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RESUMEN

En el trabajo se aborda la epizootiologia de las infecciones entéricas producidas por E.
coli en cerdos jévenes, haciendo énfasis en la etiologia, susceptibilidad, sintomas
clinicos, las lesiones anatomopatoldgicas y el diagnostico. Se emiten consideraciones
sobre el papel de las cepas de E. coli como desencadenantes de diarrea neonatal,
enteritis del destete y enfermedad edematica del cerdo. También se desarrollan las
medidas de lucha contraepizodtica para la prevencion y control de la colibacilosis
entérica porcina, los factores de virulencia y categorias de E. coli, en cepas productoras
de diarrea en cerdos neonatos y postdestetados. Culmina con aspectos de la

serotipificacion y susceptibilidad ante los antibioticos.
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INTRODUCCION

En nuestro pais, la colibacilosis es una de las primeras causas de mortalidad infecciosa en cerdos
neonatos y segun datos del IMV, con una pérdida anual de hasta un 10 %, lo cual afecta la
economia nacional en mas de un millén de pesos (MN). Muchas de estas pérdidas son
provocadas por la debilidad y el incremento de su predisposicion a otras enfermedades del
animal que sobrevive, ademas del costo en farmacos y el personal relacionado con el manejo del

animal (Wong y col., 1996).

E. coli es la mayor causa de infeccion entérica en cerdos neonatos en Cuba (Castro y col., 2002).
Las colibacilosis causadas por Escherichia coli enterotoxigénicos (ECET) son muy frecuentes en
los animales domésticos, afectando fundamentalmente a animales de pocos dias de edad y recién
destetados, ocasionando importantes pérdidas econdmicas en explotaciones porcinas de todo el
mundo (Blanco, 2006). La diarrea postdestete en cerdos es con frecuencia el principal problema
infeccioso de las granjas a gran escala, y es responsable de pérdidas significativas a nivel
mundial (VuKhac y col., 2006)

En nuestro pais constituyen antecedentes de la problematica cientifica, los importantes aportes
realizados por Talavera (1981, 1983b), que estudio la enteropatogenicidad en cepas aisladas de
cerdos diarreicos, basado 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. Estos estudios permitieron comparar los
caracteres entre cepas enteropatdgenas y no enteropatdgenas, para lo cual se utiliz6 como criterio
de enteropatogenicidad, la respuesta de las cepas ante la prueba de intestino ligado en cerdos. El
estudio no revel6 asociacion de la enteropatogenicidad de las cepas con su antigeno somatico, ni

con los caracteres bioguimicos investigados.

También fue desarrollada una tecnologia de produccion de sueros policlonales para el
diagnostico serolégico de E. coli, a partir de cepas que expresaban fimbrias K88, K99, F41 y
987P (Talavera, 1983a; Talavera y Montes de Oca, 1987) y de antisueros marcados contra cepas

de E. coli para inmunofluorescencia directa (Pedroso y Talavera, 1983a, b y c¢). La evaluacion de



los antisueros, arrojé una elevada especificidad y buen nivel de detectabilidad; los inmunosueros
marcados obtenidos, resultaron eficaces para el diagnostico inmunofluorescente directo de las
cepas K88 y K99 de E. coli, que permite la técnica la deteccion sencilla y rapida de dichos
antigenos a partir de muestras de campo procedentes de cerdos, confiriéndole a este método valor
diagnostico presuntivo para detectar estos antigenos en heces fecales de cerdos.

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 y col., 1985; Pernas y Roja, 1985; Pernas y Bravo, 1986), asi como
el empleo de pruebas de intestino ligado (Pernas y col., 1981; Pernas y col., 1986) y del raton
lactante (Gebremariam y col., 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 ecoldgico sobre cepas de E. coli aisladas en
cerdos diarreicos de tres unidades porcinas de la provincia de Camagtiey, para lo cual emplearon
estudios bioquimicos y seroldgicos, determinaron la produccion de colicinas y la sensibilidad

frente a un grupo de antibidticos.

Basulto y col., (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 y col. (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 se han efectuado estudios de caracterizacion de aislados de E. coli, en los
cuales se han empleado diferentes métodos de diagndstico como la deteccion de los genes que
codifican factores de virulencia, el serotipado y el estudio de los perfiles de electroforesis en
campos pulsantes (PFGE). Los resultados mostraron que en los procesos diarreicos causados por
Escherichia coli, que afectan al cerdo durante la etapa neonatal y postdestete en diferentes
granjas porcinas de la provincia de Villa Clara, predominan los patotipos O141 H- TSa TSb
VT2 y 0157 H19 VT2., la mayoria de los seropatotipos evaluados presentaron gran diversidad

genética, al mostrar diferentes clones con patrones electroforéticos distintos, se evidencid relacion



clonal entre los aislados de uno de los serotipos méas prevalentes detectados en granjas ubicadas en

zonas geograficamente distantes (Lazo y col., 2004, 2005, 2007; Blanco y col., 2006).

Todos estos importantes estudios realizados contribuyeron a incrementar los conocimientos
sobre el diagndstico microbiolédgico, los factores de virulencia, la resistencia a drogas
antimicrobianas y los serogrupos de E. coli presentes en los aislados de origen porcino en Cuba.
Teniendo en cuenta que, a pesar de los ingentes esfuerzos que se han dedicado al estudio de la
problematica planteada en Cuba, y los aportes de la ciencia en este campo de trabajo, esta
enfermedad continta siendo una de las mas importantes que afectan al cerdo en Cuba, y por su
caracter multifactorial requiere de una constante actualizacion en los aspectos esenciales del

diagnostico, patogenia, prevencion y control.



Desarrollo

1. Epizootiologia de las infecciones entéricas producidas por Escherichia coli en cerdos

jovenes
1.1. Etiologia

Escherichia coli fue descrita por primera vez por el médico aleman Theodore Escherich, en
1885, a partir de heces fecales de individuos sanos, y fue denominada por él como Bacterium
coli commune. E. coli ha sido aislada desde entonces a partir del hombre y animales con
sintomas de enfermedades gastrointestinales (Blanco y col., 2002). Se trata de un bacilo Gram
negativo anaerobio facultativo que pertenece a la familia Enterobacteriacea (Sussman, 1997;
Swing, 1999; Blanco y col., 2002). Escherichia coli es un importante patégeno entérico de
cerdos destetados, causante de la diarrea postdestete (PWD por sus siglas en inglés) y de la
enfermedad edematica (ED por sus siglas en inglés), también puede perturbar la mucosa
intestinal permitiendo a la bacteria ir desde la mucosa a la sangre y organos internos causando

septicemia (Holm y Poulsen, 1996).

Este microorganismo es clasificado dentro del género Escherichia, y puede subdividirse en
biotipos, segun sean sus propiedades, es un germen Gram- negativo, anaerobio facultativo,
rodeado de flagelos peritricos de variable longitud, es habitante normal del intestino grueso de
aves y mamiferos y es agente causal de infecciones intra intestinal y extra intestinal, tales como,
infecciones del tracto urinario, cistitis, pielonefritis, meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia y

neumonia (Van den Broeck y col., 2000).

E. coli puede ser diferenciada en dos grupos cuando se siembra en caldo nutriente, donde se
puede ver el medio uniformemente turbio cuando se trata del crecimiento de cepas lisas (S) y en
el caso de bacterias que provienen de cepas rugosas (R) se observa el sobrenadante claro y un
sedimento granuloso. En medios sélidos las colonias tienen una apariencia circular y lisa con
bordes bien manifiestos, aunque algunas cepas producen colonias mucoides. En Agar sangre las
colonias adoptan un color amarillento que va tornandose a pardo o pardo-dorado a medida que
envejece el cultivo, algunas cepas manifiestan en este medio la excrecion de o-hemolisina

soluble, al igual que en otras se puede detectar la f-hemolisina. En Agar eosina-azul las colonias



son de color rojo negruzco con brillo metalico, mientras que en Agar Mac Conkey son planas,
rojas 0 rosado oscuras, rodeadas de una zona de precipitacion y en Agar verde brillante de

Kauffmann se presentan de color amarillo-verdoso ( Hampsom, 1994).
1.2. Susceptibilidad

Las infecciones entéricas por E. coli en los cerdos, afectan principalmente a los animales
jévenes, con mayor frecuencia que a los adultos (Hampsom, 1994). La enfermedad edematica o
colienterotoxemia, afecta exclusivamente al cerdo, normalmente la enfermedad ocurre en los
primeros 14 dias después del destete, pero puede también ser encontrada después de pasar a la
etapa de ceba (Bertschinger, 1999).

La susceptibilidad depende de la edad, y se debe a varios aspectos, la alta permeabilidad relativa
de la mucosa intestinal en los animales neonatos, el Ph gastrico relativamente neutro en los
animales recién nacidos (3,4-5,8) lo cual favorece el paso de las bacterias a través del estdmago,
los cambios rapidos en las condiciones del intestino y la rediferenciacion del epitelio del ileon
inmediatamente despues del destete, el desarrollo del sistema inmune del hospedero y la

presencia de receptores intestinales dependientes de la edad (De Graaf y Gaastra, 1994).

La presencia de receptores especificos K88 en el mucus del ileon de porcinos es dependiente de
la edad (Conway y col., 1990). Los receptores del intestino delgado dependen de la edad del
cerdo, los animales recién nacidos son los mas sensibles a las infecciones por ECET, un aumento
temporal a la susceptibilidad puede ocurrir como un fendmeno del postdestete (Lindahl y col.,
1990). La resistencia genética de algunos cerdos a la colonizacion intestinal por la bacteria causal
de esta enfermedad, se le atribuye a la ausencia de receptores para las fimbrias F107 en la
membrana del enterocito de cerdos neonatos y para las fimbrias K99, P987 y F41 en la
membrana del enterocito de cerdos postdestetados. Por lo que, los lechones son resistentes a la
infeccion, si ellos son genéticamente deficientes en su habilidad para expresar receptores
especificos K88 en el borde ciliado de la membrana celular (Hu y col., 1993).

La edad y la base genética parecen ser determinantes inherentes a la susceptibilidad de los
lechones para E. coli. Los cerdos son resistentes a E. coli F18" al nacimiento, pero llegan a ser
susceptibles después de varias semanas (Imberechts y col., 1997). La susceptibilidad frente a
infecciones por E. coli es dominante sobre las resistencias (Francis y col., 1998) y las resistencias



heredables a colibacilosis causadas por ECET K88 y F18 estan bien documentadas, pero no han
sido descritas con referencia a E. coli que produce otras fimbrias de adhesion (Francis y col.,
1998). Algunos lechones carecen de receptores para la cepa K88 de E. coli y, por tanto, son
resistentes a la misma y a la diarrea que causan. Esta caracteristica, carencia de receptores para la
cepa K88 es autosdémica, recesiva en un solo locus. También parece posible que la resistencia a

las cepas K99y F4 de E. coli sea determinada por un solo gen (Todd, 2000).
1.3. Sintomas clinicos

Pocos dias después del nacimiento, los cerdos infectados con cepas patdgenas de E. coli se
atontan y maman sin vigor o rehisan 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 infeccion 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 infeccion de E. coli y
la coloracion de la piel menos pronunciada. La elevacion 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 estd marcadamente disminuido (Imberechts y col.,
1994; 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 o 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
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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 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
enterotoxinas, la diarrea puede preceder a los sintomas de la enfermedad edematica (Bertschinger
y Gyles, 1994). En ciertos brotes los cerdos pueden sobrevivir y desarrollar la enfermedad
cronica caracterizada por un crecimiento mas lento con o sin signos de una encefalopatia local
(Kausche y col., 1992).

1.4. Lesiones anatomopatoldgicas

Las alteraciones que se encuentran en los cerdos con enteritis producidas por E. coli son: enteritis
catarral, que puede ser moderada o grave y que se caracteriza por congestion de los vasos
mesentéricos anteriores y posteriores. EI 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 tamafio y edematosos. Los casos de enteritis
hemorragicas son poco frecuentes. En los cerdos de mas edad con enteritis necrética se han
aislado serotipos patdgenos 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 y col. 1990).

En la enfermedad edemaética aunque algunos cerdos pueden no presentar lesiones visibles, otros,
particularmente los que han muerto recientemente, presentan edema evidente del subcultis,
notablemente en la region craneal, en los parpados, sobre el hueso nasal, en la regién inguinal y

sobre el vientre (Bertschinger y Gyles, 1994). La submucosa de la curvatura mayor del estomago
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y el mesenterio del colon en espiral pueden mostrar un edema gelatinoso; y las cavidades serosas

pueden contener una cantidad excesiva de liquido &mbar claro (Hampsom, 1994).

Las lesiones pueden presentarse en varias combinaciones y la severidad de los cambios muestran
enormes variaciones; los nddulos linfaticos subcutaneos estan edematosos con un moteado rojizo
en la superficie, en el corazdn pueden aparecer petequias ocasionalmente, en los pulmones y en
la pared de la vejiga biliar se presenta edema variable, el estbmago esté 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 y Gyles, 1994).

1.5. Diagnéstico

Blanco y col. (2002), sefialan que las diarreas en cerdos a la edad de amamantamiento y dentro
de las dos primeras semanas postdestete, estan casi siempre acompafiadas por algln tipo de
infeccion por E. coli no-comensal. El diagndstico de la infeccion por ECET se hace en la
deteccion de factores de virulencia conocidos y del serogrupo de ECET 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’” sean parte del diagndstico 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 K88 o

Difco Blood Agar base con sangre de cabra para P987).

Los medios méas frecuentemente utilizados para el aislamiento de E. coli son el agar de 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 debe 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 patogenas. La biotipificacion 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 y col. 2005).
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Para probar si los aislamientos son ECET, los antigenos fimbriales K88, K99, F41 y 987P
pueden detectarse por aglutinacion 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 ECET no sea conocida (o detectable), es
aconsejable preparar ensayos para comprobar enterotoxinas de igual manera. Las toxinas TL y
TSa pueden ser identificadas por ELISA o por aglutinacion del latex, desafortunadamente estas
pruebas no son factibles para TSh. Pruebas de ADN (hibridaciébn RCP) son usadas para la
deteccion “’in vitro’” de casi todos los genes virulentos conocidos de ECET porcino (Osek,
1999%, 1999°). Su uso, sin embargo, parece ser muy costoso y consume mucho tiempo bajo
condiciones de diagnoéstico de rutina en laboratorio. Por eso posteriores investigaciones han sido
y aun son llevadas a cabo en técnicas tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en Inglés) multiple que podria facilitar su uso para diagnéstico de laboratorio
(Nielsen y Andersen, 2003).

El diagndstico de la diarrea postdestete (PWD) requiere de cuidadosa consideracién de los
factores predisponentes y resultados bacteriologicos. Esto es casi siempre una necesidad para la
investigacion en el diagndstico diferencial tales como deteccion de virus. Por ello en caso de
PWD, es muy aconsejable no ser con un posible resultado bacteriologico donde se detecten
varios tipos de ECET, pero es también necesario considerar otros factores fisioldgicos,
ambientales, dietéticos y virales que pueden a veces ser tan importantes como las minimas
bacterias ECET. 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 diagnostico bacteriologico
(como se describe para la diarrea en recién nacido). El analisis bacterioldgico de muestras fecales
para ECET es més dificil porque la bacteria presente en las heces puede no reflejar el status
microbioldgico del intestino delgado. Hay una variedad de técnicas “in vitro” que detectan los
factores de virulencia (adhesinas y toxinas) de ECET incluyendo ensayos inmunolégicos y
bioldgicos, pruebas moleculares (hibridacion del ADN y RCP), como se mencion0 antes para la

diarrea en recién nacidos (Blanco y col. 2005).

La presencia de uno o mas tipos de ECET puede ser a menudo acompafiada por rotavirus,

calicivirus, coccidia o por coronavirus de la diarrea epidémica porcina en ambos grupos de edad,
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neonatos y destetados, pero sobre todo en cerdos destetados (Imberechts y col., 1997). El
diagnostico diferencial puede incluir frecuentemente la deteccion de rotavirus y coronavirus asi

como espiroquetas y salmonellas (Frank y col. 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 (GTT, Rotavirus, etc) y bacterias (Clostridium perfringens, etc). Algunos parasitos

también aparecen relacionados (coccidias).

En relacion con 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 esta causada por cepas que ademas de producir enterotoxinas sintetizan la
verotoxina VT2v (también conocida como Vt2e o toxina edematosa), responsable de las
alteraciones neuronales (Blanco y col., 2002).

La confirmacion se basa en la demostracion histoldgica de malacia focal en el tallo cerebral o de
lesiones vasculares degenerantes tipicas en varios lugares (Hampsom, 1994). Son importantes las
lesiones microscopicas en el cerebro, y las lesiones en pequefas arterias y arteriolas, consistentes
en pignosis y cariorrexis del ndcleo en la tinica media del endotelio, necrosis de las células de la
muscular de la mucosa, en el intestino. Globulos de material eosinofilico se observan alrededor
de los vasos afectados en el cerebro (Erickson y col., 1992). El diagnostico 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 facilmente
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 neuroldgicos como la Pseudo rabia,
Poliencefalomielitis enteroviral, Fiebre porcina, Meningoencefalitis bacteriana causada por

Streptococus suis 0 Haemophilus parasuis, otitis media, y privacion de agua.

En estudios comparativos de infecciones intestinales, mediante el empleo de métodos

histopatoldgicos, se ha demostrado que las infecciones por rotavirus se caracterizan por la
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destruccion de las vellosidades de las células epiteliales, mientras las infecciones por parvovirus
se caracterizan por la destruccion 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 patrén de electroforesis en campos pulsantes
(PFGE). Solamente en determinados laboratorios de investigacion de referencia se realiza el

serotipado completo, el fagotipado y la técnica de PFGE (Blanco y col., 2005).

La técnica de electroforesis en gel de campos pulsantes (Pulsed Field Gel Electrophoresis,
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 cromosomico 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, 2004). Sin embargo, Nemoy y col. (2005),
sefialan que aunque la PFGE es el método actual mas usado para el tipado molecular de las
bacterias, el tipado de la secuencia del multilocus (multilocus sequence typing, MLST) ofrece
ventajas sobre la PFGE ya que tiene mayor capacidad discriminatoria para definir la relaciones
genéticas entre cepas.

Mora y col. (2000), han empleado la fagotipificacion como un método de caracterizaciéon y
clasificacion de E. coli verotoxigénicos aisladas en Espafia. Otro método que no es comdn
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 preparacion de antisueros contra
estas fimbrias se puede visualizar la unién de anticuerpos fimbriales anti F107 unido a las
bacterias que colonizan el intestino (Blanco y col., 2002).
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La deteccion de las enterotoxinas puede realizarse por métodos fenotipicos (TL en células Vero,
TSa en el ensayo del raton lactante y TSb en asas intestinales ligadas de cerdo) o genotipicos
(hibridacion y RCP). También se pueden identificar los serotipos de ECET detectando sus

antigenos de colonizacion con pruebas de aglutinacion (Blanco y col., 2002).

1.6 Papel de las cepas de E. coli como desencadenantes de diarrea neonatal, enteritis del

destete y enfermedad edematica del cerdo

Escherichia coli, es un enteropatdgeno porcino que causa tres manifestaciones de colibacilosis
entérica porcina: la diarrea neonatal, la enteritis del destete y la enfermedad edematosa. La
diarrea neonatal es producida principalmente por cepas de E.coli enteropatogénicas (ECEP) de
los serotipos O8: K87, 064, 0101, 0138: K81, 0141: K85, 0147: K89, 0149: K91 y 0157, que
suelen expresar el antigeno fimbrial de colonizacion intestinal K88, aunque algunas cepas
pueden expresar otros antigenos de colonizacién (P987, K99 y F41). En la enteritis del destete,
predominan las cepas de los serotipos O138: K81, O141: K85 AB. Estos dos ultimos serotipos
junto con el O139: K82, son tipicos de cepas asociadas a la enfermedad edematosa. E.coli
enteropatogénicos que causan diarrea en lechones y cerdos destetados suelen producir
enterotoxinas (TL, TSa y/o TSb), mientras que las responsables de la enfermedad edematica
generalmente sintetizan la verotoxina citotoxica VT (Blanco, 2003).

E. coli enterotoxigénico (ECET) y verotoxigénico (ECVT) constituyen la mayor categoria de
bacterias que causan infecciones entéricas en cerdos. ECET causa diarrea principalmente en
cerdos recién nacidos y destetados, en tanto que la enfermedad de los edemas, caracterizada por
anorexia, neuropatia, edema en intestino y péarpados, ocurre usualmente en lechones
tempranamente destetados (Bertschinger, 1999). Las cepas patogénicas colonizan el intestino
delgado por medio de factores especificos de colonizacion (fimbrias) y producen una o varias

endotoxinas responsables de la enfermedad (Bertschinger, 1999).

De forma general la colibacilosis neonatal y postdestete estdn causadas mas frecuentemente por
cepas de E. coli enterotoxigénicos (ECET) que producen enterotoxinas (toxinas termolabiles TL)
0 cepas de E. coli verotoxigénicos (ECVT) que producen toxinas termoestables (TSa/TSh).
Ambos tipos de toxinas actlan en el intestino y estimulan la hipersecrecion de mucina y

electrolitos resultando en una diarrea aguda y deshidratacion (Thomson, 2001). La enfermedad
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edematica es atribuida a una toxina termolabil de la familia Shiga toxin (también conocida como

verotoxina o Shiga like toxin), producida por ciertos serotipos de Escherichia coli y nombrada

Shiga toxin 2e (Stx2e). (Imberechts y col., 1992).

La colibacilosis neonatal continda siendo un problema importante pero la morbilidad y
mortalidad aguda postdestete ha emergido como enfermedad mas frecuente. Se ha incrementado
mas en granjas de alto estado sanitario en EUA que usan sistemas de destete temprano segregado
(SEW, por sus siglas en inglés) y destete temprano medicado (MEW, por sus siglas en inglés),

procedimientos que no eliminan E. coli (Winkelman, 1995).

La diarrea postdestete y la enfermedad edemaética son las causas mas comunes de mortalidad en
los cerditos recientemente destetados (Bertschinger y Gyles, 1994; Hampson, 1994). La diarrea
postdestete producida por diferentes serotipos de E. coli es de frecuente presentacion en
establecimientos de crias intensivas. Los signos clinicos predominantes son diarrea,
deshidratacién y muerte, muchas veces esta se presenta rapidamente sin sintomatologia previa.
En su etiopatogenia coexisten factores medioambientales y nutricionales, los que favorecen la
proliferacion de E. coli enterotoxigénico (ECET) y las manifestaciones clinicas de diarrea o
muerte sUbita. Esta comunicacién parte de la descripcién de un cuadro de diarrea postdestete y
muerte subita persistente durante un afio con alta mortalidad y en el que se aisla en forma
sistematica, ECET (Armocida, 1997).

Thomson (2001), plantea que la diarrea postdestete, postwine disease (PWD) es normalmente la

enfermedad mas constante en muchas granjas, especialmente en aquellas que se desteta a las 3-4
semanas de edad. La PWD comienza pocos dias después que la proteccion lactea culmina
completamente y los cerdos son ubicados en un ambiente nuevo desde el punto de vista técnico,
social y microbiolégico. Es ampliamente aceptado que serotipos y patotipos especificos de ECET
son responsables de la mayor parte de las PWD. Es también discutido que la enfermedad es un
complejo multifactorial. ECET s6lo desempefia una parte (sin embargo una esencial). Es
frecuentemente visto en la mayoria de las cochiqueras, pero es una de las enfermedades mas
dificiles para la reproduccion experimental, diarreas y reduccion en peso son solo parte de las
pérdidas; crecimiento retardado, el cual usualmente estd seguido de episodios diarreicos en
cerdos destetados, que hacen aun peor las pérdidas.
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Por otra parte, diversos autores afirman que la diarrea postdestete y la enfermedad edematica son
consecuencia de un desequilibrio de la flora gastrointestinal, otros consideran que el aumento del
Ph en el estomago de cerdos destetados favorece la colonizacion del intestino delgado por cepas
de ECET, y que un ambiente &cido tiene un efecto inhibitorio sobre E. coli, por lo que muchos
consideran que el estado fisiologico del epitelio intestinal influye en la adherencia de las
bacterias; otros consideran que las infecciones virales a nivel del intestino del cerdo, pueden

producir cambios en el ambiente (Kausche y col., 1992).

La enfermedad edematica del cerdo es de tipo toxémica y de curso agudo, afecta
fundamentalmente a los cerdos jovenes ya destetados, se presenta en los animales mas robustos,
mas desarrollados y mejor alimentados, se caracteriza clinicamente por ser asintomatica, muerte
subita, alteraciones relacionadas con el sistema nervioso, como dificultades al caminar o crisis
convulsivas, edemas generalizados, especialmente visibles en los parpados, apatia, y
anatomopatolégicamente por la presencia de edemas y hemorragias en distintos 6rganos.
Generalmente, los animales que alcanzan estos sintomas son practicamente irrecuperables
(Frasser y col., 1993). Hampsom (1994) plantea que constituye un trastorno neurolégico agudo
de gran mortalidad que normalmente ocurre de cinco dias a dos semanas después del destete, y
que puede a veces acompafiarse de diarrea.

La enfermedad edematica se presenta con frecuencia como casos esporadicos 0 pequerios brotes
limitados a ciertos grupos de edades. Se presenta en cerdos recién destetados, con mayor
frecuencia 7-10 dias después del destete, sin embargo, suelen observarse casos esporadicos y
brotes aislados en cerditos lactantes de dos semanas de edad o mas. La disminucion de la

susceptibilidad con la edad se debe al desarrollo de la inmunidad (Bertschinger y Gyles, 1994).

La enfermedad edematica en cerdas de cria y verracos no es rara, tomando un curso mas
prolongado que en los cerdos jovenes, pudiendo extenderse los brotes por periodos de tiempo
mas largos (Burgi y col., 1992). En los brotes de enfermedad edemaética, es caracteristica la
afectacion severa de los cerdos, con ataques repentinos y un curso rapido, seguido de una
terminacion abrupta. Con frecuencia las pérdidas por muerte cesan dentro de los primeros cuatro
a cinco dias de aparecer la enfermedad y por lo general no aparecen nuevos casos en el lote de

cerdos. La incidencia varia de acuerdo a la persistencia del microorganismo. En resumen, la
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enfermedad edematica del cerdo tiene las caracteristicas de una enfermedad transmisible

endémica (Bertschinger y Gyles, 1994).

La etiologia de la enfermedad es compleja, estan involucradas en la patogénesis, cambios en la
consistencia y composicion del alimento, baja proteccion pasiva de las cerdas y susceptibilidad
genética de los lechones. La causa principal de su aparicion estd estrechamente asociada a
diversos factores predisponentes, como destetes bruscos, cambios cualitativos y cuantitativos en

la dieta, asi como un manejo zootécnico inadecuado (Imberechts y col., 1992).

Es una enfermedad frecuentemente fatal que ocurre en lechones postdestetados cuando varios
factores ambientales y nutricionales predisponen a los cerdos a padecerla (Bertschinger y Gyles,
1994). En las enfermedades multifactoriales el agente etiologico involucrado en muchos casos
tiene menor importancia que las condiciones bajo las cuales los cerdos son mantenidos pues este
puede permanecer inaparente durante mucho tiempo y cuando los factores ambientales actian

sobre el hospedero de forma negativa se torna stbitamente evidentes (Sobestiank, 1994).

1.7. Medidas de lucha contraepizooética para la prevencién y control de la colibacilosis

entérica porcina

El control de las infecciones por E. coli se lleva a cabo por vacunacion, buena higiene y manejo
adecuado, con tratamiento de antibioticos durante los cuadros clinicos de la enfermedad. Existen
varios aspectos importantes de la prevencion de enfermedades diarreicas producidas por ECET
en cerdos, dentro de ellos las técnicas de manejo (todo dentro-todo fuera, lugares secos y
limpios, desactivacion de las heces diarreicas, minimizacion del sindrome
Mastitis-Metritis-Agalactia (MMA\) en cerdas, etc. y buena préactica de cria son a la larga los mas
decisivos. Esto es especialmente cierto para técnicas que sirven para la prevencion de diarreas
postdestete (régimen alimentario, destete temprano y aislado, etc.). Las dietas que influyen sobre
la capacidad de absorcion del intestino hacen al mismo mas propenso a la colonizacion y
subsiguiente diarrea, es por ello que dietas altamente digestibles ad libitum reducen los
problemas postdestete, asi como el suministro de piensos de arranque. Bajar el pH del tracto

gastrointestinal es la base para el control estratégico de estos problemas (Thomson, 2001).

La prevencion se debe basar en la higiene de las aguas, en el control de los alimentos, y en la

mejora de las condiciones higiénicas y de manipulacion. Hay que intentar eliminar todos los
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factores predisponentes de las infecciones oportunistas. Para evitar las septicemias neonatales
que afectan a lechones hipogammaglobulinémicos de menos de una semana de vida, es
fundamental alimentar a los neonatos con un calostro rico en anticuerpos, sobre todo en las
granjas en las que este tipo de infecciones son frecuentes. Se han ideado vacunas elaboradas con
bacterias enteras muertas (bacterianas) o con antigenos fimbriales (K88, P987, K99 y F41)
purificados, para prevenir la diarrea en lechones recién nacidos. Se vacuna a las madres uno o
dos meses antes del parto y su descendencia recibe los anticuerpos pasivamente a traves del

calostro (Blanco y col., 2005).

En granjas con problemas frecuentes de colibacilosis postdestete, el uso de altas concentraciones
de dxido de zinc (2.500-3.000 ppm) durante dos semanas después del destete es beneficioso. El
control de E. coli se lleva a cabo mediante la reduccién de la proliferacion en el intestino de estos
microorganismos. Los estudios han mostrado que pocos organismos se cultivan a partir de los
ganglios linfaticos mesentéricos de cerdos que recibieron oxido de zinc, lo que sugiere que
reduce la diseminacion de E. coli desde el intestino delgado hacia los ganglios linfaticos

mesentéricos (Holm y Poulsen, 1996).

Una de las diversas areas de la prevencion por no antibiético y no inmune de la PWD es la
reduccion de los factores del manejo que predisponen a la enfermedad. Estos factores incluyen la
edad de destete y peso, dieta del destete, hacinamiento y contaminacion ambiental de lotes
anteriores. La suplementacion del agua con é&cidos, o de comida con probidticos, ha sido
recomendada, lo cual ha mostrado una mayor evidencia de crecimiento y buen estado de salud de

los animales (Ayala y col., 2005).

El empleo de &cidos organicos en la alimentacion del cerdo, se ha incrementado en diversos
paises, no solo por el efecto protector contra la accion de microorganismos y hongos sobre el
alimento, sino también, debido a su efecto sobre el Ph del estomago vy la flora intestinal, con la
consecuente reduccidn de procesos diarreicos (Camino y col., 2004)

Luckstadt y Moore (2005), demostraron que el consumo de dietas con aditivos probidticos (un
compuesto mineral acidificado) incorporados a la racion a razon de 3 kg del producto por

tonelada de alimento, mejoran la ganancia media diaria, la conversion alimentaria, reducen el pH
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del estomago y disminuyen la proliferacion de bacterias patdgenas en el intestino de los cerdos

tratados.

Los probidticos se han usado como alternativa de la antibioterapia, para inhibir la proliferacion
de E .coli en el intestino (Alvarez y col., 2005; Chinea y col., 2005; Guerra y col., 2005; Pérez y
col., 2005). En este sentido, Piloto y Legarda (2005), incorporaron un probidtico (Sorbial) en la
alimentacion de cerdos lactantes, logrando reducir la mortalidad y la incidencia de diarrea en el

grupo de cerdos tratados.

Como alternativa ante el uso de antibiéticos, Harvey (2004) desarrollé un cultivo mezclado de
bacterias comensales obtenidas a partir de otros cerdos, estos microorganismos colonizan el
intestino de los lechones y ayudan a establecer poblaciones sanas de microbios en la luz
intestinal. Estas poblaciones de bacterias comensales se adhieren en las paredes intestinales y
bloquean sitios para prevenir que las bacterias patdgenas que causan enfermedades puedan
adherirse y competir por los nutrientes necesitados. Algunas de las bacterias colonizadoras
también producen compuestos bactericidas que combaten los patdgenos que causan enfermedad,

reduciendo alin mas su habilidad de colonizar el tracto intestinal.

Actualmente existe una tendencia mundial a la no utilizacion de antibi6ticos en las dietas de los
animales por los efectos residuales que estos traen consigo y el gasto en medicamentos, debido a
esto, los productores de carne de cerdo han buscado otras alternativas para el control de diarreas
a partir de productos naturales (Anénimo, 2005). En este sentido, Castro (2002) sefiala, que los
probidticos, prebidticos, acidos organicos, aditivos fitogénicos y otros productos naturales como

las zeolitas han sido empleados en la prevencion de diarreas en cerdos.

La prevencion mediante la vacunacion, continta siendo un método inmunoprofilactico que se
aplica en muchos paises. En Cuba, Talavera y col., (1984) obtuvieron una vacuna bivalente
contra la diarrea enterotoxica en cerdos, contentiva de los antigenos de E. coli K88 y K99,
posteriormente emplearon una vacuna de E. coli K88+ en cerdas gestantes, usando como

adyuvante beta 1-3 glucano (Montes de Oca y Talavera, 1994).

También fueron realizadas pruebas clinicas controladas y de campo, para evaluar la efectividad
de una vacuna oral inactivada a partir de cepas de E. coli portadoras de plasmidos de virulencia
enterotdxicos y de factores de colonizacion K88 y K99, para prevenir la diarrea en cerdos recién
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nacidos y postdestetados, mediante la estimulacion de las células inmunocompetentes del tejido
linfoide intestinal y por la colonizacion competitiva local que se logra inmediatamente después
de su aplicacién (Pernas y col., 1985a; Pernas y Bravo, 1986; Lazo y col., 1988; Benitez y col.,
1989).

Wong y col. (1996) evaluaron la eficacia de una vacuna recombinante, utilizada en condiciones
de campo contra la colibacilosis neonatal y postdestete en cerdos de diferentes granjas de la

provincia de Camaguey.

Para prevenir la diarrea postdestete y la enfermedad de los edemas hay que vacunar a los
animales durante la segunda semana de vida, pero en general los resultados no son tan buenos
como los conseguidos con las vacunas contra la diarrea neonatal (Blanco y col., 2002). La
inmunizacién pasiva puede ser una alternativa atractiva, que puede lograrse por la ingestion de
anticuerpos contra determinantes esenciales de virulencia, como las fimbrias adhesivas. Este
efecto puede lograrse mediante la inmunizacién de gallinas con factores adhesivos o fimbrias
purificadas, de esta forma los huevos obtenidos contienen grandes cantidades de anticuerpos
(IgY), los cuales son profilacticamente y terapéuticamente efectivos en las infecciones
neonatales de cerditos con E. coli enterotoxigénico, al ser aplicados de forma continua por via

oral (Yocoyamay col., 1997).

En relacion con el tratamiento de esta enfermedad la mayoria de los autores consideran que los
cerdos que muestran signos neurologicos tienen un pronostico desfavorable. La restriccion del
alimento en el periodo postdestete es recomendado en casos de brotes de la enfermedad, al igual
que los antimicrobianos administrados en el alimento y dietas con los contenidos de nutrientes
reducidos. Las sustancias antibacterianas son frecuentemente adicionadas al pienso, pero esta
medicacion profilactica puede interferir con la inmunizacién activa y desarrollar resistencia
antimicrobiana, lo cual se ha demostrado frente a la Ampicillina, Cloranfenicol, Tetraciclina,
Estreptomicina, Kanamicina, Sulfonamida, Trimetoprim, no asi con la Gentamicina,

Enrofloxacina, Sulfametoxazol mas Trimetoprim (Pohl y col., 1991).

En general, todos los procesos diarreicos requieren, como base fundamental del tratamiento, una
adecuada reposicion de liquidos y electrolitos. Esta reposicion puede ser oral en casos leves, pero
en situaciones de grave deshidratacion la rehidratacion parenteral no debe demorarse. El
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tratamiento de las enteritis con antibidtico estd muy cuestionado, y en algunos casos totalmente
contraindicado. Se ha demostrado que algunos antibidticos potencian la liberacion de las
verotoxinas de tal forma que pueden agravar el estado del enfermo. Los antibidticos que se
utilicen deben ser activos in vitro, y alcanzar cantidades suficientes en el foco infeccioso,
debiéndose escoger los menos tdxicos y los que tengan menor tendencia a seleccionar formas de
resistencia entre los eficaces. Los antibioticos mas frecuentemente empleados son la Amoxicilina
(asociada al acido clavulanico), las cefalosporinas, los aminoglucosidos, el Cotrimoxazol y las

quinolonas (Blanco y col., 2005).

Como una alternativa ecolégica y de sostenibilidad se han empleado tratamientos basados en la
medicina natural bioenergética, con el empleo de la acupuntura y la homeopatia en el tratamiento

del sindrome diarreico en cerdos (Cuesta, 2005).

2. Factores de virulencia y categorias de E. coli, en cepas productoras de diarrea en cerdos

neonatos y postdestetados

En el anexo 1, se especifican los factores de virulencia y en el anexo 2 se representan los
mecanismos de patogénesis de los diferentes grupos de E. coli que pueden causar diarrea en
animales. La virulencia bacteriana es un fendmeno multifactorial. Las cepas patdgenas de E. coli
poseen diferentes tipos de factores de virulencia que contribuyen conjuntamente a potenciar su
patogenicidad. Asi, E. coli enterotoxigénicos para poder causar diarrea, ademas de secretar
enterotoxinas, responsables de la deshidratacion, deben poseer factores de colonizacion que les
permitan adherirse a los enterocitos y colonizar el epitelio intestinal. Sin las adhesinas las bacterias
enterotoxigénicas serian eliminadas mecanicamente por el lavado ejercido por los movimientos
peristalticos del intestino delgado, y no podrian provocar diarrea a pesar de producir enterotoxinas
(Blanco y col., 2005).

Dentro de los factores de virulencia en E. coli, se describen las fimbrias de adhesion, las cuales
facilitan la adherencia de la bacteria a la superficie mucosal, las fimbrias producidas incluyen
K88 (F4), K99 (F5), P987 (F6), F41 y F18 (F107, 2134P, “8813”) como factores principales en

el acto de colonizacién (Thomson, 2001).

Las cepas de ECET sintetizan enterotoxinas termoestables (TSa y/o TSb) y termol&bil (TL)
(Bertschinger, 1999; Nagy y Fekete, 1999). Estas toxinas causan diarrea por los cambios en el
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balance de agua y electrolitos del intestino delgado (Fairbrother, 1999). Mientras que las cepas
de ECVT sintetizan verocitotoxina edematica (Vte) o Shiga - like toxin Il variant (SLT- 1lv).
Existen dos tipos de verotoxinas, VT1(o SLT-1) y VT2(o SLT-II), y diversas variantes de VT2,

entre las que se incluye la VT2e o toxina edematosa (Blanco y col., 2002).

ECVT producen la variante verocitotoxina 2e (VT2e) causante de lesiones vasculares en el
intestino, subcutis y cerebro, produciendo edema y sintomas neurologicos (Bertschinger, 1999;
Bouvet y col., 2001). Algunas cepas de E. coli porcina producen ambas VT2e y enterotoxinas, y
la infeccion con tales cepas puede resultar en diarrea y/o enfermedad edematica (ED) (Blanco y
col., 2005). La enfermedad depende de la colonizacion del intestino delgado por cepas de E. coli
que poseen la habilidad de producir el principio de la enfermedad edematica, también conocido
como toxina de la enfermedad edematica, neurotoxina, angitoxina, vasotoxina o verotoxinas

(VTs) por el efecto citotoxico sobre los cultivos de células Vero (Imberechts y col., 1992).

Se han encontrado cepas de E. coli que son capaces de competir con otras de su misma especie,
eliminando a estas Ultimas por medio de la producciéon de una proteina Illamada colicina. Las
colicinas son sustancias producidas por algunas cepas de E. coli que resultan toxicas para otras
cepas de la misma especie. La produccion de colicinas puede suponer una ventaja durante la
colonizacion del epitelio intestinal, ya que las diferentes cepas de E. coli tienen que competir
entre ellas para poder establecerse dentro de la flora normal. Es posible que estas proteinas estén
implicadas en las relaciones de competencia entre organismos estrechamente emparentados, lo

cual hace que aumente su virulencia (Blanco y col., 1996).

En estudios efectuados con aislados de esta bacteria en cerdos, se encontré que un 45-50 % de
cepas del serotipo 08, la producian, 22-25 % del serotipo 0138, 21-22 % del 0139, 55-60 % del
0141 y 50 % del 0149. La Colicina no es letal para las bacterias que la producen pues portan el
gen de resistencia cea (Bertin y Duchet, 1991). Esta es una proteina compleja que actla sobre la
membrana celular en general y es producida por un plasmido llamado Col V. Se han descrito
varios tipos de colicinas, entre las mas comunes estan la Colicina Belb, E1 y K, E2 y E3 con
diferentes mecanismos de accion como es el dafio de la membrana plasmatica, el desacople de
los procesos dependientes de energia, la degradacion del ADN vy la escision del ARN ribosomal
168, esta tltima Colicina (E3) corta alrededor de 50 nucle6tidos a partir del extremo 3’ del ARNr
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16S de E. coli. Este mecanismo de accién elimina totalmente el inicio de la sintesis de proteina
(Stahl'y col., 2004).

En E. coli septicémicos de origen porcino, la resistencia al suero y a la fagocitosis constituyen
importantes factores de virulencia (Blanco y col., 2002). Cuando E. coli llega al torrente
circulatorio, para poder sobrevivir tiene que resistir la actividad litica del complemento sérico. Se
cree que a la resistencia al suero contribuyen algunos antigenos O y K, y determinadas proteinas

presentes en la membrana externa de la pared celular bacteriana (Wooley y col. 1992).

E. coli patdgenos se han englobado en diferentes grupos o categorias: E. coli enteropatogénicos
(ECEP), E. coli enterotoxigénicos (ECET), E. coli enteroinvasivos (ECEI), E. coli
verotoxigénicos (ECVT) o enterohemorragicos (ECEH), E. coli enteroagregativos (ECEA), E.
coli con adherencia difusa (ECAD), E. coli bacterémicos o septicémicos, E. coli necrosantes
(ECNT) (Blanco y col., 2005). En el ganado porcino se reportan algunos de los tipos de E. coli
mencionados anteriormente, cuya patogenicidad esta asociada a determinados factores de
virulencia, algunas de ellas presentan caracteristicas particulares que las distinguen, poseen
diferentes tipos de factores de virulencia, pertenecen a serotipos distintos y provocan patologias

especificas (Blanco, 2001).

E. coli enteropatogénicos (ECEP)

En 1947, Kaufman propone una forma de diferenciar E. coli sore la base de la determinacién de
los antigenos superficiales O (somaticos), K (Capsulares) y H (Flagelares) (anexo 3). Esta forma
de clasificacion seroldgica resulté muy Gtil en los estudios epidemioldgicos y de patogénesis de
E. coli, facilitando la diferenciacidn entre cepas virulentas e inocuas. Actualmente, se reconocen
173 antigenos O (O1 a 0181), 103 antigenos K (K1 a K103) y 56 antigenos H (H1 a H56), y
aunque existen numerosas combinaciones o serotipos O: K: H, tan solo algunas son frecuentes

entre las cepas patogenas (Blanco y col., 2005).

La serotipificacion rutinaria de las cepas de E. coli aisladas de casos esporadicos y de brotes de
diarrea en Europa y EE.UU. permitid, en los afios cuarentas y cincuentas, asociar con la diarrea
un grupo de cepas de E. coli pertenecientes a un nimero limitado de serogrupos a las que Neter y
colaboradores denominaron, en 1955, E. coli enteropatégenos (ECEP). A pesar de que varios

estudios realizados con voluntarios en la década de los cincuentas demostraron claramente que

25



estas cepas eran capaces de inducir diarrea, al descubrirse en los afios setenta que ECEP no
producian enterotoxinas ni tenian capacidad enteroinvasiva, algunos investigadores concluyeron
precipitadamente que dichas cepas no eran enteropatgenas. La polémica suscitada fue resuelta
por Levine y colaboradores, en 1978, al demostrar, tras inoculacion oral a voluntarios, que las
cepas ECEP no enterotoxigénicas ni enteroinvasivas conservadas en el laboratorio durante méas
de siete afios, todavia eran capaces de causar diarrea por mecanismos no conocidos (Blanco y
Blanco, 1993a).

Estas cepas afectan mayormente a cerditos, terneros y corderos recién nacidos, produciendo la
Ilamada diarrea neonatal a los pocos dias del nacimiento (Mainil y col., 1998), también puede ser
la causante de diarreas en los conejos y se ha demostrado experimentalmente en cerditos (Turnes
y col., 1999). Las cepas de ECEP se adhieren a las membranas de los enterocitos destruyendo las
microvellosidades intestinales sin evidencias de invasién. En el momento de adhesion de la
bacteria al borde en cepillo (microvellosidades) de las células intestinales, estas manifiestan
signos de degeneracion y desaparecen progresivamente. Mas tarde aparece una estructura como
de “pedestal” en el sitio donde tuvo lugar el contacto entre la bacteria y la célula epitelial (Blanco
y col., 2002).

Actualmente, se conocen bastante bien los mecanismos de patogénesis de ECEP. Poseen una
adhesina BFP (bundle-forming pilus) codificada en el plasmido EAF (EPEC adherence factor).

Dicha adhesina es responsable de la adhesion a distancia de la bacteria al enterocito y de la
adhesion localizada a células HEp-2. Presentan también la isla de patogenicidad LEE (locus of
enterocyte effacement) con los genes: eae, tir, esp y sep. El gen eae codifica para una proteina de

la membrana externa denominada intimina que es responsable de la adhesion intima de la

bacteria al enterocito. EI gen tir (translocated intimin receptor) codifica para el receptor celular al

gue se une la intimina. La bacteria después de unirse a distancia al enterocito mediante las
fimbrias BFP excreta el receptor Tir que se fijan al enterocito y a continuacién la bacteria se une

intimamente al enterocito al fijarse la intimina al receptor Tir. Los genes esp (E. coli secreted

proteins) (codifican para proteinas necesarias para la produccion de la lesion de adhesion y

borrado (attaching and effacing) del microvilli intestinal y la condensacion de la actina del

citoesqueleto celular que provoca la aparicién de un pedestal en forma de copa sobre el que

descansa la bacteria. Los genes sep (secretion of E. coli proteins) codifican para las proteinas que
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constituyen un sistema de secrecidn de proteinas tipo I11. Al menos, tres proteinas (EspA, EspB y
EspD) y el receptor Tir son exportadas por el sistema tipo 111 al interior del enterocito. La entrada
de Esp Ay EspD permite la translocacion de EspB y Tir. Una vez en el interior del enterocito el
receptor Tir es activado por una fosforilacion realizada por la célula eucariota e insertado en la
membrana del enterocito (Blanco y col., 2005).

E. coli enterotoxigénicos (ECET)

Escherichia coli enterotoxigénicos (ECET) son una importante causa de infeccion intestinal en
animales y humanos (Marina y col., 1999). En animales domésticos, las colibacilosis causadas
por ECET son muy frecuentes, afectan fundamentalmente a animales de pocos dias de edad y
recién destetados, y ocasionan importantes pérdidas econdmicas en las explotaciones de ganado
porcino y bovino (Nataro y Kaper, 1998; Nagy y Fekete, 1999). Existe una alta especificidad de
huésped, no siendo ECET de origen animal patogenos para los seres humanos y viceversa (Koper
y Brien, 1998). Estas son las cepas mejor caracterizadas en veterinaria. Ellas se adhieren al
epitelio del intestino delgado donde se multiplican y producen las enterotoxinas (Murray y col.,
1999).

Hay dos factores de virulencia muy importantes que influyen en su mecanismo de patogénesis,
que son la adhesina y la enterotoxina (Gyles, 1994). Las adhesinas de ECET se han localizado en
fimbrias y fibrillas que reciben el nombre de factores de colonizacion (Gonzélez y Garabal,
1998). Las fimbrias constituyen un importante factor de virulencia en la patogénesis de ECET, la
adhesion de estas y la subsecuente colonizacion del intestino delgado y la liberacion de
enterotoxinas alteran el transporte de electrolitos en los enterocitos, resultando en una aguda y

severa diarrea (Gyles, 1994).

ECET causan diarrea mediante la elaboracion de la enterotoxina termolabil (TL) y/o la
enterotoxina termoestable (TSa). Ambas son sintetizadas en la luz del intestino delgado y
provocan secrecion de fluidos sin dafiar las células epiteliales (Nagy y col., 1992). ECET causan
diarrea gracias a la coincidencia de dos de sus factores de virulencia fundamentales. Por una
parte su capacidad de producir enterotoxinas y por otra la posesion de adhesinas especificas que

les permiten colonizar el epitelio intestinal (Blanco y Blanco, 1993).
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La enterotoxina termolabil (TL) es una proteina inmunogénica con un peso molecular de 87000
Da, constituida por una subunidad A, donde reside la actividad enzimatica, cinco subunidades B
responsables de la union de la toxina a los receptores de las células epiteliales, TL actla
activando la adenilato ciclasa, lo que provoca una acumulacion intracelular de AMPc
consecuencia de la cual se produce la expulsion de agua y electrolitos al lumen intestinal. Los
genes que codifican para la sintesis de TL parecen estar localizados en el cromosoma bacteriano
(Blanco y col., 2005).

Las enterotoxinas termoestables (TSa y TSb) son pequefios polipéptidos de 1900 a 5000 Da. La
enterotoxina termoestable TSa es una proteina poco inmunogénica con bajo peso molecular que
contiene seis residuos de cisteina que le permite establecer puentes disulfuros, lo que le confiere
la resistencia a la temperatura y la hidrdlisis enzimatica. Las enterotoxinas actuan incrementando
la concentracion de monofosfato ciclico de adenosina o guanocina en los enterocitos, lo que

provoca una importante salida de agua y electrolitos a la luz intestinal (Blanco y col. 2005).

E. coli verotoxigénicos (ECVT)

El grupo de ECVT engloba a todas aquellas cepas de E. coli que producen verotoxinas. En el
cerdo es frecuente aislar E. coli verotoxigénico asociada a la enfermedad de los edemas (ED),
ECVT de origen porcino, de los serogrupos 0138, 0139, y 0141 producen la variedad VT2v, la
cual no es sintetizada ni por E. coli que causa infecciones en seres humanos ni por E. coli que lo
hace en el ganado bovino, y es la misma toxina que el principio de la enfermedad edematica
(MacLeod y Gyles, 1990).

Las verotoxinas son potentes citotoxinas que destruyen las células Vero y estan relacionadas
estructural e inmunoldgicamente con la toxina Shiga producida por Shigella dysenteriae tipo 1.
Estan constituidas por una subunidad enzimatica A de aproximadamente 32.000 d y 5
subunidades B que tienen un peso molecular de unos 7.700 d y fijan la toxina a receptores
celulares compuestos por glicolipidos (globotriaosilceramida, Gb3). La variante VT2e se une a
Gb4. La subunidad A es translocada al citoplasma e inhibe la sintesis proteica al inactivar

cataliticamente la subunidad ribosomal 60S (Blanco y col., 2005).

Los mecanismos de captacion de la toxina en el intestino no han sido completamente elucidados;
tras la unidn, la subunidad A activa, penetra en la célula mediante la endocitosis dependiente de
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receptor. Las vesiculas internadas de esta manera se fusionan con lisosomas y son traslocadas,
primero al aparato de Golgi, y después al citosol. Mediante bloqueo de la sintesis proteica se

produce la muerte celular (Sandvig y col., 1992).

ECVT, ademas de producir verotoxinas, presenta factores de virulencia adicionales que
incrementan su poder patdgeno. Asi, ECVT se unen al epitelio del intestino grueso a traves de
unas fimbrias codificadas en el plasmido pO157 (60 MDa) y posteriormente barren el microvilli
intestinal por la accién de unas proteinas presentes en su membrana externa que estan
controladas por el gen cromosémico eae y reciben el nombre de intiminas (anexo 4). Aungue
ECVT se unen intimamente a los enterocitos, no llegan a invadirlos intracelularmente (Blanco y
col., 2005).

Aunque tanto VT1 como VT2 tienen el mismo modelo de accion su efecto in vitro e in vivo
difiere considerablemente. VT1 se une mas eficientemente al receptor G3b y es méas potente
sobre las células Vero. VT 2 es 400 veces mas letal para ratones que VT1 cuando se inyecta
intravenosamente (Tesh y col. 1993). Aunque el gen eae se considera que es un importante factor
de virulencia de ECVT, su presencia no es esencial para la patogenicidad e incluso cepas eae

negativas pueden provocar patologias muy graves (Mainil y col., 1993).

También se ha comprobado que muchos ECVT producen un nuevo tipo de hemolisina plasmidica
denominada enterohemolisina (EHEC-hly o EHIy), pero constituyen un subgrupo de E. coli
productores de verocitotoxina (VTEC) denominadas ECEH que pueden causar colitis hemorragica y

Sindrome urémico hemolitico (SUH) en humanos (Blanco y col., 2005).

En estudios realizados en Chile por Rios y col. (1999), encontraron que muchas de las cepas de
ECVT aisladas en los cerdos muestreados, poseian los cuatro factores de virulencia de ECEH
(VTL, VT2, eaeA y hlyA), contrariamente a los resultados obtenidos en Hong Kong por Leung y
col. (2001) y en Bélgica por Botteldoorn y col. (2003).

Unkmeir y Schmidt (2000), plantearon la posibilidad de la propagacion de verotoxinas a E. coli
no productoras de verotoxinas, por medio de bacteriéfagos, ya que todas las verotoxinas se
encuentran codificadas en el genoma de profagos integrados en el cromosoma bacteriano. La
transduccion de genes que codifican para VT1 y VT2 se puede producir in vitro e in vivo y en
medios naturales (Toth y col, 2003). Ademas se ha comprobado que los fagos vt2 infectivos y
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capaces de insertar los genes en cepas no patdgenas se encuentran frecuentemente en las aguas

residuales de las poblaciones urbanas (Muniesa y Jofre, 1998).

E. coli necrosantes (ECNT) o E. coli productor necrotizante citotoxico 1 (CNF I)

Aun no se conoce bien la importancia de estas cepas de E. coli en la patologia veterinaria. Se ha
comprobado que causan diarreas en terneros y cerdos y que sus toxinas inducen policitocariosis
de las lineas celulares Vero (Blanco, 2003). Caprioli y col. (1983), descubrieron que algunas
cepas de E. coli aisladas de nifios con enteritis en Italia, producian una nueva toxina con
actividad necrosante a la que denominaron factor necrosante citotéxico (FNC), la toxina asociada
a la célula bacteriana FNC, ademas de causar necrosis en piel de conejo, provocaba la aparicion
de células gigantes multinucleadas en varias lineas celulares (HeLa, Vero, CHO, MA-104,
McCoy y Hep-2). En E. coli de origen animal la produccion de FNC fue descrita por primera vez
por Gonzalez y Blanco (1985), en cinco cepas hemoliticas (Hly") de los serotipos 02: K-y O75:
K-y O75:K95 aisladas de cerditos con diarrea en Espafa.

Otras diez cepas de origen porcino, posiblemente FNC™ pertenecientes a los serogrupos 04, O6,
08, y 088, fueron detectadas por McLaren y Wray, (1986) en el Reino Unido. Mas tarde, Blanco
y col. (1988), aislaron otra cepa FNC"™ del serogrupo O8:K40 en un cerdo afectado por la
enfermedad de los edemas. No obstante, E. coli FNC" son aislados raramente de las heces de
ganado porcino con diarrea y de los controles sanos, lo cual fue demostrado por Garabal y col.
(1995), en un estudio realizado en Espafia, que abarcO cinco afios, en el cual solo hallaron
(ECNT) productora de FNCL1 en cinco (1,5 %) cerdos (cuatro con diarrea y uno con enfermedad

edematica).

E. coli con adherencia difusa (ECAD)

Aunque su papel enteropatogénico no esta claramente demostrado, se piensa que pueden causar
diarrea en nifios mayores de un afio de edad y en adultos. Se adhieren a las células Hep-2
cultivadas “in vitro” siguiendo un patrén de adherencia difuso. Se han descrito dos tipos de
adhesinas: la fimbria F1845 y una proteina de la membrana externa conocida como AIDA-I

(adhesion involved in diffuse adherence). Tras adherirse al epitelio intestinal provocan una

elongacion del microvilli que engloban las bacterias sin que aparentemente se produzca una

invasion interna. ECAD, como los ECEA, se reparten en un amplisimo abanico de serotipos. La
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deteccion de ECAD se realiza fenotipicamente determinando si la cepa aislada presenta el patron
de adherencia difusa en células Hep-2 6 genéticamente detectando las secuencias que codifican
para la fimbria F1845 (Blanco y col., 2005).

La proteina de la membrana externa (AIDA), puede representar un determinante de virulencia
adicional, en las cepas de E. coli que la portan (Ha y col., 2004b). Estas cepas producen una
proteina de membrana (intimina) la cual esta involucrada en la adhesion intima de la bacteria a
los enterocitos (Zhu y col., 1995; Oswald y col., 2000; Zhang y col., 2002). La colonizacion
intestinal causante de lesiones de adhesion y barrido (attaching and effacing), similares a las

producidas por ECEP en humanos han sido también asociadas con E. coli causantes de diarrea
postdestete (Yamamoto y Nacazagua, 1997; An y col., 2000; Penteado y col., 2001, Ha y col.,
2004). Estas cepas han sido aisladas en un 17,6 % de cerdos clinicamente sanos, por lo que se ha
considerado al cerdo como un reservorio natural de cepas de Escherichia coli de adhesion y
barrido (Krause y col., 2005).

Escherichia coli enteroagregativos (ECEA)

Las cepas de Escherichia coli enteroagregativos (ECEA) son los mas recientemente reconocidos
dentro de las categorias de E. coli diarrogénicos, las mismas se adhieren a cultivos celulares de
tejidos en una adherencia agregativa, y estan asociadas con diarreas acuosas en nifios en paises
desarrollados (Nataro y Kaper, 1998). Estos mismos autores refieren que la patogenesis de las
infecciones por ECEA no esta completamente dilucidada; sin embargo, ha sido descrita una
lesion histopatoldgica caracteristica y un factor de virulencia, el cual es considerado como una
proteina de 38 aminoécidos nombrada enteroaggregative E. coli heat-stable enterotoxin 1
(EAST1). EAST1 de ECEA y TS1 de ECET son enterotoxinas genética e inmunologicamente
distintas, pero ambas activan la guanidilciclasa en las células del epitelio intestinal (Savarino y
col., 1993).

La toxina termoestable, reconocida como EASTI, encontrada en E. coli enteroagregativa
patogénica en humanos, también han sido halladas en cepas de ECEP y ECET en porcino
(Ngeleka y col., 2003).

El gen (astA) codifica la produccion de EAST1 y ha sido hallado dentro de plasmidos,
cromosomas y en ambos (Yamamoto y col., 1997). El papel de EASTL1 en la secrecion intestinal
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no ha sido claramente determinado, sin embargo, se ha demostrado una fuerte asociacion de la
toxina con unos factores de colonizacién en cepas de ECET en humanos, la enterotoxina EAST1
estuvo presente no solo en cepas de ECEA sino también en otras E. coli diarrogénicas de
humanos y animales (especificamente en cerdos), incluyendo ECET, ECEP y ECEH (Choi y
col., 2001).

En estudios realizados por Choi y col. (2001), encontraron el gen EAST1 en 33,3 % de E. coli
aisladas de cerdos con diarrea postdestete y/o enfermedad edematica. Sin embargo, Ngeleka y
col. (2003), plantean que el patotipo EAST1 no es probablemente un marcador importante para
la diarrea en lechones. La colibacilosis entérica es comdn en cerdos destetados, y hay muy poca
informacidn concerniente a la prevalencia de E. coli EAST1- positiva en los aislamientos
bacterianos de casos de diarrea en estos animales (Osek, 2003). Sin embargo, Vu-Khac y col.,
(2004), hallaron un 53,3 % de incidencia de genes astA en 92 cepas de E. coli aisladas en

lechones diarreicos con edades comprendidas entre 14-28 dias en Republica Checa.

ECEA presentan fimbrias (AAF/l1 y AAF/11) que les permiten adherirse de forma agregativa a las
células Hep-2 y unirse al epitelio intestinal. Provocan un aumento de la secrecién de mucus que
conduce a la formacion de un biopelicula (biofilm) donde quedan atrapadas las bacterias. Se cree
que la formacion de la biopelicula puede promocionar la colonizacion persistente y tal vez una
mala absorcion. Posteriormente, la bacteria produce una enterotoxina termoestable (EAST1,

enteroaggregative ST1) de 4100 Da y una citotoxina de 108 KDa que pueden ser responsables de

la diarrea 'y de las lesiones histopatoldgicas (acortamiento del villi). La enterotoxina EAST1 y los
factores de colonizacion AAF/1 y 11 se encuentran codificados en plasmidos. ECEA pertenecen a
una amplisima variedad de serotipos. La deteccion de ECEA se realiza investigando la adhesién
agregativa a células Hep-2 y por pruebas genéticas (hibridacién 6 PCR) que detectan un plasmido
(pCVD432) asociado con el patron de adherencia enteroagregativa (Blanco y col., 2005).

E. coli bacterémicos o septicémicos

En las infecciones extraintestinales, el hierro se convierte en uno de los principales factores que
limitan el crecimiento bacteriano. Esta limitacion se debe, en gran parte, al hecho de que casi todo

el hierro esta secuestrado en hemoproteinas, como la hemoglobina y la mioglobina, o en proteinas
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quelantes de hierro involucradas en su transporte, como la transferrina o la lactoferrina. Para poder
incorporar el hierro la mayoria de las cepas de E. coli causantes de infecciones extraintestinales
poseen el sideroforo aerobactina formado por un compuesto quelante de hierro que la bacteria
excreta y puede volver a captar. La bacteria secreta el sideréforo cuando hay poco hierro
disponible y cuando el complejo hierro-siderdforo alcanza la superficie celular se une a una
proteina receptora del sideréforo que se encuentra en la membrana externa de la pared celular
(Blanco y col., 2005).

Una via alternativa para que la bacteria adquiera hierro es la hemolisis provocada por la a-
hemolisina (HIly). Los genes del sider6foro aerobactina, pueden ser cromosémicos 0 encontrarse en
un plasmido que suele también codificar para la produccion de colicina V. Las colicinas inhiben el
crecimiento de otras cepas de Escherichia coli y le sirven a las bacterias para competir y desplazar
a otras cepas bacterianas de la misma especie (Blanco y col., 2005).

Otra caracteristica especialmente asociada a las cepas septicémicas es la capacidad de resistencia a
la actividad litica del complemento sérico y a la fagocitosis, dichas propiedades son debidas a
determinados antigenos O y K (especialmente el K1) y determinadas proteinas de la membrana
externa. En E. coli septicémicos porcinos se ha detectado la fimbria F165 y los operones pap, sfa 'y
afa (Dezfulian y col., 2003). No obstante, los principales factores de virulencia de E. coli

septicémicos de origen bovino y porcino son la resistencia al suero y a la fagocitosis.

Las cepas septicémicas bovinas y porcinas pertenecen a un limitado nimero de serogrupos que en
general son muy parecidos entre si y muy diferentes a los encontrados entre las cepas septicémicas
humanas. A diferencia de la mayor parte de las sepsis humanas que suelen ser de origen urinario y
las porcinas y bovinas que en su mayoria son de origen intestinal, las colisepticemias aviares

suelen ser de origen respiratorio (Blanco y col., 2005).

E. coli enteroinvasivos (ECEI)

El grupo ECEI y Shigella spp. estdn relacionados genética y bioquimicamente ya que son
descarboxilasa negativas, no mdviles y lactosa negativas, ademas poseen antigenos O que
presentan reaccion cruzada con los de Shigella. EI mecanismo de patogenicidad de ECEI es la

invasion del epitelio del colon; para ello el primer paso es la adherencia de la bacteria a las
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vellosidades de la mucosa requiriendo de mucinasa y adhesinas, para después entrar por
endocitosis a la célula, y posterior multiplicacion de la EIEC dentro de la célula y diseminacion a

células sanas adyacentes (Nataro y Kape, 1998).

La informacion genética para este mecanismo estd en loci del cromosoma y del plasmido,
ademas de tener la capacidad de elaborar una 0 mas enterotoxinas que pudieran ser importantes

en la produccidn de diarrea (Sethabutr y col., 2000).

La presencia de cepas de E. coli enteroinvasivas en cerdos recién nacidos con diarrea fue
reportada en Cuba, por Barreto y col. (1987). Wada y col. (2004), aislaron del intestino delgado
de dos lechones neonatos con diarrea, una cepa no hemolitica de E. coli del serogrupo 018,
portadora de fimbrias K88, que no pudieron ser clasificadas en ninguno de los grupos
diarrogénicos de E. coli, debido a la ausencia de genes TL, TSh, TSp, VT1, VT2, y eae. La
inoculacion de los aislados en células HEp-2, mostraron que algunos bacilos fueron englobados
por proyecciones citoplasmaticas y localizados posteriormente en vacuolas citoplasmaticas o
libre en el citoplasma. Estos resultados apoyan la idea, que la actual E. coli O18 es una nueva
cepa enteropatogénica invasiva de los lechones.

3. Serotipificacion

La serotipificacion se basa en tres tipos de antigeno: el somético (O), el capsular (K) y el flagelar
(H), anexo 3. El K se subdivide en tres tipos dependiendo de su calor-sensibilidad.
Corrientemente el nimero de antigenos O ha aumentado a 171, los K a 103 y los H a 56. El
antigeno somatico (O) esta compuesto por polisacaridos. Particularmente Ilamamos reaccion
cruzada cuando dos microorganismos tienen similitud quimica y serolégica en cuanto a sus
antigenos somaticos (O). Casi todos los antigenos de Shigella tienen reaccién con los de E. coli
confirmando la estrecha similitud entre ellas. También notables son las reacciones entre E. coli y
Salmonella. La mayoria de E. coli 0111 y las Salmonella O35 estan estrechamente relacionadas
(Blanco y Blanco, 1993a).
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El antigeno capsular (K) esta compuesto por polisacaridos y se dividieron inicialmente en
antigenos K de Tipo Un, B y L. La aglutinacién del antigeno (K) es inactivada a 121 °C por una
hora, mientras que esto hace aglutinante al antigeno (O). La unio6n al anticuerpo hace que B no
sea inactivado a 121 °C, mientras que L es inactivado a 100 °C por una hora. Particularmente
importantes son los antigenos (K88 y K99) como causantes de diarrea en cerdos y para la vaca y
corderos (K99) (Blanco y Blanco, 1993).

Con respecto al antigeno flagelar (H) E. coli en aislamientos primarios es no movil o poco
movil. De cualquier modo cuando se realizan varios pases por medios semisélidos se logra una
motilidad plena. Las que no desarrollan motilidad se designan no métiles (NM) o H™ (Blanco y
Blanco, 1993).

Inicialmente E. coli fue designado por sus tres tipos de antigeno 026. K60 (B6):H11. Hoy dia en
general el antigeno K se queda apartado y se considera como un serotipo 026:H11. Se usa el
término serotipo cuando ambos, O y H son antigenos. Si el H no se ha identificado entonces el
término que debe ser usado es serogrupo y asi se puede describir, serogrupo 026. Con
aproximadamente 170 antigenos O y 55 antigenos H hay tedricamente mas de 9 000 serotipos
posibles. EIl serotipo 026:H11 arriba expresado es aislado normalmente en (E. coli
enteropatdgena) ECEP, mientras el serotipo O157:H7 es miembro de (E. coli enterohemorragica)
ECEH, y el serotipo O4:H5 es normalmente asociado con infecciones del tracto urinario y el
serotipo 0148:H28 con (E. coli enterotoxigénica) ECET. Los diferentes serotipos estan
asociados con las condiciones ambientales. Ademas hay serotipos mas normalmente aislados en
el tracto urinario, como E. coli enteroinvasiva ECEIl y E. coli enteroagregativa (EaggEC)
(Blanco y Blanco, 19932). En el anexo 1 a) se especifican los serotipos de E. coli diarreagénicos

para animales.

E. coli enterotoxigénicos (ECET) asociados a la diarrea postdestete (DPD) presentan un limitado
namero de serogrupos (08, 0138, 0139, 0141, 0147, 0149 y 0157) los cuales son los que con
mas frecuencia se reportan ampliamente en todo el mundo (Hampson, 1994; Nagy y Fekete,
1999). La mayoria de las cepas de ECVT de la diarrea postdestete o enfermedad edematica

pertenecen a los serogrupos 0138, 0139 y 0141 (Nagy y col. 1990; Harel y col., 1991), mientras
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que las cepas ECET de cerdos con diarrea pertenecen a los grupos O: 08, 09, 020, 045, 064,
0115, 0101, 0138, 0141, 0147, 0149, y 0157 (Harel y col. 1991; Witting y Fabricius, 1992).

4. Susceptibilidad ante drogas antimicrobianas

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos para resistir la accion de los antibi6ticos. El
primero de ellos, es por la posesion de un sistema de expulsion activa del antimicrobiano, una
especie de bomba expulsora que utilizan para la excrecion de productos residuales o toxicos, con
la que pueden eliminar ademas muchos de estos agentes antibacterianos. El segundo, se realiza
mediante la disminucién de la permeabilidad de la pared bacteriana, con la pérdida o
modificacion de los canales de entrada (porinas). La produccion de enzimas inactivantes de los
antibidticos constituye el tercer mecanismo. De esta forma son inhibidos los aminoglucoésidos, el
cloranfenicol por la acetil transferasa, y el caso mas tipico, el de las betas lactamasas, para el
grupo de los betalactamicos (Brifias y col., 2002). Por altimo, algunos antibidticos ejercen su
accion contra las bacterias uniéndose a una proteina esencial para la supervivencia de estas. La
resistencia bacteriana se produce cuando el germen modifica la proteina diana, y cambia su

funcién o produce enzimas distintas.

La resistencia a antibi6ticos en este agente bacteriano esta mediada por genes que se incluyen en
el genoforo o en los elementos genéticos extracromosomales llamados plasmidios, los cuales no
son esenciales para la bacteria en condiciones ordinarias de crecimiento, sino que su presencia se
expresa cuando los genes que portan le confieren nuevas propiedades a la célula, como es la
resistencia a los medicamentos. La resistencia mediada por plasmidios esta dada por inactivacion
enzimatica del farmaco, mientras que la gobernada o dirigida por cromosomas refleja
habitualmente una afinidad disminuida de su molécula blanca para el antibiotico. Esta propiedad
de resistencia a los antibidticos se ha tomado como una de las técnicas para la tipificacion
bioldgica de esta bacteria, hallandose valores muy disimiles en cuanto a cepas y especies

afectadas se refiere (Blanco, 2001).

Los antibidticos son formados por microorganismos (bacterias u hongos) para poseer una ventaja

competitiva frente a otros microorganismos en el mismo espacio vital. En primer lugar los genes
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de resistencia son una posibilidad de las bacterias de protegerse y proteger sus descendientes
contra sus propios productos del metabolismo. Por principio las resistencias primarias son
codificadas por los cromosomas y son pasadas verticalmente a las células filiales. Por
mutaciones en el genoma (frecuencia 107-10") pueden formarse nuevas resistencias (resistencia
adquirida) (Werner, 2005). Los mecanismos de transferencia de resistencias pueden clasificarse

en plasmidos, transposones e integrones y casetes genéticos.

Los plasmidos son porciones circulares de ADN extracromosomico que puede estar codificado
para resistencia a un determinado antibi6tico. Cuando codifican resistencias se les denomina
plasmidos R. Los plasmidos son autorreplicantes, independientemente del ADN cromosomico.
En general codifican caracteristicas que mejoran los rasgos de supervivencia de las bacterias, sin
ser imprescindibles para la misma. Pueden ser transferidos entre bacterias del mismo, o
diferentes géneros. La adquisicion de resistencia por parte de la bacteria receptora, por lo tanto,
es en un paso. Un plasmido puede ser incorporado por un virus y transferido a otra bacteria. En
general se cita como ejemplo a los bacteriéfagos. También puede pasar de una célula a otra por

conjugacion.

Los transposones son los ya clasicamente conocidos como genes saltarines. Son cadenas cortas
de ADN que saltan de cromosoma a plasmido, en uno u otro sentido, entre plasmidos o entre
plasmidos y bacteriéfagos. La caracteristica mas sobresaliente de este tipo de material es la de
integrarse con facilidad a cadenas de ADN diferente del original. A diferencia de los plasmidos,
los genes saltarines no son autorreplicantes, deben mantenerse dentro de una estructura
autorreplicante para replicarse. Un rasgo central y peligroso de los transposones es la posibilidad
de que varios de ellos, codificando resistencias a multiples drogas, estén incluidos dentro de un
mismo pladsmido, lo que permite, por transferencia de este Ultimo, la adquisicion de

multirresistencia por parte de la bacteria receptora.

Los integrones y casetes genéticos diferentes de los transposones pero sus mecanismos son algo
parecidos. Se recombinan en un sitio especifico y codifican resistencia a un solo antibiético.
Junto con los transposones, son los sistemas que més actdan en la adquisicion de resistencias por

parte de los plasmidos. Constan de tres regiones, dos invariables y una central variable, que es la
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que porta el casete. EI denominado casete es un elemento que incluye un gen y un sitio
recombinante. Se han identificado mas de cuarenta casetes y la mayoria porta genes de
resistencia (Hall, 1997).

Se han descrito cuatro mecanismos mediante los cuales el material genético y los plasmidos

pueden ser transferidos:

1. Transduccion: el plasmido ADN es encerrado en un virus bacteriano y transferido por ese
virus a otra bacteria de la misma especie; ejemplo: el plasmido que porta el gen para la
produccion de betalactamasa puede transferirse de un estafilococo resistente a la penicilina a uno
sensible, si es transmitido por algun bacteriéfago adecuado. Una transduccion semejante ocurre
con Salmonella.

2. Transformacion: el ADN desnudo pasa de una célula de una especie a otra alterando, por lo

tanto, su genotipo. Esto puede ocurrir a través de la manipulacion de laboratorio.

3. Conjugacion: es el proceso de transferencia de informacion genética desde una célula
donadora a otra receptora, promovido por determinados tipos de plasmidos, y que requiere
contactos directos entre ambas, con intervencion de estructuras superficiales especializadas y de
funciones especificas. Se dice que esta transferencia es mediada por un factor de fertilidad (F)
que no es mas que el producto de la extension de los pelos sexuales de la célula donadora al
receptor. Tanto el plasmido u otro ADN son transferidos a través de estos tubulos de proteina del
donador al receptor. Es asi como pueden transferirse una serie de genes que determinan
resistencia a un medicamento, de una bacteria resistente a una sensible. Este resulta el método
mas comun de transferencia de resistencia a maltiples medicamentos entre diferentes géneros de
bacterias Gram negativas. La transferencia de plasmidos R también puede producirse entre

algunas bacterias Gram positivas.

4. Transposicion: entre un plasmido y otro puede ocurrir la transferencia de secuencias cortas de
ADN; son los llamados transposones. Puede suceder, ademas, entre un plasmido y una porcion

del cromosoma bacteriano dentro de alguna bacteria (LLop y col., 2001).

Las bases genéticas de la resistencia se explican por el hecho de que las bacterias pueden adquirir

resistencia a través de diversas rutas, que incluyen, la mutacion del genoma bacteriano, por

38



ejemplo una mutacion en un gen cromosomico y la adquisicién de nuevos genes a través de
transferencia horizontal de plasmidos y transposones, por ejemplo, la introduccion de un
plasmido R de resistencia (Hogan y Kolter, 2002). Este segundo mecanismo supone el problema
mas serio, ya que estd muy extendido, puede conferir resistencia a varios antibidticos a la vez, y
origina una rapida y global diseminacion de genes que confieren resistencia a los antibi6ticos
(Nwosu, 2001).

Se sabe que en la fase estacionaria de los cultivos hay subpoblaciones de “células persistentes”
antibiotico-resistentes, que tienden a incrementar la resistencia a los antibiéticos (Spoerin y
Lewis, 2001). En estudios realizados Heal y Parsons (2002), demostraron que los cultivos de E.
coli en fase estacionaria, producen un factor de difusion (diferente a los ya conocidos) que
induce resistencia a los antibidticos en células de E. coli en crecimiento, y que la naturaleza de la

sefial o la respuesta celular a la sefial atin no es conocida.

El surgimiento de los mecanismos de resistencia por parte de las bacterias es muy activo, por lo
que el descubrimiento de nuevas bases genéticas que lo codifican es un aspecto de constante
investigacion (Perreten y Boerlin, 2003). En relacién con la seleccion de mutantes resistentes, 1o
unico que hace el antibidtico es seleccionar los mutantes resistentes espontaneos que surgen en la
poblacion, independientemente de la presencia del agente selectivo (Franklin 'y Snow, 1989).
Esta es precisamente la base genética del surgimiento de ciertas cepas patogenas resistentes a
antibidticos: el farmaco inhibe o mata las bacterias silvestres sensibles, pero no afecta a los pocos
individuos que por mutacion espontanea hayan adquirido un alelo resistente; estos individuos se

multiplican, de modo que al final son los més prevalentes.

Existen plasmidos R de distintos grupos de incompatibilidad. Son abundantes en Pseudomonas y
en Enterobacterias, desde donde pueden ser transferidos a una amplia gama de bacterias Gram-
negativas, plasmidos promiscuos (Salyers y col. 1990). El uso de los antibidticos se asocia
fuertemente a la resistencia antimicrobiana, la cual puede ser transmitida horizontalmente por
plasmidos conjugativos, los cuales parecen ser responsables de la amplia difusion de cepas

resistentes (Kang y col., 2005).

Aparte de los plasmidos R conjugativos existen otros no conjugativos, que sin embargo pueden
ser transferidos entre distintas bacterias por otros medios. Los plasmidos no conjugativos
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movilizables pueden ser transferidos por otro plasmido conjugativo compatible residente en la
misma ceélula, por transduccion (mediante bacteridfagos) y por transformacion (el ADN desnudo
del plasmido puede ser captado por una bacteria sensible receptora). La informacion de
resistencia transmitida (resistencia adquirida) puede provocar un cambio de la permeabilidad
celular en la célula bacteriana nueva, proteger, cambiar o sustituir el 6rgano de destino del
antibidtico y conformar la estructura de una enzima, la cual inactiva antibidticos por cambios

quimicos (Werner, 2005).

Garcia y De La Cruz, (1990) al referirse a las ventaja adaptativa de los plasmidos R, afirman que
estos son capaces de conferir varias resistencias simultineamente a las bacterias que los
adquieran. Tienen capacidad de diseminarse epidémicamente de modo "horizontal” (es decir,
entre células distintas de la misma especie 0 —en el caso de los promiscuos— distintas
especies). Estan constituidos por "moédulos" mdviles (transposones) de modo que tienen
flexibilidad para adquirir nuevos modulos a partir de otras especies. Cuando no existe presion
selectiva, pueden perderse de la mayor parte de las bacterias de una determinada poblacion
(curacion espontanea), pero su modo de transmision "epidémica™ los capacita para diseminarse
rdpidamente a la mayoria de la poblacién cuando la ocasion lo requiere, o sea, cuando vuelve la
presion selectiva. No tienen apenas efectos negativos sobre los demés caracteres de la bacteria
(incluyendo, en las patogenas, su poder virulento), y muchos de ellos responden a mayores
concentraciones del antibiotico aumentando su nimero de copias, mediante la amplificacion del

namero de copias en los plasmidos de control relajado.

Bischoff y col. (2005) en un estudio realizado en los Estados Unidos, con una cepa beta-
hemolitica aislada de cerdos con diarrea, demostraron que la resistencia de E. coli al
cloranfenicol se transmite a través de plasmidos con multiples resistencias, estos investigadores
hallaron un 53 % de resistencia al cloranfenicol, en cepas de E. coli procedentes de aislados de
cerdos con diarrea, un antibiético no permitido en produccion animal desde los afios ochentas. Se
investigaron distintos factores que pudieron favorecer el mantenimiento del gen cmlA que
confiere la resistencia frente al cloranfenicol en 46 aislamientos de E. coli. Al realizar pruebas de
susceptibilidad frente a otros antibi6ticos que demostraron resistencia frente a sulfametazol,
tetraciclina y kanamicina, se descubrié que los genes que codifican estas resistencias se

encuentran en un plasmido y frecuentemente se transmiten conjuntamente al gen cmlA. Estos

40



resultados sugieren que sin que exista una seleccion especifica el gen cmIlA se mantiene gracias a
la relacion con los genes que confieren resistencia a otros antibioticos usados en produccion

animal.
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ANEXOS
Anexo 1. Factores de virulencia de E. coli diarreagénicos para animales

E. coli enterotoxigénicos (ECET)

Causantes de diarrea en ganado porcino

- Enterotoxinas LT, STay STh.

- Antigenos fimbriales de colonizacion: K88 (F4), P987 (F6), K99 (F5) y F41. Muy pocas cepas
poseen las adhesinas: F18ac (2134P, 8813, PCFO141), F42 y F165.

- Las cepas responsables de la enfermedad de los edemas que afecta a cerdos recién destetados
suelen producir enterotoxinas y la verotoxina VT2e (cepas ECET/ECVT). Dichas cepas poseen
la adhesina fimbrial F107 (F18ab).

a-hemolisina fundamentalmente en las cepas LT+y K88+.
Causantes de diarrea en ganado bovino y ovino

- Enterotoxina STa.

- Antigenos fimbriales de colonizacion intestinal: K99 y F41.

- Algunas cepas poseen la adhesina F17 (FY o Att25).

Causantes de diarrea en perros

- Enterotoxinas STay STh.

- Es posible que produzcan nuevos tipos de enterotoxinas termolabiles.
- Adhesina K99 Gnicamente en algunas cepas del serotipo O42:H37.

- Posiblemente presenten nuevas adhesinas especificas.

- a-hemolisina.

E. coli verotoxigenicos (ECVT). Causantes de diarrea en ganado bovino
- Verotoxina VT1. Locus cromosomico LEE con genes: eae, tir, esp y sep.
- Plasmido de 60 Mda que codifica una enterohemolisina (EntHIly) y una adhesina fimbrial que

puede estar implicada en la colonizacion intestinal.

E. coli enteropatogénicos (ECEP)
Causantes de diarrea en conejos. Locus cromosémico LEE con genes: eae, tir, esp y sep.
Adhesinas fimbriales AF/R1 (plasmidica) y AF/R2 (cromosomica).

Causantes de diarrea en perros. Locus cromosémico LEE con genes: eae, tir, esp y sep. Algunas
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cepas llevan el plasmido EAF que codifica la adhesina BFP.

Anexo 1 a). Serotipos de E. coli diarreagénicos para animales

Porcinos Rumiantes Perros Conejos
ECET (y ECVT)? ECET (Bovinos-ovinos) |ECET ECEP
08:K85:H2 08:K25,K85,K208 04 O2:H6
08:K87 09:K30,K35,K37 05 0O15:H-
08:K201:H6,H9,H14 020:K? 06 020:H7
08:K-:H11 064:K- 08 026:H11,H-
08:K48:H31 0101:K27,K28,K30, 017 049:H2
09:K103:H- K32,K103,K- 020 092:H2
09:K?:H- 023 0103:H2
020:K101:H- ECVT (Bovinos) 025 0109:H2,H7
045 O5:H- 042:H37 0110:H6
064:K-:H- 08:H8,H9 O70:H- 0119:H2
0101:K30:H9 020:H19 0105 0126:H2,H-
0O101:K-:H9 026:H11 0128::H2,H-
0101:K103 0103:H2 ECEP 0132:H2
0138:K81:H14,H- 0O111:H8,H11,H- 045 0153:H7
0139:K82:H1 0118:H16 049:H10

0141:K85:H4,H- 0145 0115

0141:K87 0118:H-

0147:K87 0119

0147:K89 ONT

0149:K89

0149:K91:H10,H19

0157:K-:H7,H43
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®Algunas cepas (principalmente de los serogrupos 0138, 0139, 0141) son enterotoxigénicas y VT2e+.

Anexo 2. Mecanismos de patogénesis de las seis categorias reconocidas de E. coli
diarreagénicos. Basado en el original de Nataro & Kaper (Clin. Microbiol. Rev. 1998, 11:
142-201).
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Anexo 3. Esquema de la bacteria Escherichia coli en el que se representan los principales

antigenos de superficie (O, K, Hy F) y algunos factores de virulencia. Basado en el original de

Johnson (Clin. Microbiol. Rev. 1991, 4: 80-128)
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Anexo 4. Modelo del desarrollo de la lesion de adhesion y borrado (attaching and effacing)
de los Escherichia coli enteropatogénicos (ECEP) y verotoxigénicos (ECVT). Basado en el
original de Donnenberg et al. (Trend. Microbiol. 1997, 5: 109-114)
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