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1. Resum

Una de les principals problematiques del sector porci és la diarrea en garrins de post-
deslletament, que suposa unes repercussions molt negatives tant en I'ambit productiu
com economic del sector i en la salut animal i de les persones. Es tracta d’'un problema
multifactorial, que es déna en un moment molt estressant pels garrins com és el
deslletament, on es produeixen una série de canvis que afavoreixen |'aparicido de
diarrea.

Diversos agents infecciosos virics, bacterians i parasitaris hi poden estar implicats, alguns
d’ells amb potencial zoonotic, entre els quals destaquen els rotavirus i coronavirus
porcins, Escherichia coli enterotoxigenics i enteropatogénics, Salmonella spp o
Clostridioides difficile. Una de les dificultats que comporta aquesta etiologia
multifactorial és poder establir un diagnostic correcte, fet que causa un sobre Us o mal
us d’antibiotics en aquesta fase productiva. En conseqliéncia, durant aquesta etapa
productiva es poden seleccionar resistencies antimicrobianes que poden arribar a
esdevenir una amenaca per a la salut publica.

En aquest treball es recull una revisid bibliografica dels agents infecciosos més
importants en la PWD i del paper de les resistencies antimicrobianes en ramaderia. Una
de les conclusions que s’arriba en la recerca bibliografica és que agents infecciosos amb
potencial zoonodtic com ara els rotavirus i I'E. coli enterohemorragic sén els més
rellevants en la PWD, pero sobretot, el problema més greu sén les resisténcies
antimicrobianes. En concret, la preséencia de beta-lactamases d’espectre estés i la
resisténcia a la colistina sén les més preocupants ja que sén antibiotics d’ultim recurs en
medicina humana.

Aixi, de cara a reduir I'Gltim problema esmentat es fa necessari reduir I'Us d’antibiotics i
per aixd es poden plantejar mesures de diferents ambits com evitar les infeccions pels
patogens, millorar la immunitat i la salut intestinal dels animals, buscar alternatives
terapeutiques als antibidtics o metodes per tal de reduir el seu alliberament al medi
ambient. Tot aix0, fa que sigui necessaria la coordinacié de diferents ambits de

coneixement per tal de mitigar la problematica.



2. Objectius

El treball que es presenta en un principi havia de ser experimental. Consistia en analitzar
granges de porcs amb problemes de diarrea al deslletament, per tal de valorar les
frequencies dels agents implicats, centrant-nos en aquells agents amb potencial
zoonotic, com ara els rotavirus, i en les freqliencies de resisténcies antimicrobianes de
les enterobactéries aillades. En aquest punt, cal remarcar que l'elevat consum
d’antibiotics que es produeix en aquesta fase productiva del porci, pot afavorir la
seleccié de bacteries multi-resistents als diferents antimicrobians d’Us convencional, i
per tant acabant sent un risc per a la salut publica. Un bon indicador de les resistencies
als antimicrobians que poden presentar els animals seria E. coli.

La crisi sanitaria produida per la pandémia de la COVID-19, ha suposat que el volum de
granges que es tenia previst analitzar (n=10) no ha estat possible ni suficient per tal de
poder extreure conclusions dels resultats, arribant a analitzar-ne només 3, per la qual
cosa s’ha optat per realitzar una revisié bibliografica sobre les causes de la diarrea a la
transicio i les conseqliencies que pot tenir per la salut publica. De tota manera, es
presenten els resultats preliminars de les 3 granges analitzades als annexes.

Pel que respecta els objectius del treball de revisid, primer de tot, se centraran en
contextualitzar el moment productiu, explicant els canvis que es produeixen, com
afecten als animals i com fa augmentar el risc de patir diarrea. Seguidament, es
presentaran les caracteristiques dels principals agents implicats, aixi com les diferents
problematiques de salut publica associades, essent la resisténcia als antibiotics un dels
punts principals de I'estudi. Finalment, es proposaran solucions de cara a mitigar la

problematica anterior des de diferents camps.

3.Introduccié

La diarrea postdeslletament (PWD, sigles de “PostWeaning Diarrhea” en angles) és una
problematica multifactorial, que succeeix en un moment molt estressant pel garri. A
continuacié, es definira el concepte de diarrea i es profunditzara en els canvis que
succeeixen en el moment del deslletament i com poden augmentar el risc de patir

diarrea.



3.1Diarrea: definicid i classificacio

La diarrea és un procés patofisiologic que es defineix com un excés d’aigua a les femtes

en relacio a la matéria seca fecal. La perdua de soluts i liquids a les femtes pot provocar

un desequilibri electrolitic i de I'acid-base greu i deshidratacié, que poden portar

I'individu a la mort si no sén corregits (1).

Poden afectar tant a l'intesti prim com el gruixut. Segons la classificacié de Thomson i

Friendship (2019), es poden dividir en:

Diarrea secretora: causada per un excés de secrecio respecte a la reabsorcié de
fluid, per una alteracié en els mecanismes de secrecié i absorcié de I'epiteli
intestinal. Un exemple d’agent que causa aquest problema seria I’Escherichia coli
enterotoxigenic (ETEC), que allibera toxines que alteren la secrecié de clor a la
llum intestinal.

Diarrea per malabsorcio: causada per una atrofia de les vellositats intestinals,
gue provoca que no es pugui absorbir el contingut intestinal, la cosa porta al pas
de liquid cap al lumen per osmosi. Un exemple seria la diarrea produida per
Rotavirus que es multiplica als enterocits i causa un escurcament dels villi.
Diarrea inflamatoria: alguns agents poden provocar una inflamacié de I'epiteli
intestinal i reduir la seva capacitat d’absorbir nutrients, provocant un augment
del contingut del lumen i, per pressié osmotica, facilitant el pas d’aigua a les
femtes. Un exemple seria la diarrea produida a causa d’una salmonel-losi.
Diarrea per unincrement de la permeabilitat de la mucosa, a causa d’una elevada
pressio hidrostatica o una perdua de pressid oncotica als villi, s’alteren les forces
d’Starling i es permet el pas de fluid intersticial i macromolécules cap a la llum
intestinal. Un exemple seria la presencia de diarrea a causa d’hipoalbuminémia.
Aquests tipus de diarrees no sén excloents i es poden presentar de forma

conjunta.

3.2 Diarrees en el moment del deslletament

Actualment, en l'ambit de la produccié porcina, els problemes de diarrees al

deslletament s’han convertit en un problema greu i provoquen greus pérdues



economiques. Sjolund et al (2014) van calcular que generen unes pérdues de 40 € per
truja/any.

Aquesta problematica té un origen multifactorial, que pot ser generada per factors que
seran explicats amb més detall posteriorment com el maneig, agents bacterians, virics,
nutricionals o parasitaris. Aixo dificulta arribar a un diagnostic i moltes vegades els
animals sén tractats com si existis una infeccio bacteriana sense coneixer el diagnostic
ni el perfil de resisténcia antimicrobiana, la qual cosa pot conduir a I'aparicié de noves
resistencies als antibiotics.

El moment del deslletament és un moment molt estressant pel garri, cosa que s’ha
pogut comprovar amb I'augment dels nivells de cortisol en aquesta etapa (4) que
provoca que I'animal pateixi un periode d’anoréxia, que produeix una inflamacié local
del budell (2) i, a part, els canvis en la dieta provoquen una atrofia de les microvellositats
intestinals i una hiperplasia de les criptes, que poden portar a una diarrea per
malabsorcio (5). A més, es produeix una disrupcié de la microbiota que fa els animals
més susceptibles a agents patogens enteérics (6). Finalment, I'estres de la situacié també
genera una immunosupressié de I'animal, fent-lo més propens a patir una infeccié per

agents patogens (4)

3.3 Canvis que es produeixen al deslletament

Podem veure com després del deslletament trobem diversos canvis a nivell de I'intesti,
especialment pel que fa a la mucosa i a la microbiota.

Respecte a la microbiota, veiem que després del deslletament existeix un major niumero
de bacteries que pertanyen a la familia Enterobacteriaceae i una reduccié del genere
Lactobacillus, relacionat amb la salut intestinal. També podem veure que la diversitat
entre els garrins lactants és superior als desmamats i com la variabilitat de microbiota
entre garrins és superior després del deslletament possiblement per I'estres generatila
resposta diferent de cada individu en front aquest estimul (7). Tot i aixi, s’ha de
comentar que aquest canvis no apareixen de forma sobtada, sind gradual (8).

Pel que fa a la mucosa (de manera fisiologica), a I'intesti, a nivell histologic es poden
veure certs canvis. Després del deslletament, trobem un index mitotic incrementat, una

disminucié de les cel-lules caliciformes i un augment del limfocits intraepitel-lials i de la



lamina propia, que es relaciona amb una activacié del sistema immunitari pels canvis en

la composicid de la microbiota (7). A més, es produeix un augment del pH gastric a causa

del canvi a dieta solida, ja que la llet té efecte basificador, i la disminucid de la secrecio

d’HCl (9).

3.4 Factors de risc de la diarrea

Hi ha diversos factors de risc que afavoreixen I'aparicid de problemes de diarrees al

deslletament. Els podriem agrupar en diversos grups:

3.4.1.Factors relatius al sistema de produccio i a I'animal:

Edat al deslletament: en condicions naturals, el deslletament es produeix de
forma gradual entre les 10-12 setmanes, que és el moment quan I'epiteli
gastrointestinal i el sistema immunitari estan molt proxims al seu
desenvolupament total. En canvi, amb el sistema intensiu de produccié porcina,
els garrins es deslleten normalment a les 3-4 setmanes de forma abrupta. Quan
es comparen animals deslletats a cada edat, s’ha vist que en els més joves hi ha
nivells superiors de CRF (factor alliberador de corticotropina), que aixi mateix
causa un augment de I'activacié dels mastocits, que alliberen TNF-a i proteases
que provoquen un procés inflamatori amb augment de la permeabilitat
intestinal, la qual cosa augmenta el risc de patir PWD (10).

Denticié prematura: si les dents creixen abans del dia 17 de vida, s’ha observat
que els animals pateixen desconfort, que els provoca anoréxia (que com s’ha
explicat abans genera una inflamacid local a I'intesti i tenen un major de risc de

patir PWD (11).

3.4.2.Factors relatius a la dieta:

Proteina bruta (PB): nivells elevats de PB augmenten el rics de patir diarrea al
postdeslletament (2), perquée s’incrementen els substrats necessaris per la
fermentacio per part dels bacteris de la microbiota, de manera que augmenta la

poblacié de microorganismes patogens, i també es generen compostos volatils i



substancies toxiques com les amines que poden promoure la inflamacié (12). No
obstant aixo, és complicat abaixar els nivells donat que els requeriments pel
creixement sén molt elevats.

e Fibra:siels nivells de fibra augmenten, s’observa un augment de la mida dels villi
o microvellositats intestinals i una menor preséncia d’E. coli a les femtes, pel que
pareix indicar que podria tenir cert efecte (12).

e Midod: s’ha observat que si augmenten els nivells de midé resistent disminueix el
risc de patir PWD, ja que augmenten la quantitat d’acids grassos de cadena curta,
que fan disminuir el pH de I'intesti i estimulen I'activitat I’enzimatica, de manera
que s’incrementa |'absorcié de nutrients i es millora la salut intestinal, reduint el
risc de PWD. A part, la major presencia d’acids grassos de cadena curta també
estimula proliferacid de bacteris dels géneres Bifidobacterium i Lactobacillus,
qgue es relacionen amb una bona salut intestinal i una menor preséencia de
bacteris patogens (12).

e Soja: nivells elevats de soja en el pinso incrementen el risc de PWD, ja que es
relacionen amb reaccions d’hipersensibilitat (13).

e Presencia de micotoxines: si estan presents al pinso, en redueixen Ia
palatabilitat, la qual cosa pot causar anorexia i augmenta les possibilitats de patir
PWD (14). A més a més, tenen un efecte immunosupressor en els animals que
pot facilitar la infeccié per part de patogens enterics (15).

e Frequencia d’alimentacié: Laine et al. (2008) van veure que el fet de donar
menjar dues vegades augmentava el risc de diarrees respecte una alimentacio
ad-libitum. L'explicacié d’aquest fet podria ser que els animals passaven menys
temps sense alimentar-se i aix0 contribuia a afavorir la seva salut intestinal, ja

gue es redueix la inflamacio intestinal.

3.4.3. Factors relatius al maneig i a I'ambient:

Qualsevol alteracid dels animals al deslletament que afecti el benestar animal pot
provocar que els garrins deixin de menjar i augmentar el risc de patir diarrea.

Podriem enumerar una série de factors:



Temperatura: la temperatura ideal pels animals és entre els 26 i els 28 2C. Una
alteracio d’aquesta temperatura augmenta el risc de PWD a causa del desconfort
ocasionat (17).

Hores de llum: Niekamp et al (2007) van observar com augmentava la freqiéncia
de diarrees quan hi havia menys hores de llum, perqué aquest fet causava una
immunodepressio.

Corrents d’aire: una corrent d’aire de més de 0,2 m/s genera desconfort als
animals i es relaciona amb major incidencia de diarrees (14)

Pressid infectiva de patogens: a major concentracié de patogens enterics, més
probabilitats existeixen que els animals sofreixin diarrea. Les mesures d’higiene
son molt importants per reduir la carrega de patogens a I'ambient.

Qualitat de l'aigua: I'aigua és una via d’entrada de molts patogens i la seva
qualitat és un dels parametres que s’ha de revisar en un brot de diarrea de PWD
(14)

Densitat d’animals per corral: un excés de garrins per metre/quadrat genera un
estres als animals que comporta a una immunodepressio i els genera anorexia i,
per tant, els fa més propensos a patir diarrea. A part, si no tenen espai de
menjadora suficient, les agressions entre animals augmentaran i es generara un
desconfort, seguit d’ anorexia que fara els garrins més propensos a tenir femtes

toves (14).

3.4.4. Factors relatius a la immunitat:

Els garrins necessiten tenir proteccié immunologica davant dels patogens enterics que

causen brots de diarrea. Per aix0 és important que les mares siguin capaces de

transmetre’ls-hi a través del calostre. Podem citar diferents factors que poden causar

problemes:

Programa vacunal deficient: les mares han de rebre una bona profilaxi vacunal
dels agents que podem trobar al moment del deslletament, per tal que puguin
transmetre la immunitat a través del calostre. Si no és optima, els garrins no

estaran protegits davant els patogens enteérics i poden tenir problemes.



e Produccid o consum de calostre insuficient: existeixen diverses circumstancies
que poden fer que les mares no produeixin la quantitat suficient de calostre com
pot ser una dieta insuficient, estrés o ser una truja de primer part de menor

produccid.
4. Agents infecciosos:

La PWD és una problematica multifactorial en la qual pot estar implicats diversos agents.
Historicament, s’ha considerat que I'agent principal era E. coli, pero altres agents que

enumerarem a continuacié també hi poden estar implicats.

4.1. Escherichia coli

E. coli és un coc-bacil gram-negatiu, anaerobic facultatiu, de la familia
Enterobacteriaceae. La majoria de soques no sén patogenes i formen part de la
microbiota intestinal, pero algunes poden provocar simptomatologia tant intestinal com
extraintestinal . Aquest bacteri és un dels agent etiologics principals de PWD. Trobem
diferents patotipus implicats en aquest procés diarreic: E.coli enterotoxigénic (ETEC),

enteropatogenic (EPEC) i el verotoxigénic (VTEC).

4.1.1. E.coli enterotoxigénic (ETEC)

L'ETEC és un dels majors causants de la diarrea en I'ambit porci, tant a les maternitats
com a les transicions. Es tracta d’un patotipus format per soques que alliberen toxines
que provoquen una diarrea secretora d’un color groguenc-blanquinds, que porta a la
deshidratacié del garri. Pel que a fa a les lesions generades, a nivell macroscopic, es pot
observar l'intesti prim dilatat, hiperemic i lleugerament edematés i I'estémac també
dilatat i amb contingut no digerit. A nivell microscopic, els canvis son bastant lleus. Es
poden arribar a observar les bactéries, principalment al duodé i alla veurem una
inflamacié neutrofilica (19).

Existeixen una serie de fimbries que sén necessaries per tal que la bactéria es pugui
adherir a I'epiteli intestinal. Les més habituals sén les F1, F4, F5, F6, F18 i F41. En el cas
dels individus nounats, les fimbries més habituals en brots de diarrea son la F5i F6 (20),

mentre que al deslletament els més tipics sén la F4 i F18 (21). També relacionada amb



la seva adhesié s’ha trobat I'adhesina AIDA, pero de moment no s’ha establert amb
fiabilitat quin és el seu paper (22). La F18 també esta implicada en la malaltia dels
edemes (ED, de les sigles en anglés "Edema Disease”), pero es tracta de variants
antigeniques diferents (F18ab per ED i F18ac per PWD) i no existeix proteccié creuada
entre elles (23).

Es possible tenir animals genéticament resistents, és a dir, sense receptors per a la F4
(mutacié a I'al-lel MUC4) (24) i a la F18 (mutacié a I'al-lel FUT1) (25) perd no tenen
presencia en les linies genétiques comercials perqué correlacionen negativament amb
caracters d’'importancia economica, com el pes al naixement, el guany mig diari o la
conformacio de carcassa.

Una vegada units a la cel-lula, es podra replicar i alliberar les exotoxines que causen la
patogenia. A la figura 1 es mostra un esquema dels mecanismes de patogenicitat de les
diferents toxines Les més habituals son LT, STa, STb i EAST1. LT és una toxina termolabil,
és a dir, sensible a altes temperatures que s’uneix al ganglidsid GM1(23) i activa de
forma permanent I'adenilat ciclasa del enterocits de manera que genera una
hipersecrecié de clor, per I'activacié de la PKA, porta a la secrecié de fluids (26). També
esta relacionada amb una major facilitat de colonitzacié de I'intesti (20). STa és una
toxina resistent a altes temperatures, codificada pel gen estA. S'uneix al receptor
guanilil-ciclasa C dels villi i les criptes i genera un increment dels nivells de GMP ciclic a
I'interior dels enterdcits que provoca una activacid de la PKA, que genera una
hipersecrecié de sodi i, de retruc, per 'augment de la pressié osmotica de la llum

intestinal, també de fluids (26). Es troba més associada amb la diarrea neonatal, tot i
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Figura 1: Esquema de la patogénia d'ETEC § U




que també pot estar present després del deslletament, perd normalment acompanyada
d’altres exotoxines (23). StB és una altra toxina termolabil, codificada pel gen estB.
S’uneix al receptor 3'-sulfogalactosil-ceramida (27), provocant I'entrada de Ca+ als
enterocits del duodé i del jeju, que activa la PKC i la calmodulina dependent de Ca+, la
qual cosa provoca la secrecié de sodi, clor i bicarbonat (28). A part, també genera una
lleugera exfoliacié de la superficies dels enterocits, que va acompanyada d’una lleu
atrofia dels villi (1). També s’ha vist que la seva preséncia esta associada amb la de LT,
ja que els gens que codifiquen per ambdues estan localitzats al mateix plasmid (23).
Finalment, trobem la EAST1, pero el seu rol no esta clar en el desenvolupament de
diarrea, ja que tant hi ha estudis que detecten una major prevalenca en individus sans
(29,30), com en malalts (31). No obstant aixo, els estudis de toxicitat realitzats semblen

indicar que no té capacitat de causar diarrea (32).

4.1.2. E. coli enteropatogenic (EPEC)

Els EPEC causen diarrea tant a les maternitats com a les transicions. Es caracteritza per
lesions a l'intesti prim que a nivell histologic podem observar un fenomen d’“Attaching
and Effaccing” (A/E: adhesid i esborrament),amb la lesié de “pedestal” tipica d’aquestes
soques, que produeix una atrofia de les vellositats i provoca la seva pérdua de funcio
(33) i I'aparicid de diarrea per

malabsorcié (19).La regulacié del mecanisme d’ A/E dels EPEC resideix en el “Locus per

I’Esborrament Enteric” (LEE), del gen “eae”, que s’ha identificat com a necessari pel

E. coli
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translocada

Non-catalytic tyrosine kinase

Neural Wiskott-Aldrich-Syndrome
Protein

Complex Arp-2/3

Figura 2: Esquema de la patogénia d'EPEC Wi Fllament dactina
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desenvolupament de la patogénia (34). Per a qué es doni el fenomen d’A/E s’han de
produir diversos fendmens, que es presenten a la figura 2. Primerament, és necessaria
I'adheréncia a I'enterocit. Per aix0, la bactéria entra en contacte amb la cel-lula
mitjancant un flagel i el pili tipus IV. Després, s’ha de produir la translocacié de senyals
intracel-lulars, que es dona a través del sistema de secrecié de tipus 3, mitjan¢ant el qual
entren multiples proteines a I'enterocit. Una d’elles, és la proteina Tir (receptor de la
intimina translocada), que una vegada dins el citoplasma es projecta cap a la membrana
i permet I'adherencia de la intimina (una adhesina produida per I'EPEC). Quan s’uneixen,
es produeix la fosforilacio de la Tir i es converteix en Tirosina 474, que acaba activant a
un mediador de la polimeritzacié de I'actina. Aquesta darrera activacié provoca una
reorganitzacio del citosquelet de la cél-lula, lesié de “pedestal”, il atrofiaila perdua de

funcionalitat de les vellositats intestinals (33).

4.1.3. E. coli verotoxigenic (VTEC):

Aquestes soques, també conegudes com E. coli productor de toxines Shiga (STEC), estan
implicades en la ED, pero també poden causar problemes de diarrea. Les toxines

implicades soén stx1 i stx2, també conegudes com a VT1i VT2 (35,36).

GEm) P p—
) T
- Q.' e ©® o
g

( A ) E. coli

| Gb3 Globotriaosikceramida

O v
‘ VT2

Figura 3: Esquema de la patogeénia de VTEC

A la figura 3 es mostra I'esquema de la patogenia de les toxines VT1 i VT2Les toxines
s’uneixen al receptor de superficie globotriaosilceramida (Gb3) (37) i actuen inhibint la

sintesi proteica de la cél-lula, ja que inactiva els ribosomes de les cél-lules eliminant una

11



adenina del 28S RNAr, provocant la mort de la cél-lula (38).

4.2. Rotavirus

Els rotavirus sén un genere de virus RNA de doble cadena amb un genoma amb 11
segments que codifiquen per sis proteines
estructurals (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6i VP7) i
cinc no estructurals (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4

i NSP5/6) que pertanyen a la familia o

VP7 —¥

Reoviridae. D’aquestes proteines, sobretot
VP1/VP3
hem de destacar la VP4 i VP7, responsables RNA

de la generacid d’anticossos per part de

/

I’hoste, i la NSP4, implicada en |'aparicio de |a via

diarrea per I'activacié dels canals de clor. Figura 4: Rotavirus
Existeixen fins a deu grups (A, B,C, D, E, F, G,

H, I, J) que es classifiquen segons la relacié antigénica que tenen amb la VP6 (proteina
de la capa mitja de la capside). Els més habituals que es troben en el conjunt de les
especies son el rotavirus A (RVA), el B (RVB) i el C (RVC). Pel que fa a I'especie porcina,
RVA i RVC han estat detectats arreu del mén tant en animals diarreics com en sans i
sembla que son els més prevalents, tot i que també s’han trobat els grups B, EiH (30,39).
Degut a la gran varietat de genotips que existeixen dintre cada grup, s’ha establert una
classificacié en funcié de I'estructura de cada un dels segments del genoma seguint el
segiient ordre: VP7 (G) - VP4 (P) - VP6 (I) -VP1 (R) - VP2 (C) - VP3 (M) - NSP1 (A) - NSP2
(N) - NSP3 (T) - NSP4 (E) - NSP5/6 (H). Aixi, la nomenclatura segueix el segiient esquema
Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx (40).

Respecte als signes clinics generats pels rotavirus, veiem que els animals encara lactants
presenten diarrea lleu i deshidratacid, que cursa normalment amb una baixa mortalitat.
En animals deslletats, si és I'Unic agent, pot causar una diarrea lleu que dura 1 o 2 dies
0 bé presentar un curs asimptomatic. Ara bé, si es presenta amb altres patogens com
ara I'ETEC pot generar una diarrea prolongada greu (41). Les lesions macroscopiques per

rotavirus es localitzen a l'intesti prim, que el veurem distés i ple de gas (41) . A nivell
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microscopic, es pot observar un escurgcament dels vili, de la severitat del qual en
dependra la gravetat del quadre clinic. A part, també podem observar a aquella zona un

infiltrat moderat de cél-lules mononuclears i neutrofils i una hiperplasia de les criptes(1)

La patogenia dels rotavirus es dona per diversos mecanismes. En primer lloc, el virus
entra als enterocits mitjancant la unié de les proteines de membrana VP4 amb els
lligands glicans de la superficie cel-lular dels enterdcits més madurs (42) i es replica en
el seu interior de manera que causa la seva lisi i porta a un escurcament dels vili que
genera un diarrea per malabsorcid. En segon lloc, la seva entrada a la cél-lula provoca
un increment del calci intracel-lular, que porta a una desorganitzacié del citosquelet i les
unions estretes augmentant la permeabilitat paracel-lular i, a part, el desequilibri
electrolitic que es genera es compensa amb una secrecié de clor i bicarbonat (43).
Finalment, també intervé la proteina no estructural NSP4, que, per una banda, a través
de l'activacié de la Fosfolipasa C (PLC), provoca la sortida de calci del reticle
endoplasmatic cap al citoplasma (per la qual cosa genera contribueix a generar un
desequilibri electrolitic) i, per altra banda, estimula el sistema nervidés enteric, de
manera que incrementa la motilitat intestinal i es redueix la capacitat d’absorcio de

I'intesti, la qual cosa afavoreix la presentacié d’una diarrea per malabsorcié(44).

4.3. Coronavirus

La familia Coronaviridae és una familia de virus RNA embolcallats amb genoma no
segmentat monocatenaris de polaritat positiva que pertanyen a I'ordre Nidovirales.
Dintre trobem la familia Orthocoronaviridae a la qual pertanyen els coronavirus enterics
que afecten els porcs. Es poden dividir en quatre géneres: Alfacoronavirus,
Betacoronavirus, Deltacoronavirus i Gammacoronavirus. Les espécies que afecten als
porcs es presenten a la Taula 1.

Taula 1: Coronavirus que afecten I'espécie porcina
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En el genoma dels coronavirus trobem diversos fragments oberts de lectura (ORF)

M

~a \

N

Figura 5: Coronavirus
I’'hoste (46)

entre els quals destaquen ORFla i ORF1b, que es
troben superposats i contenen el gen replicasa, que
codifica per proteines no estructurals necessaries
per la replicacio (45). També existeixen 4 ORFs més
que codifiquen per proteines estructurals que sén
comunes a tots els virus de la familia. Les veiem
representades a la Figura 5. Aquestes sén:

e Espicula (S): és una glicoproteina de I'embolcall que

permet I'’entrada del virus a la cel-lulai és la inductora

de produccié d’anticossos neutralitzants per part de

e Embolcall (E): és una petita proteina de membrana que permet I'assemblatge de

virions, pero que no és essencial per la transmissié del virus(45).

e Membrana (M): és la proteina més abundant i defineix la mida i la forma de

I'embolcall. A més, intervé en la formacidé de nous virions (47). També s’ha vist

que pot modular la produccié d’interferons (48).

e Nucleocapsida (N): es tracta d’una fosfoproteina que embolcalla els acids

nucleics i modula sintesi d’'/RNA (45). A part també antagonitza la produccio

d’interferons (49).

Taula 1: Coronavirus que afecten I'espécie porcina

Génere
Alfacoronavirus

Espécie ‘
Virus de la Gastroenteritis Transmissible (TGEV)

Virus de la Diarrea Epidémica Porcina (PEDV)

Coronavirus Entéric Porci (SeCoV)

Virus de la Sindrome de Diarrea Aguda (SADS-CoV)

Coronavirus Respiratori Porci (PRCV)

Betacoronavirus

Virus de I'encefalomielitis hemaglutinant porcina (PHEV)

Deltacoronavirus

Deltacoronavirus porci (PDCoV)

Pel que fa al quadre clinic dintre de la granja, tots cursen de manera similar (amb major

o menor gravetat depenent del coronavirus en concret). Quan s’infecta una granja que

n’era lliure, hi ha una primera fase epidémica, on animals de totes les edats presenten

diarrea i vomits, amb un quadre més greu en els animals joves, on pot existir una

mortalitat alta (explicat per la menor velocitat de reposicid dels enterocits, on es replica

el virus). Una vegada els animals s’immunitzen, s’entra en la fase endémica, on
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observarem diarrees a les transicions perqué és el moment on desapareixen els
anticossos maternals (50).

Dels coronavirus explicats anteriorment, els que han tingut major incidéncia
historicament a les transicions han estat el TGEV i el PEDV. Tot i ser practicament
indistingibles a nivell de signes clinics, patogénia i lesions, sén antigenicament diferents
i no existeix immunitat creuada entre ambdds (51). A Ameérica i Asia actualment
(juntament amb I’emergéncia dels Deltacoronavirus) tenen bastanta importancia,
sobretot el PEDV (49), pero a Europa es considera que el risc de brots és baix (52).

El TGEV tenia gran incidencia, pero es creu que I'aparicié del seu mutant PRCV (Virus del
Coronavirus Respiratori Porci) va generar immunitat creuada i va disminuir la seva
prevalenca a Estats Units i Europa (53,54). El PEDV té un periode d’incubacid curt, que
s’estima entre 22 i 38 hores (50). Es poden transmetre via directa, fecal-oral, per fomits,

per secrecions nasals i també pot passar als garrins lactants a través de la llet de la mare.

Pel que fa a les lesions, a la necropsia, es pot observar I'estdmac i els intestins plens de
contingut i amb petequies. La paret dels intestins és fina i transparent per |'atrofia dels
vilis. A nivell microscopic, es pot observar I'escurcament dels vilis del jeja i I'ili (el duode
acostuma a no presentar lesions i en animals amb certa immunitat les lesions acostumen
a estar presents només a l'ili) (55).La patogenia dels coronavirus es centra en la
replicacié del virus principalment en els enterocits del jeju. Aquesta replicacid es déna
dins el citoplasma i produeix la lisi de la cel-lula enterica, la qual cosa porta a un
escurcament dels vil-li, que porta una deficient absorcié de nutrients i una major pressio
osmotica a la llum intestinal de manera que es produeix una diarrea per malabsorcid,
gue pot causar una deshidratacio i provocar la mort de I’'animal en els casos més greus
(com més joves son els garrins més greu és el quadre clinic per la menor capacitat de

substituir les microvellositats per no tenir les criptes intestinals encara madures) (55).

4.5. Altres agents bacterians

A banda d’E. coli, existeixen bacteris que habitualment presenten el quadre clinic a
I’engreix, perd que en alguns casos també s’han detectat en casos a la transicid com

Lawsonia intracellularis, Brachyspira pilopsicoli o diferents serovars de Salmonella
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enterica com Typhimurium (el principal), Derby, Mbaldaka, Agona, Anatum, Cerro o
Heidelberg (56-59) .

Pel que fa als signes clinics de Salmonella spp, s’observa una diarrea groguenca que pot
contenir sang i moc que és més tipica dels engreixos, perod que pot afectar a totes les
edats des del deslletament, i que es va propagant de corral en corral (21). Pot durar de
3-5 dies i remetre (pero I'animal pot quedar com a portador) o ser cronica i intermitent
(1). Pel que fa a les lesions observades a la necropsia, els animals presenten una
inflamacidé de l'ili, el cec i el colon espiral, que es pot estendre al colon descendent i al
recte. Les parets estan engrossides i edematoses i poden existir Ulceres cobertes de
material fibrinonecrotic. A nivell histologic, s'observa la infiltracié de la lamina propia
per neutrofils principalment, perd també macrofags i limfocits. També és freqlent
observar trombes de fibrina en els capil-lars sanguinis. Finalment, s’observa necrosi de
la mucosa, que es pot estendre a la submucosa i als limfonodes regionals generant
Ulceres (21).

La clinica habitual de l'adenomatosi intestinal porcina (malaltia causada per L.
intracellularis) és una diarrea aquosa de color gris verdds, que no sol contenir moc o
sang. La lesié més destacable és un engruiximent de la mucosa de I'intesti prim a causa
de la proliferacié de les criptes (60).

Brachyspira pilopsicoli, per la seva banda, genera una diarrea d’un color marré verdds,
que pot contenir moc i sang. Les lesions es localitzen al cec i el colon i es caracteritzen
per presentar un engruiximent de la mucosa i submucosa i poden existir erosions,
Ulceres i zones necrotiques i hemorragiques (61). Brachyspira murdochii també pot
generar un quadre lleu al deslletament (62).

Per altra banda, s’han detectat diverses espécies del genere Campylobacter spp en
femtes diarreiques, pero la seva excrecio també es dona en animals sans i no s’ha pogut
correlacionar la seva preséncia amb la malaltia. Afecta principalment a animals de les
maternitats, pero també pot afectar a les transicions (63). No obstant aix0, s’"ha observat
que les espécies C. hyointestinalis i C. sputorum poden estar implicats en I'aparicié de

lesions lleus (64).

4. 6. Altres agents virics
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El circovirus porci tipus 2 (PCV-2) pot estar implicats en I'aparicié de diarrea a la
transicio, ja que una de les lesions que causa és una enteritis granulomatosa (65). A part,
es tracta d’'un agent immunosupressor(66,67) i pot provocar |'afectacié per patogens
que no solen causar clinica com ara Cryptosporidium parvum (68). També s’ha vist que
la seva presencia es troba associada amb altres possibles agents al deslletament com
PEDV (69).

Després trobem el virus de la sindrome respiratoria i reproductiva porcina (PRRS), que
per si sol no és un patogen entéric, pero pot provocar un desequilibri del sistema
immunologic (70), facilitant i complicant la infeccié per part de les soques ETEC (71).
Per altra banda, els virus del virus de la pesta porcina africana i la pesta porcina classica
també causen diarrees en totes les edats (72,73), pero les mortalitat solen ser molt altes
i no se sol confondre amb les altres causes habituals.

Finalment, trobem una serie de virus que es troben presents tant en animals sans com
en diarreics com serien Sapovirus, Kobuvirus, Teschovirus, Enterovirus G, Sapelovirus o

Adenovirus la patogenicitat dels quals encara esta en estudi (74-78).

4.7. Agents parasitaris

Amb el sistema de produccié intensiva molts dels parasits intestinals porcins coneguts
no es poden reproduir, perdo que en altres condicions de cria si que poden causar
patologia, com per exemple en granges ecoldgiques a on s’ha descrit la preséncia de
Trichuris suis i Oesophagostomum dentatum després del deslletament (79).

Tanmateix, la implicacié de Cystoisospora suis, Crytosporidium parvum, Balantidium
coli, Entamoeba spp o Eimeria spp s’han descrit en la diarrea al deslletament pero

rarament com a patogens primaris (68,80-82).

4.8 Frequencia dels diferents agents infecciosos

S’han realitzat nombrosos estudis arreu del mén per coneixer les distintes prevalences
de les distintes soques d’E. coli a la PWD, trobant que les més freqlients eren les soques
ETEC (sobretot es trobaven les fimbries F4 i F18 i la toxina STb) (83—87) . Pero de les
freqUéncies d’altres agents com rotavirus no existeix tanta bibliografia, tot i que s’han

trobat en freqliéncies altes en alguns estudis (88). Pero en general se centren només en

17



el rotavirus A i hi ha pocs estudis sobre les espécies B i C, tot i haver-se trobat en
fregliencies altes quan s’han buscat (89) A part, que molts estudis es limitaven a
analitzar mostres d’animals diarreics, sense tenir animals sans per comparar
(81,84,90,91). | pot esser que aquells agents no siguin estadisticament significatius per
la presentacié del quadre clinic. Perd on hi ha el buit més gran de coneixement és en
I’ambit de les coinfeccions, ja que la majoria d’estudis només se centren en un patogen
en concret i, quan es troba, es considera la causa de la diarrea, sense tenir en compte la
possible presencia d’altres agents. Els estudis no sén recents pero s’ha observat que a
Cuba el patogen principal eren les soques ETEC, essent més alta la prevalenca a Cuba
per I'escassa cobertura vacunal i els rotavirus tenien poca importancia (90). En canvi, en
uns altres estudis realitzat al Japd, es va veure que el patogen més freqiient era el
rotavirus A seguit de les soques ETEC (91,92). Els coronavirus postdeslletament en
aquests estudis no es van trobar. A la Taula 2 es mostren les freqliéncies dels patogens
més importants trobats en aquests estudis. Tot i aix0, s’ha de comentar que aquests
estudis només analitzaven mostres d’animals diarreics i les mostres d’animals del
postdeslletament era relativament petita (Alemanya: n=22, Jap6 n=96, Cuba n=45).

A Espanya no s’han realitzat estudis de prevalences de patogens entérics al
postdeslletament, perod si que se s’han fet en relacié a la diarrea neonatal. En aquesta
linia, un estudi realitzat a Catalunya va observar que els patogens més frequients eren
els rotavirus A (Unic patogen relacionat estadisticament amb la presentacié de diarrea)
i Ciles soques ETEC estaven presents en menor nombre (30) El mateix va veure un altre
estudi realitzat amb mostres de tota Espanya (93). Aixi, podriem pensar que les
freqiiéncies de patogens haurien de ser més semblants a les de Japd que no pas a les

d’Alemanya i Cuba, pero s’hauria de comprovar amb estudis de camp.

Taula 2: Freqliiéncies dels distints agents infecciosos causants de la PWD

PAIS ETEC ROTAVIRUS CORONAVIRUS  REFERENCIA
CUBA 22,2% 4,4% 0% (90)

JAPO 48,96% 53,13% 0% Adaptat de
(91)

ALEMANYA 5,6% 25% 0% Adaptat de
(81)
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5.Importancia zoonotica

A part dels problemes de caire econdmic i productiu que es poden generar per la PWD,
son especialment importants diversos problemes d’importancia per la salut publica.
Actualment, el problema més important son les resisténcies antimicrobianes, pero

també n’existeixen d’altres.

5.1 Resisténcies antimicrobianes

Un antimicrobia és aquella substancia que inhibeix el creixement o mata
microorganismes amb el minim efecte sobre les cél-lules eucariotes. El primer descobert
va ser la penicil-lina I'any 1928 i durant les décades del 50 i 60 es van trobar moltes
molécules amb capacitat antimicrobiana pertanyents a diferents families, que van
permetre tractar moltes infeccions que abans eren letals (94). No obstant aixo, el seu Us
(i abus) portava intrinsec I'aparicio de resisténcies a la seva accié. Aquest fet ha portat a
una situacié en la qual cada vegada menys antibiotics son atils pel tractament de les
infeccions i es creu que la resisténcia als antibiotics sera la primera causa de mort cap al

2050 (95).

5.1.1 Mecanismes de resistencia

Les resisténcies poden classificar-se en:

e Naturals: poden ser intrinseques (expressades sempre en el bacteri) o induides
(el gen que confereix resisténcia esta present en el microorganisme, perdo només
s’expressa després d’estar exposat a I'antibiotic) (96). Un exemple de resisténcia
natural seria E. coli respecte als macrolids, que sén una familia d’antibiotics que
actua inhibint la sintesi proteica i per ser efectius necessiten entrar a 'interior
de la cél-lula i la paret cel-lular d’'un bacteri gram-negatiu com E. coli redueix la
permeabilitat cel-lular i impedeix la seva entrada a la cél-lula.

e Adquirides o extrinseques: els bacteris poden adquirir material genetic, de
manera temporal o permanent, o bé per mutacions genetiques o bé per
transmissid horitzontal per I'accié de plasmidis, elements mobils com integrons

o transposons o bacteriofags (97).
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Pel que fa als mecanismes de resisténcia, existeixen cinc maneres d’evitar 'accié
antibiotica dels farmacs:

e Bombes d’eflux i reduccid de la permeabilitat: s’evita I’entrada d’antibiotic a la
cél-lula bacteriana i, per tant, no pot dur a terme la seva funcié. Un exemple
serien les bombes d’eflux que codifica el gen TetA, que impedeix I'entrada de les
tetraciclines a la cél-lula (98).

e |Inactivacié enzimatica: a través d’'un enzim es degrada la molécula activa enfront
al bacteri. Un exemple en sén les beta-lactamases, que inactiven I'anell beta-
lactamic i impossibiliten I'accié dels antibiotics d’aquesta familia (96).

e Modificacid enzimatica: mitjangant un enzim es modifica el lloc d’unié de
I"antibiotic o I'antibiotic en si. Com exemples trobariem el gen erm, que confereix
resistencia als macrolids (99) i la N-acetiltransferasa present en alguns bacteris,
que els fa resistents a la kanamicina (100).

e Canvi del lloc d’'unié de I'antibiotic: es poden produir mutacions a les proteines
on esta situat el receptor del farmac i aixo impossibilitara la seva unié i posterior
accid. N’és un exemple la resistencia conferida pel gen mecA, que codifica per
una proteina d’unié de la penicil-lina diferent, PBP-2A, que impedeix que els
antibiotics d’aquesta familia s’hi puguin unir (101).

e Sobrexpressio dels receptors: si augmenten els “target” de |'antibiotic, sera
necessaria una major concentracid perqué aquests puguin dur a terme la seva
funcid. Un exemple d’aquest sistema seria el mecanisme de resisténcia d’E. coli

en front a trimetoprim-sulfametoxazol (97).

5. 1.2 Us en ramaderia

L’ Us dels antimicrobians en animals d’abastament es va comencar a estendre als anys
50, tant per tractar infeccions com de manera profilactica, ja que es va veure que
milloraven els resultats productius i economics (102). No obstant aixo, I’Us d’antibiotics
com a promotors del creixement es va considerar un factor de risc de cara a |'aparicié
de resisténcies i la Unié Europea ho va prohibir a partir de I'lany 2006 (103). Empero, el
seu Us continua essent necessari per tractar les infeccions bacterianes i s’ha vist com un

major consum d’antibiotics implica una major aparicié de resistéencies (104,105).
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Per evitar que els productes estiguin contaminats amb residus antibiotics, existeix la llei
13/2007, de 22 de novembre, de medicaments veterinaris, que regula el temps
necessari que ha de passar des del tractament fins que el producte d’origen animal en
qliestié pugui ser consumit. A part, molt poques vegades s’ha pogut demostrar que els
mateixos bacteris resistents que afecten als animals puguin causar malaltia en les
persones (106). No obstant aix0, I'Gs (i abus) d’antibiotics en ramaderia si que
representa un perill per a la salut publica, ja que les femtes i els purins que s’alliberen al
medi ambient (ja sigui en forma d’adob o a la depuradora) poden contenir bacteris
resistents als antibiotics i d’aquesta manera existeix la possibilitat de que puguin entrar
en contacte amb els que si afecten a humans, de manera que és factible la transmissio

horitzontal de gens de resisténcia cap als que afecten els humans (107,108).

5.1. 3 Resistencies antimicrobianes a les transicions

En el cas de la PWD, el fet que sigui una problematica d’origen multifactorial i hi hagi
agents bacterians implicats fa que s’utilitzin antibiotics de manera habitual. Moltes
vegades s’actua sense arribar a un diagnostic definitiu i s’utilitzen en casos on la causa
de la diarrea no sigui una bacteéria. En consonancia amb aix0, s’ha vist en diversos estudis
(83,85,109) nivells alts de resisténcies a les transicions, essent especialment alta la
presencia de gens de resistencia a les tetraciclines i als macrolids (tot i que aquests gens
també estaven presents en animals que no havien estat tractats mai amb antibiotics)
(110) pero sobretot de cara a la salut publica preocupa I'emergéncia de Beta-Lactamases
d’Espectre Estés (BLEE) i gens de resisténcia a la colistina, que sén especialment
rellevants perque confereixen resisténcia a carbapenems i a la colistina, antibiotics
d’dltim recurs en medicina humana.

No obstant, també s’ha de comentar que la majoria d’estudis fets fins ara estan basats
en l'estudi de les distintes soques d’E. coli (83,111-115), ja que és un bacteri que es
troba molt habitualment i és un bon indicador. Ara bé, d’aquesta manera poden no
detectar-se gens de resisténcia que estiguin presents en altres bacteris. Per solucionar
aquest problema existeixen els estudis del resistoma (conjunt de gens de resisténcia

presents en la microbiota intestinal), basats en la metagenomica. S’estan comencant a
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fer alguns estudis en animals (116), perd pel que respecta a les transicions encara no

s’ha realitzat cap estudi.

5.1.3.1 Beta-lactamases

Les beta-lactamases sén uns enzims que presenten certs bacteris capagos d’hidrolitzar
beta-lactamics, cefalosporines, cefamicines i carbapenems. Ja existien abans de la
invencié dels antibiotics, pero el seu Us ha fet augmentar la seva preséncia en els
bacteris i ha possibilitat I'emergéncia de més tipus diferents (117). Segons la classificacid
de Bush i Jacoby (2010), es poden classificar en tres grups segons la seva funcionalitat
(1-3) i també en 4 classes segons la seqiliéncia aminoacidica dels enzims (A-D), essent la
Aila Cles que s’han trobat en més freqlieéncia en el porci. A la taula 3, es presenta una
classificacio esquematitzada.

Els enzims del grup 1 sén cefalosporinases que pertanyen a la classe C i els gens que els
codifiquen es troben principalment als cromosomes de bacteris de la familia
Enterobactereceae, tot i que també es poden trobar en certs plasmidis, com podrien ser
els enzims codificats pels gens AmpC. Es relacionen amb la resisténcia a beta-lactamics
(inclosos també els inhibidors de les beta-lactamases com el clavulamic), penicil-lines,
cefamicines i cefalosporines de 12, 22 i 3 2 generacid, pero son sensibles a la cefepima
(cefalosporina de 42 generacid) i carbapenems (119). Un exemple en seria el grup
d’enzims CMY. S’han detectat arreu del mén A Catalunya, se n’ha detectat la seva
preséncia en porcs amb diarrea neonatal i postdeslletament (112).

Pel que fa als enzims del grup 2, a la seva estructura presenta una serina i acostumen a
estar localitzats a plasmidis, la qual cosa facilita la seva transmissid horitzontal. Les
classes A'i D pertanyen a aquest grup.

Dintre de la classe A, trobem les beta-lactamases d’especte estes (BLEE), que la seva
prevalenca en els darrers anys ha augmentat molt i sén capaces d’hidrolitzar
cefalosporines de 32 i 42 generacié i monobactamics com I'aztreonam (120). A part,
també es relacionen amb un increment de les resistencies a aminoglicosids i
cotrimoxazole, perque el mateix plasmidi que conté els gens que codifiquen per les
distintes BLEE també conté gens que confereixen resisténcia cap aquests antibiotics

(119). També s’ha relacionat una major presencia de gens de resistencia a les quinolones
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en bacteris productors de BLEE, perd0 no es coneix amb certesa el mecanisme de

corresistencia (121).

Taula 3: Classificacio de les beta-lactamases

Grup Classe Exemples de Exemples de gens
families de resisténcia
Cefaloporinases 1 C cmy CMY-1, CMY-2
Serine beta-lactamases 2 A TEM, SHV, CTX-M TEM-50, SHV-1,
CTX-M-15
3 D OXA OXA-3, OXA-48
Metallo beta-lactamases 4 B VIM, IMP, NDM VIM-1, IMP-1,
NDM-1, NDM-4

Els tipus de BLEE més comuns sén SHV, TEM i CTX-M. Inicialment existien els gens TEM-
1 i SHV-1, que conferien resisténcia a les penicil-lines i a les cefalosporines de 12 i 22
generacio, pero eren sensibles a les cefalosporines de 32 generacio i als carbapenems.
Perd a partir de mutacions d’aquests gens, van apareixer nous gens, com ara TEM-2
capacos de també hidrolitzar les cefalosporines de 32 i 42 generacio i els monobactamics
(119). Pel que fa al grup CTX-M, no es coneixen mutacions que hagin donat el seu origen
i va ser identificat per primer cop en plasmidis de cromosomes de Kluyvera spp (115).
Els grups més comuns eren SHV i TEM, pero en els ultims anys CTX-M ha esdevingut el
més habitual (117).

Aixi, quan s’han estudiat els porcs a les transicions, s’han trobat bacteris productors de
BLEE a diversos paisos com la Xina (122), India (83), Suissa (123), Italia (113) o la
Republica Txeca (124). A Espanya, i en concret a Catalunya, també s’han trobat en porcs
amb problemes de diarrea a transicions i maternitats (111,112). Sobretot s’han trobat
enzims del grup CTX-M, amb unes prevalences que rondaven el 20 %.

Per acabar amb les beta-lactamases del grup 2, també existeix la classe D. Els enzims
pertanyents a aquesta classe confereixen resisténcia a les penicil-lines, cefalosporines
de 12, 28, 32 i 42 generacid i als carbapenems. Els enzims tipus OXA serien un exemple
d’aquesta classe. La seva emergencia genera greus problemes als hospitals (125), pero
afortunadament és molt estrany trobar-los en els porcs, tot i que en algun casos s’ha

detectat (126).
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Finalment, també existeixen les beta-lactamases del grup 3, conegudes com metal-lo-
beta-lactamases, que conformen la classe B. Alguns exemples serien els grups NDM,
IMP o VIM. Es caracteritzen molecularment per tenir una o dues molécules de zinc en el
seu lloc actiu. Confereixen resisténcia a tots els beta-lactamics, excepte els
monobactamics (127). En els porcs no sén gens habituals, pero si que s’han trobat

plasmids que contenien enzims del grup NDM a la Xina (128) i a la india (129).

5.1.3.2 Gens de resisténcia a la colistina

La colistina és un antibiotic de la familia de les polimixines que presenta activitat
principalment davant microorganismes gram-negatius. Esta disponible pel tractaments
d’infeccions des de I'any 1959, tot i que en medicina humana es va deixar d’utilitzar a
causa de la seva toxicitat renal. Perd I'emergéncia de bacteris multiresistents en els
ultims anys ha fet que augmenti el seu Us i sigui considerat com a antibiotic d’ultima
opcid per bacteris gram-negatius multiresistents (130).

Per altra banda, en produccid porcina, la colistina ha estat ampliament utilitzada,
especialment al deslletament per tractar infeccions bacterianes intestinals. No genera
efectes secundaris, perque la seva absorcié és baixa quan s’administra via oral
(normalment es ddna via pinso) i el seu efecte es limita a I'intesti (131).

En principi només se sabia que la resisténcia a la colistina venia donada per mutacions
cromosomiques, que impossibilitaven la transmissidé horitzontal d’aquests gens i el risc
per la salut publica derivat de I’Us en animals de colistina en animals de cara a I'aparicié
de bacteris resistents que afectessin als humans era baix. Pero, I'any 2016 es va
descobrir en porcs un plasmidi que contenia el gen MCR-1, que conferia resistencia a la
colistina (132). Actualment, se’n coneixen cinc gens que codifiquen per la resisténcia a
la colistina: MCR-1, MCR-2, MCR-3, MCR-4 i MCR-5 (133)

El fet de que el gen estiguin localitzats en un plasmidi permet la seva transmissié
horitzontal a altres bacteris que poden afectar a humans i, d’aquesta manera,
adquireixen resistencia a un antibiotic d’dltima opcié. Aixo ha fet que I'ds d’aquest
antibiotic en produccid animal esdevingui un problema de salut publica. Arran d’aixo
I’Agéncia Europea del Medicament (EMA) indica un limit d’Us en animals d’abastament

i deixant-ho com a ultima opcié de tractament (134). Aixi a Espanya es va posar en marxa
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el “Programa Reduce Colistina”, que tenia per objectiu reduir el consum de colistina per
davall de 5mg/PCU abans del 2018 (Unitat Correctora de Poblacid, en anglés “Population
Correction Unit”), que ha tingut éxit i ha fet que el seu Us es reduis un 97% (135) i s’ha
vist com la mesura ha reduit la preséncia de gens de resisténcia en porcs de granges amb
problemes de diarrea (136).

Pel que fa a la preséncia dels gens de resisténcia a les transicions d’Espanya, s’han
detectat en dos estudis (112,137) que van estudiar les mostres d’individus amb diarrea.
Garcia-Menifio et al. (2018) van observar que el gen més prevalent era mcr-1 amb un
prevalenca del 25,6%. Aguirre et al. (2020), per la seva banda, van trobar com a gen més
freqient MCR-4, amb un prevalencga del 13%, seguit de MCR-1 amb una prevalenca del
7%. De tota manera, la freqiiencia d’aquests gens al conjunt de les transicions podria ser
menor perque s’ha observat que els animals diarreics tenen prevalences superiors dels
gens de resisténcia a la colistina que els sans (138) i aquests estudis només observaven

porcs que presentessin diarrea.

5.2 Altres problemes de salut publica

Les resisténcies antimicrobianes a les transicions sén actualment el problema més greu
per la salut publica, perd no sén I'dnic que podem trobar.

La salmonel-losi és una de les causes més importants de diarrea infecciosa arreu del
mon. En I'informe de I'EFSA i 'ECDC del 2018 sobre les zoonosis alimentaries més
freqlients, la salmonel-losi apareixia com a segona malaltia més freqiient només per
darrere la campilobacteriosi (139).

Com ja s’ha comentat, el serovar Salmonella typhimurium pot ser un dels causants de la
PWD, tot i que sigui més freqiient als engreixos. A més, encara que moltes vegades els
individus siguin asimptomatics, quan els animals pateixen un estrés com el
deslletament, s’incrementa I'excrecié al medi de patogen (140). A part, tot i que en
prevalences menors que als engreixos, també podem trobar el fagotip DT104 a les
transicions (141), que es relaciona amb el fet de ser un bacteri multirresistent
(normalment resistent a [I"ampicil-lina, el cloranfenicol, I'estreptomicina, les

sulfonamides i les tetraciclines) (142). Aixi, Salmonella spp esdevé un risc de salut
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publica tant pels treballadors de la granja com pels consumidors a causa de de possibles
contaminacions de les canals.

També trobem a les transicions diverses soques d’E. coli verotoxigénic (VTEC) que
formen part del subgrup d’ E. coli enterohemorragic (EHEC). El seu mecanisme de
patogenia es basa en la combinacié de I'accid de les toxines VT1 i VT2 i el mecanisme
d’A/E, explicats anteriorment, que provoca que les lesions siguin més greus i moltes
vegades s’observin hemorragies a l'intesti (143) . Podem trobar diversos serotips, entre
els quals destaca I’ E. coli 0157:H7, que en les persones s’ha associat amb casos de
diarrea hemorragica i de la sindrome uremica hemolitica i que ha causat diversos brots
al llarg de la historia tant en aliments vegetals contaminats com la lletuga (144) o la carn
picada (145). No obstant aix0, s’ha de comentar que la prevalenca en I'espécie porcina
d’aquest serotip és baixa i es considera que els reservoris son els remugants (1).

Un altre agent que pot tenir importancia zoonotica séon els rotavirus. Tot i que
historicament s’havia pensat que eren especifics d’espécie, s’ha vist que la recombinacid
entre rotavirus de distintes espécies és possible i que rotavirus que afecten a espécies
animals poden afectar als humans (146,147) Pel que fa a I’espécie porcina, s’ha vist que
Rotavirus A si que pot afectar als humans, perd per Bi C no s’ha pogut demostrar el seu
potencial zoonotic. A part, els genotips G9 i G12, emergents en I'espécie humana, s’ha
vist que tenen el seu origen en les recombinacions de rotavirus porcins (39). Aixi, els
rotavirus poden esdevenir un risc pels treballadors de la granja.

Per acabar, s’ha d’esmentar un altre patogen que, tot i no ser habitual després del
deslletament, també pot estar present a les transicions com és Clostridiodes difficile,
que ocasiona greus problemes de resisténcia als antibiotics en ambients hospitalaris. C.
difficile, en I'espécie porcina, genera un quadre de diarrea sobretot les dues primeres
setmanes de vida (30), pero que, tot i estar en prevalences bastant baixes ja que
disminueix amb I’edat dels animals, també s’ha trobat a les transicions (148). El ribotip
present és el 078, que també afecta a les persones, i Knetsch et al. (2014), després de
seqlienciar els bacteris de treballadors de granja i els porcs, van veure que ambdds
compartien els mateixos bacteris, per la qual cosa es confirmava que el risc de
transmissio cap als humans és possible. A més, també s’ha observat que viure més a

prop de granges porcines augmentava el risc de ser portador de C. difficile (150).
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6. Possibles solucions

Podem concloure que la resistencia als antimicrobians és, actualment, el problema de
salut publica més important, aixi que s’han de buscar solucions de cara a fer minvar la
situacid. S’ha comprovat que la reduccié del consum d’antibiotics és una mesura
efectiva de cara a reduir el nivell de resisténcies (114,151), aixi que s’ha d’avancar en
aquesta linia. Pero els antibiotics no poden deixar-se d’utilitzar en el cas que hi hagi
infeccions on siguin necessaris, ja que aix0 causaria perdues economiques i una
disminucié del benestar animal, per aixo s’han de cercar altres solucions.

En primer lloc, una mesura destinada a reduir I'ds d’antibiotics és la millora de la
bioseguretat per evitar I'entrada de patogens a I'explotacié. S’ha observat que millores
en la bioseguretat interna, sobretot millores en la neteja, redueixen la presencia de BLEE
en porci, ja que disminueix el consum de farmacs (a causa d’una disminucié de la pressié
infectiva, que es tradueix en menys infeccions) (152), pero en altres estudis també s’ha
observat que quan es corregia per I'Us d’antibiotics una millor bioseguretat interna
anava associada amb un increment de la resistencia a les tetraciclines i als macrolids
(153), explicat per un major Us de productes biocides que s’ha vist que poden afavorir
fenomens de corresistencia cap a determinats antibiotics (154), per la qual cosa és
necessari investigar en altres biocides que no afavoreixin la preséncia de nous gens de
resistencia.

També relacionat amb la idea de reduir el consum de farmacs, esta la necessitat de
millorar i accelerar el diagnostic dels agents infecciosos implicats, per aixo nous kits de
deteccié rapida de virus i soques ETEC i EPEC han de ser desenvolupats. A part, també
seria molt interessant disposar de kits rapids de deteccid de resisténcies per tal de poder
enfocar millor els tractaments.

En segon lloc, si es millora la immunitat dels animals contra els patogens, hi haura un
menor nombre d’infeccions i el consum d’antibiotics es reduira. La principal mesura en
aquesta linia és aplicar un protocol de vacunacio adequat. La PWD moltes vegades es
déna perqué en el moment de deslletament es produeix una caiguda de la immunitat
maternal. Per evitar-ho es poden administrar vacunes abans del deslletament, perd no

estan disponibles per a tots els patogens.
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En el cas de les soques ETEC estan disponibles una vacunes vives que es poden
administrar en l'aigua els dies anteriors al deslletament que s’han demostrat efectives
(155), pero per les soques EPEC no esta disponible.

A part, també que els animals gaudeixin d’una bona immunitat contra patogens no
bacterians, ja que, com ja s’ha comentat, moltes vegades no s’arriba a un diagnostic
definitiu i es tracta amb antibiotics quan el seu Us no esta indicat. En el cas de Rotavirus
A, si que existeixen vacunes, pero no estan disponibles a Espanya i s’han d’'importar dels
Estats Units. En aquest cas, per ser efectives, a part de la dosi oral, també es requereix
una dosi intramuscular. Per les altres espéecies de rotavirus no existeixen vacunes.
Finalment, per I'altre patogen viral més frequent, el DEPV, no existeixen vacunes pels
garrins, pero si per les mares, tot i que no és habitual utilitzar-les.

A més a més, de cara a disminuir el consum d’antibiotics, la millora de les instal-lacions
és una intervencio efectiva, ja que augmenta el benestar dels animals i disminueix
I’estres i, en conseqiiéncia, redueix la incidencia de PWD (17).

Per altra banda, I'is d’anticossos contra les fimbries d” E. coli del rovell de I'ou i de
plasma sec s’han proposat com a alternatives per estimular la immunitat (156,157), pero
es necessita més recerca sobre el tema.

Tot i no ser un element immunitzant, una altra alternativa per impedir infeccions pels
patogens bacterians son els acids organics, com el butiric o el formic, que tenen utilitat
perque una de les causes predisposant de la PWD és la basificacié del pH de I'estémac,
gue possibilita que més bacteris puguin arribar a l'intesti i els acis organics disminueixen
el pH fins a nivells habituals (9). No obstant aix0, encara es necessita més recerca en
aquest camp ja que no se sap en certesa quina és la combinacié d’acids que doéna
resultats positius perqué en alguns estudis s’ha vist tant que té efecte (158,159) com no
(158). En aquesta linia també podriem classificar la seleccié de porcs resistents als ETEC,
com ja s’ha explicat anteriorment.

En tercer lloc, també existeixen mesures encaminades a millorar la salut intestinal.
Existeix una hipotesi bastant acceptada sobre que la PWD és causada per la disbiosi
produida després del deslletament(160), on es produeix una disminucié de Lactobacillus
i Escherichia, que provoca una disrupcio de la fisiologia intestinal i facilita la colonitzacio

per part de bacteris patogens. Aixi, es busquen alternatives per tal de restablir la
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presencia dels bacteris beneficiosos per la salut intestinal, disminuir la incidencia de
diarrea i de retruc reduir el consum d’antibiotics.

Una de les mesures utilitzades sén els probiotics: microorganismes (tant bacteris com
fongs) viables que, quan s’ingereixen en quantitat suficient, arribaran a 'intesti essent
actius i podra exercir efectes positius sobre I'estat de salut de I'hoste (161). S’ha
comprovat que diferents probiotics formats per Clostridium butyricum (162), Bacillus
spp (163), Lactobacillus spp (164) o Enterococcus faecium (165). No obstant, tot i que els
probiodtics sén efectius per reduir I'Us d’antibiotics, no son I'eina definitiva per acabar
amb les resisténcies, ja que s’ha observat que els bacteris beneficiosos utilitzats també
poden contenir gens de resisténcia als antibiotics (166).

Una altra opcié per millorar la salut intestinal sén els prebiotics: ingredients dietétics
fermentats selectivament que permeten canvis especifics tant en la composiciéo com en
I'activitat de la microbiota que confereixen un efecte fisiologic beneficids a I’hoste. Els
més habituals sén oligosacarids com els fructooligosacarids (FOS) o els
galactooligosacarids (GOS), que s’ha vist que incrementen la proporcié de bacteris del
génere Lactobacillus (160).

A part, existeixen tot un seguit d’intervencions nutricionals, com ara baixar els nivells de
proteina o augmentar I’Us de midd, explicats anteriorment, que contribueixen a millorar
la salut intestinal. Pero també poden utilitzar-se additius amb la dieta com ara proteases
o nucleotids (com inulina), que s’ha vist que poden ajudar a prevenir la PWD (167).

En quart lloc, també existeixen alternatives terapéutiques per substituir els antibiotics.
Destaca entre elles I'Gs de bacteridfags, que sén virus que ataquen especificament a
bacteris. Poden resultar especialment utils perqué sén molt especifics i només afecten
al bacteri seleccionat, sense tenir impacte sobre la resta de la microbiota. A part, també
es podrien crear per tal d’afectar només aquells bacteris que posseeixin gens de
resistencia, pel que serien utils per reduir la preséncia de bacteris multirresistents (168)
La seva eficacia ja estat provada en per tractar soques ETEC a la transicié (169), pero el
seu us de moment no és habitual.

Després, també trobem el zinc, que s’ha estat utilitzant durant molts d’anys, perque, a
banda de la seva accidé antimicrobiana, també té efecte antiinflamatori (Util per quan la

PWD no té cap causa infecciosa) i augmenta el guany de pes diari (170). No obstant aixo,
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el seu Us és perjudicial no tan sols pels seus efectes ambientals (171), siné també pel fet
gue s’ha observat que pot generar |'aparicio de bacteris multirresistents (172).

Els olis essencials també s’han proposat com a metode efectiu per reduir la incidéncia
de PWD (173). Sén una mescla de diferents compostos volatils organics obtinguts de
diverses plantes amb activitat antibacteriana, antiviral i antioxidant (160). No obstant
aix0, no estan molt clars els mecanismes d’accié i els principis actius implicats, per la
qual cosa es necessita més recerca (174).

També s’esta fent recerca sobre altres alternatives com serien I'Gs de la tecnologia
CRISPR, péeptids antimicrobians o nanoantibiotics, pero encara s’estan investigant (168).
Per altre banda, també s’esta investigant quins antibiotics tenen menor impacte sobre
el resistoma (175), perd de moment encara no s’estan centrant en la PWD .

Finalment, també existeixen es necessiten alternatives per limitar I'impacte de les
residus amb els gens de resisténcia a I'ambient, ja que s’ha vist que els gens de
resistencia també poden estar presents en el medi ambient i en la fauna salvatge (176).
S’ha vist com el compostatge pot redueix de manera significativa la freqiéncia alguns
gens de resisténcia (177), pero altres estudis han vist que feien I'efecte contrari i veien
un augment dels gens (178). En aquesta linia, es necessita més informacid sobre les
condicions de temperatura i humitat en qué s’ha de donar el compostatge.

Una mesura que s’ha demostrat més eficient és la conversid de les femtes en “biochars”
(carbd vegetals o biocarbd), que també poden ser utilitzats en fertilitzants, pero aquesta
mesura necessita de més maquinaria (179).

Aixi, com a resum de les possibles solucions, podriem dir que, com que la PWD és un
problema multifactorial, la disminucié de les resisténcies als antibiotics generades en
aquest moment productiu també té multiples solucions, pero cap d’elles és perfecta. No
obstant aix0, la coordinacid de diferents mesures de diferents ambits pot ser el cami de

cara a solucionar la problematica.

7. Conclusions

La PWD és un problema multifactorial, predisposat per una circumstancia estressant pel
garri com és el deslletament, on els agents infecciosos principals sén les soques ETEC i
els rotavirus porcins, que no només origina problemes productius, sind que també se’n

deriven consequiéncies per la salut publica, on destaca amb especial forca I'emergéncia

30



de gens de resisténcia a antibiotics d’ultima generacid, com sén les BLEEs o els gens de
resisténcia a la colistina, que es poden transferir a bacteris que poden afectar I'especie
humana.

Per tal de fer front a aquesta problematica, és necessari reduir I’ts d’antibiotics i s’ha de
fer amb alternatives que impedeixin la infeccio amb els patogens (com sdn millores en
la neteja i la bioseguretat), millorin la immunitat i/o la salut intestinal dels garrins
(destaquen I'Us de vacunes i probiotics) o buscant altres opcions terapéeutiques com els
bacteriofags, sense deixar de pensar en mesures que puguin reduir I'impacte en
I'ambient, com sén el compostatge o la conversid en “biochars”. Aixi, podem concloure
que el fet de tenir una problematica multifactorial ens permet I'oportunitat, pero també

el repte de donar una resposta des de multiples camps.
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9. Annex: resultats preliminars

Com ja s’ha comentat aquest treball havia de ser experimental i basar-se en coneixer la
fregliéncia dels diferents patogens de la PWD i valorar les resisténcies als antibiotics que
presentaven les soques d’E. coli presents. No obstant aixd, només s’han pogut
aconseguir mostres de 3 granges diferents i no s’han pogut extreure conclusions dels
resultats per la qual cosa s’ha optat per realitzar una revisid bibliografica. De tota
manera a continuacio es presenten, de forma breu, els resultats que s’han obtingut fins

el moment.

Materials i metodes

El mostreig ha consisitit en agafar mostres de femtes de 20 animals per granja. Es
demana que es prenguin mostres de 4 corralines diferents, seleccionant en cada una 3

garrins amb diarrea i 2 garrins sans que s’utilitzaran com a controls.
Diagnostic microbiologic:

Les mostres eren cultivades en Agar Sang i McConkey a 372C durant 24h per tal d’aillar
enterobacteries.
A part, de les soques d’E. coli aillades es realitzan antibiogrames mitjancant el metode

Kirby-Bauer.

Diagnostic molecular:

Les soques de E. coli aillades eren tipificades segons els seglient gens de viruléncia:les
fimbries F4, F18, el gen eae i les toxines EAST1, STa, STh, LT, VT1 i VT2, mitjancant la
tecnica de PCR qualitativa utilitzada per Vidal et al(2020) Utilitzant la mateixa técnica,
també es van analitzar gens de resistencia antimicrobiana, com les BLEEs (CTX-M, TEM i
SHV) i les beta-lactamases tipus AmC (CMY-1 i CMY-2).

De la mateixa manera, els agents virics més importants com Rotavirus A, B i Ci el virus
de la diarrea epidémica porcina també varen ser analitzats utilitzant el métode de PCR

quantitativa descrit per Vidal et al(2020).
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Resultats:

La granja 1 va proporcionar 30 mostres, de les quals 18 eren d’animals malalts i 12 de
sans; la granja 2, 20 amb 8 de malalts i 12 de sans, i la 3, 20 amb 12 malalts i 8 sans. Aixi,
de moment, es tenen 70 mostres provinents de 3 granges diferents, amb 38 animals
diarreics i 32 sans.

A la taula 4, es mostren les frequéncies dels diferents patogenes. El patogen més
freqlient va ser Rotavirus B (present en el 41,3 % de les mostres), que juntament amb la
fimbria F4, van ser els Unics elements que es correlacionaven amb la presentacié de
quadre clinic (Rotavirus B, OR=3,56, p-valor=0,02; F4, OR= 8,76, p-valor=0,04). La toxina
EAST1 era la més freqlient, pero no s’observaven diferéncies entre sans i malalts, per la

qual cosa no es poden treure conclusions de la seva implicacié en el quadre clinic o no.

Taula 4: Freqliéncies de les fimbries, toxines i virus

FREQ (%) F4 F1 ST ST LT VT VT2 EAE EAST RV RVB RVC DEP

8 A B 1 1 A i

TOTAL | 11, 24 00 12 0, 00 11, 14, 824 26, 41,3 30, 0,0
(N=70) | 8 0 8 1 1 3

CONTRO | 26 26 00 26 O, 00 10, 15 81,6 28 250 29, 0,0
L (N=32) 0 5 8 1 0

DIARREA | 19, 2,1 00 00 O, 00 12, 12, 830 24, 543 31, 0,0
(N=38) 1 0 8 8 3 4

En general, s’observen freqliencies relativament altes pel que fa a la presencia de les
diferents especies de rotavirus, per la qual cosa la situacié a Catalunya pot ser que sigui
més semblant a Japd i Alemanya (97,98), que s’han comentat al treball. Tot i aixo0, falten
més granges per analitzar i és probable que les freqliéncies puguin canviar.

Pel que fa a la presencia de gens de resistencia, de moment, només s’ha analitzat la
preséncia de CTX-M en les soques ailladaes d’E.coli (n=63) , que es trobava amb una

frequencia del 17,14 %. No es trobava associat amb la presentacié de diarrea.

Discussio:

Aquest estudi presenta diverses limitacions a banda de I’escassa mostra. Primer de tot,
tot i seguir la mateixa metodologia que la gran majoria d’estudis de camp realitzats, la

presa de mostra en un moment determinat simplement ens déna una fotografia d’aquell
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moment i no podem saber si aquell animal control que presenta un patogen és
presimptomatic, postsimptomatic o simplement asimptomatic. El mateix podem dir
amb els animals amb diarrea que no excreten cap patogen: és possible que el periode
d’excrecié de I'agent infeccids encara no hagi comencat. El millor métode de cara a
coneixer seria la necropsia dels animals la recollida de mostres d’intesti per
microbiologia i histopatologia, o bé agafar mostres cada dia durant tot el periode de
deslletament..

En segon lloc, existeix el problema que les granges que envien mostres sén granges que
tenen un problema recurrent de PWD i en alguns casos els animals ja havien estat
tractats. Aix0, pot esbiaixar els resultats obtinguts i ocultar la presencia de patogens
bacterians. A part, el fet de que moltes vegades es tracti amb antibiotics sense saber
quin és el causant del problema fara que les granges tinguin una prevalenca de patogens
virics superior, ja que un percentatge important dels bacterians seran resolts amb els
antibiotics. A part, aguest consum d’antimicrobians pot fer que la preséencia de gens de
resistencia als antibiotics sigui superior a la real.

En tercer lloc, la prevalenca dels diferents rotavirus s’ha d’interpretar amb cautela, ja
que s’ha observat que diferents quasiespécies de rotavirus poden trobar-se en la
mateixa granja i que un mateix animal pot estar infectar per diverses soques al llarg de
la seva vida (180). Aixi, que no podem saber amb les dades actuals si tots els animals
infectats de la granja estan infectats pel mateix virus o si trobem diferents quasiespécies.
Finalment, un altre dubte seria quines diferéncies poden existir entre les diferents
quasiespeécies, tant a nivell de patogénia com de transmissid. Per resoldre aquests

dubtes seria convenient poder seqiienciar aquests aillats virics.
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