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RESUMEN

Escherichia coli (E. coli) productora de la toxina Shiga 2e y que posee la fimbria
F18 es el agente etioldgico de la enfermedad de los edemas (EE), patologia que
afecta principalmente a cerdos post destete produciendo lesiones vasculares, edema
y muerte. La identificacion de animales portadores de los genes stx2e y f18 tiene
principalmente relevancia epidemioldgica, sanitaria y econdmica. Por ello, el
objetivo del presente estudio fue evaluar si aislados de E. coli provenientes de
cerdos sin diarrea poseen o no los genes stx2e y f18. Para ello, se evaluaron 186
aislados de E. coli procedentes de cerdos sin diarrea. La extraccion del ADN se
realizé haciendo uso de un kit de purificacion comercial, mientras que la deteccién
de los genes se llevo a cabo mediante un protocolo de PCR convencional. No se
detectd producto de PCR para los genes stx2e ni fI8 en ninguna de los aislados
obtenidos de lechones aparentemente sanos (sin diarrea), pudiendo estar presente
este patotipo en frecuencias menores al 1.6%, que fue la frecuencia minima

esperada en el presente estudio.

Palabras claves: Escherichia coli, enfermedad de los edemas, stx2e, f18, cerdos



ABSTRACT

Escherichia coli (E. coli), which produces Shiga 2e toxin and has the F18 fimbriae,
is the etiological agent of edema disease (EE), a pathology that mainly affects post-
weaning pigs, producing vascular lesions, edema and death. The identification of
animals carrying the szx2e and f18 genes has mainly epidemiological, health and
economic relevance. Therefore, the objective of the present study was to evaluate
whether E. coli isolates from pigs without diarrhea possess the stx2e and f18 genes
or not. For this, 186 E. coli isolates from pigs without diarrhea were evaluated.
DNA extraction was carried out using a commercial purification kit, while gene
detection was carried out using a conventional PCR protocol. No PCR product for
the stx2e or f18 genes was detected in any of the isolates obtained from apparently
healthy piglets (without diarrhea), and this pathotype may be present at frequencies

lower than 1.6%, which was the minimum frequency expected in the present study.

Keywords: Escherichia coli, edema disease, stx2e, fI8, pigs
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|.  INTRODUCCION

La produccion porcina, tanto en el Perd como en la industria mundial, se encuentra
afectada por la presencia de agentes generadores de enfermedades, los cuales producen
mermas econdmicas para el productor debido a la alteracién de los pardmetros
productivos, gastos en tratamientos y muerte de los animales (VanderWaal y Deen, 2018).
A través de los afios se han descrito varias enfermedades que afectan a los cerdos, asi que
con el fin de aplicar medidas que prevengan su aparicion se han identificado a los agentes

generadores de dichas afecciones (Figueroa, 2016).

Uno de estos agentes es E. coli, una bacteria que forma parte de la microbiota
intestinal normal de varios animales y del ser humano (OMS, 2018). E.coli es, en general,
considerada no patégena; sin embargo, hay un grupo de cepas que si tienen la capacidad
de causar enfermedad en el hospedero que infectan, una de esas cepas patdgenas es la
variante de E. coli shigatoxigénica que produce la toxina Shiga 2e (Stx2e-STEC), la cual
se caracteriza por producir edema y signos de disfuncién neuroldgica con ocurrencia de

muerte subita en lechones recientemente destetados (Moredo, 2012; Figueroa, 2016).

Las cepas de E. coli productoras de la toxina Shiga 2e y de la adhesina F18 son
causantes de la denominada enfermedad de los edemas, patologia de distribucién mundial
que afecta a los cerdos, teniendo un impacto econdmico negativo sobre la industria
porcina debido a la presentacion de signos clinicos y muerte de los lechones enfermos

(Moredo, 2012; Fairbrother, 2023). Para el control de la enfermedad se suelen emplear



antibidticos; sin embargo, el uso inadecuado de los mismos contribuye a generar
resistencia antimicrobiana, problema que afecta gravemente a la salud publica por la

aparicion de cepas resistentes a los antibidticos de uso comin (Arrundtegui, 2016).

Se conocen estudios realizados en otros paises donde detectaron la presencia de
los genes stx2e y f18 en casos clinicos de colibacilosis porcina (Baldo et al., 2020). Este
tipo de estudios son importantes en la vigilancia epidemiolégica. En algunas granjas
porcinas nacionales se han identificado, pero no registrado oficialmente, casos sugerentes
de la enfermedad. Asimismo, en un estudio atin no publicado, se han detectado los genes
stx2e y fI8 a partir de muestras obtenidas de cerdos con diarrea (F. Ramos, datos no
publicados). Por otro lado, ante la posibilidad de tener al porcino como portador de la EE,
se han realizado estudios en busca de detectar cepas de STEC que poseen el gen stx2e en
animales sin manifestacion clinica de diarrea (Moredo, 2012). A la fecha, no existen
publicaciones oficiales de brotes cuya etiologia sea compatible con cepas de E. coli
productora de toxina Shiga 2e causantes de la EE en granjas porcinas nacionales, este
vacio de informacion dificulta la aplicacion de medidas preventivas para la enfermedad a
fin de mantener el estatus sanitario de las granjas porcinas y reducir las pérdidas
econdmicas que pueda generar. En ese sentido, la presente tesis tiene por objetivo evaluar

si aislados de E. coli provenientes de cerdos sin diarrea poseen o no los genes stx2e y f18.



II.  REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Escherichia coli
2.1.1. TAXONOMIA

E. coli es una bacteria clasificada dentro del filo Proteobacteria, clase
Gammaproteobacteria, orden Enterobacterales, familia Enterobacteriaceae y género
Escherichia (InterPro, 2023). Siendo E. coli la especie mas estudiada y representativa de
dicho género, caracterizada genotipica y fenotipicamente desde su descubrimiento (Yu et

al., 2021).

La familia Enterobacteriaceae se compone de un amplio y variado numero de
bacterias gramnegativas que naturalmente habitan el intestino del ser humano, asi como
de animales homeotermos (Carroll y Hobden, 2016; OMS, 2018). Entre los géneros que
componen esta familia estan Escherichia, Salmonella, Enterobacter, Shigella, entre otros

(Carroll y Hobden, 2016).

La especie mads representativa del género Escherichia es E. coli, que se caracteriza
por no formar esporas, ser anaerobio facultativo, negativo a la prueba de oxidasa y
positivo a la de catalasa, mesoéfila con temperatura Optima de crecimiento de

aproximadamente 37 °C (Arumi, 2020).



2.1.2. MORFOLOGIA

La bacteria E. coli tiene forma de bacilo corto, cilindrico y recto, mide
aproximadamente 1.1-1.5 um de ancho x 2-6 um de largo (Moredo, 2012). Es una
enterobacteria gramnegativa que presenta factores de virulencia tales como adhesinas y
puede o no poseer flagelos (Ripodas, 2017). Los flagelos son estructuras anexas que
confieren movilidad, siendo de tipo peritricos en el caso de E. coli (Basavaraju y
Gunashree, 2023), lo que significa que la bacteria posee multiples flagelos que rodean

toda la superficie de su cuerpo celular (Guttenplan et al., 2013).

Las adhesinas fimbriales y no fimbriales pueden presentarse tanto en las cepas
moviles como en las que no tienen esta caracteristica (Basavaraju y Gunashree, 2023),
constituyendo un factor de virulencia crucial para E. coli por permitir su adherencia a
receptores presentes en las células epiteliales como las que se encuentran en el intestino

(Canal et al., 1999).

Dentro de la variedad de adhesinas fimbriales que puede presentar E. coli destacan
F4, F5, F6, F17, F18 y F41 (Vidotto et al., 2009; Siuce et al., 2021). Siendo las de tipo
F4 especificas para la especie porcina, mientras que las F5 son capaces de producir
enfermedad en bovinos y ovinos, ademds de cerdos (Moredo, 2012). Respecto a F17, ha
sido frecuentemente aislada de terneros (Nguyen et al., 2011). Los genes que codifican
para las fimbrias F6 y F41 han sido mds asociados a casos de diarrea neonatal porcina,

mientras que el gen que codifica para F18, a diarrea post destete y EE (Tseng et al., 2014).
2.1.3. ESTRUCTURA

Al ser una bacteria gramnegativa, E. coli posee estructuralmente tres capas: dos
bicapas lipidicas (una membrana externa y una membrana citoplasmatica o interna) y el

periplasma. La membrana externa presenta el lado superficial y estd constituida por el



lipopolisacarido; mientras que la interna, por fosfolipidos. Por otro lado, el periplasma

contiene el peptidoglicano o mureina (Prescott, 2002; Aquili, 2007) (Figura 1).

Figura 1. Esquema grafico de la pared celular de una bacteria gramnegativa

(Modificada de Prescott, 2002).
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2.1.4. GENOMA

El genoma bacteriano es dindmico, se encuentra en constante cambio y evolucion,
el material genético contenido en E. coli no es la excepcidn, su genoma estd compuesto
por al menos 4°639,221 pares de bases, y se conoce que codifica para 4,288 proteinas
(Aguillon et al., 2021). Sin embargo, este tamafio difiere entre cepas e incluso variantes
de las mismas, Souza et al. (2001) menciona una diferencia de 1,387 genes entre las cepas
K12 y enterohemorrdgica O157:H7 de E. coli a pesar de haber estado emparentadas

millones de afios atras.
2.1.5. CLASIFICACION

E. coli es descrita por la OMS (2018) como una enterobacteria que forma parte de
la microbiota intestinal normal de humanos y animales de sangre caliente. En general, es
considerada no patdgena; sin embargo, existen algunas cepas que presentan factores de

virulencia tales como factores de adherencia o incluso son capaces de producir toxinas,



lo que les otorgan un caricter patégeno y, de esa manera, algunos tienen la capacidad de

producir cuadros clinicos de enfermedad (Moredo, 2012).

Las cepas de E. coli que causan patologia gastrointestinal, generalmente
caracterizadas por la manifestacion de diarrea, se dividen en seis grupos patégenos o
patotipos segin su patogénesis y los signos clinicos que producen en el huésped que
infectan: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli de adherencia difusa
(DAEC) y E. coli enterohemorragica (EHEC), esta dltima también es conocida como
shigatoxigénica o productora de toxina Vero o toxina semejante a Shiga o Shigatoxina

(VTEC o STEC) (Kaper et al., 2004).
2.2. Escherichia coli SHIGATOXIGENICA (STEC)

STEC es el patotipo de E. coli diarreogénica mds comunmente relacionado a
producir enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) y, por tanto, es de gran
importancia en temas de salud publica, ademds, puede causar el sindrome urémico
hemolitico (SUH) en humanos (Lucas et al, 2016). El SUH es una enfermedad
principalmente descrita en nifios y se caracteriza por producir insuficiencia renal aguda,

trombocitopenia y anemia hemolitica (Loza, 2015).

La principal via de ingreso de STEC se da a través del consumo de alimentos
contaminados con heces (Herrera et al., 2019). En general, los rumiantes son el primordial
reservorio de STEC, habitando principalmente el tracto gastrointestinal del ganado
bovino (Gyles, 2007); sin embargo, también se han reportado la presencia de STEC en
muestras de heces obtenidas de cerdos, gatos y perros sanos, aunque con menor frecuencia

que lo aislado de rumiantes domésticos con la misma condicién (Beutin et al., 1993).

STEC tiene como principal factor de virulencia la produccion de toxina Shiga o
Shigatoxina (Stx), de tipo ABS constituida por dos principales subunidades: la subunidad
pentamérica B, que se une al receptor glicolipido globotriaosilceramida (Gb3) o al
receptor glicolipido globotetraosilceramida (Gb4), ambos presentes en las células

endoteliales, y la subunidad monomérica A, capaz de inhibir la sintesis de proteinas



cuando ya se encuentra en el citoplasma (Figura 2) (Fuller ef al., 2011; Cavero y Praga,

2021).

Figura 2. Estructura de la toxina Shiga 2e (Lillie et al., 2018).

La toxina Shiga se divide en dos principales grupos diferenciados
inmunoldgicamente, Stx1 y Stx2, responsables de las complicaciones a nivel intestinal y

sistémico (Hannaoui et al., 2009). Stx1 presenta cuatro subtipos (Stxla y Stx1c a Stx1e),
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mientras que Stx2 agrupa nueve (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g, Stx2h,
Sx2i y Stx2k) (Yang et al., 2021). Estudios realizados en primates demostraron que Stx2
estd mds asociada a producir SUH que la toxina Stx1, incluso a las mismas dosis

infectivas (Siegler et al., 2003).
2.2.1. E. coli PRODUCTOR DE Stx2e (Stx2e-STEC)

A diferencia de los subtipos de Stx1 y otras variaciones de Stx2, Stx2e es mds afin
al receptor Gb4 que al Gb3 debido a algunos cambios en la disposicion de los aminoacidos
que componen la subunidad B (Fuller er al., 2011). Asimismo, la cepa de E. coli
productora de toxina Shiga 2e es conocida como el agente etiolégico de la enfermedad de
los edemas (EE) y, como consecuencia de la toxina que libera (Stx2e), se caracteriza por
producir lesiones vasculares, edema, trastornos neurolégicos y una alta tasa de mortalidad

en lechones recientemente destetados (Lo et al., 2014).



Stx2e-STEC posee genes que codifican para la adhesina F18 y la toxina Stx2e
(f18 y stx2e, respectivamente), principales factores de virulencia e importantes en la
patogénesis de la enfermedad de los edemas que afecta a cerdos (Fairbrother, 2023). Si
bien E. coli productora de Stx2e afecta particularmente a la especie porcina, raramente se
ha descrito la deteccion del agente en muestras obtenidas de otros animales, alimento y
del medio ambiente, no siendo considerada una amenaza para la salud humana a pesar de
que se ha aislado de heces de personas sanas y en casos esporadicos de diarrea leve

(Friedrich et al., 2002; Beutin et al., 2008; Remfry et al., 2021).

E. coli productor de Stx2e puede presentar otros factores de virulencia como
enterotoxinas y adhesinas diferentes a Stx2e y F18, pero estas dos tltimas se mantienen
como los principales involucrados en la EE (Cheng et al., 2005; Casey y Bosworth, 2009).
Cabe resaltar que no todas las cepas de STEC positivas para la toxina Stx2e presentan el
gen que codifica para la fimbria F18 (Gotter, 2014), es decir, se han aislado Stx2e-STEC
negativas para F18 en casos de enfermedad de los edemas (Cheng et al., 2005; Barth et

al., 2007; Martineau et al., 2018).
2.2.2. FIMBRIA F18

En general, la fimbria F18 ha sido observada en los patotipos ETEC y STEC,
asociadas a la diarrea post destete y enfermedad de los edemas, respectivamente (Nagy et
al., 1997). Asimismo, este factor presenta dos variantes antigénicas, F18ab y F18ac,
siendo la primera mayormente detectada en aislados de STEC relacionada a la EE,
mientras que la segunda variante se halla mas en cepas de ETEC (Cheng et al., 2005;

Won y Lee, 2016).

La estructura proteica de F18 estd compuesta principalmente por una subunidad
mayor denominda FedA (fedA) y dos subunidades menores llamadas FedE (fedE) y FedF
(fedF) (Smeds et al., 2003), siendo estas dos ultimas fundamentales para la unién de F18
a su receptor ubicado en las células epiteliales intestinales (Smeds et al., 2001). Por tanto,
anticuerpos anti-FedF son capaces de inhibir la adhesion de la bacteria a los enterocitos

(Smeds et al., 2001).

El inicio de la infeccién ocurre tras el ingreso de la bacteria y la unién de la misma

a su receptor ubicado en las células intestinales, mediada principalmente por la fimbria



F18 (Fairbrother y Gyles, 2006), aunque también pueden estar involucrados otros factores
de adhesion (Martineau et al., 2018). Para F18 se ha descrito al receptor ECF18R ubicado
en los enterocitos del intestino delgado (Barth et al., 2011). La expresion de receptores
para F18 esté directamente relacionada a la edad del lechén, aumentando en nimero desde
el nacimiento hacia aproximadamente las tres semanas de vida, manteniéndose hasta

alrededor de las 23 semanas de edad (Coddens et al., 2007).
2.2.3. TOXINA Stx2e

La toxina Stx2e estd compuesta por una subunidad A, que es enziméticamente
activa, y cinco subunidades B, que se unen al receptor glicolipido Gb de la superficie
celular (Lo et al., 2014), principalmente Gb4 (Fuller et al., 2011). Tras esta adherencia,
la subunidad A de la toxina es endocitada, movilizada hacia el aparato de Golgi, luego al
reticulo endoplasmatico rugoso y finalmente inhibe la sintesis de proteinas mediante un
mecanismo enzimatico, lo que conlleva a muerte celular (Hannaoui et al., 2009; Lo et al.,

2014).

Por tanto, este factor de virulencia cumple un papel fundamental en el dafio que
se observa en la EE, ya que lesiona las células del hospedero, entre ellas las presentes en
el endotelio vascular, causando inflamacién y haciendo que sean mas permeables,
permitiendo que se acumule liquido en el espacio intersticial, lo que se manifiesta como
edema generalizado, principalmente a nivel de la frente, parpados, estdmago y el cerebro

(Fairbrother y Gyles, 2006).

La severidad de los signos clinicos que se manifiestan en la EE es, entre otros
factores, dependiente de la dosis de la toxina Stx2e (Gannon y Gyles, 1990), asi como de
la presencia o ausencia de receptores para la misma (Paton, J. y Paton, A., 1998). Por
tanto, la inmunizacion de los animales con vacunas toxoides contra la EE que contienen
a la toxina Stx2e modificada genéticamente ha demostrado ser eficaz incluso en granjas

con antecedentes de la enfermedad (Mesonero et al., 2021; Sperling et al., 2022).
2.2.4. DETECCION DE Stx2e-STEC EN CERDOS

La cepa de Escherichia coli shigatoxigénica que posee los genes que

codifican para la toxina Stx2e y la fimbria F18 es el agente causal de la EE (Berger ef al.,



2021), patologia reemergente que afecta a las granjas porcinas en diferentes paises
(Bertschinger, 1999; Martineau et al., 2018; Mesonero et al., 2021). La EE suele afectar
mds a aquellos lechones recientemente destetados que presentan buena condicién
corporal, aunque no siempre se cumple este patréon (Pittman, 2010; Martineau et al.,

2018).

A diferencia de otras variantes de Stx2 que estdn presentes en animales sin
necesariamente generar signos clinicos de enfermedad en ellos (Beutin et al., 1993; Gyles,
2007), Stx2e es la principal variante detectada en la especie porcina siendo capaz de
causar la EE (Casanova et al., 2018) que se caracteriza por la manifestacion clinica de
edema (Gelberg, 2017). Desde el primer reporte vinculado a la enfermedad (Shanks,
1938) se ha evidenciado esta particularidad descrita durante la necropsia (Martineau et

al., 2018).

Diversos autores han identificado estos genes caracteristicos de STEC, tanto en
animales con algin signo clinico sugerente de la EE, como en ejemplares aparentemente
sanos (Parma et al., 2000; Souza et al., 2001; Cheng et al., 2006; Vu-Khac et al., 2007;
Moredo et al., 2012; Meng et al., 2014; Baldo et al., 2020). Siendo la prueba de PCR el
método preferido para la identificacion de los genes al ser una técnica rdpida, altamente
especifica y relativamente practica (Blanco et al., 1997). Respecto a la sensibilidad, en
un estudio realizado en Brasil se demostrd, mediante PCR, que casi el 70% de los aislados
de E. coli obtenidos de casos de EE resultaron tener el gen stx2e, y de esos, el 83%
presentaban el gen que codifica para la fimbria F18ab (Souza et al., 2001). Asimismo,
Cheng et al., en el 2006, determinaron mediante PCR que la fimbria F18ab estd mas
frecuentemente asociada a la EE. Aunque la deteccion genética de los diferentes factores
de virulencia involucrados en determinada enfermedad permite tener un mejor
conocimiento del agente que la provoca, la serotipificacion de E. coli también es relevante

para fines epidemioldgicos, ya que varia de una region a otra (Frydendahl, 2002).

Baldo et al. (2020), en Italia, evaluaron aislados de E. coli procedentes de 2,060
casos clinicos de colibacilosis en cerdos (1,337 muestras obtenidas por necropsia y 723
hisopados rectales de cerdos vivos con diarrea) y 171 porcinos sanos (29 lechones
destetados y 142 en engorde), detectando al gen stx2e en 230/2,060 (11.16%) cerdos

enfermos y 3/171 (1.75%) cerdos sanos. Ademads, los autores evaluaron la presencia de



genes para factores fimbriales (f4, f5, f6, fI8 y f41) en los aislados positivos para stx2e,
siendo f18 el gen mayormente detectado en cerdos enfermos (177/230; 76.96%). Sin
embargo, no obtuvieron resultados positivos para el gen f18 (0/3; 0%) en ninguno de los

stx2e positivos procedentes de cerdos sanos.

Si bien los animales que evidentemente manifiestan signos clinicos de la EE son
cruciales para establecer un diagndstico, la deteccién de portadores también cobra
relevancia a la hora de instaurar medidas preventivas y de control, ya que se sospecha que
los animales aparentemente sanos que sean portadores de los genes vinculados a la EE
podrian representar un riesgo para mantener un buen estatus sanitario ante un cuadro de
inmunosupresiéon. Moredo (2012) entendié esta problemadtica, por lo que evalud la
presencia de genes de virulencia relacionados a STEC (stx/, stx2 o stx2e) en aislados de
cerdos sin manifestacion clinica de diarrea, obteniendo la amplificacién de al menos uno
de dichos genes en 82/986 (8.3%) aislados. De ellos, detect6 el gen stx2e en casi el 7%
(69/986) de los cerdos. Los animales evaluados fueron categorizados por edades en tres
grupos (21 + 3 dias de edad, 86 + 3 dias de edad y 165 + 3 dias de edad), donde se detectd
al gen stx2e s6lo en los dos grupos de mayor edad (69/986; 7%), pero no en los lechones

de 21 + 3 dias de vida.

Parma et al. (2000), anteriormente en el mismo pais, evaluaron por primera vez la
presencia de stx2e en animales sanos y con diarrea en Argentina. Sin embargo, no
obtuvieron amplificacion del gen que codifica para la toxina Stx2e en aislados de E. coli
de lechones sin diarrea (0/19; 0%) ni de sus madres (0/20; 0%). Respecto a los otros
animales, detectaron el gen stx2e en 3/127 (2.4%) lechones con diarrea, 3/48 (6.3%)
lechones sin diarrea, pero con retraso en el crecimiento y en un lechén que fallecié

subitamente presentando signos clinicos asociados a la EE.

Cabe resaltar que es mds probable hallar genes relacionados a la EE en animales
que manifiestan signos clinicos que en aquellos aparentemente sanos (Vu-Khac et al.,
2007; Baldo et al., 2020). Vu-Khac et al. (2007), en Eslovaquia, analizaron 220 aislados
de E. coli provenientes de lechones con diarrea y 30 aislados recuperados de cerdos sanos,
todos los animales muestreados tenian menos de 14 dias de vida. Los autores encontraron

una prevalencia de 4% (9/220) para el gen stx2e, mientras que para el gen f18 fue de 9%



(20/220), ambos en cerdos con diarrea. Pero no hallaron ni stx2e ni f18 (0%) en cerdos

sanos.

Asimismo, los resultados en la deteccién de los genes de STEC no sélo puede
variar por pais o por la condicién del animal, sino también por el método de deteccion y

por como fue obtenida la muestra (Meng et al., 2014).
2.3. ENFERMEDAD DE LOS EDEMAS
2.3.1. ETIOLOGIA

La enfermedad de los edemas (EE) es una patologia que se caracteriza por la
presentacion de vasculitis y, consecuentemente, edema en diferentes zonas del cuerpo,
principalmente a nivel de la submucosa géastrica, mesocolon y rostro (Fairbrother, 2023).
Esta enfermedad afecta a los porcinos y puede desencadenar alteraciones neurolégicas
como falta de coordinacion, pérdida de equilibrio, debilidad, temblores y convulsiones

(Gelberg, 2017).

El agente etioldgico de la EE es un tipo de cepa de E. coli que produce la toxina
Shiga 2e, esta variante ademds expresa adhesinas fimbriales, principalmente la fimbria
F18, la cual presenta dos variantes antigénicas, F18ab y F18ac (Fairbrother, 2023). A este
patégeno se le denomina E. coli shigatoxigénica por producir una toxina similar
estructural y funcionalmente a la toxina de Shigella dysenteriae tipo 1 (O’Brien et al.,
1992), incluso se le ha nombrado E. coli enterohemorrégica y E. coli verotoxigénica, esto
ultimo porque sus toxinas tienen un efecto citotoxico sobre las células Vero (Farfén et al.,

2016).

Las adhesinas fimbriales son factores de virulencia importantes para la
colonizacién de Escherichia coli shigatoxigénica sobre las células intestinales, siendo la
fimbria codificada por el gen f18 la principalmente asociada a Stx2e-STEC relacionada a
la enfermedad de los edemas (Nagy y Fekete, 1999; Cheng et al., 2005; Fairbrother,
2023). Por otro lado, la toxina Stx2e es uno de los principales factores que interviene en
la patogenia de la enfermedad de los edemas, siendo responsable de las lesiones
vasculares que se manifiestan clinicamente como edema, pudiendo desencadenar

alteraciones neuroldgicas y muerte de los animales afectados (Lo et al., 2014).



2.3.2. EPIDEMIOLOGIA

El primer reporte relacionado a la EE fue registrado por Shanks (1938) en Irlanda,
el autor describié el hallazgo como una "afeccién inusual que afecta los 6rganos
digestivos del cerdo". Desde los afios cincuenta, autores en diversos estudios buscaron el
agente causante de esta patologia en cerdos (Timoney, 1950, 1957; Erskine et al., 1957;

Smith y Halls, 1968).

Los principales factores de virulencia asociados a la EE son la fimbria F18 y la
toxina Stx2e, sin embargo, otras adhesinas y enterotoxinas podrian estar presentes en E.
coli asociada a dicha enfermedad (Casey y Bosworth, 2009). De las dos variantes
antigénicas que presenta F18, F18ab es la mayormente asociada y detectada en aislados

de STEC relacionada a la enfermedad de los edemas (Cheng et al., 2005).

Respecto a la morbilidad, esta es relativamente baja, mientras que la mortalidad
puede ser variable y alta, pudiendo llegar a causar la muerte de mas del 90% del rebafio
en menos de dos semanas de iniciado el brote (Moxley, 2000). Los cerdos con mejor
condicion corporal suelen ser los mas afectados, falleciendo generalmente todos los

animales infectados (Gelberg, 2017).

Existen diferentes factores de riesgo para que se desarrolle la EE en cerdos, uno
de ellos es la edad, pues la expresion de receptores para las adhesinas fimbriales aumenta
considerablemente a partir de las dos a tres semanas de edad, haciendo que los lechones
sean mds susceptibles para el desarrollo de la patologia (Fairbrother, 2023). Antes de ello,
la expresion de receptores en las células intestinales para la adhesina fimbrial F18 es nula
(Moxley, 2000) o baja durante ese periodo (Coddens et al., 2007). Sin embargo,
raramente se presentan casos en lechones atin no destetados y menores de 21 dias, asi
como en animales que estdn ingresando a engorde, considerandose casos esporadicos

(Martineau et al., 2018).

Otros factores asociados a la etapa posterior al destete e involucrados en el
desarrollo de la EE son el estrés por cambios ambientales, nutricionales o dietarios,
jerarquicos, entre otros (Moredo et al., 2012). Smith y Halls (1968) demostraron mayor
susceptibilidad en los cerdos de rdpido crecimiento. En adiciéon a ello, los casos

mayormente se registran en sistemas de crianza intensiva (ISU, 2023), donde el cerdo es



rdpidamente destetado y engordado para estar listo para venta en el menor tiempo posible

(Chavez, 2009).

Esta enfermedad es de distribucién mundial (Bertschinger, 1999), sin embargo,
los escasos reportes de la misma dificultan las acciones preventivas. Diversos autores
(Boerlin et al., 2005; Moredo, 2012, Baldo et al., 2020) entendieron esta problematica,
por lo que se enfocaron en detectar los genes asociados a la EE, tanto en cerdos con
manifestacion clinica de diarrea como animales clinicamente sanos. Moredo (2012),
ademads de buscar llenar este vacio de informacion tras la biisqueda de genes asociados a
STEC en cerdos sin diarrea, planted la hipétesis de que el cerdo aparentemente sano
podria ser un potencial reservorio de este patdgeno. Un estudio similar se llevé a cabo en
animales de compafiia, caninos y felinos, con el objetivo de precisar si serian reservorios
de STEC asociado a SUH en humanos, sin obtener resultados positivos (Zotta et al.,
2015), a pesar que en otro trabajo realizado anteriormente en el mismo pais si detectaron

la presencia de STEC en dichas especies (Gallego et al., 2006).

En el Peru no existen reportes oficiales de la enfermedad, pero se conocen, por
comunicaciones personales de médicos veterinarios y porcicultores durante conferencias
realizadas a nivel nacional (2021), casos presuntivos de la EE orientados por la
manifestacion de signos clinicos, siendo algunas sospechas confirmadas mediante
necropsia y pruebas de laboratorio (C. Camacho, Lima, comunicacién personal).
Asimismo, en un trabajo de investigacion en curso que se viene realizando en Lima, Perd,
se detectd la presencia de los genes stx2e y fI8 en aislados de E. coli provenientes de
cerdos con manifestacion clinica de diarrea (F. Ramos, datos no publicados). Asimismo,
en una revista técnica publicaron una prevalencia del 14% para el gen stx2e en Peru
(Barba y Melendez, 2021). Todo ello sugiere que es posible detectar genéticamente al

agente en nuestro medio.
2.3.3. FISIOPATOLOGIA

La infeccion por Stx2e-STEC inicia con el ingreso y unién de la bacteria, mediada
por adhesinas, principalmente F18, a los receptores expresados en las células epiteliales
intestinales (Moxley, 2000). A ese nivel, el agente prolifera y libera en gran cantidad un
tipo de toxina denominada Stx2e (Fairbrother, 2023), la cual es absorbida por los

enterocitos y liberada al torrente sanguineo (Zhitnitskiy, 2021), donde se une



principalmente al receptor Gb4 presente en varias células (endoteliales, epiteliales e
incluso en la superficie celular de los eritrocitos) causando dafio al endotelio vascular (Lo

et al., 2014; Martineau et al., 2018).

Como se muestra en la Figura 3, Stx2e es liberada por la bacteria y se absorbe en
intestino hacia la circulacion sanguinea, donde provoca angiopatia degenerativa, aumento
de la permeabilidad capilar, consecuentemente edema a nivel gédstrico, mesentérico,
subcutdneo y encefélico, es decir, genera dafio en diferentes 6rganos a nivel sistémico,
pudiendo observarse desérdenes neurolégicos en los animales afectados (Moredo et al.,

2012; Lillie et al., 2018).
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Figura 3. Modo de accién de la E. coli productora de toxina Shiga 2e (Lillie et al.,
2018)

Junto a otros factores de virulencia menos descritos en la literatura, altas dosis de
la toxina Stx2e pueden causar gastroenteritis hemorragica aguda e incluso muerte subita
en lechones afectados (ISU, 2023). La dosis infectiva de Stx2e-STEC es de 10° bacterias,
siendo el grado de colonizacién determinante para producir la EE (Fairbrother y Gyles,

2006).

Los cerdos pueden entrar en contacto con el agente tras exponerse a un ambiente

contaminado, o mediante la via oro-fecal, pero la probabilidad que desarrollen infeccion



si son lechones menores de 20 dias de edad es baja, por la no expresion de receptores para

la fimbria F18 (Zhitnitskiy, 2021), salvo en raras excepciones (Martineau et al., 2018).
2.3.4. SIGNOS CLINICOS

La severidad de los signos clinicos que se manifiestan en la EE estdn directamente

relacionados a los niveles de toxina Stx2e en sangre (Barba y Melendez, 2021).

La enfermedad de los edemas puede presentarse de forma subclinica, clinica y
crénica. En la EE subclinica, los cerdos son clinicamente normales pero internamente
desarrollan lesiones vasculares, con consecuentes alteraciones de los pardmetros

productivos como disminucion de la tasa de crecimiento (Fairbrother, 2023).

La manifestacion clinica de la enfermedad involucra encontrar edema subcutdneo
localizado en diferentes zonas del cuerpo, siendo mds frecuente visualizarlo a nivel de los
parpados, en el drea frontal y nasal, y en las dreas ventroabdominal e inguinal (Moxley,
2000). Los animales afectados pueden convulsionar debido al edema cerebral, siendo
pocos los cerdos que sobreviven a la fase aguda, y los que lo hacen muestran retraso en

el crecimiento (Quyen, 2023).

Otros signos clinicos incluyen anorexia, ataxia, estupor y posicidén decubito
lateral, a menudo acompafiados de movimientos de las extremidades similares a “remar
y correr”’, mientras que la diarrea no suele ser un signo caracteristico de la EE (ISU, 2023).
Sin embargo, los casos sobreagudos se caracterizan por presentar diarrea terminal o

muerte subita (Moxley, 2000).

La forma crénica se distingue por falta de crecimiento y signos de movimientos
circulares, asi como torsion de la cabeza y atrofia de los musculos de las extremidades.
La EE puede ser esporddica o puede afectar a todo el rebafio, pudiendo causar muerte en
menos de 24 horas y sin aparentes signos de la enfermedad, o, por el contrario, generar
edema visible de la cara con malestar generalizado y comprometer el sistema nervioso

central (ataxia, pardlisis, decubito lateral, entre otros) (Fairbrother, 2023).



2.3.5. HALLAZGOS PATOLOGICOS
2.3.5.1. Macroscoépicas

Aunque la EE afecta principalmente la vasculatura, los hallazgos en la necropsia
pueden variar, siendo lesiones sugestivas de la enfermedad la congestion visceral, edema
del tejido subcutdneo de la cara o los parpados, submucosa géastrica o mesenterio del colon
espiral, y cerebro (ISU, 2023). Adicionalmente, el edema puede acompaiarse de
hemorragia, y pueden encontrarse hebras de fibrina en la cavidad peritoneal, asi como

liquido seroso en las cavidades pleural y peritoneal (Fairbrother, 2023).
2.3.5.2. Microscopicas

Se pueden encontrar cambios degenerativos microscopicos en pequeiias arterias y
arteriolas de diferentes zonas, cambios que a veces son evidentes en los vasos que irrigan
el cerebro. El estudio histopatologico de secciones del tronco encefalico y ganglios
basales con signos de hemorragia y malacia, resultado del dafio vascular que lleva a

edema e isquemia, pueden contribuir a confirmar la sospecha de EE (ISU, 2023).
2.3.6. DIAGNOSTICO

Una historia clinica de muerte repentina de cerdos recientemente destetados,
sumado a la observacién de signos clinicos anteriormente descritos, como edema
periocular, y hallazgos en la necropsia como edema extenso a nivel del estémago y el
mesocolon, dan indicios que el diagnéstico es la enfermedad de los edemas (Fairbrother,

2023).

Debido a que en la EE también se puede manifestar signologia neuroldgica, esta
debe tener como diagnoésticos diferenciales a patologias como la Enfermedad de Aujeszky
(pseudorrabia), privacién de agua o intoxicacioén por sal. Asimismo, debe diferenciarse
de otras causas de septicemia y meningoencefalitis originadas por Streptococcus suis,
Salmonella choleraesuis, Erysipelothrix rhusiopathiae o Haemophilus parasuis (ISU,

2023).

Para un diagndstico definitivo de la enfermedad de los edemas es necesario el

aislamiento de E. coli, seguido de la deteccion genética del agente causal (Gotter, 2018).



La amplificacién por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de los genes que
codifican para la fimbria F18 y para la toxina Stx2e se puede utilizar para demostrar que
la E. coli aislada es una cepa causante de la EE (Moxley, 2000; Fairbrother, 2023). Si
bien F18 es el principal factor de adhesién involucrado en la enfermedad de los edemas
(Martineau et al., 2018), es posible la identificacion de adhesinas mds relacionadas a otros
patotipos de E. coli (Casey y Bosworth, 2009; Siuce et al., 2021). Asimismo, el
diagnéstico de la EE puede darse con la uUnica identificacion del gen que codifica para
Stx2e, pues existen cepas que producen la toxina, pero son negativas para el factor

fimbrial F18 (Cheng et al., 2005; Barth et al., 2007; Martineau et al., 2018).

La PCR es una técnica molecular que permite detectar una amplia variedad de
agentes etioldgicos, asi como sus factores de virulencia y resistencia, en un periodo de
tiempo menor al de otras técnicas de diagndstico convencionales (Blanco et al., 1997;
Méndez y Pérez, 2004). Aunque es una prueba aparentemente simple, requiere de un
proceso de estandarizacion y optimizacioén para obtener resultados mads fiables (Bolivar
et al., 2014), evitando asi la aparicion de productos inespecificos al momento de
visualizar e interpretar las bandas formadas en el gel de agarosa (Escalante, 2021). Estas
inespecificidades pueden estar asociadas a los componentes de la mezcla de reaccidn, el

régimen de ciclaje o a la Tag ADN polimerasa (Bolivar et al., 2014).

Las muestras bioldgicas usadas para la técnica molecular PCR suelen proceder de
hisopados rectales individuales, muestras fecales frescas (recogidas del piso), hisopado
de botas o incluso de saliva impregnada en cuerdas masticables (Berger y Marcus, 2020).
La materia fecal puede contener componentes como polisaciridos complejos o sales
biliares que resultan ser inhibidores de la PCR (Fratamico et al., 2000); sin embargo,
durante la extraccion del ADN y realizacion del PCR se prevén dichos factores (Baldo et

al., 2020).
2.3.7. TRATAMIENTO

No existe un tratamiento Unico y cien por ciento efectivo para combatir la
enfermedad, diferentes autores mencionan el uso de antibidticos a eleccion tras un
antibiograma. En todo caso, es posible la administracion parenteral (intramuscular) del
farmaco en cerdos con signologia, y la administracion del medicamento a través del agua

de bebida en los demds animales, pues podrian estar afectados de forma subaguda



(Zhitnitskiy, 2021; Moxley, 2000; Fairbrother, 2023). Sin embargo, es contraproducente
el uso de antibidticos durante la etapa aguda de la EE, ya que se liberan las toxinas en
gran cantidad tras la destruccion de la bacteria, empeorando la presentacion clinica (Lillie
et al., 2018). Cabe resaltar que el uso indiscriminado de antibidticos puede generar

resistencia a los antimicrobianos en cepas de STEC (Moxley, 2000; Fratamico et al.,

2008).
2.3.8. CONTROL Y PREVENCION

El control de la enfermedad de los edemas también es dificil. Algunas estrategias
involucran el manejo de la dieta aumentando los niveles de fibra y disminuyendo los de
proteinas, asi como reducir la cantidad de alimento que se les da a los lechones destetados,
todo ello contribuird a aumentar el pH del medio intestinal y dejar de favorecer el
crecimiento de E. coli. En la etapa temprana de la enfermedad también se debe compensar
la deshidratacién con la administracién de fluidos (ISU, 2023; Fairbrother, 2023). Se ha
reportado el uso de 6xido de zinc (ZnO) en la dieta, pues el ZnO inhibe la actividad
citotoxica de la toxina (Barba y Melendez, 2021), de esa manera, suele emplearse de
manera preventiva y para el control de la diarrea post destete, pero su uso esta restringido,
al menos en paises de la Unién Europea, por su impacto ambiental negativo (Ekhlas et

al., 2021).

Otros puntos cruciales son la limpieza y desinfeccién de los corrales, minimizar
el estrés de los animales con la mejora de factores como temperatura y densidad
(Zhitnitskiy, 2021), inmunoprofilaxis pasiva mediante la ingestion de productos que

contengan anticuerpos o activa a través de la vacunacion, entre otros (ISU, 2023).

Segin Fairbrother (2023), son varias las vacunas que ahora estdn disponibles a
nivel comercial para la prevencion de la EE, existiendo ciertas bacterinas de E. coli para
la vacunacion de cerdas que transmitirdn inmunidad pasiva a los lechones, vacunas vivas
bivalentes F4 y F18 no patégenas de E. coli que pueden administrarse en el agua de bebida
de los animales, o vacunas inyectables que contienen al antigeno Stx2e recombinante
modificado genéticamente para inmunizar lechones y asi disminuir los signos clinicos y
la mortalidad debido a la enfermedad de los edemas. Cabe resaltar que la vacunacion es
un método preventivo, pues la vacuna no actda contra la bacteria una vez instaurada la

enfermedad en el animal (Quyen, 2023).



2.4. IMPACTO EN LA PORCICULTURA

La porcicultura constituye una buena alternativa para producir carne de alta
calidad por su aspecto nutritivo al poseer poca grasa saturada (35%) y bajo nivel de sodio,
ser rica en minerales, vitaminas, acido linoleico y contener 18 a 20 % de proteinas de alto
valor biolégico (Camacho, 2013; Barrios, 2020). Segtn Carrasco (2021), la produccién
porcina peruana alcanz6 un volumen de 231,000 toneladas en el 2019, representando un
aumento de 47.1% y 5% en comparacién con las producciones del 2011 y 2018,
respectivamente. Ademads, afirma que la tendencia al aumento en la produccién estd
asociada a la mayor demanda interna de carne de cerdo. El autor también informa un
aumento en el consumo de carne de cerdo per cdpita a nivel nacional, alcanzando los 8.5
kg/persona/afio para el 2019, 10.4% mas que el 2018 y 165.6% en comparacion con el
afio 2011. Para agosto del 2022, la actividad en el sector pecuario se vio incrementada
gracias, en parte, al aumento de los volimenes de carne de cerdo generados en la
produccién porcina (2.35%), siendo Lima uno de los principales departamentos donde se

produce esta carne (INEI, 2022).

Segun célculos de la Asociacion Peruana de Porcicultores (APP), existen 600,000
porcicultores en el Pert divididos en tres sistemas de crianza: rural o autoconsumo (20%
de la produccién anual), semi-intensivo (5% de la produccién anual) e intensivo (75% de
la produccién anual). Datos de la FAO (2000) sugieren criar a los cerdos hasta alcanzar
un peso aproximado entre 50 a 100 kg de peso vivo, lo cual se logra en un tiempo
promedio de 6 meses; sin embargo, estos datos varian por pais y segun las exigencias del
mercado. El lechén suele ser destetado a las 3 o 4 semanas de vida (Agroproyectos, 2017),
siendo posible destetar a los lechones antes de los 21 dias, sin embargo, a esa edad son

mads susceptibles a enfermedades si no se tiene el manejo adecuado (German et al., 2005).

La tecnificacion de la industria porcina ha permitido mejorar la calidad de la carne
de cerdo; sin embargo, las producciones de tipo intensiva ain se ven grandemente
afectadas por la presentacion de enfermedades que repercuten negativamente en la
economia del productor. Figueroa (2016) reconoce la necesidad de identificar a los
agentes etioldgicos de las enfermedades para dar tratamiento a los animales y aplicar

medidas de prevencion efectivas.



Son varios los agentes aislados de cerdos enfermos, uno de ellos es Escherichia
coli, descrita por la OMS (2018) como una enterobacteria que forma parte de la
microbiota intestinal normal de humanos y animales de sangre caliente. En general, es
considerada no patdgena; sin embargo algunas cepas presentan factores de virulencia que
les otorgan un caricter patdgeno (Moredo, 2012). Si bien las cepas de E. coli productora
de toxina Shiga 2e no generan enfermedad en los humanos, en la industria porcina son de
vital relevancia por ser causantes de la EE y generar importantes pérdidas econémicas,
ya que se presenta principalmente tras el destete de los lechones registrando mortalidades
de aproximadamente el 90% de los cerdos infectados (Moredo, 2012; Colello et al.,

2016).

Actualmente son escasas las estrategias de prevencion de la enfermedad y la etapa
de control se complica debido a la poca efectividad del tratamiento antibiético en lechones
que presentan signos clinicos; otro problema es la resistencia antimicrobiana, debido a
que se registran altos niveles de resistencia de estas cepas a diversos farmacos (Fratamico
et al., 2008). Moredo et al. (2012) reconocen la necesidad de aportar informacién sobre
los patotipos de E. coli asociados a la EE, ello con la finalidad de implementar medidas
preventivas en la produccidn porcina, por ejemplo, a través del desarrollo de vacunas que
tras ser inoculadas en los cerdos generen anticuerpos contra los factores de virulencia de

las cepas de E. coli productoras de Stx2e causantes de la EE.



III. MATERIALES Y METODOS
3.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente estudio se llevo a cabo en la seccion de Bacteriologia y Micologia del
Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de

la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (FMV-UNMSM).
3.2. DESCRIPCION DEL MATERIAL EXPERIMENTAL
3.2.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.2.1.1. Muestras

Para el presente estudio de tipo descriptivo y corte transversal se emplearon 186
aislados de E. coli provenientes de cerdos sin diarrea, los cuales fueron obtenidos a partir
de un muestreo aleatorio realizado en un estudio previo durante los meses de octubre a

diciembre del afio 2019 (Anexo 1).

El tamafio de muestra (n=186) fue determinado a partir de la férmula para
poblaciones desconocidas (Dohoo et al., 2003) con un nivel de confianza del 95%
(z=1.96), precision de 0.018% y una prevalencia minima esperada de 1.6% (Baldo et al.,

2020).



_ Ina
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Donde:

n: tamafno de la muestra
a: error de tipo I = 1-NC (nivel de confianza)

p: prevalencia minima esperada

La toma de muestra se realiz6 mediante hisopado rectal individual a lechones de
0 a 50 dias de edad procedentes de 4 granjas tecnificadas de la region Lima. Las muestras

fueron conservadas en medio Cary Blair y transportadas al laboratorio.

3.2.1.2. Controles

Se hizo uso de dos controles positivos, identificados con los codigos PSA y P2A,
para monitoreo de los resultados positivos para los genes stx2e y f18, respectivamente.
Ambos controles fueron obtenidos de otros aislados de E. coli almacenados en la seccién
de Bacteriologia y Micologia del Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la
FMV de la UNMSM. Mientras que para el control negativo se utiliz6 la cepa ATCC
25922 (Escherichia coli).

3.2.2. MATERIALES Y EQUIPOS PARA EXTRACCION DE ADN

3.2.2.1. Materiales

e Aislados de Escherichia coli

e Tryptic Soy Agar

® Mac Conkey Agar

e (Caldo Luria-Bertani

e Kit de purificacién de ADN (GeneJET" Genomic DNA
Purification, Thermo Scientific)

e Ansa bacterioldgica

e Viales estériles

e Tubos de microcentrifuga

e Mascarillas descartables

e (QGuantes de nitrilo



3.2.2.2. Equipos

e (Cabina de flujo laminar

e Microcentrifuga (Thermo Scientific)
e Estufa (Precision Thelco)

e Vortex (IsoLab)

e Termomezclador

e Micropipetas (10 ul, 100 ul y 1000 pl)
e Congeladora (-20°C)

3.2.3. MATERIALES Y EQUIPOS PARA PCR

3.2.3.1. Materiales

o DreamTaq Buffer (MgCl; incluido)

e Nucledtidos (ANTPs)

e DreamTaq DNA polymerase

e (Cebadores o primers (stx2e 'y f18)

e Agua ultrapura

e ADN extraido de los aislados de E. coli

e Controles positivos (cepa PSA y cepa P2A)
e Control negativo (cepa ATCC 25922)

e Tips libres de ADN/ARN (10 pl, 200 pul y 1000 pl)
e Viales estériles (200 pl, 500 pl y 1500 pl)
e Alcohol

e Gradillas

e Tacho

e Rack congelado

e Mascarillas descartables

e (Quantes de nitrilo
3.2.3.2. Equipos

e C(Cabina de flujo laminar (DNA/RNA UV Cleaner Box-
Biosan)

e Congeladora (-20°C)



Refrigeradora (4°C)
Micropipetas (10 ul, 100 pl y 1000 ul)
Vortex (IsoLab)

Termociclador (Biometra Tone - Analytik Jena)

3.2.4. MATERIALES Y EQUIPOS PARA ELECTROFORESIS

3.2.4.1. Materiales

Productos obtenidos de la PCR
Solucién tampdn (Buffer TBE)
Agarosa en polvo (Agarose, Type I)
Marcador de peso molecular (100bp)
Blue/Orange 6X Loading Dye
Diamont™ Nucleic Acid Dye
Safe-Green™

Tips libres de ADN/ARN (10 pl)
Cinta parafilm

Contenedor rojo de reciclaje para residuos
Mascarillas descartables

Guantes de nitrilo

3.2.4.2. Equipos

Micropipetas (10 pl)
Equipo de electroforesis (cdmara, maquina de voltaje,

transiluminador, cables, etc.)

3.3. DESCRIPCION DEL DISENO EXPERIMENTAL

3.3.1. EXTRACCION DE ADN

Los aislados de E. coli fueron reactivados tras su inoculacién en Tryptic Soy

Agar (TSA, por sus siglas en inglés) y Mac Conkey Agar (MC, por sus siglas en inglés),

siendo incubados a 37°C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo, del crecimiento se

seleccionaron un par de colonias y se inocularon en viales de 2 ml con 1.5 ml de caldo

Luria-Bertani (LB), para luego incubarlos a 37°C por 24 horas, tras lo cual se visualiza



cierta turbidez que indica crecimiento bacteriano. Finalmente, se siguieron las
instrucciones del kit de purificacién de ADN (GeneJET" Genomic DNA Purification,

Thermo Scientific) explicadas en el Anexo 2.
3.3.2. DETECCION DE LOS GENES stx2e¢ Y fI8 MEDIANTE PCR

La deteccion de los genes stx2e y f18 se realiz6 mediante la prueba molecular
denominada Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) de tipo convencional, por
separado para cada gen, usando como templado el ADN obtenido en el paso previo. En
el estudio se utilizaron los cebadores o primers especificos para los genes analizados,

cuyas secuencias son detalladas en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Secuencia de primers para los genes stx2e y f18

Primer o Secuencia 5> — 3’ Producto Referencia
cebador
Stx2e AAT AGT ATA CGG ACA GCG AT
forward
733 pb
Stx2e TCT GAC ATT CTG GTT GAC GC
reverse Boerlin
etal.,
F18 TGG TAA CGT ATC AGC AAC TA 2005
forward
313 pb
F18
ACT TAC AGT GCT ATT CGA CG
reverse

Para amplificar cada fragmento de ADN mediante PCR, se estandarizé un

protocolo basado en lo establecido por Boerlin et al. (2005) y Casey y Bosworth (2009).

3.3.2.1. PCR convencional para el gen stx2e

El protocolo se estandarizé con 20 ul de volumen final, incluyendo 19 pl de
Master Mix y 1 ul de ADN. La concentracion final del Master Mix consistio en 1X de
DreamTaq Buffer (conteniendo 2 mM de MgClz), 0.2 mM de dNTPs, 0.15 uM de cada
cebador (forward y reverse), 0.2 ul de DreamTaq DNA polymerase y la diferencia para

llegar al volumen final se complet6 con agua ultrapura. Para calcular el volumen total en



ul se consideraron, adicionales a las muestras a evaluar, un control positivo (cepa P5A),

un control negativo (cepa ATCC 25922) y un control blanco (agua ultrapura).

Las condiciones del termociclado fueron una desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 15 minutos; seguido por 35 ciclos, en cada ciclo se consider6 95°C de
desnaturalizacién por 1 minuto, 55°C de hibridacién por 1 minuto y 72°C para la

elongacién por 1 minuto; con una elongacion final de 72°C por 10 minutos.
3.3.2.2. PCR convencional para el gen f18

El protocolo se estandarizdé con 20 pl de volumen final, incluyendo 19 pl de
Master Mix y 1 pl de ADN. La concentracion final del Master Mix consistié en 1X de
DreamTaq Buffer (conteniendo 2 mM de MgCl,), 0.2 mM de dNTPs, 0.15 uM de cada
cebador (forward y reverse), 0.2 pl de DreamTaq DNA polymerase y la diferencia para
llegar al volumen final se complet6é con agua ultrapura. Para calcular el volumen total en
pl se consideraron, adicionales a las muestras a evaluar, un control positivo (cepa P2A),

un control negativo (cepa ATCC 25922) y un control blanco (agua ultrapura).

Las condiciones del termociclado fueron una desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 15 minutos; seguido por 30 ciclos, en cada ciclo se consideré 95°C de
desnaturalizacion por 45 segundos, 55°C de hibridacion por 45 segundos y 72°C para la

elongacion por 45 segundos; con una elongacion final de 72°C por 10 minutos.
3.3.3. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Para ambos casos, se preparé el gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE al 0.5X y

las condiciones de la electroforesis fueron de 90 voltios, 90 amperios y 90 minutos.

Para el gen stx2e, los amplicones obtenidos del PCR fueron tefiidos usando 1 pl
de Blue/Orange 6X Loading Dye por cada 5 pl de producto amplificado. Los mismos
fueron colocados en el gel y se sometieron a electroforesis bajo la condicidén
anteriormente descrita. Asimismo, se utiliz6 el marcador de peso molecular 100bp Opti-
DNA Marker para corroborar el tamafio de pares de bases. Transcurrido el tiempo, el gel
fue totalmente sumergido durante 20 minutos en una solucién de buffer TBE al 0.5X con
Diamont™ Nucleic Acid Dye a 1X. Finalmente, el tamafio de las bandas se visualizo

haciendo uso de un transiluminador de luz azul.



Para el gen f18, los amplicones obtenidos del PCR fueron tefiidos usando 1 pl de
buffer de carga Safe-Green™ por cada 5 pl de producto amplificado. Los mismos fueron
colocados en el gel y se sometieron a electroforesis bajo la condicién anteriormente
descrita. Asimismo, se utiliz6 el marcador de peso molecular 100bp Plus Opti-DNA
Marker para corroborar el tamafio de pares de bases. Finalmente, el tamafio de las bandas

se visualiz6 haciendo uso de un transiluminador de luz azul.



IV.  RESULTADOS

El objetivo del estudio fue evaluar si los genes stx2e y f18 estidn presentes 0 no en
aislados de E. coli provenientes de cerdos sin diarrea de 0 a 50 dias de edad procedentes
de 4 granjas tecnificadas de la region Lima, los cuales fueron obtenidos a partir de
muestreos por hisopado rectal individual realizado en otro estudio durante los meses de
octubre a diciembre del afio 2019. Para lo cual se reactivaron los 186 aislados, para luego
extraer y purificar el ADN de cada muestra, y analizarlo mediante la prueba molecular
PCR convencional. Para, finalmente, analizar e interpretar los resultados mediante la

técnica de electroforesis (Figura 4 y 5).

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de la amplificacién del gen stx2e.

Descripcion: carril M: Marcador de peso molecular de 100 pb; carril B: control
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blanco; carril P: control positivo (cepa P5A); carril 1: control negativo (cepa ATCC

25922); carril 2: muestra negativa (EC-405); carril 3: muestra negativa (EC-406).
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de la amplificacién del gen f18.
Descripcion: carril M: Marcador de peso molecular de 100 pb; carril B: control
blanco; carril P: control positivo (cepa P2A); carril 1: control negativo (cepa ATCC

25922); carril 2: muestra negativa (EC-405); carril 3: muestra negativa (EC-406).

De los 186 aislados de E. coli procedentes de cerdos sin diarrea, muestreados en
el afio 2019, almacenados en el cepario de la seccion de Bacteriologia y Micologia del
Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la FMV-UNMSM, no se detectd
producto de PCR para los genes stx2e ni fI8 en ninguna de las muestras procesadas,

resultando una frecuencia del 0% (0/186).

Las 186 muestras provienen de 4 granjas tecnificadas ubicadas en la regién Lima,
las cuales tienen sospecha de antecedentes no registrados de EE. Las granjas incluidas en
el estudio manejaban o un sistema de crianza intensivo 0 uno semi intensivo, utilizaban
alimento formulado propio o adquirido de otras empresas. Todas las muestras fueron
obtenidas mediante hisopado rectal individual y los animales muestreados fueron elegidos
al azar. El 28.5%, 16.13%, 24.73% y 30.65% de los cerdos provenian de las granjas 1, 2,

3 y 4, respectivamente. Las edades de los animales no superaban los 50 dias de vida.



V. DISCUSION

Este es el primer estudio llevado a cabo en Peru con el fin de evaluar si los genes
stx2e y fI18 estdn o no presentes en aislados de Escherichia coli (E. coli) provenientes de
cerdos sin diarrea procedentes de granjas porcinas de la regién Lima, las cuales tienen
antecedentes sugerentes de la enfermedad de los edemas (EE). En otros paises, diversos
autores han identificado genes caracteristicos de STEC, incluyendo s#x2e o fI8, tanto en
animales con signos clinicos asociado a la EE, como en animales aparentemente sanos
(Parma et al., 2000; Souza et al., 2001; Cheng et al., 2006; Vu-Khac et al., 2007; Moredo
et al., 2012; Meng et al., 2014; Baldo et al., 2020) por la importancia epidemioldgica de

la enfermedad.

En el presente estudio se procesaron 186 muestras, de las cuales no se detectd
producto de PCR en ninguno de los genes evaluados (0/186; 0%). Meng et al. (2014), en
China, demostraron que la prevalencia de STEC en cerdos sanos es casi 2.5 y 4.4 veces
mds alta en muestras obtenidas del colon que de heces y del intestino delgado,
respectivamente. Para este trabajo la metodologia de muestreo empleado fue el hisopado
rectal, por lo que el sitio anatémico de donde se tom6 la muestra podria haber influido en

los resultados negativos obtenidos.

Similar resultado obtuvieron Parma et al. (2000), en Argentina, tras evaluar por
primera vez la presencia de stx2e en animales sanos sin detectar la amplificacion del gen

ni en aislados de E. coli de lechones sin diarrea (0/19; 0%) ni de sus madres (0/20; 0%),



estos resultados similares podrian explicarse por la edad, la cual en este grupo etario son
menos susceptibles o los casos son menos reportados, como en los lechones, los cuales
atn no son destetados (Fairbrother, 2023). De igual manera, Moredo (2012) tampoco

detect6 al gen en lechones de 21 + 3 dias de vida, pero si en los grupos de mayor edad

(69/986; 7%).

Vu-Khac et al. (2007), en Eslovaquia, encontraron una prevalencia de 4% (9/220)
para el gen stx2e, mientras que para el gen f18 fue de 9% (20/220), ambos en cerdos con
menos de 14 dias de vida, pero con diarrea. Si bien, el grupo etario de animales es el
mismo que se evalud en el presente estudio, estos hallazgos explicarian que, si bien la
edad es un factor crucial para la manifestacion baja o nula de la EE, existen casos en los
que si pueden detectarse los genes vinculados a la enfermedad atin en lechones lactantes,
siendo la diarrea un signo asociado a esta presentacion. Ademads, esta probabilidad es
menor si se trata de aislados recuperados de lechones no destetados sanos, ya que en el
mismo estudio de Vu-Khac y colaborares no hallaron casos positivos ni stx2e ni 18 (0%)
en animales aparentemente sanos como los animales muestreados en este estudio. Por
tanto, la edad resulta ser un factor crucial, ya que los lechones que se encuentran en la
etapa post destete, no sélo son mds susceptibles por el estrés que sufren al cambio de
alimento (German et al., 2005), sino también porque la expresion de receptores para F18
aumenta después de las tres semanas de vida, edad a la que suelen ser destetados los
lechones (Fairbrother, 2023). Este concepto podria explicar en parte los hallazgos
negativos, ya que, si no hay expresion suficiente de receptores para la bacteria, esta no se
adhiere al epitelio intestinal, por lo que no prolifera ni libera toxinas (Stx2e) en gran

cantidad, y la posibilidad de detectar al gen o que se manifieste la enfermedad disminuye.

Baldo et al. (2020), en Italia, evaluaron 171 porcinos sanos (29 lechones
destetados y 142 en engorde), detectando al gen stx2e en 3 de ellos (1.75%), también
evaluaron la presencia de f18 en los aislados positivos para stx2e, pero no obtuvieron
resultados positivos (0/3; 0%). Asi, la probabilidad de encontrar animales positivos a f18
es menor que la frecuencia de stx2e, pues puede haber cepas Stx2e-STEC que posean el
gen stx2e pero que sean f18 negativas atn en casos con diagndstico presuntivo de EE
(Cheng et al., 2005; Barth et al., 2007; Martineau et al., 2018), pudiendo estar

involucrados otros factores de virulencia menos descritos (Martineau et al., 2018). En el



presente estudio al no detectarse el gen stx2e, la probabilidad de deteccion de f18 se redujo

significamente, siendo otro factor que podria explicar la ausencia de casos positivos a f18.

Una posible limitacion de este estudio fue la falta de acceso de primera mano a la
informacién (manejo, alimentacién, estatus sanitario, entre otros) de las granjas
tecnificadas, lo que restringe la comparacion y total comprension de los resultados. Sin
embargo, como se mencioné parrafos antes, la condicion de salud, edad de los animales,
cantidad de aislados, método de muestreo o técnica de diagndstico son factores a
considerar que pueden influir en la deteccién de los genes que producen la EE. Asimismo,
Moredo (2012) sugiere que en el caso de hallar amplificaciones de genes de virulencia en
aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea, puede que dichos genes no se
encuentren expresados o dicha expresion sea leve, por lo que no desencadenan la
enfermedad. Cabe resaltar que el hecho de no detectar la presencia de los genes stx2e y
f18 en los aislados de E. coli procedentes de cerdos aparentemente sanos en el presente
estudio, no determina que estas cepas no sean patdgenas, ya que no se han evaluado genes
asociados a otros patotipos diarreogénicos, como son las enteropatogénicas (EPEC) y
enterotoxigénicas (ETEC), por lo que no se puede asumir completamente que sean

aislados comensales.

Es importante resaltar que ante la creciente preocupacién por la resistencia
antimicrobiana de cepas STEC (Mesonero et al., 2021; Yang et al., 2021), se hace
importante la continua evaluacion epidemioldgica en diversas granjas tecnificadas en
todo el mundo, reconocer aspectos de virulencia a nivel molecular para desarrollar
alternativas de inmunizaciones mas especificos con el fin de prevenir la enfermedad en
lugar de tratar a los animales con antibiéticos (Mesonero et al., 2021; Correa et al., 2022).
Dichas opciones atn no son viables en nuestro medio ante la falta de estudios que
corroboren la presencia del agente, el cual puede repercutir negativamente en la

produccién porcina.



VI. CONCLUSION

No se encontraron positivos con un nivel de deteccion limite de 1.6%;, a los genes
stx2e ni f18 en aislados de E. coli provenientes de cerdos sin diarrea de 0 a 50 dias de

edad procedentes de granjas tecnificadas de la regiéon Lima.



VIl.  RECOMENDACIONES

Considerando que los aislados de E. coli provenian de lechones sin diarrea de
menos de 50 dias de vida, se sugiere replicar el estudio también en cerdos de otras edades
estratificindolos por rangos. Asimismo, realizar el estudio con una poblaciéon mayor
disminuyendo la prevalencia limite a detectar, para definir un mejor panorama sobre la

situacion de la enfermedad de los edemas en la porcicultura del pais.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1. Lista de cada aislado de E. coli con edad del animal muestreado y lugar de

procedencia.
CODIGO |EDAD (DiAS)| GRANJA 1 | GRANJA 2 | GRANJA 3 | GRANJA 4
EC-196 17 X
EC-197 17 X
EC-198 15 X
EC-199 11 X
EC-200 11 X
EC-201 13 X
EC-202 13 X
EC-203 13 X
EC-204 11 X
EC-205 11 X
EC-206 10 X
EC-207 10 X
EC-208 10 X
EC-209 5 X
EC-210 5 X
EC-213 25 X
EC-214 25 X
EC-215 50 X
EC-216 50 X
EC-217 50 X
EC-218 25 X
EC-219 25 X
EC-220 25 X
EC-221 25 X
EC-222 25 X
EC-223 25 X
EC-224 25 X




EC-225 25 X
EC-226 25 X
EC-227 25 X
EC-228 25 X
EC-229 25 X
EC-230 25 X
EC-231 25 X
EC-232 25 X
EC-233 25 X
EC-234 22 X
EC-235 25 X
EC-236 25 X
EC-237 25 X
EC-238 22 X
EC-239 25 X
EC-240 25 X
EC-241 22 X
EC-242 22 X
EC-243 25 X
EC-244 25 X
EC-245 25 X
EC-246 25 X
EC-247 22 X
EC-248 22 X
EC-249 19 X
EC-250 19 X
EC-251 17 X
EC-252 17 X
EC-253 17 X
EC-254 17 X
EC-255 17 X
EC-256 17 X
EC-257 15 X




EC-258 15 X
EC-259 15 X
EC-260 13 X
EC-261 13 X
EC-262 13 X
EC-263 13 X
EC-264 10 X
EC-265 10 X
EC-266 7 X
EC-267 10 X
EC-268 7 X
EC-269 7 X
EC-270 7 X
EC-271 5 X
EC-272 7 X
EC-273 5 X
EC-274 5 X
EC-275 S/D! X
EC-276 5 X
EC-277 2 X
EC-278 2 X
EC-279 2 X
EC-280 1 X
EC-281 14 X
EC-282 1 X
EC-283 21 X
EC-284 3 X
EC-285 14 X
EC-286 17 X
EC-287 18 X
EC-288 19 X
EC-289 19 X
EC-290 3 X




EC-291 3 X
EC-292 4 X
EC-293 4 X
EC-294 4 X
EC-295 6 X
EC-296 6 X
EC-297 1 X
EC-298 1 X
EC-299 23 X
EC-300 23 X
EC-301 23 X
EC-302 23 X
EC-303 23 X
EC-304 24 X
EC-305 19 X
EC-306 19 X
EC-307 10 X
EC-308 10 X
EC-309 10 X
EC-310 10 X
EC-311 13 X
EC-312 13 X
EC-313 13 X
EC-314 13 X
EC-315 1 X
EC-316 3 X
EC-317 3 X
EC-318 3 X
EC-319 3 X
EC-320 3 X
EC-321 6 X
EC-322 7 X
EC-323 7 X
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EC-380 11 X
EC-381 11 X
EC-382 12 X
EC-383 12 X
EC-384 12 X
EC-385 13 X
EC-386 13 X
EC-387 14 X
EC-388 14 X
EC-389 14 X
EC-390 15 X
EC-391 15 X
EC-392 15 X
EC-393 15 X
EC-394 15 X
EC-395 15 X
EC-396 13 X
EC-397 13 X
EC-398 13 X
EC-399 13 X
EC-400 13 X
EC-401 13 X
EC-402 12 X
EC-403 12 X
EC-404 12 X
EC-405 12 X
EC-406 12 X

I'S/D: sin datos




ANEXO 2. Procedimiento para la Purificacion de ADN Gendmico de bacterias Gram

negativas.

1. Cultivar maximo 2x10° células bacterianas en un tubo de microcentrifuga de 1.5 o
2 ml para centrifugarlo durante 10 min a 5000 x g. Desechar el sobrenadante.

2. Poner de nuevo en suspension el sedimento en 180 pl de Solucidon de Digestion.
Adicionar 20 pl de Proteinasa K. Mezclar hasta disolver uniformemente, usar un
vortex o pipetear.

3. Incubar a 56°C mientras se agita ocasionalmente, usar un termomezclador hasta
que las células estén completamente lisadas (30 minutos en promedio).

4. Afadir 20 pl de Solucion de ARNasa A, mezclar usando un vortex e incubar
durante 10 minutos a temperatura ambiental.

5. Agregar 200 pl de Solucion de Lisis. Agitar en un vortex alrededor de 15 segundos
hasta mezclar homogéneamente.

6. Incorporar 400 pl de etanol (al 50%) y mezclar pipeteando o agitar en un vortex.

7. Trasladar el lisado preparado a una Columna de Purificaciéon de ADN Gendémico
GenJET inserto en un tubo de recoleccion. Centrifugar la columna durante 1 minuto
a 6000 x g. Desechar el tubo recolector que tiene la solucion de flujo continuo.
Colocar la Columna de Purificacién de ADN Genémico GenJET en un nuevo tubo
de recoleccion de 2 ml.

8. Aumentar 500 ul de Tampon de lavado I (incluido etanol). Centrifugar durante 1
minuto a 8000 x g. Eliminar el flujo continuo y colocar nuevamente la Columna de
Purificacién en el tubo de recoleccion.

9. Sumar 500 pl del Tampdén de lavado II (incluido etanol) en la Columna de
Purificacion de ADN Genomico GenJET. Centrifugar durante 3 minutos a maxima
velocidad (>12000 x g). Vaciar el contenido del tubo de recoleccion y volver a
centrifugar por 1 minuto. Desechar el tubo recolector que tiene la solucion de flujo
continuo. Trasferir la Columna de Purificacion de ADN Gendémico GenJET a un
tubo de microcentrifuga estéril de 1.5 ml.

10. Anadir 200 pl de Tampon de Elucion al centro de la membrana de la Columna de
Purificacion de ADN Gendémico GenJET para eluir el ADN gendémico. Incubar
durante 2 minutos a temperatura ambiental y centrifugar (1 minuto a 8000 x g).

11. Desechar la Columna de Purificacion. Usar el ADN purificado inmediatamente en
aplicaciones posteriores o almacenar a -20°C.




