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EXERGO

La casualidad solo favorece a las mentes mas

preparadas.

Louis Pasteur.




AGRADECIMIENTOS

Considero prudente y atinado agradecer la responsabilidad y entusiasmo
con que asumio el tutor de la Tesis: Pedro Y. De La Fe Rodriguez el disefo
y ejecucion de la misma. Asimismo, quisiera transmitir mis mas sinceros
agradecimientos a los compafieros Leonel Lazo Pérez, Omelio Cepero
Rodriguez, Leonardo Ruiz Pozo, por comportarse no solo como
compaiieros de trabajo, sino como verdaderos amigos, pues sin la ayuda y
cooperacion de ellos me hubiera sido practicamente imposible escribir este

documento para optar por el grado académico de Master.



DEDICATORIA

A mi esposa Melba Roig Martinez por su entrega, lealtad y comprension. A mis suegros
Juan Pablo Roig Rodriguez y Melba Martinez Alba, por su ayuda y colaboracion
incondicional. A mis padres Julio Castillo Garcia y Xiomara Cuenca Carbd, porque
siempre han sido el movil para alcanzar cualquier objetivo o meta importante que me he
propuesto en la vida. Ademas de estas hermosas personas, dedico esta tesis a un nifio
que es fuente de alegria, entusiasmo y porque no, de admiracién en nuestra familia; a
un nifio que contagia con su sonrisa, con su buen sentido del humor, con su suspicacia.

Hablo precisamente de mi hijo César Alejandro Castillo Roig.



RESUMEN.

El presente trabajo se realizé con el objetivo de determinar la prevalencia de antigenos
fimbriales F4 y F18 en cerditos lactantes y destetados diarreicos de la Provincia de Villa
Clara. La n fue de 90 cerditos, 41 lactantes (0-26 dias de Edad) y 49 destetados (hasta
50 dias de edad), pertenecientes a 6 unidades estatales de produccién de la Provincia
de Villa Clara. Para el aislamiento de la E. coli enteropatogénica, los animales
muestreados se sacrificaron y se tom6 muestra del contenido intestinal del ileo, el cual
se transportd y conservd en Medio Stuart. Subsiguientemente y de forma paralela se
procedio a la siembra por agotamiento en Agar Sangre y Mac Conkey. Como controles
positivos se emplearon las cepas de E. coli enterotoxigénica de referencia GIS 26,
serotipo 0149:K91:F4ac LT" STa" STb* y 2134, serotipo 0O157:H19 F18ac* STla STII.
La deteccién de los antigenos fimbriales se realizé a través del método fenotipico MAb
Dot Blot Assay. La prevalencia de Unidades Positivas a Antigenos Fimbriales F4 en
cerditos lactantes diarreicos y a Antigenos Fimbriales F18 en cerditos destetados
diarreicos fue del 67% y 83% respectivamente. La prevalencia de antigenos fimbriales
F4 y F18 en cerditos lactantes diarreicos fue del 20% y 7% respectivamente. Sin
embargo, la prevalencia de ambos antigenos fimbriales en cerdos destetados diarreicos
fue de igual magnitud (12%). Se concluye que existe una alta prevalencia de Unidades
Positivas a antigenos fimbriales F4 y F18 en aislados de E. coli enteropatogénica

procedentes de cerdos lactantes y destetados diarreicos de la Provincia de Villa Clara.
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INTRODUCCION.

La diarrea post-destete (PWD, por sus siglas en Inglés) es el principal problema
infeccioso de granjas a gran escala y es responsable de pérdidas significativas a nivel
mundial (Hampson, 1994). La enfermedad es causada principalmente por E. coli
enterotoxigénica (ETEC, por sus siglas en Inglés), y E. coli productora de Toxina Shiga
(STEC, por sus siglas en Inglés), también llamadas E. coli productoras de verotoxinas
(VTEC, por sus siglas en Inglés) (Frydendahl, 2002). La E. coli patogénica porcina
involucrada en la diarrea post-destete tipicamente pertenecen a los serogrupos O8,
0138, 0139, 0141, 147, 0149 y O157, de las cuales 0149 se ha visto que es el
serogrupo predomimanten en la mayoria de los paises (Noamani et al., 2003). Las
cepas de E. coli aisladas de cerditos con diarrea neonatal son mucoides, a menudo no
hemoliticas, y usualmente confinadas a los serogrupos 08, 09, 020, 064 y O101
(Fairbrother et al., 1999). ETEC puede causar diarrea severa en cerditos recién
nacidos y destetados por la produccion de enterotoxinas termolabiles (LT, por sus siglas
en Inglés) y/o enterotoxinas termoestables (STa, STh, por sus siglas en inglés). Estas
enterotoxinas son péptidos o proteinas extracelulares que son capaces de causar
diarrea por cambios en el balance de agua y electrolitos del intestino delgado (Blanco
et al., 1997). La E. coli porcina productora de toxina Shiga produce la verotoxina
edematica (VTe, por sus siglas en Inglés), también llamada toxina Shiga 2e (Stx2e, por
sus siglas en inglés), que dafia el endotelio vascular del intestino delgado, subcutis y
cerebro y finalmente conduce al edema subcutaneo y desordenes neuroldgicos
(MacLeod et al., 1991). Las ETEC y STEC implicadas en la diarrea post-destete en
cerdos producen frecuentemente adhesinas fimbriales F4 o F18 (Nagy et al., 1997).
Existen dos variantes de la fimbria F18: F18ab (F107) y F18ac (2134P) (Nagy et al.,
1999). F18ac esta asociada con diarrea mientras F18ab esta involucrada en la
enfermedad edematica (Nagy et al., 1997). Hay tres variantes de F4 a saber: ab, ac y
ad. La variante mas comunmente encontrada es ac. Cuando las tres variantes de F4
(F4 ab, F4 ac, F4 ad) son consideradas, seis fenotipos porcinos pueden ser distinguidos
con respecto a la adhesividad en el borde en cepillo: fenotipo A une las tres variantes,
es decir, todas, Fenotipo B une F4 ab y F4 ac, Fenotipo C une F4 ab y F4 ad, Fenotipo

D une F4 ad, Fenotipo E no une ninguna de las variantes y el Fenotipo F une a F4 ab



(Van den Broeck et al., 2000). En adicion a F4 (K88) y F18, otros antigenos de
colonizacién fimbriales tales como F5 (K99), F6 (987P), y F41 también han sido
asociados con diarrea post-destete, pero menos frecuentemente (Garabal et al., 1997).
La identificacion de ETEC en muestras clinicas a nivel mundial provee una informacion
importante para el desarrollo de vacunas eficientes contra la ETEC, tales como la
identificacion de los factores de virulencia mas comunes que son capaces de inducir
inmunidad protectora para el patégeno e identificacion de las combinaciones mas
comunes de toxinas de ETEC y factores de colonizacion en diferentes localizaciones
geograficas (Sjoling et al., 2007).

La deteccion y caracterizacion de aislados de ETEC clinicos se ha logrado gracias a
una variedad de métodos fenotipicos y genotipicos. Estos incluyen ensayos fenotipicos
para toxinas y factores de colonizacion basados en el reconocimiento por anticuerpos
monoclonales (MAb, por sus siglas en inglés) (Qadri et al., 2000) y métodos
genotipicos basados en la Hibridacion DNA/DNA (Steinsland et al., 2003), Reaccion
en cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en Inglés), o Reaccion en Cadena de
la Polimerasa en Tiempo Real (Real-Time PCR, por sus siglas en Inglés) (Reischl et
al., 2004; Vidal et al., 2004).

Constituyen antecedentes de la problematica cientifica en nuestro pais, los importantes
aportes realizados por Talavera (1981); Talavera (1983), que estudid Ila
enteropatogenicidad en cepas aisladas de cerdos diarreicos, basados en el estudio de
antigenos somaticos y capsulares, el comportamiento frente a determinadas pruebas
bioquimicas y el empleo de la prueba de inmunofluorescencia directa para la deteccion
de cepas de E. coli K88 y K99.

También fue desarrollada una tecnologia de produccion de sueros policlonales para el
diagnéstico serologico de E. coli, a partir de cepas que expresaban fimbrias K88, K99,
F41 y 987P (Talavera, 1983; Talavera y Montes de Oca, 1987) y de antisueros
marcados contra cepas de E. coli para inmunofluorescencia directa (Pedroso y
Talavera, 1983). Se han efectuado estudios de la presencia de plasmidos de virulencia
y de resistencia en cepas de E. coli aisladas en cerdos diarreicos de diferentes
unidades porcinas de la Provincia de Villa Clara (Pernas, 1980; Pernas et al., 1989;

Pernas y Roja, 1985; Pernas y Bravo, 1986) asi como, el empleo de pruebas de



intestino ligado (Pernas et al., 1986) y del raton lactante (Gebremariam et al., 1985)
para la deteccion del poder patdogeno en cepas de E. coli aisladas en cerdos con

diarrea.

Pérez y Talavera (1984) evaluaron el efecto de la enterotoxina TL de E. coli en la linea
celular CRT-2 y demostraron que este es similar al producido por la enterotoxina en las
células VERO. Barreto y Karadjov (1985) realizaron un estudio ecolégico sobre cepas
de E. coli aisladas en cerdos diarreicos de tres unidades porcinas de la Provincia de
Camaguey, para lo cual emplearon estudios bioquimicos y seroldgicos, determinaron la
produccién de colicinas y la sensibilidad frente a un grupo de antibiéticos. Basulto et al.
(1997; 1999) utilizaron sondas de ADN especificas en la identificacion de los genes que
codifican los antigenos fimbriales K88, K99, F41 y 987P en aislamientos de E. coli de
cerdos con diarrea. Castro et al. (2002) emplearon un ELISA para determinar la
presencia de factores de colonizacion K88, K99, 987P y F41 en muestras fecales de
cerdos con diarrea. Mas recientemente Lazo (2007) a través del disefio de un estudio
integral realiz6é investigacones en la Provincia de Villa Clara con aislados de E. coli
procedentes de cerdos con sindrome diarreico aplicando métodos moleculares de
avanzada (Reaccién en Cadena de la Polimerasa y Electroforesis en Campos
Pulsantes), que permitieron determinar los factores moleculares de virulencia,
relacionados con la patogenicidad, como las adhesinas, toxinas, capacidad de
resistencia a antibidticos; elementos importantes para precisar la patogenicidad de los

aislados de E. coli productores de diarrea en cerdos.

A pesar de los ingentes esfuerzos que se han dedicado al estudio de la problematica
planteada en Cuba y en nuestra provincia, y los aportes de la ciencia en este campo de
trabajo, es imprescindible continuar realizando estudios epidemioldgicos, con métodos
moleculares de avanzada, que nos permitan determinar la prevalencia de los antigenos
fimbriales mas prevalentes y difundidos a nivel mundial, como paso previo a la
instauracion de un programa de control a través de la inmunoprofilaxis contra la E. coli
enterotoxigénica en nuestro pais. Asimismo elevar el arsenal diagndstico para tan

importante entidad patoldgica en la industria porcina moderna.



De acuerdo a lo planteado con anterioridad, hemos concentrado nuestros esfuerzos en
determinar la prevalencia de los antigenos fimbriales F4 y F18 de E. coli
enterotoxigénica en cerdos lactantes y destetados con sindrome diarreico de la
Provincia de Villa Clara, aplicando para ello un método fenotipico (MAb Dot Blot

Assay, nombre en Inglés), no empleado hasta el momento en nuestro pais.

Este empefo constituye no solo una continuidad de investigaciones realizadas en
nuestro pais, en las tematicas: diagndstico y epidemiologia de la colibacilosis porcina;
sino también, la inclusion de una moderna herramienta de diagnostico molecular, que a
su vez permite conocer el comportamiento epidemiologico de los principales antigenos
fimbiales de la E. coli enterotoxigénica que se encuentran circulando en las diferentes

granjas porcinas de nuestro territorio.
Como via para valorar el problema cientifico se formula la siguiente Hipoétesis:

La identificacion de antigenos fimbriales F4 y F18 en las heces de cerditos lactantes y
destetados diarreicos permite determinar la prevalencia de tan importantes factores de

virulencia de Escherichia coli enterotoxigénica.

Para dar respuesta a la anterior hipdtesis, nos planteamos el siguiente Objetivo

General:

Determinar la prevalencia de antigenos fimbriales F4 y F18 en cerditos lactantes y

destetados diarreicos de la Provincia de Villa Clara.
Objetivos Especificos:

Determinar la prevalencia de antigenos fimbriales F4 en cerdos lactantes y destetados
diarreicos en la Provincia de Villa Clara.
Determinar la prevalencia de antigenos fimbriales F18 en cerdos lactantes y destetados

en la Provincia de Villa Clara.

Identificar si existe asociacion entre la actividad hemolitica y la expresién de antigenos

fimbriales.

Identificar algunas ventajas operacionales del método fenotipico empleado en la

investigacion.



REVISION BIBLIOGRAFICA.

E. COLI ENTEROTOXIGENICA (ETEC).
Las enfermedades diarreicas de los animales de granja y/o hombre son frecuentemente

debido a la infeccion por uno u otro patotipo de Escherichia coli: enterotoxigénica
(ETEC), productoras de toxinas Shiga o Vero (VTEC o STEC), necrotoxigénica (NTEC,
por sus siglas en Inglés), enteropatogénica (EPEC, por sus siglas en Inglés),
enterohemorragica (EHEC, por sus siglas en Inglés), enteroagregativa (EAggEC, por
sus siglas en Inglés), y enteroinvasiva (EIEC, por sus siglas en Inglés). De estos
patotipos, ETEC es una importante causa global de diarrea acuosa severa en la
descendencia de algunas especies de animales tales como terneros recién nacidos
(lactantes) y cerdos lactantes y destetados. Interesantemente, es muy rara o no existe
en algunas importantes especies de animales de granja como conejos, caballos y aves
de corral, para lo cual no hay una explicacién en el presente, como estos animales
parecen tener receptores y ser receptivos a enterotoxinas y adhesinas de algunas
ETEC (Bouckenooghe et al., 2002).

Es conocido que ETEC se adhiere al epitelio del intestino delgado sin inducir cambios
morfoldgicos significativos, y para secretar proteinas (enterotoxinas) que alteran la
funcion de los enterocitos incrementando la secrecion y reduciendo la absorcion. De
esa manera los atributos de virulencia principales de ETEC son adhesinas
(primeramente apéndices en formas de pelos, llamados fimbrias o pili) y enterotoxinas
(proteinas o péptidos). En adicién a factores de virulencia adhesivos y enterotdxicos, la
patogénesis también involucra factores del hospedero, los mas importantes de los
cuales son los receptores para las adhesinas y para enterotoxinas. La especificidad de
especie, que es una caracteristica general de las infecciones por ETEC, es
ampliamente debida a la presencia de receptores especificos en solamente uno o en un
limitado espectro de especies animales. Debido a las especificidades de receptor de
adhesinas, las cepas de ETEC parecen ser totalmente especificas de hospedero (Nagy
y Fakete, 2005).

Diversos factores de virulencia enterotoxicos y adhesivos de ETEC y sus receptores en

animales ya son conocidos pero otros son parcialmente entendidos o completamente



desconocidos. En la década pasada nuevos rasgos de potenciales de virulencia de
algunas ETEC han sido descritas, nuevas enterotoxinas (EAST1, por sus siglas en
Inglés) (Savarino et al., 1993), nueva fimbria (tipo IV; Pichel et al., 2002), y proteinas
de invasion celular para ETEC (Elsinghorst and Weitz, 1994), proteina
autotransportadora (Moormann et al., 2002), y citolisina (Ludwig et al., 2004).
Ademas, hay un interesante vehiculo genético transportador de genes de virulencia de
ETEC originalmente derivado de otras especies de bacterias: aislados de alta
patogenicidad de Yersinia patogénica en ETEC (Wang et al., 2002, 2003), o los nuevos
aislados de patogenicidad asociados a plasmidos (Fakete et al., 2003), el significado
patogenético y los arreglos moleculares especificos, los cuales aun no han sido
determinados. Ademas hay mucho que aprender, acerca de los mecanismos
moleculares, biogénesis y perspectivas de evolucién de los nuevos atributos de
virulencia y acerca de las nuevas oportunidades para aplicar nuestro conocimiento en el
diagnéstico y prevencion ETEC en los animales (Nagy y Fakete, 2005).

La ETEC es la causa mas comun de diarrea en los animales de granja. Estas cepas
producen una o mas adhesinas fimbriales y enterotoxinas. Las adhesinas fimbriales
mas frecuentemente encontradas de ETEC en cerdos son F4 (K88), F5 (K99), F6
(987P), F41 y F18. Los aislados productores de adhesinas F4 o F18 y ciertos aislados
F6 son hemoliticos. Las enterotoxinas producidas por la ETEC pueden ser
termoestables (Sta, STb o Enterotoxina 1 termoestable de E. coli enteroagregrativa
(EAST 1) o termolabil (LT) (Fairbrother et al., 2005).

EPIDEMIOLOGIA.

En cerdos, las infecciones mas comunes y severas de E. coli enterotoxigénica (ETEC)
son causadas por cepas que expresan fimbrias F4", enterotoxina termolabil (LT),
enterotoxina termoestable b (STb) (Erume et al., 2008). La diarrea postdestete y la
mortalidad causada por Escherichia coli F4 es un importante problema de enfermedad
en Ontario. En estudio transversal que incluyé 70 granjas en Ontario, encontraron que
un 30% de las granjas fueron positivas al aislamiento de E. coli O149: K91: F4
(Amezcua et al. 2008). La bacteria ETEC 0149: K 91: F4 ha sido el serogrupo
predominante en la diarrea post-destete a nivel mundial (Fairbrother et al., 2005;

Fontaine et al., 2002; Frydendahl, 2002). En un estudio caso-control realizado al sur



de Ontario, este serogrupo fue el mas comun de las E. coli aislado en cultivos puros de
cerdos con diarrea post-destete por E. coli. Ademas los serotipos O139: K82 y O138:
K81 fueron también demostrados en algunos casos de diarreas post-destete por E. coli
(Amezcua et al., 2002). Las E. coli patogénicas porcinas involucradas en la diarrea
post-destete tipicamente pertenecen a los serogrupos 08, 0138, 0139, 0141, 0147,
0149 y 0157, de los cuales el serogrupo 0149 es el mas prevalente en la mayoria de
los paises (Noamani et al., 2003). Khac et al. (2006) encontraron que el serotipo mas
comunmente detectado en cerdos con diarrea post-destete en Eslovaquia fue
0149:H10 LT/STb/ESACI/FA4. Interesantemente, este estudio demostré que dos nuevos
serotipos (0163:H" y ONT:H4) han emergido como patégenos en cerdos en Eslovaquia.
Ademas sus resultados muestran una alta diversidad genética principalmente entre las
ETEC del serotipo O149:H10.

Blanco et al. (2006) afirman que la distribucion y frecuencia de serogrupos puede variar
considerablemente de regidn a region y sobre el tiempo en una regiéon dada. Lazo
(2007) plantea que los principales resultados obtenidos en su investigacion muestran
que en los procesos diarreicos por Escherichia coli que afectan al cerdo durante la
etapa neonatal y post-destete en diferentes granjas porcinas de la provincia de Villa
Clara, Cuba, predominan los patotipos O141:H" TSa TSb VT2 y O157: H19 VT2.
Ademas encontraron los serogrupos O7:H15 (1), O15:H45 (2), O15:H- (1), O20:H- (1),
035:H6 (2), 045:H9 (1), O64:H- (2), 0O84:H- (1), 0O149:H23 (1), O169:H38 (1),
ONT:H19 (3), ONT: H- (2). Adicionalmente, este autor concluye que los aislados de E.
coli a partir de muestras provenientes de cerdos con diarrea en la poblacion estudiada,
muestran una gran diversidad genética. Este autor encontré genes de virulencia para
F18 y 987P (F6), no encontrando genes que codificaran para los antigenos de adhesion
F4, F5, F17 y F41. Blanco et al. (1997) en un total de 74 cepas de E. coli aisladas de
cerdos con diarrea o enfermedad edematica en Espafia, encontraron una mayor
prevalencia de genes que codifican para TSb (58 cepas), seguido por los que codifican
para TSa (46 cepas), TL (19 cepas), VT2 (11 cepas) y VT1 (1 cepa). Estos autores
concluyen que aparentemente en Espana hay tres seropatotipos predominantes, 0149:
K91: H10 K88" TL-I" TSb, O141: K 85ab: H 987 P- TSaP* y 0138: K81: H14 o H TSa"

VT2e. Thomas et al. (1998), plantean que la enterotoxina que se identifica con mayor



prevalencia en las cepas de E. coli enterotoxigénicas en porcinos es la TSb, sin
embargo las cepas TSb" frecuentemente expresan ademas otras enterotoxinas como
TL o TSa por lo que se ha sugerido que las cepas de E. coli que contienen solo TSb y
no otra enterotoxina, son menos patégenas, lo cual fue demostrado experimentalmente
por este autor en cerditos neonatos.

Parma et al. (2000) encontraron en un estudio realizado en Argentina en 223 cerdos de
28 granjas porcinas, que el gen enterotoxigénico TSla fue el mas comunmente
encontrado en las cepas de ECET aisladas de cerdos con diarrea (27/127, 21.2 %), en
comparacion con TLI (4/127, 3.1 %) y 8 serogrupos O diferentes fueron encontrados,
08, 09, 064, 0101, 0138, 0139, 0149, y 0162, siendo el mas comun el O164. Souza
et al. (2001) demostraron por métodos de PCR, que el 70% de E. coli aisladas de
cerdos con ED en Brasil portan los genes de Stx2e (por sus siglas en Inglés), y que el
83% de las cepas Vt2e" resultaron positivas a los genes que codifican para la fimbria
F18ab. Lazo (2007) el 100% de las cepas Stx2e aisladas resultaron positivas a los
genes que codifican para las fimbrias F18 ab. En estudios realizados en Cuba por
Talavera (1981) en 145 cepas de E. coli aisladas de cerdos lactantes con diarrea de
dos unidades porcinas, hall6 como serogrupos mas relevantes 0141, 026, 0157, 017,
0137 y 0126, siendo el serogrupo 0141 y el O17 los que mostraron mayor frecuencia
de aislamiento. Barreto y Karadjov (1985) quienes hallaron como serovariantes
dominantes los serogrupos 0139 y 0149 en un estudio realizado en 127 cepas de E.
coli aisladas en tres unidades porcinas afectadas por diarrea, en la Provincia de
Camaguey. Harel et al. (1991) hallaron los serogrupos 0149 y O157 entre los mas
comunes en Norte América, todos productores de TL y TSb. Woodward et al. (1993)
encontraron que los grupos mas comunes hallados en Australia son 09, 020 y O101.
Alexander (1994) demostro que los serogrupos mas comunes asociados a la diarrea
en cerdos en el Reino Unido son 08, 0138, 0147, 0149 y O157. Garabal et al. (1996)
en un estudio de cinco afos, realizado en Espafia, hallaron los serogrupos 05, O7,
045, 0141, 0149 y O157 en cerdos con diarrea. Ademas, el 91,2 % (249 de 273) de
ECET (TL y/o TSa). Parma et al. (2000) encontraron mayor prevalencia del serogrupo
064 en cepas ECET y 0138 en ECET/VT en cerdos con diarrea en Argentina, y

reportaron la baja incidencia de la toxina TL (3.1%) y un 21.2 % de TSa.



Los cerdos predestetados mas viejos, asi como también los animales postdestetados
hasta 12 semanas de edad, son afectados por ETEC hemolitica (Fahy et al., 1987).
Estas cepas son frecuentemente representadas por serogrupos clasicos, incluyendo
08, 0138, 0139, 0141, 0145, 0149, O157 y son consideradas ETEC tipicas “Clase 1”
(Fahy et al., 1987). Ellas expresan adhesinas fimbriales F4 en asociacién con
enterotoxina termolabil solamente o en combinacion con la enterotoxina termoestable a
y/o b (Smith y Gyles, 1970).

Las cepas de E. coli aisladas de cerditos con diarrea neonatal son mucoides, a menudo
no hemoliticas, y usualmente confinadas a los serogrupos 08, 09, 020, 064 y O101
(Fairbrother et al., 1999). Estas cepas han sido clasificadas como ETEC atipicas
“Clase 2”7, como ellas poseen adhesinas fimbriales pertenecientes a F4, F5, F6, 0 F41y
son generalmente toxina termolabil negativa (LT, por sus siglas en inglés) y toxina
termoestable posiva (ST*) (Harel et al., 1991).

Histéricamente, el antigeno de colonizacion F4 (K88) ha sido incriminado como el tipo
de fimbria predominantemente asociado a la diarrea neonatal y postdestete en cerdos.
Sin embargo, ha sido detectada una mas alta prevalencia de cepas F18 comparada
con F4 en diarrea postdestete y enfermedad edematica (Frydendahl 2002; Cheng et
al. 2004) en la Republica Checa, detectaron 312 cepas positivas (40%) para F18 de
772 aislados de E. coli de cerdos destetados con diarrea, y VuKhac et al. (2006)
detectaron un 35% de F18 de 101 aislados de E. coli de cerdos con diarrea postdestete
en este mismo pais. Hide et al. (1995) en Australia observaron que E. coli que
expresaban F18, aislados de cerdos destetados pertenecian a los serogrupos O8, 045,
0138, 0141, y O157. También Alexa et al. (1995) y Nagy et al. (1999) mostraron que
muchas cepas de ETEC y STEC halladas en la Republica Checa y Hungria, aisladas
de cerdos destetados, expresaban F18 y eran predominantemente de los serogrupos
0138, 0139, 0141, y O157. Lazo (2007) identifico el gen F18 en cepas de los
serogrupos 035, 0141 y O157. Como hallazgo en este estudio, fue observado
asociacion de F18 con toxinas, ya que los aislados de E. coli positivos para el gen F18,
portan también TSa, ademas de toxinas TSb y Stx2e, Stx2e solo, o TSb solo.
Rippinger et al. (1995) afirman que la adhesina fimbrial F18 esta asociada a cepas

aisladas de cerdos con diarrea postdestete y enfermedad edematica. Ojeniyi et al.
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(1994) y Frydendahl (2002) reportaron respectivamente, la deteccién de F18 en 34% y
39% de E. coli aislada de diarrea postdestete en Dinamarca. Un pesquisaje realizado
por Hide et al. (1995) demostraron que de 480 aislados de E. coli hemoliticas de
cerdos destetados con diarrea, un porcentaje significativo (62%) portaban el gen F18.
También Wittig et al. (1995) mostraron la presencia de F18 en 75% de 380 E. coli
aisladas del contenido intestinal de cerdos destetados con diarrea. Sin embargo, en
algunos paises ha sido encontrada una baja prevalencia de F18. En este sentido, Osek
et al. (1999) en Polonia detectaron solo 10 (3%) cepas F18" de 372 aislados de E. coli
de cerdos con diarrea postdestete. Kwon et al. (2002) hallaron solo 19% de positividad
para el gen F18 en 230 cepas de E. coli aisladas de diarrea postdestete en Corea.
Blanco et al. (1997) plantea, que Escherichia coli enterotoxigénico (ETEC) y
Escherichia coli verotoxigénico (STEC) son las principales categorias de bacterias que
causan infecciones entéricas en cerdos. Numerosos estudios en otros paises han
mostrado, que del 63-75 % de cepas de E. coli aisladas de cerdos con enfermedad
edematica producen Stx2e (Wasteson et al., 1992).

Las fimbrias F4 (K88) y F18 han sido implicadas como factores de colonizacion en la
Diarrea Postdestete (Frydendahl, 2002; Cheng et al., 2004). Mientras la fimbria F18
ha sido asociada ademas exclusivamente con la Diarrea Postdestete, la fimbria F4
(K88) ha sido también el principal factor de colonizacion implicado en la Diarrea
Neonatal (Noamani et al., 2003). Lazo (2007) no detecté ningun aislado F4 (K88)-
positivo, a pesar de ser uno de los factores de colonizacién mas frecuentes en las
cepas de ETEC causantes de diarrea neonatal y postdestete en todo el mundo.
Contrariamente, en estudios realizados en Cuba, por Felix et al. (1981) empleando
aglutinacion rapida en placa, hallaron un 34% y 14,8% de E. coli K88" y K99"
respectivamente, en 156 muestras de intestino delgado de cerdos con diarrea neonatal.
En estudios realizados por Talavera (1981) empleando el método de aglutinacion,
encontré un 54.2% de cepas K88+ y 67,08% de cepas K99+ en 250 colonias aisladas
de 25 cerdos lactantes que presentaban diarrea. Talavera (1983) hall6 alta prevalencia
de aislados positivos, con el empleo de la prueba de inmunofluorescencia directa para
la deteccién de E. coli K88 y K99. En otras unidades porcinas del pais, Talavera

(1982) aisl6 E. coli en cerdos sanos y diarreicos que expresaban antigenos fimbriales
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K88 y K99, encontrando mayor prevalencia de aislados positivos en cerdos con diarrea.
Por otra parte Barreto y Karadjov (1985) en un estudio realizado en 127 aislados de
E. coli de cerdos diarreicos con uno a tres semanas de nacidos, en tres unidades
porcinas de la provincia de Camaguey, hallaron solo cuatro aislados (3,1%) que
presentaban el antigeno K88 y uno (0,7%) los antigenos K88 y K99. Talavera y
Montes de Oca (1987) al emplear la aglutinacion rapida en placa, informaron de la
deteccion de un 24,7% y 43,9% de positividad a fimbrias K88 y K99 en 105 muestras
de copro y 41 de yeyuno respectivamente, procedentes de cerdos diarreicos al
diagnosticar diarrea enterotoxica en tres laboratorios del pais. Yanes et al. (1983)
empleando esta misma técnica de diagnostico, hallaron 14,8% y 9,2% de E. coli K88" y
K99" respectivamente, en 54 aislados de E. coli de cerdos con diarrea neonatal.
Pedroso y Talavera (1983) con el empleo de la inmunofluorescencia directa para el
diagnéstico de E. coli K88 y K99 en cerdos diarreicos y no diarreicos, hallaron un 50 y
48% de antigenos enteropatogenos K88 y K99 respectivamente en E. coli aisladas de
50 cerdos diarreicos, y concluye que esta prueba tiene mayor poder de detectabilidad
que la aglutinacion rapida en placa y tiene un valor diagnéstico presuntivo. Por otra
parte, Pernas y Roja (1985), hallaron 16 (14,1%) y 9 (7,9%) de E. coli K88" y K99"
respectivamente, de un total de 113 cepas de E. coli aisladas del intestino delgado en
cerdos diarreicos de dos unidades de la Provincia de Villa Clara, al realizar un
diagnostico serologico con la prueba de aglutinacion rapida en placa. En esta misma
Provincia, Pernas y Bravo (1986) hallaron 50(28,9%) y 24(13,8%) cepas de E. coli
K88 y K99 respectivamente de un total de 173 aislamientos en muestras de intestino
delgado de cerdos que presentaban diarrea, mediante la prueba serologica de
aglutinacion en placa. Pernas et al. (1986) en 54 cepas de E. coli aisladas de cerdos
con diarrea, encontraron solo 8 (14,81%) de K88 y 5 (9.25%) de K99". Lazo et al.
(1988) en una granja porcina de la Provincia de Villa Clara, en 74 aislados de E. coli de
cerdos con diarrea neonatal, hallaron 27 (36,4%) de K88" y 2 (15,3%) de K99" en
cerdos con diarrea post-destete. Por otra parte Benitez et al. (1989) de un total de 83
E. coli aisladas en cerdos diarreicos de la misma unidad, encontraron 17 (20,4%) de
K88" y 19 (22,8%) de 987P. En un estudio realizado por Basulto et al. (1997) en

granjas porcinas de la Provincia de Camaguey, emplearon un sistema
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inmunoenzimatico ELISA y sondas de ADN especificas en la identificacion de los genes
que codifican los antigenos fimbriales K88, K99, F41 y 987P en 117 aislamientos de E.
coli de cerdos con diarrea. Diez aislamientos resultaron positivos con las sondas
utilizadas 5 (K88%), 4 (987P") y 1 (K99"). En este estudio, hallaron que 4 (5,2%) de los
77 cerdos neonatos investigados, estaban infectados con E. coli portadoras del gen
para la fimbria 987P y el 13 % de los cerdos neonatos analizados resultaron ser
portador de E. coli K88". Castro et al. (2002) en un total de 109 aislados de cepas de
ETEC 54 (49,54%) fueron identificados como K88, K99, 987P o F41 empleando un
ensayo inmunoenzimatico ELISA. En este estudio el antigeno de colonizacién mas
comun encontrado fue el F4 (K88) el cual fue hallado en el 70,32% de los cerdos,
seguido por F6 (987P) 33,33%, F5 (K99) 25,92% y F41 24,07%. Otros autores Vu
Khac et al. (2006) encontraron que ECET positiva para fimbria F4 (K88) fueron las mas
prevalentes aisladas de cerdos neonatos (detectada en 38%) y DPD (detectada en
19%) en Slovakia. Ojeniyi et al., (1994); Alexa et al., (2002); Wittig et al., (1995); y
Osek, (1999a) reportaron una prevalencia de aislados F4 (K88) originando diarrea
postdestete en Dinamarca, Republica Checa, Alemania y Polonia de 26%, 19%, 14% y
19% respectivamente. Similarmente, Nagy et al. (1990) reportaron un 61% de aislados
positivos con fimbria F4 (K88) de un total de 205 aislados de E. coli derivados de casos
fatales de diarrea postdestete o enfermedad edematica en Hungria. Sin embargo, al
igual que en este estudio, Pernas et al. (1980) hallaron un bajo porcentaje (0-16%) de
los plasmidos de virulencia K88, K99 ademas del Ent en 192 cepas de E. coli aisladas
del intestino delgado de 146 cerdos lactantes y 46 postdestetados con diarrea en esta
misma provincia. En la Provincia de Camaguley, otros autores, Pernas et al. (1989)
hallaron una baja incidencia de K88" y K99 (9,7 y 6,3% respectivamente) en aislados
de copro y 28,5y 11% de K88" y K99 respectivamente, en aislados de organos de
cerdos diarreicos con diarrea neonatal y diarrea post-destete, pero con el empleo de la
prueba de aglutinacion rapida en placa. En otras latitudes geograficas como Japén y
Corea, también ha sido reportado una baja prevalencia de F4 (K88) aisladas de cerdos
con diarrea post-destete (Kwon et al. 2002). Numerosos estudios demostraron que

serogrupos O asociados con la fimbria F4 (K88) fueron principalmente: 08, 0149, y
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0157 (Frydendahl, 2002). En Espana, O149:H10: TL/TSb y O157: H-: TL/TSb son los
seropatotipos mas prevalentes detectados en cepas ETEC F4 (Blanco et al., 1997).

La ETEC F4" esta ampliamente expandida y es altamente prevalente en granjas de
cerdos no vacunados. Van den Broeck et al. (1999) encontraron que el 65% de las
granjas no vacunadas destinadas a la produccion de cerdos en cuatro provincias de
Bélgica fueron seroposivas a IgG contra F4, aunque la mayoria solo fue débilmente
positiva. En ausencia de vacunacion, la IgG sérica especifica para F4 es inducida por
infeccion con ETEC F4'. Hampson et al. (1987) observaron que ETEC hemoliticas
pueden estar como residentes del tracto intestinal de cerdos lactantes saludables
jovenes que pueden excretar y expandir la bacteria. Por tanto, ETEC F4" puede circular
sobre granjas incluso sin brotes clinicos de colibacilosis entérica. Sobre una escala
regional, la prevalencia de ETEC F4" en granjas no vacunadas es incluso mas alta en
West-Vlaanderen, Oost- Vlaanderen, y Antwerpen con 79, 71 y 68% respectivamente.
El incremento de la seropositividad F4, con incrementadas densidades de granjas
criadoras de cerdos, indica la importancia de la densidad de la poblacién porcina sobre
la prevalencia de infecciones en una region. Una vez que las infecciones por ETEC son
transmitidas por contacto directo con las heces o materiales contaminados con heces,
estos datos prueban el alto estdandar de higiene que se necesita en las granjas
especialmente en areas con altas densidades poblacionales (Van den Broeck et al.,
1999). La colibacilosis entérica porcina es un enfermedad de importancia en la provincia
de Villa Clara, Cuba, con mayor ocurrencia en los meses de abril, junio, septiembre y
diciembre y una estacionalidad manifiesta en el ultimo cuatrimestre del afo; con una
prevalencia focal de periodo de 25,17% en la colibacilosis y de 58,74% en la
colienterotoxemia, con una morbilidad de 50,92%, una mortalidad de 14,77% y una
letalidad de 29,02% (Lazo, 2007). Wong et al. (1996) en la provincia de Camaguey,
Cuba, al evaluar los parametros de morbilidad y mortalidad por E. coli en crias y
precebas, tomando como referencia los datos registrados en 1991,1992 y 1993,
anteriores a la aplicacion de un programa de vacunacion, encontraron valores de
morbilidad de un 13% en ambas categorias; y una mortalidad de un 7% en las crias.

Estudios a cerca de la diarrea post-destete por E. coli F4" se han focalizado

mayormente sobre los sintomas clinicos de los cerdos (Madec et al. 2000), y no en la
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transmision de la E. coli F4". Sin embargo, para entender la epidemiologia de la diarrea
post-destete y para el desarrollo de medidas de control, informacion sobre infecciosidad
y susceptibilidad de los individuos a E. coli F4" dentro de una poblacion es también
necesaria. La excrecion de E. coli F4" en las heces puede reflejar diferencias en
colonizacion y replicacion entre cerdos, y por ende, diferencias en infecciosidad (Engel
et al.,, 2003). Ademas de los niveles de bacteria excretada, otros aspectos como
tolerancia al acido (Merrell y Camilli 2002), supervivencia de E. coli F4" en heces
(Kudva et al., 1998) y comportamiento de la enfermedad en cerdos son probablemente
los que afectan la infecciosidad. La intensidad de la diarrea puede ser también un
vector para la expansion de E. coli F4", una vez que las heces diarreicas pueden formar
aerosoles, aunque la toma oral pueda ser menor. Uno de los factores que causa alta
variabilidad en la colonizacién y replicacion y de esa manera en la excrecion y diarrea,
es la presencia o ausencia de receptores F4. La presencia de receptores F4 estuvo
significativamente asociada con alta excrecion de E. coli F4™ a gran escala. Esto indica
que las poblaciones de cerdos Receptores F4" y F4" no pueden ser consideradas
homogeneas con respecto a la excrecién de E. coli F4". Por tanto, el estatus
Receptores F4 de los cerdos y su efecto en las poblaciones seran tomados en cuenta
en la evaluacion de los modelos de infeccion de E. coli F4™ o cuando se van a probar

medidas de intervencion sobre E. coli F4" (Geenen et al., 2006).

Gonzalez y Garabal (1998) sefialan que la causa principal de la aparicion de la
colibacilosis en cerdos, esta estrechamente asociada, a diferentes factores
predisponentes; como destetes bruscos, cambios cualitativos y cuantitativos en la dieta,
asi como un manejo zootécnico inadecuado. Las dietas influyen sobre la capacidad de
absorcion del intestino y hacen al mismo mas propenso a la colonizacion y subsecuente
diarrea (Thomson, 2001). Lazo (2007) la mayor mortalidad aparente, pudieran
atribuirse fundamentalmente a causas predisponentes relacionadas con la cantidad y
calidad del alimento consumido en la etapa, la cual se caracteriz6, por inestabilidad en
el suministro de alimentos concentrados y mala calidad de las materias primas. La
contaminacion del agua de bebida juega un papel importante como fuente y via de
transmisién de la enfermedad (Lazo, 2007). Otro factor importante que incidié

negativamente en el incremento de la tasa de morbilidad y mortalidad en las granjas
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afectadas, lo constituyd, la deficiente existencia de farmacos y productos
desinfectantes, unido a la carencia de rodenticidas e insecticidas que limitaron la
efectividad en las medidas contraepizoéticas relacionadas con los tratamientos

curativos y el saneamiento ambiental.

FACTORES DE VIRULENCIA.

FIMBRIAS.

Cerca de 23 afios después de la descripcion de E. coli, Guyot encontré en 1908 que
algunas cepas de E. coli son capaces de aglutinar eritrocitos de animales y humanos.
En 1955, Collier and De Miranda (1955) demostré que esta aglutinacion puede ser
inhibida especificamente por la manosa, y Duguid y colaboradores demostraron las
propiedades aglutinantes de la E. coli debido a la presencia de apéndices filamentosos
largos no flagelares sobre la superficie de la bacteria. Ellos llamaron a estos apéndices
fimbrias (Duguid et al., 1955), mientras Brinton (1959) usé el nombre de pili. Desde
entonces estos dos términos han sido usados como sindénimos. Basados en sus
propiedades hemoaglutinantes, las fimbrias son generalmente clasificacadas como:
fimbrias sensibles a la manosa (MS, por sus siglas en inglés), y fimbrias resistentes a la
manosa (MR, por sus siglas en inglés). Las fimbrias sensibles a la manosa son también
llamadas comunmente fimbria tipo 1 (Brinton, 1959; Ofek and Beachey, 1980). Ellas
estdn a menudo presente sobre comensales y cepas enterotoxigénicas y tienen
glicoproteinas ricas en manosa como receptores. Ellas aglutinan una amplia variedad
de células de levadura y animales y son expresadas en un amplio rango de temperatura
18+37,8 grados Celsius. Las fimbrias MR, sin embargo, generalmente no son
expresadas a temperaturas inferiores a 18,8 grados Celsius. Ellas son estimadas como
especificas de hospederos y aglutinaran y se uniran solamente a una variedad
restringida de células eucariotas. Hoy, diversas fimbrias MR procedentes de E. coli
patogénica para los intestinos han sido caracterizadas, tales como los antigenos
factores de colonizacion (CFA, por sus siglas en inglés) CFA/l y CFA/ll de cepas
patogénicas humanas (Evans and Evans, 1978), el antigeno K88 que ocurren en
diversas variantes serolégicas de cepas patogénicas porcinas (Moon et al., 1980), el
antigeno K99 encontrado sobre varias cepas de E. coli enterotoxigénica de origen

bovino, porcino y ovino (Isaacson, 1977), el antigeno F41 que usualmente ocurre junto
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con K99 (de Graaf and Roorda, 1982) y esta principalmente asociado con cepas
enterotoxigénicas de terneros, ovejas y ocasionalmente cerdos, y a la fimbria 987P
especifica para cepas porcinas (Isaacson and Richter, 1981). En 1983, un nuevo y
simplificado sistema de nomenclatura fue introducido por @rskov y @rskov en el que las
fimbrias son denominadas antigenos F y solamente la designacion de la F (fimbrial)
debe ser usada (Drskov y @rskov, 1983). De acuerdo a este sistema, la fimbria tipo I,
CFA/l'y CFA/Il, K88, K99, 987P, y F107 fueron cambiadas dentro de F1-F3, F4, F5, F6
y F18 respectivamente (Smyth et al., 1994).

Las fimbrias son largos apéndices proteicos que irradian desde la superficie de la
bacteria a una longitud de 0,5 + 1,5 ym. Ellas estan peritricamente distribuidas en
numeros de 100 £ 300 por bacteria o incluso hasta 1000 por bacteria (Klemm, 1981).

A grandes rasgos, dos grupos diferentes morfolégicamente de fimbrias sobre la
superficie de cepas de E. coli patdgenas han sido descritas (Mooi and de Graaf, 1985)
a saber pili y fibrilla (Simons et al., 1994). Aunque los términos pili y fimbria fueron
usados al inicio como sinénimos, el término fimbria es usado para indicar los grupos de
apéndices proteicos de superficies mientras que la designacion pili refiere a un rasgo
morfolégico especifico de la fimbria. Pili son estructuras rigidas con diametro de 7 £+ 8
nm y una abertura axial, mientras que las fibrillas son mas bien delgadas y flexibles con
un diametro pobremente definido de 2 £+ 4 nm. Por lo visto, las fimbrias F1 y F6
pertenecen al primer grupo (estructuras en forma de pili) mientras que las Fimbrias F4 y
F5 pertenecen al segundo grupo (estructura en forma de fibrilla). Sin embargo, Simons
et al. (1994) encontraron que la apariencia de la fimbria F4 varia desde una estructura
delgada, flexible y extendida a una forma mas ancha, rigida y condensada. Esta
variacién depende grandemente del medio de cultivo en el que ellas estan suspendidas
y por consiguiente la morfologia de la Fimbria F4 in vivo no esta clara del todo.
Consecuentemente, la distincion preliminar entre pili y fibrilla como estructuras gruesas
y rigidas contra estructuras flexibles y delgadas, respectivamente, es artificial.

Las fimbrias o pili son apéndices superficiales filamentosos o en forma de baston sobre
la bacteria que media la unién a tejidos del hospedero. Cada unidad fimbrial consiste en
cientos de copia de una sub-unidad mayor que provee de estructura y confiere la

especificidad de antigénica de la fimbria. Las fimbrias pueden también contener
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diversas copias de sub-unidades menores, una de las cuales es una adhesina con

propiedades de unién especifica.

FIMBRIA F4.
Las adhesinas F4, inicialmente se pensd que era una antigeno capsular K (K88),

subsiguientemente se encontré de ser una estructura fibrilar fina. Las Fimbrias F4 son
codificadas por el locus fae sobre un plasmido que a menudo también transporta genes
que codifican para la fermentacién de rafinosa. Las fimbrias F4 median la adherencia
bacteriana al epitelio intestinal en la mayor parte del intestino delgado de los cerdos de
todas las edades. Por tanto, la colonizacion de la mucosa intestinal, por E. coli
enterotoxigénica F4 positivo ocurre tanto en cerdos neonatales como destetados vy
pueden ser observadas en cerdos en ceba. La adherencia debido a F4 es especie
especifica, ocurriendo mayormente en cerdos. Hay tres variantes de F4 a saber: ab, ac
y ad. La variante mas comunmente encontrada es ac. Cuando las tres variantes de F4
(F4 ab, F4 ac, F4 ad) son consideradas, seis fenotipos porcinos pueden ser distinguidos
con respecto a la adhesividad en el borde en cepillo: fenotipo A une las tres variantes,
es decir, todas, Fenotipo B une F4 ab y F4 ac, Fenotipo C une F4 ab y F4 ad, Fenotipo
D une F4 ad, Fenotipo E no une ninguna de las variantes y el Fenotipo F une a F4 ab
(Van den Broeck et al., 2000).

Hasta un 50% de los cerdos no presentan receptores para adhesinas F4. El allelo (S)
para el receptor es dominante y la resistencia genética es heredada por un modelo de
herencia Mendeliana. Por tanto tres genotipos existen: ss (resistente), SS y Ss
(sensibles). Si la cerda es el progenitor resistente, hay anticuerpos anti-F4 no
especificos en el calostro en ausencia de inmunizacioén parenteral, resultando en cerdos
altamente resistentes. Un reporte de Francis et al. (1998) indica que una glicoproteina
tipo mucina del borde en cepillo intestinal puede ser biologicamente mas relevante
como receptor para F4 que la glicoproteina localizada sobre el borde en cepillo epitelial,
posiblemente explicando la ausencia a menudo observada de correlacion de
adherencias de variantes de F4 al borde en cepillo del intestino delgado in vitro con

susceptibilidad en cerdos.
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FIMBRIA F18.
Las Fimbrias F18 son filamentos grandes flexibles con un modelo de zigzag

caracteristico (Nagy y Fekete, 1999). Ellos son codificados por el locus fed, que es
usualmente encontrado sobre un plasmido. Dos variantes de F18, ab y ac han sido
descritas, basandose en diferencias de secuencias nucleotidicas y seroldgicas. Estas
variantes son biolégicamente distintas, la F18 ab siendo pobremente expresada in vitro
e in vivo y asociadas mayormente con cepas productoras de Stx2e y la F18 ac siendo
mas eficientemente expresada in vitro e in vivo y mas comunmente asociada con cepas
de Escherichia coli enterotoxigénica. Los receptores F18 estan ausentes en cerdos
recién nacidos y se incrementa su produccion en la edad de destete. Los genotipos
susceptibles y resistentes a la adherencia por F18 han sido diferenciados y los cerdos
con al menos una copia del alelo dominante para el receptor son susceptibles de la
adherencia epitelial in vitro y por tanto la colonizacion intestinal. EI gen del receptor ha
sido localizado sobre porcinos en el cromosoma 6, estrechamente vinculado al gen que

codifica la sensibilidad al Halotan (Gyles y Fairbrother, 2006).

FIMBRIA F5 (K99).
Inicialmente se penso6 que la fimbria F5 (K99) era capsular, pero subsecuentemente se

encontr6 que era un apeéndice fibrilar similar a la fimbria F4 (K88). Ellas estan
codificadas por el locus fan, que es también encontrado en el plasmido. Las fimbrias F5
son también producidas por aislados de E. coli enterotixigénica procedentes de cerdos,
ganado y ovejas. La fimbria F5 media la unién de la E. coli enterotixigénica a la parte
posterior de la mucosa del intestino delgado en animales jovenes y en ocasiones de
animales adultos. Por lo tanto, la diarrea debido a E. coli enterotixigénica positiva a F5
es observada mayormente en animales neonatales, pero recientemente se ha visto

ocasionalmente en los cerdos post-destete (Gyles y Fairbrother, 2006).

FIMBRIA F6 (987P).
La fimbria F6 (987P) es larga y en forma de bastdén codificada por el locus fas

encontrado tanto en el cromosoma como en el plasmido. La fimbria F6 (987P) media la
colonizacién bacteriana principalmente en el intestino delgado posterior en cerdos
neonatales. La fimbria F6 que media la colonizacion intestinal en cerdos adultos es

raramente observada y se pensoé que es inhibida por la unién preferencial de la bacteria
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a receptores F6 presentes en el mucus mas que en aquellos que estan sobre el epitelio
intestinal. Por tanto, la diarrea debido a E. coli enterotoxigénica positivas a F6 es
observada al menos exclusivamente en cerdos neonatales (Dean-Nystrom and
Samuel, 1994).

FIMBRIA F41.
F41 es un apéndice fibrilar codificadas por genes presentes en los cromosomas y son

encontradas en cepas de E. coli enterotoxigénica porcinas y bovinas. Ellas son
mayormente expresadas juntas con las fimbrias F5 (K99), aunque algunas cepas
pueden producir F41 solamente. La colonizacion mediada por F41 es observada
principalmente en el intestino delgado posterior de cerdos neonatales, terneros y
corderos, y puede resultar en diarrea estando F5 presente o no (Gyles y Fairbrother,
2006).

AIDA.
La adhesina involucrada en la adherencia difusa (AIDA) es una proteina madura auto

transportada, que media la union bacteriana a las células del epitelio intestinal (Benz
and Schmidt, 1992). AIDA fue originalmente detectada en aislados de E. coli
procedentes de humanos con diarreas, ya ha sido detectada recientemente en cepas
de E. coli de cerdos con enfermedad edematica o diarrea post-destete, particularmente
en cepas que pertenecen a los virotipos Stx:F18 y F18 solamente (Mainil et al., 2002).
AIDA es codificada por genes presentes en un plasmido, posiblemente contienen los
genes fed que codifican para la fimbria F18. Los aislados de E. coli enterotoxigénica de
los virotipos STb o STh: EAST-1 (por sus siglas en Inglés) procedentes de cerdos
neonatales o destetados pueden ser también positivos a AIDA e inducir diarrea en

cerdos neonatos (Ngeleka et al., 2003).

ENTEROTOXINAS.
Las dos principales clases de enterotoxinas que son producidas por ETEC: Toxina

termoestable (ST, por sus siglas en Inglés), que es resistente al tratamiento a 100
grados Celsius por 15 minutos, y una toxina termolabil (LT, por sus siglas en Inglés),
que es inactivada a 60 grados Celsius por 15 minutos. Las Toxinas termoestables han

sido ademas caracterizadas como STa (o STIl) y STb (o STIl) basados en la talla,
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estructura molecular y actividad bioldgica. Las enterotoxinas son codificadas por
plasmidos. Las enterotoxinas LT son altamente antigénica, mientras que las
enterotoxinas ST tiende a ser pobremente antigénica. Las enterotoxinas no producen

lesiones patoldgicas o cambios morfolégicos en la mucosa intestinal (Gyles, 1994).

ENTEROTOXINAS STa.
Las enterotoxinas STa es un péptido de 18 6 19 aminoacidos de 2 000 Da. Las

enterotoxinas STa se unen a un receptor guanilil ciclasa del epitelio intestinal y activo la
guanilato ciclasa que estimula la produccioén del GMP ciclico (De-Sauvage et al. 1991).
Altos niveles de GMP ciclico en la célula inhibe el sistema de co-transporte Na/Cl y
reduce la absorcién de electrolitos y agua del intestino por las vellosidades y resultan de
una secrecion elevada de Cloro y Agua en las células de la Cripta (Forte et al., 1992).
Los efectos de la STa son reversibles. La enterotoxina STa es activa en cerdos jovenes
pero es menos activa en cerdos mas viejos, posiblemente debido a la concentracion

disminuida de receptores con la edad (Cohen et al., 1988).

ENTEROTOXINAS STh.
Las enterotoxinas STb es un péptido de 48 aminoacidos de 5000 Da, en su forma

madura, no esta relacionada a la enterotoxina STa en composicién y actividad bioldgica
(Dubreuil, 1997). Las ETEC productoras de enterotoxinas STb estan mayormente
asociadas con cerdos pero han sido aislada esporadicamente de casos de diarrea en
humanos, terneros y pollos. El receptor de la célula del epitelio intestinal que une STb
no ha sido completamente elucidado. Una proteina de 25 kDa en membrana celular
intestinal de raton que une STb ha sido identificada (Hitotsubashi et al. 1994).

Las enterotoxinas STb no alteran los niveles de cGMP y cAMP en las células de la
mucosa intestinal, de esa manera difieren en mecanismo de accién de STa y LT. Por
otro lado, las enterotoxinas STb estimulan un incremento de los niveles de
prostaglandinas E, probablemente induciendo la secrecidén yeyunal y duodenal de agua
y electrolitos por un mecanismo aun no conocido. Las enterotoxinas STb también
estimula la liberacion de otras secretagogas, 5-hidroxitriptamina, dentro del fluido

intestinal (Harville y Dreyfus 1995).
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ENTEROTOXINA TERMOLABIL (LT).
Dos subgrupos de Toxinas Termolabiles han sido descritos, solamente LTl ha sido

neutralizada por toxina anticolera. La LTI puede ser dividida dentro de LTh-I producida
por ETEC de humanos y ETEC y LTp-l, producida por ETEC porcina, que poseen
grandes diferencias en composicion. Las LTIl consisten en dos variantes antigénicas,
LTlHa y LTlIb, que estan relacionadas con LTI su sub-unidad A pero difieren en sus sub-
unidades B. La LTI es una toxina de alto peso molecular compleja (aproximadamente
de 88 000 Daltons) que consisten en 5 subunidades de unirse a receptores gangliosidos
GM1 sobre la superficie celular epitelio intestinal y una subunidad A activa
biolégicamente (Gill et al., 1981). Otros receptores los cuales unen LT son GD1b, un
sialo GM1 y GM2 y un numero de galactoproteinas y glicolipidos conteniendo galactosa.
La subunidad A (30 000 Daltons) consisten en un fragmento A1 (21 000 Daltons)
conteniendo un sitio activo y el fragmento A2 que se vincula al fragmento A1 de las sub-
unidades B. El fragmento A1 parece jugar un rol importante en la estabilidad de
Holotoxina y las diferencias en este fragmento han sido reportadas menor toxicidad de
LT comparada con CT. LTI es muy similar a la toxina colérica estructuralmente y
funcionalmente (Tauschek et al. 2002).

Después de la unién de las subunidades B a sus receptores especificos de la superficie
de las células, el fragmento A4 es transportado dentro de la célula, donde este activa el
sistema de la adenilciclasa, estimulando la produccién de AMP ciclico (CAMP por sus
siglas en inglés). El fragmento A posee actividad ADP-ribosil transferasa, por lo que
este transfiere ADP-Ribosa desde NAD al regulador Gs-alpha de la Adenilciclasa. Esta
accion permite la sintesis de cAMP por la Adenilciclasa bloqueada en esta posicion. La
ADP-Ribosilacion es incrementada por los factores de ADP-Ribosilacion, que son
GTPasas reguladoras que activan la unidad catalitica LT A4. Los altos niveles de cAMP
en la célula resulta en secrecion incrementada y decrecimiento de la absorcion de iones
Cl y Na* y agua dentro del lumen intestinal. El efecto de LT es irreversible, y los
enterocitos afectados permanecen en un estado hipersecretor de CAMP hasta que este
es suprimido. La secrecion excesiva de electrolitos y agua conduce a la deshidratacion,
acidosis metabdlica y posiblemente la muerte. LT puede inducir secrecion a través de

mecanismos alternativos tales como estimulacion de prostaglandinas, el sistema
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nervioso entérico y la activacion de citoquinas (Nataro y Kaper, 1998). LT tiene un
fuerte efecto inmuno modulador, y derivados de LT han sido empleados como

adyuvantes tanto en sistema inmune sistémico como mucosal (Fraser et al., 2003).

PATOGENIA.
Los cerdos recién nacidos ingieren la E. coli enterotoxigénica encontradas en su

ambiente, especialmente de las glandulas mamarias de la madre y en el cubiculo de
parto. Estas E. coli enterotoxigénica provienen de las heces de cerditos con diarrea, y
cerdas y cerditos transportadores asintomaticos (Fairbrother, 1999). Los factores que
promueven el desarrollo de la diarrea incluyen pobre higiene, inadecuada desinfeccion,
un sistema de partos continuos, temperatura menor de 25 grados, o excesiva corriente
de aire. Estos factores al aumento de la E. coli patogénica en el ambiente, o reducen la
actividad peristaltica y un retraso en el pasaje de la bacteria y anticuerpos protectores a
través del intestino (Gyles y Fairbrother, 2006).

En los cerdos recién nacidos, el pH. del estbmago y el duodeno es menos acido y la
produccién de enzimas digestivas es mas lenta, proveyendo un ambiente favorable para
la rapida multiplicacion de la bacteria tales como E. coli, incluyendo E. coli
enterotoxigénica que puede estar presente en el ambiente de los cerditos. La diarrea es
observada principalmente en los primeros dias después del nacimiento. Uno o mas
animales de un grupo son afectados. Una diarrea menos acuosa puede también ser
observada en las dos primeras semanas de edad, o tan temprano como dos dias post-
destete, con baja mortalidad y a menudo decrecimiento en la ganancia de peso. En
cerditos de este grupo de edad con diarrea, una coinfeccion con otros patdégenos tales
como virus de la gastroenteritis transmisible, rotavirus o coccidia es a manudo
observada. Los aislados productores de F4 ocasionalmente proliferan rapidamente en el
intestino delgado de los cerdos jovenes e inducen sintomas de shock y muerte rapida.
La colibacilosis entérica complicada por shock ocurre en cerdos recién destetados y no
destetados y se manifiesta con muerte rapida y con algunas cianosis cutaneas de las
extremidades, o0 menos aguda con hipertemia, diarrea y anorexia (Gyles y Fairbrother,
2006).

La diarrea post-destete es fluida, grisacea o amarillenta, y comunmente comienza de 3

a 5 dias después del destete, durando hasta una semana y causando emaciacion.
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Pasado varios dias, la mayoria de los cerdos en un grupo pueden estar afectados y una
mortalidad de hasta el 25% puede ser observada en ausencia de terapia antibiotica. En
las granjas donde las medidas de crianza en el destete tales como proteina de fuente
animal, plasma, agentes acidificantes y 6xido de zinc estan siendo usadas, los picos de
diarrea y colibacilosis entérica complicada por shock pueden ser observadas a menudo
a las tres semanas después del destete, o incluso a las seis u ocho semanas después
del destete, en el tiempo en que los cerdos entran en los cubiculos de crecimiento
(Bertschinger, 1999).

PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD EDEMATICA EN LOS CERDOS.
La enfermedad edematica (ED, por sus siglas en inglés) es una toxemia por toxina Stx

2e (Stx2e, por sus siglas en inglés) que resulta en un edema severo en sitios
especificos de los cerdos que han absorvido Stx2e desde el intestino siguiendo la
colonizacién por una E. coli Stx2e positiva. La inyeccion intravenosa de cerdos con
Stx2e a bajas dosis (3 nanogramos por kilogramos de peso) resulta en los signos
caracteristicos, sintomas y lesiones de la Enfermedad Edematica (MacLeod et al.,
1991).

Las cepas de E. coli responsables de la enfermedad edematica son ingeridas desde un
ambiente contaminado por cerdas que transportan la bacteria o cerdos que estan
infectados. La colonizacion se desarrolla sobre los tres a seis dias y es dependiente de
la adherencia no intima de la bacteria a las células epiteliales de las partes superior y
laterales de las vellosidades del intestino delgado por medio de la fimbria F18 ab
codificada por un plasmido (Bertschinger y Gyles, 1994). Los cerdos que carecen de
receptor intestinal para la fimbria F18 son resistentes a la enfermedad edematica y
pueden ser identificados por ensayos de PCR que detecta una mutacion especifica en
el gen para a 1, 2 fucosiltransferasa (FUT 1), que puede ser requerido para la sintesis
de un receptor glucoconjugado para la fimbria F18. La resistencia esta presente en solo
un bajo porciento de la mayoria de las razas de cerdos. La E. coli responsable de la
enfermedad edematica usualmente produce una a-hemolisina in vitro y durante el curso
de la enfermedad. Esta citolisina no es esencial para la enfermedad edamatica (Smith y
Linggood, 1971), pero esta puede contribuir a la colonizacién intestinal, ya que esta E.

coli que produce la a-hemolisina parece tener una ventaja selectiva comparadas con
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unas no hemoliticas en el intestino de cerdos recién destetados (Deprez et al., 1986).
La colonizacién intestinal por E. coli responsables de la enfermedad edematica puede
ser ayudada por factores de manejo. En el tiempo del destete, las células del epitelio
intestinal de los cerdos experimentan cambios que conducen a un periodo de mala
absorcion temporal. Las dietas altas en proteinas contribuyen a la presencia en el
intestino de un abundante y rico sustrato para la rapida proliferacion de E. coli
responsables de la enfermedad edematica (Bertschinger and Gyles, 1994). Se ha
observado que los cerdos de crecimiento mas rapido de una camada son los mas
susceptibles y pueden representar los cerdos que estan consumiendo la mayor parte
del alimento y/o son los que mas eficientemente absorben el alimento en el instetino. La
transportacion de los cerdos y el mezclado de los cerdos de diferentes fuentes también
predisponen al desarrollo de la enfermedad edematica, posiblemente por la oportunidad
incrementada del estrés sobre los cerdos y la oportunidad de contaminacidén con cepas
de E. coli responsbles de la enfermedad edematica (Gyles et al., 2004).

La enfermedad es dependiente de la absorcién de Stx2e dentro del torrente sanguineo,
pero hay poco entendimiento de como esto ocurre. La toxina Stx2e no parece ser
absorbida por el intestino en condiciones normales, pero la adicidén de deoxicolato al
intestino permite que tenga lugar la absorcién de la toxina (Waddell y Gyles, 1995), y
es posible que la bilis pueda influir en la absorcién. Los receptores que unen la Stx2e
estan presentes en los enterocitos de la criptas del intestino delgado de los cerdos, pero
su rol en la absorcion de Stx2e no es conocido. La Stx2e se une preferencialmente a
sus receptores especificos, globotetraosilceramida (Gb4), en células del endotelio
vascular o intestinal, pero pueden también unirse a Gb3. En cerdos que mueren de
enfermedad edematica, la Stx2e puede ser recuperada del contenido intestinal (Sojka,
1965), y el dafio mediado por la toxina al endotelio vascular puede ser identificado en
tejidos dianas.

Hay cambios minimos en el epitelio intestinal de los cerdos afectados, y es probable
que muchas de las toxinas que entran a las células epiteliales son degradadas en el
compartimento endocitico y un porciento menor de la toxina intacta pasa a través del
epitelio intestinal (Acheson et al., 1996). Las toxinas absorbidas, unidas y dafiando las

células del endotelio vascular en tejidos dianas, resultan en edema y hemorragia. La
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presencia o ausencia de receptores en el endotelio vascular para Stx2e en los vasos
sanguineos es el determinante principal en la distribucion de lesiones en el tejido. Sin
embargo, factores adicinales determinan si la toxina es tomada por una ruta que
conduce a la intoxicacion (Paton y Paton, 1998). Los receptores para Stx2e estan
presentes en el musculo liso vascular, que experimentan necrosis en los 6érganos
dianas en cerdos con enfermedad edematica, pero no es conocida si la necrosis es un
resultado directo del dafio por la toxina o un efecto secundario del dafio de la célula del
endotelio vascular.

Los casos de enfermedad edematica pueden ser esporadicos o pueden afectar muchas
camadas o un rebano entero y pueden ser reconocidas como muertes repentinas sin
signos de la enfermedad. Algunos cerdos afectados suelen estar inapetentes,
desarrollan edemas en los parpados y en la frente, dan un chillido peculiar y muestran
incoordinacion y debilidad respiratoria. No hay diarrea o fiebre (Bertschinger and
Gyles, 1994).

Los cerdos que mueren de enfermedad edematica muestran tipicamente lesiones
groseras de edema y hemorragia en algunos o todos de los siguientes sitios: tejido
subcutaneo de los parpados y la frente, la curvatura mayor del estobmago, los nédulos
lifaticos mesentéricos, el mesenteterio coldnico, y el cerebro, especialmente el cerebelo.
Una microscopia electronica identifica cambios degenerativos en las células del
endotelio vascular, trombosis en los vasos sanguineos, edema perivascular, y necrosis
del musculo liso vascular (Bertschinger and Gyles, 1994). Las E. coli responsables de
la enfermedad edematica recuperadas de cerdos afectados pertenecen la mayoria
comunmente a los serogrupos 0139, y menos frecuentemente a los serogrupos 0138,
o 141, aunque la pérdida de los antigenos O no partecen danar la capacidad del
organismo para causar enfermedad (Aarestrup et al., 1997). Otros grupos O han sido
asociados con enfermedad edematica o poseen los genes Stx2e incluidos los grupos 2,
9, 101, 107, 120, 121, 125, 149, 154 y 157 (Gannon et al., 1988).

Las E. coli responsables de l|la Enfermedad Edematica pueden o no ser
enterotoxigénica. Aquellas cepas que son enterotoxigénica funcionan como ambas E.
coli enterotoxigénica y E. coli responsable de enfermedad edematica (Nagy y Fekete,
1999).
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LA ENFERMEDAD EN LOS CERDOS

Pocos dias después del nacimiento, los cerdos infectados con cepas patdégenas de E.
coli se atontan y maman sin vigor o rehusan mamar. Por lo general, presentan diarrea
acuosa, amarillenta o de color grisaceo, aunque a veces se encuentran estrefiidos, se
desmedran y se debilitan con rapidez, no se mueven con facilidad en la nidada y no
viven por mucho tiempo. A veces, los rabos se recubren con heces que al secarse, si
los cerdos sobreviven, el periodo agudo de la infeccién obstaculizan la circulacion
produciendo el desprendimiento del rabo. En los cerdos en la edad de destete el
desarrollo de los signos es mas rapido en la infeccién de E. coli y la coloracion de la piel
menos pronunciada. La elevacién de la temperatura alcanza cifras de 40 a 41,1°C. La
diarrea es un signo precoz, pero no se observa hasta después de tres a cuatro dias de
la enfermedad, y el consumo de alimentos esta marcadamente disminuida (Bouguenec
y Bertin, 1999).

En la enfermedad edematica las muertes subitas de cerdos en crecimiento y en buen
estado de carne, pueden ser el primer signo; y los cerdos son frecuentemente
encontrados muertos sin sintomas previos de la enfermedad (Hampsom, 1994). Los
cerdos se mueven con una marcha tambaleante hacia el alimento, pudiendo comer
escasamente o solo hociquean el alimento, seguidamente pierden el control de las
extremidades posteriores o0 anteriores, y en pocas horas la paralisis es completa y los
cerdos no pueden levantarse, en otros casos se observan ataques de convulsiones y

movimientos de corrida (Bertschinger y Gyles, 1994).

Los signos neuroldgicos caracteristicos comprenden ceguera aparente, ataxia y marcha
en circulos, que progresan a decubito lateral con opistétonos y movimientos de nadar
con las patas. Puede haber evidencia de edema de los parpados o de la frente y el
edema de la laringe puede causar un rugido con un timbre caracteristico. La muerte
generalmente ocurre varias horas o dos dias después, y algunos animales que se
recuperan presentan signos neurolégicos persistentes de severidad variable. La

morbilidad en un grupo afectado es de alrededor de un 5% (Hampsom, 1994).

La inflamacion alrededor de los ojos frecuentemente combinada con enrojecimiento de

la piel, puede deberse a una forma benigna de presentacion de la enfermedad, de la
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cual los cerdos se recuperan; la temperatura rectal es normal salvo algunas
excepciones, puede observarse constipacion marcada, pero en brotes debido a cepas
de E. coli que producen una o mas enterotéxinas, la diarrea puede preceder a los
sintomas de la enfermedad edematica (Bertschinger and Gyles, 1994). En ciertos
brotes los cerdos pueden sobrevivir y desarrollar la enfermedad crénica caracterizada
por un crecimiento mas lento con o sin signos de una encefalopatia local (Kausche et
al., 1992).

Las alteraciones que se encuentran en los cerdos con enteritis producidas por E. coli
son: enteritis catarral, que puede ser moderado o grave y que se caracteriza por
congestion de los vasos mesentéricos anteriores y posteriores. El estbmago puede
contener cantidades variables de la leche coagulada, pero por lo general no presenta
alteraciones hemorragicas notables. El intestino contiene a menudo una sustancia
acuosa amarillenta y gaseosa. Los ganglios linfaticos mesentéricos pueden estar
aumentados de tamafo y edematosos. Los casos de enteritis hemorragicas son poco
frecuentes. En los cerdos de mas edad con enteritis necrética se ha aislado serotipos
patégenos de E. coli. Es de presumir que tales organismos contribuyan al desarrollo de
dicho estado. En cualquier edad se puede encontrar como complicaciones neumonias,
peritonitis y pleuritis (Frasser, 1993). En los casos de septicemia, la piel puede
presentar cierta coloracion, que casi siempre es moderada, los abscesos de las
articulaciones se presentan a veces después de que la septicemia ha declinado
(Wenneras et al., 1990).

En la enfermedad edematica aunque algunos cerdos pueden no presentar lesiones
visibles, otros, particularmente que han muerto recientemente, presentan edema
evidente del subcutis, notablemente en la regidén craneal, en los parpados, sobre el
hueso nasal, en la region inguinal y sobre el vientre (Bertschinger and Gyles, 1994).
La submucosa de la curvatura mayor del estbmago y el mesenterio del colon en espiral
pueden mostrar un edema gelatinoso; y las cavidades serosas pueden contener una

cantidad excesiva de liquido ambar claro (Hampsom, 1994).

Las lesiones pueden presentarse en varias combinaciones y la severidad de los

cambios muestran enormes variaciones; los nodulos linfaticos subcutaneos estan
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edematosos con un moteado rojizo en la superficie, en el corazéon pueden aparecer
petequias ocasionalmente, en los pulmones y en la pared de la vejiga biliar se presenta
edema variable, el estbmago esta frecuentemente lleno de un contenido seco y fresco
parecido a migajas de alimentos, la mucosa esta palida y en la regién del cardias puede
presentarse un edema de variado espesor, a nivel de la submucosa (Bertschinger and
Gyles, 1994).

DIAGNOSTICO.

La identificacion de ETEC en muestras clinicas a nivel mundial proveera de una
informacién importante para el desarrollo de vacunas efectivas contra ETEC, tales como
la identificacién de factores de virulencia mas comunes que son capaces de inducir
inmunidad protectora al hospedero e identificacion de las combinaciones mas comunes
de toxinas de ETEC y factores de colonizacién en diferentes areas geografica y en el

tiempo (Sjoling et al., 2007).

Blanco et al. (2002) sefalan, que las diarreas en cerdos a la edad de amamantamiento
y dentro de las dos primeras semanas postdestete, estan casi siempre acompafadas
por algun tipo de infeccion por E. coli no-comensal. El diagndstico de la infeccion por
ETEC se hace en la deteccion de factores de virulencia conocidos y del serogrupo de
ETEC sospechoso. Esto puede no requerir necesariamente del cultivo de la bacteria.
Pero la necesidad de determinar la resistencia antibidtica simultdneamente, hace que el
cultivo y pruebas de caracteristicas culturales “in vitro” sea parte del diagnostico de
rutina para los laboratorios. Para el cultivo usualmente se usa intestino de cerdo o
heces, de las cuales es aconsejable inocular medios especificos requeridos para el
crecimiento potencial de algunas adhesinas (MINCA, para F4 o Difco Blood Agar base

con sangre de cabra para 987P).

Los medios mas frecuentemente utilizados para el aislamiento de E. coli son Agar Mac-
Conkey con lactosa y el medio de eosina con azul de metileno (EMB o LEVINE). Se
trata de medios selectivos que diferencian las colonias en positivas y negativas con
respecto a la lactosa. Aunque la mayoria de las cepas de E. coli son lactosa positiva no
se deben descartar el estudio de las colonias lactosa negativas, ya que en el 5% de E.

coli que no fermenta la lactosa se pueden encontrar cepas patdgenas. La biotipificacion
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se puede realizar con una serie corta de pruebas bioquimicas: indol (+), rojo de metilo
(+), Voges Proskauer (-), citrato (-), SH2 (-) y ureasa (-). No obstante, hay que tener en
cuenta que hay cepas atipicas: indol (-), citrato (+), SH2 (+) o ureasa (+) (Blanco et al.,
2005).

Para probar si los aislamientos son ETEC, los antigenos fimbriales F4, F5, F6 (987P),
F41, y F18 pueden detectarse por aglutinacién de latex para lo cual hay disponibles kits
basados en anticuerpos monoclonales. Las fimbrias adhesivas producidas “in vivo”
pueden ser mas eficientemente detectados por pruebas de cuadros diarreicos usando
ensayo de anticuerpos fluorescentes. Como puede ser que la cepa de EETC no sea
conocida (o detectable), es aconsejable preparar ensayos para comprobar
enterotoxinas de igual manera. Las toxinas TL y TSa pueden ser identificados por
ELISA o por aglutinacién del latex, desafortunadamente estas pruebas no son factibles
para TSb. Pruebas de ADN (hibridacion y PCR) son usadas para la deteccién “in vitro”
de casi todos los genes virulentos conocidos de ETEC porcino (Osek, 1999a, 1999b).
Su uso sin embargo, parece ser muy costoso y consume mucho tiempo bajo
condiciones de diagndstico de rutina en laboratorio. Por eso posteriores investigaciones
han sido y aun son llevados a cabo en técnicas tales como la reaccién en cadena de la
polimerasa multiple (PCR, por sus siglas en Inglés) que podria facilitar su uso para

diagnéstico de laboratorio (Nielsen y Andersen, 2003).

La deteccién y caracterizacion de aislados de ETEC ha sido alcanzado por una
variedad de métodos fenotipicos y genotipicos. Estos incluyen ensayos fenotipicos para
toxinas y factores de colonizacion basados en el reconocimiento de anticuerpos
monoclonales (MAbs, por sus siglas en inglés) (Qadri et al., 2000) y métodos
genotipicos basados en la hibridacion DNA/DNA (Steinsland et al., 2003), Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en Inglés), o Técnicas de PCR a tiempo
Real (Reischl et al., 2004; Vidal et al., 2004).

Sjoling et al. (2007) en investigacion realizada en la que llevaron acabo un analisis
comparativo de los métodos fenotipicos y genotipicos mencionados con anterioridad,
encontraron una muy buena concordancia general en los resultados derivados de
dichos métodos. Adicionalmente observaron que en unas pocas cepas, las toxinas

termolabiles y Factores de Colonizacion fueron identificadas genotipicamente y no
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fenotipicamente. De acuerdo a los resultados obtenidos estos investigadores
recomiendan iniciar el screening para ETEC en muestras clinicas por PCR multiple para
detectar genes de la toxina LT. Las cepas positivas a las toxinas pueden entonces ser
analizadas por Dot Blot para la deteccion de factores de colonizacion expresados sobre
la superficie de la bacteria y por PCR para la determinacién adicional de Factores de
Colonizacion para los cuales los MAbs (Anticuerpos monoclonales, por sus siglas en
Inglés) estan actualmente ausentes asi como también para cepas que hospedan genes

de factores de colonizacion silente.

Han et al. (2007) desarrollaron un Microarray DNA para la identificacion de serogrupos
y modelos de genes de virulencia de aislados de Escherichia coli asociados con diarrea
post destete porcina y enfermedad edematica. Estos investigadores paltean que el
Microarray demostréo ser altamente especifico y con resultados reproducibles. Los
autores concluyen que el microarray puede ser una técnica facil de hacer para
diagnosticar la presencia de cepas E. coli asociadas con diarrea post destete y

enfermedad edematica.

El diagndstico de la diarrea postdestete (PWD, por sus siglas en Inglés) requiere de
cuidadosa consideracion de los factores predisponentes y resultados bacterioldgicos.
Esto es casi siempre una necesidad para la investigacion en el diagnéstico diferencial
tales como deteccién de virus. Por ello en caso de PWD, es muy aconsejable no ser
absoluto con un posible resultado bacteriolégico donde se detecten varios tipos de
ETEC, pero es también necesario considerar otros factores fisioldgicos, ambientales,
dietéticos y virales que pueden a veces ser tan importantes como las minimas bacterias
ETEC. Cultivo y/o identificacion inmunofluorescente “in vivo” de cepas de ECET del ileo
de cerdos diarreicos es la via mas simple y eficiente para el diagndstico bacteriolégico
(como se describe para la diarrea en recién nacido). El analisis bacteriolégico de
muestras fecales para ETEC es mas dificil porque la bacteria presente en las heces
puede no reflejar el status microbiolégico del intestino delgado. Hay una variedad de
técnicas “in vitro” que detectan los factores de virulencia (adhesinas y toxinas) de ETEC
incluyendo ensayos inmunoldgicos y biologicos, pruebas moleculares (hibridacion del
ADN y PCR), como se menciond antes para la diarrea en recién nacidos (Blanco et al.,
2005).
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La diferenciacion de cepas expresando F18 ab de cepas que expresan F18 ac puede
ser importante en el desarrollo de vacunas efectivas para infecciones por ETEC y
Escherichia coli productoras de Toxinas Shiga en cerdos destetados. La diferenciacion
de cepas productoras de F18 ab y F18 ac es también importante por la correlacidon que
existe entre los tipos de toxinas producidas y la secuela clinica en los cerdos infectados.
Las cepas F18 ab* son generalmente cepas STEC y estan asociadas con enfermedad
edematica, mientras que las cepas F18 ac’ son generalmente ETEC, y estan asociadas
con diarrea (Nagy et al., 1997; Wittig et al., 1995) . Los antisueros policlonales
monoespecificos y los anticuerpos monoclonales 6C7/C1, que es especifico para cepas
F18 ac’, puede diferenciar entre estas dos variantes antigénicas (Nagy et al., 1997;
Rippinger et al., 1995). Sin embargo, la diferenciacion seroldgica no siempre es posible
porque muchas cepas no expresan F18 cuando son cultivadas in vitro bajo condiciones
de cultivo estandares (Rippinger et al., 1995). El gen codificante para la Subunidad
Fimbrial mayor de F18 (fedA) en cepas F18 ab” y F18 ac” ha sido secuenciado y se han
encontrado diferencias (Imberechts et al., 1994). Una prueba de Polimorfismo de
Fragmento Largo de PCR de Restriccion (RFLP, por sus siglas en Inglés) consistié en la
amplificacién del gen fedA seguido de la digestion con la enzima de restriccion NgoMl,
esta prueba ha sido usada para diferenciar cepas F18 ab® de cepas F18 ac” (Nagy et
al., 1997).

Brad et al., (1998) aplicando la técnica de Analisis de Polimorfismo Conformacional de
una sola Cadena (SSCP, por sus siglas en Inglés) aplicado al gen fedA logré diferenciar
cepas F18 ab” de cepas F18 ac*. Ademas encontraron que muchas cepas clasificadas
como F18 ab” por SSCP contenian genes para la Stx2e y enterotoxinas, mientras que
las cepas clasificadas como F18 ac” solo contenian genes para las enterotoxinas. Los
autores concluyen que el analisis SSCP es un método util para predecir la antigenicidad

de F18" y pudiera ser usado para el analisis de otros genes de virulencia de E. coli.

La presencia de uno o mas tipos de ETEC puede ser a menudo acompafada por
rotavirus, calicivirus, coccidia o por coronavirus de la diarrea epidémica porcina en
ambos grupos de edad, neonatos y destetados, pero sobre todo en cerdos destetados

(Imberechts et al., 1997). El diagnostico diferencial puede incluir frecuentemente la
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deteccion de rotavirus y coronavirus asi como espiroquetas y salmonellas (Franck et
al., 1998).

Al respecto Monserratt (2004), sefiala que los agentes que provocan diarrea en
lechones son numerosos, pudiendo ser de caracter infeccioso o no. Entre los agentes
infecciosos se encuentran diversos virus (virus de la Gastroenteritis transmisible,
Rotavirus, etc) y bacterias (Clostridium perfringens, etc). Algunos parasitos también

aparecen relacionados (coccidias).

Con relaciébn a la colienterotoxemia, los cerdos normalmente estan en buenas
condiciones y los signos clinicos o hallazgos de la necropsia en animales de muerte
reciente son distintivos. La enfermedad de los edemas afecta fundamentalmente a
lechones destetados, tiene una elevada mortalidad y estd causada por cepas que
ademas de producir enterotoxinas sintetizan la verotoxina VT2e (también conocida

toxina edematosa), responsable de las alteraciones neuronales (Blanco et al., 2002).

La confirmacion se basa en la demostracion histolégica de malacia focal en el tallo
cerebral o de lesiones vasculares degenerantes tipicas en varios lugares (Hampsom,
1994). Son importantes las lesiones microscépicas en el cerebro, y las lesiones en
pequefias arterias y arteriolas, consistentes en pignosis y cariorrexis del nucleo en la
tunica media del endotelio, necrosis de las células de la muscular de la mucosa, en el
intestino. Glébulos de material eosinofilico se observan alrededor de los vasos
afectados en el cerebro (Erickson et al., 1992). El diagndstico diferencial incluye la
meningitis por Streptococus suis, Pseudo rabia, septicemia por Salmonella e
intoxicacion con cloruro de sodio y compuestos arsenicales organicos (Hampsom,
1994).

Al respecto (Bertschinger y Gyles, 1994) refieren que esta enfermedad es faciimente
diagnosticada cuando ocurren brotes tipicos, sin embargo, los casos esporadicos
especialmente aquellos que afectan grupos de edades atipicas y requieren
diferenciacion con otras enfermedades caracterizadas por un curso corto y por signos
neurolégicos como la Pseudo rabia, Poliencefalomielitis enteroviral, Fiebre porcina,
Meningoencefalitis bacteriana causada por Streptococus suis o Haemophilus parasuis,

otitis media, y privacion de agua.
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En estudios comparativos de infecciones intestinales, mediante el empleo de métodos
histopatologicos, se ha demostrado, que las infecciones por rotavirus se caracterizan
por la destruccidn de las vellosidades de las células epiteliales, las infecciones por
parvovirus se caracterizan por la destruccién de las criptas de las células epiteliales.
Las infecciones por organismos intracelulares parecidos a Campylobacter se
caracterizan por hiperplasia de las células epiteliales. Mientras que las infecciones por
E. coli enterotoxigénicos se caracterizan por la adherencia de E. coli a las vellosidades
del epitelio, con dafio escaso o inaparente en la estructura de la mucosa y por el ataque
a la superficie de la membrana de las células epiteliales, sobre todo en las

microvellosidades (Moxley y Duhamel, 1999).

En algunos casos convendria determinar su fagotipo y patron de electroforesis en
campos pulsantes (PFGE por sus siglas en Inglés). Solamente en determinados
laboratorios de investigacion de referencia se realiza el serotipado completo, el
fagotipado y la técnica de PFGE (Blanco et al., 2005).

La técnica de electroforesis en gel de campos pulsantes (PFGE) es la técnica de
epidemiologia molecular que ha dado mejores resultados para detectar las conexiones
clonales entre cepas relacionadas epidemiolégicamente. En esta técnica se usan
enzimas de restriccion que cortan de manera infrecuente el ADN cromosémico para
generar fragmentos muy grandes que son separados por electroforesis. Los fragmentos
de ADN generados son mayores de 40 kb y se pueden separar si se alterna
ciclicamente la orientacion del campo eléctrico durante la electroforesis (Blanco et al.,
2005). Sin embargo, Nemoy et al., (2005), seialan que aunque la PFGE es el método
actual mas usado para el tipado molecular de las bacterias, el tipado de la secuencia
del multilocus (MLST, por sus siglas en Inglés) ofrece ventajas sobre la PFGE ya que
tiene mayor capacidad discriminatoria para definir la relaciones genéticas entre cepas.

Mora et al. (2000), han empleado la fagotipificacion como un método de caracterizacion
y clasificacion de E. coli verotoxigénicos aisladas en Espafia. Otro método que no es
comun utilizarlo en el diagndstico de rutina es la inmunoelectromicroscopia, lo cual
permite identificar las bacterias con fimbrias F107, las cuales se adhieren fuertemente al
borde de las vellosidades de los enterocitos de fragmentos de intestino delgado, y con

la preparacién de antisueros contra estas fimbrias se pueden visualizar la union de
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anticuerpos fimbriales anti F107 unido a las bacterias que colonizan el intestino (Blanco
et al., 2002).

La deteccion de las enterotoxinas puede realizarse por métodos fenotipicos (TL en
células Vero, TSa en el ensayo del ratdon lactante y TSb en asas intestinales ligadas de
cerdo) o genotipicos (hibridacion DNA/DNA y PCR). También se pueden identificar los
serotipos de ETEC detectando sus antigenos de colonizacion con pruebas de

aglutinacion (Blanco et al., 2002).
CONTROL

La diarrea post-destete (PWD) es una seria amenaza a la prosperidad econdmica de la
industria porcina debido a las pérdidas como resultado de las mortalidades y debido a la
reduccidon del crecimiento en los cerdos supervivientes. Se estima que el 50% de la
mortalidad en cerdo debido a la diarrea es atribuible al agente causal de la diarrea
postdestete (PWD), E. coli enterotoxigénica (Gyles, 1994). Las cepas de E. coli mas
comunmente asociadas con la PWD poseen fimbrias F4 y F18 (Fairbrother et al.,
2005; Zhang et al., 2007). Como resultado del impacto significativo que la E. coli
enterotoxigénica positiva a F18 y otras infecciones bacterianas pueden tener sobre la
produccion porcina, antibioticos profilacticos son frecuentemente incluidos en la dieta de
cerdos jovenes en un intento de prevenir la colonizacion por ETEC y por ende la diarrea
postdestete. ElI 78% de las granjas porcinas grandes de EE.UU. incluyen
concentraciones subterapeuticas de antibioticos en la dieta de cerdos jovenes (USDA,
2001). A pesar del uso de profilaxis antibiotica, el 40,7% de estas granjas reportaron la
ocurrencia de diarrea causada por las infecciones de E. coli (USDA, 2001). La ausencia
de prevencion efectiva de PWD no es sorprendente por la frecuencia y espectro de la
resistencia antibiotica vistas en las cepas de ETEC (Lanz et al., 2003). Se espera que
la resistencia antibiotica se incremente mas entre estas cepas, basados en el
incremento general en la resistencia a los antibioticos por cepas de ETEC en los ultimos
20 anos (Maynard et al., 2004).

Dada la preocupacion a nivel mundial sobre el uso de antibioticos profilacticos en la

agricultura y su contribucion a la expansion de resistencia antibiotica (Stein, 2002), el
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desarrollo de alternativas a antibioticos convencionales es necesidad urgente para
proteger al cerdo de estas infecciones de E. coli (Hayes et al., 1999).

Una alternativa potencial a los antibioticos convencionales que sostienen mucho que
ofrecer son las colicinas. Las colicinas son una clase de bacteriocinas producidas por
una E. coli y efectiva contra la misma y estrechamente relacionada con la bacteria
(Fredericq, 1957). Las colicinas formadoras de poros, tales como Colicina E1, se une a
su bacteria diana y las destrulle por disrupcion del gradiente ionico de la célula
(Fredericq, 1957). Estas proteinas son particularmente atractivas para su uso como
una alternativa a antibioticos convencionales para el control de la diarrea post-destete
causadas por E. coli. La inclusién en la dieta de Colicina E1 disminuyé la incidencia y
severidad de la diarrea post-destete causada por E. coli enterotoxigénica F18 positiva y
mejoro la ganancia de peso de los cerditos (Cutler et al., 2007).

Los probioticos ofrecen otra alternativa no antibiotica a la preverncion de diarrea por
ETEC. Diversos productos bacterianos en el mercado con mayor o menor eficacia sobre
las infecciones entericas bacterianas estan siendo demandados. Sin embargo, en la
mayoria de los casos hay solo pocos datos exactos y convincentes de la eficacia de
tales productos contra la ETEC. Como el uso preventivo de antibioticos en Medicina
Veterinaria se prohibié en la Unién Europea, hay una necesidad de incrementar
rapidamente el reemplazo de los antibioticos que se utilizaban para prevenir las
infecciones ETEC. Sin embargo, estos productos deben ser cuidadosamente probados,
y su modo de accién mas precisamente explicados (Jin et al., 2000; Kiers et al., 2002).
Una de las nuevas esperanzas esta siendo dada por el Tratamiento de Exclusion
Competitiva para cerdos neonatales (Genovese et al., 2000) dando un cultivo de
microflora cecal de cerdos jovenes saudables. Tal tratamiento es conocido también
como concepto Nurmi (Nurmi and Rantala, 1973). La necesidad de tales productos
mas eficientes y bien fundamentados cientificamente es mas evidente en el caso de la
diarrea post-destete (Nagy and Fekete, 1999).

La dieta es uno de los factores mas importantes que influyen en el curso de la
enfermedad en estos animales. Una dieta rica en productos lacteos y energia reduce la
duracién del periodo de toma de alimentos disminuida, la mortalidad asociada y retrasa

la aparicién de los signos clinicos. El palsma desecado adicionado al alimento también
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también tiene un efecto protector en reducir la incidencia y severidad de la diarrea. En
contraste, otros ingredientes, tales como soja, favorecen la ocurrencia de diarrea post-
destete. Esto pudiera deberse a la presencia de inhibidores de la tripsina o antigenos
que inducen una respuesta inmune localizada. Polvo de Plasma Desecado Spray
(SDPP, por sus siglas en inglés) es una fuente de proteina comun en dietas de inicio
para cerdos destetados en muchos paises. Esta descrito que mejora el crecimiento y la
salud durante los primeros dias después del destete, en particular bajo altas presiones
de infeccion (Coffey y Cromwell, 1995; Bergstrom et al., 1997). Niewold et al. (2007)
demostraron que tanto el Polvo de Plasma Desecado Spray (SDPP) como el Polvo de
Plasma Inmune Desecado Spray (SDIPP, por sus siglas en inglés) mejoran la salud y el
crecimiento de manera similar al que ha sido mostrado en la diarrea neonatal usando
anticuerpos derivados de yema de huevo o SDPP (Yokoyama et al., 1992; Owusu-
Asiedu et al., 2002). Niewold et al. (2007) confirman que SDIPP protegen contra la
diarrea post-destete, y esto puede ser atribuido a la precencia de anticuerpos a-LT y a-
F4. SDPP solo protege significativamente contra la diarrea, que es consistente a la
presencia de anticuerpos a-LT solamente. Comparando SDPP y SDIPP es evidente que
este ultimo, no solamente protege contra la diarrea, sino también reduce la excrecién de
ETEC, que reducira la transmision dentro del rebafio (Geenen et al., 2005).

La presencia de acidificantes organicos puede promover una mayor ganancia de peso
diaria, conversion alimenticia y decrecimiento de la incidencia de la diarrea post-destete.
La adicion de niveles de oxido de zinc a niveles superiores a 2 400 ppm en el alimento
redujo la severidad de la diarrea post-destete. Hojberg et al. (2005) en investigacion
realizada sobre la influencia del oxido de zinc y el sulfato de cobre en la dieta sobre el
ecosistema gastrointestinal en cerdos recién destetados, encontraron que el mecanismo
de accion del oxido de zinc sobre la micrbiota gastrointestinal es semejante al
mecanismo de trabajo de algunos antibioticos promotores del crecimiento, a saber, la
supresion de comensales grampositivos mas que organismos gramnegativos
potencialmente patogenos. La reducida fermentacion de nutrientes digeribles en la
parte proximal del tracto gastrointestinal puede suministrar mas energia disponible para
el animal y contribuir al efecto de promover el crecimiento en dietas con altas dosis de

zinc. La dieta con sulfato de cobre inhibi6 los coliformes y de esa manera los patdégenos
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potenciales, pero de manera general el efecto fue limitado cuando se comparé6 con el
oxido de zinc.

La utilizacidn de nuestro conocimiento sobre los factores de virulencia de ETEC ha sido
bien documentada en el uso eficiente de vacunas maternales para el ganado y el cerdo.
Hoy las infecciones por ETEC de cerdos lactates puede ser mejor prevenida por
inmunizacion maternal y por suplemento temprano de calostro inmune. Diversas
vacunas maternales estan disponibles en el mercado, principalnmente por aplicacion
parenteral, en cerdas prefiadas. Estas vacunas contienen bacterias inactivadas con
antigenos protectores (Adhesinas Fimbriales con o sin Enterotoxinas LT), o antigenos
purificados, y son aplicadas en la ultima etapa de la prefiez. Como resultado, los
anticuerpos calostrales especificos pueden ser suplementados a las crias recién
nacidas tan temprano como las primeras pocas horas de vida. Por consecuencia
bloquea los factores de virulencia y la propagacion de la bacteria ETEC en el intestino
(Moon and Bunn, 1993). El calostro inmune o anticuerpos especificos pueden ser
aplicados metafilacticamente (en el momento en que la infeccion esta incrementada),
sin embargo, con mucho menos éxito (Nagy y Fakete, 2005).

Los primeros experimentos de inmunizacién en que las fimbrias fueron utilizadas como
antigenos, fueron realizados con fimbrias F4: en 1973, Rutter y Jones tuvieron éxito al
proteger cerditos contra colibacilosis entérica neonatal inmunizando parenteralmente
cerdas con antigenos F4 purificados (Rutter and Jones, 1973). Esta proteccion pasiva
de animales recién nacidos por anticuerpos especificos de fimbria en sus cisternas de
calostro y leche han sido usado con respecto a la fimbria F5 y F6 (Morgan et al., 1978;
Sojka et al., 1978; Acres et al., 1979) las vacunas parenterales basada sobre la fimbria
han sido producida comercialmente y estan disponibles para la proteccion de neonatos
contra colibacilosis entérica durante el periodo de lactancia. Sin embargo en el
momento del destete, esta inmunidad lactogénica deja de existir propiciando que los
animales se tornen susceptibles contra las infecciones por E. coli enterotoxigénica. Una
respuesta inmune mucosal intestinal activa es requerida para la proteccion. Una vez
que las vacunas parenterales disponibles tienden a estimular la respuesta sistémica
mas que el sistema inmune mucosal (Moon and Bunn, 1993), la administracién oral de

antigenos es una alternativa. Sin embargo, los antigenos administrados oralmente no
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siempre despiertan una respuesta inmune mucosal (Swarbrick et al., 1979). Sobre lo
contrario, el resultado mas frecuente de un encuentro oral con antigenos solubles es la
induccion hipo o incluso no respuesta sistémica, llamada tolerancia oral (Strobel and
Mowat, 1998). Si la tolerancia es inducida, puede ser influenciada por ciertas
propiedades de antigenos. Ciertamente, ha sido demostrado antes, que la
administracion oral de fimbrias F5 y F6, ambas poseen actividades de union al receptor,
evocando respuestas de anticuerpo sérico en ratones (De Aizpurua and Russell-
Jones, 1988). Estos investigadores hipotetizaron que los antigenos se unen al epitelio
intestinal y son subsecuentemente transportados a través de la barrera epitelial para
entrar en la circulacion y despertar una respuesta inmune sistémica. Sin embargo, como
un control no de unidén, ellos usaron antigenos de diferentes naturaleza y
consecuentemente la implicaciéon de receptores especificos de fimbria en la induccién
de una respuesta inmune mucosal intestinal pudo no ser determinada exactamente.
Mas recientemente, la capacidad de la fimbria F4 purificada con actividad de unién al
receptor (Van den Broeck et al., 1999a) para inducir una respuesta inmune mucosal
intestinal en cerdos en el momento de la administracion oral ha sido demostrada (Van
den Broeck et al., 1999b). Adicionalmente, para la inmunizacion de cerdos receptores
F4 positivos y receptores F4 negativos, los mismos investigadores demostraron que la
presencia de estos receptores especificos de antigenos sobre el borde en cepillo de los
enterocitos de las vellosidades es un prerrequisito para la induccién de una respuesta
inmune (Van den Broeck et al., 1999c).

La inmunizacion oral de cerditos receptor F4 positivos induce proteccién contra un
desafio con E. coli enterotoxigénica virulenta F4 positiva (Van den Broeck et al.,
1999c¢). Como las infecciones con E. coli enterotoxigénica F4 positivas son la principal
causa de diarrea y mortalidad de los cerdos recién destetados y con pérdidas
economicas significativas como consecuencia y como no hay vacunas eficientes
disponibles aun para proteger estos cerdos recién destetados, estos hallazgos pueden
tener importantes implicaciones clinicas abriendo nuevas perspectivas (Van den
Broeck et al., 2000).

Ademas debe ser examinado si las fimbrias F4 pueden ser usadas en cerdos

receptores F4 positivos como transportadores de otros antigenos para inducir la
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inmunidad por via oral, al igual que la toxina del colera (Stok et al., 1994). Como no
todos los cerdos expresan el receptor F4, el uso de otros antigenos fimbriales con
actividades de unidn al receptor debe ser evaluado.

Las medidas inmunoterapeuticas incluyendo la aplicacion de anticuerpos monoclonales
(Sun et al., 2000), o yema de huevo o plasma animal conteniendo anticuerpos (Bosi et
al., 2004; Owusu-Asiedu et al., 2002) protege cerdos jévenes contra la adhesion y
colonizaciéon por ETEC. Los productos de Yema de Huevo antiadhesivos especificos se
ha visto que dan cierto grado de proteccion contra la diarrea post-destete (PWD) de
cerdos en caso de infeccién por ETEC F18" y/o F4" (Marquardt et al., 1999).

La inmunizacion activa contra PWD en los cerdos es mucho mas dificil. Las razones
principales de estas dificultades son: (1) la bacteria ETEC es solo uno de los
componentes esenciales de la etiologia de la diarrea post-destete. (2) La efectividad de
la inmunizacidn es dependiente de la respuesta al antigeno, que se ha visto que
depende de la presencia de receptores intestinales a las adhesinas F4 y F18
especificas de ETEC (Van den Broeck et al., 1999a, b), siendo ambas consideradas
las mas importantes en la PWD. (3) El sistema inmune mucosal del intestino delgado
puede reaccionar con tolerancia o hipersensibilidad para antigenos iguales
dependiendo de la dosis y forma del antigeno inmunizante (Cox et al., 2002). (4) Las
cinéticas de la inmunidad mucosal especifica puede ser diferente en los casos de F4 y
F18 (Verdonck et al., 2002). Ademas diversas estrategias de imunizacion existen para
evitar estos problemas, algunas de las cuales son las siguientes: Adopcion de la
inmunizacion pasiva por alimentacion con yema de huevo o plasma animal conteniendo
anticuerpos especificos. Hasta el presente los experimentos mas promisorios estan en
el area de las vacunas orales vivas aplicadas antes del destete (Nagy y Fakete, 2005).
Bertschinger et al. (1979) demostro la eficacia de tales vacunas cuando dietas bajas
en energias fueron también dadas. Experimentos adicionales de este grupo proveyo
evidencia a cerca de la proteccidn de cerdos contra diarrea postdestete y enfermedad
edematica por una vacuna viva oral conteniendo fimbria F18 (Bertschinger et al.,
2000). La proteccién contra la enfermedad ha sido obtenida por vacunacion de cerdos
con Stx2e purificada e inactivada por glutaraldehido. La proteccion fue demostrada en

un modelo de enfermedad edematica experimental (Macleod y Gyles, 1991) y
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experimentos de campo en dos rebafios de produccion con enfermedad edematica
post-destete (Johansen et al., 1997). La vacunacion con un toxoide Stx2e
geneticamente modificado también ha demostrado ser efectivo en proteger cerdos
contra la enfermedad edematica usando un modelo de infeccion experimental
(Bosworth et al., 1996). La vacunacion probablemente requiere dos inyecciones con un
intervalo de 14 dias, para proveer inmunidad protectora una semana después de la
segunda inyeccion (Johansen et al., 1997). En contraste, un antisuero especifico
puede proveer inmediatamente inmunidad protectora adquirida pasivamente en cerdos.
Alexa et al. (1998) ha demostrado proteccion adecuada en condiciones de campo
tratando cerdos destetados con un antisuero, que fue producido por inyeccién del
sobrenadante de un cultivo de una cepa de E. coli vertoxigénica en cerdos destinados
al sacrificio. Resultados promisorios similares fueron obtenidos por la aplicacion oral de
fimbria F4 purificada (Van den Broeck et al., 1999a, b). Sim embargo, la aplicacién de
Fimbria F4 y F18 en microesferas no ha probado ser util (Felder et al., 2000; Snoeck et
al., 2004). Verdonck et al. (2007) demostraron que la inmunizacion oral de cerdos
destetados con fimbria F18 purificada no produjo proteccién contra la infeccion por E.
coli F18". Una vacuna combinada (oral viva y parenteral muerta) contra la PWD también
se ha visto de ser efectiva previniendo las pérdidas (Alexa et al., 1995). Recientemente,
las vacunas DNA (usando todos los genes de virulencia contenidos en el plasmido de la
ETEC responsable de la PWD) (Verfaillie et al., 2004), y cepas vacunales de E. coli y
Salmonella recombinantes vivas y oral (Lee et al., 2001; Xu and Wei, 2002) estan
dando algunas esperanza pero el efecto protector en cerdos estan aun por ser vistos
(Nagy y Fakete, 2005). Melbeke et al., (2007) demostraron que la optimizacion
de la expresion construida y la coadministracion de vectores LT, incrementaron
fuertemente la inmunogenicidad de la Vacuna DNA FaeG. Sin embargo, la inmunizacion
de la vacuna DNA FaeG via oral indujo una respuesta IgG mayormente sistémica,
fallando en prevenir la excrecion de E. coli en el momento del desafio.

En general la efectividad de la vacunacion contra la PWD depende ampliamente del
correcto vinculo que debe existir entre los antigenos protectores utilizados con el tipo de
factor de virulencia de ETEC presente en la poblacion animal, y aplicando esta de la

forma mas eficiente y en el tiempo 6ptimo. Nuestro conocimiento a cerca de la etiologia
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y patogénesis de la diarrea post-destete, a cerca de la posibilidad de factores de
virulencia existentes y a cerca la inmunidad celular y secrecion intestinal (Bozic et al.,
2002) y la biologia de los receptores de los cerdos destetados es aun limitada y ademas
los avances en esta area estan por ser esperados. Adicionalmente, nuestro progreso
debe ser grandemente aumentado por modelos in vivos fiables. Entre otros, un modelo
de desafio reproducible para la diarrea post-destete es aun muy necesario (Frydendahl
et al., 2003; Madec et al., 2000).
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MATERIALES Y METODOS.

El trabajo se realizé en la Provincia de Villa Clara, Cuba. En los laboratorios de
Inmunologia y Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas y en el Laboratorio de proteinas del

Instituto de Biotecnologia de las Plantas.

Diseno Experimental:
El método de muestreo utilizado fue en Etapas Multiples o Multinivel. Primeramente se

seleccionaron a través del método aleatorio simple las seis unidades porcinas a
muestrear. En cada Unidad se procedi6 a la seleccion de una muestra de 15 animales
diarreicos de las categorias crias y precebas. Esta seleccion se realiz6 alternando el
tamafo de la muestra por categoria en cada Unidad Porcina, garantizando al final del
muestreo 45 crias y 45 precebas, para un tamafio de muestra de 90 animales. El
tamano de la muestra se calculé segun Pfeiffer (2002) para poblaciones infinitas y con

un nivel de precision de 99%.

Aislamiento de E. coli.
Para el aislamiento de la E. coli enterotoxigénica, los animales muestreados se

sacrificaron y se tom6 muestra del contenido intestinal del ileo, el cual se inoculé en el
Medio Stuart - un medio de conservacion y transportacion — (Producido por la Merck
Germany, Lot: 1/876017). Subsiguientemente y de forma paralela se procedié a la
siembra por agotamiento en Agar Sangre (Producido por Merck, Lot: V171086) y Mac
Conkey (UNI-Chem ® Chemical Reagent, Lot: GD 7051179). Las colonias hemoliticas
se volvieron a sembrar por agotamiento y de forma paralela en Agar Sangre y Mac

Conkey.

Cepas Bacterianas De Referencia.
Como controles positivos se emplearon las cepas de E. coli enterotoxigénica de

referencia GIS 26, serotipo 0149:K91:F4ac LT STa" STb* [Ver Figura 1 del acapite
anexos] y 2134, serotipo O157:H19 F18ac™ STla STII [Ver Figura 2 del acapite
anexos] respectivamente, provenientes del Laboratorio de Microbiologia, Universidad
de Ghent, Ghent, Bélgica.
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Actividad Hemolitica.
Los aislados en Agar Sangre Base suplemetado con el 5% de sangre de oveja e

incubado a 37 °C por 24 horas. La B-hemolisis fue evidente como una zona de lisis

alrededor del crecimiento bacteriano [Ver Figura 3 del acapite anexos].

MADb Dot Blot Assay Para La Deteccion De Antigenos Fimbriales F4 Y F18.

1.

Se aplico el papel de nitrocelulosa (Bio-Rad laboratorios 0,45um Lot: 1020115) —
previamente cortado en forma de media placa de petri — sobre las colonias
obtenidas por agotamiento en Agar Sangre por espacio de dos horas.

Se distribuy6 la solucion de bloqueo en placas de Petri a un volumen de 10 — 12
mL

Los papeles de nitrocelulosa previamente aplicados sobre las colonias
bacterianas se retiraron y se lavaron con PBS, hasta retirar las colonias que se

adhirieron al papel.

. Luego los papeles de nitrocelulosa se sumergieron en la solucion de bloqueo y

se incubaron a 4 grados Celsius por una noche.

. Subsiguientemente se lavaron los papeles de nitrocelulosa 3 veces por cinco

minutos cada vez con solucion de lavado (PBS y Tween 20); la agitacion del
lavado se obtuvo en el equipo ORBIT 300 (Labnet International) a 20 rpm y 5

minutos cada vez.
. - . 1 .
Luego se procedié a afiadir una solucién de I del anticuerpo monoclonal contra

antigeno fimbrial F4 en solucién de bloqueo, y se puso en agitacion por espacio

de 1 horay a 20 rpm en el mismo equipo citado con anterioridad.

. Después de cumplimentado este tiempo se lavd tres veces con solucion de

lavado.
Se anadié una solucién ﬁ del anticuerpo policlonal (Policlonal de Conejo

Antiinmunoglobulina de Raton HRP por sus siglas en inglés, a razén de 1,3 g/L,

Lot: 00036043) contra el anticuerpo monoclonal anti F4, en solucién de bloqueo y
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se puso en agitacién por espacio de 1 hora y a 20 rpm en el mismo equipo citado
con anterioridad.

9. Posteriormente se lava tres veces con solucion de lavado.

10.Subsecuentemente se afade el cromodogeno 3-amino — 9 — ethylcarbazole
(Producido por ALFA Aeser ® A Johnson Mathey Company, Lot: H3804A) y
dimetilforfamida (Producido por J.T. Baker, Lot: 0601902019) a 2X y se adiciona
el peroxido de hidrogeno 10 uL/10mL del total.

11.La descripcion se ha restringido a la deteccién de antigenos fimbriales F4 para
hacerla mas comprensible. En la deteccion de antigenos fimbriales F18 se
siguen las mismas pautas que para detectar antigenos F4, solo varia que se
utilizan anticuerpos monoclonales anti F18 y anticuerpos policlonales contra los
monoclonales anti F18.

12.En ambas detecciones se establecié un control positivo y un control negativo,
ilustrando con un 4 y un 18 los controles positivos de antigenos Fimbriales F4 y
F18 respectivamente [Ver Figuras 4 y 5 del acapite anexos]. Los antigenos
fimbriales F4 y F18 fueron obtenidos de cepas de E. coli enterotoxigénica de
referencia GIS 26, serotipo O149:K91:F4ac LT" STa" STb" y 2134, serotipo
O157:H19 F18ac” STla STIl respectivamente provenientes del Laboratorio de

Microbiologia, Universidad de Ghent, Ghent, Bélgica.

Obtencion De Monoclonales a-F4 Y a-F18 Con Hibridomas:
Se colocan primero todos los reactivos y se afade RPMI hasta el volumen deseado y

calculado.

Se conserva a 4 grados Celsius.

Cuando los hibridomas se extraen de la crioconservacion en nitrégeno liquido (2 ml), se
hacen dos lavados con RPMI — Completo con 4 grados Celsius para eliminar el DMSO
(Dimetilsulfoxido) que es toxico a las células a temperatura ambiente (10 min. / 900
rpm).

Primero se ponen 8 ml del medio en pequenos frascos de cultivos celulares y antes de
incubar se chequea bajo microscopio 6ptico.

F4 2D8F564 (IMMaF4) son los hibridomas.
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Para cambiar de frasco pequefio a grande primero se cuantifica para eliminar todos los
detritus y metabolitos viejos, se decanta el Sobrenadante (10 min / 900 rpm) y se
resuspende en frascos medianos 15 ml.
En Frasco Mediano — Frasco grande se centrifuga 10 minutos a 1000 rpm. Se colecta el
sobrenadante (Debe se amarilloso) a 4 grados Celsius, el Pellet se resuspende en 1ml
de medio y se anaden 250 ul a 40 ml de medio.
Se revisan los frascos.
Purificacion de IgG en sobrenadantes de hibridomas: Cromatografia de Columna
de Proteina G.

» HiTrap Protein HP Column 1 mL.

» Pharmacia LKB pump P1: peristaltic pump.

> Buffers:

v" 0,5 M Na-phosphate buffer: 40,875g Na;HPO,4 in 500 mL UPW.

200 mM Na-phosphate buffer pH. 7.0.
Binding Buffer: 100 mM Na-phosphate buffer pH. 7.0.
Wash Buffer: 10 mM Na-phosphate buffer pH. 7.0.
Elution Buffer: 100 mM glycine — HCL pH. 2.7.
Neutralisation Buffer: 1M Tris-HCL pH. 8.

AN NN N

1. Eliminar algunas burbujas en las bombas peristalticas con una syringe.
2. Lavar la bomba peristaltica con 10 mL de 100mM Na-phosphate buffer pH.
7.0.Tasadeflujo = 1ImL / min(1x;10x)
3. Lavar la Columna de Proteina G con 10 volumenes de Columnas 100mM Na-
phosphate buffer pH. 7.0. Tasadeflujo =1mL/min(1x;10x)
v' Filtrar el SN.
v' Adicionar 1 mL 200 mM Na-phosphate buffer pH. 7.0. a 6.25 mL de
sobrenadante.
v Adicionar un 10% de azida sdédica a un cociente final de 0.05%.
. Echar el sobrenadante sobre la columna. Tasadeflujo = 0.5mL/min(1x;5x)
. Lavar la columna con 15 volumenes de columna 10 mM Na-phosphate buffer pH. 7.0.
Tasadeflujo = 0.5mL/min(1x;5x)
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3. Lavar el sistema cromatografico por espacio de 15 min con 10 mM Na-phosphate buffer
pH. 7.0.
4. Correr el programa MHCII: C.
a) Lavar la Columna con 5 volumenes de columna 10 mM Na-

phosphate buffer pH. 7.0. Tasadeflujo =1mL/min

b) Eluir La IgG de la Columna con 10 volumenes de columna 100 mM

glycine — HCL pH. 2.7. Tasadeflujo = 0.5mL/minFracciones iguales
a 500 pL. Imediatamente adicionar 75 uyL de 1M Tris-HCL pH. 8.

para eluir fracciones.
c) Lavar la Columna con 15 volumenes de 100 mM Na-phosphate
buffer pH. 7.0. Tasadeflujo =1mL/min

5. Lavar la columna por 15 minutos con AD + 0.05% Acida Sddica.

Tasadeflujo =1mL/min

Remarks

IgG will elute after appr. 2-3 mL de Buffer de Elusion.

Analisis Estadistico.
Los resultados fueron procesados con el empleo del Modulo de Proporciones Binomial,

a través de una comparacion de proporciones, utilizando como base la prueba de Chi-
Cuadrado en el Software Profesional SAS, versidén 9.1. Asimismo la asociacién entre la
actividad hemolitica y la expresion de fimbrias se valoré con el empleo del Software
Profesional EPIDAT version 3.1.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Tabla 1. Prevalencia de Unidades Positivas Antigenos Fimbriales F4 y F18 en

cerdos lactantes de la Provincia de Villa Clara.

. . Prevalencia Prevalencia
Unidades Unidades

Total de o o de Unidades de Unidades
Positivas a Positivas a

Unidades antigenos F4  antigenos positivas a Positivas a
Encuestadas F18 Antigeno F4  Antigeno
(%) F18 (%)
6 4 2 66,66 33,33

En la tabla 1. se puede apreciar que la prevalencia de unidades positivas a antigenos
fimbriales F4 y F18 en cerditos lactantes diarreicos de la Provincia de Villa Clara fue del
66,66% y del 33,33% respectivamente. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Erume et al. (2008) quienes plantean que en cerdos, las infecciones mas comunes
y severas de E. coli enterotoxigénica (ETEC) son causadas por cepas F4*. Nuestros
resultados concuerdan ademas con los obtenidos por Talavera (1981) quien
empleando el método de aglutinacion, encontré un 54,2% de cepas K88" (F4") en 250
colonias aisladas de 25 cerdos lactantes que presentaban diarrea.

El hecho de que aparezca un elevado porciento de unidades positivas a fimbrias F18 se
debe a cerditos lactantes que estan préoximos a la edad del destete. Pues, los
receptores F18 estan ausentes en cerdos recién nacidos y se incrementa su produccion
en la edad de destete (Gyles y Fairbrother, 2006).

Nuestros resultados no concuerdan con los obtenidos por Lazo (2007) quien plantea
que los principales resultados obtenidos en su investigacion muestran que en los
procesos diarreicos por Escherichia coli que afectan al cerdo durante la etapa neonatal
y post-destete en diferentes granjas porcinas de la provincia de Villa Clara, Cuba,
predominan genes de virulencia para F18 y 987P (F6), no encontrando genes que

codifican para los antigenos de adhesiéon F4, F5, F17 y F41.
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Tabla 2. Prevalencia de Unidades Positivas Antigenos Fimbriales F4 y F18 en

cerditos destetados diarreicos de la Provincia de Villa Clara.

. , Prevalencia Prevalencia
Unidades Unidades

Total de . . de Unidades de Unidades
) Positivas a Positivas a - I
Unidades antigenos F4  antigenos positivas a Positivas a
Encuestadas 9 Fg1 8 Antigeno F4 Antigeno
(%) F18 (%)
6 4 5 66,66 83,33

La tabla 2 expresa una mayor prevalencia de unidades positivas a la circulacion de
antigenos fimbriales F18, aunque la prevalencia de unidades positivas a antigenos F4
es también elevada. Las fimbrias F4 (K88) y F18 han sido implicadas como los
principales factores de colonizacion en la Diarrea Postdestete (Nagy et al., 1997; Nagy
et al., 1999; Frydendahl, 2002; Cheng et al., 2004). Rippinger et al. (1995) afirman
que la adhesina fimbrial F18 esta asociada a cepas aisladas de cerdos con diarrea
postdestete y enfermedad edematica. Ojeniyi et al. (1994) y Frydendahl (2002)
reportaron respectivamente, la deteccion de F18 en 34% y 39% de E. coli aislada de
diarrea postdestete en Dinamarca. Frydendahl (2002) encontré que los genes
fimbriales F4 y F18 fueron los dominantes en la diarrea post-destete y fueron
detectados en el 44,7% y el 39,3% respectivamente. Este autor concluye que todos los
aislados patogénicos transportaban genes fimbriales F4 y F18. Estos resultados
concuerdan parcialmente con los obtenidos por Lazo (2007) quien no detectd ningun
aislado F4 (K88)-positivo, a pesar de ser uno de los factores de colonizacidon mas
frecuentes en las cepas de ECET causantes de diarrea neonatal y postdestete en todo
el mundo. Wittig et al. (1995) mostraron la presencia de F18 en 75% de 380 E. coli

aisladas del contenido intestinal de cerdos destetados con diarrea.
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Tabla 3. Prevalencia de antigenos Fimbriales F4 y F18 en cerdos lactantes
diarreicos de la Provincia de Villa Clara

Unidades Crias Prevalencia
n F4+ F18+ F4 F18
A 9 2 - 022 000°
B 6 - - 0,00° 0,00°
c 5 - - 000 0,00°
D 7 1 1 014> 014
E 7 1 - 014° 0,00°
F 7 4 2  057° 0,29
Total 41 8 3 020 007

Leyenda: Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativasChi-
cuadrado (p<0,05).

La tabla 3. refleja que la prevalencia de antigenos fimbriales F4 en cerditos lactantes
diarreicos fue de un 20%. Asimismo la prevalencia de antigenos fimbriales F18 fue de
un 7%. No detectandose la circulacién de ambos antigenos fimbriales en las Unidades
B y C. Es importante destacar que la Unidad F presentd una prevalencia de 57%,
constituyendo éste, el valor de prevalencia mas alto. Solo se evidencié diferencias
significativas entre la prevalencia de antigenos F4 de la Unidad F con el resto de las
unidades. Esto ultimo pudo deberse a ciertas insuficiencias en las buenas practicas de
manjo e higiene en la Unidad.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Felix et al. (1981) quienes
empleando aglutinacion rapida en placa, hallaron un 34% de E. coli K88+ en 156
muestras de intestino delgado de cerdos con diarrea neonatal. En estudios realizados
por Talavera (1981) empleando el método de aglutinacién, encontré un 54.2% de cepas
K88+ en 250 colonias aisladas de 25 cerdos lactantes que presentaban diarrea.
Talavera (1983) hall6 alta prevalencia de aislados positivos, con el empleo de la prueba
de inmunofluorescencia directa para la deteccidén de E. coli K88. Sin embargo, nuestros
resultados concuerdan parcialmente con los obtenidos por Barreto y Karadjov (1985)
quienes en un estudio realizado en 127 aislados de E. coli de cerdos diarreicos con uno
a tres semanas de nacidos, en tres unidades porcinas de la provincia de Camaguey,
hallaron solo cuatro aislados (3,1%) que presentaban el antigeno K88. Por otra parte
Talavera y Montes de Oca (1987) al emplear la aglutinacion rapida en placa,

informaron de la deteccion de un 24,7% de positividad a fimbrias K88 en 105 muestras
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de copro, procedentes de cerdos diarreicos al diagnosticar diarrea enterotdxica en tres
laboratorios del pais. Yanes et al. (1983) empleando esta misma técnica de
diagndstico, hallaron 14.8% de E. coli K88+, en 54 aislados de E. coli de cerdos con
diarrea neonatal. Pedroso y Talavera (1983) con el empleo de la inmunofluorescencia
directa para el diagndstico de E. coli K88 en cerdos diarreicos y no diarreicos, hallaron
un 50% de antigenos enteropatégenos K88 en E. coli aisladas de 50 cerdos diarreicos.
Por otro lado, Pernas y Roja (1985), hallaron 16 (14,1%) de E. coli K88+, de un total de
113 cepas de E. coli aisladas del intestino delgado en cerdos diarreicos de dos
unidades de la provincia de Villa Clara, al realizar un diagndstico seroldgico con la
prueba de aglutinacion rapida en placa. En esta misma provincia, Pernas y Bravo
(1986) hallaron 50(28,9%) cepas de E. coli K88 de un total de 173 aislamientos en
muestras de intestino delgado de cerdos que presentaban diarrea, mediante la prueba
serolégica de aglutinacion rapida en placa. Pernas et al. (1986) en 54 cepas de E. coli
aisladas de cerdos con diarrea, encontraron solo 8 (14,81%) de K88+. Lazo et al.
(1988) en una granja porcina de la provincia de Villa Clara, en 74 aislados de E. coli de
cerdos con diarrea neonatal, hallaron 27 (36,4%) de K88+ en cerdos con diarrea post-
destete.

Tabla 4. Prevalencia de antigenos Fimbriales F4 y F18 en cerdos destetados

diarreicos de la Provincia de Villa Clara

. preceba Prevalencia
Unidades n F4+ F18+ F4  F18
A 6 - - 0,00* 0,00°
B 9 2 2 0,22 0,22°
C 10 - 1 0,00 0,10°
D 8 2 1 0,25 0,125°
E 8 1 1 0,125% 0,125%
F 8 1 1 0,125% 0,125°
Total 49 6 6 0,122 0,122

Leyenda: Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativasChi-
cuadrado (p<0,05).

La tabla 4. expresa que la prevalencia de ambos antigenos fimbriales F4 y F18 en
cerdos destetados diarreicos fue de 12,2%, no registrandose diferencias significativas

en la prevalencia de ambos antigenos fimbriales entre las distintas unidades . Estos
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resultados concuerdan con los obtenidos por Nagy et al. (1997); Nagy et al. (1999);
Frydendahl, (2002); Cheng et al., (2004) quienes plantean que las fimbrias F4 (K88) y
F18 han sido implicadas como los principales factores de colonizacion en la Diarrea
Postdestete. Adicionalmente Frydendahl (2002) encontr6é que los genes fimbriales F4 y
F18 fueron los dominantes en la diarrea post-destete y fueron detectados en el 44,7% y
el 39,3% respectivamente. Este autor concluye que todos los aislados patogénicos
transportaban genes fimbriales F4 y F18. Estos resultados son opuestos a los obtenidos
por Wilson et al. (1984), quienes examinaron la presencia de fimbria entre 223 cepas
de E. coli procedentes de cerdos con diarrea y detectaron el 72% de ellos positivos a
F4. También Nagy et al. (1990) investigo 205 aislados de E. coli y demostro que el 61%
fueron positivas a F4. Por otro lado, Osek (1994) demostré que la prevalencia de

fimbria F4 es incluso un porcentaje mas bajo (19,1%).

Tabla 5. Relacion entre la presencia de Fimbria F4 y actividad hemolitica.

Actividad Hemolitica

Factor de Virulencia v " Total
Positiva Negativa
F4* 3 11 14
F4 8 68 76
Total 11 79 90

Tabla 6. Relacidn entre la presencia de Fimbria F18 y actividad hemolitica.

Actividad Hemolitica

Factor de Virulencia ”r " Total
Positiva Negativa
F18* 4 5 9
F18 7 74 81
Total 11 79 90

La relacién entre el potencial patogénico representado por la presencia de fimbrias F4
y/o F18 y la actividad hemolitica se presentan en las tablas de contingencias (Tablas 5y
6). Los resultados de nuestro trabajo muestran que a pesar de que la presencia de
Fimbria F4 es un factor atribuible la fuerza de asociacion entre ambas variables
(presencia de fimbria y actividad hemolitica) no es significativa (P>0,05) [ver anexos
tablas de contingencias 1]. En cuanto al analisis realizado para la fimbria F18, se

demostro que la presencia de la misma no solo es un factor atribuible sino también que
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la fuerza de asociacion es estadisticamente significativa (P<0,05) [ver anexos, tablas
de contigencia 2]. Estos resultados coinciden parcialmente con los obtenidos por
Frydendahl (2002) quien a través de sus resultados demostré que tanto los serogrupos
como la actividad hemolitica estan estadisticamente asociados con los factores de
virulencia (genes codificantes para toxinas y adhesinas). Este autor plantea que el uso
de cualquiera de estos elementos por separado, es decir, serotipado o la actividad
hemolitica conduciran no solamente a la aparicion de resultados falsos, sino también
fallara en detectar la aparicion de cepas patogénicas ya sea porque pertenezcan a otros
serogrupos o no presenten actividad hemolitica. Dicho autor continua planteando que
una mejor aproximacion seria caracterizar los aislados de E. coli para la presencia de
todos los genes de factores de virulencia como los mejores marcadores de
patogenicidad. Sin embargo, esta es una opcion cara para el diagndstico de rutina
diario. De acuerdo al conocimiento actual, las adhesinas que median la union al epitelio
intestinal, se cree que es un paso esencial en las infecciones entéricas (Nagy y Fakete,
1999), haciendo que la patogenicidad de cepas negativas al factor de adhesién sea
altamente cuestionable. De esa manera, una alternativa econémica pudiera ser detectar
solamente genes de factores de adhesiéon. Frydendahl (2002) plantea que su estudio
demostro que los genes de factores dianas F4, F18 e Intimina pudieron detectar todas
las cepas presentes causantes de diarrea post-destete y enfermedad edematica.
Nuestros resultados coinciden también parcialmente con los obtenidos por Vu Khac et
al. (2006); Fairbrother et al. (2005) quienes plantean que todos los aislados F4" y F18"
detectados en cerdos diarreicos destetados fueron hemoliticos.

ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE LA TECNICA DE DIAGNOSTICO
UTILIZADA:

El presente trabajo se realizd con el objetivo de determinar la prevalencia de antigenos
fimbriales F4 y F18 en cerditos lactantes y destetados de la Provincia de Villa Clara.
Para lo cual se emple6 como técnica de diagnostico la MAb Dot Blot Assay, por su
nombre en Inglés. El método fenotipico empleado permitié diagnosticar como positivo
los papeles de nitrocelulosa que presentaban una o varias manchas esféricas de color

marron [Ver Figura 6 del acapite anexos].
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El método fenotipico utilizado posee ciertas ventajas: permite conducir estudios
epidemiolégicos, no necesita la existencia de laboratorios de alto estandar de
bioseguridad, se puede ejecutar con un minimo de entrenamiento en biologia molecular.
Dentro de las principales desventajas se encuentra que se tarda como minimo tres dias
para dar el resultado, requiere una alta laboriosidad y no se pueden trabajar un alto
numero de muestras. Como aspectos relevantes durante su ejecuciéon se pudo apreciar
que dos aislados (77 y 81) fueron positivas tanto al antigenos fimbrial F4 como al F18.
Esto puede deberse a aislados de E. coli enteropatogénica que coexpresan genes para
antigenos fimbriales F4 y F18. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Vu
Khac et al. (2006) quienes en investigacion realizada en Eslovaquia con el objetivo de
conocer los principales serogrupos, serotipos, genes de virulencia y perfiles
electroforéticos de aislados de E. coli procedentes de cerdos diarreicos destetados,
encontraron que un aislado perteneciente al serotipo O149:H10 expresaba genes para

los antigenos fimbriales F4 y F18.
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CONCLUSIONES.

De acuerdo a los resultados obtenidos y la literatura consultada inferimos las
siguientes conclusiones:

1. Existe una baja prevalencia de antigenos fimbriales F4 y F18 en aislados de E.
coli enteropatogénica procedentes de cerdos lactantes y destetados diarreicos de
la Provincia de Villa Clara, con una distribucion epizootica difusa en la region.

2. Se evindencié asociacion entre la actividad hemolitica y la presencia de
antigenos fimbriales F18.

3. El método fenotipico empleado posee las siguientes ventajas: permite conducir
estudios epidemioldgicos, no necesita la existencia de laboratorios de alto
estandar de bioseguridad, se puede ejecutar con un minimo de entrenamiento en

técnicas biologia molecular.
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RECOMENDACIONES.

De acuerdo a los resultados y conclusiones arribados en nuestra investigacion y
la bibliografia consultada sugerimos las siguientes recomendaciones:

1. Realizar estudios de Epidemiologia Diagndstica que permitan validar el método
diagnostico empleado en esta investigacion.

2. Realizar estudios epidemiolégicos que permitan asociar la prevalencia de
antigenos fimbriales de E. coli enteropatogénicas con los indicadores de
bioseguridad de las distintas unidades en cuestion.

3. Hacer un analisis de factibilidad econdmica que permita evaluar la posibilidad de
una transferencia tecnoldgica hacia nuestro pais de esta importante herramienta

diagnéstica.
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ANEXOS.

RAgura 1: Cepa 528 rerclpo O 14909 0F &
L%STﬁSThi
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Figura &: Dreteccion de antigenos F18

Figura §: muestras positivas a F18 v Fd de
izquierda a derecha.
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[ 1] Tabla de contingencia 5 : Tablas 2x2 simples

Actividad Hemolitica

Factor de Virulencia — - Total
Positiva Negativa
F4* 3 11 14
F4 8 68 76
Total 11 79 90
Estimacion 1C(95,0%)
Riesgo relativo 2,035714 0,614237 6,746795
Prueba Ji-cuadrado de asociacion Estadistico Valor p
Sin correccioén 1,3098 0,2524
Correccion de Yates 0,4907 0,4836
Prueba exacta de Fisher Valor p
Unilateral 0,2295
Bilateral 0,3672

[ 2] Tabla de contingencia 6 : Tablas 2x2 simples

Actividad Hemolitica

Factor de Virulencia — - Total
Positiva Negativa
F18* 4 5 9
F18 7 74 81
Total 11 79 90
Estimacion 1C(95,0%)
Riesgo relativo 5,142857 1,859510 14,223627
Prueba Ji-cuadrado de asociacion Estadistico Valor p
Sin correccioén 9,6778 0,0019
Correccion de Yates 6,6283 0,0100
Prueba exacta de Fisher Valor p
Unilateral 0,0116
Bilateral 0,0116
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