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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue caracterizar mediante PCR 47 aislamientos de Escherichia coli recuperados de 32 cerdos
con diagnéstico clinico de diarrea posdestete (DPD) y de 3 cerdos con enfermedad de los edemas (ED). Sobre 44
aislamientos provenientes de cerdos con DPD, 42 (95,5 %) fueron caracterizados como E. coli enterotoxigénicos
(ETEC) y 2 (4,5 %) como E. coli productores de toxina Shiga (STEC). Catorce aislamientos de ETEC (33,3 %)
fueron positivos para los genes estl/estll/fedA. El genotipo mas complejo fue eltA/estll/eastl/faeG/aidA. Los
aislamientos provenientes de cerdos con ED se clasificaron como STEC porcinos y fueron portadores de stx, /aidA.
Once aislamientos (25 %) fueron portadores del gen que codifica la expresién de la adhesina AIDA-I. Sin embargo,
en ningun aislamiento se detectaron los genes que codifican la expresién de las adhesinas F5, F6, F41, de intimina
y de “Paa”. La prevencién de la DPD y de la ED podria realizarse mediante el desarrollo de vacunas que generen
anticuerpos contra las adhesinas de las cepas de E. coli prevalentes en la Argentina.
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ABSTRACT

Genotypic characterization of toxigenic Escherichia coli isolated from pigs with postweaning diarrhea
(PWD) and edema disease (ED). The purpose of this work was to characterize 47 Escherichia coli strains isolated
from 32 pigs diagnosed with postweaning diarrhea and tree pigs with edema disease by PCR. Forty two (95.5 %)
of the strains isolated from diarrheic pigs were characterized as enterotoxigenic E. coli (ETEC) and 2 (4.5 %) as Shiga
toxin-producing E. coli (STEC). Fourteen (33.3 %) ETEC strains were positive for est/estll/fedA genes. The most
complex genotype was eltA/estl/faeG/aidA. Strains isolated from pigs with ED were classified as porcine STEC
and were stx, /aidA carriers. Eleven (25 %) strains carried the gene encoding adhesin protein AIDA-I. However,
genes coding for F5, F6, F41, intimin and Paa were not detected. The development of vaccines generating antibodies
against prevalent E. coli adhesins in Argentina could be useful for the prevention of PWD and ED.
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La diarrea posdestete (DPD) es una entidad de
distribucion mundial en granjas de cerdos en confina-
miento (5). Sumado a factores ambientales, sociales
y nutricionales (5), en la DPD actua como agente
desencadenante Escherichia coli enterotoxigénico
(ETEC), aunque también pueden estar involucradas
cepas de E. coli productoras de toxina Shiga (STEC)
(10).

Los microorganismos del grupo ETEC se
caracterizan por la produccion de adhesinas fimbriales
y enterotoxinas. Estas Ultimas se clasifican en
termolabil (LT) y termoestables (STa, STb y EAST1)
(5). En la DPD, estos agentes colonizan el intestino
delgado de los lechones en las primeras horas poste-
riores al destete, adhiriéndose a las microvellosidades

de los enterocitos a través de alguno de sus factores
fimbriales, particularmente F4 y F18 (3, 5).

El grupo STEC comprende cepas de E. coli
positivas para el factor de adhesién F18, las cuales
producen una variante de toxina Shiga, la Stx2e, que
se asocia a la enfermedad de los edemas (ED) (10).
La Stx2e producida en el intestino delgado se absorbe
y se une a su receptor glicolipidico (Gb4) que se
encuentra localizado sobre las células endoteliales,
esto produce angiopatia degenerativa con aumento
de la permeabilidad capilar y la presencia de edema
en el meso, el estémago, el subcutis y el encéfalo; en
este ultimo caso se observan desdrdenes neuroldgicos
(11).

Recientemente se describié la presencia de un
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nuevo subgrupo de ETEC aislados de cerdos con DPD
o ED, negativos a factores de colonizacién fimbriales,
pero que expresan una adhesina no fimbrial relacionada
con la adherencia difusa, la AIDA-1 (10). La AIDA-I puede
expresarse como unica adhesina o conjuntamente con
F18 (5, 7). Leclerc et al. (7) observaron la aparicién de
nuevos factores de virulencia en cepas ETEC, como
el denominado Paa (porcine attaching and effacing
associated), originalmente asociado a cepas de E. coli
enteropatégenas porcinas (PEPEC).

En la Argentina, la informacién sobre los patotipos
y genotipos asociados a DPD y ED es escasa. Si bien
se cuenta con datos acerca de la frecuencia de las
toxinas LT, STa, STb y Stx2e (9, 13) no se dispone
de informacién acerca de factores de colonizacion,
especialmente los no fimbriales. El objetivo del trabajo
fue realizar la caracterizacion genotipica de aislamientos
de E. coli recuperados de cerdos con diagnéstico
clinico y anatomopatoldégico de DPD o ED.

Durante los meses de febrero y marzo de 2010 y
febrero de 2011, se obtuvieron 47 aislamientos de E.
coli toxigénicos a partir de 32 cerdos de la categoria
posdestete (21 a 42 dias de vida) con signologia clinica
caracteristica de DPD, y de 3 cerdos con diagnéstico
clinico de ED. Los cerdos pertenecian a siete granjas
de produccion porcina en confinamiento, localizadas
en las provincias de Buenos Aires, Santa Fe y Cérdoba.
Por cada granja se analizaron entre 3y 9 cerdos (Tabla
2). El aislamiento y la caracterizacion fenotipica se
realizaron utilizando la metodologia previamente descrita
(9). Se seleccionaron entre 5y 10 colonias caracteristicas
de E. coli con diferente perfil fenotipico, por cada
animal. En las muestras de los 35 cerdos se identifico
al menos un genotipo de E. coli toxigénico. Para la
caracterizacion genotipica de ETEC y STEC, se utilizd
PCR entiempofinal (1, 2, 6, 10). Del total de aislamientos
analizados, 44 se obtuvieron a partir de animales
con DPD y 3 de ejemplares con ED. Se utiliz6 como
ADN templado una colonia de cada aislamiento en
estudio, lisada durante 15 minutos a 100 °C en 150 pl
de buffer Tris-EDTA/Tritdn. En la Tabla 1 se describen los
genes analizados, las secuencias de oligonucleétidos
utilizados y el tamano de los fragmentos amplificados.
Se utilizaron como cepas de referencia E. coli 7805
(eltA/estl/estll/faeG/eastl), E. coli 81-603 A (fasA),
E. coli 1073 B44 (fanC/F41), E. coli 88-1199 (fedA),
E. coli LS77-1 | (stx,,) y E. coli EDL933 (eae/paa).

De los 44 aislamientos provenientes de cerdos con
DPD, 42 (95,5 %) se clasificaron como ETEC y 2
(4,5 %) como STEC porcinos, estos ultimos presentaron
como unico gen marcador de virulencia stx,_. Catorce
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aislamientos ETEC (33,3 %) fueron positivos para los
genes que codifican STa/STb/F18. Esta combinacion
se observé en tres de las siete granjas estudiadas (Buenos
Aires, Cordoba, Santa Fe). Siete aislamientos ETEC
(16,6 %) fueron positivos para la combinacién de genes
que codifican STa/STh.

El genotipo mas complejo fue
eltA/estll/eastl/faeG/aidA (N = 1), seguido por
eltAlestll/eastl/faeG (N = 1),
estl/estll/fedA/aidA (N = 5),
eltA/estl/estll/eastl (N = 1),
eltAlestll/eastl (N = 1),
eastl/aidA (N = 7).

El gen que codifica la enterotoxina enteroagregativa
termoestable 1 (EAST1) se detecté en 16 cepas
ETEC (36,4 %), pero solo en 7 fue este el Unico
marcador de virulencia. Las 3 cepas aisladas a partir
de cerdos con ED se clasificaron como STEC porcinos
y presentaron la combinacion de genes stx, /aidA.

Entre los genes que codifican la expresion de
adhesinas, el mas frecuente fue el que codifica la
expresidon de la adhesina fimbrial F18 (40,4 %),
seguido por el gen que codifica F4 (4,2 %). Todos los
aislamientos estudiados fueron negativos al investigar
los genes que codifican las fimbrias F5, F6, F41 y las
adhesinas afimbriales intimina y Paa. En la Tabla 2 se
presentan los diferentes genotipos encontrados en
cada granja.

Estos resultados coincidieron con lo encontrado
en EE.UU. asociados a animales con DPD (14). Al
igual que en el presente trabajo, Matiuzzi et al. (8)
hallaron un mayor porcentaje de cepas aisladas de
animales con DPD portadoras del gen que codifica
las toxinas STb (68,1 %), seguido por el gen que
codifica STa (61,4 %). En un estudio previo realizado
en la Argentina, se detect6 estl solo en el 21,3 % de
los aislamientos (13). En el presente trabajo se
detectd el gen eltA (toxina LT) en el 9 % de los
aislamientos analizados, un porcentaje menor que el
descrito en otros estudios (8, 13).

En este trabajo fue posible identificar el gen que
codifica la expresion de la adhesina AIDA-I en 11 de
los 44 aislamientos provenientes de animales con
DPD (25 %) y en 3 aislamientos recuperados de
animales con ED. En este ultimo caso, se lo detectd
como unico factor de colonizacion. Niewerth et al.
(11) demostraron la importancia de esta adhesina no
fimbrial en asociacién con F18 y Stx2e en la
patogénesis de la DPD y de la ED. Respecto de la
produccion de la EAST1, se observé la presencia
del gen que la codifica en diferentes combinaciones
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Tabla 1. Genes analizados y secuencias de los oligonucleétidos cebadores utilizados para la caracterizacion de los aislamientos
ETEC y STEC recuperados de cerdos con DPD y ED

Tamafo del fragmento

Gen Nombre Secuencia (5°-3") amplificado (pb) Referencia
faeG F4-Fw GGTGATTTCAATGGTTCG 764 2
F4-Rv ATTGCTACGTTCAGCGGAGCG
fanC F5-Fw TGGGACTACCAATGCTTCTG 450 2
F5-Rv TATCCACCATTAGACGGAGC
fasA F6-Fw TCTGCTCTTAAAGCTACTGG 333 2
F6-Rw AACTCCACCGTTTGTATCAG
fedA F18-Fw GTGAAAAGACTAGTTTATTTC 510 2
F18-Rv CTTGTAAGTAACCGCGTAAGC
F41 F41-Fw GAGGGACTTTCATCTTTTAG 431 2
F41-Rv AGTCCATTCCATTTATAGGC
paa Paa-Fw ATGAGGAAACATAATGGCAGG 350 2
Paa-Rv TCTGGTCAGGTCGTCAATAC
aidA AIDA-I-F ACAGTATCATATGGAGCCA 585 10
AIDA-I-R TGTGCGCCAGAACTATTA
eae EAE-Fw CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 864 6
EAE-Rv CCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG
eltA LTA-1 GGCGACAGATTATACCGTGC 696 2
LTA-2 CCGAATTCTGTTATATATGTC
estl STa1 TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 166 2
STa2 ACAGGCAGGATTACAACAAAG
estll STb1 ATCGCATTTCTTCTTGCATC 172 2
STbh2 GGGCGCCAAAGCATGCTCC
eastl East11a CCATCAACACAGTATATCCGA 111 2
East11b GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT
stx2e Stx2eA CCTTAACTAAAAGGAATATA 230 1
Stx2eB CTGGTGGTGTATGATTAATA
DPD: diarrea posdestete; ED: enfermedad de los edemas
Tabla 2. Genotipos de los aislamientos ETEC y STEC recuperados de cerdos con DPD o ED.
Granja Localizacion Cula_dro Anir_'nales Genotipo Aislamientos
clinico analizados
1 Buenos Aires DPD 9 StX,, 2
estl/estll/fedA/aidA 3
estl/estll/fedA 8
2 Santa Fe DPD 6 estl/estll/fedA/aidA 2
estl/estll/fedA 1
estl/estll 7
3 Santa Fe DPD 3 eltAlestll/eastl/faeG/aidA 1
eltA/estll/eastl/faeG 1
4 Santa Fe DPD 3 eltA/estl/estll/eastl 1
eltA/estll/eastl 1
5 Cérdoba DPD 8 eastl/aidA 5
eastl 7
6 Cérdoba DPD 3 estl/estll/fedA 5
7 Buenos Aires ED 3 stx, /aidA 3

DPD: diarrea posdestete; ED: enfermedad de los edemas
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(Tabla 2). Si bien esta en discusién su valor cuando se
presenta solo, en este estudio se lo observé asociado
a los genes que codifican la toxina STb o el factor de
adherencia AIDA-I en 9 cepas, por lo que podria
considerarse como importante marcador de virulencia
de E. coli asociado a DPD. Es interesante mencionar
que en estudios previos se demostré asociacion de
F4/LT/STay STb/EAST1 con casos de DPD (11, 12).

Los datos obtenidos aportan nueva informacién
sobre los patotipos y genotipos de E. coli asociados
a DPD y ED en nuestro pais, y constituye el primer
relevamiento de factores de colonizacion fimbriales
y no fimbriales. El reconocimiento de los factores
de virulencia y adherencia de las cepas de E. coli
toxigénicas asociadas a DPD y ED en granjas de
cria intensiva de cerdos permitira implementar medidas
de prevencion tendientes a controlar el estado sanitario
de las piaras. En ese contexto seria de gran valor el
desarrollo de vacunas que generen anticuerpos contra
las adhesinas de las cepas de E. coli productoras de
DPD y de ED prevalentes en la Argentina.
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