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CARACTERIZACION DE LOS PATOVAR DE ESCHERICHIA
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SUMMARY

A study on E£. coli from piglets diarrhea and healty sows was performed. The isola-
tion and characterization, serotyping, fimbriae, antibiotics resistance, enterotoxing pro-
ductions, biovars and plasmid profile show the existence of specific serovar not typable
with the classical antisera, which is associated to K88 fimbrial antigen as so 987p pilus
toghether to the ordinary 0147, 0141 and 0149, forming patovars STa associated.

RESUMEN

Se ha llevado a cabo un estudio sobre cepas de Escherichia coli aisladas de lechones
sanos y diarréicos, asi como de reproductoras sanas. El estudio comprende ¢] aisla-
miento y caracterizacion, serotipado, fimbriaciones, resistencia a antibiticos, produyc-
cion de toxinas, determinacion del biovar y perfil plasmidico de las mismas,

Los resultados muestran la existencia de un serovar mayoritario no tipificable con los
antisueros usuales, que se asocia a fimbris K88 y/o0 987P, seguido en frecuencia de los
comunes 0147, 0141 y 0149 dando lugar a patovar productores de STa.

Dpto. de Patologia Animal (Sanidad Animal). Unidad de Microbiologia ¢ Inmunologia. Univer-
sidad de Leon.
An. Fac, Ver. Leon. 1989, 35, 137-146
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INTRODUCCION

La diarrea colibacilar es una de las enfermedades que mayores pérdidas ecpnénucas
plantea al sector porcino, tanto por el indice de morbilidad como por el numero de
bajas que ocasiona. _

Producida por cepas de Escherichia coli, es necesario que concurran e€n _Ias mismas, una
serie de factores para el desarrollo de la enfermedad, como la presencia en su superfi-
cie, de mecanismos que le permitan fijarse a la mucosa intestinal (anugenog fimbriales)
contrarrestando asi la defensa peristéltica del hospedador y una vez colonizada la mu-
€0sa, es necesario un vehiculo que provoque la salida de agua y electrolitos a Iz} luz
intestinal desencadenandose la diarrea. Este vehiculo lo constituyen las enterotoxinas.

Ambos factores, asi como algunas de las resistencias a antibioticos se encuentran

codificadas en ADN plasmidico.

MATERIAL Y METODOS
Toma de muestras

Fue elegida como centro de estudio una explotacién porcina de ciclo cerrado S!_m e[:t
la localidad de Ledesma (Salamanca) en la que se presentaron dos brotes de slorren
colibacilar durante los meses de octubre-noviembre de 1985, no habiendo sido las
madres en ningiin momento vacunadas (K-88,LT). _

La toma de %nuestr(;s, er:ltonflmero de 2(0, fue lleva a cabo por (_ascoblllado rectal con
torundas estériles y mantenidas para su transporte a 40C en medio de Stwart, tanto en
lechones sanos y diarréicos como en reproductoras sanas.

Medios

En la elaboracign del presente estudio se utilizaron los sigunentes medios: Mcggn:
key agar, Eosin Methylen Blue (EMB) agar, Endo agar, Brain Hea[-!_ Infusion (BTSA}
Muller Hinton (Difco, Detroit, MI). Tryptic Soy Broth (TSB), Tryptic Soy agar ( .),
Phgnol red broth base y Blo’od agar base (Biolife, Italy). Luria Broth (LB), mectho

mc_a, medio Stwart, y agar 5% (v/v) sangre de carnero, fueron elaborados en nuestro
PTODio laboratorio,

Aislamiento Y Caracterizacién de E. coli

Fueron llevados a cabo siguiendo los métodos y los medios convencionales, asi
€Omo las galerias API-20E (Montelieu, Bercieu, France).

Caracterizgcign Seroldgica de E. coli

El serovar fue determinado, utilizando sueros anti O:K servidos por el Instituto de la
Salud, Bilthoven (Holanda) siguiendo el método descrito por Edwars y Ewing, _1966.
Las combinaciones de sueros anti O:K utilizadas fueron: 08:K87, 0138:K81, 0139:K82,

0141:K85ab, 0141:K85ac, 0147:K89 y 0149:K91.

-138 -

Determinacion de antigenos fiimbriales

La determinacion de los antigenos K88, K99, 987P y F-41, se realizo por aglutmaé::on
directa en portaobjetos, utilizando sueros anti monoespeciﬁcos c_ie la misma I:jrolce C;aé;
cia que los O:K vya descritos. Se siembran las cepas en medio Minca (para la detec
de K88 v K99) v en agar 5% (v/v) sangre de carnero (para 987P y F-41).

Marcadores de las fimbrias

Fermentacion de la Rafinosa. Se inoculan las cepas en Phenol Red Broth base con
1% de rafinosa. i
Formacion de pelicula en medio liquido. Por crecimiento de las cepas en TSB inaéln
teniéndolas 72 horas a 37°C, observindose en su caso la formacién de una pelicula
la superficie del medio de cultivo. ; 35
4 i . “ est
Hidrofobicidad relativa de la cepa. Fue llevada a cabo por el “Salt Aggregation T
(SAT) de acuerdo con Honda et al e,

Resistencia a Antibidticos

Fue llevada a cabo siguiendo la técnica de difusion en agar. Inoculadas las cepgg eri
TSB son mantenidas a 37°C hasta alcanzar una densidad Gptica de 0,3 a 540 nm. 1 difa
de este crecimiento son sembrados en Muller Hinton, donde se depositan los discos
antimicrobianos (Neosensitabs, Dinamarca).

Produccion de Toxinas

2 s 500 (v/V)
Hemolisinas (Hly). Determinadas por crecimiento de las cepas en agar 5% (

sangre de carnero.
Tgoxina termoestable, fraccion soluble en metanol (STa). La deteccioén fue “evﬁ? 33
cabo, por inoculacion en ratén lactante atendiendo al método descrito por DeanlgAc dé
Toxina termolabil (LT). Fue llevada a cabo siguiendo el métod'o‘ GMI1-EL i
acuerdo con Greenberg et al 5 Nogareda et al.%, y Yolken et al.l7, utilizando suer
LT conocido, Lab. Hipra (Amer, Gerona).

Perfil fermentativo
Su determinacion fue llevada a cabo utilizando las galerias API-50CH.
Contenido plasmidico

Se siguieron tres técnicas diferentes de extraccion plasmidica:

Método de extraccidn alcalina !.

Método para deteccién de pldsmidos grandes 19,

Método de Kado and Liu 7. ) eaianes

Los pesos moleculares de los plasmidos, fueron calculados mediante regr
lineales, tomando como referencia la cepa de E. coli V-517.

-139-



Fueron aisladas e identificadas como E. coli, un total de veintiséis cepas; dieciséis
procedentes de lechones diarreicos (61,5%), cinco de lechones sanos (19.2%) y cinco de

RESULTADOS

reproductoras sanas (19,2%) de acuerdo con la distribucion que refleja la tabla L.

TABLA 1
Cepas y origen

CEPA EDAD DESTETADO DIARREA
3 Reproductora — —
4 20 dias NO NO
5 20 dias NO NO
6a 30 dias SI SI
6b 30 dias SI SI
Ta 30 dias SI SI
7b 30 dias SI SI
8 Reproductora — —
9 8 dias NO NO
10 8 dias NO NO
1la 30 dias SI SI
11b 30 dias SI SI
11c 30 dias SI SI
11d 30 dias SI SI
12 30 dias SI NO
13 45 dias SI SI
14a Reproductora - —
14b Reproductora = —
15a 21 dias NO SI
15b 21 dias NO SI
16 21 dias NO SI
17 Reproductora — o=
18 19 dias NO SI
19 19 dias NO SI
20a 18 dias NO Sl
20b 18 dias NO SI

TABLA 2

Serotipos, antigenos fimbriales y marcadores de las fimbrias

NT: No tipificables
(1): Salt Aggregation Test

El serovar mayoritario correspondio a la asociacion 0147:K89 expresado por un total
de ocho cepas (30,75%), seguido de 0141:K85ab expresado por tres cepas (11,50%),
0149:K91 por dos (7,75%) y 0138:K81 por una cepa (3,80%) tal y como aparece reflejado
en l'r:l Tabla 2. El resto, fueron consideradas como no tipificables.

Ninguna de las cepas fue portadora de K99 ni de F-41, sin embargo K88 fue expre-
sado por trece cepas, 897P por seis, de las cuales cuatro eran bifimbriadas (K88 y 987P)
segun muestra la Tabla 2. Los resultados correspondientes a los marcadores de las
fimbrias quedan reflejados igualmenie en la Tabla 2.
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CEPA SEROVAR FIMBRIAS MARCADORES
K88 K99 9870 F-41 Rafinosa Pelicula SAT(1)
3 NT + - - - + - iM
4 0147:K89 = = - = == - 2M
5 0149:K91 — = = &= = - 4M
6a 0147:K89 + - - - + - M
6b NT + - - - + — 4M
7a NT + - - — + - 4M
7b NT - - - - + - 2M
8 NT - — - - = - iM
9 0149:K91 - - - = - - M
10 NT - -— = e = = 4M
1la 0141:K835ab + - + - + + 4M
11b 0141:K85ab + — + - + + 0,0625M
Ile 0141:K85ab + - - - + - 4M
11d 0138:K81 + — + - + — 4M
12 NT 2 - + = - + 4M
13 NT - - - - — — 4M
14a NT - - + — - + 4M
14b Nt - — — - + - 4M
15a 0147:K89 + - + - + + 1M
15b 0147:K89 + - — - + — aM
16 NT = = - - - - 4aM
17 0147:K89 - - - — + - 4M
18 0147:K89 + - - - + - M
19 0147:K89 - - — - + - 4M
20a NT - = = = - - 4M
20b 0147:K89 + - = = + - 0,250M
TABLA 3
Resultados correspondientes al estudio de la resistencia a antibidtices, de algunas
de las cepas en estudio

S: Sensible

I: Intermedio

R: Resistente

ANTIBIOTIC/CEPA 4 6a 7b 9 11b  11d 12 15a 15b 17 18 19 20b
Cloranfenicol S s s S S R R S S S S S S
Tetraciclina R R R 8 R R B S 1 1 S R [

Ampicilina S S S S S S R S S S S R S

Sulfamidas R R R R R R R R R R R S R

Estreptomicina R R S R R R R R R I 1 S S

Gentamicina S S S S S 1 R S s I S S S

Penicilina L. R R R R R R R R R R R R R

Penicilina H. R R R R R R R R R R R R R

Cefalosporina S S I 1 S S 1 R S | S R I

Eritromicina 1 1 R R R R R R R R R R R

Espiramicina R R 1 R R R R R R R R 1 R

Novobiocina R R R R R R R R R R R R R

Nitrofurantoina 1 I R I I | \ 1 I R R I I

Ac. Nalidixico S S | I S S [ 1 S S S S I
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TABLA 4

Perfil fermentativo de las cepas en estudio

SUSTRATO

15a

15b

17

18

20b

Glicerol
Eritritol
Arabinosa
Ribosa

Xilosa
Adonitol
B-M-Xilésido
Galactosa
D-Glucosa
Fructosa
D-Manosa
L-Sorbosa
Rhamnosa
Dulcitol
inositol
Manitol
Sorbitol
(X-Manosido
Q¢ -M-Glucdsido

N-acetil Glucosamina

Amigdalina
Arbunina
Esculina
Salicina
Celobiosa
Maltosa
Lactosa
Melibiosa
Sacarosa
Trehalosa
Inoling
Melecitosa
Rafinosa
Almidén
Glicogeno
Xilitol
B-Gentibidiosa
D-Turanosa
L-lixosa
D-tagatosa
D-Fucosa
L-Fucosa
D-Arabitol
L-Arabitol

15 B 0 T VR S S 6 I S0 S T SE O o G A N N I I

+ 4+ o+ +

L++ 1 +4+ 1 +++ 4+

|

+

+ 4+

Tt it I+ It I+ I+ 44+ |+ 4+ 444

+ +

+

1+ +

|

++ 4+

+ +

+

|+ + + +

+ +
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Obtuvimos una resistencia global del orden del 55% con una media de siete resisten-
cias por cepa, frente a los catorce antimicrobianos utilizados. Los mayores porcentajes
de sensibilidad se obtuvieron para el cloranfenicol y la ampicilina con un 85% en
ambos casos; seguido de gentamicina (69%), dcido nalidixico (61,5%). El resto manifes-
taron sensibilidades menores. Tabla 3.

La Tabla 4 nos muestra los diferentes patrones de fermentacion establecidos, en el
estudio del perfil fermentativo. El resto de las cepas compartieron modelo metabolico
con las descritas.

Ninguna de las cepas estudiadas fue productora de toxina termoldbil (LT) ni de
Hemolisinas (Hly), habiéndose detectado unicamente produccion de toxina termoesta-
ble (STa). Las inoculaciones a ratén lactante, nos han permitido diferenciar como
hiperproductoras de toxina (STa), aquéllas cuya relaciéon peso intestino/peso del
cuerpo, fue superior a 0,095, como productoras, aquellas cuya relaciéon estuvo com-
prendida entre 0,080-0,090m considerando el resto como débilmente productoras
(0,070-0,080) o no productoras. Tabla 5.

No mostraron contenido plasmidico seis cepas, en el resto el numero de plismidos

oscilo entre 1 y 7, con pesos moleculares comprendidos entre 87,23 Md. y valores

inferiores a 1 Md. Tabla 5.

TABLA 5
Contenido plasmidico, por el método de Kado and Liu y produccién de toxina (STa)

(1): Relacion peso intestino/peso del cuerpo
* Obtenidas por el método de Portnoy et al.

CEPAS PLASMIDOS (N.%) PESO MOLECULAR (Md) STa(l)
3 (2) 1.03y 1; -
4 (3) 2.64:1.50 v 1 -
5 (1 58.29; 0.0640
6a (5) 87.23.62,62:47.0:4,86;2,56;* 0,0705
6b (0) -
7a 0) —
b (7 58,29:37,13:25,70:5.39:4.03;
2,04:1,33; 0,0710
8 3) 58,29;4,03;2,37; -
9 3 58,29;37,13;2,64; 0,0770
10 (4) 45,94:37,13;3,78;2,37; 0,0820
1la (0) =3
11b 3) 79,94;58.29:44,14; 0,0625
e (0) =
11d 3) 76.36:48.36:42,28:* .
12 3) 58,29;1,95:1,86; 0,1100
13 [4))] 2,50 0,1500
142 (0) =
14b (1) 38,94, T
15a 0) 27,46:7,09:4,34;3,69;3.15;
2,66; 0,1110
15b (3) 67,93.58,30;4,34; 0,0940
16 (3) 50,52:4,34:3,59; =
17 (2) 38,34;4,80; 0,0760
18 (6) 27,46;5,63;4,80;2,66;1,90;
1,03; 0,0820
19 (3) 34,40;5,05;2,46; 0,0700
20a (0) =
20b 4) 58,29;3,94:3,29;1,84; 0.0680
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DISCUSION

El estudio realizado nos ha permitido caracterizar de acuerdo con Staley et al.!2
como Patovar porcinos un total de diecisiete cepas, tal y como refleja la tabla 6 habién-
dose puesto de manifiesto la existencia de Serovar asociados a EPEC v/o ETEC, tanto
en animales sanos como enfermos e incluso en reproductoras sanas.

TABLA 6
Patovar caracterizados

(R): Reproductora

PATOVAR AISLAMIENTOS ORIGEN (N de cepa)
NT: K88+ (STa") g 3(R), 6b, 7a y 14b (R)
NT: F~(STa*) 2 13 v 10;
0147:K89: K88+ (STat) 2 15b y 18;
0147: K89:K88+ (STa~) 2 20b y 6a;
0141:K85ab:K88+ —987P+ (STa*) 1 15a;
0141:K85ab:K88+(STa~) 1 111c;
0138:K81:K88+ —987P*(STa*) 1 11d;
NT: 987P" (STa") 1 12;
NT: 987P+ (ST*") 1 14a(R)

En el 46.2% de las cepas estudiadas no hemos podido determinar el Serovar, lo que
implica la existencia de cepas indigenas, de serotipos altamente especificos '>. En el
resto de las cepas, el Serovar coincidid con lo descrito previamente en nuestro pais 2. +
11, 13

La expresion bifimbrial se asocia a Serovar que coinciden con los dados previamente
por otros autores en nuestro pais - 14. 987P es expresado mayoritariamente por cepas
procedentes de lechones ya destetados e incluso de reproductoras sanas, estimando por
tanto, y teniendo en cuenta que es una granja exenta de vacunacién, que su expresion
es un hecho natural, coincidiendo, bien con la aparicion en el lechén de la capacidad
para elaborar ya su propia respuesta inmune, bien con la aparicién en el enterocito de
los receptores especificos para la fimbria (Gakecki et al, 1989, Vet. Microbiol., in press).

Queda igualmente manifiesto, la correlacion existente entre la expresion de K88 y la
utilizacion de Rafinosa, asi como la expresion de 987P y la formaciéon de pelicula en
medio liquido, no pudiendo decir lo mismo para la expresion de 987P y la hidrofobici-
dad relativa de la cepa.

Determinamos, tnicamente, producciéon de toxina termoestable (STa), no detec-
tando toxina termoldbil, datos coincidentes con los dados previamente por otros au-
tores en nuestro pais 2. 13, cuyas muestras procedian de granjas sometidas a vacunacion,
atribuyenc]o la presencia de STa, a que su bajo peso molecular le impide comportarse
como antigeno completo, no ocurriendo lo mismo con LT, cuya expresion estaria
reprlmu_ia por presion de anticuerpos. La procedencia de las muestras, en nuestro caso,
de granjas exentas de vacunacion, nos permite considerar el hecho (ausencia de LT)
como un caracter estable dentro de nuestro pais, integrando a las cepas ETEC en la
clase II de MOON & WIHPP ¢ con fenotipo: LT—, STa*, Hly—.
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Se ha comprobado igualmente v de acuerdo con Toranzo et al '6, la necesidad de
utilizar mas de un método de extraccion plasmidica para llevar a cabo un estudio del
contenido de ADN extracromosomal de las cepas, asi como la importancia que este
estudio presenta en la caracterizacion de cepas patdgenas, dada la amplia correlacion
encontrada entre el numero y tamaio de los plismidos de una cepa y la expresion por
parte de ésta, de uno o mds caracteres de patogenicidad, si ademds se tiene en cuenta la
posibilidad de cepas cuya expresion fenotipica se encuentra reprimida por presiones
ambientales.

El estudio del perfil fermentativo no nos ha permitido establecer un Biovar propio de
la granja muestreada, demostrando esa versatilidad metabdlica tan caracteristica de las
especies enterobacterianas. Si a esta imposibilidad de establecer un Biovar definido
anadimos la variabilidad encontrada en el establecimiento de los Patovar, como es el
hecho, de que cepas con idéntico Serovar y expresion fimbrial se encuentren caracteri-
zados como Patovar diferentes, nos puede dar una idea de la enorme variabilidad que
las cepas EPEC pueden ofertar, dentro de una misma granja y con ello las dificultades
con que nos enfrentamos a la hora de establecer controles de la colibacilosis.
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SUMMARY

e,
This work describes a study on the hamatological parameters (packed celgr‘g;’:‘)_
haemoglobin, erythrocyte counts, mean corpuscular volume, mean -Corpusi?out (Salmo
globin, mean concentration of corpuscular haemoglobin) of the rainbow due to the
gairdneri Richardson) in a fishfarm of Ledn (Spain), studying the variations
sex, body weight, date and gonadal status.

RESUMEN

_ _ : ogicos (he-
En el presente trabajo realizamos un estudio de los parametros th:i;(ﬁdigo hemo-
matocrito, hemoglobina, recuentos eritrocitarios, volumen corpuscula i
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