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|- ABREVIATURAS

-Agar triptona-soja (TSA)

-CircoVirus Porcino tipo 2 (PCV2)
-Coronavirus Respiratorio Porcino (PRCV)
-Cromogranina A (CgA)

-Diéxido de carbono (CO,)

-Lipocalina asociada a gelatinasa de neutrdfilos (NGAL)
-Mililitros (ml)

-Nanogramos (ng)

-Partes por millon (ppm)

-Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC)
-Presion parcial de oxigeno (PO,)

-Sulfuro de hidrégeno (H,S)

-Vasostatina | (VST 1)

-Virus de la Influenza A porcina (swlAV)

-Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV)

Il- RESUMEN/ABSTRACT

RESUMEN

El estudio se centrd en investigar la influencia del estrés y la contaminacién ambiental en la
patologia respiratoria porcina, evaluando tratamientos alternativos en una explotacién porcina con
dos naves: una experimental con reduccién de amoniaco y otra control. Contrario a la hipdtesis
inicial, la nave experimental mostrd una mayor presencia de microorganismos, tanto patdgenos
como ambientales, posiblemente debido a efectos secundarios del tratamiento o contaminacién
cruzada. La identificaciéon de microorganismos mediante el sistema VITEK reveld algunas dificultades
técnicas con las muestras. No se encontraron diferencias significativas en la presencia de patégenos
especificos entre las naves. Los niveles de cortisol y NGAL fueron inesperadamente mas altos en la
nave experimental, mientras que los niveles de cromogranina A fueron menores, contradiciendo la
expectativa de reduccidn de estrés. Se destacaron limitaciones en la deteccién de muestras para los
marcadores de estrés. Los analisis estadisticos no confirmaron diferencias significativas en los niveles
de estrés entre las poblaciones estudiadas. Se sugiere profundizar en el analisis de las condiciones
ambientales y factores adicionales que puedan influir en los resultados. El estudio subraya la

complejidad del manejo del estrés y la microbiota en la industria porcina, proponiendo mejorar las



estrategias de manejo y bienestar animal en futuras investigaciones para optimizar la salud y

rendimiento de los animales en explotaciones porcinas.

ABSTRACT

The study focused on investigating the influence of stress and environmental contamination on
swine respiratory pathology by evaluating alternative treatments in a pig farm with two houses: an
experimental house with ammonia reduction and a control house. Contrary to the initial hypothesis,
the experimental house showed a higher presence of microorganisms, both pathogenic and
environmental, possibly due to side effects of the treatment or cross-contamination. The
identification of microorganisms using the VITEK system revealed some technical difficulties with the
samples. No significant differences in the presence of specific pathogens were found between the
houses. Cortisol and NGAL levels were unexpectedly higher in the experimental barn, while
Chromogranin A levels were lower, contradicting the expectation of stress reduction. Limitations in
sample detection for stress markers were highlighted. Statistical analyses did not confirm significant
differences in stress levels between the populations studied. Further analysis of environmental
conditions and additional factors that may influence the results is suggested. The study highlights
the complexity of stress and microbiota management in the swine industry, proposing improved
management and animal welfare strategies in future research to optimize animal health and

performance in swine operations.

Il- INTRODUCCION

En este capitulo se presenta el marco tedrico que fundamenta el trabajo, en el cual se aborda, a
través de la literatura existente en relacién a los principales agentes causantes de patologia
respiratoria en porcino de cebo, la relacidn existente entre los factores de manejo y la patologia
respiratoria y la relacién entre los factores ambientales y la medicidon de diferentes biomarcadores

en los cerdos que indican la presencia de estrés.

lll.1- Patologia respiratoria en porcino de cebo

Las afecciones respiratorias en porcino de preengorde, especialmente en su variante crénica,
representan uno de los principales desafios en la cria de cerdos. Estas ocasionan considerables
pérdidas econdmicas debido a la reduccidn de la ganancia media diaria y la eficiencia en la

conversion alimenticia (Gutiérrez y Alonso, 2004).



Las coinfecciones por varios agentes patégenos son mas comunes en explotaciones porcinas que las
infecciones individuales. Se emplea el término "Porcine Respiratory Disease Complex" (PRDC) para
describir este fendmeno (Saade et al., 2020). El PRDC tiene una naturaleza polimicrobiana, surgida a
raiz de una infeccién que involucra diversas combinaciones de patégenos respiratorios tanto
primarios como secundarios. Al tratarse de una enfermedad multifactorial, diversos elementos como
las condiciones ambientales, el tamafo poblacional (relacionado con el estrés), las estrategias de
gestion y factores especificos relacionados con los cerdos, como la edad y la genética, juegan un

papel esencial (Opriessnig et al., 2011).

lll.1.1- Principales bacterias causantes de patologia respiratoria

Las bacterias que causan patologia respiratoria en el ganado porcino de cebo de forma primaria son
Actinobacillus pleuropneumoniae y Mycoplasma hyopneumoniae. De forma secundaria pueden
infectarse por bacterias como Bordetella bronchiseptica (Saade et al., 2020), Pasteurella multocida
(Opriessnig et al., 2011), Glasserella parasuis (Liu et al., 2017) y Streptococcus suis (Obradovic et al.,

2021).

11l.1.1.1- Mycoplasma hyopneumoniae

M. hyopneumoniae es el agente causal de la enfermedad llamada neumonia enzodtica porcina. Las
infecciones ocasionadas por esta bacteria son frecuentes en todo el mundo. La infeccidon que causa
ocasiona un deterioro del epitelio del tracto respiratorio, que puede ser provocado de manera
directa, causado por la propia citotoxicidad bacteriana, o de manera indirecta, al desencadenar una

intensa y perjudicial respuesta inflamatoria (Leal Zimmer et al., 2020).

La principal via de transmisién de M. hyopneumoniae es por contacto directo, como el contacto nariz
a nariz entre cerdos infectados y susceptibles. También puede ocurrir la transmisién de madres

infectadas a sus crias (Garza-Moreno et al., 2018).

M. hyopneumoniae es una de las principales bacterias que participan en el PRDC. La lesiéon
macroscopica que presenta el ganado porcino tras la infeccién es una consolidacién pulmonar
craneoventral, de caracter crénico, la cual con mayor frecuencia es bilateral en los Iébulos apicales,

accesorios, intermedio y zona craneal de los diafragmaticos (Garcia-Morante et al., 2015).

I.1.1.2- Glasserella parasuis



G. parasuis, llamada hasta hace unos afios Haemophilus parasuis (Mahmmod et al., 2020), es la
bacteria causante de la enfermedad de Glasser, la cual causa una infeccion colonizando el tracto

respiratorio superior (Macedo et al., 2015).

G. parasuis presenta una mayor prevalencia en la etapa postdestete. Un estudio realizado en 2022
demostré que la vacunacion de las cerdas ayuda a disminuir la presencia de esta bacteria en la
microbiota nasal de los lechones (Blanco-Fuertes et al., 2022). Las lesiones macroscdpicas que
caracterizan a esta enfermedad son la presencia de una poliserositis fibrinosa acompafnada de
meningitis y artritis (Oliveira y Pijoan, 2004). Frecuentemente se aisla de lesiones neumanicas, tanto

de lesiones agudas como crdnicas, aunque en asociacion con otras bacterias (Olvera et al., 2006).

111.1.1.3- Bordetella bronchiseptica y Pasteurella multocida

P. multocida en asociacidon o no con B. bronchiseptica puede causar una enfermedad llamada rinitis
atréfica progresiva porcina, siendo un problema a nivel de rebafio (Pedersen y Barfod, 1981). B.
bronchiseptica, de forma individual, causa la rinitis atréfica no progresiva, que afecta a pocos
animales. Ambas formas aparecen principalmente en cerdos jovenes de seis a doce semanas. Las
lesiones se caracterizan por afectar a los cornetes nasales, con atrofia de los mismos (Gutiérrez
Hernandez et al., 2013). En la presentacidon mas grave de la enfermedad se puede apreciar el hocico
deformado e incluso acortado. La patogénesis radica en la capacidad de los osteoclastos de
estimular la resorcion o6sea de los cornetes y/o en la inhibicion de la diferenciacion de los

osteoblastos (Horiguchi, 2012).

B. bronchiseptica puede actuar como patdgeno primario en lactantes, provocando una neumonia
fibrino-necrética o, como secundario, en animales de cebo asociado de bronconeumonias catarrales.
Por otra parte, P. multocida puede aislarse de neumonias agudas o crénicas y es la principal bacteria

aislada en neumonias de animales sacrificados en el matadero (Pedersen y Barfod, 1981).

11.1.1.4- Actinobacillus pleuropneumoniae

A. pleuropneumoniae es una bacteria que afecta al tracto respiratorio pudiendo causar una
enfermedad llamada pleuroneumonia porcina, la cual causa grandes pérdidas econémicas. La
variante aguda de la enfermedad presenta una alta letalidad a causa de una dificultad respiratoria

grave (Sassu et al., 2018).



Las lesiones asociadas a la infeccidon por A. pleuropneumoniae se corresponden con una neumonia
fibrino-hemorragica a fibrino-necrética, uni o bilateral, localizada en las zonas dorsales de los I6bulos

diafragmaticos y acompanandose de pleuritis fibrinosa (Papatsiros et al., 2023).

111.1.1.5- Streptococcus suis

Streptococcus suis es una bacteria capaz de afectar de forma significativa a los lechones destetados.
S. suis es un habitante normal del tracto respiratorio superior. La presencia de cepas
potencialmente virulentas por si sola no garantiza la aparicion de signos clinicos. La coinfeccion con
otros patégenos virales y bacterianos puede influir en la gravedad de las enfermedades asociadas a

S. suis (Obradovic et al., 2021).

S. suis es un patdégeno presente a nivel mundial. Tanto en el hombre como en los cerdos puede
cursar con septicemia, neumonia, artritis, endocarditis y meningitis (Haas y Grenier, 2018). S. suis
tiene varios serotipos, algunos de los cuales son zoonéticos, pudiendo causar meningitis purulenta,
especialmente en personas que estan expuestas al contacto con cerdos y/o carne de cerdo

(Hlebowicz et al., 2019).

111.1.2- Principales virus causantes de patologia respiratoria

Los virus son considerados como patégenos primarios y favorecen habitualmente la colonizacion
secundaria de bacterias oportunistas. Los agentes aislados mds frecuentemente son el virus del
Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV), el virus de la Influenza A porcina (swlAV), el
Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2) (Saade et al., 2020) y el Coronavirus Respiratorio Porcino (PRCV)
(Brockmeier et al., 2007).

111.1.2.1- Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino

El PRRSV es un virus RNA, perteneciente a la familia Arteriviridae con tropismo por los macréfagos
alveolares (Meulenberg, 2000). La enfermedad producida por este virus causa grandes pérdidas
econdmicas en explotaciones porcinas de todo el mundo y se caracteriza por generar complicaciones
respiratorias en los cerdos en fase de crecimiento y problemas reproductivos en las cerdas (Ruedas-
Torres et al., 2021). Una cepa que actualmente preocupa en Espafia es la llamada cepa Rosalia, la
cual ocasiond en el 2022, grandes pérdidas en el sector porcino. Una de las hipdtesis que se esta
valorando actualmente sobre la introduccidn de la cepa Rosalia en nuestro pais es la importacion de
lechones desde paises externos, ya que esta cepa es filogenéticamente similar a las cepas de Italia y

Holanda. Esta cepa fue detectada en Espaia por primera vez en el afio 2020 (Accensi et al., 2023).



111.1.2.2- Virus de la Influenza A porcina
Antes de profundizar acerca del swlAV, es conveniente mencionar a los llamados influenzavirus, los
cuales afectan a varios animales vertebrados. Dentro del grupo de los influenzavirus hay algunos que

son zoondticos, en concreto los que van acompafiados por las letras A, By C (Hutchinson, 2018).

El swlAW es capaz de transmitirse de cerdos a humanos. Ademads, es un virus que se encuentra
extendido por todo el mundo lo cual sigue dificultando su control y la creacién de vacunas eficaces
(Ma, 2020). El Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades informd, en enero
del 2020, que las autoridades espafiolas notificaron un posible caso de infeccion humana por el virus
de la gripe porcina en un trabajador de una granja de Cataluia, el cual fue posteriormente
confirmado. El trabajador se recuperé completamente y no se detectaron mas casos (Villalvilla,

2024).

Un estudio basado en la toma de muestras de saliva en lechones, previo al destete demostré que los
lechones se pueden infectar del swlAW sin mostrar sintomas evidentes o visibles, pasando
desapercibida la infeccion (Panyasing et al., 2014). En otro estudio realizado en 2012 se observé que
el virus no causaba casi mortalidad en cerdos cuando no habia coinfecciones y/o estrés ambiental

asociado, también que el virus se transmitia de forma horizontal (Williamson et al., 2012).

Aungue es un virus que puede pasar desapercibido sin dar sintomas, también puede mostrar clinica.
En lechones destetados y en crecimiento puede dar algunos de los siguientes sintomas: se acuestan
repentinamente, tienen dificultad para respirar, presentan tos severa o sintomas inespecificos
similares. Lesionalmente, la influenza porcina se caracteriza por una bronconeumonia intersticial
caracterizada por atelectasia, moderada consolidacion pulmonar de distribucion lobulillar e

infiltrado intersticial (Pig333., no date).

111.1.2.3- Circovirus porcino tipo Il

El PCV2 tiene tropismo por el tejido linfoide, causando una inmunosupresiéon y camuflandose del
sistema inmune. Este virus habita en las células del sistema inmune del hospedador una vez es
alcanzado, que pueden ser las células dendriticas o los macrdfagos, modulando su funcionamiento

(Meng, 2013).



El PCV2 es capaz de afectar a cerdos en fase de crecimiento. El PCV2 puede encontrarse en el semen
de verracos infectados, los cuales al montar a la hembra o cuando la hembra es inseminada con el
semen de dichos verracos, la infectan, infectando esta de forma vertical al feto. A causa de la
transmision vertical aumenta el nimero de lechones no viables y de fetos momificados. Sin
embargo, los lechones que nacen infectados por la transmisién vertical de la enfermedad no suelen
mostrar signos clinicos, aunque tienen un periodo de viremia en el cual pueden infectar al resto de la

explotacién de manera horizontal (Madson y Opriessnig, 2011).

La infeccion por el PCV2 se relaciona con varios sindromes en porcino, como el sindrome de
desmedro posdestete, el sindrome de dermatitis y nefropatia porcina, ademds de trastornos
digestivos, respiratorios y reproductivos (Segalés, 2012). A nivel respiratorio, produce una neumonia
intersticial, asociandose también con una forma especial de neumonia denominada neumonia

necrotizante y fibrosante (Szeredi et al., 2012).

111.1.2.4- Coronavirus porcino

Actualmente se conocen seis coronavirus que pueden infectar al cerdo, siendo uno de ellos el PRCV
(Turlewicz-Podbielska y Pomorska-Modl, 2021). Se realizdé un modelo experimental de coinfeccion con
B. bronchiseptica y PRCV en el que se observé que las lesiones pulmonares macroscopicas e
histopatoldgicas fueron mas graves en el grupo coinfectado en comparacion con los grupos
infectados con B. bronchiseptica o PRCV solo (Brockmeier et al., 2007). El PRCV por si solo, sin

presencia de coinfecciones causa una infeccion subclinica (Laude et al., 1993).

111.1.3- Micosis oportunistas con tropismo respiratorio

Las infecciones fungicas pueden ser primarias u oportunistas. Las infecciones oportunistas se
aprovechan de factores predisponentes (Szalk y Prinz, 1991). Algunos hongos pueden colonizar el
pulmén de los cerdos, provocando una neumonia y generando pérdidas econdmicas en las
explotaciones. Se han aislado varias especies de hongos en neumonias porcinas, tales como hongos
de la familia Pneumocystis, asocidandose a neumonias intersticiales y o broncointersticiales. Estas
lesiones se han observado en lechones destetados, demostrandose una participacion activa en la
transmision horizontal de la micosis (Sanches et al., 2007). Aspergillus fumigatus también tiene la
capacidad de actuar como oportunista en el pulmdn de los suidos. Las células inmunitarias de la
mucosa pulmonar juegan un papel muy importante en este tipo de infecciones ya que de ellas

depende que se propaguen o no (Schmidt et al., 2020).
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111.1.4- Parasitosis respiratoria

Uno de los principales parasitos que causa patologia respiratoria en el ganado porcino pertenece a la
familia Ascarididae. Los parasitos de esta familia son nematodos pulmonares que estan bastante
extendidos en el ganado porcino y también pueden afectar a la especie humana (Dold y Holland,

2011).

La infeccidn por Ascaris suum es frecuente en cerdos destetados y engordados y reducen el valor de
la canal. Lo ideal para prevenir el pardsito es aplicar medidas higiénicas en la etapa de parto y cria de

lechones (Joachim y Daugschies, 2000).

11l.2- Relacion entre la patologia respiratoria y el manejo

El estrés puede causar un estado de inmunosupresion, haciendo que un hospedador sea mas
propenso a desarrollar infecciones (van Dixhoorn et al.,, 2016). Dentro del manejo del ganado
porcino, hay algunos factores importantes a considerar dado que pueden contribuir a la
diseminacion de enfermedades respiratorias (Elbers et al., 1992). Algunos de estos factores son el
enriquecimiento de los corrales (van Dixhoorn et al., 2016), la densidad y ubicacion de las granjas

(Jaraetal., 2021) o el efecto de la ventilacidon (Boehme et al., 2019).

111.2.1- Efecto del enriquecimiento de los corrales en la patologia respiratoria

Estd demostrado que un buen enriquecimiento ambiental, teniendo en cuenta factores como por
ejemplo los sistemas de drenaje o el tipo de suelo, permite aumentar el bienestar animal. Este
suceso estd asociado a una reduccién del estrés. La paja se considera uno de los tipos de suelo mas

adecuados para fomentar el bienestar (Morgan y Raz, 2019).

Un estudio reciente (van Dixhoorn et al., 2016) evalud la relacion entre las condiciones de manejo y
la susceptibilidad de contraer una enfermedad. Se valoré la susceptibilidad a la enfermedad en dos
tipos de corrales, uno de ellos enriquecido y el otro no, en los que se inocularon dos patégenos (A.
pleuropneumoniae y PRRSV) durante el experimento. El corral enriquecido disponia de virutas de
madera, 1kg de paja, 160 litros de turba himeda, ramas de escoba y sacos de yute. Ademas, se
reponia la paja y las virutas de madera todos los dias y se volvian a afiadir ramas de escoba de
madera, sacos de yute y 20 L de turba todas las semanas. Por otra parte, tanto el corral enriquecido
como el no enriquecido disponian de las mismas condiciones de temperatura, ambos disponian de

dos bebederos, uno para los lechones y otro para las cerdas y en ambos se retiraban diariamente las

11



heces. La conclusién del estudio fue que el enriquecimiento de los corrales habia influido de manera

positiva en la respuesta inmunoldgica de los cerdos (van Dixhoorn et al., 2016).

Por otra parte, en 2017, Casal et al., investigaron el efecto de diversos tipos de enriquecimiento
ambiental y la suplementaciéon con compuestos vegetales en los biomarcadores fisioldgicos de
estrés, tanto agudo como crdnico. Entre estos, se cuantificaron el cortisol y la cromogranina A. El
estudio se realizd con cerdos jovenes en crecimiento, demostrandose que suministrar materiales
para el enriquecimiento o algiin compuesto herbal disminuye los niveles de estrés en los cerdos en

crecimiento (Casal et al., 2017).

La mordedura de cola entre cerdos, es decir, la caudofagia, es un fendmeno bastante comun en
porcino de cebo. Los animales se muerden las colas haciéndose heridas que les generan dolor, lo
que, consecuentemente aumenta el estrés de los animales. Este fendmeno se puede reducir
mediante el enriquecimiento ambiental, por ejemplo, proporciondndoles cuerdas para que las

muerdan (D'Eath et al., 2014).

111.2.2- Efecto de la densidad y ubicacion de las granjas en la patologia respiratoria

Un estudio realizado en el afio 2021 (Jara et al., 2021) demostré que la densidad de cerdos en las
explotaciones y la ubicacion de las granjas pueden contribuir a la transmisién del PRRSV. En este
estudio los resultados indican que las explotaciones que estaban ubicadas préximas a carreteras
principales (de 0,5 a 0,7km de éstas) y con densidades de entre 500 y 1000 cerdos/km? tienen mas
probabilidad de infectarse con el virus del PRRS. Sin embargo, aquellas explotaciones mas alejadas y
ubicadas alrededor de una abundante cantidad de vegetacion tienen menos probabilidad de ser
infectadas por este virus (Jara et al., 2021). Ademas, la caudofagia, aunque tiene un origen

multifactorial, puede ser favorecida por las altas densidades ganaderas (Sonoda et al., 2013).

111.2.3- Efecto de la ventilacidn de las granjas en la patologia respiratoria

Se conoce que la ventilacion mecanica puede causar inflamacion pulmonar. En 2019 se realizé un
estudio para comprobar si los mecanismos no mecanicos del ventilador (como las oscilaciones de la
presion parcial de oxigeno (PO,)) también contribuyen a dichas afeccién y sus efectos sobre el
sistema respiratorio del ganado porcino. En conclusién, los autores demostraron que los

mecanismos no mecanicos también producen inflamacidn pulmonar (Boehme et al., 2019).
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Una buena ventilacién ayuda a mejorar la calidad del aire. Una mala calidad puede ser un factor
predisponente en la conducta de caudofagia de los cerdos, ademas de afectar negativamente a su

nivel de estrés (Sonoda et al., 2013).

111.3- Relacion entre la patologia respiratoria y el ambiente

La existencia de unas condiciones ambientales exigentes, como las descritas en esta seccién, pueden
causar estrés y éste, a su vez, es capaz de inducir inmunodepresion en el animal, favoreciendo la
aparicion de enfermedades infecciosas (van Dixhoorn et al., 2016). En las explotaciones porcinas
existen algunos factores ambientales importantes a considerar, que pueden contribuir a aumentar la
susceptibilidad de los animales a contraer enfermedades respiratorias. Algunos de estos factores son
la cantidad de amoniaco en el ambiente (Hamilton et al., 1996), el porcentaje de CO, (Schneberger
et al., 2015), el efecto del sulfuro de hidrégeno (H,S) (Santana et al., 2021) o el efecto del polvo
ambiental (McClendon et al., 2015).

111.3.1- Efecto del amoniaco ambiental en la patologia respiratoria

El amoniaco es un gas presente en las explotaciones porcinas debido a la degradacién microbiana de
sus excrementos y las altas concentraciones se deben habitualmente a altas densidades de
poblacién (Donham, 1991). Es un gas perjudicial capaz de causar estrés oxidativo en los pulmones de

los animales (Li et al., 2023).

En 1996, se hizo un estudio experimental sobre el efecto del amoniaco en lechones tras una semana
postdestete (Hamilton et al., 1996). Los animales se dividieron en grupos y fueron expuestos a
diferentes partes por millén (ppm) de amoniaco. Tras una semana de exposicion se inoculd a todos
los grupos con la misma dosis de P. multocida tipo D. A las 4 semanas todos los lechones fueron
sacrificados para observar el grado de rinitis atréfica (deformacion de los cornetes nasales) que
presentaban. La gravedad de las lesiones de la rinitis atrdfica fue maxima a 10 ppm de amoniaco
(siendo también mayor a 5 ppm que a 0 ppm). Sin embargo, a partir de 25 ppm el efecto fue
disminuyendo. En este estudio se observd que el nimero de bacterias de P. multocida presentes en
los cornetes estaba relacionado con la gravedad de las lesiones y que, a mayor concentracion de
amoniaco, mas facilidad tenia P. multocida para sobrevivir y crecer en el tracto respiratorio de los
lechones. Otro hallazgo observado en el estudio fue que, incluso en ausencia de B. bronchiseptica o
de P. multocida, aquellos lechones que habian estado expuestos a 10 ppm de amoniaco o mas,

presentaban una leve atrofia de los cornetes. Por ello, las concentraciones de amoniaco en 10 ppm o
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mas contribuyen a agravar las lesiones causadas por B. bronchiseptica y/o por P. multocida

(Hamilton et al., 1996).

111.3.2- Efecto del CO, ambiental en la patologia respiratoria

Estd demostrado que ciertos cambios en los niveles de CO, son capaces de afectar a las funciones
inmunorreguladoras del pulmén (Schneberger et al., 2015). Un estudio realizado en 2007 concluyé
que las células epiteliales alveolares, las cuales son responsables de la eliminacién de CO; en los
mamiferos, son altamente sensibles a la hipercapnia. Los niveles elevados de CO, deterioran la
funcién epitelial alveolar, independientemente del pH, lo cual es relevante en cerdos con

enfermedades pulmonares e intercambio gaseoso alterado (Briva et al., 2007).

111.3.3- Efecto del sulfuro de hidrogeno ambiental en la patologia respiratoria

La presencia de H,S se debe a la descomposicidn del estiércol y es comun en las granjas de porcino
de cebo. El H,S tiene la capacidad de provocar una irritacion del tracto respiratorio. Un estudio
realizado en 2021 demostrd que la presencia de H,S ambiental aumenta la gravedad de las
infecciones causadas por el virus influenza (Santana et al., 2021). Sin embargo, no siempre tiene
porque actuar de manera perjudicial; estd demostrado que la administraciéon de H,S a modo de
agente terapéutico puede tener efecto antiinflamatorio ante una lesidon por isquemia-reperfusion,

un tipo de isquemia tisular que puede afectar a cualquier drgano (Sodha y Sellke, 2015).

111.3.4- Efecto del polvo ambiental en la patologia respiratoria

Una de las consecuencias que tienen las instalaciones de produccién intensiva en porcino es la
acumulacion de polvo, el cual puede contribuir a la aparicion y agravamiento de problemas
respiratorios en los animales, incluso en trabajadores (McClendon et al., 2015). Urbain et al. (1999)
demostraron que la inhalacidon de polvo era capaz de inducir inflamacién de las vias respiratorias
bronquiales, aunque no provocaba efectos perjudiciales en la mucosa nasal. Por otra parte, Hamilton
et al. (1999), demostraron que el polvo, al igual que el amoniaco en su forma gaseosa, era capaz de
agravar las lesiones de la rinitis atréfica porcina al facilitar que P. multocida colonice las vias

respiratorias superiores de los cerdos.

111.4- Biomarcadores de estrés en porcino
Existen varias moléculas que se empiezan a secretar por encima de sus valores normales en
presencia de estimulos estresantes y que, por tanto, podemos utilizarlas para medir el nivel de

estrés que sufren los cerdos. Algunas de éstas son el cortisol (Prims et al., 2019) o la cromogranina A
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(CgA) (Escribano, 2014). Se ha demostrado que el efecto de una elevada concentracién de cortisol en
cerdas en gestacion puede tener consecuencias sobre la fisiologia de los lechones, pudiendo causar
efectos como un menor peso en el nacimiento (Kranendonk et al., 2006). Otro de los efectos que
puede tener el estrés en las cerdas gestantes es la repercusion en el sistema inmunolégico de los
lechones, afectando a su capacidad para hacer frente de manera eficaz a las infecciones que pueden

adquirir durante sus primeras semanas de vida (Couret et al., 2009).

Los biomarcadores pueden reflejar el estrés crénico o el estrés agudo, siendo un aspecto muy
importante la facilidad en la toma de muestras para su determinacidn, que evite situaciones
estresantes adicionales. Algunos de estos marcadores pueden determinarse en muestras de saliva,
evitando el estrés por el manejo en la toma de suero. El cortisol, por ejemplo, es un buen marcador
de estrés cronico en lechones y puede medirse facilmente en saliva (Prims et al., 2019). Por otra
parte, la CgA es una molécula que puede ser cuantificada también en la saliva de los cerdos, siendo
un marcador de estrés agudo (Escribano, 2014; Huang et al., 2017) o cronico (Casal et al., 2017). No
obstante, se ha sugerido que la mejor manera de evaluar el estrés podria ser la medicidn simultanea
de varios biomarcadores salivares, que reflejen los diversos sistemas involucrados en su mecanismo

(Escribano et al., 2015).

En 1995 se llevd a cabo un estudio en el cual se observé cdmo los niveles de cortisol afectan a la
respuesta a un alérgeno. Se conoce que el cortisol aumenta ante un agente estresante. Para la
realizacion del estudio se utilizd un medicamento llamado metirapona, el cual reduce los niveles de
cortisol. Tras la realizacién del modelo experimental, se observé que los cerdos con niveles bajos de
cortisol desarrollaron una obstruccién en las vias respiratorias varias horas después de la exposicion
al alérgeno. Esto sugiere que el cortisol tiene un papel importante en la regulacién de la inflamacion

en las vias respiratorias (Fornhem et al., 1995).

La cromogranina A (CgA) es un marcador importante en tumores neuroendocrinos, como los
carcinoides pulmonares. Un estudio realizado en 1999 investigd la inmunorreactividad (IR) a la
vasostatina | (VST I), un péptido derivado de CgA, en carcinoides pulmonares. Se observé que la
mayoria de los tumores carcinoides pulmonares mostraron inmunorreactividad positiva para VST |,
mientras que los carcinoides pulmonares asociados con sintomas de enrojecimiento fueron
inmunonegativos para VST I. Estos hallazgos sugieren que la expresion de VST | puede ser relevante
para la identificacidn y caracterizacion de carcinoides pulmonares, ofreciendo pistas sobre la biologia

y la respuesta clinica de estos tumores en el sistema respiratorio (Cunningham et al., 1999).
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1.5 Biomarcador NGAL como indicador de inflamacién en porcino

Ademads de biomarcadores de estrés, existen marcadores inflamatorios, que pueden evidenciar
procesos inflamatorios, como los ocurridos en la patologia respiratoria. La molécula NGAL
(Lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos) se utiliza con caracter general como biomarcador
renal (Duan et al., 2015). Sin embargo, es una molécula que recientemente ha sido reconocida como
un participante clave en cémo el cuerpo responde a la inflamacidn. Su papel principal parece estar
en la regulacion del manejo corporal del hierro durante los estados inflamatorios. En otras palabras,
NGAL ayuda a controlar como se distribuye y se utiliza el hierro en el cuerpo cuando hay

inflamacién, lo que puede tener implicaciones importantes en la salud y la respuesta del sistema

inmunoldgico a las enfermedades (Xiao et al., 2017).

En 2013 se llevd a cabo un estudio que concluyd que la molécula NGAL desempefia un papel crucial
en la respuesta del huésped frente a la infeccién por Chlamydia pneumoniae, un patdgeno
intracelular que requiere hierro para su replicacién, el cual es capaz de causar problemas
respiratorios en cerdos. Como ya ha sido mencionado, la NGAL limita la disponibilidad de hierro al
unirse a siderdforos bacterianos, lo cual inhibe el crecimiento y la patogenicidad de las bacterias. En
el estudio se observd que los macrdfagos deficientes en NGAL mostraron un aumento significativo
en el crecimiento de C. pneumoniae, especialmente cuando se estimulé con hierro adicional. Por
otro lado, la adicién de NGAL recombinante redujo el crecimiento bacteriano en macréfagos
infectados. Ademas, se observd que los macrdfagos expresaron niveles mas altos de la citocina
antiinflamatoria Interleucina-10, la cual promueve la formacion de ferritina, una proteina de
almacenamiento de hierro. La mayor ferritina podria limitar ain mas el acceso de C. pneumoniae al
hierro intracelular. Por lo tanto, este estudio sugiere que NGAL no solo limita directamente la
disponibilidad de hierro para C. pneumoniae, sino que también modula la respuesta inmune del
huésped a través de la regulacién de IL-10 y ferritina, lo que influye en la capacidad del patégeno

para replicarse intracelularmente (Bellmann-Weiler et al., 2013).

IV. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La cria porcina es una actividad econdmica importante en muchas regiones del mundo, siendo
esencial garantizar tanto la salud de los animales como la rentabilidad de las explotaciones. Sin
embargo, el estrés y la contaminacién ambiental representan desafios que pueden impactar
negativamente en la salud respiratoria de los cerdos, aumentando la incidencia de ciertas

enfermedades, lo que a su vez conlleva pérdidas econémicas para los productores.
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La literatura cientifica ha destacado la estrecha relacién entre el estrés y la susceptibilidad a
enfermedades respiratorias en los cerdos. Por lo tanto, investigar la eficacia de tratamientos
alternativos para reducir el estrés, como la implementacién de medidas de enriquecimiento
ambiental o la aplicacién de técnicas de manejo mas adecuadas, se presenta como una estrategia
prometedora para mejorar el bienestar de los animales y reducir la incidencia de patologias

respiratorias.

Ademas, se ha observado que la implementacion de practicas que promueven el bienestar animal
puede tener efectos positivos en la productividad y rentabilidad de las explotaciones porcinas. Si se
logra demostrar que la reduccién del estrés mediante tratamientos alternativos estd asociada a una
disminucion de las enfermedades respiratorias en los cerdos, esto no solo mejoraria la salud y el
bienestar de los animales, sino que también podria traducirse en una reduccién de los costos de

produccién y en un aumento de la eficiencia productiva.

Por lo tanto, este estudio se justifica por su relevancia para mejorar el bienestar animal, reducir la
incidencia de patologias respiratorias y promover la sostenibilidad econdmica de la industria porcina.
Se pretende que los resultados obtenidos contribuyan a enriquecer el conocimiento cientifico en
este campo y puedan tener importantes implicaciones practicas para los productores porcinos y la

sociedad en general.

El objetivo general de este trabajo es valorar la relacidon existente entre el ambiente, el estrés y
ciertos patégenos respiratorios en una explotacién porcina de cebo. Se valorard a través del estudio
de la contaminacién bacteriana y fungica ambiental en dos naves de la explotacién y de la medicién
del grado de estrés en dichas naves a través de biomarcadores en saliva, con la finalidad de
comprobar si existe una relacion directa entre dichas variables. Las dos naves estan distribuidas en
forma de nave control y otra con tratamiento. El tratamiento, en fase experimental y suministrado
por una empresa externa, busca disminuir la presencia de amoniaco ambiental, lo cual,
hipotéticamente, reduciria el estrés de los animales y la incidencia de bacterias, hongos y levaduras

en la granja.
En este trabajo de fin de grado se han evaluado los datos y diferencias en funcién de los dos grupos.
Es decir, la empresa externa fue la encargada de asegurar y controlar las diferencias de amoniaco

ambiental en ambas naves y, en base a esta premisa, se hicieron las comparaciones.

Los objetivos especificos del trabajo son:
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e Identificar y cuantificar las bacterias, levaduras y hongos (ambientales y patdgenos)
presentes en el ambiente de cada nave.

e Evaluar la presencia de biomarcadores de estrés (cortisol y cromogranina A) e inflamatorios
(NGAL) en muestras de saliva.

e Comparar la poblacidn microbiana ambiental y los biomarcadores entre ambos grupos.

V. METODOLOGIA

El estudio realizado en este TFG se enmarca dentro de un proyecto multidisciplinar, una de cuyas
actividades pretende relacionar los niveles ambientales de amoniaco con los problemas
respiratorios, la carga bacteriana ambiental y el grado de bienestar de los animales, valorando el
estrés de los mismos, durante el periodo de cebo. Para la realizacién del mismo existen dos naves,
una experimental y la otra de control. Las naves son rectangulares y acogen, aproximadamente, a
unos 1000 lechones, divididos en corrales de unos 15 animales, durante todo el periodo de cebo. En
la nave tratamiento, uno de los grupos integrantes del proyecto se encarga de vigilar regularmente
el estado de las naves y de tomar las mediciones de amoniaco, tras la aplicacidon de un tratamiento
en el purin, el cual disminuye previsiblemente los niveles ambientales de amoniaco. La otra nave
permanece sin tratamiento y se utiliza como control. Para la realizacion del experimento, se partié
ya de una baja concentraciéon de amoniaco en la nave tratamiento, concretamente 0,895 ppm, para
posteriormente evaluar las diferencias entre dicha nave y la nave control. En la nave control se
partid también de una baja concentracion, 0,683 ppm. A mitad del periodo de cebo se realizd el
muestreo ambiental y se monitoreé la posible presencia de problemas respiratorios en ambas naves.
No obstante, este monitoreo se mantuvo durante todo el periodo de cebo. El estudio fue realizado
en invierno, durante el cual, en muchas regiones se observa una mayor incidencia de problemas
respiratorios debido a las bajas temperaturas y, ademds, suele haber mayor concentracién

ambiental de patégenos y particulas contaminantes.

Para la realizacidn del estudio de patdgenos ambientales se tomaron muestras de aire mediante un
aerocolector microbioldgico de aire (modelo MAS-100 Eco), en cinco puntos diferentes de ambas
naves. Concretamente, en zonas proximas a las cuatro esquinas y en el centro. Cada toma de
muestras se realizé durante 30 segundos, durante los cuales se recogieron 30 litros de aire por
muestra. Los medios de cultivo que fueron utilizados para tomar estas muestras fueron Agar-sangre
(BioAgar), MacConkey (Panreac Quimica S.L.U.) y Sabouraud Dextrosa Agar cloranfenicol (Panreac
Quimica S.L.U.). Las placas de agar sangre y MacConkey se mantuvieron a 37 °C durante 24 horas

antes de realizar la primera lectura, mientras que las de Sabouraud Dextrosa permanecieron siete
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dias en la estufa a 25 °C antes de la primera lectura. En las placas Sabouraud Dextrosa y MacConkey
se anoté la cantidad de colonias aisladas, mientras que para la valoraciéon de la densidad se utilizaron
los codigos + de 1 a 30 UFC, ++ de 31 a 300 UFC y +++ para recuentos mayores de 300 UFC entre

todas las placas que fueron positivas.

La identificacion bacteriana y de levaduras fue realizada a través de varios pasos. En primer lugar,
debido a que en cada una de las placas petri habian crecido varios tipos de microorganismos, se
realizd una descripciéon morfolégica y una resiembra en TSA (agar triptona-soja) (oxoid) de cada tipo
diferente de microorganismo crecido en cada placa. En segundo lugar, se realizé una suspension de
cada una de las colonias purificadas en medio TSA, en un portaobjetos y fijdndose a la llama con la
finalidad de realizar una tincién Gram. El protocolo a seguir para la tincion fue: bafiado del
portaobjetos en cristal violeta, 30 segundos de descanso y aclarado con agua, bafiado en lugol, 30
segundos de descanso y aclarado con agua, bafiado en alcohol acetona y lavado rapido con agua y
bafiado en fucsina diluida, 30 segundos de descanso y aclarado con agua. Tras la tincién Gram se
realizd una valoracién de la morfologia al microscopio dptico para determinar si se trataba de cocos,
bacilos o levaduras y una valoracion del color para clasificarlos en Gram + (color morado) o Gram-
(color rosa) (Figura 1). El ultimo paso fue la identificacién de bacterias y levaduras mediante el
sistema VITEK utilizando las mismas placas TSA que para la tincion Gram. La identificaciéon de los

hongos se realizé a través de su morfologia macroscdpica siempre que fuese posible.

v ¢

8 GRAM-NEGATIVE

-

Figura 1: ejemplo de diferenciaciéon entre bacterias Gram + y Gram + observadas en microscopio.

Fuente: (This One vs That One., s.f.)
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Por ultimo, una vez obtenidos los resultados del VITEK se procedid a clasificarlas en funcidn de si
pertenecian a la granja control o experimental, al lugar donde habian sido tomadas las muestras, al

medio de crecimiento utilizado y al tipo de bacterias y hongos identificados.

Para cuantificar el nivel de estrés y el posible efecto inflamatorio, se tomaron muestras de saliva en
30 animales de cada nave, en diferentes zonas de las mismas. Posteriormente, fueron utilizados para
obtener los valores de cortisol, de NGAL y de cromogranina A. La toma de muestras de saliva se
realizd utilizando Salivette (Sarstedt). El material absorbente fue colocado en la boca de los cerdos
durante un tiempo aproximado de un minuto y medio o dos. Los Salivette, cerrados
herméticamente, fueron trasladados al laboratorio inmediatamente, donde se centrifugaron a
40.000g, durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se trasladd a un tubo de 1.5 mL que se
mantuvo en congelacién a -80 °C hasta el analisis de los biomarcadores. La determinacién de los
mismos se realizd mediante reactivos comerciales, utilizando un ELISA para NGAL (My BioSource), un
ELISA para cromogranina A (My BioSource) y un analizador de inmunoensayo automatico frente al

cortisol (IMMULITE® 1000).

Para realizar el ajuste de la curva de NGAL y de cromogranina A, se utilizé el programa CurveExpert
1.4 para calcular y generar la férmula del ajuste a partir de los estandares. Con dicha férmula y con

las absorbancias observadas se calculd la concentracion final de cada muestra.

Una vez obtenidos los resultados de los ELISA y los del test de cortisol se procedié a comparar la
media de la nave que recibid el tratamiento con la media de la nave control utilizando la prueba t de
Student para ver si las dos poblaciones independientes mostraron diferencias significativas. Los

valores fuera del rango de los test fueron eliminados.

VI. RESULTADOS

Los resultados acerca del nimero total de bacterias, levaduras y hongos (que pueden ser tanto
patdgenos como ambientales) totales en funcion del lugar de la toma de muestras y del medio en el
gue cultivaron obtenidos en el muestreo de aire en ambas naves de la granja estan descritos en las

Tablas 1y 2.

Tabla 1: Recuento del nimero total de bacterias, levaduras y hongos en funcion de la zona de

recoleccion y del tipo de nave en la que fueron recogidas.
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Etiquetas de fila Cantidad control Cantidad experimental
Centro 35 17

Entrada derecha 58 33

Entrada izquierda 42 140

Salida derecha 58 72

Salida izquierda 52 54

Total general 245 316

Estas cantidades pertenecen Unicamente a los patdgenos aislados en los agares Macconkey y
Sabouraud (figura 2), ya que el Agar-sangre presentd una concentracion demasiado elevada en

ambas naves como para poder realizar un recuento.

Tabla 2: Recuento del nimero total de bacterias, levaduras y hongos en funcién del medio de cultivo

y del tipo de nave en que fueron recogidas.

Etiquetas de fila Suma de cantidad
Macconkey 69

Nave control 18

Nave experimental 51

Sabouraud 492

Nave control 227

Nave experimental 265

Total general 561

La mayor contribucién al total, sin tener en cuenta el Agar-sangre, se encuentra en las placas de

Sabouraud. En ambos casos, el recuento fue mayor en la nave control.

Por ultimo, en la tabla 3 se encuentran detallados los agentes identificados en ambas naves. Como

se puede observar, no existen diferencias aparentes entre la nave control y la nave experimental.
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Tabla 3: Bacterias, levaduras y hongos identificados con el VITEK en las naves control y experimental.
En negrita aparecen aquellas especies que se encuentran en ambas naves y en color gris los hongos y

levaduras.

Nave control Nave experimental

Acinetobacter Iwoffii

Citrobacter freundii

E. coli

+++ | Kocuria Rosea +++ | Kocuria Rosea

+ Pseudomonas luteola + Pseudomonas oryzihabitans
+++ | Staphylococcus hyicus +++ | Staphylococcus hyicus

+++ | Staphylococcus lentus +++ | Staphylococcus lentus

+++ | Staphylococcus sciuri

+++ | Staphylococcus pseudointermedius | +++ | Staphylococcus pseudointermedius

Figura 2: ejemplo de una de las placas de medio Sabouraud de la nave control en la que crecieron

hongos y levaduras y en una densidad que permitia el recuento. El semicirculo negruzco, en funcién
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de su identificacion morfoldgica, es probable que sea el hongo Aspergillus spp. Fuente: Elaboracidn

propia.

Los resultados acerca de los marcadores de estrés (cortisol y cromogranina A) y de inflamacidn
cronica (NGAL) obtenidos a partir de muestras salivares en ambas naves fueron los mencionados en

la tabla 4.

Tabla 4: Media (nanogramos (ng) / mililitro (ml)) de los biomarcadores de estrés (cortisol y

cromogranina A) y de inflamacion (NGAL) obtenidos de las muestras de saliva tomadas en ambas

naves.

Media Nave control Mayor/ Nave experimental
menor

Cortisol 9,72285714285714 < 11,6382142857143

Cromogranina A 291,980138583957 > 242,180773249364

NGAL 0,663354932207514 < 0,945759110509302

Como se puede observar en la tabla, la media de cortisol y de NGAL es mayor en la nave

experimental que en la nave control, al contrario de lo que ocurre con la cromogranina A.

Tabla 5: Media esperada (ng/ml) de los biomarcadores de estrés en una explotacion estandar de

cebo.
Biomarcadores Cortisol Cromogranina A NGAL
Media esperada 2.15 47.11 3.16

Como podemos observar en las Tablas 4 y 5, las concentraciones esperadas en una explotacion
estandar de cebo de cortisol y cromogranina A son menores a las obtenidas en las naves
experimental y control. Respecto a la media de concentracién de NGAL, se puede observar que la

esperada es superior a la obtenida en ambas naves.
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En base a los datos obtenidos de las diferentes moléculas se procedié a la realizacién de la prueba t
de Student para ver si las medias de cada nave mostraban diferencias significativas, detalladas en la

tabla 6

Tabla 6: Prueba t de Student para el cortisol, decision de rechazo o aceptacién de hipdtesis para

prueba t de Student en niveles de cortisol.

Parametro Valor
Valor estadistico t -1,01825434626907
P(T<t) (de dos colas) 0,313097639417508

-Valor critico de t (dos colas): 2,00487928818806

Limite establecido Mayor/menor Valor obtenido
0.05 > 0,313097639417508
2,00487928818806 < -1,01825434626907

El color rojo indica que no se cumplen las condiciones, por lo tanto, como el valor p(T<t) (de dos
colas) no es menor a 0.05 ni el valor critico de t (dos colas) es menor al valor estadistico t, no se
rechaza la hipdtesis nula de que las medias son iguales, esto quiere decir que no hay evidencia
suficiente para afirmar que existe una diferencia significativa en los niveles de cortisol en las dos

poblaciones.

Tabla 7: Prueba t de Student para la cromogranina A, decision de rechazo o aceptacidn de hipétesis

para prueba t de Student en niveles de cromogranina A.

Parametro Valor
Valor estadistico t 1,57224880354512
P(T<t) (de dos colas) 0,121332621441695

-Valor critico de t (dos colas): 2,00171748414524
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Limite establecido

Mayor/menor

Valor obtenido

0.05

0,121332621441695

2,00487928818806

1,57224880354512

El color rojo indica que no se cumplen las condiciones, por lo tanto, como el valor p(T<t) (de dos

colas) no es menor a 0.05 ni el valor critico de t (dos colas) es menor al valor estadistico t, no se

rechaza la hipdtesis nula de que las medias son iguales, esto quiere decir que no hay evidencia

suficiente para afirmar que existe una diferencia significativa en los niveles de cromogranina A en las

dos poblaciones.

Tabla 8: Prueba t de Student para la cromogranina A, decisién de rechazo o aceptacién de hipodtesis

para prueba t de Student en niveles de cromogranina A.

Parametro

Valor

Valor estadistico t

-1,33860439554914

P(T<t) (de dos colas)

0,188450960541399

-Valor critico de t (dos colas):

2,02269092003676

Limite establecido Mayor/menor Valor obtenido
0.05 > 0,188450960541399
2,02269092003676 < -1,33860439554914

El color rojo indica que no se cumplen las condiciones, por lo tanto, como el valor p(T<t) (de dos

colas) no es menor a 0.05 ni el valor critico de t (dos colas) es menor al valor estadistico t, no se

rechaza la hipétesis nula de que las medias son iguales, esto quiere decir que no hay evidencia

suficiente para afirmar que existe una diferencia significativa en los niveles de NGAL en las dos

poblaciones.

VII. DISCUSION
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Se ha demostrado previamente que los niveles elevados de amoniaco ambiental disminuyen el
bienestar animal y contribuyen a la aparicién de problemas respiratorios (Hamilton et al., 1996). Una
de las hipdtesis planteadas en este trabajo es que la nave experimental, al tener menor nivel de
amoniaco ambiental que en la nave control, presentaria una menor casuistica de problemas
respiratorios y, con ello, menor estrés en los animales y una menor carga microbiana ambiental de
bacterias, hongos y levaduras. Sin embargo, el monitoreo de problemas respiratorios no evidencio
diferencias entre ambas naves, no existiendo problema alguno en ninguna de las dos naves durante
el periodo de estudio. Ademas, los resultados han mostrado un mayor nimero de microorganismos,
tanto patdgenos como ambientales, en la nave experimental (Tabla 1), aunque el estudio estadistico
no evidencid diferencias significativas (Tabla 3). Aparentemente, en el periodo en el que se hizo el
muestreo, los niveles de amoniaco entre ambas naves no fueron muy diferentes y generalmente
bajos, en ambas naves fueron < 5 ppm, lo cual podria justificar la ausencia de problemas
respiratorios y la ausencia de diferencias en los muestreos ambientales. En comparacién con otros
estudios, los niveles deben ser mas elevados para asociarse con patologia respiratoria (Hamilton et

al., 1996).

Las razones de estos hallazgos son dificiles de explicar. Teniendo en cuenta que los microorganismos
ambientales pueden proceder de la actividad de los animales, durante la toma de muestras se
aprecid una cierta mayor actividad de los lechones en la nave experimental, pudiendo ser una
posible causa. No obstante, la sensacién de ambiente cargado fue semejante en ambas naves. Otras
posibles causas podrian deberse a los efectos secundarios del tratamiento, promoviendo el
crecimiento de ciertos microorganismos o reduciendo la competencia entre microorganismos,
facilitando asi la proliferacién de algunos de ellos. No se puede descartar, tampoco, la posibilidad de
contaminacién cruzada entre naves, al encontrarse en la misma explotacion, o la introduccion
accidental de microorganismos. Otra posible causa es que los animales de la granja experimental
hayan podido sufrir un estrés inesperado favoreciendo una mayor diseminacion de patdgenos,
aunque esto tampoco se evidencid en el estudio de biomarcadores de estrés. No obstante, el evento

pudo haber ocurrido previamente.

Un hallazgo preocupante de este estudio es la gran cantidad de microorganismos ambientales, lo
cual puede ser un problema no sélo para los animales sino también para los cuidadores. Esto se
evidencio especialmente tras el uso del Agar-sangre, cuya concentracién bacteriana fue tan elevada

en ambas naves que impidid el recuento de los mismos (Tabla 2). Debido a esto, la cuantificacién de
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los microorganismos pertenece Unicamente a aquellos aislados en los agares Macconkey vy

Sabouraud.

La identificacion de los tipos de microorganismos en una carga bacteriana tan elevada es
importante, ya que la patogenicidad de los mismos puede ser muy variable, siendo esto también uno
de los objetivos especificos del estudio. Para ello, se utilizé el sistema VITEK (Tabla 3), que fue muy
efectivo en la identificacion de la mayoria de los patégenos. Sin embargo, hubo un pequefio
porcentaje de estos que el VITEK no consiguid identificar. La explicacion mas plausible es que la base
de datos de VITEK no incluya todas las posibles especies de microorganismos, no obstante, no deben
descartarse problemas metodoldgicos, que incluyan muestras contaminadas, diluidas o en
cantidades insuficientes o que las muestras hayan sido preparadas incorrectamente, por ejemplo,

por errores en la incubacion.

Respecto a las diferencias existentes en patégenos especificos, cabe comentar que en la nave
experimental habia presencia de mds hongos que en la nave control. Estos son Aspergillus flavus,
Alternaria spp. y Mucor spp., mientras que en la nave control predominaba Aspergillus fumigatus.
Algunos hongos como A. fumigatus tienen la capacidad de actuar como oportunistas en el pulmén
de los suidos (Schmidt et al., 2020). Una posible causa de estas diferencias puede ser la presencia de
mayores condiciones de humedad en la nave experimental, aunque para abordar esta diferencia
seria necesario hacer un analisis detallado de las condiciones ambientales. En relacién a las
diferencias entre levaduras, en la nave experimental podemos encontrar a Candida rugosa, sin
embargo, en la nave control no se ha aislado dicha levadura. En ambas naves encontramos a C.
albidus. Hay un tipo mas de levadura en la nave experimental lo cual también se encuentra fuera de

lo esperado. La explicacion podria ser la misma que la referida para los hongos.

En relacion a las diferencias entre bacterias, cabe destacar que la nave experimental presentaba una
menor diversidad bacteriana, donde podemos destacar a Pseudomonas oryzihabitans, la cual no esta
presente en la nave control. Entre las diferencias en la nave control encontramos bacterias como
Acinetobacter Iwoffii, Citrobacter freundii, E. coli y Pseudomonas luteola. Los microorganismos
comunes en ambas naves (Tabla 3) son Kocuria rosea, Cryptococcus albidus, Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus lentus y Staphylococcus pseudointermedius. Estas diferencias entre ambas naves
pueden ser debidas a la presencia de condiciones ambientales similares, como la temperatura. Otra
opcion es que se deban a las practicas de manejo similares en ambas naves. También pueden

deberse a una posible contaminacién cruzada por parte de los trabajadores. Algunos de estos
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microorganismos, como St. hyicus, son claramente patogenos para los lechones (Pickering et al.,
2021). Sin embargo, la ausencia de patologias especificas sugiere que la cantidad de los mismos no
era suficiente para producir tales patologias o que el estado inmune de los cerdos era suficiente para

controlar los efectos nocivos de estas bacterias.

En lo que respecta a los resultados acerca de los marcadores de estrés (cortisol y cromogranina A) y
de inflamacién crénica (NGAL) (Tabla 4) se puede observar que la media de cortisol y de NGAL es
mayor en la nave experimental que en la nave control, al contrario de lo que ocurre con la
cromogranina A. Teniendo en cuenta la hipétesis planteada, que al haber aplicado el tratamiento en
la nave experimental disminuirian los niveles de estrés respecto a la nave control, se puede ver que
los resultados muestran que las medias de NGAL y de cortisol no reflejan lo esperado, aunque si la
media de la cromogranina A. Algunas de las posibles causas pueden ser que al no haber sido efectivo
el tratamiento frente a los niveles de microorganismos tampoco lo ha sido frente al estrés o que
como el estrés es multifactorial pueden estar aumentados por causas de manejo. La mayor actividad
de los cerdos observada en la nave experimental podria conducir a un mayor estrés de los animales,

sin embargo, esto no se reflejé en la presencia de patologia respiratoria.

Alguno de los valores de los diferentes marcadores no se ha podido utilizar para hacer la media
porque el ELISA (para NGAL y Cromogranina A) y el analizador de inmunoensayo automatico (frente
al cortisol) no han detectado alguna de las muestras. No obstante, el nimero de muestras no
detectadas no ha sido un numero significativo. En estos casos, la causa mas probable fue que dichas
muestras se encontraran por debajo de los limites de deteccidn, bien porque la calidad de la

muestra no hubiese sido la esperada o porque no hubiera habido la suficiente cantidad de saliva.

Segun un estudio llevado a cabo en el afio 2000, la concentracion media de cortisol esperada en
saliva en cerdos de cebo en fase de crecimiento, sin haberlos sometido a ninglin tipo de
enriquecimiento ambiental adicional, es de 2,15 (Tabla 5) (de Jong et al., 2000). Los valores medios
de cortisol obtenidos en este estudio son de 9,7 (nave control) y 11,6 (nave experimental) (Tabla 4).
Como se puede ver, son mayores de lo esperado en una granja de cebo con condiciones similares.
Una posible causa puede ser que los cerdos hayan sido sometidos a un estrés adicional, por ejemplo,

durante la toma de muestras.

En 2022 se llevd a cabo un estudio en el cual se evalia cémo diferentes niveles de bioseguridad en

granjas porcinas afectan los biomarcadores de estrés e inflamacién en suero sanguineo, asi como los
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rasgos de calidad de la carne de cerdo. Se muestred la cromogranina A en cuatro granjas diferentes y
las medias fueron 55,83 ng/ml, 47,11 ng/ml, 49,63 ng/ml y 45,95 ng/ml (Nastasijevic et al., 2022).
Como Nastasijevic et al., no especifican exactamente las medidas de bioseguridad de cada granja no
sabemos cudl se parece mas a la granja utilizada en este estudio, por ello, se ha escogido de media el
valor 47,11 ng/ml (Tabla 5). Los valores medios de cromogranina A obtenidos en la nave control y
experimental fueron de 291,98 ng/ml y de 242,18 ng/ml respectivamente. Por lo tanto, los niveles
obtenidos de este biomarcador son superiores a lo que se puede observar en la bibliografia. Una
posible razén es que los autores del estudio realizaron la medicién de cromogranina A en suero
sanguineo, al contrario que en este estudio. Tampoco se puede descartar que durante la toma de
muestras los animales hayan sido sometidos a un estrés adicional que haya elevado los niveles del

marcador.

La media de los valores de NGAL, tanto en la nave control como en la nave experimental, fue <1
(Tabla 4). Un estudio en el que se llevé a cabo un modelo experimental, en 2015, midié los niveles de
NGAL en suero sanguineo en cerdos sometidos a un paro cardiaco y a una posterior reanimacidn. Los
valores obtenidos cuando los cerdos ya se habian recuperado fueron de una media de 3,16 ng/ml
(Tabla 5) (Mei et al., 2015). La diferencia entre la media obtenida en las naves experimental y
tratamiento con la del estudio puede deberse a que en dicho estudio fueron tomadas en suero
sanguineo, sin embargo, en este estudio las muestras fueron obtenidas en saliva. Otra posible causa
es que Mei et al., realizaron un modelo experimental en el cual los animales sufrieron un paro
cardiaco, lo cual no ha sido llevado a cabo en este estudio. Tampoco pueden descartarse otro tipo de
explicaciones como que se haya utilizado una cantidad de muestra insuficiente, que haya habido un
inadecuado manejo o almacenamiento de las muestras o que la presencia de otras sustancias en la

saliva interfiera con el ensayo y afecten a la deteccion de NGAL.

Tras la realizacidon de la prueba t de Student se han rechazado las tres hipodtesis nulas, lo cual
significa que no hay evidencia suficiente para afirmar que existe una diferencia significativa en los
niveles de marcadores de estrés entre la nave experimental y la nave control (Tablas 6, 7 y 8). Una
de las razones por las que ha podido fallar la hipdtesis de que las diferencias de estrés serian
significativamente menores en la nave tratamiento puede ser por la respuesta individual, ya que el
estrés es multifactorial. Otro motivo es que puede haber sucedido por no haber tenido en cuenta
ciertas variables como posibles tratamientos que hayan recibido los animales y que puedan haber
interferido con la medicion de las moléculas. No se puede descartar tampoco que se hayan cometido

errores experimentales como por ejemplo en la recoleccidn, manipulacidn o analisis de las muestras.
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También podria deberse a la existencia de mds marcadores de estrés que no han sido tenidos en

cuenta en el estudio.

En conclusidn, en este estudio no se han encontrado evidencias de que un descenso moderado de
amoniaco ambiental en ciertas condiciones de manejo de explotaciones porcinas suponga un
descenso del estrés en los animales, no condicionando tampoco la incidencia de la patologia
respiratoria. No obstante, este estudio adolece de ciertos puntos débiles, tales como la imposibilidad
de una identificacién bacteriana mdas completa, la determinacién de mas biomarcadores o de la
coincidencia de una baja prevalencia de patologia respiratoria en la nave control durante el periodo

de muestreo.

VIIl. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

CONCLUSIONES:
1. No se han observado problemas respiratorios significativos en ninguna de las naves durante
todo el periodo de cebo, lo cual puede explicar los resultados obtenidos en los muestreos

ambientales.

2. A pesar de las diferencias observadas en el recuento de microorganismos entre la nave
control y experimental, no se encontraron diferencias en la carga microbiana ni en los

niveles de los biomarcadores de estrés evaluados (cortisol, cromogranina A y NGAL).

3. La nave experimental mostré una mayor diversidad de microorganismos, incluyendo hongos
y levaduras, comparada con la nave control, aunque la significancia estadistica no fue

alcanzada.
4. Los niveles medios de cortisol y NGAL fueron superiores en la nave experimental en
comparacion con la nave control, mientras que los niveles de cromogranina A fueron mas

altos en la nave control, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

5. No se encontré evidencia de que la reduccidon del amoniaco ambiental mejore el bienestar

animal ni reduzca el estrés, contrarrestando la hipétesis inicial del estudio.
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6. La metodologia utilizada limité la identificacion exhaustiva de microorganismos y la
medicidon completa de todos los biomarcadores pertinentes, afectando la interpretacién de

los resultados.

7. Este estudio subraya la complejidad del manejo ambiental en granjas porcinas y sugiere la
necesidad de investigaciones adicionales con niveles mas elevados de amoniaco para

entender mejor los factores que influyen en el bienestar y la salud de los animales.

8. En resumen, los hallazgos de este estudio indican que la manipulacién del amoniaco
ambiental no garantiza mejoras significativas en la salud o el estrés de los cerdos en
condiciones de explotacion especificas, seflalando la importancia de abordajes mads

integrales y estudios mas detallados para comprender completamente estos efectos.

CONCLUSIONS:
1. Norespiratory pathology was observed in any of the barns during the feedlot period and this

could explain the environmental sampling results.

2. Despite the differences observed in the microorganism counts between the control and
experimental barns, no differences were found in the microbial load or in the levels of stress

biomarkers evaluated (cortisol, chromogranin A and NGAL).

3. The experimental barn showed a higher diversity of microorganisms, including fungi and

yeasts, compared to the control barn, although statistical significance was not reached.

4. Mean cortisol and NGAL levels were higher in the experimental barn compared to the
control barn, while chromogranin A levels were higher in the control barn, although these

differences were not statistically significant.

5. No evidence was found that reducing environmental ammonia improves animal welfare or

reduces stress, countering the initial hypothesis of the study.
6. The methodology used limited the comprehensive identification of microorganisms and the

complete measurement of all relevant biomarkers, affecting the interpretation of the

results.
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7. This study underscores the complexity of environmental management on swine farms and
suggests the need for additional research with higher levels of ammonia to better

understand the factors that influence animal welfare and health.

8. In summary, the findings of this study indicate that manipulation of environmental ammonia
does not guarantee significant improvements in pig health or stress under specific farm
conditions, pointing to the importance of more comprehensive approaches and more

detailed studies to fully understand these effects.

IX. VALORACION PERSONAL

Como estudiante, este estudio me ha proporcionado una vision detallada y multifacética de los
desafios y complejidades asociados con la gestidon del ambiente en explotaciones porcinas. A través
del anadlisis de datos microbioldgicos y biomarcadores de estrés, he aprendido que las intervenciones
destinadas a reducir el amoniaco ambiental pueden no tener el impacto esperado en el bienestar
animal y la carga microbiana. Esta leccidn es crucial para mi desarrollo profesional, ya que subraya la
necesidad de evaluar cuidadosamente los resultados de cualquier intervencién en el manejo de la

salud animal.

Ademads, este trabajo me ha proporcionado habilidades valiosas en la interpretacion de datos
cientificos, la realizacion de pruebas estadisticas y la redaccién de informes técnicos. Estas
competencias son fundamentales para mi carrera en veterinaria, donde la capacidad de analizar
criticamente la informacién y comunicar resultados claros es esencial para tomar decisiones

informadas en la practica clinica y en la gestion de explotaciones.

Quiero expresar mi agradecimiento a POR+COP por permitirme realizar este estudio en su granja y
por facilitarme acceso a los recursos necesarios. También quiero agradecer a mis tutores por su guia

experta y apoyo constante a lo largo de este proyecto.

En términos generales, este trabajo no sélo ha enriquecido mi comprensidon de la microbiologia
ambiental y el estrés animal, sino que también ha reforzado mi compromiso con la investigacion
cientifica aplicada a la mejora de la salud y el bienestar de los animales en la industria porcina. Estoy
entusiasmada por seguir contribuyendo al avance de la medicina veterinaria a través de estudios

rigurosos y colaboraciones fructiferas en el futuro.
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