Asociacién Latinoamericana de Microbiologia

Revista Latinoamericana de Microbiologia (1999) 41:263-265

Colibacilosis en Lechones: Prueba de Eficacia de una Vacuna

M. E. CicuTa,* A. O. MIRANDA, W. R. ROIBON, M. C. BENITEZ, S. I. BOEHRINGER Y M. C. BARCELO

Cadtedras de Microbiologia e Inmunologia General y Aplicada-Facultad de Ciencias Veterinarias,

UNNE. Sgto.Cabral 2.139-3400 Corrientes, Argentina. Tel/Fax: (0783) 22945/25733.

* Autor para correspondencia: E-mail cicuta@vet.unne.edu.ar

ABSTRACT. The damage caused in the economy and animal sanity by the porcine colibacilesis are signifi-
cant and they deserve the investigation of preventive measures that give answers to the producers. Exist-
ing at the present time approximately 21,000 pigs in Corrientes and 110.000 in Chaco provinces of Argen-
tine, the losses for diarrhea that exterminate whole litters, acquire relevance, specially if they can be pre-
vented or cured. For that reason, having 21 strains of enteropathogenic and verocitotoxigenic E. coli
(ETEC/VTEC) isolated from pigs of the North East of Argentine, that were recognized by PCR, two were
selected, containing the genes for STIa, STIb, LTL, VT2e (SLT-IIv) and F4 (K88). They were spread on
nutrient agar and Minca medium, to obtain the suspension in PBS, which was inactivated with formol. Af-
ter the sterility and innocuity controls, it was diluted toa 12 x 10° concentration to make the mouse protec-
tion test in 20 mice, of 18-20 g, inoculating the vaccine the days 1, 4, 7 and 10, by the intraperitoneal route,
doses of 0.25 ml each one. The day 21 after beginning the test the animals were challenged with 50 LD+,
and a protection of 85% was obtained. To determine the LDspy, we prepared a suspension in physiologic so-
lution, corresponding to Mac Farland's tube N° 10,making dilutions from 10" to 10 and applying the sta-
tistical method of Reed and Muench, These first resnlts encourage us to continue working after a prophy-
lactic measure that were effective, potent and elaborated with strains of this area.
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RESUMEN. Los dafios causados en la economia y sanidad animal por la colibacilosis porcina son signifi-
cativos y merecen la investigacién de medidas preventivas que den respuesta a los productores. Existiendo
en la actualidad aproximadamente 21,000 porcinos en la provincia de Corrientes y 110,000 en la de Chaco,
en Argentina. Las pérdidas por diarrea, que exterminan camadas enteras de lechones, adquiere relevan-
cia, méxime si se pueden prevenir o, en su defecto, curar. Con tal motivo, contando con 21 cepas entero y
verocitotoxigénicas (ETEC/VTEC) aisladas de cerdos del Noreste de Argentina, que fueran reconocidas
por técnicas de PCR, se seleccionaron dos, conteniendo los genes determinantes para STla, STIb, LT],
VT2e (SLT-IIv) y F4 (K88). Se procedi6 a la siembra de ambas cepas en agar nutritivo y medio de Minca,
para obtener la suspensién madre con su cosecha en PBS, la que fue inactivada con vapores de formol. Pa-
sados los controles de esterilidad e inocuidad, se procedi6 a diluir a la concentracion de inoculacién (12 x
10%) para efectuar la prueba de proteccién en 20 ratones, de 18-20 g, inoculando los dias 1,4,7 y 10, via in-
traperitoneal (IP), dosis de 0,25 ml a cada uno. Al dia 21 del inicio de la prueba se los desafié con 50 DLso,
la que arroj6 un 85% de cobertura. Para determinar la DLsp, se partié de una suspensién en solucién fi-
siolégica, correspondiente al tubo de Mac Farland N° 10, haciendo diluciones de 10" a 10 y aplicando el
métado estadistico de Reed y Muench. Estos primeros resultados nos alientan a seguir trabajando en pos
de una medida profilictiva que sea efectiva, potente y elaborada con cepas actuantes en la zona .
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INTRODUCCION

La colibacilosis neonatal en cerdos continda siendo un
problema serio en los establecimientos de cria, en diversos
lugares del mundo®*® y en nuestro pais.”*'® En los casos
de diarrea, las cepas aisladas elaboran enterotoxinas termo-
1abil (LT) y termoestable (ST) o s6lo esta Gltima, denomi-
nandoselas Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC),
que colonizan el intestino de animales domésticos por me-
dio de fimbrias huésped especificas.*¢ Por su parte, las ce-
pas responsables de la enfermedad de los edemas sintetizan
una verocitotoxina tipe 2 (VT2e), que es una variante de la

citotoxina SLTII (shiga like toxin) responsable de enteritis
hemorragica y del sindrome urémico hemolitico del hom-
bre (SUH).!?

La toxina VT2 dafia los elementos de la pared vascular
induciendo a cambios degenerativos imreversibles y necro-
sis celular.! Los cerdos infectados con E. coli productoras
de toxinas LT y SLTIIv (VT2¢) frecuentemente mueren de
diarrea. Si las cepas infectantes son productoras de SLTIIv
y alguna de las toxinas termoestables o ambas, el animal
puede morir con signos de dairrea y/o edema.?

Siendo la colibacilosis de los lechones una de las cau-
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sas de mortandad perinatal, la regién nordeste argentina no
escapa a este fendmeno que constituye una verdadera
“infeccién endémica de las parideras”. En un trabajo ante-
rior,? logramos aislar 21 cepas de E. coli enterotoxigénicas
(ETEC} y verocitotoxigénicas (VTEC), identificadas por
técnica de PCR, sobre un total de 178 muestras diarreicas y
no diarreicas, provenientes de animales de 1 semana a 3
meses de edad, de 20 establecimientos de la regién.

Los dafios causados en la economia v sanidad animal
por esta enfermedad son significativos y merecen la parti-
cipacién de grupos de investigacion locales y nacionales
que, en un esfuerzo concurrente, den respuesta a los pro-
ductores. Existiendo en la actualidad aproximadamente
21,000 porcinos en la provincia de Corrientes y 110,000 en
la del Chaco, en Argenntina, las pérdidas por diarrea, que
exterminan camadas enteras de lechones, adquiere relevan-
cia, maxime si se pueden prevenir o, en su defecto curar.

La vacunacién de las hembras madre y la inmunidad de
la lactacion seria el procedimiento profilictico de eleccién
va que la cerda transfiere anticuerpos del calostro que pre-
vienen la adherencia de E. coli a la mucosa intestinal y, por
consiguiente la invasidn al totrente circulatorio de las ce-
pas septicémicas.’

Supar, en 1992,' inoculando a cerdas prefiadas a las 6
y 2 semanas, respectivamente, antes del parto, con una va-
cuna polivalente conteniendo cantidades equivalentes de
los antigenos K88, K99, F41 y 987P de aislamientos de
campo, producida a partir de los serogrupos 0O-9, 20, 64,
101, 108, 138 y 157 muertas con formol, utilizando
hidréxido de aluminio como coadyuvante, con una concen-
tracion final del 25%, comprob6 una mejor proteccién que
una vacuna comercial, pero los resultados no fueron signi-
ficativamente diferentes.

Zamora y col. (1996)' sostienen que, para obtener una
prevencion eficaz en el control de la diarrea neonatal por
E. colfi, se deben conocer exactamente los tipos enteropato-

Tabla ]. Determinacion de DLg,.
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génicos (EPEC) y ETEC que existan, por lo que es impres-
cindible investigar constantemente cudles son los factores
de virulencia presentes en las cepas que infectan 2 los le-
chones lactantes en un determinado plantel y no sélo pes-
quizar los serogrupos y toxinas que produzcan.

Es nuestro propdsito, elaborar con las cepas ETEC y
VTEC obtenidas de la regién, una vacuna o bacterina, que
sea efectiva para este tipo de enfermedad, con tal fin se
realizé la primer prueba de eficacia en ratones.

MATERIALES Y METODOS

Con tal fin se seleccionaron dos cepas ETEC/VTEC
aisladas del NEA, que contienen los genes determinantes
para STla, STIb, LTI, VT2e (SLT-1lv) ¥ K88 (F4). Se
sembraron en agar nutritive y medio Minca, para obtener
la suspension madre con su cosecha en PBS, la que fue
inactivada con vapores de formol. Pasados los controles de
esterilidad e inocuidad, se procedié a diluir a la concentra-
cion de inoculacién (12 x 10%) para efectuar Ia prueba de
eficacia en 20 ratones, de raza CF1, de 18-20 g, inoculando
los dias 1, 4, 7 y 10, via intraperitoneal (IP), dosis de 0.25
ml a cada uno. Al dia 21 del inicio de la prueba se los desa-
fié con 50 DLsg. Para determinar esta titima, se partié de
una suspensién bacteriana de ETEC/VTEC en solucién
fisiolégica, correspondiente al tubo de Mac Farland N° 10
(3 x 10° bacitos/ml), haciendo 5 niveles de diluciones (10"
a 10® y aplicando el método estadistico de Reed y
Muench.

DISCUSION Y RESULTADOS

Determinacién de DLs. Se inocularon arazdén de 0.25
ml, por via intraperitoneal, por cada ratén, mantenidos en
condiciones estindar de alimentacién y registros (Tabla 1).

N® de ratones Dosis Muertos Sanos Z Muertos Z Sanos %Muertos
4 10! 4 0 9 0 100
4 1072 4 0 5 0 100
4 107 1 3 1 3 25
4 104 0 4 0 7 0
4 10° 0 4 0 11 0
Distancia proporcional = _ 50%-%<50% . log factor dilucién = 50-25 . -1=25/75.-1=-0.333

%=>50% - %<50%

100 - 25

10 3¢9 = 10-257= | DLy - 2,67 + 1,69 (Log 50) = -0,98 (107
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Tabla 2. Prueba de proteccion en ratones.
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Dia Fecha Dosis Via N° ratones
(50 DL} (mi)
| (9/06/98 0.25 IP 20
4 12/06/98 0.25 IP 20
7 15/06/98 025 1P 20
10 18/06/98 0.25 IP 20
21 29/06/98 0.25 IP 20*

*Resultado del desafio: 3 ratones muertos / 17 vivos (85% de proteccion). Se utilizaron 4 testigos que resultaron todos

muertos.

La prueba de proteccidn en ratones se observa en la Tabla
2

Estos primeros resultados son prometedores, conside-
rando que el GELAB/SENASA (1995) exige una protec-
¢ién no inferior al 70%. Coincidimos con trabajos previa-
mente publicados en la conveniencia de implementar una
medida especifica de proteccién, vacunando a las madres
gestantes con los tipos de E. celi presentes en la explota-
cion, siendo altamente conveniente elaborar vacunas con
las cepas fimbricas completas o bien con los pilis purifica-
dos por su alto poder inmundgeno, con la consiguiente pro-
duccién de anticuerpos que bloqueen la colonizacién bac-
teriana en el intestino.
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