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RESUMEN

Objetivo: La introduccién de cepas de Streprococcus equi
subespecie zooepidemicus en poblaciones libres da como
resultado tasas de mortalidad en el campo del 30% al
50% en solo 5 a 10 dias. Debido a la ripida evolucién
de la patologia, nuestro objetivo fue determinar si
la intervencién con antibiéticos podria controlar la
enfermedad por §. zooepidemicus en un grupo de animales
después de la aparicién de signos clinicos.

Materiales y métodos: Treinta y dos cerdos fueron
desafiados con 8. equi subsp zooepidemicus. Tras el
desarrollo de signos clinicos, 16 fueron tratados con
ceftiofur inyectable de accidn prolongada. Siete cerdos no
desafiados sirvieron como controles. Los signos clinicos
se monitorearon después de la exposicién y se comparé la
supervivencia entre los grupos. Los titulos de anticuerpos
se midieron el dia 0 y el dia 30 después de la exposicién.
El dia 30 después de la exposicién, se pusieron tres cerdos
en contacto con dos animales tratados para evaluar la
transmision de S. equi subsp zooepidemicus.

Resultados: El tratamiento con ceftiofur eliminé los signos
clinicos en 15 de 16 animales, pero se requirieron multiples
tratamientos para controlar la enfermedad en animales tratados
(2-3 dosis que proporcionaron 12-18 dias de cobertura). Los
titulos de anticuerpos frente a S. equi subsp zovepidemicus
aumentaron en los tratados con ceftiofur, lo que indica una
exposicién suficiente para la estimulacién inmunolégica. Los
cerdos sin contacto previo desarrollaron signos clinicos de
§. equi subsp zooepidemicus después de la exposicion.
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Conclusién: La aplicacion ripida de antibidticos inyectables
es un método viable para reducir las pérdidas debidas a la
introduccién de 8. equi subsp zovepidemicus en un grupo de
cerdos sin tratamiento previo y puede ayudar a prevenir la
transmisién a animales en contacto después de la recuperacién.

Palabras clave: porcino, Streptococcus equi, S. zovepidemicus,
septicemia, antibiéticos.

INTRODUCCION

Streptococcus equi subespecie Zooepidemicus es un patdgeno
zoondtico que causa infecciones en una variedad de
especies de mamiferos, incluidos los cerdos™™.
Histéricamente, la infeccién por S. equi subsp
zooepidemicus ha sido esporddica en cerdos en los Estados
Unidos; sin embargo, en 2019, se produjeron multiples
introducciones de una nueva cepa de S. egui subsp
zooepidemicus en los Estados Unidos y dio como resultado
una mortalidad que alcanzé entre el 30% y el 50% en los
grupos de animales afectados®*. Los animales enfermos
tenian signos clinicos que inclufan fiebre, letargo severo
y renuncia a levantarse®*. Se observaron signos clinicos
similares durante la replicacién experimental de la
enfermedad, que progresé ripidamente y condujo a una
mortalidad del 100% a las 72 horas tras la infeccién’.
Actualmente, ningtn estudio iz vivo ha evaluado el uso
de antimicrobianos como estrategia de intervencién
para la infeccién por S. equi subsp zovepidemicus en
cerdos. Aunque los aislamientos de §. egui subsp
zooepidemicus, incluidas las cepas de 20193 son en gran
medida susceptibles a los antibiéticos [-lactimicos®”,
la rdpida progresiéon de la enfermedad podria evitar
que el tratamiento con antibidticos controle las
pérdidas asociadas con la introduccién de §. equi subsp
zooepidemicus en una granja de cerdos.

En este estudio, investigamos el uso de ceftiofur de accién
prolongada como una estrategia de intervencién para
controlar la infeccién por 8. equi subsp zooepidemicus en
cerdos. Nuestro objetivo fue determinar si la aplicacion
ripida de ceftiofur después del desarrollo de signos
clinicos podria prevenir las pérdidas asociadas con la

infeccién por . equi subsp zooepidemicus.



MATERIALES Y METODOS

Estudio de animales

Treinta y nueve cerdos de 10 semanas de edad se dividieron en
tres grupos. Los animales del grupo 1 fueron desafiados con
S. equi subsp zooepidemicus (n = 16). Los animales del grupo
2 tueron desafiados con §. equi subsp zovepidemicus y tratados
con una dosis calculada en peso de ceftiofur (Excede; Zoetis)
administrada por via intramuscular (n = 16). Los animales
del grupo 3 no fueron desafiados (n = 7). Los animales de los
grupos 1y 2 fueron inoculados por via intranasal y oral con
3 mL de 2 x 10° unidades formadoras de colonias (UFC)/ml
(1 ml por fosa nasal y 1 ml por via oral). Los animales del
grupo 2 se trataron con ceftiofur tras el desarrollo de signos
clinicos el dia 1 después de la exposicién y nuevamente el dia
5 después de la exposicién, cuando las fiebres comenzaron
a reaparecer. Se administré un tercer tratamiento solo a
los animales que desarrollaron fiebre después del nuevo
tratamiento. La temperatura corporal se controlé dos veces al
dia después de la prueba con un chip de temperatura (Destron
Fearing). Después del desafio, los animales fueron controlados
cada cuatro horas, excluyendo un periodo nocturno de ocho
horas, para el desarrollo de signos clinicos que incluyen
depresion, reticencia a levantarse y signos neurolégicos. Los
cerdos fueron sacrificados y se les realizé la necropsia cuando
los signos clinicos se volvieron graves. En la necropsia, se
recogieron las siguientes muestras para cultivo: hisopo nasal,
hisopo de tonsilas, hisopo de serosas, hisopo hepatico, hisopo
esplénico, liquido articular, liquido cefalorraquideo (LCR),
liquido de lavado broncoalveolar y suero. Se recogieron hisopos
nasales y tonsilares a los 7 y 30 dias después de la exposicién en
los animales supervivientes para evaluar la colonizacién.

En el dia 30 posterior al desafio, dos animales (692 y 697) que
habian sido tratados solo dos veces con ceftiofur se mezclaron
con tres animales control negativo del grupo 3 en una sala
limpia, con el fin de evaluar la transmisién de animales

recuperados a contactos esporddicos después del tratamiento.
Para dar tiempo al desarrollo de la respuesta seroldgica, los
animales fueron monitoreados en busca de signos clinicos,

como se describié previamente hasta el dia 63, cuando fueron
sacrificados. En la necropsia, se recogieron muestras para
detectar . equis subsp zovepidemicus.

Aislamiento bacteriano y condiciones de cultivo
Streptococcus equi subsp zooepidemicus 19-031482-K1916623-
LUNG1  (SRR10584760,  hetps://www.nchi.nlm.nib.
gov/sra/SRR10584760) fue aislado de un caso de alta
mortalidad en Tennessee (Estados Unidos) en 2019%%. §.
equi subsp zovepidemicus se sembré en agar tripticasa soja
con sangre de oveja al 5% (Becton Dickinson) a 37°C
con 5% de CO,. Cultivos de §. equi subsp zooepidemicus se
mantuvieron durante la noche en solucién salina tamponada
con fosfato a una DO600 = 0,42, lo que da como resultado
10° a 10° CFU/mL. La concentracién final de S. equi
subsp zooepidemicus en el inéculo se cuantificé mediante
diluciones seriadas en placas. Las muestras de animales se
sembraron en agar tripticasa de soja con sangre de oveja al
5%y se incubaron durante la noche a 37°C con CO, al 5%
para evaluar §. equi subsp zooepidemicus. Se confirmé que
las colonias sospechosas eran S. equi subsp zooepidemicus
mediante ionizacién/desorcion ldser asistida por matriz
con tiempo de vuelo (MALDI-TOF) en los laboratorios
de los Servicios Veterinarios Nacionales en Ames, Iowa,
Estados Unidos.

Evaluacidon de anticuerpos séricos

El suero se recogié en el momento de la exposicién y el
dia 30 después de la exposicién en los grupos 1,2 y 3. Se
recogi6 de los cerdos en contacto el dia O (desafio), el dia
30 (mezcla) y el dia 63 (aproximadamente cuatro semanas
después de la exposicién). Todo el suero se almacend a
-80°C hasta que se realizaron las pruebas de ELISA.

Para el ELISA, se recubrieron placas de 96 pocillos con una
dilucién 1:10 de S. equi subsp zovepidemicus desactivados por
calor (DO600 = 0,6) en tampén de carbonato-bicarbonato.
El titulo se determiné diluyendo en serie el suero porcino.
El anticuerpo se detecté utilizando un anticuerpo >
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prueba de rango logaritmico.
Los titulos de anticuerpos

se convirtieron a valores

Temperatura de los cerdos después del desafio
con Streptococcus equisubsp zooepidemicus. La tempe-
ratura corporal de cada animal se representa individual-
mente. La fiebre esta indicada por la linea discontinua
(40°C). Todos los animales desafiados desarrollaron fie-
bre (> 40°C) después del desafio. Los cerdos expuestos
y tratados recibieron tratamiento 24 horas después de la
exposicién, lo que provoco que sus temperaturas caye-
ran por debajo de los 40°C. Las temperaturas volvieron a
subir alrededor de los dias 5y 10 después de la exposi-
ciény se administré un segundo tratamiento a todos los
cerdos del grupo el dia 5 después de la exposicidn, lo que
hizo que las temperaturas volvieran a estar por debajo
de los 40 °C. Un tercer tratamiento se administro solo a
cerdos que desarrollaron signos clinicos o fiebre (7 de
15 animales).

> secundario conjugado con peroxidasa para la cadena
pesada de inmunoglobulina porcina (dilucién 1:20 000;
SeraCare Life Sciences Inc) y sustrato de tetrametilbencidina
(Life Technologies). La densidad optica se midié a 450 nm
con correcciéon a 655 nm. Los datos se modelaron con la
funcién no lineal del log,, dilucién y el modelo logistico
de cuatro pardmetros de pendiente variable logaritmica
(agonista) wversus respuesta en GraphPad Prism (Software

L

de log, y se compararon
usando un andlisis de varianza de dos vias. Se consideré
estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.

RESULTADOS

Progresion clinica y supervivencia

El desafio de los cerdos resulté en el desarrollo de
la enfermedad 24 horas después dde la inoculacion
(anorexia, fiebre y depresién) en los animales del grupo
1y 2. No se desarrollaron signos clinicos en animales
no desafiados (grupo 3). Después de la identificacion de
la enfermedad clinica, los animales del grupo 2 fueron
tratados con una dosis de ceftiofur calculada en peso.
La mayoria de los cerdos (15 de 16) volvieron a tener
un comportamiento normal y una temperatura corporal
normal 24 horas después del tratamiento (Figura
1). Un animal (695) en el grupo 2 desarroll signos
neurolégicos (incapaz de levantarse, atixico) después
del tratamiento y fue sacrificado 72 horas después del
desafio (Figura 2). S. equi subsp zooepidemicus se aislé
de la muestra de LCR pero no se encontré en la otras
muestras recogidas. El dia 5 después de la exposicién
(cuatro dfas después del tratamiento), los cerdos volvieron
a desarrollar signos clinicos. Fueron tratados por segunda
vez y las temperaturas y el comportamiento volvieron
a la normalidad. Se requiri6 un tercer tratamiento en 7
de los 15 animales supervivientes en el grupo tratado, ya
que se volvieron febriles entre 10 y 11 dias después de
la exposicién (Figura 1). Después del tercer tratamiento,
los animales no desarrollaron mds signos de enfermedad,
aunque las fluctuaciones de temperatura fueron habituales
(Figura 1).

En contraste con los animales del grupo 2, los animales
del grupo 1 se deterioraron rdpidamente sin intervencién
de antibiéticos y 15 de 16 cerdos fueron sacrificados 72
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30 después del desafio, S. equi

subsp zovepidemicus no se aislé
de ninguno de los animales
sobrevivientes en el grupo 1

Supervivencia después de un desafio con Streptococcus equi subespecie
zooepidemicus. La mayoria de los animales en el grupo desafiado fueron sacrifica-
dos 72 horas después del desafio (15 de 16). Por el contrario, la mayoria de los ani-
males tratados con ceftiofur se recuperaron y solo un animal fue sacrificado debido

(n=1)oelgrupo 2 (n =15).

Mezcla con animales

de contacto

En el dia 30 posterior al desafio, tres cerdos sin
tratamiento previo de los controles no expuestos (grupo
3) se mezclaron con dos animales tratados y expuestos
(grupo 2) que solo habian recibido dos dosis de ceftiofur.
Ninguno de los cerdos mezclados mostré cambios de
comportamiento después de la mezcla consistentes con la
enfermedad que produce §. equi subsp zooepidemicus; sin

al empeoramiento de los signos clinicos.

embargo, desarrollaron fiebre transitoria (> 40°C; Figura
3), que duré de 36 a 60 horas. El dia 11 después de la
mezcla, todas las temperaturas volvieron a la normalidad
y permanecieron normales hasta el final del estudio.
En la necropsia, los hisopos nasales y tonsilares de los
animales en contacto fueron negativos en el cultivo.

Evaluacién de los titulos de anticuerpos séricos
Todos los grupos tenian titulos similares a S. equi subsp
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Temperatura corporal tras mezclarse dos cerdos expuestos y tratados con
tres cerdos de contacto. La temperatura corporal de cada animal se representa indivi-
dualmente. La fiebre esta indicada por la linea discontinua (40°C). Se observaron fie-
bres transitorias que duraron 36-60 horas en los tres animales de contacto después
de la mezcla. Todas las temperaturas volvieron a la normalidad el dia 11 después de la
mezcla y permanecieron normales durante el resto del periodo de estudio.
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Zooepidemicus  antes del
desafio. A los 30 dias después
de la exposicién, se observo
un aumento estadistico
en el titulo en el grupo 2
(15 de 16) y en el animal
superviviente no tratado en
el grupo 1 ( P < 0,001; Figura
4). El titulo de los animales
tratados fue comparable al
del animal superviviente
no tratado el dia 30 (p =
0,47). No se observé ningtn
aumento en el titulo en los
cerdos en contacto después

de la mezcla (P = 0,07).

DISCUSION

En 2019, la introduccién de
S. equi subsp zooepidemicus en
grupos de cerdos no expuestos
en Norteamérica provocé >
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ceftiofur (12-18 dias de niveles
plasmiticos terapéuticos segin
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Titulos de anticuerpos de cerdos desafiados con Streptococcus equi subsp
zooepidemicus. Los titulos de anticuerpos se evaluaron el dia de la exposicién (DO)
y el dia de la mezcla (D30). Los titulos en los cerdos de control utilizados como con-
tactos también se midieron el dia 63 (33 dias después de la mezcla). Se observé un
aumento del titulo en los animales tratados y desafiados que sobrevivieron (n = 15)
y en el animal desafiado que sobrevivid (P < 0,001). El titulo de los cerdos tratados y
desafiados mezclados el dia 63 fue comparable al de los cerdos de control el diaOy

el dia30(P=0,74y P =0,07, respectivamente).

> una enfermedad sistémica grave y una mortalidad que
alcanzo entre el 30% y el 50%**. En este estudio, evaluamos
la intervencién con antibidticos para prevenir pérdidas
graves por muerte asociadas con la infeccién por S. equi
subsp zooepidemicus. Utilizamos ceftiofur inyectable de
accién prolongada, ya que se descubrié que los aislamientos
de 8. equi subsp zooepidemicus de Norteamérica de 2019 eran
susceptibles a los antibi6ticos betalactimicos®* (Figura 4).

En animales no tratados, el desafio con S§. egui subsp
zovepidemicus  produjo signos clinicos y mortalidad
consistentes con investigaciones previas®. Todos los animales
desafiados desarrollaron rapidamente la enfermedad clinica
y 15 de los 16 animales no tratados fueron sacrificados
dentro de las 72 horas posteriores al desafio. Sin embargo,
el tratamiento con ceftiofur tras la identificacién de la
enfermedad clinica mejoré la supervivencia (15 de 16
animales sobrevivieron) y los signos clinicos se resolvieron
por completo durante tres dias. Aunque fue necesario
repetir el tratamiento, los animales se estabilizaron 15

dias después de la exposicién y ningiin animal requirié
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Esto puede deberse a que
S. equi subsp  zooepidemicus
ya habia cruzado la barrera
hematoencefilica en el
momento del tratamiento y
el tratamiento pudo eliminar
S. equi subsp zovepidemicus de
otras localizaciones, pero no
dentro del sistema nervioso
central. Esto indica la importancia de la deteccién temprana
de la enfermedad y el rdpido inicio del tratamiento para
prevenir las pérdidas de S. equi subsp zovepidemicus.

Para evaluar si los cerdos tratados podrian servir como
reservorio de la infeccién en animales no tratados
introducidos después de la estabilizacién de §. egui subsp
zooepidemicus, mezclamos tres de los cerdos control no
expuestos con dos cerdos que se recuperaron después
de dos tratamientos con ceftiofur. Ningin animal en
contacto desarrollé anorexia o depresion; sin embargo, los
tres desarrollaron una fiebre transitoria entre el dia 1 y el
11 después de la mezcla que duré de 36 a 60 horas. Las
temperaturas mdximas no fueron tan altas en los cerdos
en contacto como se observaron en los cerdos expuestos
primariamente (promedio de 41,04°C frente a 41,75°C,
respectivamente), lo que podria deberse a una dosis
de exposicion menor. Ademds, se evaluaron los titulos
para detectar un caso de exposicién. La ausencia de un
aumento en los titulos indica que la exposicién a 8. equi
subsp zooepidemicus en los cerdos es contacto no estimulé



una respuesta inmunitaria adaptativa. En otro estudio,
hemos observado que la mezcla de cerdos no tratados
que sobrevivieron a un desafio frente a S. egui subsp
zooepidemicus con cerdos en contacto sin tratamiento previo
condujo a la transmisién en dos de los tres animales, uno
de los cuales desarroll6 una enfermedad grave’. En general,
los datos de este estudio no respaldan un gran riesgo de
exposicién de animales tratados previamente infectados.
En nuestro experimento, el corral se mantuvo con un alto
nivel de higiene y los animales se trasladaron a una sala
limpia para la evaluacién de la mezcla, lo que minimizé la
posibilidad de exposicién ambiental.

En general, este estudio indic6 que el tratamiento
temprano de animales infectados con S. equi subsp
zooepidemicus con ceftiofur inyectable puede reducir los
signos clinicos, reducir la mortalidad y proporcionar tiempo
para que el sistema inmunitario responda con una respuesta
inmunitaria adaptativa. Si bien usamos ceftiofur, no hay
razén para esperar que el tratamiento con otros antibiéticos
B-lactimicos durante la misma duracién proporcione
una eficacia diferente. Es importante dar el tratamiento
rapidamente después de la deteccién de signos clinicos. Es
esencial aplicar el tratamiento por via parenteral cuando hay
signos clinicos, porque los animales gravemente enfermos
no comen ni beben, por lo que los antibiéticos afiadidos en
el alimento o el agua serfan ineficaces.
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