de nitrato de plata para la deteccion de espiroquetas, que
se basa en la capacidad de estos organismos de absorber la plata. La tincién WS es una
técnica rentable para confirmar la infeccion por Lawsonia intracellularis, y a menudo
estd disponible en cualquier laboratorio. En cambio, se trata de una técnica poco
especifica, ya que no se puede distinguir Lawsonia intracellularis de otros bacilos
curvos como Campylobacter spp., ademas de presentar baja reproducibilidad y

repetibilidad.

o PCR:
Tanto la PCR convencional como la qPCR son técnicas rapidas y altamente sensibles y
especificas para detectar el ADN de Lawsonia intracellularis en las muestras fecales o
intestinales. Para poder detectar el patdgeno en muestras de heces, hay que tener en
cuenta que este se elimina desde los 7 dias postinfeccion hasta las 10 semanas. La
ventaja de los métodos moleculares es la capacidad de detectar la bacteria antemortem
de una forma répida y precisa en las primeras etapas de la infeccion. Otra de las
ventajas es la posibilidad de utilizar la misma muestra para detectar otros patdgenos
digestivos como B. hyodysenteria o Salmonella spp. Por otro lado, entre las principales
desventajas de esta técnica podemos sefialar la imposibilidad de diferenciar cepas
patogenas de las cepas de la vacuna viva frente a Lawsonia intracellularis, y la

existencia de falsos negativos debido a la excrecion intermitente de la bacteria.

o Inmunohistoquimica (IHC) e Inmunofluorescencia Directa (IFD):
Estas dos pruebas basadas en la deteccion de antigenos en tejidos infectados son de las
mas fiables para el diagnostico de Lawsonia intracellularis, aunque solo nos sirven para
el diagnostico postmortem. La IFD presenta una sensibilidad del 89 % y una
especificidad del 97 %, mientras la IHC con una sensibilidad del 87 % (Campillo et al.,
2021). El principal inconveniente de estos métodos es la necesidad de personal
adecuadamente formado y el material necesario para analizar las muestras, lo que

incrementa mucho los costes.

En relacion con todas estas técnicas directas, cabe mencionar que un estudio revelé que la IFD,
con una sensibilidad del 89 % y una especificidad del 97 % y una concordancia del 82 % con la
PCR, puede llegar a ser una de las alternativas a la PCR en el diagnostico postmortem de la
EPP. En cambio, el examen histopatologico demostré ser poco util como método diagnéstico
principal, aunque si pareci6 ser eficaz para diagnosticar la infecciébn por Lawsonia
intracellularis en casos con lesiones de tipo proliferativo. Finalmente, los valores obtenidos del
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examen de lesiones macroscopicasy la tincion de WS demostraron no ser especialmente validas

para el diagnostico de la infeccién por Lawsonia intracellularis (Corzo et al., 2005).

Técnicas indirectas:

O

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI):

Esta prueba se emplea para detectar los anticuerpos IgG en sueros de cerdos en
contacto con Lawsonia intracellularis. Su funcionamiento consiste en la adicion de un
anticuerpo secundario marcado con un fluoréforo, el cual se va a unir al anticuerpo
primario y va a emitir fluorescencia, que puede ser detectada mediante un microscopio
de fluorescencia.

Ensayo de monocapa de inmunoperoxidasa (IPMA):

Esta prueba diagndstica es muy similar a la IF1, con la diferencia de que en esta prueba
se produce un cambio colorimétrico por la descomposicion del sustrato por la accion de
la peroxidasa conjugada al anticuerpo secundario. Esta técnica tiene las ventajas de que
la coloracién marron que provoca es facilmente observable con un microscopio sin
necesidad de utilizar medios mas complejos y, ademas, esta coloracion es mas estable y
dura mas tiempo en comparacion con la fluorescencia de la IFI.

Estas dos ultimas técnicas, IFI e IPMA, son actualmente consideradas las mas
especificas para la deteccion de Lawsonia intracellularis; sin embargo, ambas requieren
de células infectadas, por lo que es necesario realizar previamente el cultivo in vitro de
la bacteria, un gran inconveniente tal como se comentd previamente (Campillo et al.,
2021).

Prueba de Anticuerpos por Citometria de Flujo (FCAT):

La FCAT es una nueva prueba diagnostica serolégica para detectar anticuerpos de
Lawsonia intracellularis. Esta técnica emplea como antigeno detector una cepa viva
atenuada de la bacteria disponible en una vacuna comercial. Las ventajas de esta técnica
son la alta sensibilidad y especificidad que presenta, 98,8 % y 100 % respectivamente,
asi como la rapidez y la facilidad para realizarla.

En esta prueba, los anticuerpos porcinos interactian con la bacteria que se encuentra
flotando en el pocillo de la placa. La union de los anticuerpos especificos a la bacteria
se demuestra posteriormente a través de un anti-anticuerpo conjugado con ficoeritrina
que es especifico para la IgG del porcino, y se termina leyendo en un citometro de flujo
(Figura 1).
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Como inconveniente de la FCAT, al igual que las técnicas ELISA, IPMA e IFAT, hay
gue sefialar la imposibilidad de diferenciar los animales vacunados de animales

infectados naturalmente por la bacteria (Baldasso et al., 2023).

Goat anti-Porcine 1gG
phycoerythrin conjugated antibody

Lawsonia intracellularis (L1)

Porcine anti-Li 1gGe

Figura 1. Ejemplo del funcionamiento de la
FCAT.
(Baldasso et al., 2023, con licencia Creative Commons CC BY).

o ELISA:
Las pruebas de ELISA permiten detectar selectivamente anticuerpos frente a Lawsonia
intracellularis, o bien antigenos de la bacteria en el caso del ELISA directo. Ademas,
tienen la ventaja de que son faciles de realizar a diferencia de otras como la IFD o
IPMA, las cuales implican procedimientos méas laboriosos y complicados, y no
requieren cultivo del organismo, el cual también es dificil debido a que se trata de una
bacteria intracelular con condiciones de cultivo muy estrictas tal como se ha comentado
(Campillo et al., 2021).
Una de las desventajas de esta prueba es la dificultad en la interpretacion de los
resultados, ya que se puede interpretar que los cerdos estén infectados y hayan
desarrollado respuesta inmune, pero también puede ser que los cerdos hayan recibido
anticuerpos pasivamente a través del calostro o los hayan desarrollado tras una
vacunacion frente a Lawsonia intracellularis (Campillo et al., 2021).
Principalmente, existen tres tipos clasicos de ELISA, los cuales se diferencian
bésicamente en cuanto al elemento que se quiere detectar (antigeno o anticuerpo) y
también en cuanto al principio empleado para la deteccion:

o ELISA directo (tipo sandwich):
En este caso se trata de una técnica directa que permite detectar antigenos de
Lawsonia intracellularis. El principio de la prueba se basa en un anticuerpo
especifico de captura que se fija en el pocillo de la placa, donde a continuacién



O

se afiade la muestra que puede presentar el antigeno; en caso de que este
presente, el antigeno se unira al anticuerpo que tapiza el pocillo. A
continuacion, en un segundo paso, se afiade un segundo anticuerpo, en este caso
de deteccion, el cual va marcado con una enzima, y que se unira al antigeno en
aquellas muestras que sean positivas. Por ultimo, se afiade un sustrato que sera
catalizado por la enzima del anticuerpo de deteccion en aquellas muestras en

que esté presente, proporcionando por tanto color al pocillo.

ELISA indirecto:

En este caso la prueba permite detectar anticuerpos frente a Lawsonia
intracellularis. Esta prueba, a diferencia de la anterior, se basa en tapizar los
pocillos de la placa con antigeno de la bacteria. A continuacion, se afiade el
suero problema, que en caso de presentar anticuerpos se uniran al antigeno de la
placa. Posteriormente se afiade un anti-anticuerpo conjugado a una enzima que
se dirige contra los anticuerpos primarios que se encuentran unidos a las placas,
y finalmente un sustrato para la enzima, que sera catalizado en caso de que la
muestra sea positiva. En este caso, al igual que el ELISA directo, los pocillos
que producen color son los positivos (Figura 2).

Anti-Porcine IgG
peroxidase conjugated

Porcine anti-Li IgG =

Figura 2. Ejemplo del funcionamiento del indirecto
(Baldasso et al., 2023, con licencia Creative Commons CC BY).

ELISA de competicidn:

A diferencia del anterior, en este caso los pocillos de la placa se encuentran
tapizados con un anticuerpo monoclonal frente a Lawsonia intracellularis que
se emplea para capturar la bacteria procedente de un cultivo, usando este
complejo para la deteccion de los posibles anticuerpos presentes en la muestra.
A continuacion, se afiade el suero problema, de tal forma que si este presenta

anticuerpos estos se uniran al antigeno de la placa. Posteriormente se afiade un
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anticuerpo secundario marcado con una enzima que va dirigido también contra
el antigeno de Lawsonia intracellularis. Asi, se produce una competencia entre
el anticuerpo natural de la muestra y el anticuerpo conjugado por unirse con el
complejo presente en los pocillos, y el proceso termina de manera similar a los
otros casos con la adicion de un sustrato para enzima el anticuerpo conjugado
(Hayrapetyan et al., 2023). Por tanto, a diferencia del ELISA indirecto, donde
la intensidad del color es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos
que existen en la muestra, en el de competicion es inversamente proporcional,
es decir, cuanto menos color, mas anticuerpos frente a Lawsonia intracellularis

existen en la muestra problema (Figura 3).

Anti-L. intracellularis .
peroxidase conjugated
mAb V/ A\

~

Porcine anti-Li 1IgG *-
_ /AN
R NG « Li

\) ______ JAnt-L. intracellularis

monoclonal antibody (mAb)| |

Figura 3.Ejemplo del funcionamiento del ELISA de competicion
(Baldasso et al., 2023, con licencia Creative Commons CC BY).

4.7. Tratamiento, prevenciony control.

El tratamiento de la forma aguda se basa en la antibioterapia y una terapia de soporte adecuada,
unida también a medidas de control como una buena limpieza y desinfeccién para reducir la
presion de la infeccion, ya que la erradicacion es imposible. En cuanto a la antibioterapia, se
necesitan antibidticos altamente liposolubles capaces de penetrar y llegar al lugar de la infeccion
intracelular. Las clases mas utilizadas y que presentan una buena respuesta son las
pleuromutilinas, las lincosamidas, los macrolidos y las tetraciclinas (Karuppannan &
Opriessnig, 2018). Estos tratamientos pueden ser administrados via oral en el agua de bebida o
pienso, o de forma parenteral en aquellos animales méas afectados que ya no acuden a la comida
0 bebida. A la hora de aplicar un tratamiento u otro, los clinicos se deben basar en la eficacia
clinica de los medicamentos o, en su defecto, en la bibliografia que existe sobre tratamientos
descritos frente a esta bacteria (Figura 4); esto es debido a la inexistencia de pruebas
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comerciales de susceptibilidad de la bacteria, ya que, por sus caracteristicas, la realizacion de
estas pruebas es complejo.

Penicilina
Tiamulina
Tilmicosina
Tilosina
Lincosamida
Bacitracina
Enrofloxacina
Tetraciclina
Virginiamicina
Neomicina
lonéforos
Pleuromutilinas
Eritromicina

Figura 4. Susceptibilidad a antimicrobianos de Lawsonia intracellularis (verde: sensible; rojo: resistente)
(Karuppannan & Opriessnig, 2018).

Por otra parte, para el manejo de la forma crénica no se utilizan tratamientos antibiéticos, sino
que consiste principalmente en la limpieza y desinfeccioén periddica para poder reducir la
infeccion al méximo, y complementarlo con la vacunacion a las 3 semanas de edad de los

animales.

Actualmente, el control de la EPP se realiza principalmente a través del uso de vacunas (Musse
etal., 2023). En el mercado se encuentran dos tipos de vacunas, una para administracion en el
agua de bebida y otras mediante inyeccion intramuscular (Salazar et al., 2023). Diversos
estudios han demostrado su efectividad para el control de la enfermedad y, ademas, es una
medida que ayuda a reducir el uso de antimicrobianos en el sector de la produccion porcina
(Baldasso et al., 2023).

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas de las vacunas. Fuente: Cimavet.

Enterisol ileitis
(Boehringer Oral L. intracellularis viva .
) > 3 semanas Minimo 17 semanas
Ingelheim (2ml/cerdo) atenuada
Vetmedica Gmbh)
Porcilis Lawsonia
(Merck Sharp & L. intracellularis 21 semanas
. Intramuscular . . > 3 semanas .
Dohme Animal inactivada post-vacunacion
Health S.L.)

Por ultimo, y tal como se ha indicado, la existencia de contaminacion de origen fecal en la
granja es uno de los principales factores para el desarrollo de la enfermedad. Asi, la principal
medida higiénica para el control debe ser la aplicacion de un protocolo adecuado de limpieza 'y
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desinfeccion, empleando desinfectantes eficaces en las superficies de la granja. Ademas, debido
a la posible transmisién a través de roedores, otra medida recomendada para mantener las
explotaciones negativas seria realizar un control exhaustivo de estos animales mediante el uso

de trampas u otros métodos autorizados (Karuppannan & Opriessnig, 2018).
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5. OBJETIVOS

Tal como se ha sefialado en la introduccidn, el diagnéstico clinico de la EPP es complejo dado
la inespecificidad de los signos, asi como la inexistencia de lesiones patognomonicas en el
examen postmortem. Debido a esto, es necesario recurrir a la realizacion de técnicas
diagnosticas para poder identificar a los animales infectados, pero dado que la eliminacién de
Lawsonia intracellularis es intermitente, el empleo de técnicas indirectas cobra especial
relevancia. Por tanto, con la realizacién de este trabajo de fin de grado se busca alcanzar los
siguientes objetivos:

1°. Comparar dos formatos comerciales de ELISA para deteccion de anticuerpos, uno de
tipo competicion frente a otro de tipo indirecto tradicional, para la clasificacion sanitaria
de animales en relacion con la infeccion por Lawsonia intracellularis.

2°. Discutir la utilidad de ambos métodos para la monitorizacion seroldgica de la infeccion

por Lawsonia intracellularis en animales de cebo.
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6. MATERIAL Y METODOS

En este estudio, se pretende realizar la comparacion de dos técnicas ELISA para la deteccion de
anticuerpos frente a Lawsonia intracellularis. Actualmente, existen dos kits ELISA comerciales,
el Svanovir L. intracellularis / lleitis —Ab (Boehringer Ingelheim Svanova Uppsala, Suecia), un
ELISA de tipo competicion el cual detecta inmunoglobulinas totales sin diferenciacion entre
IgA, IgM o IgG (Campillo et al., 2021) y el AsurDX™ Lawsonia intracellularis Antibody Test
(BioStone Southlake, EEUU), un ELISA indirecto de formato tradicional, que detecta 1gG

contra Lawsonia intracellularis en suero/plasma de cerdo.
En este caso, para facilitar la lectura de este trabajo se empleard la siguiente nomenclatura:

e Kit A: Svanovir L. intracellularis / Ileitis —Ab (Boehringer Ingelheim Svanova Uppsala,
Suecia).
e Kit B: AsurDX™ Lawsonia intracellularis Antibody Test (BioStone, Shothlake, EEUU).

El kit A se caracteriza por ser un ELISA competitivo de base sélida, el cual, se utiliza para
detectar anticuerpos frente a Lawsonia intracellularis en una muestra de suero o plasma de
origen porcino, gracias a la competencia generada entre los anticuerpos presentes en la muestra
y los anticuerpos conjugados suministrados con el kit por la unién con un antigeno especifico
que se encuentra fijado en los pocillos de la placa. En el caso de que en la muestra existan
anticuerpos de Lawsonia intracellularis, estos se uniran al antigeno fijado en el pocillo y
bloquearan los lugares de unién al antigeno. Si en la muestra no existen anticuerpos frente a la
bacteria, al afiadir posteriormente el anticuerpo conjugado con la enzima este se va a unir a los
lugares de unién al antigeno fijado que quedaron libres. En el momento en el que se afiade el
sustrato, se formara una coloracion azul, la cual se debe a la conversion del sustrato por el
conjugado y cuya intensidad sera inversamente proporcional a la cantidad de anticuerpo
presente en la muestra de suero (a mayor intensidad de color, menos cantidad de anticuerpos

frente a Lawsonia intracellularis en la muestra problema).

En cambio, el kit B se identifica como un ELISA indirecto tradicional, por lo que su
funcionamiento es ligeramente diferente. En este caso, el comienzo de la técnica es idéntico al
anterior: los pocillos de la placa estan tapizados con antigeno de Lawsonia intracellularis a los
cuales se les afiade la muestra de suero a estudiar, de forma gue si esta contiene anticuerpos
frente a la bacteria estos se uniran al antigeno del pocillo. Sin embargo, a diferencia del ELISA
de competicion, en este caso se aflade un anti-anticuerpo conjugado especifico que se unira al
anticuerpo de la muestra. A continuacién, se afiade el sustrato, el cual va a producir un cambio
de color en la muestra en funcion de la cantidad de conjugado que esté presente. De esta forma,

la interpretacion de los resultados es al contrario totalmente con respecto al ELISA de
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competicion, ya que la intensidad de la coloracion en este caso es directamente proporcional a la
cantidad de anticuerpo frente a Lawsonia intracellularis presente en la muestra.

6.1 Origen de losanimalesy toma de muestras.

Para la realizacion de este estudio, se utilizaron 180 sueros obtenidos de ganado porcino en
régimen de produccion intensiva. Estos sueros provenian de cerdos alojados en tres cebaderos
diferentes, pero cuyo origen era comun, es decir, la misma granja de produccion de lechones. En
los tres cebaderos los cerdos se alojaban en cuadras de aproximadamente 15 animales, con
alimentacion y agua ad libitum. Las muestras se obtuvieron de animales sin vacunar frente a
Lawsonia intracellularis, y cabe sefialar que en ninguno de los cebaderos se observaban cerdos

con signos clinicos de EPP.

En cada cebadero se tomaron muestras en tres momentos diferentes: un primer muestreo cuando
los cerdos tenian 14 semanas de vida, otro a las 16 semanas y finalmente otro a las 18 semanas
de vida. En cada visita se tomaron muestras de 20 animales seleccionados de forma aleatoria,
que fueron transportadas en condiciones de refrigeracion hasta el laboratorio.

6.2 Analisis de laboratorio.

Una vez en el laboratorio, las muestras de sangre se mantuvieron en refrigeracion en nevera
hasta el dia siguiente en el que se realizd el proceso de desuerado. Este procedimiento consiste
en centrifugar las muestras de sangre a una velocidad de 2500 x g durante un tiempo de 10
minutos. Tras este proceso se consigue la separacion de los componentes de la sangre, con la
fraccion celular formando un codgulo en la parte inferior y el suero en la superior. De esta
forma, empleando una pipeta Pasteur se depositd una alicuota de suero en un tubo tipo
Eppendorf para su posterior congelacion a -80°C hasta la realizacion de los ELISA.

6.2.1 ELISA de competicion.

Para el ensayo con el kit A, el protocolo que se empleo fue el siguiente:

1) Antes de iniciar el procedimiento se deben atemperar todos los reactivos a temperatura
ambiente (18-25 °C).
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2) En la placa de ELISA suministrada, se afiaden 90 pl de la soluciéon tampén de dilucion
en cada pocillo de la placa de ELISA.

3) A continuacion se afiaden 10 pl del control positivo en dos pocillos y 10 pl del control
negativo en otros dos pocillos.

4) Posteriormente se afiaden 10 pl de cada muestra de suero a estudiar en el pocillo
correspondiente.

5) Sesella la placa, se agita y se procede a incubar a una temperatura de 37 °C durante 60
minutos.

6) Después de la incubacion se procede a realizar tres lavados de la placa con el buffer
PBS-Tween. En cada lavado se debe llenar los pocillos (aproximadamente 300 ul) y a
continuacion eliminar bien todos los restos del liquido de lavado.

7) Tras los lavados se afiaden 100 pl del conjugado a concentracién 1X a cada pocillo y se
procede a incubar de nuevo la placa a 37 °C durante 60 minutos.

8) Finalizada la incubacién, se procede a realizar tres nuevos lavados con el buffer PBS-
Tween como en el paso 6.

9) Finalizados los lavados se afiaden 100 pl de la solucion del sustrato a cada pocillo y se
incuba la placa 10 minutos a temperatura ambiente.

10) Tras estos 10 minutos, se afiaden 50 pl de la solucion de parada (Stop solution) a cada
pocillo de la placa.

11) Una vez realizados todos los pasos, se procede a medir la densidad dptica en los 15
minutos siguientes a la adiccion de la solucién de parada, empleando un
espectrofotometro a una longitud de onda de 450 nm.

Validacion del ensayo y calculo del porcentaje de inhibicion (PI):

Se debe calcular la media de la densidad Optica de los controles empleados. Ademas, se debe
calcular el porcentaje de inhibicion (PI) para el control positivo y las muestras utilizando la

siguiente formula:

DO control negativo—DO muestrao control positivo

Pl= x 100

DO control negativo

Para que el ensayo sea valido, la densidad optica del control negativo debe ser igual o0 mayor a
0,5y el porcentaje de inhibicion del control positivo debe ser superior al 40 %.

Para la interpretacion de resultados, la muestra se considera positiva si el porcentaje de
inhibicion es igual o superior al 30 %, mientras que si el porcentaje de inhibicién es menor a 30
%, la muestra se considera negativa.
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6.2.2 ELISA indirecto:
El protocolo empleado con el kit B fue el siguiente:

1) Antes de iniciar el procedimiento deben atemperarse tanto los reactivos suministrados
como las muestras a analizar, para a continuacion diluir 25 pl cada suero en 100 pl de
diluyente del suero (dilucion 1:5).

2) En unaplacaantigenada de ELISA, se afiaden los controles positivos y negativos en los
cuatro primeros pocillos de la placa (dos positivos y dos negativos) empleando un
volumen de 100 pl de cada uno en cada pocillo.

3) A continuacion, se dispensan 90 pl del diluyente de ensayo a cada pocillo de la placa
antigenada. Una vez afiadido este, se afiaden 10 pl de las muestras previamente diluidas
tal como se explica en el paso 1.

4) Después de afiadir el suero, la placa antigenada de ELISA se cubre con film adhesivo,
se agita y se incuba a una temperatura de 40°C durante 30 minutos.

5) Terminada la incubacion, se descarta el contenido de los pocillos y se procede a realizar
cinco lavados, afiadiendo 250 pl de la solucion de lavado 1X a cada pocillo y
descartando a continuacion el contenido para cado uno de estos lavados.

6) Tras realizar los lavados, se afiade en cada pocillo 100 pl de la solucion de anticuerpo
conjugado, incubando de nuevo la placa durante 30 minutos a 40 °C.

7) Finalizada la segunda incubacion, se descarta de nuevo el contenido de los pocillos y se
procede a realizar cinco lavados al igual que en el paso 5.

8) Una vez terminado el segundo proceso de lavado se afiaden 100 pl del sustrato, el cual
va a permitir la reaccion colorimétrica, y se procede a incubar la placa de ELISA a una
temperatura de 40°C durante 15 minutos.

9) Parafinalizar el procedimiento y detener lareaccion colorimétrica, se afiaden 100 pl de
la solucién de parado.

10) Una vez detenida la reaccion, se debe proceder a la lectura de la placa de ELISA en un
periodo de tiempo no superior a 10 minutos empleando un espectrofotémetro a una

longitud de onda de 450 nm.
Validacion del ensayo y célculo del porcentaje de positividad (PP):

En primer lugar, se debe calcular la media de la densidad dptica de los controles positivos y
negativos. Para que el ensayo sea valido, la media de la densidad Optica del control negativo
debe ser inferior a 0,3, mientras que la media de la densidad Optica del control positivo debe ser
superior o igual a 0,5.
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A continuacion, se debe calcular el porcentaje de positividad (PP) de todas las muestras en
estudio. Para ello se emplea la siguiente formula:

Pp = DO muestra —Media de DO control negativo

" Mediade DO control positivo— Mediade DO control negativo

x100

Para este ensayo, el resultado se considera positivo en el caso de que el PP sea mayor o igual al
30 %, mientras que el resultado seria negativo si el porcentaje de positividad es menor a 30 %.

6.3 Analisis estadistico:

Una vez realizada la lectura de las placas antigenadas de cada ELISA en el espectrofotémetro,
se obtuvieron una serie de resultados que fueron utilizados para calcular la proporcion de
animales seropositivos y seronegativos de todo el estudio, asi como de cada granja y cada visita
para ambos kits de ELISA utilizados. Estos datos se procesaron con la ayuda de la hoja de
célculo Microsoft Excel, y a continuacion se analizaron estadisticamente utilizando el programa
R Studio version 2023.12.1 + 402 (Viena, Austria).

Para comenzar el analisis estadistico se construyd una tabla de contingencia con los valores
positivos y negativos obtenidos con cada kit para poder valorar el acuerdo entre ambos. A
continuacion, se realiz la prueba de correlacion de McNemar, un analisis que nos permite
contrastar si ambos Kits detectan la misma proporcion de seropositivos utilizando muestras
pareadas. Por Ultimo, se calculd el nivel de concordancia entre ambos ELISA utilizando el
indice Kappa (K), una prueba estadistica que mide la robustez de la concordancia entre dos
pruebas diagndsticas, y nos indica por tanto la calidad de la asociacién entre estos dos ELISA.
Para calcular este indice Kappa, fue necesario emplear el paquete “epiDisplay” en el programa
RStudio (Chongsuvivatwong, 2022). Los resultados obtenidos se interpretaron siguiendo la
escala descrita por Landis y Koch (1977) (Tabla 3).

Tabla 3.Valoracion del indice Kappa (Landis & Koch, 1977).

<0,20 Pobre
0,21 -0,40 Débil
0,4 —0,60 Moderada
0,61 -10,80 Buena
0,81 -1,00 Muy buena
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7. RESULTADOSY DISCUSION

7.1 Comparacion entre kits de ELISA.

De los 180 sueros analizados con el kit A, 131 (72,7%) mostraron un resultado positivo a este
ELISA competitivo; en cambio, los resultados obtenidos con el kit B indicaron que solamente
52 sueros (28,9 %) mostraban un resultado positivo a este ELISA indirecto. Por tanto, tal como
se ilustra en la figura 4, existe una importante diferencia en cuanto a los resultados obtenidos
dependiendo del ELISA empleado.

180
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140 131 128
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100

80

60 52 5

40

20

0

POSITIVOS NEGATIVOS

BELISAA BELISAB

Figura 5. NUmero de sueros positivos y negativos con cada kit ELISA

La tabla de contingencia con los datos obtenidos con cada kit de ELISA construida previamente
al andlisis puede observarse en la Tabla 4. De manera general, puede decirse que los resultados
de las pruebas estadisticas realizadas reforzaron las diferencias observadas. Asi, la prueba de
McNemar no mostr6 una gran coincidencia entre ambos kits, obteniendo un p-valor < 0,0001
(x2=61,455) lo que indica que existen diferencias significativas en cuanto a la deteccion de
animales seropositivos con cada ELISA. En cuanto a la concordancia entre las dos pruebas, el
indice Kappa obtenido fue de 0,077, de modo que, de acuerdo a la Tabla 3, se concluye que la
concordancia de los dos kits estudiados ha sido “pobre” (Landis & Koch, 1977). Ademas, este
andlisis estadistico también dio como resultado que el acuerdo observado entre ambos kits en la
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prueba de concordancia fue solamente del 45 %, lo que nos indica la proporcion de casos en los

gue ambos ELISAs estuvieron de acuerdo.

Tabla 4.Tabla de contingencia con los resultados obtenidos de cada kit ELISA.

Kit A
NEGATIVOS POSITIVOS
Kit B
NEGATIVOS 39 89 128
POSITIVOS 10 42 52
49 131

Los resultados obtenidos en la prueba de McNemar y el valor Kappa en este estudio reflejan por

tanto un bajo nivel de concordancia y acuerdo entre ambas pruebas ELISA. En relacion con

esto, en

la revision de otros trabajos que comparan también técnicas de ELISA de competicion

frente a ELISA indirecto podemos encontrar todo tipo de resultados:

En un estudio sobre diagndstico de la dermatosis nodular bovina se obtuvo un valor de
Kappa de 0,874 entre un ELISA de competicién y un ELISA indirecto (Baselli et al.,
2025), indicando en este caso que la fuerza de concordancia entre las pruebas es “muy
buena” segun el estudio de Landis y Koch (1977).

Otra investigacion realizd una evaluacion y comparacion entre cinco pruebas ELISAs
diferentes para la deteccién de leucemia bovina, entre los que se encontraban ELISAs
indirectos y ELISAs competitivos (Kuczewski et al., 2018). Los resultados mostraron
unos valores Kappa elevados (K = 0,91 y K = 1), lo cual se corresponde con una
concordancia entre estas pruebas “muy buena” (Landis & Koch, 1977).

Otro estudio llevado a cabo en pacientes humanos compard distintas pruebas
diagnosticas para la deteccion de la miastenia gravis, entre las que se encontraban
también un ELISA competitivo y un ELISA indirecto. En este caso, el indice Kappa
que refleja la asociacion entre ambos ELISAs fue igual a 0,53, lo que nos indica que la
fuerza de concordancia entre ambos test fue “moderada” (Gambino et al., 2023).

En otro estudio se propuso el desarrollo de un nuevo ELISA de competicion para la
deteccién del virus de la hepatitis E aviar. Para evaluar la efectividad de este test, se
propuso realizar una prueba de concordancia con las pruebas diagndsticas ya
comercializadas frente a este virus, entre las que se encontraba un ELISA indirecto. Asi,
se obtuvo un valor de K = 0,738, reflejando una fuerza de concordancia “buena” entre
ambos métodos (Chen et al., 2022).

Otra investigacion frente al diagnostico de Mycoplasma bovis en ganado vacuno,
camélidos y cérvidos, realizo la comparacién entre un ELISA de competicion frente a
dos ELISAs indirectos. La principal particularidad de este estudio fueron las diferencias
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en cuanto a la correlacion entre el ELISA competitivo y cada uno de los ELISAs
indirectos (valores de Kappa entre 0,35-1 para el primero y entre 0,06-0,54 para el
segundo dependiendo de la especie). Esta enorme disparidad de resultados podria
explicarse en primer lugar por las diferencias entre las propias especies estudiadas, de
manera que por ejemplo en ganado vacuno los valores de Kappa fueron de 0,62 y 0,17,
mientras en llamas alcanzaron valores mucho mas altos de 1 y 0,54. Otro de los motivos
que podria estar implicado en estas diferencias estaria relacionado con la posible
deteccion de anticuerpos contra mas de un epitopo, de tal manera que existiese alguno
que reaccione de forma cruzada con antigenos de otras bacterias y micoplasmas

(Sugden et al., 1997).

Tras revisar estas investigaciones se puede observar como los resultados de concordancia entre
diferentes ELISAs varian mucho entre las diversas publicaciones, obteniendo desde
asociaciones muy buenas a moderadas e incluso pobres. En general, los motivos que pueden
justificar estas diferencias pueden estar relacionados con la especie en estudio, la pureza del
antigeno y sobre todo al mecanismo de accion de los ELISAs (Sugden et al., 1997).

En el caso concreto del presente estudio, llama la atencion la poca correlacion y concordancia
que tienen ambos Kits para la deteccion de Lawsonia intracellularis en los cerdos, de tal manera
que el resultado obtenido es similar al que se podria esperar en una clasificacion aleatoria. La
baja concordancia entre ambos Kits puede ser debida a la variabilidad en los métodos de
deteccion de los anticuerpos tal como indican Baldasso et al. (2023) para esta misma especie y
enfermedad, lo que puede provocar que los resultados difieran entre si. Estos resultados tan
dispares dificultan enormemente la aplicacion practica de estos ensayos a nivel de campo para la
deteccion de seropositivos frente a Lawsonia intracellularis, puesto que dependiendo del
ELISA empleado se obtendran resultados diferentes lo que puede ocasionar la puesta en marcha
de decisiones erroneas, por ejemplo en el contexto de un programa de control de la enfermedad.
Por tanto, una de las limitaciones del presente trabajo es que seria necesario 0 bien comparar
estos métodos ELISA contra una técnica de referencia (“gold standard”), o en su defecto contra
una prueba que presente una mayor validez diagnostica como por ejemplo la FCAT descrita con
anterioridad, pudiendo obtener asi unos valores de sensibilidad y especificidad validos para cada
kit de ELISA con referencia a la poblacion estudiada; otra solucion alternativa a este problema
podria ser el empleo de un panel diagnostico de sueros que hayan sido contrastados

previamente.
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7.2 Dinamica seroldgica frente a Lawsonia intracellularis con cada kit ELISA en diferentes
granjas:

Para poder estudiar la dinamica que presenta la infeccion por Lawsonia intracellularis en las
granjas a muestrear, se obtuvieron los porcentajes de seropositividad a la infeccion para cada
granja y visita realizada con cada kit utilizado.

La Figura 6 nos presenta los resultados obtenidos utilizando el kit A. En este caso, se puede
observar la presencia de un aumento claro de la seroconversién de los animales en dos de las
tres granjas analizadas (1-3), mientras que en la segunda granja los valores detectados
permanecen en niveles elevados durante todo el estudio (>70 %). En cambio, en la gréafica que
nos presenta los resultados observados con el kit B (Figura 7) podemos ver que solamente una
de las tres granjas a analizar (2) presentd un aumento progresivo de la positividad de los
animales; las otras dos granjas mostraron una ligera oscilacion de los resultados durante el

estudio, pero los valores obtenidos en la semana 14 y en la semana 18 fueron iguales.

Kit A
100
90
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70
60
50
40
30
20
10

% de cerdos seropositivos a L.
intracellularis

SEMANA 14 SEMANA 16 SEMANA 18

——GRANJA1 —GRANJA2 —GRANJA3

Figura 6. Porcentaje de cerdos seropositivos a Lawsonia intracellularis con el kit A en cada granja y en cada
visita
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Figura 7. Porcentaje de cerdos seropositivos a Lawsonia intracellularis con el kit B en cada granja y en cada
visita.

Los resultados obtenidos para ambos ELISAs sugieren como el kit A parece detectar mejor la
seroconversion de los animales, ya que, con este kit, el aumento progresivo de la positividad fue
detectable en dos de tres granjas, mientras que con el kit B este hecho solo se observé en una
granja. Por tanto, en el caso de querer realizar un estudio longitudinal frente a Lawsonia
intracellularis, la técnica de eleccion pareceria ser el ELISA competitivo, ya que parece
permitir una mejor deteccion de la seroconversion de los animales.

Por otro lado, observando el porcentaje de animales positivos a Lawsonia intracellularis con
ambos Kits de ELISA en los tres cebaderos y en las tres visitas de muestreo, se puede sospechar
que la infeccion de los animales por esta bacteria proviene desde antes de la entrada de los
animales al cebadero. Estas sospechas estan fundamentadas principalmente en la presencia de
animales seropositivos en el primer muestreo a las 14 semanas de vida, lo que indica que los
animales ya habian seroconvertido con anterioridad a la entrada en el cebadero. Esto puede ser
debido a la existencia de un nivel basal de infeccion endémica en la granja de origen, y por tanto
que la infeccidon de los animales se produjese en esta granja de madres, que es el origen comin
de los animales que se analizaron. Sin embargo, si esto ocurriese asi, cabria esperar que la
dindmica de la infeccion fuese muy similar entre las tres explotaciones, lo que no concuerda
exactamente con nuestros resultados. Por otro lado, los animales en el primer muestreo que se le
realizo, presentaban una edad de 14 semanas de vida. En relacion con esto, Resende et al.
(2015) indican que la susceptibilidad de los lechones a la infeccion comienzaa las seis semanas,

31



mientras que en cerdos menores a cinco semanas los anticuerpos detectados suelen corresponder
con anticuerpos maternales, por lo que los anticuerpos detectados en los animales analizados en
este estudio no se corresponderian con anticuerpos maternales si no con los generados en

respuesta a una infeccion natural.

Por otro lado, si el nivel de exposicion en origen es el mismo para todos los animales, pero en
los cebaderos la dinamica seroldgica es diferente tal como sucede en este trabajo, es muy
posible que la diferencia se deba a condicionantes intrinsecos de cada cebadero. Uno de estos
principales condicionantes puede ser una deficiente limpieza y desinfeccion entre lotes
continuos de lechones en el cebadero, pudiendo estar el lote anterior con un elevado nivel de
infeccion y por tanto un elevado nivel de contaminacion en el medio, y que la bacteria no se
pudiera eliminar en su totalidad debido a su gran resistencia ambiental, contagiando asi a los
siguientes lotes desde el inicio.

Una vez infectados los animales en la explotacion, lo més probable que ocurra, es que estos
transmitan la infeccién a sus compafieros y vaya aumentando el porcentaje de animales
seropositivos, a medida que el tiempo avanza, como se puede ver en alguno de los cebaderos en
estudio y especialmente con el ELISA de competicion. Esta transmision es normalmente debida
a multiples factores de riesgo como el encontrarse en un alojamiento colectivo con 15 cerdos
maés; el empleo de las mismas instalaciones para positivos y negativos; la realizacion de un
protocolo inadecuado de limpieza y desinfeccion de las superficies en contacto con las
deyecciones de los animales infectados; o la presencia de roedores que transmitan la infeccion a
traves de sus heces desde los animales positivos hacia los negativos.

De manera similar a lo observado en la comparacion estadistica realizada entre ambos ELISASs,
en las figuras 6 y 7 se puede también observar como difieren los resultados obtenidos para cada
granja y cada visita de muestreo. Por ejemplo, se puede observar como la dinamica de la
infeccién obtenida utilizando el kit B en la granja 1 refleja un descenso de la prevalencia en la
segunda visita a la semana 16 de vida, para luego aumentar y volver a los niveles iniciales en el
ultimo muestreo. Algo similar sucede también con la granja 3 con el kit B entre las semanas 16
y 18 de vida, y con la granja 2 para el kit A entre las semanas 12 y 14. La epidemiologia de esta
enfermedad nos indica que la seropositividad durante un brote se mantiene o0 aumenta, pero en
ningln caso que debiera bajar. Esto puede explicarse debido a que si las muestras tomadas son
de un numero reducido de animales, la precision del muestreo no es la idonea, y por tanto
pueden aparecer asi los resultados discordantes que se obtuvieron en este estudio. Hay que decir
que para este estudio no se realizO un muestreo representativo de cada granja debido a
condicionantes econdémicos, y por tanto la informacion que nos aportan los resultados obtenidos

son limitados y pueden no reflejar completamente como se comporta la respuesta serologica a la
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infeccion en la poblacion. Esta cuestion es tambien una de las limitaciones presentadas por este
trabajo, ya que para para poder valorar de manera precisa este comportamiento el nimero de
muestras tomadas para analizar (n) es posiblemente insuficiente. No obstante, esta limitacién no
entra en conflicto con lo observado en el andlisis estadistico del acuerdo entre ambos ELISAs,
que representaria también un importante inconveniente para el estudio de la dindmica serolégica

de la infeccidn
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8. CONCLUSIONES:

Tras la exposicion de los resultados obtenidos en este Trabajo Fin de Grado y la discusion

realizada al respecto, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1°.

2°,

3°.

La comparacion realizada entre el ELISA de competicion y el ELISA indirecto
estudiados para la clasificacion sanitaria de animales con respecto a la seropositividad
frente a Lawsonia intracellularis revelan que el acuerdo observado entre ambas técnicas
es muy deficiente.

La falta de contraste de las pruebas ELISA estudiadas con una técnica de referencia
imposibilita saber de una manera precisa y objetiva cual de estas técnicas presenta una
mayor validez diagnostica para el estudio seroldgico de animales con respecto a esta
infeccion.

Los resultados de la monitorizacion serologica de la infeccion por Lawsonia
intracellularis en tres cebaderos con animales de un mismo origen sugiere que
posiblemente el ELISA de competicién pueda ser mas util para este objetivo en
comparacion con el ELISA indirecto, si bien seria necesario corroborar esta hipotesis
mediante la realizacion de un muestreo representativo que aumente la precision de los

resultados.
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