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Colibacilosis en conejos: vacunas

Miguel Blanco, Jesus E. Blanco y Jorge Blanco’

Las enteritis causadas por los Escherichia coli
enteropatégenos (ECEP) son una de las principales
causas de enfermedad, mortalidad y pérdidas eco-
ndémicas en las granjas comerciales de cria de cone-
jos. Entre los ECEP aislados en Esparia predominan
las cepas altamente virulentas no toxigénicas del
bioserotipo 0103:K-:H2 (ramnosa negativas). La ad-
ministracion oral de vacunas elaboradas con bacte-
rias vivas atenuadas puede resolver en un futuro
muy cercano las diarreas provocadas por los ECEP
0103:K-:H2.

Problematica de la colibacilosis

Las enteritis o diarreas son una de las principales
causas de enfermedad, mortalidad y pérdidas econémi-
cas en las granjas comerciales de cria de conejos. Los
animales afectados se deshidratan como consecuencia
de la constante pérdida de agua y electrolitos. Tiene
lugar una hipoalimentacion debida a la falta de absorcién
de nutrientes, lo cual es especialmente grave en los
gazapos ya que generalmente tienen pocas reservas de
glucoégeno en el higado. El resultado es una pérdida
pronunciada de peso y un retraso en el crecimiento.
Ademas, cerca del 30% de los gazapos diarreicos mue-
ren (1).

Se trata e un sindrome que, presentando una etiolo-
gia multifactorial, afecta fundamentalmente a conejos
lactantes (7 a 12 dias) y recién destetados (4 a 6
semanas). Las enteritis en los conejos pueden ser provo-
cadas por bacterias (Escherichia coli, Clostridium spp.,
Salmonella spp. y Bacillus piliformes), virus (rotavirus) y
parasitos (coccidios). Los tres agentes etiologicos mas
frecuentes son los Escherichia coli enteropatogenos
(ECEP), los rotavirus y los coccidios. Las infecciones
mixtas, provocadas por ECEP vy rotavirus o por EPEC y
coccidios, son también bastante usuales (1,2).

Este articulo se centra fundamentalmente en los
aspectos microbiologicos de las enteritis causadas por
los ECEP. A éstos se les atribuye el 34% de los casos de
diarrea en gazapos ocurridos en granjas de Canada (1),
el 40% de los casos en Bélgica y Holanda (2) y mas del
50% de los casos en Francia (3). Nuestros datos, obte-
nidos en Zaragoza, Teruel y Galicia, indican que en las
granjas espanolas son responsables de cerca de la
mitad de los casos (4, datos no publicados).

Entre los factores que favorecen las diarreas por
ECEP, también conocidas como colibacilosis, pueden
destacarse: las malas condiciones higiénicas de manejo,
la supresion de la ingestion de calostro, las coccidiosis y
virosis, las temperaturas extremas (frioy calor), el estrés
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y factores relacionados con la dieta aiimenticia. Asi, los
piensos que tienen menos de un 10% de fibra cruda
provocan un exceso de bicarbonato sérico y, como
consecuencia, un aumento del pH intestinal que facilita
el crecimiento de E.coli, fundamentalmente en el ciego
(5).

E.colies uno de los microorganismos mas abundan-
tes delafloranormal delintestino grueso delhombre y los
animales. Se elimina al exterior por las heces y puede
sobrevivir cierto tiempo en el agua y los alimentos, de
manera que su aislamiento es un indicador de contami-
nacion fecal reciente. Cuando nos liega al laboratorio de
Microbiologia Clinica una muestra fecal de una persona
0 un animal con diarrea, sabemos que al realizar el
correspondiente coprocultivo van a crecer, con toda
probabilidad, colonias de E.coli. Entonces el problema a
resolver es saber si se trata de un E.coli enteropatogeno
(ECEP) o de una cepa no patogena que forma parte de
la flora normal intestinal, lo que no siempre resulta
sencillo. No obstante, en el caso que nos ocupa, que es
el de las diarreas en conejos, la cuestion es algo menos
complicada ya que E.coli se encuentra normalmente en
muy baja concentracion en las heces de la mayor parte
de los conejos sanos. Porlotanto, sial sembrar las heces
de un conejo con diarrea nos encontramos con un
crecimiento confluente y abundante de E.coli, es bastan-
te probable que la cepa aislada sea enteropatogena (6).

La colibacilosis del conejo: antecedentes

Desde casi principios de siglo se sabe que E.coli
puede producir enteritis en conejos, pero hasta 1977 no
se pudo establecer el mecanismo que les permitia cau-
sar diarrea. Fue en ese ano cuando los americanos
Cantey y Blake (7), trabajando con la cepa RDEC-1 del
serotipo O15:K-:H-, determinaron que los ECEP para
conejos presentaban un nuevo mecanismo de
enteropatogenicidad. Esta cepa, a diferencia de los
E.coli K88+ y K99+ que causan diarrea en lechones y
terneros, no produce enterotoxinas. Ademas, tampoco
es capaz de penetrar dentro de los enterocitos, es decir,
no es enteroinvasiva. Sin embargo, cuando se adminis-
tra oralmente a conejos destetados provoca una diarrea
severa con una alta tasa de mortalidad. La cepa RDEC-1
posee la adhesina fimbrial AF/R1 que le permite adherir-
se y colonizar el epitelio intestinal (8). Una vez que las
bacterias estan adheridas, se ponen en contacto directo
la pared celular de la célula bacteriana con la membrana
apical de los enterocitos, y unas proteinas de la pared
celular codificadas por el gen EAE terminan danando las
vellosidades intestinales y eliminando los microvilli de los
enterocitos. Precisamente por esta propiedad de unirse
intimamente a los enterocitos y barrer sus microvilli, los
E.coli enteropatégenos que causan diarrea en conejos
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también se conocen con el nombre de attaching and
effacing E.coli (9,10,11,12).

Peeters et al. (13,14), tras realizar infecciones expe-
rimentales en conejos lactantes y destetados, liegaron a
la conclusion de que existen dos tipos de E.coli
enteropatdgenos: unos que son capaces de provocar
diarrea en conejos lactantes y otros que inducen enteritis
en conejos destetados (Tabla 1). Los primeros colonizan
todo el intestino delgado y el grueso, mientras que las
cepas responsables de diarrea en animales destetados
se multiplican Unicamente en la parte distal del intestino
delgado (ileon), en el ciego y colon. A pesar de este
diferente tropismo por grupo de edad, ambos tipos de
cepas enteropatdgenas se comportaban como attaching
and effacing E.coli, dafando las vellosidades intestina-
les y barriendo el borde coliado de los enterocitos. Los
estudios de Peeters et al. {14), realizados con cepas de
E.coli aisladas en Bélgica y Holanda, también pusieron
de manifiesto que la mayor parte de los ECEP para
conejos pertenecen a un reducido numero de serotipos
y que las cepas patdgenas para conejos lactantes
(O109:K-:H2) presentaban diferentes serotipos que las
aisladas de conejos destetados con diarrea (O15:K-:H-,
020:K-:H7, 0103:K-:H2, 0128:K-:H2, O132:K-:H2 y
0153:K-:H7).

Tabla 1. Colibacilosis experimental con ECEP en gaza-
pos lactantes y destetados.

N2 de conejos con diarrea
/total infectados oralmente!

E.coli lactantes destetados
aislados de 24a48h 5 semanas
Conejos con diarrea

Lactantes 19/26 (73%) 1/17 (6%)
Destetados 0/10 67/77 (87%)
Conejos sanos 0/15 0/9

Peeters y col, 1984

' A los conejos lactantes se les administraron 0,5 x 10°
bacterias y a los destetados una dosis de 2 x 10°

En 1985 Okerman y Devrise (15) desarrollaron un
sistema de biotipado, basado en el patrén de fermenta-
cion con seis azucares y el caracter movil (H+) o inmovil
(H-), que ha resultado muy util en el establecimiento de
la enteropatogenicidad de los E.coli aislados de gaza-
pos. Posteriormente, el equipo de Peeters (16) biotipo
los ECEP aislados en Bélgica y Holanda siguiendo el
esquema desarrollado por Okerman y Devrise, compro-
bando que las cepas mas patégenas eran las moviles de
los biotipos 1+, 2+ y 8+, y las inmdviles del biotipo 3-
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(Tabla 2). Ademas, comprobaron que existia una buena
correlacion entre los biotipos y los serotipos de las cepas
patégenas, de modo que llegaron a la conclusion de que
las cepas moviles del bioserotipo 1+ O109:K-:H2 produ-
cian diarrea en conejos lactantes, que las cepas del
bioserotipo 2+ 0132:K-:H2 provocaban una diarrea mo-
derada en conejos destetados, y que las cepas de los
bioserotipos 3- O15:K-:H- y 8+ O103:K-:H2 eran muy
virulentas para conejos detetados. Por lo tanto, los
estudios del grupo de Peeters dejaron claro cuales eran
los bioserotipos de los ECEP que causan diarrea en las
granjas de cria de conejos en Bélgica y Holanda. En
estos paises predominan las cepas altamente virulentas
del serotipo O15:K-:H-, aunque también se aislan con
relativa frecuencia las de los serotipos O109:K-:H2 y
0132:K-:H2. Sinembargo, las cepas altamente patégenas
del serotipo O103:K-:H2 son raramente aisladas.

Tabla 2. Biotipos de E.coliy enteropatogenicidad detec-
tados en Bélgica y Holanda

n? de n? de cepas que provocaron
cepas lesiones en el epitelio intestinal
Biotipo | ensayadas en conejos de 5 semanas'

1+ 25 17 (68%)
2+ 38 22 (59%)
3- 17 15 (88%)
8+ 9 9 (100%)
Otros 33 9 (27%)

Peeters y col, 1988

' Lesiones tipicas de attaching and effacing E.coli. La
dosis administrada oralmente fue de 2 x 10°bacte-
rias.

Camguilhem y Milon (3), después de serotipar 575
cepas de E.coliaisladas de 175 conejos destetados con
diarrea en 119 granjas diferentes de Francia, encontra-
ron que mas del 50% de las cepas pertenecian al
serogrupo O103 (Tabla 3). Después de realizar el
biotipado de las cepas aisladas en Francia comprobaron
que casitodas las cepas que no fermentaban la ramnosa
pertenecian al serogrupo O103 (70 de 74; 94%) y que las
gran mayoria de las cepas del serogrupo O103 eran
ramnosa negativas (70 de 72; 97%). Tras realizar infec-
ciones experimentales en gazapos destetados de 5
semanas, Camguilhem y Milon (3) llegaron a la conclu-
sion de que existian dos tipos de ECEP para conejos
destetados: E.colimuy virulentosy E.colimoderadamen-
te virulentos. Las cepas muy virulentas provocan una
diarrea liquida severa, deshidratacion, pérdida drastica
de peso y muerte entre los 5 y 14 dias después de la
administracion oral de las bacterias. Por su parte, las
cepas moderadamente virulentas provocan diarreas le-
ves, sin deshidratacion, que se producen entrelos2y 10
dias después de la infeccion oral experimental. Estas

19



GRANJA CUNICOLA

. /C 2, "marti agusti”

ULLASTRET
n.° registro G. 849-001

CONTROLES INDIVIDUALES
CONTROLES DE LINEAS
CONTROLES DE RAZAS

* conejos reproductores mejorados
en base a:

(AGP) razas puras: NEOZELANDES BLANCO y CALIFORNIANO
(GP) cruces seleccionados: lineas hembra (MP/MM) y macho (PP/PM)

Q d PEDIDOS E INFORMACION:

calle Notaria, 9
sanidad sanidad 17133 ULLASTRET

rusticidad ardor sexual (Girona)
prolificidad crecimiento

instinto maternal conformacioén

viabilidad rendimiento =3 972-7577 71

Con el sistema mas avanzado en Europa y EEUU...
MEJOR SANIDAD Y MAYOR RENTABILIDAD

SUPERFLOKS

UN PRODUCTO MUY ABSORBENTE, SUAVE, ESPONJOSO E HIGIENICO, QUE SUBSTITUYE A LA PAJA'Y OTROS, EN
LA CAMA DEL NIDAL Y CON EL QUE PODRA OBTENER:

MAS GAZAPOS: Al disponer de una cama de nido superhigiénica SUPERFLOKS esté envasada al vacio. Sin peligro de contagios.

MAS SANOS: SUPERFLOKS no transmite infecciones.
No es punzante. Limpio de polvo, envasado muy higiénico ya que impide el contacto con insectos, ratas, ratones, gatos, etc.

MENOS COSTO: Por su capacidad de almacenamiento, manipulacion y precio, la cama de nido SUPERFLOKS es un producto econdmico.
MENOS TRABAJO: Con un poder de absorcion, SUPERFLOKS es, cinco veces superior al de la paja. Gran ahoro de reposicion de camas durante la lactacion.

PIDA MAS INFORMACION A :

CUNICULTURA FREIXER
GRANJA CAN RAFEL

Ctra. de Vidra, km. 5'500 - 08589 - STA. MARIA DE BESORA (Barcelona)
Tel. (93) 852 90 02 /852 91 21 /852 91 36 - Fax (93) 852 90 51




BOLETIN DE CUNICULTURA N° 68 « JULIO-AGOSTO 1993 »

Tabla 3. Serogrupos de las cepas de E.coliaisladas en
Francia de conejos destetados con diarrea.

n® de cepas
Serogrupos (n=575)

02 17 (3%)
015 1 (0,2%)
068 23 (4%)
085 8 (1%)
0103 308  (54%)
0128 19 (3%)
0132 33 (6%)
NT= 166 (29%)

Camguithem y Miion, 1989

' No tipables con los 11 antisueros O empleados
(02, 08, 015, 018, 020, 049, 068, 085, 0103,
0128y 0132).

diarreas moderadas causaban unicamente un retardo
transitorio del crecimiento y cursaban sin mortalidad.
Como se puede ver en la Tabla 4, el 79% de las cepas
muy virulentas aisladas en Francia pertenecian al
serogrupo 0103 y no fermentaban la ramnosa. En con-
traste, ninguna de las 6 cepas moderadamente virulen-
tas y de las 14 no patégenas eran del serogrupo O103y
ramnosa negativas. A su vez, en la Tabla 5 se puede
apreciar el grado de virulencia de las cepas O103 no
fermentadoras de ramnosa. Resumiendo, los estudios
de Camguilnem y Milon (3) pusieron de manifiesto que la
mayor parte de las diarreas que sufrian los gazapos
destetados en las granjas francesas eran producidas por
ECEP altamente virulentos que pertencian al serogrupo
0103y no fermentaban el azucar ramnosa en el labora-
torio.

Tabla 4. ECEP de! bioseritipo O103 ramnosa (-) y

virulencia.
n® de E.coliO103 ramnosa (-)/
Cepas N? total de cepas ensayadas
muy virulentas 15/19  (79%)
moderadamente 0/6
virulentas
no virulentas 0/14

Camguilhem y Milon, 1989.

Etiopatogenia de la colibacilosis en Espafia

Seguro que el lector, ahora que ya sabe cudl es la
problematica de las colibacilosis en Francia, Bélgica y
Holanda, se esta preguntando: ;,qué pasa en las granjas
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espanolas?, ;los ECEP que causan diarreas en Espana
se parecen alos aislados en Francia o alos que se aislan
en Bélgica y Holanda?, ;son altamente virulentos o sélo
moderadamente virulentos?, ;presentan muchas resis-
tentes a los antibioticos o son susceptibles a las drogas
mas empledas en medicina veterinaria?, ¢ es factible el
desarrollo de una vacuna efectiva contra las colibacilosis
que afectan alas granjas de cunicultira de nuestro pais?.

Tabla 5. Enteropatogenicidad de ECEP 0103
ramnosa (-) aisladas en Francia.

n® de conejos afectados/
n? total inoculados'

Cepas Diarrea Muerte

0103 Ramnosa (-}
Otros serogrupos
casi todas Ramnosa (+) | 20/73 (37%)

39/44 (89%) 33/44 (75%)

10/73 (14%)

Camguilhem y Milon, 1989

' Experimentos realizados en conejos destetados de
5 semanas. La dosis administrada oralmente fue
de 8 x 10° bacterias.

Nosotros hemos realizado dos estudios sobre los
ECEP que causan diarreas en Espafa. El primer estudio
epidemioldgico los realizamos en colaboracion con J.
Ducha y L. Rioja del Departamento de Microbiologia e
Inmunologia de la Facultad de Veterinaria de la Univer-
sidad de Zaragoza (4). En dicho estudio caracterizamos
untotal de 110 cepas aisladas de 78 conejos con diarrea
y 25 sanos de 50 explotaciones localizadas en las
provincias de Zaragozay Teruel. El muestreo fue realiza-
do entre los ahos 1988 y 1989, y aunque la mayor parte
de las cepas procedian de conejos destetados, también
se muestrearon gazapos lactantes. Como se puede ver
en la Tabla 6, el 34% de las cepas aisladas de conejos
con diarrea pertenecieron al serogrupo 0O103. Otros
serogrupos frecuentemente aislados fueron el 02, 026,
049,092y el 0128, Estos seis serogrupos se detectaron
en el 81% (67/83) de las cepas aisladas de conejos con
diarrea y en el 26% (7/27) de las aisladas de conejos
sanos; siendo, por lo tanto, las diferencias
estadisticamente significativas (P < 0,001). El segundo
estudio, realizado en Galicia, también observamos que
casi la mitad de las cepas aisladas de gazapos con
diarrea pertenecian al serogrupo O103 (Tabla 7) (datos
no publicados). Tanto las cepas del serogrupo O103
aisladas en Galicia como las obtenidas en Zaragoza y
Teruel, no fermentaban la ramnosa y pertencian at
serotipo altamente virulento O103:K-:H2. No es sorpren-
dente que las cepas que causan diarreas en Espana y
Francia posean las mismas caracteristicas ya que, se-
gun nuestras noticias, en los ultimos afos en Espana se
ha procedido a realizar una importancion masiva de
hembras reproductoras procedentes del pais Galo.

— 2]
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Tabla 6. Serogrupos de los E.coli aislados de gazapos
con diarrea y sanos en granjas de Zaragozay

Teruel (4).
n? de cepas de E.coli

Diarrea Sanos
Serogrupo (n=83) (n=27)
02 5 (6%) 1 (4%)
026 10 (12%) 1 (4%)
049 7 (8%) 0 (0%)
092 11 (13%) 1 (4%)
0103 28  (34%) 3 (11%)
0128 6 (7%) 1 (4%)
Otros' 16 (19%) 20 (74%)

' Representados por menos de cuatro cepas.

Nosotros hemos ensayado las cepas aisladas de
conejos con diarrea en Zaragoza, Teruel y Galicia, y
hemos comprobado que la gran mayoria de ellas no
producen enterotoxinas (LT y STa), verotoxinas (VTT,
VT2 y VT2v), factores necrosantes citotéxicos (CNF1 y
CNF2) ni hemolisinas (Hly y EntHly) (4, datos no publica-
dos).

Tabla 7. Serogrupos de los E.coli aislados de conejos
con diarrea en Galicia.

n° de cepas

Serogrupo (n=103)

02
06
08
074
092
0103
0128
0159
Otros'

oy
ANNOWSAWW

(46%)

N
©

! Representados por menos de tres cepas.

En lo que respecta a las resistencias a antibioticos,
nuestros resultados indican que un porcentaje elevado
de los ECEP son resistentes a la mayoria de los
antibidticos mas utilizados en clinica veterinaria en nues-
tro pais (Tabla 8). Ademas, nuestras investigaciones
muestran que las cepas altamente virulentas del
serogrupo O103 no fermentadoras de la ramnosa pre-
sentan mas resistencias a los antibiéticos que las cepas
menos virulentas de otros serogrupos (Datos no publica-
dos). Este resultado es muy interesante y explica el por
qué mientras las cepas poco virulentas causan proble-
mas que se pueden solucionar mejorando las medidas
higiénicas y con el tratamiento antibiotico, las cepas
altamente virulentas provocan diarreas dificilmente con-
trolables con dichas medidas, siendo en ocasiones nece-
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sario el sacrificio y reemplazado de los animales
reproductores portadores.

Tabla 8. Resistencia a antibioticos en cepas de E.coli
aisladas de conejos con diarrea en Espana.

n? de cepas resistentes
Zaragoza

Teruel Galicia

Antibioticos' (n=83) (n=95)
Cefalotina 11 (13%) 7 (7%)
Estreptomicina 50 (60%) 29 (31%)
Neomicina 18 (22%) 16 (17%)
Kanamicina 18 (22%) 20 (21%)
Tetraciclina 40 (48%) 50 (53%)
Cloranfenicol 23 (28%) 5 (5%)
Sulfadiacina 77 (93%) 65 (68%)
Trimetoprim 11 (13%) 20 (21%)
Cotrimoxazol 11 (13%) 20 (21%)
Nitrofurantoina 44 (53%) 30 (32%)

' Solamente se detectaron 2 (1%) cepas resistentes a la
ampicilina, piperacilina, mezlocilina y amikacina; y 1
(0,6%) resistente a la tobramicina y a la gentamicina.
Ninguna cepa fue resistente a la amoxicilina/acido
clavulamico, cefoxitina, cetotaxima, colistina, polimixina
B, acido nalidixico, acido pipemidico y norfloxacina.

Perspectivas de la vacunacién contra E. coli
en conejos

Para terminar queremos exponer algunos aspectos
relacionados con el desarrollo de vacunas contra las
colibacilosis en conejos. La mayor parte de los estudios
al respecto fueron realizados por el equipo de Milon
(17,18), quienes ensayaron varios protocolos de vacu-
nacion, todos ellos pensados para proteger a los gaza-
pos contra las diarreas causadas por los E.coli no
fermentadores de ramnosa del serogrupo O103. De sus
trabajos se puede concluir que:

(a) la vacunacion de los conejos recién destetados
por ruta parenteral no protege adecuadamente frente a
las infecciones por ECEP 0103 ramnosa negativos;

(b) la vacunacion oral de las hembras reproductoras
induce una respuesta local, con la produccion de IgA
secretorias en la leche. No obstante, este tipo de vacu-
nacién no protege a los animales después del destete;

(c) los gazapos destetados se pueden proteger
inmunizandolos oralmente el dia siguiente al destete,
con vacunas elaboradas con bacterias virulentas muer-
tas con formalina o con bacterias atenuadas vivas;

(d) las vacunas que contienen bacterias virulentas
muertas tienen bajo poder inmonogénico y, por ello, es
necesario emplear dosis elevadas (4 x 10° bacterias) y
realizar al menos cuatro administraciones endias conse-
cutivos;

(e) las vacunas con bacterias vivas tienen la ventaja
de que requieren una sola dosis con pocas bacterias
(2x10%).
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Conclusiones del estudio

De todo lo expuesto anteriormente pueden extraerse
las siguientes conclusiones:

(a) los ECEP causan cerca del 50% de las diarreas
que se producen en las granjas de cria de conejos,
ocasionando importantes pérdidas economicas;

(b) los ECEP colonizan el epitelio intestinal gracias a
unas adhesinas plasmidicas (pilus AF/R1 en las cepas
del serotipo O15:K-:H- y proteina 32 Kd en las cepas del
serotipo O103:K-:H2) que les permiten fijarse a los
receptores de los enterocitos. Posteriormente unas pro-
teinas codificadas en el gen EAE provocan la diarrea
danando los villi y eliminando el microvilli de los
enterocitos;

(c) existe un tropismo por grupo de edad, ya que las
cepas que causan diarrea en gazapos lactantes no son
enteropatdgenas para conejos destetados, y viceversa,

(d) los ECEP que causan diarrea en conejos lactantes
pertenecen al serotipo O109:K-:H2, mientras que los
asociados con la diarrea potdestete se engloban en los
serotipos 0O15:K-:H-, 020:K-:H7, O103:K-:H2,
0128:K-:H2, 0132:K-:H2 y O153:K-:H7;

(e) las cepas que causan diarrea en conejos se
pueden dividir, segun su grado de patogenicidad, en

Tnforome

poco virulentas y muy virulentas. Las colibacilosis provo-
cadas por las cepas muy virulentas son dificiles de
controlar, ya que el tratamiento con antibiéticos no es
satisfactorio en muchos casos;

(f) las cepas patogenas altamente virulentas que
provocan colibacilosis en Espana pertenecen al serolipo
0103:K-:H2, no fermentan la ramnosa y suelen ser
resistentes a los antibidticos mas ampliamente emplea-
dos en medicina veterinaria;

(g) es posible desarrollar una vacuna eficaz para
solucionar el problema en un futuro muy cercano. Los
experimentos del equipo de Milonindican que ta adminis-
tracion oral de bacterias vivas atenuadas puede ser un
método valido para proteger a los conejos destetados.
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