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La enfermedad y el
patégeno

La colibacilosis sigue siendo uno
de los principales problemas di-
gestivos en la fase de transicién
y cebo, caracterizado porque hay
una inmensa variedad de cepas
de Escherichia coli que pueden dar
lugar a cuadros clinicos y lesio-
nes diversos; diarrea neonatal a
las pocas horas de vida, diarreas
del lactante, diarrea postdestete,
enfermedad de los edemas y co-

libacilosis septicémica. La dia-
Figura 1. Distintas presentaciones de E. cofi, 1a. Diarrea necnatal. Afecta a lechones
recién nacidos, produciendo una diarrea liquida amarillenta, 1b. El intestino aparece

rrea neonatal puede aparecer

a las 2-3 horas pOSt nacimiento, i} lélzido y lleno dle Hquifﬂ-’u de dis.b‘nlcls colores, generalmente h}arlco—amazﬂ]ertil:ll_ 2a.
Signos de deshidratacion en diarrea postdestete. 2b. El intesting aparece fladdo y
se caracteriza por la presencia de llene de liquido. La diarrea puede adquirir distintos colores, desde blanco a rojo. 3a..
. .. . Enfermedad de los edemas, afectando 2 la pared del estémago 3b. El edema es
dlarrea hqulda Y de COIOY varia- evidente tambign en los parpades y puede afectar a otros tejidos (mesenterio,

ble (amarﬂlo a marrén), Sigl’lOS de encéfalo, glotis, etc). 4. Septicemia por E coli. Los animales pueden tener signos

nerviosos y presentan una poliserositis fibrinosa. Puede acompafiar 3 los otros

deshidratacién (ojos hundidos, | e Y, - cuadros:

plel seca), perd1da de peso muy Figura 1. ;De qué depende que se produzca un cuadro u otro? Del patotipo de E. coli que produz-

répida y en ocasiones comienza ca el cuadro. Y esto depende de dos elementos: los elementos de adhesion (fimbrias) y las toxinas
con muertes subitas, incluso an-  94€ produzca (exotoxinas: LT y Sta y STb, y endotoxinas: VT1y VT2).

tes de que haya ningtn otro sin-

toma. La diarrea postdeste- racteristico es la aparicién de edemas (resultado | nar un brote de colibacilosis, in-
te también puede iniciarse con = de una vasculopatia por la toxina) en parpados, cluyendo factores nutricionales,
muertes subitas de animales en  cara, jetay labios. En ocasiones aparece edema de | ambientales, patologias concu-
buena condicién corporal (inclu- = glotis en algunos animales lo que produce un so-  rrentes y manejo de los animales.
so los mejores), deshidratados y = nido sibilante caracteristico. Si se afecta el cere-

con diarrea liquida y de color va- = bro puede haber signos nerviosos. La aparicién de

riable, incluso con sangre. Elesté- = diarrea es variable y puede observarse solo en al- ~ Prevencion

mago puede estar lleno de pienso = gunos animales. (Figura 1y 2) La prevencién de la colibacilosis
y suele haber signos de deshidra- pasa por cuidar los factores antes

D ) . Hay numerosos factores que pueden desencade- ionados: bi de calidad
tacién (ojos hundidos, piel seca y mencionados: piensos de calidal
ausencia de hemorragia durante
la necropsia). La forma septicé- Comparacion . _

; ~ P antra el mecanisma a0 )
mica suele acompafiar a alguna sl sty = &

. patogénico de las diarreas s K S B e H\
de las otras. Produce una polise- . = ydela .
rositis indiferenciable de las que produccién de edemas Erendits. | Sigrlle
producen enfermedad de Glisser, por E. call. e
estreptococia o micoplasmosis R
. %

por Mycoplasma hyorhinis. Pue p p e
de haber signos nerviosos, peda-

leo e incoordinacién. En ocasio-

Principales factores devirulenda de E colirelacionados conlas diarreas neonatales y posdestete,

nes hay disnea y también signos
de deshidratacién. Pueden apare- Neanatalos

cer muertes subitas. Finalmente,

la enfermedad de los edemas Shiga-like
es producida por las cepas vero-
toxigénicas (productoras de vero-
tosina 2e) también puede debutar

e , Figura 2. Mecanismos de accion E.Coliy cuadro de elementos de adhesion y toxinas.
con muertes subitas. Lo mas ca-
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con cantidad de proteina contro-
lada (E. coli es proteolitico), sin
disrupciones en la alimentacién,
buenas condiciones ambientales;
el frio produce un aumento de la
ingesta y el calor altera el com-
portamiento alimentario. Ambos
promueven la aparicién de coliba-
cilosis.

Y ademds, también se ha optado
cldsicamente por la inmuniza-
cién de las reproductoras (gene-
ralmente en vacunas combinadas
con E.coli y Clostridium spp.), para
que la inmunidad calostral prote-
ja a los lechones en los primeros
momentos de su vida. El proble-
ma es que esto requiere un ma-
nejo del encalostrado adecuado, y
esto con las estirpes hiperprolifi-
cas actuales es complicado.

Sin embargo, en la ultima déca-
da han aparecido diversas vacu-
nas frente al patégeno para su
uso directo en lechones. Esto sera
adecuado como prevencién cuan-
do tengamos el tiempo suficiente
como para que se establezca una
respuesta inmune antes de que
aparezca la enfermedad. Se sue-
len aplicar en los primeros dias
de vida de los lechones.

Evidencias del uso de vacuna
parenteral frente a E. coli

En este articulo se van a ofrecer
evidencias del funcionamien-
to de una vacuna frente a E. coli
y la toxina 3 de Clostridium per-
fringens C (Colidex-C, Vetia, Es-
pafa). Se evaluaron pardmetros
clinicos en la transicién, asi co-
mo productivos y econémicos en
el cebo, se estudié la presencia de
lesiones entéricas al sacrificio en
animales vacunados y animales
control, se analiz6 el grado de in-
filtrado inflamatorio en ileon y
colon al sacrificio, se determiné
la presencia de cepas patdgenas

de E. coli en muestras de heces tomadas durante
los episodios diarreicos acontecidos en transicién
y cebo, y se estudiaron la presencia de células pro-
ductoras de IgA en intestino, asi como la expre-
sién génica para citosinas proinflamatorias.

Los animales y las pruebas

Se utilizaron un total de 3762 cerdos de cruza-
miento comercial Duroc x (Landrace x Large Whi-
te). Los animales provenian de cerdas vacunadas
con la misma vacuna del experimento a los 80
dias de gestacion asi como en las dos gestaciones
anteriores. El protocolo de vacunaciéon fue: pri-
mo vacunacién a 10 dias y revacunacion a 20 dias
(V10-20), con su correspondiente control (C10-
20). El sistema productivo era de ciclo completo.
Una vez alcanzado el peso comercial, los anima-
les fueron enviados al matadero. Durante la fase
de transicién/cebo se registraron datos de mor-
talidad, brotes de enfermedades entéricas y res-
piratorias, morbilidad, medicaciones colectivas,
numero de animales que no alcanzaron el peso
esperado, mortalidad, peso de los lechones al ini-
cio de transicién, cantidad de alimento consumi-
do durante transicién/cebo, coste de las medica-
ciones, peso al sacrificio, duracién de las fases,
numero de animales no comercializados al final
de cebo y costes directos e indirectos. Se calcu-
laron la Ganancia Media Diaria (GMD), el Indi-
ce de Transformacién (IT) y el Coste por Kilo Re-
puesto (CKR). Se recogieron muestras de heces
(escobillones introducidos en la ampolla rectal)
de animales con diarrea durante las fases de tran-
sicién y cebo para cultivo de colonias de E. coli.
Se determinaron los serogrupos mediante técni-

ca de microaglutinacién y la deteccién de los fac-

tores de virulencia (LT, STa, STb,
VT1 e VT2 y fimbrias F4, F5, F6,
F18, F41) fue realizada median-
te PCR. En el sacrificio, se tomd
un escobillén de mucosa intesti-
nal de cinco cerdos de los grupos
experimentales V10-20 (n= 5) y
C10-20 (n=5) también para aisla-
miento de E. coli, determinacién
de los serogrupos y deteccién de
los factores de virulencia. Se re-
cogieron fragmentos de intesti-
no al sacrificio y se acondiciona-
ron en refrigeracién, formol 10%
o nitrégeno liquido dependiendo
de las técnicas empleadas. Se re-
cogieron 20 fragmentos de yeyu-
no e ileon de animales vcacuna-
dos y control para determinar de
los factores de virulencia de E. co-
li (F4, F5,F41, F18 y F6, LT, STa),
mediante PCR (ensayo plus/mi-
nus). También se realizé PCR cla-
sica y q-PCR para L. intracellula-
ris, B. hyodisenteriae y Salmonella
spp. De los mismos animales se
realiz6 estudio histopatoldgico,
utilizando el infiltrado celular a
nivel de mucosa como pardmetro
de evaluacién, e inmunohisto-
quimica (IHQ) para células pro-
ductoras de IgA como indicador
de inmunidad humoral de muco-
sas. En las muestras ultra conge-
ladas, se determinaron los nive-
les de transcritos de las citocinas
IFN-y, IFN-a, TNF-a, TGE-f3,

ﬂ M § A i ol dkatad
[:I Muestras tomadas en la granja: brotes/individuales

Figura 3. Disefio experimental.

I Todos los protocolos vacunales

¢ Protocolo V10-20/C10-20
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Mortalidad AMortalidad

Grupo Animales j
Protocolo ° (%) (%) RS
Entéricas %* Respiratorias %* Crénicos %*
V10-20 vacunado 1893 29 1,53 -1,87 0 10,34 24,14
C10-20 control 1869 68 3,64 11,76 0 38,24

Tabla 1. Mortalidad total de lechones y mortalidad por causas en los grupos vacunados y control en la fase de transicion.
* Porcentaje calculado sobre el total de las bajas.

V10-20 21,0 108,1 2,845 87,1 0,740 3,10 1,044 6,67 5,36
C10-20 20,2 107,55 3,013 87,35 0,726 2,76 1,066 8,2 134 121 6,28

Tabla 2. Resultados productivos en cebo para cada grupo experimental. Donde: PME: peso medio de entrada a cebo (Kg); PMS: peso
medio sacrificio (Kg), IC: indice de conversion del pienso (Kg/Kg), KR: kilos repuestos en cebo (Kg), GMD: ganancia media diaria (Kg), CMC:

coste en medicamentos por cerdo (€), CKR: coste kilo repuesto en cebo (€), DET: dias estancia total en cebo, DEM: dias medios de estancia
cebo, COLAS: porcentaje de animales invendibles al final del cebo.

IL-10, IL-12p35 y IL12-p40, me- = (-18,65%), en el indice de con- | ses de transicién/cebo (Figura 2A), se aislé dicha
diante gPCR, utilizando como = versién (-4,84%) y en el numero = bacteria en el 74,5% de las muestras sospecho-
control enddgeno los genes -ac- = de animales no comercializables | sas frente al 25,5% que resulté negativo. De las
tina, ciclofilina y GAPDH porci- = (-14,6%), lo que llevé a una reduc- =~ muestras positivas, el 68,4% correspondia a ani-
nos. La Figura 3 muestra un re-  cién en el coste de quilo repues- = males no vacunados y el 31,6% a animales vacu-
sumen del disefio experimental.  to del 2,06%. La mejora de estos = nados, independiente del protocolo. Para los fac-

pardmetros en el protocolo V10- = tores de virulencia Stb y eae la diferencia no fue

20 genero una gananciade 1,90 €  significativa. No se encontré el gen de la toxina
Rendimientos productivos por cerdo finalizado, comparado = VT1 ni de las fimbrias F4, F5, F6, F41 y F17 en
Los resultados de pardmetros de | ¢] control C10-20. Sumando estos ~ ninguna de las muestras analizadas. Respecto a
mortalidad y causas en transi-  peneficios con los obtenidos de la VT2, solo fue encontrada en una muestra control.
cién se muestran en la Tabla 1, ' fase de transicién se acumulaun = Respecto a los aislamientos de E. coli al sacrifi-
siendo la mayor diferencia entre = peneficio de 2,40 € por cada ani- = cio (Figura 2B), los 5 animales del protocolo V10-
el protocolo V10-20 y su control, = mal finalizado, lo que deja un be- = 20 resultaron negativos, mientras que los 5 ani-
observandose menor mortalidad  neficio marginal elevado para el = males del C10-20 resultaron positivos. De estos

(-2,11%), ausencia de casos de productor tras descontar el coste  aislados, dos fueron positivos a STb, aunque no

enfermedades entérica respecto  de la vacuna. se encontré ningun gen para fimbrias. Dos fue-
al grupo control y menor nime- ron positivos a eae (factor de adhesién y borrado).
ro de muertes por enfermedades . . . Solo un animal fue positivo para la hemolisina.

Aislamiento de E. coliy
c s En la PCR - ensayo plus-minus, se encontraron
determinacion de factores

una diferencia en el coste del le- . . 24 muestras positivas de las 40 analizadas (V10-
de virulencia

chén de 0,5 € en las condiciones . . i 20 =20y C 10-20 = 20), perteneciendo 17 mues-
. Respecto al aislamiento y tipifi-
de mercado analizadas.

crénicas (-14,10%). Esto supone

cacion de E. coli durante las fa. | F3S al protocolo C10-20 y siete al protocolo V10-

En la fase de cebo (Tabla 2), uti- -

lizando como comparacién la

N\ [

#
e

b
500

P=p,00%
ETES

desviacién estdndar de los pa-

o,
“Pen,0001

itivas

rdmetros productivos del perio-
do 2008 -2010, se ha encontra-
do una diferencia significativa

% e muestras positivas

% de muestras

en el IC del pienso comparando
V10-20 con C10-20 (-5,58%). Pa-

. Taotal Hiy IT Ste Sty VT2 o Fi8 Total LT FA1 Eta F&
ra los demds pardmetros estudia- -
L oa L A (E
dos no se encontr6 diferencia sig- L st )\ Medba  muAs2e J

nificativa. Comparando el proto-
Figura 4. Frecuencia de factores de genes para virulencia encontrados en los asilados de A) bro-

colo V10-20 con su control se ob- tes de diarrea y B) Animales al sacrificio.

servé reducciéon en la mortalidad

20
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Solamente una cepa de las 20 so-

metidas a antibiograma no pre-

senté resistencia a ninguno de

PCR clésica PCR en tiempo real
Protocolo (%opositivos) (% positivos)
25 5 40 20

los antibidticos testados. Se han

V10-20
encontrado cepas con hasta seis
C10-20 40 20 100 70 ] ) o o
resistencias a distintos antibio-
V10-20 - 15 ) N b dit
1020 5 0 ticos. No se observaron diferen-
cias significativas en la frecuen-
Tabla 3. Resultados de los analisis mediante las dos técnicas de PCR cia de resistencias al comparar
los animales vacunados y contro-
ALEO LoLoM les, ni al comparar los diferentes
500001 =T 500 B
) i protocolos de vacunacién. La ma-
gmm_ E e 10782 yor frecuencia de nimero de re-
o E
$ 3 sistencias fue a tres antibidticos
E‘mm' smﬁ, (40% de las cepas).
< 1000000+ %mm—
“ @ Determinacién de la
HE 3 o presencia de otros
- patégenos del complejo
i a8 : . .
v c10.20 V02 CH.0 enterico
PROTOCOLO PROTOCOLO Las PCR para Salmonella spp. y B.

Figura 5. Cuantificacion de ADN de L.intracelularis por gramo de tejido en llen y colon de los ani- hyodisenteriae resultaron negati-
males vacunados y no vacunados. vas para todos los animales. Los
resultados obtenidos tanto en la
PCR clasica como en gPCR para
L. intracellularis aparecen en la

Tabla 3.

Se observaron diferencias en la
frecuencia de positivos tanto en

la PCR clasica como en la gPCR
: _ (p<0,001). Y no solo hubo dife-
Figura 6. Ejemplos de valoracion del infiltrado. A) Escaso, B) Moderado y C) Abundante rencias en la frecuencia, también

en la cuantificaciéon del numero
de copias de ADN de L. intrace-

poosdo | | @l & & || llularis por gramo de tejidos (Fi-
e J | gura 5).
2007 P=0.028
i
g _ Histopatologia, infiltrado
g J celular y células productoras
o delgA
' Con relacién al infiltrado linfo-
N plasmocitario, la figura 6 mues-
e e tra un ejemplo de cada clasifica-
— cién. (Figura 6)

Figura 7. A) Frecuencia de puntuacion de lesiones en cada grupo. B) Diagrama de cajas para

: - En el grupo de animales vacuna-
compracion de medianas entre grupos. grup

dos, 55% presentaron infiltrado

celular moderado; 40% de los le-
20 (p=0,035). E1 24% de las muestras de animales = fue detectado en el control C10-

chones presentaron infiltrado ce-
del protocolo V10-20 fue positiva para alguno de = 20 (p=0,035). (Figura 4)

lular acentuado y solamente el

AN\ \

los genes de virulencia, mientras que un 55,6%
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Figura 8. A) Muestras del grupo V10-20 se evidencian numerosas células productoras de IgA;
B) Muestra del grupo C10-20 con escasa células productoras de IgA. C) Diagrama de cajas para
el analisis de medianas entre grupos.

5% fueron clasificados como infiltrado celular

discreto (Figura 4). En cuanto al grupo control, el

65% presentaron infiltrado celular moderado, el
10% infiltrado celular acentuado y el 25% infil-
trado celular discreto. Para comparar el grupo va-

cunado con el grupo control, se calculé la media-

na de puntuaciones obtenidas para cada grupo.

La mediana fue mayor en el grupo de animales

vacunados (2,35) que en el grupo
control (1,85). La diferencia en-
tre ambos grupos experimenta-
les fue significativa (p = 0,040),
siendo mayor el grado de infiltra-
do inflamatorio registrado en los
animales vacunados. (Figura 7)

Se registr6é un mayor nimero de

BADAJOZVETERINARIA

células produtoras de IgA en los
animales vacunados compara-
do con los controles (p<0,01; Fi-
gura 4). La media de celulas pro-
dutoras de IgA fue 25,78+0,84 y
10,38+0,41 por campo microscéd-
pico para los vacunados y control,

respectivamente.

Estimulacion del sistema
inmune: expresion génica de
citosinas

Respecto a la expresion de cito-
cinas, la cuantificacién por PCR
a tiempo real de la expresion gé-
nica de ARNm normalizada fren-
te a los genes de referencia f3-ac-
tina, ciclofilina y GAPDH, de-
mostré que los intestinos de los
lechones vacunados produjeron
més [FN-a (p<0,001), TNF-a
(p=0,005), TGF-f (p=0,001) e
IL 12 p35 (p= 0,009) que los in-
testinos de los animales control.
Por el contrario, no se encontra-
ron diferencias estadisticamente

10 IFI]..a - = TNF- a
e _“ Eu-.
M a1 3 o
Z - 2
it ¥
% . % it
£ £ .
5. H
) —
o P<0,001 o« p=0,005 l
\.-'acufnaao CO;‘IIH:ﬂ “'Bcur“ﬂ““’ C“‘['"W
Grupe Grups
& TGEF-B ] IL12p35 .=
E 12 - g .
= 02!
i T g
= "] 310_ 42
£ T { I
® o 5
£ l 2 o
g 5 =
e
+{ p=0,001 o P=0,009 T
Vucu!rmdu Cu:wal Vaculnadc\ Co:iirnl
Grupe Srupa
Figura 9. Expresion génica en cada grupo para IFN-O, TNF-Q., TFG-[3 e IL12-p35
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significativas para la expresién
génica normalizada de IFN-y, IL-
10 y IL-12 p40 entre los animales
vacunados con los controles. (Fi-
gura 9)

Resulta interesante el hallazgo
de la proporcionalidad entre la
expresion génica para TGE-f y el
infiltrado celular en intestino (Fi-
gura 10).

Las expresiones génicas nos indi-
can relaciones muy interesantes
entre estos elementos como en-
tre éstas y el infiltrado y la densi-
dad de células productoras de IgA
(Figura 7). Por un lado IL 12 es-
timula la produccién de [FN-a y
TNF-a y a suvez éste altimo esti-
mula la sintesis de IFN-a.. Mien-
tras que IL 12 estimulara la res-
puesta celular (Thl), IFN-a vy
TNF-a reclutaran células infla-
matorias a los sitios a proteger y
producirdn una activacién de lin-
focitos T 'y B. Ademas, TGF-f3 es-
timulard la diferenciacién de cé-
lulas plasméticas a productoras
de IgA. Este perfil de citocinas
explicaria las diferencias en infil-
trado celular y en la densidad de
células productoras de IgA, fun-
damentales para la proteccién de
mucosas. (Figura 11)

Conclusiones

De acuerdo con los resultados de
este estudio, el uso de Colidex”
para la prevencién de la diarrea
post destete en lechones produ-
jo importantes mejoras sanita-
rias, productivas y econdmicas,
obteniendo un ahorro de 24 €
por animal cebado. Los resulta-
dos productivos y clinicos mejo-
rados en el grupo vacunado su-
gieren que el infiltrado de células
del sistema inmune aumentadas
en dicho grupo mejoraria la de-
fensa intestinal frente a E. coli.
Hubo diferencias tanto en el na-

Expresién génica TGF-f. Media + SEM

o

p=0,018

Figura 10. Expresion génica para TGF-[3 dependiendo
del grado de infiltrado celular.

mero de muestras con aislamiento positivo de E.
coli procedentes de animales vacunados y no va-
cunados como en la presencia de genes para fac-
tores de virulencia; en muestras de diarrea y en
muestras aleatorias tomadas al sacrificio y ade-
maés se encontrd con menos frecuencia y en me-
nor cantidad L. intracellularis. Desde el punto de

— e —— ——

P e

Reclutamiento céle
inflamatorias

—— i ——

- ]

vista inmunolégico se evidencian
diferencias, con mas células pro-
inflamatorias, mayor expresién
génica de citocinas y una mayor
densidad de células productoras
de IgA, imprescindibles para la
proteccién de la mucosa intesti-
nal.

Palabras clave: citocinas, com-
plejo entérico porcino, diarrea
post-destete, lechones, vacuna
parenteral, intestino.

Para mas informacion:
La bibliografia correspondiente a
este articulo podra ser consulta-

da por los interesados en el Cole-
gio Oficial de Veterinarios de Ba-
dajoz.

—— o — — >

celular

Figura 11. Interrelacion entre citosinas, activacion inmune y células productoras de IgA.
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