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1. RESUMEN

Use of organic acid for the control of colibacillosis in pigs in the nursery period.

Uno de los problemas que genera grandes pérdidas en la produccién porcina es la
incidencia de diarreas en la transicién. Muchas de estas diarreas son producidas por bacterias
intestinales como E. coli, cuya actividad patdgena se ve favorecida por el estrés asociado con el
destete y el cambio brusco de dieta. A lo largo del tiempo, estos problemas bacterianos se han
tratado y prevenido con antibioterapia, favoreciendo el desarrollo de cepas resistentes, lo que

supone un riesgo para la salud animal y publica.

El empleo de los acidos organicos para controlar esta patologia en lechones de
transicién constituye hoy en dia una posible alternativa al uso de antibiéticos, a la vez que una
mejora en la conservacién de los piensos. En este estudio se compard la utilizacién de dos
acidos organicos (butirato sddico encapsulado y acido férmico monoesterificado) con respecto
a un tratamiento convencional con dxido de Zn y amoxicilina (grupo control). Se analizaron los
pesos, el recuento de E. coli y la deteccidn de factores de virulencia de ETEC en los tres grupos
considerados al inicio y al final de la transicidn. En general, los dcidos organicos no implicaron
peores valores en los indices de produccién y su efectividad para la prevencion del ETEC fue

comparable al grupo con éxido de Zn y amoxicilina.

Abstract

One of the problems that causes economic large losses in pig production is the
incidence of diarrhea in the nursery period. Many of these diarrheas are produced by intestinal
bacteria such as E.coli, whose pathogenic activity is enhanced by the stress associated with
weaning and the abrupt change of diet. Over time, these bacterial problems have been treated
and prevented with antibiotic therapy, favoring the development of resistant strains, which

poses a risk to animal and public health.

The use of organic acids to control this pathology in nursery period piglets instead of
antibiotics is nowadays an alternative to the use antimicrobials, as well as an improvement in
the preservation of feed. In this study the use of two organic acids (encapsulated sodium
butyrate and monosterified formic acid) was compared with conventional treatment with Zn
oxide and amoxicillin (control group). Weights, E. coli count and ETEC virulence factor
detection were analyzed in the three groups considered at the beginning and end of the

nursery period. Organic acids do not imply worse values in the production indexes and their
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effectiveness was comparable to the group with Zn oxide and amoxicillin in order to prevent

ETEC.

2. INTRODUCCION
2.1 Diarrea postdestete porcina

El intestino no solo es la porcién principal del tracto digestivo, sino ademas, la parte
mas extensa del sistema inmune animal. El intestino es responsable de la digestidn, absorciéon
de nutrientes y proteccidn del organismo frente a toxinas y patégenos. Mantener el intestino
en buena condicidn fisioldgica, especialmente en el periodo de transicidn en porcino, es un
pilar bdsico en el éxito de la producciéon porcina. La infeccidn por patdégenos entéricos es uno

de los mayores retos que implican al intestino en la transicién porcina.

En las diarreas postdestete porcinas existen numerosos agentes implicados, desde
bacterias como Escherichia coli y Clostridium perfringens tipo C y A hasta los rotavirus,
coccidios y Enterococcus hirae. Algunos de estos microorganismos son beneficiosos y
constituyen parte de la microflora endégena del intestino, pero cambios en la estabilidad de
esa microflora causados por una higiene deficiente, alteraciones ambientales o de
alimentacién pueden dar lugar a procesos diarreicos. Se sabe que los agentes infecciosos mas
comunes en casos de diarrea postdestete son Salmonella enterica (S. Typhimurium) y E. coli,
particularmente el patotipo enterotoxigénico que posee los antigenos fimbriales F4 (K88) y
F18. Lawsonia intracellularis, C. perfringens y Brachyspira pilosicoli también pueden estar
implicadas, y ocasionalmente B. hyodysenteriae. Las diarreas originadas por rotavirus también
son frecuentes y se pueden presentar tras el dafio intestinal que se produce durante las

coccidiosis o colibacilosis.

No hay que olvidar que también existen causas no infecciosas para esta patologia.
Cualquier cambio repentino en la alimentacién puede precipitar el trastorno digestivo, pero los
efectos suelen ser de corta duracidn. En las primeras fases de crecimiento, los cerdos de
alrededor de 25 kg de peso vivo, tienden a ser menos tolerantes con los ingredientes del
alimento de baja digestibilidad y, por lo tanto, en este grupo de edad, la especificacion del
alimento es mas critica. Un destete brusco puede originar profundas alteraciones fisiolégicas,
especialmente un cambio de pH alto a pH bajo en el estdmago y un cambio en el perfil de las

enzimas digestivas, particularmente las encargadas de tratar el almidén. Al mismo tiempo, el
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retraso en el crecimiento de las vellosidades intestinales reduce la capacidad de absorcién en
el ileon. Estos cambios hacen que el intestino sea mas susceptible a los patégenos en el corto
plazo a través de cambios en los sustratos que pueden conducir a patrones de fermentacién

anormales.

Ademds se puede producir la ulceracidon gastrica después del destete, cuando los
lechones tienen una ingesta de alimento erratica o no comen realmente en las primeras 24-48
horas después del destete, lo que también puede dar lugar a la perturbacidon de la flora

intestinal.

El uso excesivo de antibidticos para una variedad de afecciones también puede causar
una alteraciéon grave de la flora intestinal, lo que permite la proliferacién de patégenos. Esto
conduce a una diarrea persistente, a menudo exacerbada por la administracion de un curso
adicional de antibidticos en un intento futil de controlar una situacién precipitada por el
tratamiento con antibidticos en primer lugar. El uso prolongado de sulfonamidas para el
control de Streptococcus suis o Haemophilus parasuis pueden seleccionar cepas resistentes de
E. coli y Salmonella spp., que pueden conducir a sintomas entéricos que son mas dificiles de

controlar.

Las malas condiciones de almacenamiento e higiene del pienso pueden conducir a la
oxidacion de las grasas, al desarrollo de micotoxinas y a la contaminacién accidental con
muchos toxicos, todo lo cual puede precipitar o agravar la diarrea. Los factores
antinutricionales en las materias primas que pueden precipitar la diarrea episddica incluyen
saponinas, fitatos, lectinas e inhibidores de tripsina, pero los mecanismos siguen siendo poco

conocidos (Matthew et al., 2013).

2.2 Importancia econémica

Las diarreas postdestete suponen una pérdida econdmica importante para la
ganaderia porcina. Los lechones muestran una mayor tasa de mortalidad y morbilidad, una
disminucién de la ganancia media diaria, un bajo peso al comienzo de la transiciéon y alto riesgo
de contraer otras enfermedades. Se estima que pueden suponer un coste de hasta 40 euros

por cerday afio (Sjolund et. al., 2014).

Por este motivo, es importante el conocimiento de su etiologia y la aplicacién de las

medidas de control, ya que dichas acciones reducen la mortalidad y morbilidad de los

5
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animales, lo cual se hace mds patente con la practica continua. El resultado de las medidas se

traduce en el beneficio econdmico directo para la empresa. (Claver, 2016).

2.3 Etiologia: Escherichia coli

E. coli es una enterobacteria que forma parte de la microbiota intestinal de animales y

personas, y en la mayoria de los casos actla como comensal.

Sin embargo, existen cepas que han adquirido una variedad de factores de virulencia,
como adhesinas y toxinas, lo que les confiere un caracter patdégeno. Ciertos patotipos de E.

coli constituyen una de las causas mds importantes de la diarrea postdestete en el porcino.

Las cepas patdgenas, una vez colonizado el intestino, se unen a un receptor especifico
en la membrana celular de las células epiteliales intestinales mediante la unién de fimbrias y
también de forma no especifica en el moco que cubre el epitelio intestinal. Posteriormente,
liberan toxinas que son transportadas al interior de los enterocitos. Estas toxinas pueden ser
endotoxinas (parte de los lipopolisacaridos, elevadas dosis pueden causar shock septicémico),
enterotoxinas (proteinas o polipéptidos causantes de diarrea secretora. Existen varios tipos de
enterotoxinas: Termolabiles (LT), Termoestables (ST)) y citotoxinas como la hemolisina o shiga-

toxina (STx) (Kaper et al., 2004).

La clasificacion en patotipos se basa en los factores de virulencia que poseen los

diferentes tipos de cepas de E. coli (Tabla 1).

Tabla 1. Principales patotipos, adhesinas y toxinas de E. coli en cerdos responsable de la

diarrea neonatal y postdestete (Luppi., 2017).

Patotipo Adhesinas Toxinas Enfermedad
F5 (K99), F6, F41 Sta
Diarrea neonatal
F4 (K88) STa, STh, LT,
a-hemolisina
ETEC F4 (K88) STa, STb, LT, EAST-1,

a-hemolisina
Diarrea postdestete
F18 STa, STb, LT, Stx2e,
a-hemolisina

EPEC Eae - Diarrea postdestete
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ETEC: La diarrea provocada por el E. coli enterotoxigénico, también se conoce como
colibacilosis entérica postdestete, los efectos de las toxinas se explicaran de forma mas
detallada en la siguiente secciéon. Se caracteriza por uno color amarillento y consistencia muy
liqguida y pH alcalino. En ocasiones pueden aparecer vomitos. Esta patologia en cerdos en
transicion puede inducir diarrea durante las primeras 2 semanas del periodo posterior al
destete, lo que generalmente resulta en deshidratacién, reduccidn de la ganancia de peso y
muerte si no se instaura un tratamiento y rehidrataciéon adecuados. Los lechones se presentan
deprimidos, con el abdomen flacido y hundido y el pelo en mal estado y color grisadceo. La
severidad de la diarrea postdestete se ve favorecida adicionalmente por varios factores, como
el estrés del destete, los cambios en la dieta y la deficiencia de anticuerpos en la leche de la
cerda. Las lesiones incluyen un estémago lleno e inflamado con infartos venosos, el intestino
estd dilatado y congestivo con los vasos quiliferos llenos. Ademas las asas intestinales estdn
distendidas con contenido acuoso-espumoso y amarillento que puede llegar a hemorragico.

(Apolaya et al., 2016)

El ETEC F18+ productor de la toxina Shiga (Stx2e), se le conoce como STEC y produce la
Enfermedad de los edemas. En esta enfermedad STEC provoca lesiones en las arterias
desencadenando el edema ocular, el edema facial, signos nerviosos y la muerte subita en casos

extremos. Se pueden observar tres formas caracteristicas:

Posterior al destete, entre los 5-7 dias: son caracteristicas la anorexia temporal y
disbiosis de la microflora digestiva, que permite la proliferacion de las cepas de E. coli

responsables de la clinica de edemas en esos primeros dias posteriores al destete.

Entre las 6-8 semanas de vida, asociadas normalmente a los cambios de alimentacion.
Las lesiones caracteristicas son la enteritis con edema de la submucosa y vasculitis, edema en
nddulos mesentéricos y pulmdn, con contenido acuoso en colon. No se observan edema facial

ni de colon.

Presentaciones tardias, producidas generalmente por fallos de manejo de la
alimentacién en lechones y o cerdos de todos los rangos de peso dentro de la misma edad. En
ellos se podra observar la enfermedad de los edemas con las tipicas lesiones edematosas

faciales, oculares y signos nerviosos.

EPEC: La patologia provocada por el E. coli enteropatogénico no se debe a las toxinas,
como en el caso anterior, sino a las lesiones que produce por la adherencia y destruccién de

las microvellosidades de los enterocitos al colonizar la mucosa intestinal y reducir la superficie

7
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de absorcién. La diarrea desencadenada por la enteritis catarral tiene aspecto mucoso,
diferente a la anterior que era mucho mas liquida, y llega a hacerse crénica con un color
amarillento. Los animales se encuentran letargicos, apaticos y disminuidos de peso (DebRoy et

al., 2000).

Tras el destete, los cambios en la alimentacion hacen que la colonizacién por E.coli en
el intestino sea mas efectiva. La dieta es uno de los factores mas importantes que va a
determinar el curso de la enfermedad. El dxido de zinc en niveles por encima de 2400ppm en

el alimento reduce la gravedad de esta patologia. (Riopérez, J. y Rodriguez, M2 L. (2002)).

2.4 Factores de virulencia de ETEC

La diarrea postdestete esta causada mayoritariamente por ETEC, un patotipo
caracterizado por la presencia de adhesinas, que median en la adherencia de la bacteria al
intestino, y la produccién de enterotoxinas. Las principales fimbrias presentes en cepas de
origen porcino son F4 (K88) y F18. Ademas, ciertas cepas de ETEC también producen alfa-
hemolisina, y en ese caso las colonias bacterianas pueden observarse con zonas de hemolisis

en el medio de cultivo agar sangre.

Un segundo patotipo de E.coli que esta implicado en la diarrea postdestete es el EPEC,

el cual es capaz de adherirse y provocar destruccion de las vellosidades del intestino delgado.

Se ha demostrado que estas fimbrias juegan un papel en la colonizacién de ETEC en la

diarrea postdestete.

Fimbrias F4

Las fimbrias F4 aparecen como 3 variantes antigénicas (F4ab, F4ac y F4ad). La "a" es un
factor antigénico comun y "b", "c" y "d" son factores especificos. Estas 3 variantes de F4 tienen
composiciones de aminodacidos ligeramente diferentes en su subunidad principal. Las
principales subunidades de F4ab y F4ad estan compuestas por 264 residuos de aminodcidos,
mientras que la subunidad principal de F4ac tiene 262 residuos de aminoacidos. Entre las 3

variantes de F4, la F4ac es la mas frecuente.

Hace algunos anos la F4ab se detectaba con relativa frecuencia, sin embargo
actualmente la F4ac es el tipo predominante en todo el mundo. Las tres variantes no solo

representan las variaciones antigénicas, sino que también muestran las diferentes

8
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especificidades de receptores. Hay cerdos que son susceptibles a los tres tipos, otros que sélo

lo son a dos, a uno o ninguno y son resistentes.

La fimbria F4 no se encuentra codificada en plasmidos como la anterior. Sus genes
estdn organizados en un operdn de 10 genes, algunos forman una gran subunidad fimbrial
FaeG que codifica la adhesina de la fimbria, en el caso de la F18 ésta subunidad es mucho mas

pequefia. (Rhouma el al., 2017).
Fimbrias F18

La fimbria F18 se muestra como apéndices largos vy flexibles que protruyen de 0,5 a 1,5
pum de la superficie de la bacteria con un patrén caracteristico en zigzag. Generalmente
aparecen de 100 a 300 fimbrias distribuidas por la superficie. Las fimbrias se pueden clasificar
morfoldgicamente en 2 categorias: pili y fibrillas. El pili tiene estructuras rigidas (7 a 8 nm de
didmetro y un agujero axial), mientras que las fibrillas son relativamente delgadas vy flexibles
con un diametro indefinido. Las fimbrias F18, que pertenecen a las fibrillas, son filamentos de
1 a 2 mm de longitud basados en una proteina estructural principal llamada FedA (15.1 kDa)

con un patrén en zigzag alrededor del eje helicoidal.

La fimbria F18 aparece como dos variantes antigénicas, F18ab y F18ac. La fimbria
F18ab se encuentra principalmente en STEC y ETEC, y tienen poca expresividad en los ensayos
in vitro, al contrario que la fimbria F18ac. Las cepas ETEC F18+ generalmente producen
enterotoxinas termoestables (STa y STb), y de forma menos frecuente producen las
enterotoxinas termolabiles (LT). Los genes que codifican a la fimbria F18ab se sabe que estan

codificados en la bacteria en plasmidos.

A pesar de la estrecha relacién entre la fimbria F18 y la diarrea postdestete, ésta
puede variar segun la localizacion de la explotacion y el tiempo. Ademas, algunos cerdos
carecen del receptor para esta fimbria y por lo tanto son resistentes a la ETEC F18+. Una

sencilla prueba de PCR puede identificar a los cerdos resistentes y sensibles.

Los genes que codifican las fimbrias se regulan con la temperatura y se expresan a

37°C pero no a 18°C. (Luppi et al., 2016).

Enterotoxinas termolabiles (LT)

Las enterotoxinas termoldbiles o LT, son enterotoxinas de estructura proteica tipo A-B,

en la cual la subunidad enzimatica A se asocia en una unidon no covalente con la subunidad B
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pentamérica, la cual produce la unidn entre la toxina y su receptor. Ambas subunidades se

producen en el citoplasma de la bacteria y la toxina se libera en vesiculas de membrana.

La LT se une a sus receptores en la superficie de las células epiteliales intestinales, con
una gran afinidad por la GM1 monosialotetrahexosygangliosido, cada subunidad B se une a
una de éstas moléculas fuertemente. La LT es introducida en la célula por endocitosis y, por
transporte retrégrado, llega al reticulo endoplasmatico. Finalmente el fragmento Al es
liberado en el citosol. El resultado final es una alteracién en la cascada energética y un nivel

excesivo de adenosina monofosfatasa ciclica (AMPc) (Figura 1) (DebRoy y Maddox, 2001).

Enterotoxinas termoestables (STa y STb)

Las enterotoxinas termoestables incluyen la STa y la STb. La primera en ser descubierta
fue la variante STa, una molécula peptidica de bajo peso molecular que consiste en 18 o 19
aminodacidos con 3 uniones disulfuro. Es hidrosoluble y también soluble en metanol, resiste la
coccion durante 15 minutos, la digestion con enzimas proteoliticas y la exposicion a acido y es

inactivada por agentes destructores de la union disulfuro.

La STb es un péptido compuesto por 48 aminodcidos con 4 restos de cisteina
implicados en 2 enlaces disulfuro. La STb no es soluble en metanol, pero puede ser digerida
por enzimas proteoliticas y esta estrechamente relacionada con la diarrea en lechones (Sun, Y.
y W. Kim, S. 2017). Esta toxina una vez internalizada, estimula la secreciéon de HCO3- de los
enterocitos mediante la alteracion del transporte electrolitico de las células intestinales, lo que
provoca su acumulacion, junto con elevadas concentraciones de Na + y Cl-, en la luz intestinal.

(Dubreuil, 2008).

La STa parece estar especificamente asociada con ETEC y causa la enfermedad en
animales recién nacidos, pero también puede causar diarrea postdestete en cerdos junto con
algunas otras enterotoxinas. Se une a un receptor transmembrana tipo guanilato ciclasa de
tipo C y activa el dominio guanilato ciclasa en los enterocitos, lo que da como resultado un
aumento de las concentraciones intracelulares de GMP ciclico (GMPc). El aumento de los
niveles de GMPc da como resultado una secrecion aumentada de Cl- y H20 y una inhibicién de

la absorcion de Na + en el intestino delgado (Dubreuil, 2008).

10
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Figura 1. Patogenia de
E.coli enterotoxigénico

Enterocitos (ETEC)

2.5 Control tradicional de la infeccién por E.coli

Diagnostico
El diagndstico de la infeccion por ETEC debe incluir el diagndstico etioldgico y la

deteccion de factores de virulencia, como adhesinas y enterotoxinas.

Para el diagndstico etioldgico se deben recoger muestras intestinales o fecales de los
animales afectados con hisopos en medio Amies y realizar un cultivo microbiolégico en agar
MacConkey o un medio cromogénico especifico. Después se diagnostican los factores de
virulencia que pueden detectarse mediante pruebas tradicionales in vitro que incluyen la
prueba de aglutinacién con latex deslizante y ELISA. Las fimbrias adhesivas se pueden detectar
de manera eficiente in vitro mediante un método de inmunofluorescencia usando anticuerpos
monoclonales o policlonales absorbidos antifimbriales. A diferencia de las fimbrias, las
enterotoxinas son mucho mas dificiles de detectar in vitro con métodos tradicionales, lo que
hace necesario desarrollar algunas técnicas avanzadas a nivel molecular. Los métodos de
deteccion molecular basados en ADN (PCR e hibridacion de ADN) generalmente se usan para
detectar factores de virulencia conocidos. Sin embargo, los métodos tradicionales de deteccion
de ETEC son aun necesarios antes de medir la expresidon genética y descubrir nuevos factores

de virulencia. (Mackinnon, 2015).

11
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Tratamiento

Hay un amplio rango de antibiéticos que se pueden emplear con buena eficacia para
esta patologia. Sin embargo, cada vez es mds frecuente la existencia de resistencias a estas
moléculas obligando a realizar antibiogramas para la eleccién del principio activo mas
adecuado. Los antibidticos mas usados que son activos frente a Gram- son las polimixinas

(colistina), aminoglucdsidos (neomicina y apramicina) y B-lactamicos (amoxicilina-clavuldnico).

Al afectar la infeccidn a la superficie del intestino, las terapias orales via agua o pienso

son muy utilizadas ya que se pueden emplear moléculas de baja o nula absorcién.

Como tratamientos sistémicos inyectables se encuentran las quinolonas, los f-
lactdmicos como cefalosporinas y amoxicilina-clavuldnico, etc. Se debe asegurar un uso
racional de los antibidticos, comprobando la sensibilidad de |la bacteria diana, y respetar los
usos registrados para cada producto concreto. Es importante tener en cuenta que los
tratamientos antibidticos también pierden eficacia y favorecen el desarrollo de resistencias
cuando no se siguen las pautas indicadas en lo que se respecta a la dosis, intervalos o duracion

del tratamiento.

El tratamiento sintomatico mediante el empleo de rehidratantes orales o
intraperitoneales esta indicado en estos casos para corregir la deshidratacién y la acidosis
metabdlica, y reduce el nimero de bajas, mejorando su administracidon el estado de los

animales. (Hevia-Miranda et al. (2017)).

2.6 Prevencion

Las principales medidas para la profilaxis de la colibacilosis incluyen actuaciones sobre
el ambiente, la vacunacién y la dieta, incluido el empleo de diferentes aditivos. (Apolaya et al.,

2016).

e |nmunoprofilaxis: La inmunizacidén activa de la mucosa intestinal es necesaria

para proteger a los cerdos recientemente destetados debido a su falta de
inmunidad lactégena pasiva. Las vacunas para la diarrea postdestete deben ser
capaces de activar el sistema inmune de la mucosa y las respuestas de
inmunoglobulinas especificas de antigeno para inducir una inmunidad
protectora de la mucosa. Existen vacunas comerciales para E.coli junto con
Clostridium que contienen bacterinas con las principales cepas, antigenos

fimbriales y enterotoxinas. También existen las vacunas de subunidades con

12



. . Elena Marin Fuentes
Universidad
Zaragoza

Uso de acidos organicos para el control de la colibacilosis en cerdos de transicion

antigenos fimbriales y enterotoxinas purificadas. En el caso de detectar cepas
o factores de virulencia poco habituales estd recomendado el uso de
autovacunas. Con el tiempo es necesario actualizar las vacunas dada la presién
selectiva que ejercen estas sobre E.coli, puesto que se desarrollan en mayor

medida aquellas cepas frente a las que no protegemos. (Matias et al., 2017).

e Minerales antimicrobianos: Se ha demostrado que el dxido de zinc tiene un

papel importante en el mantenimiento de la integridad y la funcién de la
barrera epitelial intestinal. Existen estudios han demostrado que el uso de
oxido de zinc (ZnO) mejord el rendimiento de crecimiento de los cerdos en
transicién y redujo los dafos a las membranas celulares en los enterocitos
inducidos por la infeccidon con ETEC F4+. Nusrat et al., (2000) indicaron que la
efectividad del ZnO en cerdos de transiciéon no solo se debia a su actividad
antibacteriana, sino también a la mejora de la funcién y unién de las células

epiteliales del intestino mediante la modulacién de citoquinas inflamatorias.

e Antibidticos profilacticos: Antibidticos afiadidos en la dieta de los lechones,

como penicilinas, sulfametazonas o clortetraciclinas, son Utiles y tienen efectos
beneficiosos sobre el crecimiento de los lechones y como tratamiento
preventivo contra las colibacilosis. Sin embargo, el estudio de Looft et al.,
(2012) determind que también se produce un aumento en los genes
funcionales microbianos. Los resultados también indicaron que los genes para
la resistencia bacteriana a los antibidticos aumentan en cantidad y diversidad
en la flora intestinal. Incluso, hubo resistencia a antibidticos que no se

administraron en el estudio.

De forma menos comun se han empezado a emplear alternativas como:

e Plasma sanguineo: Ha demostrado un efecto inhibidor sobre la colonizacién

intestinal de ETEC, protegiendo a los cerdos que poseen el receptor F4 vy
pueden desarrollar la colibacilosis, ademas reduce la respuesta inflamatoria
inducida por ETEC y mejora el rendimiento del crecimiento de los animales

(Sunetal., 2017)

e Anticuerpos de la yema de huevo: Los anticuerpos de yema de huevo

obtenidos de gallinas ponedoras inmunizadas con antigenos fimbriales

bacterianos especificos son una fuente relativamente econdémica de
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anticuerpos con la capacidad de proteger contra la infeccién por ETEC en
cerdos. Por otro lado, algunos estudios no observaron diferencias en la
incidencia de diarrea o mortalidad cuando los cerdos fueron alimentados con
anticuerpos de la yema de huevo. Se necesitan mas estudios para validar su
papel antes de una aplicacién practica en la alimentacion de cerdos en

transicion.

e Probidticos: Preparaciones que contienen microorganismos vivos que influyen
positivamente en la colonizacién y composicidon de la microflora intestinal y
tienen un efecto estimulante sobre los procesos digestivos y la inmunidad del
huésped. Son tales como Sterptococcus faecium, Bifidobacterium lactis o
Bacillus toyoi, y resultan eficaces para reducir la infeccién intestinal de ETEC

patégenay las respuestas inflamatorias intestinales.

e Fitobidticos: Los aditivos fitobidticos para piensos son productos derivados de
plantas que se suministran a los piensos para mejorar el rendimiento de
crecimiento de los cerdos al mejorar la salud intestinal. Los fitobidticos
comprenden una amplia variedad de hierbas, especias y productos derivados

de los mismos, y son principalmente aceites esenciales.

e Bacteriéfagos: Son un grupo de virus que infecta bacterias y destruyen a esas
bacterias infectadas con alta especificidad de especie. En un estudio se aislé un
bacteriéfago especifico (PP01) de las heces de cerdos resistentes a la infeccién
por E. coli 0157: H7, y su alta concentracién en las heces de estos cerdos

podria indicar su capacidad de suprimir la ETEC en el huésped.

e Nucledtidos: Los nucleétidos actlan como moléculas bioactivas que
desempefian un papel en las funciones metabdlicas, estructurales vy
reguladoras, asi como en el mantenimiento del sistema inmune y el equilibrio
de re-dox. La suplementacion dietética con nucledtidos en dietas de lechones
en transicion ha mostrado efectos positivos sobre el rendimiento del

crecimiento, la hiperemia intestinal y la estimulacién de la inmunidad.

e Acidificantes: Acidos orgéanicos que modifican el pH del medio intestinal

favoreciendo la persistencia de la flora endégena natural y perjudicando el
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crecimiento de otros patégenos en el intestino, de los cuales hablamos mas

detalladamente en la siguiente seccion.

Ademas, el control sobre el ambiente es muy importante para prevenir la patologia.
Ejercer un importante presion sobre la bioseguridad de la explotacidn con vacios sanitarios,
limpieza, desinfeccién y secado, manejo todo dentro/todo fuera. Tener una adecuada calidad
del agua también ayuda a prevenir casos de colibacilosis. Se pueden emplear métodos como la

cloracién y acidificacién del agua. (Fairbrother et al., 2005).

2.7 Acidos organicos como alternativa

El acido clorhidrico secretado en el estémago puede actuar como un quimico
antibacteriano y contribuir a la integridad de la barrera intestinal contra los patégenos. Sin
embargo, durante el destete, la ingesta de alimentos sélidos aumenta el pH del tracto
gastrointestinal. Por lo tanto, la suplementacion dietética de acidos organicos podria ser una
forma efectiva de controlar el pH del tracto gastrointestinal y el crecimiento de bacterias en el
estdmago vy el intestino a estas edades. De hecho, se ha convertido en una estrategia
nutricional importante dirigida a la mejora, el rendimiento y el estado de salud de los lechones

alimentados con dietas sin promotores de crecimiento antibacterianos.

Los efectos antimicrobianos de estos acidos son principalmente la modulacién del pH
extracelular, que permite una proliferacién superior de las bacterias lacticas, las cuales
compiten por el sustrato con otras bacterias patdgenas como ETEC, y el efecto de la forma no
disociada de los acidos que disminuye el pH intracelular, provocando la muerte una vez que

penetra en la célula (Creus et al., 2014).

En estudios anteriores, la adicién de acido lactico o citrico fue efectiva para prevenir la
diarrea postdestete y mejorar el crecimiento de los cerdos en transicion (Mohana et al., 2016).
Ademas la suplementacion dietética del acido féormico redujo la excrecidn fecal de E. coli total,
mientras que mejord la morfologia intestinal y el rendimiento del crecimiento de los cerdos en

transicion. (Mohana et al., 2016).

Por otro lado, el uso de acidos aumenta la digestibilidad de la materia seca en lechones
destetados. El aumento en la digestibilidad de los nutrientes podria deberse a la mayor
actividad microbiana en el tracto gastrointestinal, dado que se favorece la flora intestinal. Otro

de los beneficios es el aumento de la concentracion de linfocitos y glébulos blancos (WBC) en
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sangre, y disminucion del valor del pH de la ingesta en el tracto gastrointestinal en lechones,

principalmente debido a sus actividades antibacterianas y antifungicas.

Como conclusién de otros estudios se sabe que, durante un brote de diarrea
postdestete, la suplementacidn dietética de varios acidos organicos podria ser efectiva para
reducir la aparicién y la gravedad de la diarrea y la presencia de ETEC F4 +en el intestino (Che

etal. 2012).

De forma general se puede concluir que los acidos organicos en la dieta promoverian
una mayor ganancia de peso diaria, un menor indice de conversion y reducirian la incidencia
de diarrea postdestete, por lo que resultan una atractiva alternativa a la profilaxis

antibacteriana en la dieta actual (Tsiloyiannis et al., 2001).

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En las ultimas décadas se ha detectado un incremento de brotes de diarrea que se ha
asociado a E.coli que muestra ocasiones una multiresistencia a un amplio rango de
antimicrobianos incluyendo la apramicina, trimetroprim-sulfamida, espectinomicina y
neomicina. El uso de antibidticos como promotores de crecimiento como la Avoparcina,
Bacitracina, Spiromicina, Tylosina y Virginiamicina y también como profilacticos estd
directamente asociado con el incremento de la diarrea, pérdida de peso y mortalidad
provocados por E.coli en cerdos de postdestete, asi como con el desarrollo de resistencias

antibidticas (Pérez et al., 2011).

Segln el estudio realizado por Pérez et al. (2011), se han observado un mayor
porcentaje de resistencia frente a tetraciclina y estreptomicina. Dependiendo del drea
geogridfica, esta resistencia puede variar del 75-97%, como se observé en la provincia de Villa

Clara donde se desarrollé el estudio.

Actualmente algunos antibiéticos como la colistina, que se han venido utilizando
frente a infecciones entérica por gram - , (e. coli, salmonella) han visto limitadas sus
indicaciones veterinarias debido al desarrollo de resistencias y a ser un antimicrobiano de

ultimo recurso en medicina humana (Pérez et al., 2011).

El mayor peligro posible del desarrollo de resistencias por parte de estas bacterias es

que, a pesar de la especificidad de especie del E.coli enterotoxigénico, existe la posibilidad de
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que la bacteria sufra una mutacion que le permita infectar a los seres humanos siendo
resistente a varios antibioticos terapéuticos, resultando en una zoonosis de dificil tratamiento
y un peligro relevante para la salud publica. O a la transmisidon horizontal de genes de

resistencia a cepas humanas.

Otros posible peligro del uso inadecuado de antibidticos es la presencia de sus
residuos en carne de consumo humano que no ha pasado los controles apropiados y ha
llegado hasta la cadena alimentaria. El consumo de dosis inferiores a las terapéuticas puede
producir resistencias en las propias bacterias de la flora del ser humano de forma directa. Por
suerte los controles de la cadena alimentaria son suficientemente rigurosos para que este
peligro también esté considerado de bajo riesgo (Pérez et al., 2011). Con el fin de aliviar la
presion de las multiresistencias a los antimicrobianos y la presencia residual en la carne, es
imprescindible desarrollar estrategias profilacticas alternativas para el control de Ia

enfermedad.

Los acidos organicos han demostrado ser efectivos y una posible alternativa para la
prevencion de la diarrea postdestete en cerdos de transicion y su uso se extiende cada vez
mds. Sin embargo, cada acido organico tiene un efecto inhibitorio diferente para cada

microorganismo patdgeno, siendo unos mas sensibles que otros al mismo acido.

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del consumo de ciertos acidos organicos
adicionados al pienso en la poblacidn de E. coli intestinal de lechones en la fase de transicion,

asi como determinar si tiene algun efecto beneficioso en la reduccion de ETEC.

4. METODOLOGIA

4.1. Productos usados
El estudio se baso en la administracion de dos acidos orgdnicos en la dieta:

- Acido férmico monoesterificado (MOLI MC1, Molimen SL, Barcelona)

- Butirato sédico protegido (DICOSAN+, Norel SA, Madrid)

El MOLI MC1 es un acido féormico esterificado en forma de glicérido, principalmente en
forma de 1-monoglicérido. La esterificacién cosiste en la sintesis de un éster a partir de la
reaccién quimica entre un acido carboxilico y un alcohol. Esto le proporciona al aditivo una

mayor resistencia a la disociacién y le permite ser efectivo a nivel intestinal, a diferencia del
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acido férmico. Este producto destaca por su potente actividad antimicrobiana y, segin datos
de BASF Espafola (2015), éste acido es especialmente efectivo frente a bacterias patdgenas
como E. coli o Salmonella spp., y tiene capacidad de resistir temperaturas de granulacién y
extrusion. Ademas, presenta la ventaja a de no ser corrosivo y puede administrase con el agua

de bebida, lo que mejora su manejo tanto en fabrica como en la granja.

El DICOSAN+ es una forma de butirato de sodio protegido con una sal de sodio
obtenida a partir del destilado de acidos grasos de coco, principalmente acido laurico (45-
53%) junto con los acidos caprico y caprilico (=10%). La sustancia empleada para recubrir el
acido orgdnico posee ciertas propiedades antimicrobianas per se, y ademas de recubrir y
proteger al acido de la disociacidn rapida en el estdmago, también es capaz de aumentar su

potencial antimicrobiano.

El grupo control, por su parte, consumid la dieta estdndar de la explotacién, la cual
contenia como aditivos dxido de zinc (3,1 kg/T pienso pre-starter) y amoxicilina (300 ppm en

el pienso starter).

4.2. Diseno del estudio

4.2.1. Plan de muestreo

Para este trabajo se selecciond una granja de cerdas reproductoras situada en Huesca
(Aragodn, Espafia). En la nave de transicidn, se dispuso un departamento donde se alojaron a
los lechones recién destetados trasladados desde la nave de maternidad y se separaron en
cuatro grupos de dos corrales cada uno. El plan de muestreo consistié en adjudicar un grupo
para el control (15 machos y 15 hembras), otro para el grupo T1 (15 machos y 15 hembras), y
un tercero para el T2 (15 machos y 15 hembras), con un total de 90 animales. Los animales
adjudicados a los grupos T1 y T2 se sometieron a un tratamiento con acidos organicos en la
dieta (T1: DICOSAN (3 Kg/t) y T2: MOLI MC (20Kg/t)) entre las fechas de 12 de diciembre del
2017 al 24 de enero del 2018. El grupo control (GC) mantuvo la dieta habitual de la explotacion

que incluia 6xido de zinc y amoxicilina.
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DICOSAN
(3 Kg/t)

MOLI MC Amoxicilina d Figura 2. Distribucion del
(20Kg/t) Oxido de g muestreo en la nave de
Zinc transicion.

El primer muestreo tuvo lugar el dia en el que los animales fueron trasladados de
maternidad a la nave de transicion (12/12/2017) y consistié en: identificacion y registro de los
animales mediante crotalado en la oreja izquierda; pesado de los animales de forma individual

con una bascula; y recogida de una muestra de heces con ayuda de un hisopo y masaje rectal.

El segundo dia de muestreo tuvo lugar el dia anterior al traslado de los animales de la
nave de transicion a la nave de cebo (24/01/2018) y se realizaron los mismos procedimientos

gue la vez anterior, salvo el crotalado.

A lo largo del estudio se recopilo también informacién sobre el nimero de lechones

muertos en cada grupo.

4.2.2. Anadlisis laboratoriales

4.2.2.1. Recuento de E.coli (método de las diluciones)

El objetivo de este paso es realizar un recuento de las colonias de E.coli para

determinar la carga bacteriana de cada individuo.

El método consiste en realizar diluciones seriadas (10" a 10°°) a partir de 5 gramos de
heces en una solucién de agua de peptona. A partir de ahi, se siembran 0,1 ml de cada dilucién
en un medio cromogénico para los organismos coliformes (Chapman-TTC / Tergitol-7 Agar,
Laboratorios Microkit, Madrid, Espafia) (Dibujo 3). Se consideran colonias de E.coli aquellas
colonias amarillas con centro naranja rodeadas de medio amarillo, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El nimero total de UFC / g de heces se calcula de acuerdo con la

férmula:

UFC/g = n? UFC x 1/volumen sembrado x 1/dilucion empleada
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Los resultados del recuento de E. coli se expresan como el logaritmo del nimero de
UFC de E. coli encontradas (log (UFC/g.)).

1ml 1ml 1ml 1ml
s N AN A YA
-5 grde

heces +
47-45 9 ml 9 ml 9 ml 9 ml
Agua de AP AP AP AP
peptona vV

107 107 10™ 10°

(AP)
l 100 pl \LlOO ul l 100 wl lmo ul
Agar Tergitol-7

Figura 3. Método de las diluciones.

4.2.2.2. Deteccidn de ETEC

El objetivo de este paso era detectar, mediante PCR, |la presencia de los principales

factores de virulencia asociados a ETEC en las muestras procedentes de los grupos de estudio.

El método se basa en la deteccién de ETEC a partir de las mismas muestras utilizadas
para el recuento de E. coli y consiste en la amplificacion mediante PCR de regiones de ADN
especificas. La reaccion de PCR se lleva a cabo usando cebadores especificos para cinco
factores de virulencia que caracterizan ETEC de origen porcino: Fimbrias F4 y F18 vy
enterotoxinas STa, STb y LT.

En primer lugar, se diluyé un gramo de cada muestra de heces en 9 ml de agua de
peptona tamponada (BPW) y se incubd a 37 ° durante 24h. A continuacién se diluyd un
volumen de 500 ul de BPW incubado en caldo Luria-Bertani (LB) y se incubd a 37 ° durante
24h. De cada muestra incubada, se guardé 1 ml a -30 ° para el andlisis posterior. (Dibujo 4).

La extracciédn de ADN se llevé a cabo mediante coccion. La deteccion de F18 se realizd
mediante PCR convencional y los genes que codifican F4, STa, STh, LT se detectaron mediante
PCR multiple, de acuerdo con el protocolo descrito por el Laboratorio de Referencia para E. coli
(EcL, Universidad de Montreal, Canada): http: // WWW.
apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC_PCR_en.aspx. Se utilizaron las cepas de referencia ECL
8559 y ECL 14724 como controles positivos en la técnica de PCR.
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Figura 4. Método obtencién de muestras para extraccion de ADN.

4.2.3 Andlisis estadisticos

Para la comparacion de pesos, Ganancia Media Diaria (GMD) y UFC de E. coli/g entre el
grupo control y los dos grupos tratados se empled la prueba t de Student. Para comparar la
prevalencia de genes de virulencia entre los grupos se realizé el test exacto de Fisher (MedCalc
Statistical Software version 18.2.1, Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org; 2018). Se

considerd un resultado significativo si P <0,05.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Tasa de mortalidad

Un total de 29 animales fueron seguidos hasta el final del estudio. La Tabla X muestra

los resultados de mortalidad de cada grupo al final del estudio.

Tabla 2. Mortalidad estimada para cada grupo

N N2 muertos % mortalidad p*
GC 29 1 3,45% a
0,35
T1 29 4 13,8%
T2 29 5 17,2% 0,19°

*Test exacto de Fisher

®Comparacién entre GCy T1; bComparacién entre GCy T2

Aparentemente se observa una mayor mortalidad en los grupos con tratamiento con
respecto al control (aunque las diferencias no eran estadisticamente significativas). Sin

embargo, aproximadamente la mitad de los animales que murieron en los grupos T1 y T2 lo
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hicieron inmediatamente tras el destete, y por lo tanto antes de que el tratamiento pudiera

tener algun efecto.

5.2 Peso y ganancia media diaria

La Tabla 2 muestra el peso medio para el GCy el T1 al comienzo vy al final del periodo
de transicion. En la Tabla 4 se muestra la ganancia diaria media (ADG) para ambos grupos, GC

y T1. En las tablas 5 y 6 aparecen los mismos datos para los grupos GCy T2.

El nimero de lechones pesados al final de la transicion fue menor que el inicialmente
disefiado debido a un problema con la bascula de pesado una vez que llegamos a la granja, por
lo que sélo pudimos pesar ocho lechones del GC, siete del T1 y 8 del T2. En general, los
lechones en el T1 fueron significativamente mas pesados al inicio del ensayo que los del GC
(6,99 kg vs. 6,19). Esta diferencia se mantuvo al final del periodo de transicidn, aunque las
diferencias no llegaron a ser significativas (21,35 vs. 20,70). La falta de diferencias
estadisticamente significativas probablemente se relaciond con el pequefio nimero de
lechones pesados en la segunda vez. De una manera general, estos resultados sugerian que el
grupo control se desempeiid mejor que el T1 o T2. De hecho, la ganancia media diaria fue

practicamente la misma para todos los grupos (Tabla 4 y 6).

Tabla 3. Peso medio (kg) Para el grupo control y el grupo tratado
con DICOSAN+ (T1) al inicio y final de la transicion.

Inicio de transicion Final de transicion
Control T1 Control T1
N 28 25 8 7
Peso medio 6.19 6.99 20.70 21.35
(95%Cl) (5.9-6.4) (6.7-7.3) (19.3-22.1) (18.9-23.7)
p* <0.01 0.56

*t-test.

Tabla 4. Ganancia media diaria (GMD) in kg. calculada para un
periodo de 42 dias para el grupo control y el grupo tratado con
DICOSAN+ (T1).

GMD 1C95% (GMD) p*
Control (N=8) 0.35 0.31-0.38 0.98
T1(N=7) 0.35 0.29-0.40 '

*t-test.
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Tabla 5. Peso medio (en kg) para el grupo control (GC) y el tratado
con MOLI MC (GT) al inicio y al final de la transicién.

Inicio de transicion Final de transicion
Control T2 Control T2
N 28 26 8 8
Peso medio 6,19 6,39 20,70 20,70
(1C95%) (5,9-6,4) (5,9-6,9) (19,3-22,1) (17,7-23,6)
P* 0,45 1

*t-test.

Tabla 6. Ganancia media diaria (GMD) en kg. calculada para 42
dias para el grupo control y el tratado con MOLI MC (T2) .

Muestreo GMD 1C95% (GMD) P*

Control (N=8) 0,35 0,31-0,38 073

T2 (N=8) 0,34 0,28-0,39 !
*t-test.

El tratamiento con 4cidos orgdnicos por lo tanto no implicd una reduccion de pesos al
final del periodo de transicién ni de la ganancia media diaria con respecto al tratamiento
convencional con ZnO+amoxicilina.

5.3 Recuento de E.coli

La media del recuento de E. coli para cada grupo se representa en la Tabla 6.

Tabla 7. Recuento medio de E. coli (log UFC/g) para el grupo control y
el grupo tratado con DICOSAN+ (T1) al Inicio y al final del periodo de

transicion.

Inicio de transicion Final de transicion

GC T1 GC T1

N 13 10 15 10
Media log UFC/g 8.96 8.96 10.88 10.97
(95%Cl) (8.6-9.3) (8.4-9.4) (10.5-11.2) (10.7-11.3)
p* 0.98 0.67
*t-test.
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Tabla 8. Valores medios (log UFC/g E.coli) para el grupo control y el
tratado con MOLI MC (T2) al inicio y al final de la transicion.

Inicio transicion Final transicion
GC T2 GC T2
N 13 13 15 12
Media log UFC/g 8,96 8,91 10,88 11,16
(1C95%) (8,6-9,3) (8,5-9,3) (10,5-11,2) (10,4-11,9)
p* 0,81 0,46

*t-test.

No se observaron diferencias significativas entre los grupos con respecto al nimero
medio de E. coli al comienzo o al final del periodo de transicidn. Sin embargo, se observé un
aumento significativo en el nimero de E. coli a lo largo del periodo de transicidon para ambos
grupos. Este aumento en el ndmero total de E. coli al final de la transicion puede estar
probablemente asociado con la maduracion de la microbiota intestinal esperada, es decir, la

colonizacion y el establecimiento después del destete.

La presencia de carbohidratos fermentables de la nueva dieta en transicién se ha
observado que estimula el crecimiento microbiano pues las bacterias del colon son capaces de
metabolizar los carbohidratos disponibles generando energia para su crecimiento y
mantenimiento. Los nutrientes no digeridos y no absorbidos, presentes en la luz intestinal,
sirven de sustrato para las bacterias enteropatdgenas como ETEC. Las bacterias metabolizan
Algunos compuestos especificos de la dieta pueden tener efectos mas precisos en especies
bacterianas particulares, promoviendo o dificultando su crecimiento. (Reis de Souza et al.,

2012).

Por lo tanto, es probable que la mayoria de E. coli detectado fueran parte de la

microbiota comensal, desarrollada tras el cambio de dieta en transicion.

5.4 Deteccion de ETEC

Las Graficas 2 y 3 representan la proporcidn de lechones que muestran cualquiera de
los factores de virulencia de ETEC buscados tanto al comienzo como al final del periodo de
transicion, respectivamente, para el GC vs. T1. Las Graficas 4 y 5 representan los resultados

para el GCvs. T2.
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Gréfica 2. Proporcion de lechones del grupo control y T1 que presentan
algun factor de virulencia (F4, F18, STa, STb y LT) para ETEC al inicio del
periodo de transicion.

60
50 50
50
40 40
40
X 30
m Control
20 mTl
10
00 00 00 00
0
F18 F4 Sta STh LT Alguno*
Factores de virulencia

*Alguno (Cualquier factor de virulencia)

Gréfica 3. Proporcién de lechones del grupo control y T1 que presentan algin
factor de virulencia (F4, F18, STa, STb y LT) para ETEC al final del periodo de

transicion.
60
50 (P=0,046) >0
40
30
X 30
m Control
20 18.75 18.7
20 BTl
10
00 00 0 0 0
0
F18 FA Sta STb LT  Alguno*
Factores de virulencia

*Alguno (Cualquier factor de virulencia).
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Gréfica 4. Proporcion de lechones del grupo control y T2 que presentan algin
factor de virulencia (F4, STa, STb y LT) para ETEC al inicio del periodo de la
transicion.

60
50
40
xX 30
H Control

20 mT2

10
0 O
0
F4 Alguno*
Factores de virulencia

*Alguno (Cualquier factor de virulencia).

Gréfica 5. Proporcién de lechones del grupo control y T2 que presentan algun
factor de virulencia (F4, STa, STb y LT) para ETEC al final del periodo de la
transicion.

35 (P=0,03)
30 28.57
25
20 18.75
X 14.28

15 H Control
10 mT2

5

0 O 0
0
F4 Sta Alguno*
Factores de virulencia

*Alguno (Cualquier factor de virulencia).

En la busqueda de los factores de virulencia de ETEC, solo el gen que codifica la
enterotoxina STh se encontrd al comienzo de la prueba de campo en todos los grupos y en una
proporcién similar de lechones (alrededor del 40-50%) (Grafica 2 y 4). Después del periodo de

transicion, STb ya no se detectd en el grupo control, pero LT se identificé en tres animales.
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Curiosamente, este ultimo factor de virulencia no estaba presente en el T1 ni en el T2, en el
que STa también se detectd junto con STb (Graficas 3 y 5). Teniendo en cuenta que las fimbrias
y las enterotoxinas investigadas en este estudio generalmente estan codificadas por plasmidos
(DebRoy and Maddox, 2000), es probable que se haya podido producir cierta transferencia
genética horizontal entre E. coli, lo que explica la presencia de patrones de genes de toxinas

algo diferentes en el GC, T1y T2.

En general, 5 animales enel T1, 4 enel T2y 3 en el GC presentaron al menos uno de
los genes que codifican las toxinas, pero ni el factor de virulencia F4 ni el F18, que codifican las
fimbrias F4 y F18 (adhesinas), estuvieron presentes en ninguno de los animales de los grupos.
ETEC se caracteriza por presentar al menos una adhesina y una toxina ya que ambas deben
estar presentes en la bacteria para poder producir la enfermedad. Por lo tanto, podemos
concluir que la ETEC no fue prevalente en la poblacién de lechones considerada en este
estudio. Un verdadero GC, es decir, un grupo de lechones sin tratamiento alguno, podria haber
ayudado a evaluar la presencia real de ETEC en la transicidn, pero el ganadero no lo aceptd
debido a los riesgos sanitarios y econdmicos que implicaba. Por lo tanto, la falta de ETEC en la
transicion puede deberse bien a una ausencia real de este patégeno en este grupo de animales

o debido al efecto beneficioso de los tratamientos convencionales y alternativos.

6. CONCLUSIONES

En este estudio no se observan diferencias significativas entre el GC con el tratamiento
convencional (ZnO + amoxicilina), y los grupos T1 (DICOSAN +) y el T2 (MOLI MC +) para las
variables consideradas, a saber, Ganancia Media Diaria, recuento de E. coli y presencia de
factores de virulencia de ETEC. En general, podemos concluir que no se observaron diferencias
perjudiciales cuando se utilizaron los tratamientos alternativos con acidos organicos frente al
tratamiento convencional. ETEC parecia no ser prevalente en esta poblacion, lo que podria ser
consecuencia de la efectividad de los tratamientos convencionales y alternativos, o

simplemente debido a la ausencia real de ETEC en este lote de cerdos.

No significant differences between the CG with the conventional treatment (ZnO +
amoxicillin) and groups T1 (DICOSAN +) and T2 (MOLI MC +) were observed for the variables
considered, Average Daily Gain, E. coli enumeration and presence of ETEC virulence factors. In
general, we can conclude that no harmful differences were observed using alternative

treatments with organic acids against the conventional treatment. ETEC seemed not to be
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prevalent in this population, which could be either the consequence of the effectiveness of the
three of the conventional and alternative treatments, or simply due to the true absence of

ETEC in this batch of pigs.

7. VALORACION PERSONAL

Esta asignatura me ha aportado una experiencia muy importante, considero que
aprender a elaborar ya sea un trabajo de investigacion o una revision bibliografica es una parte
fundamental de la educacion dentro de una carrera de cualquier campo. No sdlo aprendi a
buscar informacién de manera adecuada en fuentes fiables, también a redactar de forma

ordenaday precisa y a escribir las referencias bibliograficas de forma correcta.

En el caso de un trabajo de investigacidon, como éste caso, el seguimiento del proceso
de la investigacion me ha ofrecido la posibilidad de experimentar el trabajo en varios
escenarios, ya sea en campo, en laboratorio e incluso en entrevistas con terceros involucrados

en el estudio, lo que ha favorecido mi confianza y desenvoltura en dichos campos.

He considerado muy importante la influencia de los tutores, que han ejercido sobre
mi. Han sido los encargados de guiar en el proceso de elaboracion, redaccion y presentaciéon
de este trabajo. Generaron apoyo y dieron consejos aplicables a cualquier trabajo futuro que

pudiera elaborar, no solo al Trabajo de Fin de Grado.

En conclusidn, es un trabajo con alto valor académico y educativo en mi opinién, que

favorece al alumno tanto durante el curso como una vez terminada la carrera.
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9. ANEXOS

Recuento de E.coli mediante el método de las diluciones:

Fases:

1. La primera dilucidn se realiza diluyendo una muestra de 5 g de heces en 45 ml de

agua de peptona en un tubo falcon, (dilucién 10™).

2. Transferir Iml de la primera de la primera dilucién a un tubo con 9 ml de agua de

peptona, y asi sucesivamente hasta la diluciéon 10/-5.

3. Sembrar en masa 100 ul de las diluciones 107-2 hasta 107-7, utilizando el medio

cromogénico Tergitol-7 (Chapman-TTC/Tergitol-Agar).

4. Incubar a372C durante 18-24 horas.

El aspecto tipico de las colonias de E.coli en este medio es color amarillo con centro

naranja/medio amarillo.

Foto 1. Cultivo en medio cromogénico Tergitol-7.

La metodologia especifica para la deteccidn de ETEC contempla varias fases:

1. Extraccién de ADN:

i) Pesar 1 gramo de heces y afiadir a 9 ml de Agua de Peptona. Incubar a 37 + 1 eC

durante 24h.

ii) Transferir 500 pul del Agua de Peptona incubada a 4,5 ml de caldo Luria Bertani

(LB). Incubar a 37 £ 1 oC durante 24h.

i) Guardar a -302C por duplicado 1 ml del caldo LB incubado en un eppendorf
identificado con el nimero de muestra, el grupo al que pertenece y si es del

primer muestreo o del segundo.

32



. . Elena Marin Fuentes
Universidad

Zaragoza

Uso de acidos organicos para el control de la colibacilosis en cerdos de transicion

2. Molde de ADN:

i) Centrifugar 1 ml de muestra de caldo LB incubado, a 12 000 rpm durante 2

minutos.

ii) Desechar el sobrenadante en un cementerio de pipetas con desinfectante

reservado para este uso.

iii) Agregar 1 ml de PBS al sedimento, mezclar bien (vortex o hacia arriba y abajo con
pipeta).

iv) Centrifugar a 12 000 rpm durante 2 minutos, eliminar el sobrenadante y
resuspender el sedimento en 0,5 ml de agua estéril Milli-Q (vortex o arriba y

abajo con pipeta)

v) Calentar al bafio maria a 100 ° C durante 10 minutos y centrifugar a 12 000 rpm

durante 2 minutos.

vi) Transferir el sobrenadante con el ADN contenido a otro tubo.

vii) Al preparar una gran cantidad de tubos, asegurarse de que los tubos que
contienen ADN se mantengan en hielo o en frio. Conservar muestras de ADN a -20

oC para su posterior andlisis.

3. Configuracién de la reaccion de PCR:

i) Para cada muestra, elaborar una mezcla de reaccién de PCR en un volumen final
de 25 pl.
Primero afiadir 3 pl de ADN (o de agua MiliQ para el control negativo) en cada

eppendorf. Después afiadir 22 pl del mix elaborado con el resto de los

componentes.
10X PCR buffer 25 i
2 mM MQCl, 10 i Tabla 8. Mezcla de reaccidn de
2 mM dNTP mix 25 i
Solution of 10 uM_primer LT, 10 pi N
Solution of 10 UM _primer LT e, 10 pi PCR. (EcL, Universidad de
Solution of & yM _primer STag, 10 pl )
Solution of 5 pM_primer STaye, 10 I Montreal, Canadd): http: //
Solution of 10 M _primer STby,, 12.5 i
Solution of 10 pM  primer STbye, 12.5 pl
Solution of 10 M _primer F g, 12.5 pi WWW.
Solution of 10 UM _primer Fd,e, 12,5yl
H.O Milli-Q, sterile, kept at room temperature 48 pl apzec.ca/en/APZEC/Protocols/
2 U Tag DNA Polymerase (5 U/ul) 2 pl
For a total of 200 pl APZEC_PCR_en.aspx
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:"&l':nw m Accession no Primer sequence ?'“D?ET ™ csm Reference
T it JU1848 | for § TTA 33 06T TAC TAT CGT CTG TA 7 60 | Eci7eps | Fumeretal. D, Lk Apal
T it JI848 | rew § GGT CTC GGT CAG ATATGT GATTC 25 | e | EcLyaps | e = a ALt Aml
5Ta st MSET48 | for 5 TGO CCT CTT TTA GTC AGT CAA CTG 163 60° | EcL7ens | NaSEke =tal. 2003 J Vet invest
5Ta esid MSET48 | rew § GCA CAG GCA GGA TTA CAA CAA AGT 163 60° | Ect7eps | MNOEKEstal 2003 J Vet lnvest
STh esig MIZ528 | for 5 GCA ATA AGG TTGAGGTGAT 368 60 | EcL7a0s | e %l 1901, J Cin. e, 20
STh estE M35538 | rev § GOC TGC AGT GAG ARA TGS AC 385 80° | EcL 705 L”g";jﬁag" TR, J G, Mo, 20
] —
X = Ojeniyi et al., 1084, Zentrafhi.
KBEab1 and 226 M20374 | for § ATC GIST GGT AGT ATC ACT GC 801 80° | ECL720S ; Zenirs
KERah? Veteninsmed. 41: 4B-52
Fi I
. PR = Ojeniyi et al., 1084, Zentrathi.
KEEab1 and faeG M23374 | rew 5 AAC CTG CGA CGT CAA CAA GA 801 80° | ECL7208 ; Zenirs
KEEab? Veteninsmed 41: 4B-52

Tabla 9. Primers utilizados en la técnica de PCR para la deteccién de los factores de virulencia
del ETEC (LT, STa, STb y F4). (EcL, Universidad de Montreal, Canadd): http: // www.
apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC_PCR_en.aspx

El control positivo es E. coli ECL7805.

La técnica de PCR se realizé en las siguientes condiciones:

5. Program temperature cycles

»  Cycle 60 EcL Laboratory » Cycle 55 EcL Laboratory
95°C for 2 minutes 95°C for 2 minutes
94°C for 30 seconds 94°C for 30 seconds
60°C for 30 seconds 55°C for 30 seconds
T72°Cfor 30 seconds 72°C for 30 seconds

Repeat from 2 for 24 more cycles Repeat from 2 for 24 more cycles
4°C until the end 4°C until the end

B e
B e

(EcL, Universidad de Montreal, Canadad): http: // www.
apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC_PCR_en.aspx

4. Electroforesis con gel de Agarosa:

i) Preparar un gel de agarosa al 1.5% (p / v) en TBE 1X (Tris, borato y EDTA),
utilizando 3 pl de GelGreen (GelGreen Nucleic Acid Stain 10000x in water,

Biotium) para permitir la visualizacion de ADN.

ii) Cada pocillo del gel se carga con 8 ul del producto de PCR junto con buffer de
carga (azul de bromofenol). Los primeros pocillos de cada fila se cargan con el

marcador de peso molecular de 100 pb a un volumen de 7 pl.

iii) Una vez preparado el gel se aplicé un voltaje constante (120V) durante 30
minutos. EI ADN amplificado se visualizd mediante exposicién del gel a luz

ultravioleta.
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Foto 2. Resultado de la prueba de PCR tras la migracion de los productos amplificados en gel

de agarosa.
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