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1. INTRODUCCION

Este estudio fue realizado en Francia gracias a la colaboracion de SANOFI SANTE NUTRITION ANIMALE,
Libourne y el Laboratorio Departamental FRANK DUNCOMBE, Calvados. El resultado de este estudio a sido
la puesta a punto de un test PCR sobre Lawsonia intracellularis (permite el diagnostico tanto sobre heces como
sobre mucosa de fleon). Esta bacteria es el origen de la Enteropatia proliferativa o lleitis Hemorréagica. Por otra
parte hemos obtenido importantes avances en el diagnostico rutinario de Brachyspiraspp. Ademas realizamos
un diagnostico completo sobre la mayoria de agentes bacterianos y parasitarios que son origen de problemas
digestivos en transicion.

En Francia Dimetridazol y Oxido de Zinc fueron utilizados de manera generalizada en la medicacion en el pienso
de los cerdos para la prevencion de la aparicion de diarreas. A raiz de su desaparicion la incidencia de aparicion
de diarreas, principalmente en la fase de transicidon ha sido de mayor importancia.

En este estudio se ha intentado establecer cual es la importancia de cada uno de los gérmenes estudiados, para
asi poder aportar datos objetivos a los profesionales del sector, permitiendo valorar cual es la frecuencia de
aparicion de cada agente.

Por otra parte la técnica PCR paralawsonia intracellularis fue realizada por primera vez en Francia. A raiz de
este estudio este método de analisis es ofertado por dos laboratorios en Francia para diagnostico de campo.
Ademas la técnica de diagnostico bioquimico paraBrachyspira spp. fue simplificada notablemente. Gracias a
este estudio fue diagnosticada por primera vez en Francia Brachyspira pilosicoli.

Actualmente en Francia hay dos laboratorios (LD Frank Duncombe y LABOFARM) que siguen trabajando en la
mejora del diagnostico por PCR de Lawsonia intracellularisy del bioquimico de Brachyspira spp. Los resultados
de estas investigaciones posiblemente seran publicados en un periodo breve de tiempo.

En este estudio han participado 76 explotaciones de ganado porcino, en su gran mayoria de ciclo cerrado,
distribuidas por la mayor parte del territorio francés, pero fundamentalmente ubicadas en las regiones de
Bretafia y Pais del Loira. Hemos contado con la participacion de la mayor parte de cooperativasy asociaciones
de ganado porcino de Francia.

2. PATOLOGIAS ESTUDIADAS

Sobre estas 76 explotaciones fueron analizadas sistematicamente los siguientes agentes patégenos:

AGENTE ENFERMEDAD |

Lawsonia Enteropatia proliferativa
intracellularis

Brachyspira Disenteria hemorragica
hyodisenteriae

Brachyspira pilosicoli |Espiroquetosis célica

Brachyspira innocens |Diarreas en el caso de
cepas proximas a la cepa
B 256 (J.P. Euzéby,

1997)
Campylobacter spp. Diarrea |
Clostridium Clostridiosis
perfringens
Salmonella spp. Salmonelosis |
E. coli hemolitico Colibacilosis |

Parasitos Diarreas ’




En esta breve descripcidn sélo haremos referencia a aquellas de las que no se maneja habitualmente mucha
informacion y que ademas hayan tenido una gran importancia en nuestro estudio:

I. ENTEROPATIA PROLIFERATIVA PORCINA (Lawsonia

intracellularis)

a.

b.

d.

Generalidades :

La EPP es una enfermedad importante en el cerdo que provoca lesiones proliferativas en la mucosa del
ileon llegando a afectar incluso el colon y el ciego, provocando en ocasiones melena, adelgazamiento
y una disminucién de los rendimientos zootécnicos del animal.

Esta enfermedad aparece generalmente entre 6 a 20 semanas de vida, habiendo sido descritaa 3
semanas de vida y puede afectar a animales en fases finales de cebadero o incluso cerdas de
reposicion.

La EPP ha sido descrita para otras especies como el caballo, el perro, la cobaya, el hurén, el hamster,
el conejo, los ovinos, la rata o el zorro azul (Alopex lagopus).

Etiologia:

Lawsonia intracellularis ha sido oficialmente descrita en 1995. Anteriormente fue denominada como
lleal Symbiont Intracellularis o lleobacter intracellularis. La descripcion oficial es la siguiente: Bacilo
incurbado, Gram -, no esporulado, sin flagelo que utiliza la fisién binaria para su multiplicacién y no es
cultivable sobre medios inertes. Se trata de una bacteria intracelular obligada.

L. intracellularis pertenece al grupo Delta de las Proteobacterias. Filogeneticamente se encuentra muy
préxima de Desulfovibrio sulfuricans, siendo esta Gltima de mayor tamafio, con flagelos, movil y
extracelular.

Patogenicidad:

La infeccién se realiza por via oral a partir de heces, probablemente en los primeros dias de vida de la
madre al lechon. Esta enfermedad no es erradicada mediante sistemas de destete precoz (MEW o sus
modificaciones).

Si tenemos en cuenta que el periodo de infecciéon de la EPP es entre 2 y 3 semanas es posible atribuir

un papel protector a inmunidad calostral frente a EPP pues las lesiones originadas por L.intracellularis
no aparecen hasta 6 semanas de vida.

La penetraciéon de la bacteria en los enterocitos se realiza por endocitosis y se produce 5 a 7 dias
post-infeccién a pesar de que la aparicién de las lesiones se produce 2-3 semanas mas tarde. La
difusion bacteriana en el intestino se realiza a través de los enterocitos que se van a dividir,
originando de esta manera las lesiones tipicas de esta enfermedad. Este ciclo es préximo al de las
Rickettsias. Otras bacterias como Campylobacer spp., Bacillus spp., Clostridium spp. y Brachyspira
spp. que son origen de patologias digestivas, posiblemente aprovechen las lesiones previamente
originadas por L. Intracellularis.

Los microfilamentos celulares permiten la penetracién en los enterocitos deL. intracellularis y su
inhibiciéon quimica impide o reduce el nivel de infeccién en los cultivos celulares.

La proliferacion de enterocitos inmaduros colonizados por L. intracellularis origina un engrosamiento
de la mucosa digestiva y la aparicion de formaciones adenomatosas en el intestino. Se produce una
perdida de capacidades digestivas de absorcion y digestién. Por otra parte un nimero insuficiente de
enterocitos produce una disminucién de la producciéon de hormonas autocrinas. Son estas las que
inhiben la proliferaciéon de las células de las criptas.

Sintomas clinicos:

Podemos agrupar estos sintomas en dos tipos:

Forma no hemorréagica: con una morbilidad entre un 10 y un 30 %, con curacién espontanea en
algunos casos. La mortalidad media originada es de un 2 % (variacién entre Oy 5 %). Las infecciones
secundarias pueden provocar diarreas continuas o recurrentes. Como sintomas que podemos destacar
es un aumento del IC, una disminucién de la GMD, un aumento de heterogeneidad en los lotes y en



algunos casos la presencia de diarreas negruzcas o grises. En algunos casos el adelgazamiento puede
ser muy marcado al igual que en la forma hemorragica.

2. Forma hemorréagica: es la mas frecuente en los cerdos entre 4 y 18 meses. Esta forma afecta también
a cerdas de renuevo y a primiparas. La morbilidad media es de un 6 %, pudiendo variar entre 5-20
%. La mortalidad puede llegar a ser hasta de un 6 %. Ademas de apreciar los sintomas anteriormente
descritos para la forma no hemorréagica (mayor incidencia de diarreas), se presenta una aparicion
pasajera de fiebre, palidez y degradacién general y en algunos casos abortos en cerdas debido a la
fiebre experimentada.

a. Lesiones macroscopicas:

1. Forma no hemorragica:

1.a Adenomatosis intestinal: afecta fundamentalmente a los Gltimos 50 cm del ileon. Puede afectaral colony a
parte del colon ascendente. Las lesiones se caracterizan por un espesamiento y endurecimiento del intestino
originados por un edema subseroso y mesentérico. En el intestino grueso se pueden originar pélipos. En las
lesiones que se originan se observa una desaparicion de las células caliciformes.

1.b lleitis regional: el intestino aparece en forma de "manguera de riego". A la autopsia se encuentra una
hipertrofia muscular, ulceraciones y tejido de granulacién mezclado con mucosa sana.

1.c Enteritis necrética: hay aparicion de infecciones secundarias y la mucosa aparece con necrosis caseosa de
color amarillo o gris.

2. Forma hemorragica o enteritis hemorragica proliferativa.: en jévenes adultos es la forma mas cominmente
observada. Las lesiones se circunscriben mayoritariamente al ileon. Aparecen coagulos sanguineos en el ileony
sangre no coagulada en el colon. Las hemorragias no estan asociadas a una destruccidn tisular importante.
f. Lesiones microscoépicas: aparece una hiperplasia marcada de los enterocitos intestinales, con proliferacion
de las células mucosales. En el interior de los enterocitos aparecen las bacterias en el citoplasma de los
mismos.

g. Respuesta inmunitaria:

A nivel serolégico se aprecia la presencia de Ig My a un nivel muy débil 1Ig G. En los enterocitos tan sélo se
encuentra Ig A e Ig M que se van a acumular, desconociendose si es la bacteria la que impide la excreciéon de Ig
A o bien son los enterocitos los que concentran estas Ig A alrededor de las bacterias.

Los enterocitos inmaduros no exponen les antigenos de histocompatibilidad de clase Il (presentes sobre los
enterocitos maduros), los cuales son necesarios para la respuesta inmune. Por lo tanto el linfocito citotéxico CD
8+ no puede actuar sobre estos enterocitos. Por otra parte la infiltracion local de linfocitos es muy débil. Por
todo esto cabe pensar que la posibilidad de encontrar vacunas es por el momento remota.

11. DISENTERIA HEMORRAGICA (Brachyspira hyodisenteriae)
v ESPIROQUETOSIS COLICA (Brachyspira pilosicoli).

a. Etiologia:

El género Brachyspira, perteneciente a la familia Spirochaetaceae, tiene la morfologia de un Treponema de
grandes dimensiones (6-13 mm) por lo que anteriormente se utilizaba la denominacion de Treponema. Son
bacterias flexuosas y helicoidales con diametros comprendidos entre 0,2 y 0,4 mm. Son bacterias moviles
gracias a su flagelo periplasmico, que les permite movimientos de flexién, translacion y rotacioén.

El genero Brachyspira contempla varias especies, que se agrupan de la siguiente manera:

Brachyspira hyodisenteriae,
Brachyspira pilosicoli (Brachyspira coli + Brachyspira intermedius)
Brachyspira innocens

Las caracteristicas bioguimicas diferenciales de estas bacterias se clasifican de la siguiente manera:



i i |
Hemodlisis | Indol |Hipurato|a galja glujb glu
* **x **x
+ +

Brachyspira Intensa |+ - -
hyodisenteriae

Brachyspira Débil - - +/- +/- +
pilosicoli

Brachyspira Débil + - = + +
intermedius

Brachyspira Débil - + + - -

coli

a gal * = alfa-galactosidasa; a glu **= alfa-glucosidasa; b glu **= beta-glucosidasa

Patogenia

El periodo de infeccién varia entre 1 a 2 semanas. La morbilidad para$S. hyodisenteriae puede ser
hasta del 90 %, mientras que paraS. pilosicoli varia entre 5-50 % segun autores. La mortalidad es
hasta de un 30 % para el primer caso e inferior al 2 % para el segundo.

La movilidad de estas bacterias tiene un papel decisivo en la patogenia, puesto que experiencias
realizadas con mutantes de los genes flaA (codifica para una proteina de 44 kdal pre sente en los
flagelos) y flaB1 (codifica para una proteina de 32 kdal presente en el corpUsculo basal) colonizaban
mal la mucosa del ciego del ratén, provocando minimas lesiones y siendo incapaces de originar los
sintomas clinicos que aparecen en las lesiones de disenteria hemorragica (Euzéby, UNCAAB 1997).

S. hyodisenteriae rodea completamente a los enterocitos, mientras que S. pilosicoli se adhiere al polo
apical de los mismos. Brachyspira innocens parece carecer de poder de adhesion.

El género Brachyspira posee una hemolisina, que juega un papel importante en la sintomatologia de la
enfermedad. Este poder de hemolisis nos permite diferenciar clasicamente con la ayuda de tests
bioquimicos S. hyodisenteriae del resto de Brachyspiras. Se desconoce si la esta diferente hemodlisis se
debe a una hemolisina distinta o bien a un nivel de produccidén diferente de hemolisina.

Por otra parte la membrana externa del género Brachyspira posee un lipopolisacarido (LPS) que
también influye en la presentacién de la patologia, pues lineas de ratones poco sensibles a este LPS
no se desarrollan lesiones (Nuessen, 1982). Posiblemente este LPS tenga influya en la infeccién
estimulando la produccion de IL 1 y de TNF e impidiendo el efecto litico del complemento (Joens
1980).

Sintomatologia:

c.1 Disenteria hemorragica: Los cerdos aparecen inapetentes, malestar general y sed en muchos
casos intensa. Algunos cerdos pueden presentar un adelgazamiento muy intenso. La fiebre aparecera
en los primeros estadios de evoluciéon de la enfermedad. La diarrea variara en consistencia y color.
Estas pueden variar desde pastosas y grises a contener sangre, mucus y fragmentos de materias
necroticas.

Las formas clinicas de presentacion de la enfermedad son aguda, crénica o atipica. Cuanto mas aguda
sea su presentacidon mayor contenido en sangre aparecera en sangre y mayor sera la mortalidad. A
medida que la presentacion pasa a fases subagudas o crénicas, la aparicién en heces de mucus sera
mayor y la de sangre disminuira. También el estado general del cerdo se resentira en mayor medida
en funcion de la gravedad del proceso.

c.2 Espiroquetosis cdlica: Los sintomas clinicos son similares a los explicados anteriormente. Sin
embargo la mucosidad en heces y la melena son de menor intensidad, siendo dificilmente apreciables.

c.3 Diarrea originada por S. Innocens: algunas cepas de S. hyodisenteriae como la P280 fuertemente
hemolitica y muy préxima aS. Innocens, aislada de un caso de colitis hemorragica, pueden ser el
origen de diarreas en lechones. Esta posibilid ad también ha sido apuntada por algunos autores suecos
y por Euzéby, UNCAAB 1997. El haber encontrado en nuestros analisis en determinados casos
unicamente S. Innocens, podria dar lugar a pensar en algunos de ellos en el origen patégeno de estas
cepas entre otras posibilidades.



c. Lesiones:

A nivel macroscépico la canal y las mucosas pueden aparecer palidas. El intestino grueso aparece flacido y
congestionado a causa del edema de la subserosa. Estas lesiones intestinales que van a afectar exclusivamente
al colon y al ciego, contendran un liquido maloliente de color marrén. La mucosa pasara de estar congestionada
en las primeras fases a aparecer de escaso grosor al final. Las lesiones antiguas pueden aparecer recubiertas
de pseudo-membranas. Las lesiones en el caso de la Espiroquetosis Célica son de caracter menos grave y el
contenido intestinal tiene un origen menos hemorragico.

Microscopicamente, S. hyodisenteriae habra llegado incluso hasta la lamina propia del intestino grueso,
rodeando asi a los enterocitos. Aparece una hiperplasia de las criptas epiteliales del colon. S. pilosicoli
aparecera en forma de falso borde sobre las células epiteliales del intestino grueso.

1. MATERIAL Y METODOS

En cada una de las 76 explotaciones de donde se tomaron muestras se enviaron las muestras de heces de cinco
lechones con edades comprendidas entre 10 y 12 semanas de vida. Las heces fueron recogidas en pocillos
independientes y enviadas al laboratorio, recibiendose en un plazo maximo de 24 h. Estas muestras viajaron en
recipientes isotermos y con un sistema de refrigeracién que nos permitio recibirlas en perfecto estado de
conservacion. En el laboratorio 2 g de cada muestra fueron mezclados en un recipiente estéril. A partir de esta
mezcla de las 5 muestras se realizaron todas las pruebas.

Por otra parte en el laboratorio pusimos a punto otra técnica que nos permitio realizar el diagnostico por PCR de
L. intracellularis a partir de raspados de mucosa ileal.

Las técnicas de identificaciéon que realizamos de manera sistematica sobre las mezclas de excrementos fueron
las siguientes:



AGENTE ENFERMEDAD TIPO DE
DIAGNOSTICO

Lawsonia Enteropatia PCR

intracellularis proliferativa

Brachyspira Disenteria Cultivo sobre medio

hyodisenteriae hemorragica selectivo y
posterior
identificacion
bioquimica.

Brachyspira Espiroquetosis Cultivo sobre medio

pilosicoli célica selectivo y
posterior
identificaciéon
bioquimica.

Brachyspira Tedricamente Cultivo sobre medio

innocens apatoégeno selectivo y

(notificacion posterior
realizada Euzeby |identificacion
sobre la posibilidad | bioguimica.
de patogenicidad)

Campylobacter spp. |Diarrea Cultivo sobre medio
selectivo y
posterior
identificacion
bioquimica.

Clostridium Clostridiosis Cultivo sobre agar

perfringens sangre (doble
hemodlisis),

coloraciéon de Gram
y numeracion.
Positivo a partir de
10° UFC/m.

Salmonella spp.

Salmonelosis

Cultivo sobre medio
selectivo (DCLS,
SS, Urea, ONPG vy
serotipaje mediante
suero especifico)

E. coli hemolitico

Colibacilosis

Cultivo sobre agar
sangre y EMB, agar
y biUsqueda del
antigeno K-88
mediante la
utilizacion de un
suero especifico
(aglutinacion).

Parasitos

Diarreas

Coprologia (directa
y por flotacién)

PCR: la técnica utilizada para su realizacion fue la descrita por McOrist. Los ciclos utilizados para la
PCR fueron de 94, 53y 72 °C, por lo que pensamos que hemos realizado nuestras pruebas con una
alta sensibilidad especifica. Investigaciones en curso intentan mejorar esta técnica haciéndola mucho
mas rapida y menos costosa.



2. Para la deteccion de gérmenes anaerobios utilizamos una estaciéon de cultivo anaerobia cuya

atmosfera estaba constituida por 80 % de nitrégeno, 10 % de hidrogenoy 10 % de CO2. Los medios
de cultivo utilizados fueron los siguientes:

Agar sangre (AS): Clostridium perfringens.
Agar sangre Brachyspira (ASS): Brachyspira spp. y Campylobacter spp.

El medio ASS era selectivo, evitando asi la proliferacion de gérmenes indeseados. La constituciéon del medio era
la siguiente:

Tripticasa soja agar 40 g ‘

Sangre de cordero 50 ml ‘

Espectinomicina (solucion 8 |200 mg
mg/mil)
Colistina (solucion 0.5 mg/ml) |6.25 mg ‘

Vancomicina  (solucibn 0.5 (6.25 mg

mg/ml)

Rifampicina (solucién 1/12.5 mg

mg/ml)

Espiramicina (solucién 2|25 mg

mg/ml)

Agua desmineralizada 950 ml |

La sangre y las soluciones con los antibiéticos fueron afiadidos a una temperatura de 50 ©°C después de la
utilizacion de un autoclave. El medio se repartié en placas de Petri a razén de 25 ml/placa.

4. APORTACIONES REALIZADAS PARA LA MEJORA DEL
CULTIVO Y LA DETECCION DE BRACHYSPIRA SPP.:

1. Eleccién del tipo de siembra:

Realizamos dos tipos distintos de siembra y aplicamos dos tipos de filtros diferentes, para en este caso
comprobar si las espiroquetas podian atravesarlo, sirviendo asi de filtro (esquema n® 2). Ademas testamos una
solucién enriquecida que es utilizada comunmente en bacteriologia clasica, PolyVitexO, para comprobar si esto
podria tener algin efecto beneficioso para el crecimiento de Brachyspira spp.

a. Método lineal:

Siembra a partir de un escobillén contaminado

b. Método del bisturi:

Deposicion de una solucién de heces contaminadas




C.

Método de los filtros:

Se deposita una gota de solucion contaminada sobre un filtrode 1.2mmo
de 1.5 mm. Posteriormente utilizar el método de linear.

Sobre tres tipos de agar se sembraron soluciones contaminadas obteniendo los siguientes resultados:

Método linear Método del | Método con | Método con
bisturi un filtro dejun filtro de 5
1.2 mm mm
Agar o] Brachyspira Brachyspira Brachyspira Brachyspira
sangre poco abundante y no |poco poco poco
aislada abundante abundante abundante
o] Fuerte pero aislada | pero aislada pero aislada
contaminacioén en el extremo Rara |- Muy rara
de las estrias |contaminacion [contaminaciéon
del bisturi
Fuerte
contaminacién
Agar 0 Brachyspira Brachyspira Brachyspira Brachyspira
sangre abundante y aislada |abundante vy |poco muy poco
Brachyspira 0 Contaminacion |aislada en el |abundante abundante
en los bordes de las |borde de las |- Sin |- Sin
siembras estrias contaminacién |contaminacion
Algunos
contaminantes
Agar o] Brachyspira Brachyspira Brachyspira Brachyspira
sangre abundante y aislada abundante vy |poco muy poco
Brachyspira o] Contaminacién |aislada en el labundante abundante
enriquecido en los bordes de las |borde de las|- Sin |- Sin
con siembras estrias contaminacion |contaminacion
PoliVitex Algunos
contaminantes

b.

Conclusiones:
Brachyspira se desarrolla bien en los tres métodos, pero el algunos casos no obtenemos un
cultivo puro, principalmente en el caso del AS, medio no selectivo y enriquecido.

La utilizacién de PoliVitex no parece afectar a los resultados.
Con el método de los filtros disminuimos las contaminaciones bacterianas, pero también la
cantidad de bacterias que crecen en el medio. El movimiento en serpentin de la bacteria

(0]

(o]
(0]

parece dificultar su paso a través de los filtros.

Decidimos tener en cuenta de los resultados el método del bisturi en funcién de las bajas
contaminaciones bacterianas y los elevados crecimientos obtenidos. El movimiento de
Brachyspira le permite migrar hasta el final de las estrias originadas por la lamina del bisturi.
Para mejorar la pureza del cultivo resembramos la muestra en otro medio ASS.




4.2 Eleccion del tipo de atmosfera.

Brachyspira se desarrolla en anaerobiosis, aceptando débiles cantidades de oxigeno. Nosotros
testamos el crecimiento de Brachyspira hyodisenteriae en estacion de anaerobiosis (80 % de
nitrégeno, 10 % de hidrégeno y 10 % de CO2) y en jarras de anaerobiosis. El resultado de esta
prueba fue que en las jarras de anaerobiosis no se observé crecimiento alguno hasta 7 dias después
de su siembra. En la estacion de anaerobiosis se observé crecimiento de S. hyodisenteriae 24 horas
después de su siembra.

Por lo tanto todas las pruebas fueron realizadas en la estacién de anaerobiosis. Sin embargo segun
resultados obtenidos en otros laboratorios, el crecimiento de Brachyspira hyodisenteriae es viable en
jarras de anaerobiosis.

3. Eleccion de la temperatura.

Testamos el crecimiento de S. hyodisenteriae y de S. innocens a 37 y a 42 ©C, pues segln Bregey’s
Manuel, las temperaturas optimas de crecimiento de estas dos bacterias estan comprendidas entre 37
y 40 °C. Estos resultados fueron los siguientes:

I T T

Brachyspira o] Abundante |- Abundante
hyodisenteriae o] Fuerte b |- Fuerte b
hemodlisis en los |hemdlisis en los
bordes francos bordes difusos
Brachyspira o} Abundante |- Abundante
innocens o Débil b | Débil b
hemodlisis hemodlisis

Estos resultados confirman que efectivamente 37 y 42 ©C son las temperaturas 6ptimas parasS.
hyodisenteriae y S. innocens. Para la Gltima no se observé diferencias en la intensidad de la hemodlisis.
Sin embargo esta fue més intensa a 37 ©C para el caso de S. hyodisenteriae.

Por lo tanto la temperatura que adoptamos fue la de 37 ©C para la estacién de anaerobiosis.

3. Periodo de crecimiento: no se conocia el tiempo real de crecimiento de las

distintas especies de Brachyspira. Nosotros realizamos un seguimiento durante 4
dias de cada una de las especies. Los resultados fueron los siguientes:




Brachyspira

Brachyspira

Brachyspira

hyodisenteriae innocens pilosicoli
24 h |Presencia (++) |Ausencia de
después crecimiento
48 h |Presencia Presencia (++) Presencia (++)
después |(+++)
72 h |Presencia Presencia (++) Presencia (++)
después | (+++)
96 h |Presencia Presencia Presencia
después | (+++) (+++) (+++)

4. (++) Abundante

(+++) Muy abundante

6. Conclusién: en todas las siembras que realizamos observamos siempre el mismo
efecto: se observa crecimiento de S. hyodisenteriae alas 24 horas de su siembra,
mientras que S. pilosicoli y S. innocens no lo hacen hasta pasadas 48 horas. Este
caracter no ha sido publicado hasta el momento y permite diferenciar de un modo
objetivo S. hyodisenteriae. Este caracter se debe tener ain mas en cuenta que la
hemolisis, descrita hasta ahora como un método fiable de diferenciacién entreS.
hyodisenteriae y el resto de Brachyspiras. La hemdlisis en algunos casos es relativa
y no permite diferenciar siempre las bacterias que estudiamos.

7. Sistemas de identificacion bioguimico.

o

Siempre utilizamos cepas de referencia en nuestros test bioquimicos facilitadas por la Dr. Gill R.
Thomas del SAC Veterinary Service Laboratory, Escocia.

Testamos dos tipos de baterias estandarizadas y comercializadas: ID32A y Api Zym. En estas baterias
se utilizan muchos tipos de reactivos que no aportan una diferenciacién claray no aparecen todos los
caracteres esenciales. La problematica encontrada en estos dos tipos de galerias enzimaticas fue
siguiente:

O ID32D: en los pocillos donde el reactivo Fast Blu (para el test de la fosfatasa alcalinay los
aminoacidos) era afiadido las coloraciones no eran nitidas, impidiendo asi un diagnostico
claro y objetivo. Este problema fue resuelto utilizando un reactivo resguardado
completamente de la influencia de la luz. Por otra parte este test carece de los testa -
galactosidasa, a -glucosidasa y b -glucosidasa, que son muy importantes para la
diferenciacion entre las distintas especies.

O Api Zym: esta bateria de indentificacion presenta el problema de carecer de los test indol e
hipurato que son necesarios para la indentificacion de S. hyodisenteriae.

En vista de los resultados obtenidos nos hemos visto forzados a poner a punto una bateria de

identificaciéon que constase de los siguientes elementos: indol, hipurato, a -galactosidasa, a -
glucosidasa y b -glucosidasa.

0. Test Indol: busqueda del indol proveniente de la degradacién del triptofano por la
triptofanasa con liberacion de amoniaco y de acido piravico. Podemos realizar dos tipos de
test mediante "Diagnostic Tablets" de EUROBIO.

1.a Test Indol/TDA: se realizauna suspensién densa de Brachyspira spp. En 0,25 ml de
suero fisiolégico y una capsula de "Diagnostic Tablets" debe ser afiadida. Se realiza una
incubacién a 37 ©C durante 4 horas. A continuacion se afiaden 3 gotas de reactivo de James.
Al cabo de 3 minutos, una coloracién roja apareceréa cuando exista produccién de Indol.

1.b Test "Indol Spot": el cultivo de las bacterias debe ser realizado en un medio que
contenga triptéfano o triptona, como es el caso para el Agar Sangre Brachyspira. En un tubo
de ensayo se aplastara una capsula de "Diagnostic Tablets" y se afladira 3 -4 gotas de HCI 2
N. Esta mezcla se agitara durante 30 segundos y su contenido se depositara sobre un papel
filtro sobre el que se afiadira un escobilléon con la muestra bacteriana a testar. El positivo se
confirma con un viraje a color azul.

En estos dos tipos de test obtenemos los siguientes resultados:



Brachyspira + Rojo + Azul
hyodisenteriae

Brachyspira innocens - Amarillo - Blanco I
Brachyspira pilosicoli = Amarillo = Blanco ‘

1. Eltest hipurato: capacidad para hidrolizar mediante la hipurato hidrolasa el hipurato en

acido benzoico y en glicina. Esta ultima se pone en evidencia en el test por la adiciéon de una
solucién de ninhidrina.

Para la realizacion de e ste test hay que realizar una solucién de hipurato de sodio a 50
mg/ml, concentraciéon que corresponde a la saturaciéon de este compuesto en el agua
destilada.

Por otra parte realizamos una prueba con una capsula de Diagnostic Tablets que diluimos
con 0,25 ml de suero fisiolégico y una muestra de las colonias a testar. La mezcla se incub6
a 37 °C durante 4 horas. Posteriormente se afiadieron 5 gotas de solucién ninhidrina a 3,5
% y el tubo fue nuevamente incubado a 37 °C durante 10-15 minutos.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Solucién con 50 Diagnostic Tablets
mg/ml

de hipurato de
sodio

Brachyspira - -
hyodisenteriae

Brachyspira - +
innocens

Brachyspira + +
pilosicoli

Por lo tanto los dos métodos son validos y permiten diferenciar S. pilosicoli de las otras dos

testadas. Si podemos decir que el segundo tipo de test facilita enormemente el trabajo del
técnico de laboratorio.

2. Test a-galactosidasa, a -glucosidasa y b -glucosidasa: para cada test, una suspensiéon densa
de cultivo bacteriano debe ser preparada en 0,25 ml de suero fisiol6gico con una capsula de
glucosidasa y ser incubado el conjunto a 37 ©C durante 4 horas. El desarrollo de una
coloracion amarillenta en el sobrenadante indica la liberacién de nitrofenol, signo de una
reacciéon positiva.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

a- b -
galactosidasa| glucosidasa | glucosidasa

Brachyspira + + -
hyodisenteriae

Brachyspira + + +
innocens

Brachyspira - - +

pilosicoli




Conclusion sobre los test bioquimicos realizados sobre Brachyspira spp.: estos 5
test realizados con las capsulas de "diagnostic Tablets"” son perfectamente fiables para la

investigacion de Brachyspira spp. Ellos pueden ser utilizados para establecer una bateria
bioquimica en pocillos.

3. Testde conservacion en frio: realizamos dos tipos de pruebas para saber cual
era el método de conservacion mas adecuado. Los dos test utilizados fueron:

f.1 Micro-bolitas: estas son capaces de resistir muy bajas temperaturas y su porosidad
permite la adherencia de bacterias. Se utiliza una solucién crioprotectora sobre la que se
siembra un escobillén contaminado. Después de proceder a una agitacion se absorbe el resto
de solucién mediante una pipeta Pasteur. Las micro bolitas fueron congeladas a-20°C
(desaconsejado por el suministrador) y a -70 °C. Posteriormente a la congelacion y
descongelacion una de estas microbolitas es depositadas sobre ASS y una vez superpuesta
la tapadera es agitada en todos los sentidos, consiguiendo asi la siembra del cultivo.
Posteriormente, se realiza un cultivo de la placa de Petri a 37 °C.

f.2 Leche descremada: actia como solucién crioprotectora puesto que puede ser congelada a
bajas temperatures y su composicion permite aportar a las bacterias proteinas, vitaminas y
otros constituyentes necesarios. Mediante una muestra de cultivo realizado sobre ASS, se
realiza una solucién en un tubo Eppendorf que se congela a —20 °C o a —70 °C.
Posteriormente a su descongelacioén se realiza una siembra en ASS por el método lineal.

: : |
- Brachyspira hyodisenteriae Brachyspira innocens

Microbolitas Leche Leche Microbolitas Leche Leche
-70°C -20°C -70°C -70°C -20 °C -70°C
Siembra Algunos Cultivo Cultivo Algunos Cultivo Cultivo
1 puntos de |abundante |abundante | puntos de abundante | abundante
hemodlisis hemodlisis
Siembra | Cultivo poco Cultivo Cultivo Sin Cultivo Sin
2 abundante |abundante |abundante | crecimiento poco crecimiento
bacteriano abundante | bacteriano
apreciable apreciable
Siembra Desarrollo Cultivo Cultivo Sin Crecimiento | Crecimiento
3 depués de 72 |abundante |abundante | crecimiento | al cabo de | al cabo de
horas bacteriano 96 horas 72 horas,
apreciable abundante
a las 96
horas

Segln estos resultados las microbolitas no son adecuadas para la conservaciéon de Brachyspiraspp..
Cabria la posibilidad de establecer dos hipdtesis: o bien la solucién crioprotectora no protege

suficientemente a las bacterias contra el frio o bien no es un medio que permita la supervivencia de
estas.

Sin embargo, los resultados obtenidos con la leche desnatada son satisfactorios. La leche es un buen
crioprotector para Brachyspira spp., obteniendose mejores resultados a—70 °C que a—20 °C, debido
a la mayor lentitud de congelacion a—20 °C, originandose muy posiblemente en este caso una
alteracion de las membranas bacterianas. Por lo tanto aconsejamos la conservacion de todas las
espacies de Brachyspira a —70 ©C en leche descremada.



5.- RESULTADOS DE LOS ANALISIS REALIZADOS:

En el estudio realizado por SANOFI SANTE NUTRITION ANIMALE y el LD Frank Duncombe,
podemos apreciar una mayoritaria implicacion deE. colihemolitico en las muestras tomadas. Su
implicacion es del 64,5 % de los casos. Este es el primer agente patégeno implicado en la aparicion de
diarreas grises o inespecificas. Por otra parte el antigeno k -88 fue determinado en 14 casos sobre 49
detecciones de E. coli hemolitico, es decir un 28,6 % de estos casos.

Hasta ahora en Francia la lleitis hemorréagica asi como los problemas originados por Brachyspira
hyodisenteriae o Brachyspira pilosicoli se consideraban inexistentes o minoritarios. Queda mediante
este estudio demostrada la importancia de estas enfermedades, destacando la importancia de
Lawsonia intracellularis (18,4 %) como segundo agente patdgeno en la patologia de digestiva de
origen bacteriano. Cabe destacar la importancia del genero Brachyspira, con unaincidencia de 9,2 %,
5,3 % y 17,1 % respectivamente para S. hyodisenteriae, S. pilosicoli y S. innocens.

Por otra parte encontramos tan sélo un 9,2 % y un 6,6 % respectivamente para Salmonella spp.Y
Clostridium perfringens. Las especies de Salmonela encontradas fueron las siguientes: S. bredeney, S.
enterica y S. tiphimurium.

Cabe citar la aparicion de Campylobacter spp. Implicado en un 5,3 % de los casos estudiados. No
determinamos la especie de Campilobacteria, pero podemos decir que teniendo en cuenta que en
otros estudios publicados s6lo una pequefia proporciéon corresponde a C. mucosalis y C.
hyointestinalis, principales patégenos de este género, se puede llegar a pensar que su incidencia real
en la patologia digestiva es minima.

Por ultimo cabe citar que en el 19,7 % de los casos se detectaron parasitos intestinales. Sobre estos
15 casos:

1 correspondia a 2 Balantidium coli/g de heces aislados,

1 correspondia a menos de 50 huevos/g de heces de Trichuris suis,

0 13 correspondian a ooquistes de coccidios. De ellos, s6lo en 4 casos habia méas de 400
ooquistes/g heces, siendo la tasa mayor de infestacion de 3.200 ooquistes g/heces. Cabe

pensar que estas tasas de infestacién no son causa mayor de la patologia presentada, si bien
no existe una relacion directa entre en n® de ooquistes y los sintomas digestivos existentes.

oo

RESULTADOS DEL ESTUDIO DIARREAS GRISES
EN TRANSICION (76 EXPLOTACIONES)
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Gréfica n® 1. LI. Lawsonia intracellularis / SH. Brachyspira hyodisenteriae / SP. Brachyspira pilosicoli /
Sl. Brachyspira innocens / CA. Campylobacter spp. / CP. Clostridium perfringens / SA. Salmonella
spp. / CO. E. coli hemolitico. / PA. Parasitos / NEG. Negativos

Si analizasemos Unicamente los casos en los que detectamos algun agente patdgeno y descartasemos
los casos negativos, obtendriamos la siguiente gréafica (n° 2):
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Gréfica n° 2.

Entre los diferentes casos aparecen tan s6lo 32, en los que aparezca un Unico agente considerado
como patégeno, 29 casos en los que aparezcan implicados 2 agentes patégenos, 8 casos en los que

aparece implicados 3 agentes patégenos y un Unico caso en el que habia 4 agentes patégenos. Esto
queda representado en la grafica n° 3.

NUMERO DE AGENTES PATOGENOS
DIAGNOSTICADOS
(POSITIVOS - 70 EXPLOTACIONES)

3 AGENTES 4 AGENTES

1% 1%
1 AGENTE m 1 AGENTE 32770
46% m2 AGENTES 29770
m3 AGENTES 8770
2 AGENTE o4 AGENTES 170
41%

Gréfica n° 3.

En cuanto a la distribuciéon de los patégenos en cada una de las situaciones, podremos apreciar los
resultados en las graficas n® 4, 5y 6. En el caso en el que se diagnosticaron 4 agentes patégenos, se

encontraron implicados: L. Intracellularis, Campylobacter spp., Clostridium perfringens y E. coli
hemolitico.
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Gréfica n° 4.
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Gréfica n® 6

6. DISCUSION

9.

10.

1. PRUEBAS BIOQUIMICAS

Hasta ahora se habia dudado en Francia de la importancia de S. hyodisenteriae y
no se habia llegado a diagnosticar laboratoratorialmente ningdn caso de S.
pilosicoli. Esto quiza venia dado por la dificultad de un diagnostico préactico, rapido
y en parte a que nadie hasta el momento habia utilizado una estacién anaerobia en
este pais para el diagnostico de Brachyspiras. Nosotros aplicamos en parte,
técnicas conocidas gracias a la ayuda de LABOFARM y a publicaciones

internacionales. Estas técnicas fueron notablemente mejoradas en cuanto a los test
bioquimicos de analisis, obteniendo asi una bateria de pruebas sencilla.

Estas técnicas se utilizan en la actualidad por el laboratorio donde realizamos este
estudio. Somos conscientes que la fiabilidad y rapidez de las técnicas bioquimicas
no pueden compararse con la técnica PCR, existente paraBrachyspira spp. en
estos momentos en algunos paises. Sin embargo, para muchos laboratorios que no
disponen de un aparato de PCR, estamos poniendo en sus manos la informacion
necesaria para realizar un diagnostico que permitira a muchos clinicos de campo
obtener informacién con respecto a la patologia existente en las explotaciones que
visitan.

Por otra parte en el transcurso de este estudio hemos obtenido mucha informacién
sobre el método PCR para el diagnostico de L. intracellularis. Tanto en el
Laboratorio Frank Duncombe, como en LABOFARM, estrechos colaboradores en el
estudio, se continla trabajando sobre esta técnica. Avances para dar una mayor
rapidez al diagnostico de esta bacteria, serdn objeto de publicaciones
préximamente.

Pensamos que la intensidad de la hemdlisis originada no es un criterio objetivo de
diferenciaciéon entre Brachyspiras. En algunos casos la fuerte o débil hemdlisis nos
plante6 dudas al respecto.

2. DISCUSION SOBRE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO SOBRE LAS DIARREAS
GRISES

Una vez analizados los resultados, cabe pensar en el interés de la utilizacién de diversos
agentes antibacterianos al mismo tiempo para permitirnos cubrir el espectro mas amplio
posible. Unicamente, en un 32 % de los casos (45 sobre 70) encontramos implicado a un
s6lo agente patégeno.

La tasa de 20 % paral. intracellularis se aproxima a la publicada en otros paises, siendo, no
obstante algo inferior. En los analisis realizados con raspado de mucosa, la tasa se
aproximaba al 30 %, pero en parte las muestras sobre las que realizamos estos analisis
provenian del laboratorio departamental de Ploufragan, donde se realizaba una técnica de
corte histolégico. Ante muestras evidentes de adenomatosis intestinal y resultados negativos
a la coloracién argéntica, estas muestras eran conducidas a nuestro laboratorio. Pensamos
sin embargo, que el mezclar 5 muestras de heces fue origen de falsos negativos.
Actualmente se estd mejorando la sensibilidad de la técnica, por lo que posiblemente el
porcentaje de diagnostico de la enfermedad sea sensiblemente superior.

CONCLUSIONES

1. CONCLUSIONES SOBRE LOS TEST BIOQUIMICOS (sobre Brachyspira spp.)
Método de siembra: el mas adecuado es el del bisturi.
Tipo de medio de cultivo: se deberia utilizar preferentemente el medio descrito como Agar
Sangre Brachyspira.
La atmodsfera en la que obtuvimos los mejores crecimientos fue la anaerobia originada en
una estacion de anaerobiosis.

11. La temperatura mas adecuada para el crecimiento de Brachyspira spp. es la de 37 ©C.



12. Brachyspira hyodisenteriae crece a las 24 horas de su siembra, habiéndose observado hasta
el momento este caracter. La velocidad de crecimiento parece ser un medio de diferenciar a
S. hyodisenteriae de S. pilosicoli y S. innocens.

13. Para la diferenciacion bioquimica los siguientes test han sido los que nos han dado mejores
resultados a nivel de objetividad y rapidez en la obtencién de resultados:

O Indol: Spot y TDA.

O Hipurato: hipurato de sodio y Diagnostic Tablets.

O Test a -galactosidasa, a -glucosidasa y b -glucosidasa: Diagnostic Tablets.

3. El método de conservacion en frio méas adecuado entre los testados fue la leche desnatada a
—70 °C.

4. La hemodlisis es un criterio subjetivo y no prioritario para el diagnostico de Brachyspira

hyodisenteriae.

7.2 CONCLUSIONES DEL ESTUDIO SOBRE LAS DIARREAS GRISES.

5. Queda establecida como primer agente bacteriano y parasitario E. coli hemolitico con un 70
% de casos y L. intracellularis como segundo con un 20 % de casos para los casos en los
que encontramos algun agente patégeno de los estudiados, teniendo en cuenta quekE. coli
no hemolitico no fue estudiado. La presencia de agentes parasitarios queda también
demostrada, pero no nos atrevemos a juzgar su importancia en la patologia digestiva.

6. En un segundo plano aparecen implicados S. hyodisenteriae, S. pilosicoli, Clostridium
perfringens y Salmonella spp.. Dudamos de la importancia, a nivel de patologia digestiva, en
la incidencia de los casos de Campylobacter spp.. Las especies Salmonelas encontradas
fueron: S. bredeney, S. enterica y S. tiphimurium.

7. Se deberia tener en cuenta la posibilidad de mas de un agente patégeno a la hora de enfocar
un problema patolégico digestivo.

8. Segun las informaciones recogidas en publicaciones internacionales y la Gnica aparicion deS.
innocens en algunos de los casos, se deberia pensar en este agente a la hora de establecer
un tratamiento en una explotacién porcina en la que se haya diagnosticado.

9. Hemos diagnosticado por primera vez en Francia casos de S. pilosicoli, por lo que
confirmamos su existencia en este pais.
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