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RESUMEN

MUNGUIA ROSAS JESUS. Monitoreo de heces porcinas para la identificacién de
Brachyspira spp., en cerdos del estado de Sonora (Bajo la direcciéon de: MVZ, Ph.D. Cert.
Pedro Pradal Roa y MVZ, EPA, M.Sc. Ph.D. Enrique Corona Barrera).

Dado que la epidemiologia de Espiroquetas Intestinales (EI) en México es desconocida y
que las infecciones causadas por EI son de relevancia en la porcicultura de otros paises; se
realizé un estudio con el objetivo de demostrar la presencia o ausencia de EI en cerdos de
13 granjas del estado de Sonora y Sinaloa, muestreando 12 cerdos de 6-12 semanas de
edad, por cada granja, las muestras de heces fueron colectadas directamente del recto
mediante hisopos, que se inocularon en tubo estéril con 1.0 ml de medio Infusion Cerebro
Corazén suplementado con antibidticos y fueron enviadas al laboratorio. Ademds, se
obtuvieron 3 muestras de tejido intestinal (colon), de cerdos con diarrea y retraso en el
crecimiento por granja, que fueron preservadas en formalina amortiguada al 10.0%. Para el
aislamiento de EI, una alicuota de las muestras se sembré en Brachyspira Selective Medium
(BSM) por triplicado, se incubaron en anaerobiosis a 42°C por 7 dias. De las 156 muestras
inoculadas en BSM, se observé crecimiento caracteristico de Brachyspira en 3 muestras
(1.92%) observando cuerpos espiroquetales Gram negativos en preparaciones de frotis. No
se logré identificar los especimenes por pruebas bioquimicas debido al pobre crecimiento
en los subcultivos. En el 100% de los cortes tefiidos con HE, el diagnéstico morfolégico fue
colitis linfoplasmocitaria y las lesiones fueron erosiones epiteliales, epitelios en fase cubica,
criptas dilatadas, hiperplasia de células caliciformes y la presencia de Balantidium coli y
bacterias adheridas al epitelio. Se concluye la presencia de EI del género Brachyspira en
cerdos del estado de Sonora durante octubre a diciembre del 2006 y las lesiones

identificadas son compatibles con las causadas por Brachyspira pilosicoli.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de la porcicultura mexicana

La porcicultura es la actividad pecuaria que se encuentra en primer lugar a nivel mundial en
produccién de carne con 99.7 millones de toneladas en el afio 2006 y se estima que para el
2007 aumente a 103.3 millones de toneladas. La carne de cerdo fue la mas consumida a
nivel mundial en 2006 con 98.9 millones de toneladas y para 2007 se esperaba un consumo
total de 102.3 millones de toneladas. México se ubic en octavo lugar a nivel mundial en
producciéon de cerdo en el 2006 con 1.2 millones de toneladas y en segundo en
Latinoamérica después de Brasil; a su vez, México ocupé el octavo lugar a nivel mundial
en consumo de cerdo en 2006 con 1.5 millones de toneladas consumidas.'

En México existen 6 zonas productoras de cerdos distribuidas a lo largo del territorio
nacional: Noroeste, zona de mayor tecnificacién; Noreste; Bajio, zona con mayor
concentracion de cabezas; Centro; Sureste, donde predomina la porcicultura de
subsistencia y la zona de la Peninsula de Yucatin.

En el 2005, los estados de la Reptiblica Mexicana con mayor produccién de cerdos fueron:
Jalisco con 273,859 toneladas ocupando el primer lugar, el segundo lugar lo ocup6 Sonora
con 267,361 toneladas y el tercero Guanajuato con una produccién de 134,087 toneladas.’
Actualmente la porcicultura es una actividad que tiende a concentrarse en grandes unidades
de produccién las cuales emplean tecnologias modernas en aspectos como sanidad,
reproduccion, genética, instalaciones y manejo en general. En México se observan
basicamente tres diferentes sistemas de produccion, caracterizados por su nivel tecnolégico:
el sistema tecnificado que se estima representa el 55.0% de la produccién nacional; el

sistema semitecnificado representa el 15.0% y el sistema de traspatio representa el 30.0%."



1.1.1 Importancia de las enfermedades entéricas

Las enfermedades entéricas son la segunda causa de pérdida de peso de los animales y se
encuentran entre las causas mas frecuentes de enfermedad en las etapas de crecimiento y
desarrollo en todo el mundo.” Los brotes explosivos de enfermedades se han reducido en
los dltimos afios, debido a que casi no hay contaminacién hidrica por los cambios en las
instalaciones y los sistemas de manejo de los animales, entre otros factores, sin embargo,
han aparecido enfermedades entéricas insidiosas de baja mortalidad, las cuales reducen el
peso de los animales.’

El cambio a granjas de alta sanidad, conjuntamente con la mejora de las técnicas de
diagnéstico, han supuesto la “apariciéon” de nuevos procesos patolégicos (o quizds “viejos”
procesos patolégicos que simplemente eran desconocidos hasta ese momento). Es posible
que algunas enfermedades relevantes tal como seria la Disenteria Porcina (DP), al
disminuir su incidencia, pusiera de manifiesto otros procesos menos serios pero también
menos conocidos como la infeccion con Brachyspira pilosicoli y Lawsonia intracellularis.”
La diarrea es la manifestacion clinica de uno de los complejos mds comunes de enfermedad
en cerdos a nivel mundial. La diarrea puede ser definida como una disfuncién en la
absorcion de agua y electrélitos,” o el cuadro en el cual heces blandas a veces acuosas son
eliminadas con mayor frecuencia de lo normal,” 0 una condicién en la que el contenido de
agua en heces excede el 80.0%."

Las enfermedades entéricas muestran un amplio espectro de signos clinicos desde heces
blandas por pocos dias en animales clinicamente sanos, hasta diarrea profusa con

11,12
.

deshidratacion y un rdpido decremento de la condicién corpora El contenido intestinal



puede variar de mucoide a hemorrdgico o necrético y en algunos casos la enfermedad
. y . 3 2z . 72 13

puede ocasionar la muerte rapidamente sin la apreciacién de signos clinicos.

La diarrea puede aparecer ocasionalmente en un solo individuo de la granja, pero mds

; . . . c 14,15
comunmente ocurre afectando a varios animales y en mds de una ocasién.

El impacto
econdmico es substancial por el incremento en la tasa de mortalidad, pobre crecimiento y
costos de medicacién adicionales.'® Subsecuentemente las fallas en las medidas de
bioseguridad e higiene pueden incrementar el riesgo de transmisién de enfermedades
infecciosas.”"”

La diarrea y las enfermedades entéricas en cerdos también tienen otras implicaciones para
la sociedad.'®" Primeramente, algunas de las enfermedades entéricas son zoonosis y
pueden ser transmitidas al humano por contacto directo o por contaminacion del ambiente,
alimento y productos alimenticios,” en segundo término por el desarrollo de resistencia (de
los microorganismos causales) contra antimicrobianos y eliminacién de sustancias al
ambiente debido al uso de antibidticos.'® Por dltimo el impacto ambiental en relacién a la

o . I < 21
eliminacién excesiva de nitrégeno y fosforo en las heces.

1.1.2 Prevalencia de algunas enfermedades entéricas

Las enfermedades entéricas son indudablemente un gran problema en la produccién de
cerdos, pero la prevalencia real de enfermedades diarreicas es dificil de interpretar debido a

- ‘s . 22
que normalmente se clasifican como procesos patolégicos diferentes.

. L. . . 23 .
Una de las primeras enfermedades entéricas descritas en cerdos fue la salmonelosis,” sin

embargo el nimero de agentes infecciosos conocidos y otras causas no infecciosas

.o, . 24,25
contindan incrementandose.



En un estudio realizado en Dinamarca sobre causas de mortalidad de una poblacion de
12,481 cerdos de 3 granjas, se encontré que 5.6% de los cerdos lactantes, 25.5% de los
destetados y 5.5% de los cerdos en crecimiento y finalizacion tenian diagndstico
postmortem de enfermedad gastrointestinal.26 Otro trabajo realizado en Dinamarca con 98
granjas de finalizacion fueron detectados signos clinicos de diarrea en 0.31% de los
cerdos.”” En Espafia 30.4% de los cerdos en 15 de 24 granjas fueron seropositivos a
Lawsonia (L.) intracellularis™ y en Argentina, 19.8% de los cerdos en 15 de 22 granjas
estudiadas fueron también positivos a L. intracellularis.*

En 1999, 50.5% de los cerdos en 105 granjas revisadas en Inglaterra, tenfan antecedentes de
enfermedades entéricas en los dltimos tres afos, las causas se identificaron como colitis
infecciosa en 34.3% de los casos; DP en 10.0% y Enteropatia Proliferativa Porcina (EPP)
en 3.8%."” Un estudio realizado en la Republica Checa, Hungria y Polonia para detectar la
prevalencia de Brachyspira spp., y L. intracellularis en cerdos de 22 granjas sin signos de
diarrea, se encontr6 que L. intracellularis estaba presente en 31.8% de las granjas
muestreadas; Brachyspira (B.) hyodysenteriae en 9.1%; Brachyspira pilosicoli en 40.1% y
otras especies del género Brachyspira en 86.4% * En otro estudio realizado en cerdos con
evidencias de diarrea y sin antecedentes de medicacion provenientes de 31 granjas, se
observé una prevalencia de B. hyodysenteriae de 45.0%; B. pilosicoli en 61.0% y L.
intracellularis en 93.0% de los animales en las granjas monitoreadas, ademas de que en el
19.35% de los cerdos se encontraron co-infecciones de los tres patdgenos mencionados.”’
En el Reino Unido se reporto que el 60.0% de los cerdos en 44 granjas estudiadas estaban
colonizados por al menos una especie de Brachyspira y otro enteropat(’)geno.32 En
Dinamarca se determinaron los agentes causales de diarrea en cerdos de 6-7 semanas y se

encontrd que el 66.0% de los animales en las granjas monitoreadas eran positivos para L.



intracellularis 'y que la infeccién concomitante mds comun era ese patdgeno (L.
intracellularis) y E. coli observados en 63.0% de los casos. Otra infeccién mixta comin fue
L. intracellularis y Circovirus Porcino Tipo 2 (CVP2) en 60.0% de los casos, también se
encontré una asociacion con Brachyspira spp., pero en proporciones muy bajas.33 Un
estudio publicado en el 2006, realizado para identificar los principales patdégenos
relacionados con mortalidad de cerdos en México, se encontrd a Salmonella enterica en
48.0% de los casos y a L. intracellularis en 8.0%, como causas de mortalidad asociada a
trastornos digestivos, otros patogenos importantes fueron el virus del Sindrome
Reproductivo y Respiratorio del Cerdo (PRRS, siglas en inglés), Mycoplasma

hyopneumoniae 'y cvp2.*
1.1.3 Periodos criticos en la produccion de cerdos

El periodo neonatal es particularmente riesgoso debido a que la protecciéon de estos
animales depende de la transferencia de anticuerpos maternos por medio del calostro y no

es sino hasta la segunda semana de vida que los cerdos inician la produccién de

. 3536
anticuerpos.

La diarrea neonatal causada por E. coli, Clostridium perfringens tipo C, o Coronavirus se

11,37,38

ha observado durante la primera semana de vida. En algunos cerdos existe la

presencia de esteatorrea, algunas veces referida como “diarrea blanca”, que es

) L. . . . 1139
presumiblemente causada por el pardsito Isospora suis o por la infeccion con Rotavirus.

En Suecia la enfermedad es referida como “diarrea de las tres semanas” lo cual indica la
edad en que los animales son afectados. En esta edad, la inmunidad materna tiende a

. .. . . . . 9,36,40
disminuir mientras que las funciones inmunes propias se encuentran en desarrollo.



El siguiente periodo critico en la vida del cerdo es el destete. La diarrea posdestete es una
.. . . 141 ., . .

de las principales enfermedades a nivel mundial,” la presentacion se ve influenciada por

factores predisponentes como la genética, alimentacién, manejo e interaccién con el

. 15,42,43 44
ambiente. "

En afios recientes la enfermedad referida como Espiroquetosis Intestinal
Porcina (EIP) o Espiroquetosis Coldnica Porcina (ECP) en cerdos en crecimiento causada
por Brachyspira pilosicoli ha sido de importancia en los principales paises productores de
cerdos. 447

Durante el periodo de finalizacion, la importancia de las enfermedades diarreicas disminuye
comunmente. A la primera semana después de llegar a la unidad de finalizacioén los
animales pueden ser afectados por diarrea que es inducida por estrés durante el transporte,
por la mezcla de animales o por factores ambientales como el agua contaminada. En
algunos casos se presenta diarrea moderada que es considerada osmética y que
aparentemente no afecta la salud de los cerdos o el crecimiento, pero ninguna de éstas es
considerada como problema grave. Sin embargo, brotes causados por ciertos patogenos
entéricos pueden resultar en disminucion de la produccién, por ejemplo, la DP causada por
Brachyspira hyodysenteriae es una enfermedad importante en cerdos de todas las

13,48
edades

y la salmonelosis una enfermedad zoonética de importancia considerable.”
Otras enfermedades entéricas que afectan a cerdos de todas la edades incluyen la
Gastroenteritis Transmisible (GET), la Diarrea Epidémica Porcina (DEP) y en algunos
casos la EPP enfermedad causada por L. intracellularis.”’

Debido a que el cerdo puede ser afectado por varios agentes enteropatdgenos, en sus

diferentes etapas del desarrollo, es esencial conocer las principales patologias para realizar

un diagndstico certero en caso de sospechar de espiroquetosis intestinal, en el cuadro 1 se



presentan las principales enfermedades entéricas del cerdo en sus diferentes etapas

productivas.

Cuadro 1: Diagnéstico diferencial de las enfermedades entéricas del cerdo.

Etiolosia Edad Tipo de Lesiones Lesiones
g diarrea macroscopicas microscopicas
Clostridium Necroticas y Necrosis de la
perfringens 1-14 dias | Sanguinolenta | hemorragicas con mucosa,
Tipo C burbujas de gas hemorragias
Ingesta liquida .
gesta quida, Ninguna excepto
1 dia quiliferos presencia de
. Acuosa, blanca blandos, edema ]
E. coli hasta o amarilla de la pared bacterias y
posdestete . P congestion de la
intestinal y
. mucosa
mesenterio
, Pared del .
1 dia Acuosa intestino deleado Atrofia de
Coronavirus hasta (también adeloaza d‘(’; vellosidades
adultos vOomitos) ace ; grave
quiliferos vacios
1 dia
hasta A menudo
posdestete subclinica. Inoesta lquida Atrofia de
Rotavirus mayor | “diarrea blanca” uigli feros %acio’s vellosidades
frecuencia acuosa a q moderada
de 2-7 pastosa
semanas
3 dias Por lo comitin . . Atrofia de
Cryptosporidium . Dilatacién de las .
P Sp hasta diarrea asas intestinales vellosidades nula
PP posdestete moderada o moderada
Cerdos de Ineesta liquida Atrofia de
IS0SDOrd Suis 5-21 dias | Acuosa, blanca gfibrinaqen ’ vellosidades,
P (a veces o amarilla . . enteritis fibrinosa
intestino delgado o .
mayores) necroética variable
Hiperplasia de la
Cerdos de mucosa, Necrosis . .
Acuosa, . Hiperplasia
> mucoide y hemorragias epitelial, necrosis
L. intracellularis semanas, y variables en P ’ .
puede llegara | . . y hemorragias
adultos . intestino delgado .
. hemorragica . . . variables
jovenes distal e intestino

grueso proximal




Ulceras catarrales

Ulceras difusas o

Todas las Variable, .
a fibrinosas o focales,
edades acuosa o L. . .,
) . hemorrégicas, infiltracién de
Salmonella spp. después mucoide, . .
L. lesiones en el neutrofilos,
del hemorragica. . .
My intestino delgado trombos de
destete Subclinica g
y/o grueso fibrina
Membranas
fibrinosas, .
erosiones Erosiones,
Cerdos de . ’ hiperplasia de
. . dlceras, p
Brachyspira 6 semanas Mucoide a L . células
. ‘. hemorrégicas, ..
hyodysenteriae hasta hemorragica - caliciformes,
contenido . .
adultos . hiperplasia de las
mucoide en .
. . criptas
1ntestino grueso
préximal
Diarrea . ..
. Tiflocolitis con
moderada, Desde casi
! . acumulo de
consistencia normal hasta e
Cerdos de - . neutréfilos y
. similar a incremento en la i i
Brachyspira 6 semanas . g linfocitos.
oo cemento excrecion de .
pilosicoli hasta . Espiroquetas
hdmedo con moco, edema, .
adultos ! : adheridas al
ocasionales hemorragia y o
. . epitelio en
estrias de necrosis focal ..
tinciones de plata
sangre
Erosiones, edema,
De granulomas, Tiflocolitis
Oesophagostomum destete Necrosis granulomatosa
Moderada . .
dentatum hasta predominante en | con presencia de
adultos ciego y colon nematodos
proximal
Erosiones,
De . " .
Pastosa, Tiflocolitis, ulceraciones e
. . destete . . . .
Trichuris suis hasta mucoide a erosiones, inflamacién
hemorragica pardsitos visibles asociada a los
adultos
nematodos
.. Enteritis activa
6 semanas Enteritis .
. y/o colitis,
Yersinia sp. hasta los Pastosa moderada y/o .
.. micro abscesos,
4 meses colitis

granulomas

Modificado de Thomson 2006.%
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1.2 Taxonomia y caracteristicas de las Espiroquetas Intestinales

El orden Spirochaetales incluye a las tres familias: Leptospiracea, Spirochaetaceae y
Brachyspiracea, esta ultima familia incluye al género Brachyspira formado por especies

atégenas para animales y humanos, ademds de otras no patogénicas®’ (Figura 1).
patog p y patog g

Figura 1: Clasificacion filogenética del orden Spirochaetales

Treponema
Cristispira
Spirochaetacea Borrelia
Brevinemia
Spirochaeta

Leptonema
Spirochaetales Leptospiracea <
Leptospira

Brachypiracea —Brachyspira

Paster BJ and Dewhirst FE. 2000.%

Las espiroquetas estdin conformadas por mds de 200 especies, algunas de ellas son
virulentas y otras son apatégenas para los hospederos. Por otra parte, muchas se encuentran
viviendo en forma libre en el ambiente o forman parte del ciclo de dos hospederos. Muchas
espiroquetas son incultivables, por lo que la identificacion de esas bacterias es dependiente

£ 4
de métodos moleculares.*’
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Las espiroquetas presentan forma helicoidal y son bacterias mdviles que se caracterizan por

s 4950
su morfologia tnica. 5

La motilidad es proporcionada por flagelos periplasmicos, también
conocidos como fibras peripldsmicas, fibras axiales, filamentos o endoﬂagelos.51 Los
flagelos peripldsmicos son organelos internos de motilidad localizados entre la membrana
externa y el protoplasma cilindrico que encierra el citoplasma y la region nuclear.” El
flagelo se inserta en la parte subterminal de la célula, envuelve permanentemente el

o g N . 52,53
protoplasma cilindrico y las otras terminaciones permanecen libres.””

Los flagelos
peripldsmicos pueden estar presentes desde 2 hasta cientos por célula, dependiendo de la
especie de espiroqueta.51 Los flagelos son parte integral de la traslacion, rotacién y
movimientos de flexién de las espiroquetas. La localizacién endonuclear permite el
movimiento de rotaciéon en un ambiente de alta viscosidad y arrastrarse en superficies
sOlidas como agar.52 La posesion de flagelos peripldsmicos permite la motilidad a las
espiroquetas intestinales en lugares con alta viscosidad o fluidos que inhiben el movimiento
de microorganismos con flagelo externo.’

Algunas espiroquetas son anaerobias pero aerotolerantes como Brachyspira spp., otras
anaerobias estrictas como Treponema spp., y algunas microaerofilicas como Borrelia spp.,
mientras que las especies del género Leptospira son aerdbicas obligadas.54

Las espiroquetas pueden transformarse ellas mismas en esferas, un fenémeno reportado en
ciertas especies de los géneros Borrelia, Leptospira y Brachyspira, la formacion de esferas

55,56,57,58

es en respuesta al deterioro de las condiciones ambientales, poseen afinidad a la

tincion de Gram, tifiiendo negativo y pueden ser facilmente identificadas por su morfologia
helicoidal caracteristica y movimientos de flexion y rotaciéon observados en microscopio de

52,59
campo oscuro o contraste de fases.



12

Las espiroquetas son organismos fastidiosos y muchas especies son incultivables como las
del género Cristispira.”” Afortunadamente, las técnicas moleculares han permitido la
clasificacién taxonémica de éstas bacterias,”” ademds son uno de los principales grupos de
bacterias en las cuales sus caracteristicas fenotipicas reflejan su relacion filogenética.Sl La
comparacion de secuencias de genes 16S ADN indica que las espiroquetas constituyen un
Phylum filogenético coherente.*’

La biodiversidad de espiroquetas se extiende desde el tracto intestinal de mamiferos,
insectos y bivalvos hasta ambientes acuatico marinos.* El nicho ecologico de todas las
especies reconocidas del género Brachyspira es el tracto gastrointestinal bajo, donde éstas
se encuentran situadas en estrecha relacion con el epitelio de la mucosa. Las bacterias del
género Brachyspira son anaerdbicas y pueden metabolizar pequefias cantidades de Oxigeno
por medio del gen NADH oxidasa (NOX), el cual es esencial para la sobrevivencia de
Brachyspira spp., en el desafio de la difusion de oxigeno en el tejido intestinal.®'

Las células de Brachyspira tienen forma de espiral; su longitud es de 2.0 a 14.0 pm, su
amplitud entre 0.19 pm y 0.40 um. El extremo de la célula puede ser abultado, acentuado o
punteado dependiendo de la especie. El niimero de flagelos periplasmicos varia de acuerdo
a la especie y puede ser de 4 a 14, lo cual es una caracteristica morfolégica usada para
clasificarlas.®

Las bacterias del género Brachyspira son cultivadas en medio sélido y medio liquido
suplementado con sangre o suero. En medio liquido, la agitacién continua es un
prerrequisito para el crecimiento.” Antimicrobianos (usados como suplemento) en medios
de cultivo son necesarios para inhibir la microbiota residente del tracto intestinal y lograr el

aislamiento de Brachyspira spp., de muestras de heces o tejido intestinal.*®
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1.2.1 Especies del género Brachyspira

La patogenicidad de algunas especies del género Brachyspira es poco conocida o

controversial. Hasta la fecha siete especies de Brachyspira han sido caracterizadas

actualmente y dos especies han sido propuestas y estdn en espera de una adecuada

descripcion.

Las especies del género Brachyspira actualmente descritas, sus hospederos y las patologias

asociadas con cada una, son presentadas en el cuadro 2.

Cuadro 2: Especies de Espiroquetas Intestinales identificadas

Especie Hospedero Enfermedad Referencia
Cerdo Disenteria porcina | Harris, ef al., 1972%
B. hyodysenteriae Aves Tiflocolitis Jensen, et al., 1996%°
Patos Espiroquetosis Jansson, et al., 2004%
Controversial Stanton, et al., 1997%7
. . Cerdos . . e 68
B. intermedia Aves de corral Espiroquetosis Griffiths, et al., 1987 o
Intestinal McLaren, et al., 1997
. . 70
B. innocens Cerdo Apatogena Ei(r)lt}fleltaanli Iilgagr617sl, 1979
Stanton, et al., 1997%
B. murdochii Cerdo Controversial Hampson, et al., 199972
Jensen, ef al., 2005"
Cerdo Espiroquetosis Trott, et al., 1996
Intestinal Porcina
Espiroquetosis Duhamel, 1996”*
Aves de Corral | Colonica Porcina
Espiroquetosis Stephens and Hampson, 2002"
B. pilosicoli Humanos Iptestinal ‘ ‘
Espiroquetosis Shivaprasad and Duhamel,
intestinal 20057°
Perro Trivett- Moore, et al., 1998
Espiroquetosis Jensen, et al., 200178
intestinal Duhamel, et al., 19987

Fellstrom, et al., 2001%°




14

8T
e Espiroquetosis Swayne, et al., 1995
B. alvinipulli Aves de corral Fi)ntegtinal Stanton, ef al., 1998%
Humano Espiroquetosis Hovind-Hougen, et al., 1982%
intestinal
B. aalborgi Primates no Espiroquetosis Duhamel, et al., 1997*
humanos intestinal Munshi, et al., 2003%
« B. canis » Perro Espiroquetosis Duhamel, et al., 1998™
’ ! piroq Johansson, et al., 20043
. . . Mc Laren, et al., 1997%
« B. pulli » Aves de corral Espiroquetosis Philips, et al.,200 587
« B. suanatina » ‘Patos Espiroquetosis Rasbick, et al, 2007.%*
silvestres

Modificado de Fossi, 2006.%

La especie mds recientemente descrita como causante de enfermedad en cerdo y pato
silvestre fue identificada en Suecia.®® Ademds de las especies enlistadas en el cuadro,
existen muchos aislamientos parcialmente caracterizados de Brachyspira, en muestras de
tejido intestinal provenientes de varias especies animales. Espiroquetas semejantes a

Brachyspira han sido observadas en gatos,” zorros,” cerdos de guinea,”' nutrias,

93,94 6

caballos, mapaches” y venados silvestres japoneses.’
Recientemente, nuevos filotipos de Brachyspira, han sido aislados de varias especies de
aves silvestres, algunas de las cuales pueden ser confundidas con las bien conocidas

especies del género Brachyspira.”**"

1.2.2 Brachyspira hyodysenteriae

Esta espiroqueta inicialmente fue nombrada Treponema hyodysenteriae,”* veinte afios
después con base a estudios de reasociacion ADN:ADN, Electroforesis en Gel de
Poliacrilamida Sultafo Duodecil Sédico (SDS-PAGE, siglas en inglés), perfiles de

proteinas y andlisis de la secuenciacion del gen 16S ADN de la cepa de T. hyodysenteriae
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indicaban que unicamente estaba relacionado muy distantemente con el género
Treponema.'™ Consecuentemente, fue nombrado Serpula'® y pronto después como
Serpulina.'”" Unos afios mds tarde, comparaciones ADN:ADN mostraron similitud entre el
género Serpulina y Brachyspira, por lo que el primero fue homologado con el segundo.102
Brachyspira hyodysenteriae es el agente etiologico de la DP y es la especie mas estudiada
de todas las EL'” Las células miden de 5.9-12.9 um de largo y 0.29-0.40 um de didmetro y
tienen de 7-14 flagelos periplasmicos insertados en cada extremo de la célula distribuidos
en dos hileras.'” Se caracteriza por producir hemdlisis p completa, bioquimicamente es
positivo a la reacciéon de indol, productor de fructuosa y no tiene actividad de o-
galactosidasa, éstas caracteristicas han sido utilizadas para distinguir esta especie de otras
EI sin embargo, otras cepas de EI producen ocasionalmente hemdlisis completa.'®
Algunos aislamientos de B. hyodysenteriae en Bélgica y Alemania han sido caracterizados

., . . 106,1
con reaccién de indol negativa.'®'%’

1.2.3 Brachyspira innocens

Es una EI débilmente B-hemolitica, no patégena comensal del colon del cerdo.” Las
células son de 5.3-14.1 pm de largo y 0.25-0.40 pm de didmetro con 7 a 14 flagelos
peripla’lsmicos.lo4 Esta especie pueden ser diferenciada de B. hyodysenteriae por ser
apatégena, producir débil B-hemdlisis y su habilidad para fermentar fructuosa y ser indol
negativa.”’

Es la especie mas comdnmente aislada de cerdos'™ y aislamientos semejantes han sido
fallidos al tratar de infectar experimentalmente a pollos.'” Este organismo es no patégeno
en cerdos convencionales’’ y dos aislamientos obtenidos de pollos en Australia fueron

considerados de baja significancia patogénica.69
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1.2.4 Brachyspira pilosicoli

En 1993 se propuso un nuevo género y especie denominado provisionalmente “Angullina
coli”.'® Estudios de reasociacién del ADN y andlisis de secuenciacién del gen 16S rADN
confirmaron que “A. coli” era un grupo genéticamente distinto.''*'"" Sin embargo, por el
alto grado de homologia en la secuencia del gen 16S rADN entre los géneros Serpulina y
Anguillina se sugiri6 que se homologaran a uno solo, de este modo A. coli se designé6 como
Serpulina pilosicoli.* Mas tarde, el género Serpulina fue homologado con el género
Brachyspira debido al grado de homologia ADN:ADN'® y que este dltimo ya se
encontraba dentro de la taxonomia bacteriana de acuerdo a Houvind-Hougen.*

B. pilosicoli posee una ultraestructura tipica de Brachyspira, en la cual las células son en

. 45,62
forma de serpiente y corta.*®

Las células se tifien débilmente Gram negativas y puede
observarse al microscopio de contraste de fases y campo oscuro la motilidad y rotacién.''*
Sin embargo, esta célula es menos larga y mds delgada que la mayoria de los miembros del
género, sus dimensiones son 5.2-11.0 pum de largo y 0.19-0.30 um de ancho.'”® En los
extremos las células son punteadas en lugar de redondeadas como lo son B. hyodysenteriae,
B. innocens, B. intermedia y B. murdochii.'™*

B. pilosicoli tiene menos flagelos peripldsmicos, s6lo de 4 a 7 insertados en los extremos de

108,110

la célula. Los flagelos estan acomodados en una sola hilera, en contraste con las

especies previamente descritas que tienen de 7-14 flagelos por célula, acomodados en dos
hileras.'*®
Bioquimicamente se puede diferenciar B. pilosicoli de otras Brachyspiras por la reaccién

positiva a hidrdlisis de hipurato, a—galactosidasa positiva y la ausencia de actividad de o-

glucosidasa y [3—glucosidasa.115 La produccion de Indol es generalmente negativa aunque
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existen reportes de algunos aislamientos Indol positivos de B. pilosicoli en

116,117,118
humanos. ™~

1.2.5 Brachyspira intermedia

Esta espiroqueta fue oficialmente aceptada en el género Brachyspira en el afio 2006,'"”
después de realizar una comparacién con los datos publicados por Stanton,”’ incluyendo
propiedades fenotipicas, electroforesis enzimdtica multilocus, estudios de reasociacién de
ADN:ADN vy similaridad en la secuenciacién del gen 16S rARN.'"

El nombre B. intermedia hace referencia a la posicion intermedia bioquimicamente
hablando que ocupa entre B. hyodysenteriae y B. innocens.®” B. intermedia fue descrita
después de un andlisis de Electroforesis Enzimatica Multilocus (MLEE, siglas en inglés) de
una gran coleccion de espiroquetas intestinales aisladas de cerdos que revel6 nuevos grupos
que no correspondian a las especies previamente descritas.'™ Estudios de reasociacién del
ADN confirmaron esta nueva asignacién.””’

Las células tienen 7-14 flagelos en cada extremo de la célula y tiene dimensiones de 6.1-

104

10.8 um de longitud por 0.30-0.40 pum de ancho.”™ No es posible distinguir a B.

hyodysenteriae de B. intermedia por la dimensién de la célula, morfologia o niimero de
flagelos.®’

B. intermedia ha sido encontrada en cerdos y pollos. En cerdos el potencial patogénico de
esta especie es controversial. El organismo ha sido aislado de cerdos con diarrea,''>'*" sin
embargo en la producciéon de pollos, el potencial patégeno de B. intermedia esta
confirmado, ya que el organismo ha sido aislado de granjas comerciales de aves de postura

. . . . sz s 121
y pollos de engorda, con diarrea, baja postura y disminucién del crecimiento.®®%
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1.2.6 Brachyspira murdochii

De la misma manera que B. intermedia, B, murdochii, fue reclasificada en el género
Brachyspira, después de la comparacién de las caracteristicas previamente publicadas.'"”
Las investigaciones iniciales sobre B. murdochii ocurrieron concomitantemente con B.
intermedia. Son células de 7.1-8.2 um de longitud por 0.29-0.31 um de ancho, con 7 a 14
flagelos peripldsmicos en cada extremo de la célula.'™ La especie difiere bioquimicamente
de B. innocens por la carencia de actividad de oc—galactosidasa.67’122

B. murdochii es cominmente aislada de contenido intestinal de cerdos sanos, ratas
. .71 . . . .

silvestres y de laboratorio.” Experimentalmente, la espiroqueta no logré colonizar a pollos

P 12 . . .
de un dia de edad,'* aunque la infeccién experimental en cerdos no se ha desarrollado,” B.
. . . L 67 .

murdochii fue originalmente considerada como no patdgena,  pero recientemente el
aislamiento de este organismo de la articulaciéon de la cadera de cerdos con cojeras
demuestra la capacidad del organismo para penetrar a sitios extra intestinales.”” Estudios

recientes también han demostraron que los casos de cerdos con infeccion natural por B.

murdochii podrian ser asociados a colitis.”*
1.2.7 “Brachyspira pulli”

Otro grupo de espiroquetas intestinales fue identificado en 1997, después del andlisis
MLEE, el cual no ha sido descrito completamente y su patogenicidad es incierta, mismo
que fue designado provisionalmente como “Brachyspira pulli”.*® Este grupo consiste en
espiroquetas aisladas de aves en el Este de Australia y los paises bajos, principalmente de
hatos con problemas de produccién.”” De este grupo, un aislamiento fue medianamente

124

patégeno cuando fue inoculado de manera experimental a pollos de engorda. ” Esta
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especie se caracteriza por ser débilmente hemolitica, pero las propiedades genotipicas y

L. . . . .. 6
fenotipicas requieren atin mayor caracterizacion. o

1.2.8 Brachyspira alvinipulli

El andlisis MLEE de una coleccién de aislamientos de espiroquetas intestinales de aves
revel6 nuevamente grupos no descritos previamente.”” Un grupo incluye dos cepas, aisladas
de pollos con diarrea y tiflitis en los Estados Unidos.*'* Este organismo fue
subsecuentemente llamado Brachyspira alvinipulli.** Esta espiroqueta débilmente [-
hemolitica tiene un contenido de G+C de 24.6% y en promedio las células miden 8-11 pm
de largo por 0.22-0.34 um de ancho y tiene 11-15 flagelos en cada extremo de la célula.
Bioquimicamente es positiva a la reaccién de hidrdlisis del hipurato, 3-galactosidasa, indol

. . .. 1.82 . ., . .
negativa y o-glucosidasa positiva.** La inoculacién experimental con la cepa CIT causé

diarrea moderada con deyecciones palidas y dafo intestinal con tiflitis leve.®

1.2.9 “Brachyspira canis”

Este espécimen fue propuesto como nueva especie en el género Brachyspira después de
encontrar que un grupo de aislamientos indol negativos de perro tuvieron distintas

L. . . .79
caracteristicas a las observadas en B. pilosicoli.

Este estudio encontr6 que los
aislamientos no amplificaban con B. pilosicoli especificamente en el gen 16S ARN por
PCR y un nuevo grupo separado de otras EI fue identificado usando MLEE. La ausencia de
union de algunos de los aislamientos a células de ciego de pollo, y el subsiguiente
aislamiento de B. canis de cachorros sanos hace pensar que el nuevo grupo fue un comensal

79,126 . ..
Estudios moleculares de reasociacion del ADN se

no patdgeno del colon del perro.
requieren para la caracterizacion y designacion de Brachyspira canis como miembro del

género Brachyspira esperando futuras investigaciones
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1.2.10 “Brachyspira suanatina”

Una serie de aislamientos atipicos presentes en Suecia y Dinamarca obtenidos de patos
silvestres, que en cultivo producian B-hemolisis completa, aunque uno fue [B-hemolitico
parcial, pero resulté indol positivo, hipurato negativo, o-galactosidasa negativo y [3-
galactosidasa positivo. A través del andlisis genotipico se detectaron diferencias con B.
hyodysenteriae,*® por lo que los autores proponen el nombre provisional de Brachyspira
suanatina para identificar a los especimenes compatibles con esas caracteristicas. Como
parte de la caracterizacion de este nuevo aislamiento, los genes 16S rARN y NOX fueron
secuenciados parcialmente, ademds se realizd la inoculacién en cerdos destetados y se
obtuvieron signos similares a DP, pero en menor grado de severidad comparado con la cepa
de referencia de B. hyodysenteriae B204, la descripcion de Rasbick, et al., aporta la
primera informacién de la infeccidn experimental de cerdos destetados con este aislamiento
provisionalmente designado como Brachyspira suanatina a partir de pato silvestre.®

1.3 Asociacién y causas de enfermedades entéricas

Las enfermedades entéricas eran tradicionalmente vistas como enfermedades de un
microorganismo,*® aunque actualmente las enfermedades monofactoriales ya son raras en la
industria porcina moderna, debido a la complejidad de las enfermedades entéricas en
cerdos, en una granja porcina con casos de diarrea en las etapas de crecimiento y desarrollo,
puede contemplarse la posibilidad de encontrar distintos patégenos implicados en
infecciones mixtas,* lo cual puede alterar la presentacién clinica del proceso y hacer que se
produzca una respuesta pobre a las medidas de control establecidas. Ademads, hay que tener
en cuenta que la expresion clinica de enfermedades entéricas puede estar modulada por

factores propios del hospedador, incluyendo la susceptibilidad o resistencia genética a la
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colonizacion por determinada bacteria, variaciones individuales en el status

. s o 38,127,128
inmunitario,” * "’

e interacciones con la microbiota simbidtica intestinal presente en el
momento de la exposicién al patdégeno. Las propias condiciones de produccidn, factores
ambientales como la temperatura y humedad, alimentacion, nivel de higiene, presencia de
otras enfermedades y el estrés, asi como, pricticas de manejo como mezcla de animales de
distintos origenes y con distinto stafus sanitario e inmunoldgico incrementan la
susceptibilidad.14

Una relaciéon simbidtica existe entre el hospedero y la microbiota. 12 gl hospedero se
beneficia de diversos metabolitos producidos por microorganismos (protozoos), mientras
que los microorganismos utilizan el intestino como fuente de nutrientes y otros
requerimientos que facilitan su supervivencia y replicacion. Los mecanismos para satisfacer
las diferentes necesidades de microorganismos son particulares y variados entre especies.
Por ejemplo, E. coli se une a ciertos receptores en el intestino delgado y a células

5,130 . .
Las enterotoxinas bacterianas

epiteliales por medio de adhesinas (fimbria o pili).
activan los sistemas Adenosina Monofosfato Ciclico (AMPc) y el Guanosina Monofosfato
Ciclico (GMPc) causando diarrea secretora con excesiva pérdida de fluido y
(it 131,132,133 . . . . .,
electrolitos. Clostridium perfringens tipo C tiene como blanco las células

38,134 En

epiteliales del yeyuno y causa necrosis del tejido por secrecion de toxinas o y f.
cerdos esta enfermedad normalmente ocurre en los primeros 2-3 dias de vida,
probablemente por el incremento del pH y la disminucién del contenido de tripsina en el
estomago ademds de que el contenido de inhibidores de la tripsina en el calostro de la

38,134

hembra facilita la infeccion. Por su parte, Rotavirus e Isospora suis se replican en el

citoplasma de las células epiteliales diferenciadas en el intestino delgado.'” Los resultados
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de la replicacion son lisis y descamacion de células infectadas con atrofia de las
vellosidades, hiperplasia de las criptas, resultando en decremento de la digestion y
absorcién.'*° El grado y distribucioén de las lesiones son generalmente relacionadas a la
edad y dosis infectante, sin embargo, la baja temperatura ambiental resulta en un
incremento de las demandas de energia, lo cual contribuye al incremento de la mortalidad,
ademas, la esporulacion de Isospora suis es favorecida por el calor que se les proporciona a
los lechones recién nacidos'”’ y los oocistos pueden verse en heces cinco dias después. Los
anticuerpos calostrales no son protectivos contra estos patdgenos, pero la inmunidad activa
si hace resistentes a los lechones a inoculaciones subsecuentes.'®

Cambios recientes en la nomenclatura de Salmonella mencionan que la tUnica especie
patogena es S. enterica y todas las demds son serovariedades como S. enterica serovar
choleraesuis y Salmonella enterica serovar typhimm’ium.139

En la produccion de cerdos la salmonelosis en particular S. enterica serovar choleraesuis es
importante, ya que ocasiona enfermedad, mediante la invasién de tonsilas o intestino
causando septicemia seguida por enterocolitis. Por su parte la serovariedad, typhimurium
tiene una baja tendencia para invadir y es endocitada por células “M” localizadas en los
linfonodos mesentéricos y lamina propia causando enterocolitis aguda.139

La bacteria intracelular obligada Lawsonia intracellularis entra en los enterocitos de las

140
1.

criptas del yeyuno distal, ileon, ciego y colon proxima La bacteria se divide en el

141

citoplasma y parece ser dependiente de la proliferacion celular del hospedero.”™ Ademads

un incremento en la mitosis y division celular y proliferacion de enterocitos inmaduros con

142,143 .
Los enterocitos

deplecion de células caliciformes son generalmente inducidos.
inmaduros no expresan el Complejo Mayor de Histocompatibilidad Tipo II (CMH II), en

las moléculas de superficie, lo cual permite a la bacteria escapar al sistema inmune.
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Considerando que hay factores que contribuyen en el desarrollo de enfermedad, se ha visto
que ésta no puede ser reproducida en cerdos gnotobidticos, y se sospecha una accion
sinérgica de otras bacterias.'**!*°

Poca informacion se ha generado para entender la patogénesis de Brachyspira pilosicoli un
agente patdgeno que afecta a varios hospederos incluyendo al humano.'*® Sin embargo, se
ha descrito el bloqueo de la absorcién por esta espiroqueta y como células blanco a

147

enterocitos maduros lo que podria explicar en parte el mecanismo de la diarrea. ™" La colitis

causada por B. pilosicoli es caracterizada por observar una mezcla de poblaciones de
e . . . L 47,147

neutréfilos y linfocitos en la mucosa como respuesta a la infeccion.

Por el contrario la patologia causada por B. hyodysenteriae esta documentada y es de las

infecciones ocasionadas por EI de la que mayor conocimiento se tiene. Se menciona que la

infeccion ocurre por via oral, la bacteria invade las criptas y el mucus después de dos horas

de exposicidn, el organismo es atraido por la mucina y se multiplica en células caliciformes
4 T ~ y 64,148 . .

y células epiteliales dafiando la unién entre ellas. Ademads, una alteracién en la

. . . . . . . ., L, 14

microbiota intestinal es inducida por el alimento, alterando la tensién de oxigeno 0 un

cambio en la tasa de fermentacion del intestino grueso resultando en una disminucién del
150 . . . C . ..

pH.™™ Por otra parte la microbiota simbidtica puede proveer factores de crecimiento,

nutrientes esenciales o producir otras condiciones favorables. En adicion, otros

. . . . . 48
microorganismos como invasores secundarios pueden exacerbar las lesiones.

1.3.1 Disenteria porcina

La DP es una enfermedad diarreica mucohemorragica grave que afecta en forma primaria a

los cerdos durante el periodo de crecimiento-finalizacion. Esta enfermedad también es



24

referida como disenteria vibridnica, diarrea negra, mucohemorrdgica o sanguinolenta y
disenteria sanguinolenta. 103.151.152.153

En un inicio B. hyodysenteriae no pudo desarrollarse en medio de cultivo liquido, por ello
se us6 medio de agar s6lido. En 1974, Kinyon y Harris observaron la propagacion del
microorganismo en un medio liquido consistente en caldo tripticasa soya sin dextrosa pero
con 10.0% de suero fetal, bajo condiciones de 80.0% de H,y 20.0% de CO,."* Lemcke y
Burrows en 1980, propagaron este microorganismo en un medio libre de suero que contenia

L L. . 155
albimina sérica bovina y colesterol.

Otros medios utiles fueron descritos por Kunkle, et
al., en 1986'° y también por Stanton y Lebo en 1988, quienes usaron 1.0 % de O, en la
atmésfera de cultivo.” Kent, et al., en 1988 describieron un simple aparato de frasco de
laboratorio en el cual se demostré6 mayor crecimiento del microorganismo.157 Kinyon en
1974, Kinyon y Harris en 1979,”° Lemcke y Burrows en 1981" compararon las
caracteristicas de cultivo de B. hyodysenteriae y de Espiroquetas Hemoliticas Débiles
(EHD).

Las bacterias anaerdbicas naturales del colon y ciego son sinérgicas con B. hyodysenteriae
haciendo mds fécil la colonizacién y aumentando la produccién de lesion.'® No hay duda
que B. hyodysenteriae es el unico agente transmisible en brotes naturales de DP. Su
habilidad para colonizar puede ser inhibida por la alimentaciéon con dietas de alta
digestibilidad en el intestino delgado, de modo que pocos sustratos fermentables alcancen
el intestino grueso.l(’l’162

En 1982 Lysons, et al., describieron tres aislamientos de B. hyodysenteriae, obtenidos de

tres granjas porcinas diferentes del Reino Unido sin historia previa de DP, que carecian de

. . . .. 163
patogenicidad para cerdos convencionales de experimentacion. ~ Lee, et al., en 1993
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describieron otro aislamiento avirulento obtenido de cerdos en granjas de Australia.'®
Tanto los aislamientos britdnicos como australianos mostraron motilidad reducida.'®*

En 1993, Maphoter, reporté que 11.0% de las granjas en los Estados Unidos estaban
infectadas con B. hyodysenteriae basados en una prueba de ELISA.'® Egan, et al.,
determinaron con anterioridad por serologia de suero recolectado en rastro que 40.0% de
las piaras porcinas en lowa, Illinois y Missouri estaban afectadas con DP.'®® En
comparacion Mapother indic6 que 33.0% de las granjas de Iowa eran positivas a DP.'® Sin
embargo no hay estudios mads recientes, pero es de consenso general que la DP es menos
comun en Estados Unidos, en parte por el rapido avance en los sistemas de produccion, con
el establecimiento del status de alta salud, producciéon multisitios y sistemas de destete
temprano.103 En contraste la enfermedad sigue siendo un problema relativamente comtn en
Europa. En el Reino Unido se analizaron 98 granjas durante el periodo de 1997-1999 con
problemas de colitis y se encontré a B. hyodysenteriae en 13.0% de los casos y formando
parte de infecciones mixtas en 16.0% de los casos,'®” en Polonia muestras de heces de 8 de
23 (34.8%) granjas de cerdos con antecedentes de diarrea fueron positivas para B.
hyodysenteriae.'®® Existe poca informacién sobre la prevalencia de DP en otras partes del
mundo, aunque la enfermedad estd presente y es causa de problemas intestinales, por
ejemplo, en Tailandia se ha reportado un incremento en la DP en afos recientes,
posiblemente, como resultado de la regulacién en el uso de antimicrobianos.'®

La DP es mas comin observarla en los cerdos de 15-70 kg, pero la enfermedad puede
aparecer en adultos, en particular en cerdas criadas al aire libre. La transmision de la
enfermedad se produce en forma primaria por la ingestion de materia fecal tanto de
animales con afeccidn clinica como aquellos que parecen estar sanos a la revision clinica y

que son portadores de la enfermedad. La DP también fue transmitida por trabajadores de



26

granja que no cambiaron sus ropas o zapatos entre unidades de aislamiento que contenian
cerdos enfermos y sanos.'>

La DP ocasiona gran pérdida financiera a causa de la mortalidad, disminucién de la tasa de
crecimiento, mala conversion alimenticia y gastos de quimioterapia.103 Lysons en 1983,
calcul6 que la medicacion en el alimento para la DP puede costar de $2.60 a $8.60 délares
americanos por cerdo.'” Wood y Lysons en 1988 demostraron que la tasa de eficiencia de
conversion alimenticia en una granja es deteriorada por 0.58% como consecuencia de DP y
tiene aumento del costo de medicacion de $2.40 y $12.60 ddlares americanos por cerdo
vendido, aunque habia cerdos con DP clinica en la piara, la pobre tasa de conversion
alimenticia fue atribuida principalmente a la enfermedad subclinica.!”! Walter y Kinyon
encontraron que el costo de medicacion en una piara infectada por DP fue de $8.30 délares
americanos por cerdo comercializado y el costo de medicacién reducido a $0.08 délares
americanos por cerdo vendido después de la erradicacién.'”

Las pérdidas nacionales totales de los Estados Unidos para la industria porcina fueron
estimadas en $115.2 millones de délares americanos.'”” Una encuesta seroldgica en el

Oeste de Australia indicé una prevalencia de 33.0%."

Taylor, en 1984 indic6 que el
27.0% de las piaras productoras de cerdos estaban afectadas con la enfermedad.'” Roncalli
y Leaning reportaron que la DP estuvo presente en la mayoria de los paises productores de
cerdos del mundo.'”® Al parecer, continta la prevalencia pero a una frecuencia reducida en
la mayoria de los pau’ses.153

En los casos de campo, la morbilidad de DP puede acercarse al 75.0% y la mortalidad
puede ser de 5.0 a 25.0%.'* La gravedad de las granjas con afeccion cronica puede ser leve

y la enfermedad puede no presentar evidencias clinicas. Esta situaciéon se debe a la

proteccion alcanzada en los cerdos lactantes por la inmunidad transmitida de las madres
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con afeccion cronica y el uso comun de antimicrobianos en las raciones de destete y

crecimiento. Bajo condiciones experimentales en las cuales los cerdos no son tratados, la

mortalidad suele ser del 50.0 %.'**'

El periodo de incubacién es variable, teniendo un rango de 2 dias hasta 3 meses, pero, la
enfermedad, ocurre generalmente después de 10-14 dias en exposiciones naturales.'” Los
signos clinicos de DP parecen producirse en forma ciclica ya que se ha observado que en
cerdos éstos reaparecen en un intervalo de 3-4 semanas, la reaparicion suele ocurrir después
de la remocion de los niveles terapéuticos de antibidticos en el alimento o agua. Olson
(1974) mostr6é que el tratamiento con niveles preventivos de arsenilato de sodio puede ser
un factor en la prolongacion del periodo de incubacién.'”’

Un factor muy importante en la transmision de DP es que los cerdos recuperados pueden
ser asintomdticos y excretar B. hyodysenteriae en heces. Songer y Harris en 1978,
describieron que los cerdos asintomatico pueden transmitir DP por 70 dias a cerdos
centinelas susceptibles. B. hyodysenteriae fue aislada de un perro que frecuentaba corrales

178

de cerdos infectados con DP. " En forma similar, el microorganismo fue aislado de ratones

de campo capturados en tres granjas en donde habia cerdos infectados con pp.!7o:180

Hampson et al., en 1991, aislaron B. hyodysenteriae de una rata salvaje que vivia en un

corral.'®!

En forma experimental, Glock, er al., mostraron que la inoculaciéon oral con B.

hyodysenteriae a perros y aves (estorninos) resultd en la diseminacion fecal de B.

82

hyodysenteriae durante 13 dias y 8 horas respectivamente.1 Las moscas pueden

153 . .
Los ratones con inoculacién

transportar el microorganismo por lo menos 4 horas.
. . . Lo 183 .
experimental excretan B. hyodysenteriae en heces por mas de 180 dias, ~~ mientras que las

< .o 184 .
ratas lo hacen por sélo 2 dias. ™" Los cerdos convencionales expuestos a heces de ratones
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infectados desarrollan signos clinicos de DP dentro de los once dias después de la
exposicion a esas heces de ratén.'®  Chia y Taylor en 1978 demostraron que B.
hyodysenteriae sobrevivia en heces disentéricas diluidas en agua por 61 dias a 5°C.'%

En el siguiente cuadro se muestran los tiempos de sobrevivencia de B. hyodysenteriae,

expuesta a diferentes condiciones, hospederos y temperaturas. (Cuadro 3).

Cuadro 3: Tiempo de sobrevivencia de Brachyspira hyodysenteriae

Localizacion Condicion Temperatura (° C) Tlempo de'
supervivencia
Cerdos - - 60 dias
Ratones - - 1 afo
Ratas - - 2 dias
Perros - - 13 dias
Heces: Humedo 7
Fosas Seco 18 60 dias
Enrejillado | Frio o Congelado 7 7 dias
Enrejillado Hasta el aumento de
- temperatura
Lagunas 60 dias

Harris, et al., 1990."°

El origen de la mayoria de las epizootias de DP pueden ser explicadas por cerdos
portadores introducidos en alguna piara. Sin embargo, los brotes de la enfermedad también
han ocurrido en piaras sin antecedentes de introduccién de animales nuevos. Robertson, et
al., en 1992, encontraron una tasa elevada de riesgo relativo tanto para aquellas granjas que
permiten visitas como para la presencia de roedores.'®’ Otros factores que han contribuido a
la presentacion clinica de DP en cerdos infectados son estrés (incluyendo cambios de

alimento), embarque, castracién, hacinamiento o exposicién a cambios extremos de
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temperatura ambiental. La inoculacion experimental por via oral de cerdos con mucosa
colonica de animales con presentacion aguda de DP en estado de ayuno y estrés causo la
formacion de lesiones dentro de las 24 horas postinoculaci(’)n.153

Aunque B. hyodysenteriae puede ser vista en células epiteliales y en lamina propia en
lesiones tipicas, la invasion puede no ser esencial para la producciéon de lesiones.'®® El
microorganismo es mévil por la presencia de flagelos periplasmicos lo cual es esencial para
la virulencia."®® B. hyodysenteriae es eficiente para moverse a través del material viscoso
como moco y se demostré que es atraido hacia la mucina (glicoproteina del moco) por
quimiotaxis,l(""190 logrando con ello acercarse a las células epiteliales del colon."" Knoop,
et al., y Bowden, et al., demostraron la fijacion de B. hyodysenteriae a células animales in
vitro 'y concluyeron que las adhesinas ligadoras de B. hyodysenteriae para las células
epiteliales intestinales de Henle cultivadas pueden contener residuos de acido sidlico.'*'*
B. hyodysenteriae es capaz de reducir quimicamente el oxigeno molecular a agua, ya que
posee el gen NOX, el cual codifica para la sintesis de enzima NAD oxidasa.'”* Kennedy, et
al., en 1996 prepararon cepas NOX mutantes los cuales fueron menos patogénicas y
parecieron tener menos habilidad para colonizar el colon de cerdos.'”

En un trabajo de patogénesis no se aclaré el mecanismo de destruccién tisular pero se
describieron y caracterizaron dos toxinas (hemolisina y lipooligosacaridos) de B.

157

hyodysenteriae que pueden jugar un papel en la produccién de lesiones. °' La hemolisina es

. L . . . . . 196
citotéxica para varios tipos celulares y es un factor de virulencia para la enfermedad.

Lysons, et al., demostraron dafo a las células epiteliales de asas coldnicas e ileales ligadas
de cerdos libres de gérmenes inoculados con la hemolisina, el dafio se produce después de

30 minutos a 1 hora, después del rompimiento de organelos celulares; la tumefaccion y la

eliminacién de células se produjo después de 3 horas."”” Por su parte, Muir, et al., en 1992,
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realizaron un trabajo definitivo sobre la importancia de la hemolisina siguiendo la

clonacion del gen de hemolisina (tlyA).

198

Hyatt, et al., en 1994, produjeron mutantes #/yA

. . 196
encontrando que fueron capaces de colonizar cerdos pero no produjeron enfermedad. % En

el caso de los lipooligosacaridos descritos tienen actividad endotdxica y efecto directo en

las células epiteliales del colon'” y pueden provocar una respuesta inflamatoria mediante la

estimulacién de la produccion de Interleucinal (IL-1) y Factor de Necrosis Tumoral

(FNT).2%

En el cuadro nimero 4 se enlistan los principales factores de virulencia del género

Brachyspira.

Cuadro 4: Factores de virulencia de Brachyspira spp.

Factor Propiedades Referencias
Lisis celular (mucosa de colon), | Stanton and Cornell, 1987.°%1
lo que favorece la Muir, et al., 1992.'%
Hemolisina disponibilid?q de nutrientes
como fosfolipidos y esteroles,
requeridos para crecimiento
Permite mantener la asociacién | Taylor and Alexander, 1971.""
. con células de la mucosa del Rosey, et al., 1996.%"
Flagelo (motilidad) | jntestino, criptas y células
caliciformes
Metaboliza oxigeno, permite la | Stanton and Jensen, 1993.M*
sobrevivencia de organismos
NADH oxidasa anaerdbicos en tejidos que

utilizan oxigeno como la
mucosa de colon

Produccién de
Lipooligosacéridos

Material antigénico y
endotoxinas en la pared celular
bacteriana estimulan la
respuesta inmune y la
inflamacion en el tejido del
hospedero

Joens and Nuessen, 1986.°%
Joens, 199724
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Brachyspira pilosicoli es capaz | Taylor, et al., 1980.”"
de adherirse al epitelio del colon | Girard, et al., 1995.%0°
y causando lisis de
microvellosidades; resultando
en reduccion de absorcion de
fluidos en el colon

Adhesion

Los organismos son atraidos por | Milner and Sellwood, 1994."%*
la mucina (proteina del moco) y | Zhang, et al., 2000.2”
Quimiotaxis por estimulan la infeccién y la

mucina respuesta de las criptas y células
goblet responsables de la
produccién de moco

Capacidad en el incorporar Li, et al., 1995.*"
hierro del ambiente al

Mecanismos de citoplasma del organismo. Es
atraccién de Hierro | reconocido como factor de
virulencia en organismos Gram
negativos

Walter, et al., 2003.%%

El microorganismo causal no invade mds alla de la Idmina propia del intestino grueso y la
falta de B. hyodysenteriae y lesiones significativas en otros organos implican que toda la
patogenia de la enfermedad puede ser atribuida en forma directa a las lesiones entéricas.*'”

La fisiopatologia de la enfermedad fue estudiada por Argenzio, et al., y Schmall, et al.,
quienes concluyen que la diarrea no es el resultado de un aumento en la permeabilidad de la
mucosa, pérdida de proteinas y liquido extracelular de la sangre a la luz por el aumento de
la presion hidrostatica tisular. En cambio, la pérdida de liquido parece ser resultado de la
mala absorcion colénica como una consecuencia de la falla del mecanismo de transporte
epitelial al transporte activo de los iones de sodio y cloruro desde la luz hacia la
sangre.ﬂ 1212 Aun mds, los niveles de Adenosina Monofosfato Ciclico (AMPc) y Guanosina
Monofosfato Ciclico (GMPc) en la mucosa colénica de los cerdos infectados fueron

. .1s 211,212
normales, pero su respuesta a un estimulo (teofilina) fue marcadamente atenuada.” ™
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Estos estudios sugieren que una enterotoxina y/o prostaglandina liberada a la mucosa
inflamada no estd involucrada en la produccién de diarrea, lo que demuestra que la
patogénesis de la DP es diferente a la inducida por E. coli o Salmonella spp.' 013

Los efectos sistémicos primarios de la DP tipica son el resultado del desequilibrio de
liquidos y electrélitos inducidos por la enteritis. Las pérdidas de liquido son sélo resultado
de la falla del colon para reabsorber la propia secrecion endégena. Dado que hasta 30.0-
50.0% del volumen del liquido extracelular en la forma de secreciones enddgenas se
presenta a diario en colon para su absorcion, la falla en absorcion coldnica es suficiente
para explicar la deshidratacion progresiva y muerte asociada a la enfermedad. 103153

La diarrea es el signo mdas consistente de DP pero la gravedad puede ser variable. En
ocasiones los animales se afectan de forma hiperaguda y mueren después de un periodo de
sOlo unas pocas horas con poca o ninguna evidencia de diarrea. La primera evidencia de la
enfermedad en la mayoria de los animales suele ser la aparicion de heces blandas, de color
amarillo o gris. Puede evidenciarse anorexia parcial y aumento de temperatura rectal (40.0-
40.5°C). Después de unas horas a pocos dias de la infeccion hay grandes cantidades de
mucus 'y con frecuencia estrias de sangre en heces. A medida que progresa la diarrea, se
observan deposiciones que contienen sangre, mucus y eliminacion de exudado muco
fibrinoso con el consiguiente manchado de cuartos traseros de animales afectados. El
arqueamiento de la espalda sugiere dolor abdominal. La diarrea prolongada conduce a
deshidratacion, lo que provoca sed y en pocos dias los animales se deterioran torndndose
emaciados, débiles y con incoordinacion. La causa de muerte de la mayoria de los animales
estd asociada a deshidratacion, acidosis e hiperpotacemia. 103,153

Una caracteristica consistente de la enfermedad es la presencia de lesiones en el intestino

103,153

grueso pero no en el intestino delgado. Los cambios tipicos en los estadios agudos de
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DP incluyen hiperemia y edema de las paredes y el mesenterio del intestino grueso. La
inflamacion también puede inducir tumefaccién de los linfonodos mesentéricos y
formacion de pequenas cantidades de liquido ascitico claro. Las glandulas submucosas del
colon con frecuencia son mds prominentes que las normales y aparecen como focos blancos
levemente elevados de la serosa. La mucosa por lo general esta cubierta con mucus y
fibrina con estrias de sangre, el contenido coldnico es exudado blando a acuoso. 103,148,153
Histol6gicamente, las tinicas lesiones significativas se encuentran en el colon, ciego y recto.
Las lesiones agudas tipicas incluyen engrosamiento obvio de la mucosa y submucosa por la
congestion vascular y extravasacion de liquidos y leucocitos. También hay hiperplasia de
células caliciformes y de la base de las criptas, las células epiteliales pueden estar alargadas
e hipercromicas en apariencia. Grupos de cé€lulas epiteliales en la superficie luminar pueden
separarse de la ldmina propia en el curso temprano de la enfermedad, resultando en la
exposicion de capilares. Los cambios mds tardios incluyen acumulaciéon de gran cantidad
de fibrina, mucus, detritus celulares en las criptas de la mucosa y en la superficie luminar
del intestino grueso. Las espiroquetas se encuentran en la luz y dentro de las criptas en
todos los estadios de la enfermedad, pero son mas numerosas en la fase aguda. 103,148,153

En el presente pocos son los farmacos efectivos contra B. hyodysenteriae y en anos
recientes se ha venido incrementando la evidencia del desarrollo de resistencia de B.

213214 . .
La tiamulina es

hyodysenteriae a antimicrobianos como las pleuromutilinas.
recomendada a una dosis de 10mg/kg de peso corporal aplicada via intramuscular durante
1-3 dias, 8mg/kg de peso corporal por 5-7 dias cuando es aplicada en agua de bebida, o en
dosis de 100 ppm durante 7-10 dias, seguida por 30-40 ppm por 2-4 semanas, mientras que

la valnemulina se utiliza en dosis de 3-4 mg/kg de peso corporal por 1 a 4 semanas en el

. 103 . o . .
alimento. ™~ Otros dos farmacos utilizados cominmente contra Brachyspira spp., son la
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tilosina y la lincomicina, pero se ha reportado el desarrollo de resistencia reportados hacia
. 215,216,217,218,21 . . - . .
Brachyspira spp.” "7 ™ ? La resistencia a los macrélidos y las lincosamidas es

causada por una mutacién puntual en el gen 23S rARN vy la resistencia a la tilosina se

.. 200
desarrolla en dos semanas in vitro.

1.3.2 Espiroquetosis Colonica Porcina

. . . 221
La enfermedad en cerdos fue primeramente nombrada diarrea espiroquetal,” aunque el

término para referir la condicién patolégica en cerdos ha cambiado en afios recientes por

222

Espiroquetosis Colénica Porcina (ECP),” o Espiroquetosis Intestinal Porcina (EIP).45

La ECP se encuentra con frecuencia en cerdos en desarrollo, la cual se ha manifestado
desde el implemento de estrategias de produccién mads intensivas, que han limitado otras
enfermedades intestinales importantes como salmonelosis o la DP.”* Es probable que por lo
menos algunos de los casos de “colitis inespecifica” descritos en el Reino Unido puedan

haber sido causados por B. pilosicoli, aunque también existen casos de colitis no infecciosa

atribuible a factores de la dieta.”*> 2

El hallazgo histolégico comun en fases tempranas de ECP es la presencia de dreas focales
de inflamacién en el ciego, colon y recto, donde un gran niimero de espiroquetas pueden

encontrarse adheridas por un extremo a la superficie apical del epitelio formando un falso

206,221

borde de cepillo, esta caracteristica ha sido encontrada en otros hospederos incluyendo

226 121,227,228

77 225 fop: . .
humanos,’” primates no humanos,”” perros,” aves domésticas y varias especies de

. 97,229
aves silvestres.

Debido a que el aislamiento de B. pilosicoli de heces no siempre esti
relacionado con la presencia de diarrea o la adherencia al epitelio intestinal, la significancia

de la identificacion de la espiroqueta necesita ser interpretada en el contexto de una

. P Lo 230
investigacion diagndstica completa.
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La ECP ha sido reportada en los principales paises productores de cerdo, incluyendo

. 108231 1 27+ ... 106,231 .1 232 £ 206,233 1z 234 . 235 . 236
Australia, = Bélgica, """ Brasil,” Canadd,” """ Dinamarca,” Finlandia,” Francia,

238 240 167,167 241,242

Alemania,237 Corea, Espaﬁa,239 Suecia,” el Reino Unido y Estados Unidos.
La epidemiologia detallada de la ECP no ha sido totalmente determinada. Se cree que la
infeccién ocurre por via fecal/oral y la enfermedad puede ser facilitada en piaras no
inmunes por la introduccién de cerdos portadores. Ademas, de que B. pilosicoli puede
persistir en el ambiente y la enfermedad puede recurrir entre lotes de cerdos si no se realiza
una adecuada limpieza y desinfeccién.*” La infeccién ha sido demostrada en granjas Libres

244 ‘. .
Usando técnicas de cultivo, se ha

de Patogenos Especificos (SPF, siglas en inglés).
demostrado que la prevalencia en corrales individuales varia entre el 5.0%* y 37.5%."
Sin embargo, estas cifras pueden estar influenciadas por la administraciéon coexistente de
antibidticos, edad de los cerdos examinados, limites de deteccion del cultivo usado y grado
de contaminacidn con otros microorganismos fecales que pueden inhibir el crecimiento de
las espiroquetas. En Suecia B. pilosicoli se aislé en 6 de 8 piaras con signos de diarrea pero
s6lo en 1 de 11 sin signos clinicos.**” Puede aislarse B. pilosicoli a partir de cerdos en
cualquier fase del periodo de crecimiento, pero la infeccién es mas comin y grave en

cerdos destetados y en desarrollo entre 6 y 12 semanas de edad.””

g . ” . 32,122,246
B. pilosicoli es una especie genéticamente diversa.

Probablemente existan cepas de
B. pilosicoli con diferente potencial p:cltogénico.zﬂ’248 Aunque esta bien establecido que los
roedores pueden ser vectores de B. hyodysenteriae, sin embargo, solo existe un reporte de
la infeccidn natural de un ratén en vida libre con B. pilosicoli.lgo

Se ha observado que los aislamientos de B. pilosicoli provenientes de cerdos, perros y

. ., L. 122 . . . ..,
humanos tienen estrecha relacion genética, ©~ pero la evidencia directa de transmision

o ok 146 Y,
zoonotica solo se ha demostrado entre perro y humano. ™ La colonizacién de humanos con
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B. pilosicoli esta asociada usualmente con inmunosupresion, pobre higiene vy
o . 249,250
contaminacion fecal de agua como sucede en comunidades en desarrollo.
. . . . . 251
La patogenia de la ECP se piensa que difiere de la DP de varias maneras importantes,”™" por
ejemplo, las células de B. pilosicoli no son atraidas por la mucina de la misma manera que
. 164 . . . ’ . .
B. hyodysenteriae ™" y la infeccion estd a menudo asociada con la presencia de grandes
cantidades de espiroquetas unidas por un extremo de la célula a la superficie luminar de las
c€lulas epiteliales coldnicas y cecales y a menudo puede aislarse mds de una especie del
. . 246
microorganismo de un solo corral de cerdos.
Como sucede en la DP, para el caso de la infeccion por B. pilosicoli, puede estar
influenciada por la dieta. Un andlisis de factores de riesgo en granjas revel6 que la
. . . . 252 .
prevalencia reducida pueden ser resultado del uso de dietas no pelletizadas.” Reduciendo
el contenido de energia y proteina en la dieta también se pueden disminuir problemas

253,254 C . . . .
La adicion de carboximetilcelulosa a la dieta de cerdos incrementa la

clinicos.
viscosidad del contenido intestinal y aumenta la colonizacion con B. pilosicoli.” Cerdos
alimentados con dietas basadas en arroz cocido (altamente digestible y bajo en fibra
soluble) muestran una colonizacién menor con B. pilosicoli que cerdos alimentados con
dietas convencionales.”**’

La infeccion oral es seguida por colonizacion de la mucosa colénica y el microorganismo
puede demostrarse en hisopados fecales dentro de los 7 dias postinoculacién (dpi); sin
embargo, el periodo de incubacion puede llegar hasta los 20 dias. En las etapas iniciales de
la infeccidn, células de B. pilosicoli se adhieren en grandes cantidades a la superficie de
células epiteliales cecales y colonicas produciendo desaparicion de microvellosidades y

ruptura de la red citopldsmica terminal. La unién sélo tiene lugar en enterocitos maduros

apicales de los extremos de las vellosidades, las espiroquetas no se unen a células
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inmaduras dentro de las criptas intestinales.'*’

La degeneracion de células epiteliales
produce un aumento de la tasa de mitosis en las células de la cripta, alargamiento de las
criptas y produccién de un epitelio inmaduro que consiste en células planas o cuboidales.
La necrosis del epitelio es evidente como nddulos adherentes pequenos en la superficie de
la mucosa.****

Las células de B. pilosicoli se han observado dentro de criptas intestinales dilatadas,"*’
invadiendo a través de las uniones firmes entre células epiteliales, dentro de las células
caliciformes®"’ y dentro de la ldmina propia.258 La presencia de B. pilosicoli dentro de las
criptas y ldmina propia se asocia con exocitosis neutréfilica (abscesos de la cripta) y colitis
caracterizada por edema, infiltrado mixto de neutréfilos y linfocitos dentro de la mucosa,

243,245

lamina propia y de vez en cuando en capas de la muscular. En infecciones crénicas se

observa infiltrado inflamatorio constituido por monocitos, linfocitos y células
plasmé\ticas.258

La colonizacion del epitelio, invasion local y colitis resultante se combinan para causar un
aumento en el contenido de agua cecal y digesta coldnica, junto con la produccién de un
exceso de mucosidad y de vez en cuando manchas de sangre. El epitelio inmaduro o dafiado
resultante puede producir una reduccién en la superficie del colon, en la absorcién de
acidos grasos volatiles y la consecuente mala conversiéon de alimento y disminucién en
ganancia de peso.‘k’”m%s’247

Los primeros signos clinicos que tienden a ser observados son, reduccién en el tamafio de
los flancos y eliminacién de heces blandas, pegajosas que se adhieren al suelo del corral. La

consistencia de las heces cambia después dando apariencia de cemento himedo en

ocasiones brillante. La diarrea suele ser autolimitada y dura entre 2 y 14 dias, aunque
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algunos animales pueden recaer y desarrollar signos clinicos después de la convalecencia o
el tratamiento.”****

Las lesiones macroscopicas asociadas a la ECP se limitan a colon y ciego, pueden ser
sutiles en particular en fases tempranas de la enfermedad. El exdmen postmortem poco
después del comienzo de los signos clinicos revela a menudo un ciego flacido, lleno de
liquido, y el colon con una superficie serosa, edematosa, linfonodos mesentéricos y
colonicos aumentados de tamafio. Los contenidos son abundantes y acuosos, verdes u
ocasionalmente amarillos y espumosos. La inflamacion en las fases mds tardias puede
producir colitis ulcerativa multifocal o mucohemorrégica.243’245

En cuanto a las lesiones microscopicas se ha descrito colitis catarral multifocal, erosiva o

259,260
ulcerosa,”™

por lo general estdn confinadas a la mucosa y la submucosa, pero pueden
extenderse a la muscular. La mucosa aumenta de espesor, estd edematosa y en ocasiones
hiperémica y se caracteriza por la presencia de criptas intestinales largas, dilatadas, llenas
de mucosidad, restos celulares y células inflamatorias degeneradas. La dilatacion capilar
subepitelial es un hallazgo notable. La tasa mitética de las células de la cripta aumenta, a
menudo con la presencia de epitelio inmaduro, cuboide o plano en los extremos de las
vellosidades. En los lugares en que el epitelio cilindrico todavia estd presente en la
superficie del colon, se encuentra cubierto a menudo por una franja oscura de espiroquetas

. ATial. 243,245
unidas por un extremo de la célula.

1.4 Técnicas de diagnostico para EI

Numerosas técnicas han sido implementadas para la deteccion, identificacion y tipificacion

de espiroquetas intestinales.
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El microscopio de contraste de fases y campo oscuro fueron los métodos usados para el

exdmen de EI a partir de 1970.%!

La identificacién de EI fue desarrollada por medio de
propiedades de tincion, tamafio, forma y tipos de motilidad. La visualizacion del organismo
con tinciéon de Gram y una variedad amplia de tinciones para histopatologia han sido
desarrolladas, sin embargo por estos métodos no es posible diferenciar las EI ya que
morfolégicamente son muy similares. La determinacion de la presencia de EI en
preparaciones hiumedas y frotis para microscopia de contraste de fases puede proveer una
evidencia de infeccion, sin embargo, este método no permite la diferenciacion entre varias
especies de espiroquetas.262

Con la llegada del microscopio electronico se pudo lograr una mejor caracterizacion de las
especies del género Brachyspira, debido a la gran amplificacién que brinda se puede lograr
la enumeracion de los flagelos periplasmicos.

El cultivo y la caracterizacion fenotipica han sido reconocidos como los métodos estandar

mads valiosos para la caracterizacion de una gran cantidad de especies bacterianas.
1.4.1 Cultivo en Medio Sélido

Las primeras técnicas de cultivo para B. hyodysenteriae en medio sélido, comprenden una
serie de diluciones y filtrados por medio de membranas con un poro de 0.45 pum a partir de
material colénico e hisopos con heces obtenidas del recto de los animales.””* Las
muestras fueron crecidas en agar sangre de bovino u ovino incubados a 37-42°C en una
atmosfera anaerdbica y examinados después de 3 dias, observando el tipo de hemdlisis que
producian los aislamientos. Sin embargo el método de filtracién fue en particular incomodo
y la adicién de antibidticos al agar sangre mejord significativamente el diagndstico de la

DP 120
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El primer medio selectivo contenia Agar Tripticasa Soya (TSA, siglas en inglés), sangre de
bovino y 400ug/ml de espectinomicina, basado en la resistencia de 5 aislamientos de B.
hyodysenteriae a niveles de 1000 pg/ml.*** Sin embargo el sobrecrecimiento de otros
organismos intestinales en este agar dio la pauta para el desarrollo de otros medios de
cultivo que contendrian otros antibi6ticos.”** Estos incluyen el medio CVSBA que contiene

264

espectinomicina (400 pg/ml), colistina y vancomicina (25 pg/ml cada uno).” El agar

Serpulina con espectinomicina (800 pg//ml), colistina y vancomicina (25 pg/ml cada uno)
y 1.0% de ribonucleato de sodio' " y el medio BJ con espectinomicina (200 pg/ml),
espiramicina (25 pg/ml), rifampicina (12.5 pg/ml), vancomicina, colistina (6.25 pg/ml cada
uno) y extracto de heces porcinas.265 La incubacion a 42°C es reportada como un factor
inhibidor de la microbiota.'*

En el aislamiento de otras espiroquetas intestinales diferentes a B. hyodysenteriae se han
utilizado los mismos medios, s6lo que la aparicion del crecimiento es mds lento y puede

262

tomar mas de 6 dias.”~ La tasa de recuperacion de B. pilosicoli en medio BJ es menor

porque el medio contiene rifampicina y espiramicina, y algunos aislamientos han mostrado
ser moderadamente sensibles a estos antibiGticos.'' >

En contraste los medios y las condiciones de aislamiento de espiroquetas intestinales
humanas han sido poco desarrollados, el primer aislamiento de B. aalborgi fue desarrollado
en TSA pre-reducido con 10.0% de sangre de becerro, conteniendo espectinomicina (400
pg/ml) y polimixina B (5 ;,Lg/ml).83

1.4.2 Cultivo en Medio Liquido

Bé4sicamente se han extrapolado todos los medios liquidos utilizados para B.

hyodysenteriae para otras espiroquetas. Un medio liquido en base a Tripticasa Soya (TSB,
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siglas en inglés) con Suero Fetal Bovino (FCS, siglas en inglés), bicarbonato de sodio,
cisteina, colesterol, glucosa y extracto de levaduras han sido utilizados, mantenido a una
atmosfera de 10.0% CO,, 90.0% N2.156 Este medio fue modificado por Lemke el cual le
agreg6 glucosa y suero de conejo al TSB.*” Una modificacién del medio TSB con 10.0%
de suero fetal bovino."”*'*® Otros medios de rutina son infusién cerebro corazén (BHIB,
siglas en inglés) suplementado con 10.0% de FCS tratado con calor y 0.2% de glucosa.SS’113
El crecimiento de aislamientos de B. pilosicoli a partir de heces de hombres homosexuales
fue desarrollado en medio liquido.112 Caldo Tioglicolato con la combinacion FCS fue el
que obtuvo el mejor crecimiento. Los caldos de cultivo de B. aalborgi han sido reportados
en BHIB con 5.0% de suero fetal bovino.®® Mds recientemente se desarrollé un medio
selectivo de enriquecimiento para B. aalborgi de biopsias rectales y heces fue descrito en

BHIB y TSB con 10.0% de FCS espectinomicina y rifarnpicina.269

1.4.3 Caracterizacion fenotipica

La morfologia de las colonias de Brachyspira spp., en agar sangre son idénticas. La
produccién de una fuerte -hemdlisis por B. hyodysenteriae es una caracteristica para
identificar a este organismo, aunque, la confirmaciéon de la identidad requiere otras
medidas. Sin embargo, las EI no pueden ser diferenciadas por morfologia colonial y es
necesaria la caracterizacion bioquimica y molecular.

El esquema tradicional de identificacion fenotipica incluye produccion de indol, hidrélisis

del hipurato, actividad de o-galactosidasa, y -galactosidasa y a-glucosidasa, asi como el

. Lye . . 115
tipo de hemolisis producida en agar sangre.

La produccién de indol puede ser medida con papel filtro y con el reactivo de Kovac,'**"

110

o por la adicion de xilosa y el reactivo de Kovac al caldo de cultivo.” ™~ La determinacion de
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la hidrolisis del hipurato puede ser determinada en caldo con 1.0 % de hipurato de sodio™ o
por el método de Ninhydrina,115 algunos autores han utilizado para medir las reacciones
enzimdticas (o-galactosidasa, [-galactosidasa y -glucosidasa) el sistema API ZYM
(bioMérieux), el cual involucra una deteccion rapida de 19 enzimas.”’!

En el cuadro 5 se resumen las caracteristicas fenotipicas de las especies de EI.

Cuadro 5: Caracterizacion bioquimica-fenotipica de EI

Actividad enzimatica ©

Especie Hemdlisis Indol Hip  Flagelos q-gala B-gala a-glu

B. C +* - 22-28 - +/- +
hyodysenteriae
B. innocens P - - 20-26 - +/- +
B. pilosicoli P - (V) + 8-12 +/- +/- -
B. intermedia P + - 24-28 - + +
B. murdochii P - - 2226 - - +
B. alvinipulli P - - 22-30 - - +
B. aalborgi P - - 8 - - -

Fuente: Modificada de Brooke (2003).272

Hip: Hipurato; a- gala: a: galactosidasa: [3-gala: B-galactosidasa; a-glu: o glucosidasa.

C: Hemolisis B completa, P: hemdlisis parcial, +: positivo, -: negativo, (v): variable, +/-: el
resultado de esta puede ser negativo o positivo.

9Medidas con APY-ZYM

*: Cepas indol negativos han sido descritas por (Hommez et al., 1998; Fellstrom et al.,
1999).

Fellstrom y Gunnarsson (1995), sugieren estas reacciones ademds de agregar la hemolisis
por ser necesaria para la adecuada diferenciacion de todas las EI. Dicha clasificacion divide
a El en 6 grupos; grupo I consistiendo en B. hyodysenteriae, grupo Il que fueron idénticos

al grupo I pero son débilmente f—hemoliticos, grupo III que contiene tres subgrupos
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incluyendo a B. innocens, mientras que el grupo IV fueron espiroquetas hemoliticas

parciales asociadas con diarrea en cerdos.

El andlisis por MLEE Yy la secuenciacion del gen 16S demuestran que esta agrupacion tiene

108,115

bases filogenéticas. Por lo que los grupos identificados son grupo II, B. intermedia;

grupos Illa, B. murdochii y llIb, B. innocens, y grupo IV, B. pilosicoli.108
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1.4 Justificacion

Dada la importancia de las enfermedades entéricas en explotaciones porcinas, su impacto
negativo en los costos de produccion, ademas de que las infecciones causadas por EI son de
relevancia en la porcicultura de otros paises y que la epidemiologia de las EI en México se
desconoce, se considera que un estudio epidemioldgico es requerido para conocer qué
especies de EI se encuentran en las zonas de importancia de produccién de cerdos, en

particular del estado de Sonora.
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1.5 Hipétesis

Espiroquetas Intestinales del género Brachyspira se encuentran colonizando el tracto
intestinal de cerdos en el estado de Sonora y son una de las causas de retraso en el

crecimiento.

1.6 Objetivos

Objetivo general:

Demostrar la presencia o ausencia de EI por medio de aislamiento bacteriolégico a partir de
muestras de heces y tejido intestinal de cerdos criados en granjas de tipo comercial en el

estado de Sonora.

Objetivos especificos:

1.- Aislar especimenes de EI en cultivo puro a partir de muestras de heces de cerdo de
granjas comerciales del estado de Sonora.

2.- Identificar los especimenes de EI (género Brachyspira) aisladas por medio de
caracteristicas del cultivo (tipo de hemdlisis) y perfil bioquimico.

3.- Determinar la frecuencia de Espiroquetas Intestinales en cerdos en las etapas de
crecimiento y desarrollo de granjas muestreadas.

4.- Identificar las lesiones macro y microscOpicas caracteristicas ocasionadas por
Brachyspira spp., en las muestras de colon.

5.- Realizar andlisis epidemioldgico en el estado de Sonora de la informacién colectada en

las granjas muestreadas.
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CAPITULO 2: MATERIAL Y METODOS

Para obtener acceso a las granjas, se les proporciondé una carta de invitacion a los
productores o responsables para participar en el presente estudio, agradeciendo de

antemano su participacion y facilidades prestadas para la obtencién de muestras.

2.1 Muestreo

Para determinar el tamafio de muestra se utilizé un modelo epidemioldgico considerando la
prevalencia esperada y el tamafo de la poblacién, al no existir reportes en la literatura
cientifica sobre la prevalencia de EI en México la prevalencia esperada utilizada fue de
30.0% de acuerdo a los estudios realizados en otros paises.

La fase de muestreo fue realizada durante octubre a diciembre de 2006. Se muestrearon
cerdos de 13 granjas porcinas comerciales, de las cuales 12 se obtuvieron de granjas
ubicadas en los municipios de Cajeme y Navojoa en el estado de Sonora y 1 granja en el
municipio de los Mochis en el estado de Sinaloa. Se obtuvieron un total de 156 muestras
(12 por granja) de heces de animales con historia clinica de trastornos gastrointestinales o
que tuvieran diarrea y retraso en el crecimiento. Ademas, se obtuvieron 35 muestras de
tejido intestinal (colon ascendente) de animales con pobre desarrollo, los cuales fueron
eutanasiados y se les practicd necropsia o que habian muerto en un plazo miximo de 2
horas previas a la visita a la granja (Cuadro 6).

En cada granja visitada se aplicé una encuesta (Anexol) para obtener informacion relevante
sobre genética, reproduccion, alimentacion, manejo, sanidad y programas de bioseguridad

en las diferentes etapas de produccion.
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Cuadro 6: Esquema de muestreo.

Granja Fecha de Ubicacion No. Muestras de | No. Muestras de
muestreo (Municipio) heces tejido

1 17-10-06 Cajeme 12 3 Colon espiral
2 18-10-06 Navojoa 12 3 Colon espiral
3 19-10-06 Cajeme 12 3 Colon espiral
4 23-10-06 Cajeme 12 3 Colon espiral
5 23-10-06 Cajeme 12 3 Colon espiral
6 24-10-06 Cajeme 12 3 Colon espiral
7 24-10-06 Cajeme 12 3 Colon espiral
8 25-10-06 Cajeme 12 3 Colon espiral
9 26-10-06 Navojoa 12 3 Colon espiral
10 30-10-06 Mochis 12 3 Colon espiral
11 31-10-06 Cajeme 12 Sin muestras

12 13-11-06 Cajeme 12 2 Colon espiral
13 29-11-06 Navojoa 12 3 colon espiral

2.1.1 Coleccion de muestras de heces

a) Las muestras fueron colectadas con hisopos de madera directamente del recto de
animales de 6 a 12 semanas de edad, las muestras fueron inoculadas en tubo estéril
con tapa de rosca que contenia 1 ml de medio Infusién Cerebro Corazén (ICC)
(Oxoid, UK) suplementado con los antibidticos: Espectinomicina dihidroclorada
800 pg/ml (Sigma, USA), Colistina metano sulfonada 25 pg/ml (Sigma, USA),
Vancomicina 25 pg/ml (Sigma, USA) y Rifampicina 27.5 pg/ml (Aventis, Mex.)

con la finalidad de inhibir parcialmente la microbiota intestinal (en su trayecto antes

de llegar al laboratorio) y favorecer el crecimiento de EI

b) Los tubos con las heces fueron identificados mediante etiquetas autoadheribles y

colocados en cajas de poliestireno con refrigerantes y se enviaron al laboratorio

inmediatamente después de la coleccidn, por mensajeria especial.

c) Todas las muestras fueron procesadas en el laboratorio en un plazo maximo de 24

horas posteriores a la coleccidn.
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2.2 Técnica de necropsia

Después de practicada la eutanasia a los cerdos se llevé acabo la necropsia de acuerdo con
la técnica descrita por Segalés y Domingo.*”

Inicialmente examinando piel, orificios naturales, pelo, linfonodos superficiales, desde el
crdneo hasta la regién caudal. Posteriormente el caddver fue colocado en posicion decubito
dorsal haciendo cortes en la region axilar y en la articulaciéon coxo-femoral para mantener
el cadaver estable y continuar con la diseccion.

2.2.1 Apertura del cadaver

Se realizaron dos cortes sobre piel y tejido subcutdneo en forma de tridngulo en la sinfisis
mandibular siguiendo la proyeccién de la mandibula. Posteriormente, se realiz6 una
incision hasta la entrada del térax donde con el mismo instrumento de corte se secciond la
zona cartilaginosa de las costillas, dejando al descubierto la cavidad torécica y siguiendo el

corte se procedid a la apertura de cavidad abdominal hasta la sinfisis pubica.
2.2.2 Estudio de los érganos de la cavidad abdominal

Inicialmente se extrajo el epiplon en conjunto con el bazo, para la posterior extraccion de
los intestinos se realizaron 3 ligaduras dobles (para hacer el corte entre ambas);
1. A nivel del ligamento duodenocdlico (punto de terminacién de la cola del pancreas).
2. A nivel de ileon en su desembocadura en el ciego.
3. A nivel del recto.
Removiendo las asas intestinales con precaucion de no danar la capa serosa del intestino se
revisaron linfonodos mesentéricos evaluando su tamafio y color. La extraccion de las asas
intestinales se realizé cortando primero el mesenterio y se separd asa por asa realizando el

corte entre las ligaduras, se evalu6 la serosa y se realizé la apertura del intestino en



49

porciones representativas de cada segmento (duodeno, yeyuno, ileon y colon) valorando,
contenido, color, olor, consistencia, presencia de gas, presencia de moco o sangre en exceso
y grosor de la pared.

Se tomo una porcion del colon ascendente de aproximadamente 2.0 cm lineales, realizando
dobles ligaduras en los extremos y se cortd entre ellas, el tejido seccionado se preservd en
frascos de plastico de boca ancha con solucion de formalina amortiguada al 10.0% para su
posterior andlisis histopatolégico. Al ciego y colon (descendente y transverso) de igual
forma se le evalud el contenido, color, olor, consistencia, presencia de gas, presencia de
moco o sangre en exceso y grosor de la pared.

A continuacion se realiz6 una ligadura a nivel del cardias y se extrajo el higado, estomago y
duodeno (después de seccionar esdéfago, vena cava y arteria aorta a la altura del diafragma).
Se incidi6 con tijeras el duodeno y se comprobd que no existiera obstruccion a nivel del
conducto colédoco, efectuando presion sobre la vesicula biliar. Posteriormente se incidi6 el
estomago desde el piloro por la curvatura mayor poniendo atencién a la presencia de
ulceras y/o edema. Se separ6 el duodeno del higado, mismo que unicamente fue

inspeccionado externamente sin realizar ningin corte sobre el parénquima.
2.2.3 Estudio de los 6rganos de la cavidad tordcica

Se separ6 la lengua de la mandibula cortando el punto mds craneal de las tonsilas palatinas,
una vez cortada la articulacion del hueso hioides de cada lado, se separaron de la
musculatura de la base de la lengua, laringe, trdquea y es6fago; hasta la entrada del torax.
Con una ligera traccién se extrajeron pulmones y corazon. El corazon no se separ6 de los

pulmones, unicamente se evalu6 la cantidad de liquido entre las pleuras y la presencia o
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ausencia de adherencias, asi como el color, la forma, consistencia y caracteristicas de la
grasa pericdrdica.

El es6fago se separ6 de traquea y pulmones dejdndolo sujeto a la laringe tinicamente por su
porcidén mds craneal y se incidié longitudinalmente con tijeras, revisando la presencia de
edema y ulceras. A los pulmones se les examind color, textura, presencia de edema, zonas
de consolidacion y distribucién de las mismas.

Por cuestiones de disponibilidad de tiempo de los encargados de granja y servicios de
mensajeria y paqueteria, no se realizé la evaluacién del aparato urogenital, encéfalo,
cornetes y médula Osea, ni aparato locomotor, ademds debido a que los objetivos
especificos de este estudio la coleccién de muestras fue dirigida hacia tejido intestinal
(colon) con lesiones macroscOpicas sugestivas de la presencia de EI u otros

enteropatdgenos en cada cerdo examinado postmortem asociados a colitis infecciosa.
2.2.4 Coleccion de muestras de tejido intestinal

a) El encargado, porcicultor o médico responsable de la granja proporcionaron tres
cerdos previamente eutanasiados para la obtencion de las muestras de tejido
intestinal (colon ascendente).

b) Se colectaron secciones de colon ascendente de aproximadamente 2 cm lineales de
cada cerdo eutanasiado (en una granja no se proporcionaron cerdos para la
obtencion de muestras de tejido).

c) Las muestras fueron preservadas en 20 ml de solucion de formalina al 10.0%
amortiguada con pH de 7.4, en frascos limpios de plastico de boca ancha,

previamente identificados con marcador indeleble.
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d) Las muestras de tejidos fueron enviadas al laboratorio después de su coleccién y

fueron procesadas en diciembre del 2006 y enero del 2007.

2.3 Obtencidn de informacién de produccion de las granjas.

En cada granja se colecté informacién relevante mediante la aplicacién de una encuesta
(Anexo 1), para generar una base de datos y realizar andlisis epidemioldgico de las granjas
monitoreadas para determinar factores de riesgo asociados a la ocurrencia de infeccién por
ElL La encuesta consistid en 179 preguntas de las cuales 31 son dicotomicas, 82 abiertas y
66 con opciones de respuesta multiple (Anexo 1).

El estudio contemplaba un tamaifio mayor de muestra y debido al nimero final de granjas

monitoreadas (13) la informacién fue insuficiente para establecer factores de riesgo.
2.4 Procesamiento de las muestras de heces en el laboratorio

El trabajo de laboratorio del presente estudio fue realizado en el Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA) de la Universidad Auténoma del Estado de
México (UAEM), ubicado en el Km 15.5 carretera Toluca-Atlacomulco, San Cayetano de

Morelos, Toluca, Estado de México.

2.4.1 Preparacion del medio Brachyspira Selective Medium (BSM):

Medio base:
a. Agar Columbia No. 2 (Oxoid, UK) 39.0 g/litro.

b. Agua destilada no estéril
c. Suplementos: a) sangre de caballo (8.0%).

b) compuesto de antimicrobianos (10.0ml).
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2.4.2 Preparacion del compuesto de antimicrobianos:

e Espectinomicina dihidroclorada (Sigma S9007, 62.0 % de potencia) 800 pg/ml.

e Vancomicina hidroclorada (Sigma V2002, 100 % de potencia) 25 pg/ml.

Colistina Metano Sulfonada (Sigma 1151, 10,000-15,000 UI/mg) 25 pg/ml.

Rifampicina (Aventis) 12.5 pg/ml y 25.0 pg/ml.

Agua destilada estéril (10 ml).

Se pesaron en balanza analitica digital y se mezclaron los ingredientes (antibidticos), se
disolvieron por adicién lenta de 10 ml de agua destilada estéril a temperatura ambiente y se
filtraron con membranas de 0.45 mm en tubos universales estériles con tapa, el compuesto

de antimicrobianos filtrado se almaceno en refrigeracion a 4.0°C hasta su utilizacion.
2.4.3 Preparacion de placas:

Para la preparacion de los medios selectivos BSM, BSMr, BSM2r (Cuadro 7) o agar sangre
AS, el polvo del agar base (Columbia No 2, Oxoid, UK) se diluy6 en agua destilada a razén
de 39.0 g/l en matraz Erlenmeyer y calentando hasta punto de ebullicidn, una vez obtenida
una preparacion homogénea se esteriliz6 en autoclave a 121°C, 15 libras de presion durante
15 minutos. La preparacion se mantuvo a temperatura ambiente hasta alcanzar 56°C para
incorporar 8.0% de sangre de caballo. Finalmente, se adicioné el suplemento de
antimicrobianos de acuerdo al medio a preparar (en caso de ser AS no se le adiciono ningun
tipo de suplemento de antimicrobianos) para entonces vaciar junto al mechero de Bunsen
en cajas de petri de 10 cm de diametro por 1.5 cm de alto, sobre una mesa previamente
sanitizada, haciendo placas de aproximadamente 15.0 ml, las cuales se dejaron solidificar a
temperatura ambiente (22-25°C) y luego fueron mantenidas en refrigeracion (4°C) hasta su

uso (sembrado de muestras de heces), adicionalmente se tomaban el 5% de las cajas
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preparadas y se metian a la incubadora a 37-42°C durante 24 horas para determinar que el

lote esta libre de contaminantes.

Cuadro 7: Concentraciones de antibioticos de las placas BSM.

Nombre del medio Antibiédticos y Concentraciones Utilizadas

Espectinomicina 800 pg/ml
Vancomicina 25 pg/ml
Colistina 25 pg/ml

BSM

YV V VY

Espectinomicina 800 pg/ml
Vancomicina 25 pg/ml
Colistina 25 pg/ml
Rifampicina 12.5 pg/ml

BSMr

VVYYVY

Espectinomicina 800 pg/ml
Vancomicina 25 pg/ml
Colistina 25 pg/ml
Rifampicina 25 pg/ml

BSM 2r

VVYY

2.5 Aislamiento e identificacion de Brachyspira spp.

El aislamiento de Brachyspira spp., se realiz6 por medio de sembrado de muestras de heces
en las 3 modalidades del medio selectivo (BSM, BSMr y BSM?2r) con diferentes
concentraciones de antibidticos para favorecer el crecimiento de EI e inhibir parcialmente

la microbiota simbidtica intestinal.

2.5.1 Procedimiento de sembrado.
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Las muestras de heces en tubos de coleccion fueron homogenizadas por 15
segundos en vortex.

Cada placa de BSM fue dividida en tres partes mediante un plumén indeleble en la
parte posterior de la caja de petri, para permitir sembrar 3 muestras diferentes en
cada una.

La primera inoculacién se realizaba con el mismo hisopo con el cual se obtuvieron
las heces y las inoculaciones posteriores fueron de un volumen de 10 pl de cada
muestra inoculdndolo en las 3 modalidades de BSM.

Las placas inoculadas fueron incubadas en jarras con atmdsfera anaerébica (95.0%
CO,, 5.0% N) generada mediante GasPak (AnaeroGen Oxoid, U.K.) a 42°C durante
7 dias. Para corroborar la anaerobiosis se uso un indicador colorimétrico (Anaerobic
indicator Oxoid, UK), el cual se introdujo en las jarras. Después del periodo de
incubacidn, una atmdsfera anaerdbica se demuestra por el color blanco del indicador
y una atmoésfera aerdbica se demuestra por color rosa.

El crecimiento caracteristico (primo-aislamiento) de EI fue confirmado mediante la
observacion microscopica de cuerpos espiroquetales en frotis tefiidos con Gram, en
el que se evalu6 grado de pureza.

El crecimiento de EI en primo-aislamiento fue subcultivado en placas de Agar
Sangre (AS) o BSM para eliminar las colonias bacterianas indeseables diferentes a
Brachyspira spp, el cual se incub6 en atmdsfera anaerébica a 42°C por 4-5 dias para
obtenerlas en cultivo puro.

Adicionalmente, se realizaron sembrados en BSM y AS por la técnica del agar

274

cortado descrita por Olson, (1996),”"" que describe un corte longitudinal sobre el
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medio de cultivo para purificar cultivos de EI contaminados, con el objeto de

aislarlas por su motilidad.
2.6 Histopatologia

Las muestras de tejido intestinal preservadas en formol fueron cortadas e incluidas en
parafina a partir del 18 de diciembre del 2006 y se terminaron de procesar a final de enero
del 2007.

Las muestras de colon fueron cortadas y colocadas en parafina, posteriormente se cortaron
en microtomo a 6um y se tifieron con Hematoxilina y Eosina (HE) y fueron revisadas al
microscopio foténico a diferentes aumentos (10X, 40X, 100X), registrando las lesiones y
estableciendo el diagndstico morfolégico del tejido. Las lesiones unicamente fueron
analizadas de manera descriptiva.

La técnica histopatoldgica y de tincion utilizada fue la descrita por el Instituto de las
Fuerzas Armadas de los E.U.A en 199227

2.6.1 Técnica de Tincion de Warthin Starry

Después de la observacion de las 35 laminillas tefiidas con HE, se seleccionaron 10, en las
que se encontraron lesiones sugestivas de EI y/o se obtuvo aislamiento bacteriologico para
procesarlos nuevamente cortando los tejidos y colocarlos en parafina, para posteriormente
cortar con microtomo a 6um y se tifieron con plata de acuerdo al Instituto de las Fuerzas
Armadas de los E.U.A.*"”

Posteriormente las laminillas fueron observadas a diferentes aumentos al microscopio
foténico y se registro la presencia o ausencia de células espiroquetales en el tejido.

2.7 Anélisis epidemioldgico
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Con el objetivo de determinar factores de riesgo asociados a la presentaciéon de cuadros
clinicos de espiroquetosis intestinal se disefio una encuesta (Anexo 1) para ser contestada
por los médicos o encargados de cada granja, la encuesta fue validada previamente
mediante su aplicacion a tres diferentes empleados de granja con diferentes funciones para
detectar fallas en la redaccion de las preguntas y aclarar las dudas que surgieran, ademas de
establecer el tiempo promedio para la aplicacion de la encuesta.

La informacion solicitada consistio en:

1. Datos generales de la granja como localizacion, tamafio y tipo de produccion.

2. Manejo en cada etapa productiva:

e Lactancia: dias de lactancia, tipo de sistema utilizado, presencia de diarreas y
neumonias, asi como sus tratamientos, utilizacion de preiniciadores, etc.

e Destete: tamafio de grupos, nimero de cerdos por edificio, presencia de neumonia y
diarreas asi como su tratamiento, porcentaje de cerdos retrasados y de mortalidad,
tipo de alimento y caracteristicas de las instalaciones, medicaciones en la dieta, etc.

e Crecimiento: tamafio de grupos, permanencia en la etapa, presencia de diarreas y
neumonias asi como sus tratamientos, caracteristicas de las instalaciones, tipo de
alimentacién y medicaciones en las dietas, inmunizaciones, etc.

e Engorda: tamafio de grupos, permanencia, presencia de diarreas y neumonias, tipo
de antibidtico usado como tratamiento, porcentajes de mortalidad y cerdos
retrasados, caracteristicas de las instalaciones y del alimento, promotores de

crecimiento, etc.
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e Reemplazos: tamafio de grupos, origen, presencia de diarreas y neumonia ademas
del tratamiento proporcionado para controlar esos problemas, porcentajes de
mortalidad, tipo de instalaciones, etc.

3. Bioseguridad, acceso a la granja y control de vectores, etc.

Con la informacién colectada se generé una base de datos en el programa EPED del
programa EPI-INFO version 6.04 (Centers for Disease Control & Prevention CDC, USA,
World Health Organization. Switzerland, 2001) ingresando los datos en el programa
ENTER de EPI-INFO versién 6.04, de acuerdo a la codificacién previamente establecida
para la encuesta y respuestas (Anexo 2).

La base de datos generada con informacién de las granjas muestreadas fue analizada con el
programa ANALYSIS de EPI-INFO versiéon 6.04. El presente estudio fue disefiado para
incluir un nimero mayor de granjas y de esta forma poder realizar un andlisis y determinar
factores de riesgo asociados a la presencia de EI en cerdos criados en granjas comerciales
de diferentes regiones de México. Aunque en esta ocasion sélo se presenta la informacién
colectada en el caso del estado de Sonora y 1 granja en el estado de Sinaloa, inicamente se
pudo establecer un andlisis de frecuencias de la informacién colectada, debido al bajo

numero de muestras (n=13) no existe significancia estadistica en el andlisis.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Aislamiento e identificacion de Brachyspira spp.

Los sembrados de las muestras en medio selectivo BSM de cada granja fueron revisadas
después de 7 dias de incubacién para primo-aislamiento, buscando el crecimiento
caracteristico de Brachyspira spp.

El crecimiento caracteristico de Brachyspira spp., fue comprobado por la observacion en
frotis de cuerpos espiroquetales Gram negativos en 3 de las 156 muestras obtenidas
(1.92%), identificando 1 de 13 (7.6%) granjas como positivas a la presencia de
Espiroquetas Intestinales del género Brachyspira, a su vez en la granja considerada como
positiva se recuperaron EI en el 25.0% (3/12) de las muestras en las cuales se confirmé la
presencia de espiroquetas en frotis tefiido con Gram. En las preparaciones de frotis también
se observd la presencia de otras formas bacterianas en grados variables, constituidas por
bacilos Gram negativos, cocos Gram positivos y levaduras.

La purificacion del crecimiento caracteristico se realizd haciendo subcultivos en medio
selectivo BSM por triplicado, incubando por 5 dias en anaerobiosis a 42°C, al realizar la
observacion macroscOpica de los placas se observd nuevamente el crecimiento
caracteristico de Brachyspira spp, pero no se logré la purificacion de dichas colonias.

Se realizaron hasta 5 resiembras para cada primo-aislamiento con las mismas condiciones
de incubacion pero el resultado fue negativo, ya que las espiroquetas no tuvieron el
desarrollo esperado atn cuando los medios y las condiciones de incubacién fueron las
ideales para el crecimiento de Brachyspira spp.

Se intentd recuperar los aislamientos haciendo una nueva inoculacién a partir de las

muestras de heces (mantenidas en refrigeracion) de las cuales no hubo desarrollo del
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crecimiento caracteristico. Sin embargo hubo desarrollo de otras bacterias, entre las cuales
se observaron levaduras, bacilos Gram negativos y algunos cocos Gram positivos.

Dos muestras provenientes de las granjas (Granja 5 y Granja 10 una de cada una
respectivamente) se desarrollaron zonas de crecimiento y hemdlisis sugestivas de EI, se
realiz6 el frotis para confirmar y se observaron 3 a 5 espiroquetas por campo mezcladas
entre una gran cantidad de microorganismos de morfologia similar a EI pero de didmetro y
longitud mayor, se procedié a realizar la resiembra en medio selectivo BSM, incubando
nuevamente en las mismas condiciones antes mencionadas, para tratar de aumentar los
nimeros y purificar los cultivos pero el resultado fue negativo no obteniendo desarrollo de
células espiroquetales en ninguna de las dos resiembras realizadas.

Para todos los casos se realiz6 un subcultivo a partir del crecimiento sugestivo en BSM (las
placas se mantenian en refrigeracion hasta observar el siguiente pase) incubdndolo
nuevamente por 7 dias en anaerobiosis para tratar de purificarlo por la técnica de corte de
agar (Olsen,1996), aprovechando la condicion de que las bacterias del género Brachyspira
son moviles y por lo que el crecimiento se desarrolla alrededor del corte realizado en el
medio sélido, pero no se obtuvo el crecimiento de EI en ninguno de los 5 posibles
aislamientos al realizar la inspeccién macroscopica y microscopica de las placas.

Los resultados de los sembrados que desarrollaron crecimiento caracteristico confirmado

por frotis se resume en el cuadro 8.
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Cuadro 8: Muestras que desarrollaron crecimiento caracteristico de EI

) Medio Erons Medio de | Numero de | Resultado
Granja | Muestra . teflido con . . .
Selectivo subcultivo | resiembras final
Gram
Numeros Sin
6 BSM 2r pobres de BSM 5
desarrollo
EI
Nuameros Sin
3 8 BSM 2r pobres de BSM 5
El desarrollo
BSM Numeros Sin
9 BSMr pobres de BSM 5 desarrollo
BSM 2r EI
Formas Sin
5 3 BSM similares a BSM 3
desarrollo
EI
Formas Sin
10 4 BSM similares a BSM 3
Bl desarrollo

Debido a la ausencia de crecimiento abundante de espiroquetas en cultivo puro no se logré
identificar la especie por pruebas bioquimicas. Sin embargo, en otro muestreo paralelo de
otra zona de produccion llevado a cabo por el mismo grupo de trabajo se logré aislar EI en
cultivo puro usando la misma metodologia, las cuales fueron identificadas como
Brachyspira pilosicoli.

3.2 Andlisis histopatoldgico

Las lesiones macroscOpicas se registraron al momento de realizar la necropsia en granja.
Para el caso de la observacion de preparaciones tefiidas con HE, se obtuvo el diagndstico de
la morfologia del tejido en cada caso, ademds de una breve descripcion de hallazgos y
lesiones mds significativas observadas al microscopio fotonico a diferentes aumentos (10X,

40X, 100X). Las lesiones fueron analizadas unicamente de manera descriptiva.
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Granja 1:

Cerdo 1: Macroscépicamente se observé en pulmén aumento de tamafio de linfonodos
mediastinicos, dreas de consolidacion en el 16bulo apical derecho, diafragmatico derecho y
zonas de consolidacién en forma de parches del 16bulo diafragmatico izquierdo, el ileon se
observo dilatado con la presencia de gas y con contenido liquido, mientras que en el colon,
existia edema de la mucosa, contenido liquido de color amarillento en la luz del colon,
congestién y hemorragias petequiales en la mucosa.

Cerdo 2: Macroscépicamente se observaron en pulmoén adherencias, presencia de fibrina,
areas de consolidaciéon y aumento de tamafio de linfonodos mediastinicos, aumento de
tamafo de linfonodos mesentéricos y presencia de fibrina en las asas intestinales. En tanto
en el colon, se observo puntilleo blanquecino en la serosa y zonas de congestion moderada,
los mismos hallazgos fueron encontrados en ileon.

Cerdo 3: Macroscépicamente se observé en pulmoén, dreas de consolidacién y aumento de
los linfonodos mediastinicos, adherencias, asi como aumento de tamafno de linfonodos
mesentéricos, en colon e intestino delgado congestion ligera de las asas intestinales y
dilatacion con presencia de gas, el ciego se observo congestionado con contenido liquido de

color verdoso.
Granja 2:

Cerdo 1: Macroscépicamente se observo la cavidad tordcica con presencia de adherencias,
pericardio cubierto completamente de fibrina, en la cavidad abdominal habia liquido claro y
presencia de fibrina con edema subcutineo y aumento de tamafio de linfonodos
mesentéricos, el ciego se observaba dilatado con presencia de gas, edema en las asas

intestinales y depdsitos de fibrina.
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Cerdo 2: Macroscépicamente se observo en pulmon dreas de congestion y hemorragias, en
asas intestinales habia edema y congestion difusa, ligera hiperplasia aparente de la mucosa
del ileon, congestion en estdmago y ciego con contenido liquido de color verdoso.

Cerdo 3: Macroscopicamente se observaron en pulmén focos neumonicos difusos con
linfonodos mediastinicos aumentados de tamafio, aumento de tamano de linfonodos
mesentéricos, intestino delgado dilatado con presencia de gas y en colon y ciego, contenido

liquido de color verdoso.

Granja 3:

Cerdo 1: Macroscépicamente se observé el pulmoén sin cambios patolégicos aparentes, el
intestino delgado con hiperplasia aparente, intestino grueso dilatado con presencia de gas,
ciego y colon con aspecto edematoso de la mucosa, contenido liquido de color amarillento
y zonas de congestion.

Cerdo 2: Macroscopicamente se observd en pulmén congestion y zonas hemorragicas,
aumento de tamafio e hiperemia de linfonodos mediastinicos y mesentéricos, en rifién
multiples hemorragias petequiales en la corteza renal, en colon aspecto edematoso y
contenido liquido de color amarillento.

Cerdo 3: MacroscOpicamente se observd el pulmoén sin cambios patoldgicos aparentes, en
tanto que en asas intestinales habia dilatacién con presencia de gas y contenido liquido de
color amarillento, en ciego aspecto edematoso de la mucosa, zonas de congestién y

contenido liquido de color amarillento.
Granja 4:

Cerdol: Macroscopicamente se observé en pulmén edema, congestion y dreas de

consolidacién, aumento de tamafio de linfonodos mesentéricos, tlceras en ileon de 2-4 mm
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cerca de la valvula ileocecal, hiperplasia aparente de la mucosa y en colon zonas de
congestion y hemorragias con presencia de ulceras en la mucosa y material necrético
adherido.

Cerdo 2: MacroscOpicamente se observo en pulmén edema, hemorragias petequiales en la
pleura visceral, areas de consolidacion, aumento de tamafio de linfonodos mesentéricos,
colon con inflamacién moderada e ileon sin cambios patoldgicos aparentes.

Cerdo 3: Macroscopicamente se observd en pulmén edema y congestion en linfonodos
mediastinicos, neumonia intersticial sugestiva de infeccion viral, presencia de liquido en
cavidad abdominal con aumento de tamafio de linfonodos mesentéricos, hiperplasia
moderada de la mucosa del ileon y colon sin cambios patoldgicos aparentes, en riiién se

observaron hemorragias petequiales en la corteza.
Granja 5:

Cerdo 1: Macroscépicamente se observé en pulmén edema intersticial, congestion de la
region dorsal, aumento de tamafio de linfonodos mediastinicos, edema en intestinos y ciego
con zonas de congestion y contenido liquido de color verdoso.

Cerdo 2: MacroscOpicamente se observd en pulmén aumento de tamafio de linfonodos
mediastinicos, multiples zonas hemorrédgicas en la regiéon dorsal, dreas de consolidacion
craneoventral, esplenomegalia, asas intestinales dilatadas con presencia de gas y contenido
liquido de color amarillento acompafadas de aumento de tamafio de linfonodos
mesentéricos.

Cerdo 3: Macroscopicamente se observd en pulmén neumonia intersticial y edema, el
colon y ciego con aspecto edematoso y congestion de la mucosa con contenido liquido de

color amarillento, ulceras y congestion de la region fundica del estdmago.
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Granja 6:

Cerdo 1: Macroscépicamente se observo en pulmoén hiperemia e hiperplasia de linfonodos
mediastinicos, hemorragias petequiales y edema en traquea. Estomago con micro ulceras en
la regién fundica, intestino delgado y grueso dilatados con presencia de gas.

Cerdo 2: Macroscépicamente se observaron en pulmén zonas de consolidacién en los
16bulos apical, cardiaco y diafragmético, ademds de focos neumoénicos. Aumento de tamafio
de linfonodos mesentéricos en intestino delgado ligera hiperplasia de la mucosa y
dilatacién con presencia de gas, la mucosa del ciego se observd cogestionada y
hemorragica.

Cerdo 3: MacroscOpicamente se observaron en cavidad tordcica, hilos de fibrina y
adherencias en pulmoén, zonas de consolidacién en lébulos diafragmaético y cardiaco,
hemorragias y zonas neumonicas, exudado en saco pericardico. Presencia de liquido en
cavidad abdominal, congestién, edema y adherencias entre las asas intestinales, aumento de
tamafo del higado, lobulillos remarcados y linfonodos mesentéricos aumentados de

tamafo, intestinos sin cambios patoldgicos aparentes.
Granja 7:

Cerdo 1: Macroscopicamente se observaron en pulmén dreas de consolidacién en 16bulo
apical y cardiaco sugestivas de neumonia. Ciego y colon con aspecto edematoso y
contenido liquido de color amarillento.

Cerdo 2: Macroscopicamente se observd en pulmén edema intersticial y zonas
hemorragicas en la superficie dorsal, en estémago contenido liquido de color amarillento y
presencia de fibrina en cavidad abdominal, colon y ciego con aspecto edematoso y

contenido liquido.
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Cerdo 3: MacroscOpicamente se observaron en pulmones hemorragias y congestién en la
superficie dorsal del pulmén, edema en traquea, hidropericardio. Aumento de tamafio del
higado, congestiéon y aumento de tamafio de linfonodos mesentéricos en intestino delgado

hiperplasia aparente y dilatacion con presencia de gas al igual que en el intestino grueso.

Granja 8:

Cerdo 1: Macroscépicamente se observd en pulmén edema intersticial, zonas de

congestiéon en 16bulo apical, cardiaco y accesorio. Esplenomegalia, en estomago ligeras
erosiones, situadas en los margenes de la pars esofdgica y ulceras de diferentes didmetros,
el intestino grueso se observd dilatado con presencia de gas, a la seccién la mucosa
hemorrégica y contenido liquido de color amarillento mientras que el ciego dilatado con
contenido liquido y zonas hemorrégicas en toda la mucosa.

Cerdo 2: Macroscépicamente se observo el pulmoén sin cambios patoldgicos aparentes.
Aumento de tamano de linfonodos mesentéricos, estomago con paraqueratosis de la pars
esofdgica, intestino delgado dilatado con presencia de gas, contenido liquido de color
amarillento, hiperplasia aparente de la mucosa. Edema del mesocolon, ciego y colon
dilatados con presencia de gas y contenido liquido amarillento.

Cerdo 3: Macroscopicamente se observd la cavidad tordcica cubierta de fibrina y los
pulmones con &dreas de consolidacién en Iébulo cardiaco y zonas hemorrdgicas en la
superficie dorsal, corazén cubierto de fibrina. Peritonitis fibrinosa, dlceras en la valvula
ileocecal, ciego congestionado con contenido liquido de color café. Bazo con zonas

hemorrégicas en el parénquima y restos de fibrina adherida.



66

Granja 9:

Cerdo 1: Macroscopicamente se observaron en pulmoén dreas de consolidacién en 16bulo
apical, aumento de tamafo de linfonodos mediastinicos. Aumento de tamaiio de linfonodos
mesentéricos, congestion del intestino delgado y dilataciéon con presencia de gas del
intestino grueso, edema en colon y al corte se observé contenido liquido color café, aspecto
edematoso de la mucosa y presencia de micro tulceras.

Cerdo 2: MacroscOpicamente se observaron en pulmén adherencias y fibrina, zonas de
consolidacién en 16bulos apical, cardiaco y accesorio. Aumento de tamafio de linfonodos
mesentéricos, hiperplasia aparente y congestion del intestino delgado, en ciego y colon
zonas de congestion, adelgazamiento de la pared, aspecto edematoso y contenido liquido de
color amarillento.

Cerdo 3: Macroscépicamente se observo el pulmoén sin cambios patoldgicos aparentes.
Aumento de tamafio de linfonodos mesentéricos, hiperplasia aparente de la mucosa del
intestino delgado, intestino grueso dilatado con presencia de gas, ciego adelgazamiento de

la pared, zonas de congestion y contenido liquido de color amarillento.
Granja 10:

Cerdol: Macroscépicamente se observaron en pulmén areas de consolidacion difusas en
pulmén derecho, presencia de fibrina en la pleura visceral. Presencia de liquido en cavidad
abdominal y depésitos de fibrina sobre el mesenterio, intestino delgado y colon dilatados
con presencia de gas y contenido liquido amarillento.

Cerdo 2: Macroscépicamente se observaron en pulmoén dreas de consolidacién ventral. El
ileon sin cambios patolégicos aparentes, en colon inflamacién difusa moderada y puntilleo

blanquecino en la serosa del colon.
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Cerdo 3: Macroscépicamente se observaron en pulmoén focos neumoénicos y granulomas en
16bulos diafragmaéticos, consolidacion del 16bulo apical. Aumento de tamafio de linfonodos
mesentéricos, ileon sin cambios patoldgicos aparentes, pero en ciego y colon se observo

inflamacién moderada e hiperplasia aparente de la mucosa.

Granja 11: No se obtuvieron muestras de tejido.

Granja 12:

Cerdo 1: Macroscépicamente se observaron en pulmén dreas de consolidacién créneo
ventral, zonas de congestion en lobulo accesorio y cardiaco. En ciego contenido liquido de
color amarillento y colon con aspecto edematoso de la mucosa y moderadas zonas de
congestion.

Cerdo 2: Macroscépicamente se observaron en pulmén dreas de consolidacién en 16bulo
diafragmatico y cardiaco. Colon con aspecto edematoso, estenosis de la luz intestinal,
contenido liquido de color grisdceo.

Cerdo 3: MacroscOpicamente se observaron en pulmén edema intersticial, dreas de
consolidacion en 16bulo accesorio, consolidacion craneo ventral. Aumento de tamafio de
linfonodos mesentéricos, congestion y contenido liquido de color amarillento en el intestino
delgado, en ciego y colon congestion, hemorragias en la mucosa con contenido liquido de
color amarillento.

Granja 13:

Cerdo 1: Macroscopicamente el pulmén se observé con aspecto edematoso y multiples
hemorragias marcadas en la region dorsal. Aumento de tamafio de linfonodos mesentéricos,

intestino delgado y colon dilatado con presencia de gas y congestion difusa.
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Cerdo 2: MacroscOpicamente se observaron en pulmén dreas de consolidacién craneo
ventral, aumento de tamafio de linfonodos mediastinicos y mesentéricos, hiperplasia
aparente de la mucosa del intestino delgado, ciego con pared adelgazada y zonas difusas de
congestion, en intestino grueso congestion y dilatacién con presencia de gas, puntilleo
blanquecino en la serosa del colon.

Las lesiones microscopicas que fueron observadas y analizadas unicamente de manera

descriptiva, son presentadas en forma de resumen en el cuadro 9.

Cuadro 9: Tipo, numero y porcentaje de lesiones microscOpicas observadas en
las laminillas de colon tefiidas con HE

Total de muestras:35 Colon
Tipo de lesion Nimero Porcentaje

Células epiteliales aplanadas 5 14.28
Erosiones epiteliales 4 11.42
Infiltracién mononuclear 35 100
Criptas dilatas 7 20.00

Criptas con moco 2 5.71
Criptitis 1 2.85
Hiperplasia de las criptas 2 5.71
Aumentoce;ig?fr;e;;(; Scle células 6 17.14
Abcedacion de las criptas 3 8.57
Congestion de la lamina propia 2 5.71
Bacterias adheridas al epitelio 3 8.57

Presencia de Balantidium coli 4 11.42




69

3.3 Tincion Warthin Starry

Se seleccionaron 10 laminillas para realizar la tincién de Warthin Starry (WS) y evidenciar

al agente, con base a la presencia de lesiones sugestivas de EI en preparaciones HE o de las

muestras que se hayan obtenido primo-aislamientos.

En el cuadro 10 se muestra los diagndsticos morfolégicos observados en las preparaciones

teflidas con HE y su resultado de la observacién con la tinciéon WS.

Cuadro 10: Diagnésticos morfoldogicos y resultados de la observacion de
laminillas tefiiddas (WS)

Granja | Muestra Diagnostico Morfolégico (Tincion HE) Tincion WS
1 Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa El —vo
1 2 Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa EI +vo
3 Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa —
1 Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa EI +vo
2 2 Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa —
3 Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa —
1 Colitis linfoplasmocitaria severa difusa EI +vo
3 2 Colitis linfoplasmocitaria severa difusa EI +vo
3 Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa EI —vo
1 Colitis linfoplasmocitaria severa difusa —
4 2 Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa EI +vo
3 Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa —
1 Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa —
5 2 Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa EI +vo
3 Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa —
1 Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa —
6 2 Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa —
3 Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa —
1 Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa —
7 2 Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa EI —vo
3 Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa -
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Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa —

Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa —

Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa -

Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa —

Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa —

Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa -

10 Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa —

Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa —

Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa —

12 Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa —

Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa —

1
2
3
1
2
3
1 Colitis linfoplasmocitaria discreta difusa El -vo
2
3
1
2
3
1

Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa -
13

2 Colitis linfoplasmocitaria moderada difusa .

EI +vo: Se observaron células espiroquetales en las laminillas.

EI —vo: No se observaron células espiroquetales en las laminillas.

La informacion anterior demuestra que aunque el microorganismo no fue aislado en cultivo
puro, estaba presente en tejido intestinal pero no de forma caracteristica (colonizando el
epitelio intestinal). Sin embargo, la hiperplasia de criptas y células caliciformes con gran
cantidad de moco son compatibles con la presencia de EI, en particular con lesiones
ocasionadas por B. pilosicoli. Debido a que este trabajo form¢6 parte de un estudio més
amplio en el que se ha logrado aislar al microorganismo de cerdos de otras zonas de
produccién y se ha llegado a la identificacion del mismo como B. pilosicoli, permite tener
confianza en la metodologia usada para el aislamiento bacterioldgico e identificacion de los
aislados.

3.4  Andlisis epidemioldgico

El andlisis realizado de la informacién colectada resulté no significativo debido al bajo

nimero de granjas (n=13), ademds, de que Unicamente una granja resulto positivo al




71

aislamiento. Por lo anterior, solamente se hard una comparacion de las medidas utilizadas
en las granjas monitoreadas con los reportes de control y profilaxis de las infecciones por
El, para ver de qué manera puede favorecer o disminuir la frecuencia de este tipo de
infecciones en las granjas comerciales productoras de cerdo en el estado de Sonora,
Meéxico. Los factores de riesgo se determinardn en otra fase del proyecto cuando se tenga
informacion recabada de un nimero mayor de granjas y se tengan mads aislamientos

identificados.
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CAPITULO 4: DISCUSION

Es de importancia destacar que el presente estudio pertenece a una linea de investigacioén
sobre espiroquetas intestinales pionera en México, realizado para determinar la presencia de
Brachyspira spp., y observar su papel como agente etioldgico en las enfermedades entéricas
en los cerdos de la etapa de crecimiento y desarrollo en granjas comerciales del estado de
Sonora.

Las técnicas utilizadas estdn basadas en las publicaciones cientificas que sustentan el
trabajo realizado en varios paises. Los primeros aislamientos de EI en cultivo puro logrados
de esta linea de investigacion se obtuvieron de cerdos en el estado de México usando la
misma metodologia empleada en el presente estudio, por lo tanto se considera una
metodologia establecida en México.””® Este estudio se considera novedoso e importante
debido a que las técnicas bacterioldgicas no habian sido utilizadas anteriormente en
México, lo cual es un avance para continuar desarrollando la linea de investigacion.
Aunque las espiroquetosis intestinales tienen una distribucion mundial, Unicamente se

. . 277
reportan en muy pocos casos debido a varios factores:

L, . . . . . 22
e Fallas en las técnicas de aislamiento primario.

e Fallas en la identificacion después del aislamiento.”**"®
e Fallas en la identificacién de lesiones de espiroquetosis intestinal en tejidos
enviados para la evaluacion diagndstica.
Se consider6 positiva una granja cuando se obtuvo una o mds muestras positivas a EIl, de
acuerdo a estudios en otros pau’ses,279 en este caso se obtuvo 1 granja positiva de 13 granjas

muestreadas lo que equivale al 7.6%. De la granja considerada como positiva se obtuvieron

3 aislamientos de 12 muestras lo que corresponde al 25.0%, de las muestras tomadas.
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Aunque los aislamientos no se pudieron obtener en cultivo puro y consecuentemente
identificar mediante pruebas bioquimicas, si se logro identificar el crecimiento
caracteristico en medio sélido, el cual se distingue por ser [-hemolitico, colonias palidas
conglomeradas, y su afinidad tintorial a la tincién de Gram observdndose en frotis como
Gram negativas al microscopio de luz con el objetivo de inmersioén (100x).

El hecho de que los aislamientos obtenidos no se hayan podido obtener un cultivo puro
podria explicarse por las caracteristicas propias del género Brachyspira spp., consideradas
fastidiosas. En ocasiones estos agentes patégenos sélo pueden ser aislados si su nimero es
muy alto, a diferencia de otras enterobacterias, que pueden ser aisladas con cierta facilidad
mediante métodos convencionales de cultivo atn cuando se encuentran presentes en
pequeiias concentraciones.”*

En el presente estudio se observaron EI en los frotis del primo-aislamiento, el niimero de EI
fue disminuyendo en subcultivos (pases) posteriores, lo cual es contrastante con un estudio
retrospectivo realizado por Girard, et al., en 1995 206 qonde se analizaron 11 casos de ECP
observando frotis directos de heces, en los que se contabilizaron hasta 100 células
espiroquetales por campo, sin embargo no se logré obtener el aislamiento. En ese trabajo
también, se reporta la observacién de frotis directos de heces en los que no se observé
ninguna espiroqueta por campo en microscopia de luz, pero el cultivo en medio selectivo
fue positivo.””® Otro estudio realizado por Stanton y Jensen en 1993, en el que se
obtuvieron 4 de 32 muestras positivas en medio selectivo que habian sido negativas a
microscopia directa, en contraste, una tercera parte de las muestras (15/43) que habian sido
positivas a la observacién directa resultaron negativas en cultivo.”®" Olson y Fales en 1983,

reportan una correlacion altamente significativa entre la observaciéon de una o méds formas
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espiroquetales en frotis directos de heces y la obtencién de una fuerte o débil B-hemdlisis
caracteristica del crecimiento espiroquetal en agar sangre, sin embargo, obtuvieron 67
muestras en las que se podian observar una o mas células espiroquetales por campo en
frotis directo, pero que no existié crecimiento en cultivo y en contraste 57 muestras que
produjeron B-hemdlisis fuerte o débil en cultivo, en frotis directo de heces no se observaron
espiroquetas.282 Aunque en el presente estudio no se realizd la observacion primaria de
frotis de heces, si se observaron cuerpos espiroquetales en primo-aislamiento pero en pases
subsiguientes fueron disminuyendo en nimero.

Existen otros factores importantes que pueden estar asociados a una baja frecuencia de
aislamiento de EI, como la viabilidad del microorganismo. En el presente estudio las
muestras de heces se colectaron entre las 10:00 y las 12:00 hrs, llegando al laboratorio a las
12:00 hrs del dia siguiente, manteniéndose por un periodo de 24 + 2 horas, en medio de
cultivo suplementado con antibidticos y en una caja de poliestireno con refrigerante, a una
temperatura no mayor de 10°C medida con un termémetro de mercurio cuando el
refrigerante auin estaba completamente congelado. Existen reportes que han encontrado que
la viabilidad de EI en suspensiones fecales se reduce significantemente a 24°C y 37°C. B.
hyodysenteriae sobrevive en promedio 3 dias a -70°C, 4.25 dias a 4°C y 2 dias a 24°C y
menos de un dia a 37°C, también para B. pilosicoli se observé una disminucion de la
viabilidad con el incremento de la temperatura, en promedio sobreviven 21 dias a -70°C, 12
dias a 4°C, 3.5 dfas a 24°C y 1.25 dias a 37°C.** Existen otros estudios de viabilidad de EI
en heces porcinas que indican que Brachyspira hyodysenteriae puede sobrevivir por 30 dias

185

a 10°C, mientras que a 22°C se disminuye su viabilidad a 8 dias.”™ La sobrevivencia de B.

hyodysenteriae en efluentes de agua se ha detectado por 5-6 dias después de ser excretada
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284

por cerdos infectados.”" Para el caso de Brachyspira pilosicoli se ha encontrado que puede

ser por 66 dias mantenida a 4°C en agua de laguna.285

Boye, et al., en 2001, estudiaron la
sobrevivencia de B. hyodysenteriae en varios microambientes y concluyeron que podria
sobrevivir por 10 dias en suelo puro, 78 dias en suelo mezclado con 10.0% de heces
porcinas 'y 110 dias en heces porcinas, para determinar la viabilidad se realizaban
inoculaciones en medios selectivos y posteriormente por la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, siglas en inglés), en el caso de realizar la extraccion de ADN
directamente de los microambientes B. hyodysenteriae fue detectada hasta los 112 dias en
los tres microambientes. Para el caso de B. pilosicoli se detect6 hasta 119 dias en suelo con
10.0% de heces porcinas y en heces porcinas la sobrevivencia fue de 210 dias, esto fue
determinado por inoculaciéon en medio selectivo seguido de PCR, cuando se realizé la
extraccion de ADN directa de los tres microambientes seguida de un PCR se encontrd
viable al microorganismos por 330 dias.**

En cuanto a la viabilidad de otras espiroquetas obtenidas de aves de postura se ha
determinado la viabilidad en heces a 37°C, y la tendencia fue que B. intermedia presentaba
una supervivencia mayor que B. pilosicoli, pero el médximo tiempo de supervivencia para
ambas especies a 4°C fue unicamente de 72-84 horas.”

La viabilidad resulta un factor critico en el aislamiento de EI a partir de muestras de campo
cuando implica el movimiento de muestras del campo al laboratorio durante més de 24
horas. En este estudio las muestras fueron tomadas e inmediatamente enviadas al
laboratorio por mensajeria especial, pero refrigerante en caja de poliestireno no conserva
temperaturas de refrigeracion por mds de 12 horas por lo que las muestras fueron

mantenidas por un periodo aproximado de 12 horas a temperatura ambiente, lo que podria

disminuir la viabilidad en caso de que estuvieran presentes.
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Otro factor que influye en la viabilidad de EI es la desecacion y la utilizaciéon de
desinfectantes en las granjas. En el presente estudio todas las granjas aplican sistemas de
manejo Todo Dentro-Todo Fuera (TD-TF) y précticas de higiene y desinfeccion antes de
introducir nuevos lotes de animales, fendmenos que puede afectar al microorgamismos,288
segiin estudios previos de evaluacion de seis desinfectantes como: sales alcalinas,
cuaternarios de amonio, yodo como yddoforo, cloro, glutaraldehido y peroxido de
hidrégeno, todos los desinfectantes, salvo las sales alcalinas inactivaron dos
concentraciones de B. pilosicoli y B. intermedia en menos de un minuto en presencia de
materia orgénica, por lo que parece ser facil romper el ciclo de infeccién entre los
diferentes lotes mediante descanso de las naves durante algunos dias y el uso de

. 287
desinfectantes.

En otro estudio realizado para determinar la sensibilidad de B. pilosicoli
ante siete desinfectantes, se encontré que tres compuestos de cuaternarios de amonio y dos
acidos orgdnicos mostraron una buena eficacia ain en presencia de materia orgdnica, en
contraste, un surfactante caustico y un compuesto de peréxido de hidrégeno mostraron baja
eficiencia en presencia de materia orga’lnica.289 Otro estudio para verificar la eficacia de dos
desinfectantes contra Brachyspira hyodysenteriae y un suplemento alimenticio contra B.
hyodysenteriae y B. pilosicoli, muestra un buen desempefio de dos desinfectantes con
mezcla de sales de per6xido y peroximonosulfonato de potasio como ingredientes activos
contra B. hyodysenteriae, mientras que el estudio de la eficacia de un extracto de semillas
de citricos contra B. hyodysenteriae y B. pilosicoli fueron demostradas en concentraciones
de 0.05% después de 5 minutos o en concentracion de 0.025% después de 10 minutos de
exposici(’)n,290 por lo que la utilizacion de buenas practicas de higiene y desinfeccion en las

granjas es parte fundamental en el control de infecciones de origen entérico como ECP y

DP.
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En cuanto al sistema de aislamiento, un estudio realizado en Italia evalud el tiempo
requerido para el aislamiento de Brachyspira hyodysenteriae y Brachyspira pilosicoli a
partir de heces porcinas en los medios previamente descritos $400,°% Cvs,** BJ*®
comparado con el método basado en agar sangre modificado con espectinomicina y
rifampicina (BAM-SR), incluyendo un paso de pre-tratamiento. Un total de 40 aislamientos
de espiroquetas fueron obtenidos en cultivo puro después de 5 dias (48 hrs en BAM-SR
placa primaria y tres pases cada 24 horas en ICC (sin antibidtico), el pre-tratamiento incluia
colocar las muestras en ICC con espectinomicina (400 pg/ml) y rifampicina (15 pg/ml),
después sembrar en medio agar sangre BAM-SR. Las espiroquetas de las muestras en S400,
CVS y BJ, con y sin pre-tratamiento fueron obtenidas en cultivo puro s6lo después de
repetidas transferencias en platos del mismo medio selectivo, requiriendo de 15-18 dias de
acuerdo a la cepa. BAM-SR utilizado después del pre-tratamiento mostré una sensibilidad
con limite de deteccién de 3.5X10% a 6.7X10’ células/g de heces y fue el unico medio que

. o c 291
mostré crecimiento después de 48 horas. ’

En el presente trabajo para reducir el efecto
negativo de la viabilidad, se obtuvieron las muestras directamente del recto de los animales
y se utilizé6 un medio de cultivo en base a ICC adicionado con antibidticos 800 pg de
espectinomicina, 25 pug de vancomicina y colistina, ademas, de 25.0 pg de rifampicina, para
favorecer el crecimiento de EI e inhibir parcialmente la microbiota presente en heces. Un
sistema similar fue utilizado por Calderaro, et al., en 2001,292 a diferencia del medio
utilizado en el presente trabajo, el utilizado por Calderaro, et al., que contenia suero fetal
bovino (10.0%) 400 pg/ml de espectinomicina y 15 pg/ml de rifampicina, con un tiempo de

contacto de 15-30 minutos antes de sembrar en medio sélido, obteniendo un resultado

positivo al aislamiento. En el presente estudio el tiempo de contacto fue mayor ya que las
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muestras llegaron al laboratorio al dia siguiente de su coleccidn, lo que prolongo el tiempo
de contacto. Estudios desarrollados en el CIESA de la UAEM, con cepas de referencias de
B. pilosicoli y B. hyodysenteriae, indicaban que la viabilidad no se veia afectada por un
tiempo de contacto mayor a una suspension de antimicrobianos, sin embargo, en
aislamientos de campo se espera que la sensibilidad sea mayor.

Algunos autores reportan que puede existir susceptibilidad de Brachyspira spp., a la
espiramicina y a la rifampicina.l13’173’293’294 Aunque para el caso de cepas de referencia de
Brachyspira aalborgi han resultado susceptibles a vancomicina y resistentes a la
espectinomicina, colistina y rifampicina.295

En México no se conoce la sensibilidad de estos microorganismos a antimicrobianos ni qué
especies de EI se encuentran presentes por lo que se tiene que tomar como referencia
reportes de otros paises, por tanto es necesario determinar la sensibilidad de estos
microorganismos. Para efectos de muestreo, el sistema de aislamiento usado en este estudio
fue evaluado para conocer el nivel de sensibilidad para recuperar un nimero conocido de EI
(B. pilosicoli y B. hyodysenteriae) en suspension de heces (simulando muestras de campo)
y conocer el tiempo de contacto de EI con los antimicrobianos usados en el medio
selectivo.

Con la finalidad de obtener un cultivo puro de EI a partir del primo-aislamiento se procedio
a realizar una resiembra por el método de estria continua y un intento por el método de
corte del agar274 tomando en cuenta que son bacterias moéviles y pueden desplazarse
alejandose del borde de corte. Sin embargo, no hubo el desarrollo suficiente a 7 dias en
incubacion, probablemente debido a que el nimero de células espiroquetales era bajo y

también que algunos de estos microorganismos fueran susceptibles a alguno de los
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antibidticos usados en el medio o el alto nimero de bacterias diferentes a Brachyspira pudo
de igual forma inhibir el crecimiento de EIL

Uno de los factores que se han observado en casos de baja frecuencia de aislamiento de
espiroquetas a partir de heces porcinas de cerdos criados en granjas comerciales es la
utilizacién de dietas medicadas, en el caso de la informacion recabada el 100% (13/13) de
las granjas utilizan dietas medicadas. De acuerdo a estudios publicados en Brasil se logré
recuperar Brachyspira spp en 22 muestras de 22 (100.0%) en granjas que no estaban
usando raciones medicadas, mientras que en las que estaban utilizando raciones con
antimicrobianos la tasa de recuperacion fue de 12.5% (2/16). B. pilosicoli estaba presente
en 45.5% de las granjas que utilizan alimento no medicado y en 6.25% de las granjas con
raciones medicadas. B. hyodysenteriae estaba presente en 31.8% de granjas sin medicacion
y en ninguna granja con racion medicada.**® Una investigacion sobre causas de colitis en
cerdos en crecimiento entre 1992 y 1996 en el Reino Unido, B. pilosicoli fue aislada como
patogeno tnico en 32.9% de 85 granjas, mientras que infecciones mixtas involucrando a B.
pilosicoli asociada con Yersinia pseudotuberculosis (9.4%) Lawsonia intracellularis (7.1%)
y B. hyodysenteriae (2.4%), fueron encontradas en 18.9% de las granjas muestreadas.*’
Otro estudio realizado en Suecia entre 1996 y 1997 en 894 granjas de cerdos con
antecedentes de diarrea, B. hyodysenteriae fue aislada en 27.0% mientras que B. pilosicoli
en el 18.0%.*7 Un estudio realizado en Finlandia en 1997 en cerdos en la fase de
crecimiento en 50 granjas de maxima sanidad (Clase “LSO 20007) mostr6 que en 28.0% de

298 . .
En todos los estudios anteriormente

las granjas B. pilosicoli estaba siendo excretada.
citados el factor comun fue la no adicion de medicamentos como promotores de

crecimiento. En un estudio realizado por Heinonen, et al., (1998), tres de cuatro granjas que

no utilizan antimicrobianos presentaban B. pilosicoli, en cuanto a muestras de heces de 20
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granjas que usaban antimicrobianos del grupo de las quinoxalinas (carbadox) y 26 granjas
que usan otro producto de este mismo grupo (olaquindox) permitieron el aislamiento de B.
pilosicoli apenas en 4 muestras (5.0%) y para el segundo caso en 38.0% de las muestras.””®
Estas observaciones estdn de acuerdo con las de Fellstrom, et al., (1996) que recuperaron B.
pilosicoli en 7 de 15 (46.7%) granjas que no usaban antimicrobianos mdas no tuvieron
ninguin aislamiento en cuatro granjas en las que los cerdos en crecimiento estaban

. . . . 240
alimentados con raciones medicadas a base de olaquindox.

La mayoria de los trabajos
que han intentado determinar la relacion entre la ingesta de raciones no suplementadas con
antimicrobianos e infecciones intestinales por espiroquetas encontraron una relacién
positiva, 206240262
Existe de igual forma una relacion entre el aislamiento de EI y la presencia de diarrea, por
ejemplo, en algunas granjas que ocurre diarrea después de suspender la racion medicada
con macrdlidos u oxitetraciclina en dosis de promotores de crecimiento, lo que sugiere que
la inhibicién de patégenos entéricos es importante en la manifestacion clinica de
enfermedades entéricas en cerdos en crecimiento.”* Por lo que retirar la medicacion en el
alimento parece incrementar el aislamiento de B. pilosicoli de cerdos con colitis.”’ Aunque
en otro estudio realizado en Finlandia no existié relacion entre el aislamiento de El y la

298 . . .
En un estudio realizado en Dinamarca

presencia de diarreas en los cerdos monitoreados.
para detectar Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae, El hemoliticas
parciales, Salmonella enterica y Escherichia coli hemolitica de cerdos en etapa de
crecimiento con y sin diarrea se obtuvieron 11 aislamientos de EI hemoliticas parciales
(7.0%), 1 (0.7%) de B. hyodysenteriae y 29 (19.0%) de Lawsonia intracellularis de cerdos

con heces normales, de un total de 149 muestras y en el caso de cerdos con heces liquidas

se obtuvieron 153 (30.0%) de Lawsonia intracellularis, 109 (21.0%) de EI hemoliticas
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parciales y 64 (12.0%) de B. hyodysenteriae de 513 muestras.>**

Para el caso del presente
estudio se tratd de incluir unicamente animales con desordenes digestivos pero debido a la
utilizaciéon de dietas medicadas la tasa de animales con diarrea fue baja, pero se
muestrearon animales con retraso en el crecimiento.

Los antibidticos predominantemente utilizados en las granjas monitoreadas fueron
tiamulina, tilosina y clortetraciclinas. De acuerdo a estudios de sensibilidad de EI a
antimicrobianos uno de los agentes terapéuticos de eleccion eficaces contra Brachyspira

. . 299,300
spp., es la tiamulina, 99

aunque también existen reportes de cepas de EI resistentes a
tiamulina, utilizando como punto de corte >4.0pug/ml se observo que el 11.0 % de los 94
aislamientos probados fue resistente.””’ En el programa de monitoreo de resistencia a
antimicrobianos veterinarios en Suecia el punto de corte es >2.0ug/ml (SVARM, 2003)
utilizando este se han encontrado 14.0% de aislamientos resistentes a tiamulina.”” Un
estudio realizado en el Reino Unido para evaluar la eficacia de la tiamulina comparado con
lincomicina-espectinomicina, demostré que la tiamulina brinda una mejor respuesta en el
tratamiento de disenteria e {leitis en comparacién con la combinacién de lincomicina
espectinomicina.300 De acuerdo a un estudio publicado en la Reptblica Checa el 89.5 % de
los aislados de Brachyspira hyodysenteriae fueron susceptibles a tiamulina, excepto uno
medianamente susceptible y un aislamiento resistente,”” en Australia el 87.7% de las cepas
de Brachyspira fueron sensibles a la accion de la tiamulina.”® En Bélgica, el 94.4% de
aislados de EI fueron sensibles a tiamulina,”’’ mientras que en Canada y Dinamarca el

301,305

100% de aislados lo fueron. Para el caso de la tilosina solo uno de 17 aislamientos de

B. hyodysenteriae fue susceptible y 94.1% de los aislados fueron resistentes.””” Similares
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resultados fueron encontrados para este antibidtico en Bélgica donde el 97.3% de B.
hyodysenteriae fueron resistentes,”!’ el 100% fue resistente en Dinamarca®”! y Australia.**
Sensibilidad a la valnemulina ha sido reportada, por ejemplo, 17 cepas (89.5%) de
Brachyspira hyodysenteriae fueron inhibidas a un nivel de 0.064 pg/ml, un aislado por 2.0
ng/ml y otro por 8.0 pug/ml.** En México no existen reportes sobre la utilizacién de
valnemulina contra enfermedades entéricas. A pesar de la gran cantidad de estudios
realizados para determinar la sensibilidad, existen muchas diferencias entre los valores de
concentraciones minimas inhibitorias en los trabajos publicados, una posible explicacién
para el caso de B. pilosicoli seria que més de una clona puede estar afectando la misma
granja,m7 sin embargo hay aislamientos resistentes a tiamulina pero susceptibles a otros
antibidticos como la doxiciclina y la salinomicina.>®? Karlsoon, et al., identificaron una
mutaciéon a nivel del gen 23S rARN que genera resistencia a los macrdlidos en B.

. 220,308
hyodysenteriae.

En el presente estudio no se puede afirmar resistencia o
susceptibilidad en los aislamientos porque no se realizé ningin estudio de susceptibilidad a
antibidticos, aunque se podria argumentar que la utilizacion de dietas medicadas afecta la
tasa de aislamiento en cultivo de EI a partir de heces.

Un estudio realizado en México para conocer la prevalencia de las enfermedades mas
comunes en empresas porcinas ubicadas en los estados de Sonora, Jalisco, Puebla, Yucatan
y la zona del Bajio, encontré como principales patégenos al virus de PRRS en 38.0% de los
casos, Haemophilus parasuis en 12.0%, virus de la Influenza porcina en un 18.0%,
Micoplasma hyopneumoniae en 27.0%, Parvovirus porcino en 5.0%, Actinobacillus

pleuropneumoniae en 12.0%, Salmonella enterica en 48.0%, Lawsonia intracellularis en

8.0% y Circovirus Porcino en 33.0%,* lo que hace ver que en México aun no se habla de la
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situacion epidemioldgica de las EI pero este primer monitoreo servird de base para un
estudio a nivel nacional para conocer la prevalencia de EI en granjas comerciales con
diferentes grados de tecnificacion y asi poder estimar la importancia de estos
microorganismos en las enfermedades entéricas del cerdo.

Existen otras medidas de manejo ademds de la administracion de dietas medicadas en las
granjas porcinas que pudieran influir en el aislamiento de EI, entre los mds importantes
figuran las précticas de TD-TF, limpieza y desinfeccion, la introduccion de animales libres
de enfermedad, la utilizacién de bebederos de chupén y manejo de grupos de un mismo lote
y de una misma edad, asi como las medidas bdsicas de bioseguridad en las granjas como
presencia de barda perimetral y no permitir acceso a personas a la granja y el control de
roedores. Harris, (2000) propone un programa de erradicacion de EI sin despoblacion, el
cudl consiste en medicar a las hembras con antibiticos a los que sea susceptible
Brachyspira spp., ademds de establecer programas sanitarios y la eliminacién de roedores.
Otra medida de control propuesta por este autor es la eliminaciéon por medio de destete
medicado (ISOWEAN) el cual consiste en medicar a la hembra por todo el tiempo que dure
la lactacién.*®

Los primo-aislamientos obtenidos del presente estudio serian compatibles con B. pilosicoli,
ya que fueron recuperados de cerdos de 6-12 semanas, periodo en el cual se reporta la

. o ’ . 115,221,222
infeccién mds comtin por este agente,

y las lesiones macroscépicas observadas en
colon y ciego como edema en la superficie serosa, aumento de tamafio de linfonodos
mesentéricos, dreas de erosidon multifocal y necrosis, congestion y engrosamiento de la
mucosa colonica con exudado fibrinoso adherido, ademds de contenido grisdceo y acuoso,

47,147,222,247,260

lo cual ha sido descrito. En casos cronicos las zonas hemorrdgicas de la

mucosa son cubiertas con fibrina, material necrético y restos de alimento son observados
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como adhesiones conicas. Los hallazgos patolégicos de ECP nunca son tan severos como
los de la Dp, 147222247

Los cambios histopatoldgicos también coinciden con las descripciones de la infeccion con
B. pilosicoli, que han sido descritos como colitis erosiva multifocal con gran cantidad de
bacterias adheridas por un extremo a la superficie del epitelio intestinal, 147.221.247.260.294
formando un falso borde de cepillo el cual es considerado caracteristico de esta
enfermedad, aunque este ultimo hallazgo mencionado no siempre se ve en condiciones de
infeccidn natural, como es el caso de los cerdos monitoreados, se observa un incremento en
el nimero de células Goblet y el tipo y nimero de células inflamatorias incluye

105,256

mononucleares y polimorfonucleares. Hay dilatacion de criptas intestinales

conteniendo gran cantidad de moco y detritus celulares que podria originar abscesos en las

. 147,206,247
criptas.

La presencia de Balantidium coli en grandes cantidades en el epitelio intestinal en
conjuncién con la infeccion por B. pilosicoli observada en los cortes de tejido ha sido
reportada, 146221:253256
Por caracteristicas de cultivo y lesiones macro y microscopicas se descarta la infeccion con
B. hyodysenteriae, que en casos de DP el colon es el 6érgano afectado, las lesiones varian
desde la forma catarral hasta la inflamacion marcada con excesiva producciéon de moco,
necrosis, hemorragia y formacion de pseudomembranas. Microscdpicamente se observan
criptas hiperplasicas con moco, hiperplasia de células goblet y edema en la mucosa con

278,310,311

congestion. En casos avanzados, se observa erosion superficial y exudado muco

310,311

fibrinoso con neutréfilos y detritus celulares. Inicialmente la respuesta inflamatoria

celular es minima pero con el paso de algunos dias aparece una mezcla de células
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inflamatorias en la superficie de la lamina propia y las espiroquetas pueden ser visualizas

algunas veces libres en el citoplasma de las células Goblet y enterocitos.”'
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

A pesar de no lograr aislamiento en cultivo puro del microorganismo en estudio, se
concluye que los primo-aislamientos obtenidos y las lesiones observadas en tejido indican
la presencia de Brachyspira spp. en cerdos criados en granjas comerciales del estado de
Sonora, México.

Aunque los primo-aislamientos obtenidos no hayan sido identificados por pruebas
bioquimicas, las caracteristicas de cultivo y las lesiones encontradas en los animales
coinciden con la descripcion de la infeccidon causada por B. pilosicoli y debido a que este
agente se ha aislado de cerdos en México de otras zonas de produccién en las que el uso de
antimicrobianos en la dieta no se aplica, se argumenta que el uso de estos agentes pudo
interferir en el cultivo de Brachyspira spp. en el laboratorio.

El diagnéstico morfolégico microscopico de cortes de tejido intestinal fue colitis
linfoplasmocitaria en grados de ligero hasta severo, siendo las lesiones mds importantes
compatibles con las causadas por B. pilosicoli y fueron, epitelios aplanados y en fase
cubica, infiltracion mononuclear en el lamina propia, congestion de la lamina propia,
criptas con detritus celulares, hiperplasia de las criptas e hiperplasia de células caliciformes.
Otros hallazgos que coinciden es la presencia de Balantidium coli y algunas bacterias
adheridas al epitelio.

Los factores que pudieron haber influido en una baja frecuencia de recuperacion de EI son:
la viabilidad del microorganismo, la medicacion masiva y constante en las dietas de los
animales, la utilizacién de los sistemas TD-TF, programas de limpieza y desinfeccion entre

lotes de animales, la utilizacion de programas de control de vectores y el hecho de que son
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granjas cerradas, sin embargo se requiere un ndmero mayor de muestra para poder
determinar factores de riesgo asociados a la presencia de EI en las granjas.

El uso de antimicrobianos podria retardar la infeccién por EI en cerdos producidos en
sistemas comerciales en México, lo cual requeriria monitorear cerdos de mayor edad o
granjas que no usen medicacion en la dieta. También este punto podria abordarse desde la
perspectiva de eficacia de los esquemas de medicacion para el control de agentes

enteropatdgenos como EI.
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ANEXOS
Anexo 1. Encuesta:

ENCUESTA PARA ESTUDIO-INVESTIGACION EPIDEMIOLOGICA DE
ESPIROQUETAS INTESTINALES EN CERDOS

Instrucciones: Llenar los espacios en blanco y marcar con una “X” la opcién
adecuada para el tipo y manejo utilizado en la granja.

I. IDENTIFICACION Y DATOS GENERALES DE LA GRANJA

Fecha Niimero de referencia:
Nombre
encuestado
Puesto Dueiio MVZ Trabajador Administrador Otro,
cudl
Nombre
Granja
Localidad Municipio Estado
TAMANO DE LA GRANJA (Ps) TIPO DE PRODUCCION
Ciclo Productora  Engorda Pie de
Completo lechon cria
II. FORMA DE REEMPIAZO EN LA GRANJA
Tipo de granja Tipo de animales que introduce
Abierta Cerrada Machos Hembras Semen
Fuente (s) Fuente (s)
Introd. Js: Introd. Qs:
Frecuencia Frecuencia
Mes Mes
Fuente Frecuencia
Semen: Introduccion
Semen:
III. LECHONES
Manejo Destete (dias) TD/TF Mezclado
por tamaiios
21 28 30 35 Otro SI NO SI NO
Cual:
Enfermedad Casos de Diarrea Casos de Neumonia
SI NO SI NO
Diarrea (dias) Neumonia (dias)
Neonatal 7 14 21 7 14 21 28

Tipo de diarrea

Tipo de neumonia
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Numero de animales afectados

Antibiético utilizado

Dosis utilizada

Niimero de animales afectados

Antibiotico utilizado

Dosis utilizada

Duracion tratamiento

Duracion tratamiento

Porcentaje de Mortalidad

1-5% 5-10% 10-15% 15-20%
Instalacion Tipo de piso
Malla Rejilla Cemento
acero ahulada paja
Alimentacidn Preiniciador Tipo de alimento
SI NO 10 dias 15dias  Alimento Alimento Se compran  Otro,
comercial, preparado bases y cudl
cudl: en la granja  se mezcla en
granja
Composicion Composicion
dieta Desconocida
Medicacion/ Antibiéticos Cudl Antibiético
Suplement.
SI NO Tiamulina Tilosina  Tetraciclinas Carbadox Otro,
cudl__
Via de administracion Dosis aplicada
Inyectado Oral
Duracion del tratamiento
Probiéticos
SI NO Levaduras Lactobacilos
Medicina Inmunizaciones (Laboratorios)
preventiva
1V. DESTETADOS
Manejo Tamaiio de grupos Permanencia (semanas)
Camada 5 <20 21-40 >40 1 2 4 6 8 10
Nimero cerdos/ edificio-nave TD/TF Mezclado
por tamaiios
<100 101-200 201-400 >400 SI NO SI NO

Enfermedad

Casos de Diarreas

Casos de Neumonias




SI

Diarreas posdestete (semanas)

1 2

Diarreas a semanas de edad

90

NO

SI

NO

Neumonias posdestete (semanas)

2 3

Neumonias a semanas de edad

6 8 10 12 6 8 10 12
Tipos de diarreas Tipos de neumonias
Niimero de animales afectados Niimero de animales afectados
Antibiotico utilizado Antibiotico utilizado
Dosis utilizada Dosis utilizada
Duracién del tratamiento Duracion del tratamiento
Porcentaje de cerdos retrasados Porcentaje de mortalidad
NO 1-5% 5-10% 11-15% >20% <1% 1-5%  5-10%  10-15%  15-20 %
Alimentacion Suplemento lacteo en dieta Presentacion del alimento
NO <2% 2-5% 5-10% No Pellet Harina Liguido
conocido
Tipo de alimento

Alimento Se compran Alimento Otro,

comercial, bases preparado cudl

cudl y se mezcla en la granja

en la
granja

Composicion Composicion
dieta desconocida
Instalaciones Tipo corral Comederos (bocas X cerdo)

Jaula Jaula Corral Corral Tolva Tolva Tolva Tolva Tipo

elevada elevada cemento/ cemento/ 1X1 1X5 1X10 1X15 holandés

piso de piso de piso de piso de

rejilla cemento madera cemento

rejilla
Tipo bebedero Bebederos X cerdo
Chupon Taza Comunal 1X5 1X10 1X15 1X20

Calefaccion
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SI NO
Medicacion/ Promotor de crecimiento Cudl
Suplement.
SI NO Desconocido Tiamulina Tilosina  Tetraciclinas Carbadox  Otro,
cudl
Via de administracion Dosis
Oral Inyectado
Cudnto tiempo (semanas)
1 Semana 2 Semanas 4 Semanas 6 Semanas
Medicina Inmunizaciones (Laboratorios)
preventiva
V. CRECIMIENTO
Manejo Tamaiio de grupos Permanencia (semanas)
<20 21-30 31-40 >40 4 6 8 10
Numero cerdos/edificio-nave TD/TF Mezclado por tamaiios
<100 101-200 201-400 >400 ST NO SI NO
Enfermedad Diarreas Neumonias
SI NO SI NO
Diarreas a semanas de edad Neumonias a semanas de edad
<14 14 16 18 20 <14 14 16 18 20
Tipo de diarrea Tipo de neumonia
Numero de animales afectados Niimero de animales afectados
Antibiotico utilizado Antibiético utilizado
Dosis utilizada Dosis utilizada
Duracion del tratamiento Duracion del tratamiento
Porcentaje de cerdos retrasados Porcentaje de mortalidad
NO <1% 1-5% 5-10% 11-15% >15% <1% 1-5% 5-10% 10-15% 15-20 %
Instalacion Tipo de corral Tipo de piso
Cemento, Cemento Metal Charca Slat Slat Todo Cemento
paredes metal comuni- Parcial  Total Cemento Con Paja
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sOlidas cados
Tipo de bebedero Bebederos por cerdo
Chupon Taza Comunal 1X5 1X10 1X15 1X20
Comederos (bocas por cerdo)
Tolva Tolva Tolva Tolva Tipo
1X1 1X5 1X10 1X15 holandés
Alimenta Presentacion alimento Tipo alimento
Pellet Harina  Semisélido Liquido Alimento Alimento Se compran  Otro,
comercial,  preparado bases cudl
cud____ en y se mezcla
la granja en granja
Composicion Composicion
dieta desconocida
Medicacion Promotor de crecimiento Cudl
aditivos
SI NO Tiamulina  Tilosina  Tetraciclina Carbadox  Otro,
cudl__
Via de administracion Dosis
Oral Inyectado
Cultivos levaduras Acidificantes
SI NO SI NO
Medicina Inmunizaciones (Laboratorios)
preventiva
VI. ENGORDA
Manejo Tamaiio de grupos Permanencia (semanas)
<20 21-60 61-100 >100 4 6 8 10
Niimero cerdos/ edificio-nave TD/TF Mezclado por tamaiios
<100 101-200 201-400 >400 SI NO SI NO
Enfermedad Diarreas Neumonias
ST NO SI NO
Diarreas a semanas de edad Neumonia a semanas de edad
14 16 18 20 14 16 18 20

Tipo de diarrea Tipo de neumonia

Nuamero de animales afectados

Niimero de animales afectados

Antibiotico utilizado Antibiotico utilizado
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Dosis utilizada Dosis utilizada
Duracién del tratamiento Duracion del tratamiento
Porcentaje de cerdos retrasados Porcentaje de mortalidad
No 1-5% 5-10%  11-15%  >15% <1% 1-5% 5-10%  10-15%  15-20%
Instalacion Tipo de corral Tipo de piso
Cemento, Cemento Metal Charca Slat Slat Cemento Cemento
paredes metal comunica- parcial total con paja
solidas dos
Tipo bebedero Bebederos por cerdo
Chupon Taza Comunal 1X5 1X10 1X15 1X20

Comederos (bocas por cerdo)

Tolva Tolva Tolva Tolva Tipo
1X1 1X5 1X10 1X15 holandés
Alimenta Presentacion del alimento Tipo de alimento
Pellet Harina Semisolido Liquido Alimento Se Alimento Otro,
comercial, compran  preparado cudl
cudl___ basesy se enla
mezclan granja
en granja
Composicion Energia /Proteina
dieta
Sorgo/soya Trigo/soya Maiz/ soya
Medicacion/ Promotor de crecimiento Cudl
Aditivos
\Yi NO Tiamulina | Tilosina | Tetraciclinas | Carbadox | Otro
Via de administracion Dosis proporcionada
Oral Inyectado
Cultivos levaduras Acidificantes
SI NO SI NO
Medicina Inmunizaciones (Laboratorios)
preventiva
VII. REEMPLAZOS
Origen Fuente (empresas)

Manejo Tamafio de grupos Permanencia antes del servicio (semanas)
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<20

>20 >2 2-4 4-6 6-8 >8
Enfermedad Presencia de diarreas Presencia de neumonias
SI NO SI NO
Tipo de diarrea Tipo de neumonia
Numero de animales afectados Numero de animales afectados
Antibiético utilizado Antibiotico utilizado
Dosis utilizada Dosis utilizada
Duracién del tratamiento Duracion del tratamiento
Porcentajes de mortalidad
<1% 1-5% 5-10% 10-15% 15-20%
Instalaciones Tipo de corral Tipo de piso
Cemento Cemento Metal Charca Slat Slat Cemento  Cemento
paredes metal comuni- parcial Total con paja
solidas cados
Tipo bebedero
Chupdn Taza Comunal
Medicina Inmunizaciones (Laboratorios)
preventiva
Manejo de excretas
No 15 dias 30 dias 45 dias
IX. BIOSEGURIDAD
Instalacion Acceso de personas a granja Se proporciona
ropa para acceso
SI NO SI NO
Barda perimetral Se proporciona
calzado para acceso
ST NO ST NO
Control de Presencia fauna nociva Que tipo
fauna
SI NO Perros Aves Roedores  Otro,

Cual
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Programas de control de fauna nociva

Que tipo de programa

SI

NO

Con que frecuencia

Comentarios
finales

Anexo 2: Codificacion de la encuesta
Manual de Codificacion de la Encuesta

Folio

Nombre

Tipo

Codificacion

Observaciones
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1 Fecha Fecha Dia/ Mes /Ano Fecha de aplicacion de
la encuesta
2 No_ref Numérica 1-100 Dependerd del niimero
de granjas incluidas
en el estudio
3 Encues Texto Texto Nombre de la persona
que respondio la
encuesta
4 Puesto Numérica nominal | 1.- Duefo Puesto que ocupa en la
5 -MVZ granja la persona que
responde la encuesta
3.- Trabajador
4.- Administrador
5.-Otro,cual __
5 Granja Texto Texto Nombre de la granja
6 Direc Texto Texto Direccion o
localizacion de la
granja
7 Poblado Texto Texto Nombre de la
comunidad
8 Mpo Numérico 1,2,3,4,5, Niumero
correspondiente del
municipio
9 Estado Numérico 1,2,3,...33 El niimero del estado
corresponderd a una
lista de orden
alfabético de los
estados de la
Republica Mexicana
10 Pob_H_g Numero 1=<100 Poblacion de hembras
Ordinal 2=101-200 agrupadas en rangos
3=201-400
4= 401-800
5=> 800
11 Tip_pro Numérica nominal | 1= Ciclo completo Clasificacion del tipo
2= Productora lechén | de granja
3= Engordadora
4= Productora pie de
cria
FORMA DE REEMPIAZO EN LA GRANJA
Tipo_gr Numérica nominal | 1= Abierta Tipo de granja, se
2= Cerrada considera abierta al
introducir animales o
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semen
13 Tipo_an Numérica nominal | 1= Machos Tipo de animales que
2= Hembras se introducen o semen
3= Semen
14 Fue_im Texto Texto Nombre de la empresa
de donde proceden los
machos
15 Frec_1 Numérica 1= Mes Frecuencia de
2= Cada 3 mes introduccion
3= Cada 6 meses Machos
4= Cada afio
5= Cada 2 afos
9= No sabe/ no
contesta
16 Fue_im Texto Texto Nombre de la empresa
de donde proceden las
hembras
17 Frec_i Numérica 1= Mes Frecuencia de
2= Cada 3 mes introduccion de
3= Cada 6 meses hembras
4= Cada afio
5= Cada 2 afos
9 = No sabe
18 Fue_s Texto Texto Nombre de la empresa
de donde se obtiene el
semen
19 Frec_ 1 Texto Texto Frecuencia de
introduccion del semen
LECHONES
20 Dest_d Numérica 1=21 dias. Edad del lechon al
Ordinal 2= 28 dias. destete (dias)
3= 30 dias.
4= 35 dias.
5= Otro, cual
21 TD_TF Dicotémica 0=S1 Aplicacion del sistema
1=No TD-TF
22 Mez_ta Dicotémica 0= No Mezcla animales de
1=Si1 distintas camadas,
tallas y pesos
23 Diarrea Dicotémica 0=No Se registran episodios
1=Si de diarrea
24 Diarrea_e Numérica 1= Neonatal Numero de dias a los
2= dias. cuales se presenta
3= 14 dias. normalmente diarrea
4=21 dias.




98

9= No sabe / no
contesta
25 Tipo_d Texto Texto Tipo de diarrea
(hemorrdgica,
mucoide, etc.)
26 Anim_afe Texto Texto Numero de animales
afectados
27 Ant_uti Texto Texto Antibiotico utilizado
como tratamiento para
la diarrea
28 Dosis Texto Texto Dosis utilizada del
antibiotico
29 Dura_tra Texto Texto Duracion del
tratamiento en dias
30 Neumonia Dicotémica 0= No Se registran episodios
1=Si de neumonia
31 Neumo_e Numérica 1="7 dias. Numero de dias en los
2= 14 dias. que se presenta
3=21 dias. normalmente
4= 28 dias. neumonia
9= No sabe / no
contesta
32 Tipo_n Texto Texto Tipo de neumonia que
predomina
33 Anim_afe Texto Texto Numero de animales
afectados
34 Ant_uti Texto Texto Antibiotico utilizado
como tratamiento para
la neumonia
35 Dosis Texto Texto Dosis utilizada del
antibiotico
36 Dura_tra Texto Texto Duracion del
tratamiento en dias
37 Mortali Numérica ordinal 1=1.0-5.0% Porcentaje de
2=15.0-10.0% mortalidad en esta
3=10.0-15.0% etapa
4=15.0-20.0%
38 Tipo_m_p Numérica nominal | 1=Rejilla acero Tipo de material
2= Rejilla ahulada utilizado en el piso
3= Cemento paja
39 Preinic Dicotémica 0= Si1 Se proporciona
1=No alimento preiniciador
40 Preinic Numérica 1= 10 dias. Dias a los cuales se le
2= 15 dias. proporciona alimento
preiniciador a los
lechones
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41 Tip_ali Numérica nominal 1= Alimento Tipo de alimento
comercial proporcionado en esta
2= Alimento etapa
preparado dentro de la
granja
3= Se compran bases
y se mezclan en
granja.
4= Otro, cual

42 Comp_di Texto Composicion de la

dieta proporcionada a
los lechones

43 Antibio Dicotémica 0=Si Se realiza la
1=No aplicacion de algiin

antibiotico

44 Via_adm Numérica 1= Inyectado Via de administracion

nominal 2= Oral del antibiotico

45 Tipo-ant Numérica 1.- Tiamulina Nombre del antibidtico

nominal 2.- Tilosina utilizado
3.- Tetraciclinas
4.- Carbadox
5.- Otro, cual

46 Dura_trat Texto Texto Duracion del

tratamiento en dias

47 Probiot Dicotémica 0= Si Utilizacion de
1=No probioticos

48 Tip_pro Numérica 1= Levaduras Tipo de probidtico

Nominal 2= Lactobacilos proporcionado
49 Imnuniza Texto Texto Nombre de las
vacunas aplicadas,
nombre comercial o
laboratorio
DESTETADOS
50 Tam_gru Numérica 1= Camada Tamariio de los grupos
ordinal 2=5 de manejo de cerdos
3=<20 en esta etapa
4=121-40
5=>40

51 Perm Numérica 1=1 Semana Duracion y/o
2= 2 Semanas permanencia en
2= 4 Semanas semanas de la etapa de
3= 6 Semanas destete
4= 8 Semanas
5= 10 Semanas

52 Cer_edi Numérica 1=< 100 Niumero de cerdos por

ordinal 2=101-200 edificio o por nave
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3=201-400
4= >400
53 TD_TF Dicotémica 0= Si Utilizacion del sistema
1=No TD/TF
54 Mez_ani Dicotémica 0=No Mezcla de animales
1=Si
55 Diarrea Dicotémica 0= No Se registran episodios
1=Si de diarrea
55 Dia_pos Numérica 1=1 Semana Semanas posdestete a
2= 2 Semanas las que se presentan
3=3 Semanas diarreas
9= No sabe/ no
contesto
56 Eda_diar Numérica 1= 6 Semanas Edad en semanas a las
2= 8 Semanas que se presentan
3= 10 Semanas diarreas
4= 12 Semanas
9= No sabe/ no
contesto
57 Tipo_d Texto Texto Tipo de diarrea
(hemorrdgica,
mucoide, etc.)
58 Anim_afe Texto Texto Numero de animales
afectados
59 Ant_uti Texto Texto Antibiotico utilizado
60 Dosis Texto Texto Dosis utilizada del
antibiotico
61 Dura_tra Texto Texto Duracion del
tratamiento
62 Neumo Dicotémica 0= No Existen casos de
1=Si neumonias
63 Dia_pos Numérica 1=1 Semana Semanas posdestete a
2= 2 Semanas las que se presenta las
3= 3 Semanas neumonias
9= No sabe/ no
contesto
64 Eda_diar Numérica 1= 6 Semanas Edad en semanas a las
2= 8 Semanas que se presentan
3= 10 Semanas neumonias
4= 12 Semanas
9= No sabe
65 Tipo_n Texto Texto Tipo de neumonia
66 Anim_afe Texto Texto Numero de animales
afectados
67 Ant_uti Texto Texto Antibiotico utilizado

como tratamiento
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68 Dosis Texto Texto Dosis utilizada del

antibidtico

69 Dura_tra Texto Texto Duracion del

tratamiento en dias

70 Cer_Ret Numérica ordinal 1=5.0-10.0 % Porcentaje de cerdos
2= 11.0-5.0% retrasados en
3=>20.0 % crecimiento
4=No
9= No sabe/ no
contesto

71 Mortali Numérica ordinal 1=1.0-5.0 % Porcentaje de
2=5.0-10.0 % mortalidad en esta
3=10.0-15.0 % etapa
4=15.0-20.0 %

72 Sup-lac Numérica ordinal 0 =No Porcentaje de
1=<2.0% inclusion de
2=2.0-5.0% suplemento ldcteo en
3= 5.0-10.0 % la dieta
9 = No sabe / no
contesto

73 Pres_al Numérica nominal 1= Pellet Presentacion del
2= Harina alimento utilizado en
3= Liquido la etapa de destete

74 Tip_ali Numérica nominal | 1= Alimento Tipo de alimento
comercial proporcionado en esta
2= Alimento etapa
preparado en granja
3= Se compran bases
y se mezclan en
granja
4= Otro, cual

75 Comp_di Texto Texto Composicion de la

dieta de la etapa de
destete

76 Tipo_c Numérica nominal 1= Jaula elevada Tipo de instalaciones
c/piso rejilla utilizadas para el drea
2=Jaula elevada, piso | de destete
cemento y rejilla
3= Corral cemento
piso madera
4= Corral cemento
piso cemento

77 Boc ¢ Numérica nominal 1=Tolval X 1 Niimero de bocas por
2=Tolval X 5 cerdo

3=Tolval X 10
4="Tolva1l X 15
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5= Tipo Holandés

78 Tip_beb Numérica 1= Chup6n Tipo de bebedero en
nominal 2= Taza drea de destete
3= Comunal
79 Num_beb Numérica 1=1X5 Niumero de bebederos
ordinal 2=1X10 por cerdo
3=1X15
4=1X20
80 Calef Dicotémica 0=Si Utilizacion de sistemas
1=No de calefaccion
81 Prom_c Dicotémica 0=Si Utilizacion de
1=No promotores de
9 = No sabe/no crecimiento
contesta
82 Tip_prom Numérica nominal | 1= Tiamulina Nombre del tipo de
2= Tilosina promotor que se esta
3= Tetraciclinas utilizando
4= Carbadox
5= Otro, cual
9= No sabe/ no
contesto
83 Tie_ sem Numérica 1= 2 Semanas Tiempo en semanas
2=4 Semanas que dura la aplicacion
3= 6 Semanas del promotor
9= No sabe/ no
contesto
84 Via_ad Numérica nominal 1= Oral Via de aplicacion del
2= Inyectado antibiotico
85 Dosis Texto Texto Dosis aplicada
86 Imnuniza Texto Texto Nombre de las
vacunas aplicadas en
esta etapa y su nombre
comercial y/o
laboratorio
CRECIMIENTO
87 Tam_gru Numérica 1=<20 Tamaiio de los grupos
ordinal 2=21-30 de animales en esta
3=31-40 etapa
4= >40
88 Perm Numérica 1= 4 Semanas Permanencia en
2= 6 Semanas semanas de los
3= 8 Semanas animales en esta etapa
4= 10 Semanas
89 Cer_edi Numérica ordinal 1=<100 Niimero de cerdos por
2=101-200 edificio o por nave
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3=201-400
4= >400
90 TD_TF Dicotémica 0= Si Aplicacion del sistema
1=No TD-TF
91 Mez_ani Dicotémica 0=No Mezclado de animales
1=Si
92 Diarrea Dicotémica 0= No Se registran episodios
1=Si de diarrea
93 Diarre_e Numérica 1= < 14 semanas Semanas de edad a las
2= 14 Semanas se observan casos de
3= 16 Semanas diarrea
4= 18 Semanas
5= 20 Semanas
9 = No sabe / no
contesta
94 Tipo_d Texto Texto Tipo de diarrea
(hemorrdgica,
mucoide, etc.)
95 Anim_ afe Texto Texto Nuimero de animales
afectados
96 Ant_uti Texto Texto Antibiotico utilizado
como tratamiento para
la diarrea.
97 Dosis Texto Texto Dosis utilizada del
antibiotico
98 Dura_tra Texto Texto Duracion del
tratamiento en dias
99 Neumo Dicotémica 0=No Existe la presencia de
1=Si neumonias
100 Neumo_e Numérica 1= < 14 semanas Semanas de edad a las
2= 14 Semanas que se presentan
3= 16 Semanas neumonias
4= 18 Semanas
5= 20 Semanas
9 = No sabe / no
contesta
101 Tipo_n Texto Texto Tipo de neumonia que
predomina
102 Anim_afe Texto Texto Numero de animales
afectados
103 Ant_uti Texto Texto Antibiotico utilizado
como tratamiento para
la neumonia
104 Dosis Texto Texto Dosis utilizada
105 Dura_tra Texto Texto Duracion del

tratamiento
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106 Cerd_re Numérica ordinal 1=No Porcentaje de cerdos
2=<1.0% retrasados
3=10-5.0%
4=5.0-10.0 %
5=11.0-15.0 %
6=>15.0 %

107 Mortali Numérica ordinal 1=<1.0 % Porcentaje de
2=1.0-50% mortalidad en esta
3=5.0-10.0% etapa
4=10.0-15.0 %
5=15.0-20.0 %

108 Tipo_c Numérica nominal | 1= Cemento paredes Material con el que
sOlidas estdn hechos los
2= Cemento metal corrales de esta etapa
3= Metal
comunicados
4= Charcas

109 | Tipo_p Numérica nominal | 1= Rejilla parcial Material de que estdn
2= Rejilla total hechas las
3= Todo cemento instalaciones
4= Cemento con paja

110 | Tipo_b Numérica 1= Chup6n Tipos de bebederos

nominal 2=Taza
3= Comunal

111 Num-beb Numérica 1=1X5 Niimero de bebederos
2=1X10 por cerdo
3=1X15
4=1X20

112 Come_c Numérica 1=Tolval X 1 Niimero de bocas por

nominal 2=Tolval X5 cerdo
3=Tolval X 10
4="Tolva 1 X 15
5= Tipo holandés

113 Pres_al. Numérica nominal | 1= Pellet Tipo de presentacion
2= Harina del alimento
3= Semisolido
4= Liquido

114 | Tip_ali Numérica nominal | 1= Alimento Tipo de alimento
comercial proporcionado en esta
2= Alimento etapa
preparado en granja
3= Se compran bases
y se mezclan
4= Otro, cual

115 Comp_di Texto Texto Composicion de la

dieta
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116 Prom_c Dicotémica 0= Si Utilizacion de
1=No promotores
117 Tipo_pr Numérica nominal | 1= Tiamulina Nombre del promotor
2= Tilosina de crecimiento
3= Tetraciclinas utilizado
4= Carbadox
5= Otro, cual
118 Via_ad Numérica nominal 1= Oral Via de aplicacion del
2= Inyectado antibidtico
119 Dosis Texto Texto Dosis aplicada
120 Cult_le Dicotémica 0=Si Utilizacion de cultivos
1=No de levaduras
121 Acidi Dicotémica 0= Si Utilizacion de
1=No acidificantes en dieta
122 Imnuniza Texto Texto Nombre de las
vacunas aplicadas,
nombre comercial o
laboratorio
ENGORDA
123 Tam_gru Numérica ordinal 1=<20 Tamaiio de grupos
2=21-60 formados en esta etapa
3=61-100
4=> 100
124 Perm Numérica 1= 4 Semanas Permanencia en
2= 6 Semanas semanas de los cerdos
3= 8 Semanas en esta etapa
4= 10 Semanas
125 Cerd_edi Numérica ordinal 1=< 100 Niumero de cerdos por
2=101-200 edificio o por nave
3=201-400
4=>400
126 | TD_TF Dicotémica 0= Si Aplicacion del sistema
1=No TD/TF
127 Mez_ani Dicotémica 0=No Mezcla de animales
1=Si
128 Diarrea Dicotémica 0=No Se registran casos de
1=Si diarrea
129 Diarre_e Numérica 1= 14 Semanas Semanas de edad a las
2= 16 Semanas que se presentan
3= 18 Semanas diarreas
4= 20 Semanas
130 Tipo_d Texto Texto Tipo de diarrea
(hemorrdgica,
mucoide, etc.)
131 Anim_afe Texto Texto Numero de animales
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afectados

132 Ant_uti Texto Texto Antibiotico utilizado
como tratamiento para
la diarrea

133 Dosis Texto Texto Dosis utilizada de

antibiotico

134 Dura_tra Texto Texto Duracion del

tratamiento

135 Neumo Dicotémica 0=No Existe la presencia de
1=Si neumonias

136 Neumo_e Numérica 1=14 Semanas Semanas de edad a las
2= 16 Semanas cuales se presentan
3= 18 Semanas neumonia
4= 20 Semanas

137 Tipo_n Texto Texto Tipo de neumonia

138 Anim_afe Texto Texto Numero de animales

afectados

139 Ant_uti Texto Texto Antibidtico utilizado

como tratamiento para
neumonia

140 Dosis Texto Texto Dosis utilizada de

antibiotico

141 Dura_tra Texto Texto Duracion del

tratamiento

142 | Cerd_re Numérica ordinal 1=No Porcentaje de cerdos
2=<1.0% retrazados.
3=1.0-5.0%
4=5.0-10.0 %
5=11.0-15.0 %
6=>15.0 %

143 Mortali Numérica ordinal 1=<1.0% Porcentaje de
2=1.0-5.0% mortalidad en esta
3=5.0-10.0 % etapa.
4=10.0-15.0 %
5=15.0-20.0 %

144 | Tipo_c Numérica nominal | 1= Cemento paredes Material con el que
solidas estdn hechas las
2= Cemento metal instalaciones de estd
3= Metal etapa.
comunicados
4= Charcas

145 Tipo_p Numérica nominal | 1= Rejilla parcial Tipo y material con
2= Rejilla total que esta elaborado el
3= Todo cemento piso
4= Cemento con paja

146 | Tipo_b Numérica 1= Chupén Tipo de bebedero
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nominal 2=Taza
3= Comunal
147 Num_beb Numérica 1=1X5 Niumero de bebederos
2=1X10 por cerdo
3=1X15
4=1X20
148 Com_c Numérica 1=Tolval X 1 Numero de comederos
nominal 2=Tolval X5 (bocas por cerdo)
3=Tolval X 10
4=Tolval X 15
5= Tipo holandés
149 Pres_a Numérica nominal | 1= Pellet Tipo de presentacion
2= Harina del alimento
3= Semisolido
4= Liquido
150 Tip_ali Numérica nominal 1= Alimento Tipo de alimento
comercial proporcionado
2= Alimento
preparado den granja
3= Se compran bases
y se mezcla en granja.
4= Otro, cual
151 Ene_pro Numérica nominal | 1= Sorgo/ soya Fuente de Energia:
2= Trigo/soya Proteina
3= Maiz/soya
152 Prom_c Dicotémica 0=Si Utilizacion de
1=No promotor de
crecimiento
153 Tipo_pr Numerica nominal | 1= Tiamulina Nombre del tipo de
2= Tilosina promotor utilizado
3= Tetraciclinas
4= Carbadox
5= Otro, cuél
154 | Via_ad Numérica nominal | 1= Oral Via de aplicacion del
2= Inyectado antibidtico.
155 Dosis Texto Texto Dosis aplicada
156 Cult_le Dicotémica 0= Si1 Utilizacion de cultivos
1=No de levaduras.
157 | Acidi Dicotémica 0=Si Utilizacion de
1=No acidificantes en la
dieta
158 Imnuniza Texto Texto Nombre de las

vacunas aplicadas en
esta etapa y su nombre
comercial y/o
laboratorio.
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REEMPIAZOS
159 Fuente Texto Texto Nombre de la
compaiiia que provee
los reemplazos
160 Tam_gru Numérica 1=<20 Numero de animales
2=>20 por grupo
161 Per_a_ser Numérica 1=<2 Permanencia antes del
2=2-4 servicio
3=4-6
4= 6-8
5=>8
162 Diarrea Dicotémica 0= No Existe la presencia de
1=Si diarreas
163 Tipo_d Texto Texto Tipo de diarrea
(hemorrdgica,
mucoide, acuosa, etc.)
164 Anim_afe Texto Texto Numero de animales
afectados
165 Ant_uti Texto Texto Antibidtico utilizado
como tratamiento
166 Dosis Texto Texto Dosis utilizada del
antibiotico
167 Dura_tra Texto Texto Duracion del
tratamiento en dias
168 Neumonias | Dicotémica 0=No Existe la presencia de
1=Si neumonias
169 Tipo_n Texto Texto Tipo de neumonia
170 Anim_ afe Texto Texto Numero de animales
afectados
171 Ant_uti Texto Texto Antibiotico utilizado
como tratamiento
172 Dosis Texto Texto Dosis utilizada
173 Dura_tra Texto Texto Duracion del
tratamiento
174 Mortali Numérica ordinal 1=<1.0% Porcentaje de
2=1.0-5.0% mortalidad en esta
3=5.0-0.0 % etapa
4=10.0-15.0%
5=15.0-20.0%
175 Tipo_c Numérica nominal | 1= Cemento paredes Tipo de corral
solida
2= Cemento metal
3= Metal
comunicados
4= Charcas
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176 | Tipo_p Numérica nominal | 1= Rejilla parcial Tipo de piso
2= Rejilla total
3= Todo cemento
4= Cemento con paja
177 Tipo_b Numérica 1= Chupén Tipo de bebedero
nominal 2=Taza
3= Comunal
178 Imnuniza Texto Texto Nombre de las
vacunas aplicadas en
esta etapa y su nombre
comercial y/o
laboratorio
179 | Man_exc Numérica 1= 15 dias Dias a los que se
2=130 dias manejan las excretas
3= 45 dias (exposicion).
4= No
BIOSEGURIDAD
170 Ac-gran Dicotémica 0=No Hay acceso a la granja
1=Si 0 es acceso restringido
181 Ropa_ac Dicotémica 0= Si1 Se cuenta con ropa de
1=No uso exclusivo
182 Calz_ac Dicotémica 0=No Se cuenta con zapatos
1= Si de uso exclusivo
183 Barda Dicotémica 0=No La granja tiene barda
1=Si perimetral
184 Fauna_n Dicotémica 0=No Existe la presencia de
1=Si1 fauna en granja y
alrededores
185 Tipo_f Numérica nominal | 1= Perros Tipo de animales que
2= Aves pudieran estar
3= Roedores presentes en la granja
4= Otros, cual o sus alrededores.
186 Contro_f Dicotémica 0= Si1 Existen programas de
1=No control de fauna
187 | Frec Texto Texto Frecuencia de
aplicacion de los
programas de control
de fauna nociva.
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