DIARREA POSTDESTETE

PREVALENCIA ESCHERICHIA COLI

EN ESPANA

a diarrea post-destete (DPD), es una

de las mayores causas de pérdidas

econdmicas en la industria porcina

debido tanto a la mortalidad como
a la reduccion del crecimiento de los animales
(Fairbrother et al., 2005). La principal causa de la
enfermedad se debe a cepas de Escherichia coli
conocidas como Escherichia coli enterotoxigénico
(ETEC), las cuales, tienen la capacidad de
expresar diferentes tipos de fimbrias o adhesinas,
ademas de toxinas (enterotoxinas).

Figura 1. Clasificacion de Escherichia coli.

Escherichia coli es una bacteria que reside en el
intestino sin causar ningun tipo de lesion. Se divide
en serotipos en funcion de los antigenos somaticos
(0), capsulares (K), flagelares (H) y fimbriales (F).
Solamente una pequefa proporcion de serotipos se
consideran patégenos. Estos serotipos se clasifican
como patotipos en funcion de los mecanismos de
virulencia que son los que caracterizan la forma en la
que se va a desarrollar la enfermedad. Las cepas de
cada patotipo se clasifican como virotipos en funcion
de la combinacién de sus factores de virulencia.
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Los diferentes patotipos de Escherichia

coli enterotoxigénico asociados a la diarrea
postdestete se asocian principalmente con las
fimbrias F4 y/o F18 (Fairbrother et al.2005).

Generalmente, se producen una o0 mas enterotoxinas;
las mas frecuentes son las toxinas termoestables
(STay STb) y la toxina termolabil (LT).

Existe otra toxina que recibe el nombre de verotoxina
o Shigatoxina (Stx2e) la cual se produce por cepas de
ETEC F18. Principalmente es producida por el subtipo
ETEC F18ab ya que ETEC F18ac produce toxinas

STa, Stb y LT. Stx2e causa otro cuadro patoldgico
conocido como enfermedad de los edemas.

Figura 2. Representacion esquematica de
Escherichia coli y sus factores de virulencia.
(Fairbrother J.M.)

Stx2e es absorbida desde el intestino
a la circulacion causando un dafio
vascular en diversos 6rganos.
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El principal sintoma que se destaca
en esta enfermedad es el edema de
submucosa de mesocolon y estémago.
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Existe la posibilidad de que puedan coexistir divers «F6 (987P)

cepas en un solo animal. Se ha llegado a identificar
hasta 25 cepas de Escherichia coli en el tracto intes
de un solo lechon (Hinton et al.1985). Se suele encor

en ocasiones, en un brote particular de la granja
0 en un mismo cerdo, la asociacion de la diarrea
postdestete junto con la enfermedad de los edema

El gréfico 1 muestra los diferentes
patotipos de Escherichia coli que Grafico 1. Patotipos y sus factores de
ex'fte" jUI?to con los faCtoreS_de virulencia (Gyles and Fairbrother, 2010)
virulencia a los que se asocian
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Desde mediados de junio del a0 2015, Elanco Iberia comenzo
un estudio de prevalencia de Escherichia coli enterotoxigénico

y sus factores de virulencia en granjas de Espana.

Durante la elaboracidn del presente estudio se siguié en todo
momento una guia de buenas practicas de muestreo. Las

normas incluidas en esta guia fueron las siguientes:

En primer lugar, se seleccionaron entre 1y 3 corrales en
los cuales los lechones destetados en fase pre-starter
eran alimentados con pienso sin mediacion alguna.

De no ser asi, ciertos Escherichia coli patdgenos podrian haber
sido enmascarados si el pienso que consumen los lechones llevara
incorporado Zn0 u otras medicaciones. Por otro lado, sobre

cada muestra positiva a Escherichia coli por cultivo, se realizo el
pertinente antibiograma que hubiera sido alterado en el caso de

que los lechones hubieran recibido algtin tipo de tratamiento.

La diarrea postdestete (DPD) se ha observado
a nivel mundial y, segun la zona geografica,
van a predominar unos patotipos por

encima de otros. (Fairbrother et al. 2000).
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El envio de las muestras fue acompaiado por un cuestionario
epidemioldgico en el que se reflejaron datos como el tipo de sintomas
dela granja, el proceso de toma de muestras, tratamientos llevados a
caho previamente y datos referentes a la alimentacion de los cerdos.

o Apartedel Zn0, se tuvieron en cuenta otros factores como la presencia
de altos niveles de proteina en el pienso, agentes acidificantes
yeluso de plasma; lo que se podia producir era un retraso en la

. aparicion de las diarreas, de hasta 6-8 semanas postdestete.

Se tomaron una media de 2,8 hisopos rectales
con medio enriquecido por granja. °

Latoma de muestras se realizo en las primeras 24 horas
de la aparicion de las diarreas, tras la obtencion de las

muestras, éstas se remitieron al laboratorio de referencia

bajo refrigeracion y en el menor tiempo posible. [N
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El proceso diagndstico realizado en cada muestra es el siguiente: l

En primer lugar, se realiz6 un cultivo bacterioldgico general

y selectivo a partir de las torundas rectales remitidas Se Suele encontrar, en un bl’Ote

por el veterinario responsable de la explotacién. partICU|aI‘ de Ia gran]a (0) Qn un
mismo cerdo, la asociacion de

En aquellos cultivos donde se detectd crecimiento de I a d| arrea postd estete Junto

colloziats c?ijtiblesfci: Eschdericﬁia| coli,. se procedio con I a enferm e d a d d e I oS

ala deteccion de sus factores de virulencia. edemas T

Para ello, se enviaron los cultivos al IZSLER, donde se realiz

un diagndstico de los factores de virulencia de Escherichia

coli asociados a Escherichia coli enterotoxigénico (ETEC).

El método de diagndstico consistid en la realizacion de una
PCR muiltiplex para la deteccién de las enterotoxinas STa,
STby LT, asi como las fimbrias F4, F18, F5, F6 y FA1.

Siguiendo las pautas anteriormente explicadas, se pudo
realizar un correcto diagnéstico de las diferentes cepas de
Escherichia coli en las diferentes granjas analizadas.

Desde el punto de vista legislativo, existe una gran
concienciacion por el uso responsable de antibidticos,
principalmente destacando la reduccion de los
niveles de colistina. Se puede establecer el estado

sanitario de la granja y a partir de aqui, decidir

las medidas que se van a llevar a cabo para lograr
una adaptacion a la nueva legislacion, lo que |

supone un nuevo reto en la produccion porcina.

Figura 3. Porcentaje de granjas
Tras la obtencidn de los resultados se establecié un mapa de analizadas por comunidad auténoma.

prevalencias de ETEC en Espafia. La figura 3 muestra el porcentaje

de granjas muestreadas segtin la comunidad autdnoma.

La distribucion territorial de las mismas es variable concentrandose principalmente en la zona sur
(21,6%), asi como la noreste (36,2%) y centro de Espafa (20,4%). El censo mayoritario donde se realizo
el muestreo se concentré en Catalufia, Murcia y Aragon con un 24,9%, 18,4% y 16,2% respectivamente.
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Hasta el momento se han muestreado un total de 166 granjas. Se han obtenido un total de 470
muestras (2,8 muestras por granja). En la tabla 1se muestra a modo de resumen las diferentes
prevalencias que se han diagnosticado. En la primera columna aparecen los porcentajes de los diferentes
patotipos de ETEC teniendo en cuenta aquellas granjas en las que no se ha encontrado Escherichia

coli, mientras que en la sequnda columna se descartan aquellas granjas negativas a la bacteria.

GRANJAS TOTALES (%) ) ( GRANJAS SOLO POSITIVAS A E.coli (%) )
ETEC F4 ETEC F4
ETEC F18 ETEC F18
ETECF4 + ETECF18 ETEC F4 + ETECF18
OTROS (F5, F6, F41) OTROS (F5, F6, F41)
AUSENCIA -
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Tabla 1. Porcentaje de las diferentes cepas de Escherichia coli en funcién de las granjas muestreadas.

Los resultados obtenidos hasta ahora muestran una prevalencia
de granjas positivas a Escherichia coli F4 del 21,08%.

Sitenemos en cuenta sélo aquellas granjas en las que se ha aislado algun tipo de Escherichia coli, el porcentaje se eleva
aun 32,11%. Esto se debe a que hay un porcentaje relativamente alto de granjas negativas, es decir, granjas donde
aun habiendo sintomas de diarrea en lechones destetados, no se ha encontrado ningun tipo de Escherichia coli.

Segtn los resultados que figuran en la anterior tabla, las cepas mas prevalentes
para el patotipo ETEC serian, en primer lugar, ETEC positivo a F18 y en segundo
lugar estaria ETEC positivo a F4 con un 30,72% y 21,08% de prevalencia. La
proporcion de infeccion mixta causada por ETEC F18 y ETEC F4 seria de un 9,64%.

El porcentaje de variantes ETEC FS, ETECF6 y ETECF41 se ha hallado en muy baja proporcidn (4,22%)
en comparacion con las anteriormente mencionadas ya que el momento de muestreo se realiza en

edad de postdestete y estos patotipos se asocian principalmente a la diarrea neonatal.
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Se puede observar el grafico 2 en el que se muestra el porcentaje de

las diferentes cepas de ETEC diagnosticadas hasta el momento.

34% 31%

4%

10% 21%

HETECF18
WETEC F4
JETEC F4-F18
H Otros

| Ausencia

Gréfico 2. Prevalencia de diferentes cepas de Escherichia

coli enterotoxigénico hallados en granjas espafiolas.

En comparacidn, si se analizan inicamente aquellas granjas en las que se
ha aislado Escherichia coli1a prevalencia fue la mostrada en el grdfico 3.

15%

47%

32%

HETECF18
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“/ETEC F4-F18
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Grafico 3. Prevalencia de las diferentes cepas de ETEC halladas

en granjas positivas a algun tipo de Escherichia coli.

(on este gréfico se observd de forma dlara la distribucion de los

patotipos de ETEC. Se observa que la mitad de las granjas son

!

positivas a ETECF18, mientras que un 32% lo son para ETECF4. La dlarrea DOStdeStete (DPD)
_ o se ha observado a nivel
Las variantes de Escherichia coli enterotoxigénica mas frecuentemente encontradas mu nd Ia I y, Seg un I a zona
fueron, ETEC positivo a F18 STa/STh/LT, y ETEC positivo a F4 STh/LT. g eo g ra'f | Ca, vana pre d om | nar
unos patotipos por encima de

otros
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@ Prevalencia ETECy
numero de muestras

Segun el total de muestras analizadas (470 muestras), los
resultados de prevalencia fueron de un 20,27% para ETECF4y
26,58% para ETECF18. En las muestras positivas a Escherichia coli
los resultados fueron 35,10% y 46,03% respectivamente.

Del mismo modo, en el resultado porcentual en funcién del
nimero de muestras, se establecié una mayor prevalencia en

el caso de ETECF18 sequido de ETEC F4 con un 28%Y 22%
respectivamente. Siguid siendo frecuente encontrar muestras que

tras ser analizadas no muestran ningun tipo de ETEC (42,26%).

El gréfico 4 muestra los resultados obtenidos con respecto al
niimero de muestras. Hubo un elevado porcentaje de muestras
donde no se halld ningtin tipo de Escherichia coli . Probablemente
se deba a una inadecuada toma de muestras ya que en algunos

€asos se muestrearon animales medicados con Zn0 y antibidticos.

( AnTBIOTICO )

27%
METEC F18
\"‘ “ETECF4
¥ Otras
20% I Ausencia

11%

Gréfico 4. Distribucion resultados para ETEC y sus factores
de virulencia en funcién del nimero de muestras.

En aquellos casos donde la diarrea presente en transicion era de dificil control
se practicd el correspondiente antibiograma, revelando que los antibicticos
que muestran un mayor porcentaje de sensibilidad frente a Escherichia coli son
Ceftiofur, Amoxicilina+Clavulanico y Marbofloxacina (81,2%, 75,4%y 40,6%
respectivamente). Por otro lado, los antibidticos que mas resistencias han
mostrado frente a la bacteria han sido varios, principalmente Espectinomicina,
Ampicilina y Amoxicilina con un 100%, 97,1%Y 95,7% respectivamente. E

la 2 se muestran los porcentajes de sensibilidad de Escherichia
coli para diferentes antibidticos. La sensibilidad a cada antibidtico
se divide en tres grupos: resistente, intermedio y sensible.

C

ANTIBIOGRAMA (%D

SR s

AMPICILINA 97,1 1,4 14
AMOXICILIA 95,7 0,0 43
AMOXICILINA + CLAVULANICO 14 21,7 75,4
GENTAMICINA 66,7 2,9 30,4
OXITETRACICLINA 92,8 14 5,8
COLISTINA 21,7 58,0 20,3
SULFAMETOXAZOL + TRIMETOPRIM 79,7 1,4 18,8
APRAMICINA 58,0 1,6 30,4
ENROFLOXACINA 59,4 14 39,1
MARBOFLOXACINA 56,5 2,9 40,6
NEOMICINA 73,9 20,3 5,8
ESPECTINOMICINA 100,0 0,0 0,0
CEFTIOFUR 10,1 8,7 81,2
ESPECTINOMICINA 100,0 0,0 0,0
CEFTIOFUR k 10,1 j k 8,7 j P

Tabla 2. Antibiograma realizado para Escherichia coli
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Grafico 5. Distribucion de la sensibilidad antibidtica para Escherichia coli.

Respecto a la presencia de virus en las muestras, se realizé
diagndstico en aquellas granjas donde se sospechaba que
pudiera ser la causa de las diarreas, halldndose hasta el
momento resultados positivos a GETv y Rotavirus.
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Los resultados hallados hasta ahora muestran una mayor prevalencia de ETEC
F18 con respecto a ETECF4 (21,08% vs 30,72%). Si revisamos en la bibliografia,
existen resultados dispares entre las prevalencias para ETECF18y ETECF4.

El estudio de Luppi A. etal., (2012) el cual comenzé en el afio 2002 y durd
»* hasta2012. Aislaron un total de 614 muestras de Escherichia coli hemolitico.

Los resultados mostraron que la prevalencia de Escherichia coli

positivo a F4 comenz6 siendo de un 89,8% en 2002 disminuyendo
o‘ hasta un 64,4% en 2012. La prevalencia de Escherichia coli positivo

aF18aumentd de un 10,2% en 2002 hasta un 35,6% en 2012.

Este estudio indica que la prevalencia de Escherichia coli F4 ha ido
disminuyendo a lo largo de los afios, mientras que la de Escherichia
(0li F18 ha aumentado significativamente (p< 0.01).
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Estudios puntuales, como el llevado a cabo por Moreno M. etal. (2011)
en Brasil mostraron una prevalencia mayor en el caso de Escherichia
coli positivo a F4 respecto a Escherichia coli positivo a F18 (43,48% vs.
39,13%). Nagy B. et al. (1990) detectaron una mayor prevalencia de
ETECF4 (61%) en un total de 59 granjas con diarrea postdestete.

Del mismo modo, en Dinamarca, Frydendahl et al. (2002) obtuvieron
ETECF4y ETECF18, con un 44,7% Yy 39,3% respectivamente. Esto
concuerda con lo obtenido en USA por Zhang W. (2007), ya que obtuvieron
prevalencias de 64,6% para ETEC F4y 34,3% para ETECF18.

Por el momento, la situacion en Espaia difiere de
los estudios anteriormente mencionados, ya que no

siguen la misma distribucion de prevalendias.



Aunque la diferencia entre ETEC positivo a F4 y ETEC positivo a F18 sigue un
patr6n parecido como muestran los otros estudios (9,64% de diferencia).

Otros estudios, se ajustan més al caso de Espafia ya que
« se hallaron mayores prevalencias de ETEC positivoa F18

como estd ocurriendo hasta ahora en nuestro pais.

El estudio llevado a cabo por Karen W. et al. (2000) en Carolina del Norte

. ‘ obtuvo una prevalencia de ETEC 18 mayor, con un 53,14% mientras que
ETEC F4 resultd en un 50,3%. Del mismo modo, en Vietnam, otro estudio
Ilevado a cabo por Do NT et al. (2006) mostrd un mayor porcentaje de

ETEC positivo a F18 respecto a ETEC positivo a F4 (48,15% vs. 18,52%).

Si analizamos los resultados obtenidos para ETEC positivo
aF>5, F6y/o F411a prevalencia es mucho menor (4,22%)
que para ETEC positivo a F18 y ETEC positivo a F4.

Como se ha mencionado en apartados anteriores, probablemente
se deba al momento de la toma de muestras, ya que ETECFS, F6
Y F41 se asocian principalmente a la diarrea neonatal. En este

caso las muestran se recogen de lechones destetados.

En China, Xuefeng Q. et al., tomaron muestras de diarrea desde el afio 2008 al
2010 en lechones con diarrea neonatal y lechones con diarrea postdestete (1
a50 dias de edad). Obtuvieron un 60,2% de ETEC positivo a F5, pero de este
porcentaje el 52% correspondia a muestras de diarrea neonatal. La mayoria de
diarrea postdestete se vio causada por ETECF18 (14,4%) y ETECF4 (9,6%).

Por otro lado, se ha hallado un elevado porcentaje de granjas negativas
aEscherichia coli aun teniendo sintomas compatibles con esta bacteria.
Aunque ha habido una disminucion de granjas negativas a Escherichia coli
desde noviembre de 2015 hasta abril de 2016 (34% vs 30%), hay que seguir
incidiendo en las buenas practicas de muestreo ya que se podria pensar que
este porcentaje de granjas negativas son en realidad falsos negativos.

Se necesita ser muy preciso en la toma de muestras para evitar estos casos

ya que se podrian estar enmascarando ciertos Escherichia coli patdgenos.

Latabla 3 recoge las prevalencias ETECF4 y ETECF18
de los estudios anteriores y los compara con los datos

obtenidos hasta el momento en Espafia.
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C PAIS ETEC F4 (%) ETEC F18 (%) Referencia ]
Espafa 21,08 30,72 Elanco Iberia
Dinamarca 44,70 39,30 Frydendahl et al.

USA 64,60 34,30 Zhang et al.

Italia 64,40 35,60 Luppi et al. (2012)
Carolina del Norte 50,30 53,14 Karen et al. (2000)
Brasil 43,48 39,13 Moreno et al. (2011)
Australia 21 aprox. 15 aprox. Limm et al. (2013)

Vietham 18,52

48,15 Do NT et al. (2006)

Tabla 3. Prevalencia de Escherichia coli enterotoxigénico en los diferentes paises.
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CONCLUSIONES

& Importancia de las buenas précticas de muestreo: es crucial que la toma de
muestras se realice seguin se ha descrito anteriormente. Uno de los objetivos
del presente estudio es evitar un diagndstico erréneo. Por ello, hay que saber

cuando, cémo y qué medidas tomar a la hora de recoger la muestra.

(Como se ha mencionado con anterioridad, se observa un alto porcentaje
de granjas negativas a Escherichia coli en las que existen casos de
diarrea compatible con la misma. En la fase de produccion en la cual se
realiza el muestreo suele haber un alto consumo de antimicrobianos,

lo cual dificulta un correcto diagndstico de Escherichia coli.

Por otra parte, hay que tener un historial de la granja para poder descartar
procesos viricos ya que en aquellas granjas que presenten problemas de este
tipo serfa interesante hacer un diagndstico encaminado a patologfa virica.

Las cepas dominantes de Escherichia coli enterotoxigénica son capaces de
cambiar de un patotipo a otro en una misma granjaa lo largo del tiempo,
por lo que conviene hacer diagndsticos periddicos de las granjas para

tener los datos fiables de los patotipos implicados en cada explotacion.

@ Prevalencia de ETEC positivo a F18 y ETEC positivo a F4: la prevalencia
obtenida hasta ahora de los diferentes factores de virulencia de Escherichia
colj enterotoxigénico en Iberia muestra que hay una mayor proporcion

de ETEC positivo a F18 en comparacién con ETEC positivo a F4.

@ Toxinas: hasta el momento se ha encontrado una gran diferencia de

prevalencias respecto a las toxinas que se asocian a cada ETEC. En el caso del

presente estudio, ETEC F18 es productor en la mayoria de los casos de las toxinas

STa/STh/LT, mientras que ETEC F4 produce principalmente toxinas STh/LT.

& Antibiograma: se ha podido observar el alto porcentaje de resistencias
que muestran en general la mayoria de antibidticos. Segun datos obtenidos,

solamente 2 antibidticos de un total de 13 pueden ser ttiles para tratar la diarrea

postdestete. Sin embargo, estos datos han de ser estudiados y ampliados segiin

avanza el estudio. Se hace necesario promover desde Elanco el uso responsable
de antibidticos con el fin de evitar en la medida de lo posible estas resistencias.
Porello, Ilevar a cabo un buen diagndstico y tratamiento de la DPD es crucial
para evitar en la medida de lo posible la aparicion de estas resistencias.
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& Otros patdgenos: Se ha observado durante el proceso de muestreo
que hay un dierto porcentaje de granjas en las que se ha detectado la
presencia de ciertos virus intestinales que causan diarrea en postdestete.
Valdria la pena llevar a cabo diagndsticos viricos en aquellas granjas en
las que el cuestionario epidemioldgico no sea demasiado preciso.

El estudio de prevalencia de Escherichia coli en Espafia llevado a cabo
por Elanco Iberia ha permitido obtener un gran nimero de datos. Es un
proceso largo que se ha de continuar para obtener el mayor nimero
de prevalencias de Escherichia coli enterotoxigénica en Espania.

s
Se observo un porcentaje
relativamente alto de granjas
nhegativas, donde aun
habiendo sintomas de diarrea
en lechones destetados, no
se encontrd ningun tipo de
Escherichia coli

T

* La bibliografia estard a disposicion de quien la necesite.



