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LLISTAT D’ ACRONIMS

ABC: Capacitat d’uni6 a I’acid (“Acid Binding Capacity” en anglés)

AEM: Agéncia Europea del Medicament

ARG: Gens de resisténcia als antibotics (“Antimicrobial Resistance Genes” en anglés)
BLAST: Eina de cerca basada en una alineameant local basic (“Basic Local Alignment Search
Tool” en angles)

BLEE: Beta-Lactamasa d’Espectre Estes

CC: Complexe Clonal

CMI: Concentracio Minima Inhibitoria

CpA: Clostridium perfringens tipus A

CpC: Clostridium perfringens tipus C

ED: Malaltia dels edemes (“Edema Disease” en angles)

EHEC: Escherichia coli EnteroHemorragic

EPEC: Escherichia coli EnteroPatogenic

ETEC: Escherichia coli EnteroToxigenic

EXPEC: Escherichia coli Patogénic Extraintestinal

FOS: FosfoOligoSacarids

GOS: GalactoOligoSacarids

LPS: LipoPoliSacarids

MDR: Multirresistent (“MultiDrug Resistance” en angles)

PCR: Reacci6 en Cadena de la Polimerasa

PDCoV: Deltacoronavirus porci (“Porcine DeltaCoronaVirus” en anglés)

PDR: Panresistent (“PanDrug Resistance” en anglés)

PEAV: Alfacoronavirus enteric porci (“Porcine Enteric AlphacoronaVirus” en angles)
PEDV: Virus de la diarrea epidémica porcina (“Porcine Epidemic Diarrhea Virus” en angles)
PRCV: Coronavirus respiratori porci (“Porcine Respiratory CoronaVirus” en angles)
PRRSV: Virus de la sindrome reproductiva i respiratoria porcina (“Porcine Reproductive and
Respiratoy Syndrome Virus” en angles)

PWD: diarrea al postdeslletament (“PostWeaning Diarrhea” en angles)

RAM: Resistencia als AntiMicrobians

RVA: RotaVirus A

RVB: RotaVirus B

RVC: RotaVirus C



SADS-CoV: Coronavirus de la sindrome de diarrea aguda suida (“Swine Acute Diarrheic
Syndrome Coronavirus” en angles)

SeACoV: Alfacoronavirus enteric suid (“Swine enteric AlphaCoronaVirus” en anglés)
SeCoV: Coronavirus entéric suid (“Swine enteric CoronaVirus”, en anglés)

ST: SequencioTip

STEC: Escherichia coli ShigaToxigenic

TGEV: Virus de la GastroEnteritis Transmissible (“Transmissible GastroEnteritis Virus”, en
angles)

VPPA: Virus de la Peste Porcina Africana

VPPC: Virus de la Peste Porcina Classica

VTEC: Escherichia coli VeroToxigenic

WGS: Seqiienciacio de genoma complet (“Whole Genome Sequencing” en angles)

XDR: Resistencia estesa (“eXtended Drug Resistance” en anglés)



RESUM

La diarrea al postdeslletament és una problematica molt freqiient en la inddstria porcina,
generant un gran impacte tant sanitari com economic. La seva etiologia multifactorial fa
que el seu control sigui complicat. A part, tot i que les condicions de cria i la genética dels
animals han canviat molt a les darreres décades, els patogens i factors de viruléncia
presents en els panells de diagnostic rutinari segueixen essent els mateixos. Per altra
banda, el curs agut de la malaltia fa necessari realitzar un tractament empiric rapid i,
moltes vegades, es tracta com si fos un problema bacteria, la qual cosa provoca un elevat
us d’antibiotics. Aixi, els objectius principals d’aquesta tesi van ser clarificar el paper dels
principals agents infecciosos en la diarrea a les transicions i analitzar 1’estat de les
resisténcies als antimicrobians utilitzant les soques d’ Escherichia coli aillades com a

marcador.

D’aquesta manera, 1’objectiu de I’Estudi 1 va ser analitzar les diferéncies entre animals
del mateix corral amb diarrea (n=152) i sense diarrea (n=125) pel que feia a la prevalenca
de patogens enterics 1 la microbiota associada. Pel que fa als patogens, es va concloure
que el principal agent associat a la preséncia de diarrea era el Rotavirus A (RVA), aillat
significativament més freqiient en animals diarreics 1 amb carregues virals altes en més
de la meitat dels animals malalts. La gran majoria dels factors de viruléncia classics d’ E.
coli no es trobaven associats amb la presentacid de malaltia, doncs eren aillats en la
mateixa proporcid tant en animals malalts com sans. Per altra banda, la presencia de
Clostridioides difficile 1 del virus de la diarrea epidémica porcina va ser practicament
negligible. Pel que fa als canvis de la microbiota, es va observar una gran variabilitat entre
individus 1 granges pero amb determinats canvis significatius. El filum Fusobacteriota es
va associar com a factor relacionat amb la presentaci6 de diarrea, en canvi la preseéncia
de la familia Ruminococcaceae va resultar ser protector al trobar-se incrementada en els
animals sans. També¢ es va observar que durant la primera setmana al postdeslletament els
taxons Enterobacteriaceae 1 Campilobacteria s’associaven amb la preseéncia de diarrea.
Finalment, donat la seva consideraci6 com a patogen principal, es va estudiar la
microbiota associada amb les infeccions per RVA, observant-se I’efecte protector del
genere Lactobacillus, 1a qual cosa podria suposar una possible nova mesura de control de

la infeccio.

L'altra gran objectiu de la present tesi era analitzar els nivells de resisténcia als antibiotics

en aquesta fase del cicle productiu. Per fer aixo, es van utilitzar les soques d’E. coli com
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a marcadors donada la seva ubiqiiitat. Aixi, en el segon estudi es va procedir a la
caracteritzacio fenotipica dels perfils de sensibilitat de 251 soques aillades de porcs a les
transicions, incloent mostres d’animals diarreics (n=148) i sans (n=101). E141.4 % de les
soques presentaven un fenotip de multi-resisténcia (MDR, resistents a tres o més families
d’antibiotics), la qual cosa permet afirmar que els nivells eren elevats. Més de la meitat
de soques presentaven resisténcia a antibiotics de les categories D i C, perod també a altres
families de categoria B com ara a les quinolones (56.7%) 1 a la colistina (15%) que, si
tenim en compte la seva restriccid, presentaven nivells elevats de resisténcia. Un resultat
destacat d’aquest estudi va ser observar que els animals malalts eren portadors d’una
major proporcié de soques MDR que els sans (49.3% vs. 35%, p=0.03), la qual cosa
indicaria que els tractaments antimicrobians no serien 1’opcié més eficient pel tractament
de les diarrees i caldria buscar alternatives basades en la prevencio i la millora del benestar

dels animals.

Després de la caracteritzacio fenotipica, el segiient pas per entendre millor aquestes
resisténcies va ser la caracteritzacio genotipica. Aixi, en el tercer estudi, es van estudiar,
mitjancant la seqlienciaci6 de genoma complet, 112 soques d’E. coli aillats de porcs a
Catalunya. L’objectiu d’aquest treball, va ser detectar els gens que confereixen resisténcia
als antibiotics, 1 estudiar la co-localitzacié en el mateix plasmidi dels gens de tolerancia
als metalls pesants i els gens de resistencia als antibiotics (ARG). Els gens més comuns
van ser aquells que conferien resisténcia als macrolids, aminoglicosids i1 betalactamics,
pero també es van detectar gens de resistencia d’importancia per a la salut ptiblica com
ara a les beta-lactamases d’espectre estes (BLEE) o a la colistina. Tot 1 aixi, gens de
resisténcia als carbapenems, detectats en soques aillades d’animals de produccio en altres
indrets del mén, no es van detectar en el nostre estudi. Els gens de tolerancia als metalls
pesants també eren molt freqilients, pero, a diferéncia dels ARG que es trobaven
majoritariament en plasmidis, estaven localitzats practicament només en els cromosomes.
La co-localitzacid en el mateix plasmidi d’ambdos compostos va ser molt infreqiient 1, en
aquells casos on es trobava, els gens implicats van ser aquells que conferien tolerancia al
mercuri (un contaminant ambiental no utilitzat en la industria porcina). Aixi, el
mecanisme pel qual els metalls utilitzats com el zinc o el coure augmenten la resisténcia
als antibiotics no seria la co-localitzaci6 en el mateix plasmidi, com s havia suposat fins
ara 1 caldria seguir investigant per entendre-ho. Finalment, es va trobar que el gen de

resistencia a la colistina mcr-4 es trobava unicament localitzat en el plasmidi ColE10, la
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qual cosa obriria una nova porta pel seu control utilitzant el plasmidi com a diana

terapéutica.

En el tercer estudi, un dels resultats que més ens va sorprendre va ser observar, en una
mostra baixa de soques (n=5), que el gen de la colistina mcr-1 es trobava en un 40% dels
casos localitzat en el cromosoma. Tot i que la mida de la mostra no va permetre extreure
conclusions, va donar lloc a la realitzacié del quart estudi d’aquesta tesi, dirigit a analitzar
si aquesta troballa era casual o no Per aquest proposit, a partir de la base de dades “NCBI
Pathogen Detection” es van recopilar 3163 genomes de persones, vedells, porcs i
pollastres, que contenien el gen mcr-1. La mostra era majoritariament d’Asia i Europa i
amb una proporcié similar d’abans i després de la prohibici6é de la colistina. Aixi, els
objectius d’aquest treball, a part de comprovar si la localitzacié de mcr-1 havia passat a
ser cromosomica, van ser comparar el context genomic del gen arreu del mon i veure com
s’havia adaptat a la prohibicié de 1’s de colistina. Vam observar que el gen es trobava
majoritariament en els plasmidis (93.5%), pel que indicaria que el resultat de 1’estudi 3
seria una troballa casual. Els tres plasmidis més freqlients van ser Incl2, IncX4 i IncHI2.
Existien diferéncies entre ells perque els dos primers es trobaven especialitzats en portar
el gen mcr-1, mentre que IncHI2 era un plasmidi de MDR. També es van trobar
diferéncies entre les dues regions estudiades, ja que IncI2 era predominant a Asia i IncX4
a Europa. Les variants de la regio promotora del gen associades amb una reduccio6 dels
costos de fitness 1 el de la seqiiencia d’inserci6 ISAp/l van mostrar patrons d'associacio
especifics que semblen relacionats amb 'adaptacio a les restriccions en 1'as de la colistina,
amb difereéncies significatives entre continents. Després de la prohibicié de la colistina a
Europa, es va observar una transicio cap a plasmidis especialitzats que porten el gen mcr-
1, com els plasmidis IncX4, que han substituit el plasmidi MDR IncHI2. En canvi, a Asia,
s'ha produit una disminucio de la presencia d'[S4p//, probablement a causa de canvis en
la distribucié de variants promotores especifiques. Aquests resultats reflecteixen
'evolucié adaptativa de mcr-1 posterior a les restriccions en 1'is de la colistina i posen de
manifest la importancia de desenvolupar estratégies regionals especifiques per a combatre

la resisténcia als antimicrobians.

En conclusio, els resultats d’aquesta tesi mostren que el principal patogen implicat en la
diarrea al postdeslletament a Catalunya és el RVA 1 que els nivells de resisténcia als
antimicrobians son elevats en aquest moment productiu. També s’ha observat que la co-

localitzacid en el mateix plasmidi d’ARG 1 gens de tolerancia als metalls pesants és molt
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poc freqiient 1 no sembla la causa de la co-seleccio de resisténcies. Finalment, s’ha vist
que el gen mcr-1 s’ha adaptat a la restriccio d’us de la colistina, pero ho ha fet de distintes
maneres arreu del moén, la qual cosa posa de manifest la necessitat d’analitzar cada regid

de forma independentment.
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ABSTRACT

Post-weaning diarrhea (PWD) is a widespread issue in the swine industry, significantly
impacting both health and economic aspects. Its multifactorial etiology complicates
control measures. Despite advances in breeding conditions and animal genetics over the
past few decades, diagnostic panels still target the same pathogens and virulence factors.
Additionally, the acute nature of the disease often necessitates empirical treatment,
frequently assuming a bacterial origin, which leads to high antibiotic usage. Therefore,
the main objectives of this thesis were to clarify the role of key infectious agents in
transition period diarrhea and analyze antimicrobial resistance levels using isolated

Escherichia coli strains as a marker.

The objective of Study 1 was to analyze differences between diarrheic and healthy
animals in terms of enteric pathogen prevalence and associated microbiota. A total of 277
fecal samples were collected (152 from diarrheic animals and 125 from healthy
penmates). The study concluded that the primary pathogen was Rotavirus A (RVA),
significantly more frequent in diarrheic pigs and present in over half of these animals with
high viral loads. Most classical E. coli virulence factors were not associated with disease
presentation, indicating that this information may need updating. Furthermore, the
presence of Clostridioides difficile and porcine epidemic diarrhea virus was negligible.
Regarding microbiota changes, there was significant variability between individuals and
farms, but several changes were noteworthy. The phylum Fusobacteriota was linked to
disease presentation, while the family Ruminococcaceae was increased in healthy
animals. Additionally, during the first week post-weaning, Enterobacteriaceae and
Campilobacteria taxa were associated with diarrhea. Given RVA's status as a major
pathogen, the microbiota associated with RVA infections was further studied, revealing a
protective effect of the Lactobacillus genus, which could represent a potential new control

measure for the infection.

Another major goal of this thesis was to analyze antibiotic resistance levels during this
stage of the production cycle. To achieve this, E. coli strains were used as markers due to
their ubiquity. In Study 2, the phenotypic characterization of antimicrobial susceptibility
profiles of 251 strains isolated from pigs in transition was performed, including samples
from diarrheic (n=148) and healthy animals (n=101). 41.4% of the strains showed a
multidrug-resistant phenotype (resistant to three or more antibiotic families), indicating

high resistance levels. More than half of the strains were resistant to antibiotics from
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categories D and C, but other families, such as quinolones (56.7%), and, especially
considering their restriction, colistin (15%) also showed high resistance levels. One
notable finding from this study was that sick animals carried a higher proportion of
multidrug-resistant strains than healthy ones (49.3% vs. 35%, p=0.03), suggesting that
antimicrobial treatments might not be the most efficient option for treating diarrhea and

that alternatives focusing on prevention and animal welfare should be sought.

Following phenotypic characterization, the next step in understanding these resistances
was genotypic characterization. In Study 3, 112 E. coli strains isolated from pigs in
Catalonia were characterized through whole-genome sequencing. The aim was to detect
antibiotic resistance genes (ARG) and investigate the co-localization of ARG and heavy
metal tolerance genes on the same plasmid. The most common genes were those
conferring resistance to macrolides, aminoglycosides, and beta-lactams, but genes of
public health concern, such as extended-spectrum beta-lactamases and colistin resistance
genes, were also detected. However, resistance families like carbapenemases, found in
strains isolated from livestock in other parts of the world, were not detected in this study.
Heavy metal tolerance genes were also prevalent, but unlike ARGs, which were mostly
plasmid-borne, they were primarily located in chromosomes. The co-localization of both
types of genes on the same plasmid was infrequent, and when it occurred, it involved
genes conferring mercury tolerance (an environmental contaminant not used in the swine
industry). Therefore, the mechanism by which metals like zinc or copper increase
antibiotic resistance does not seem to be through co-localization on the same plasmid, as
previously hypothesized, and further research is needed to understand this phenomenon.
Finally, it was found that the mcr-4 colistin resistance gene was only located on the
ColE10 plasmid, which opens a new avenue for controlling it by targeting the plasmid

therapeutically.

In Study 3, although with a small sample size (n=5), it was observed that the mcr-1 gene
was located on the chromosome in 40% of cases, which was surprising. The sample size
was too small to draw conclusions, so Study 4 was conducted to analyze whether this

finding was coincidental.

A total of 3163 genomes from humans, calves, pigs, and chickens containing the mcr-1
gene were collected from the "NCBI Pathogen Detection" database. The sample was
mainly from Asia and Europe, with a similar proportion before and after colistin's ban.

The goals of this study were to determine whether the mcr-1 gene had shifted to being
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chromosomal, to compare the global genomic context of the gene, and to examine how it
had adapted to colistin's ban. The study found that the gene was predominantly plasmid-
borne (93.5%), suggesting that the finding in Study 3 was coincidental. The three most
frequent plasmids were Incl2, IncX4, and IncHI2. There were differences among them,
with the first two specializing in carrying the mcr-1 gene, while IncHI2 was a multidrug-
resistant plasmid. The study also revealed two global scenarios: IncI2 was predominant
in Asia, while IncX4 was the most common in Europe. Promoter region variants
associated with reduced fitness costs and the insertion sequence ISApll showed specific
association patterns that seemed related to adaptation to colistin use restrictions, with
significant differences across continents. After colistin was banned in Europe, a shift
toward specialized plasmids carrying the mcr-1 gene, such as IncX4, which replaced the
multidrug-resistant IncHI2 plasmid, was observed. In contrast, in Asia, there was a
decrease in ISAp!/1 presence, likely due to changes in the distribution of specific promoter
variants. These results reflect the adaptive evolution of mcr-1 following colistin use
restrictions and underscore the importance of developing region-specific strategies to

combat antimicrobial resistance.

In conclusion, the findings of this thesis indicate that the primary pathogen implicated in
post-weaning diarrhea in Catalonia is RVA, and antimicrobial resistance levels are high
at this production stage. Additionally, co-localization of ARG and heavy metal tolerance
genes on the same plasmid is rare and does not appear to be the cause of resistance co-
selection. Finally, it has been observed that the mcr-1 gene has adapted to colistin use
restrictions, but it has done so in different ways around the world, highlighting the need

for region-specific studies.
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RESUMEN

La diarrea postdestete es un problema muy comun en la industria porcina, con un gran
impacto tanto en la salud como en el aspecto econdmico. Su etiologia multifactorial hace
que su control sea complicado. A pesar de que las condiciones de crianza y la genética de
los animales han cambiado considerablemente en las ultimas décadas, los patégenos y
factores de virulencia que se detectan en los paneles de diagnostico siguen siendo los
mismos. Ademas, el curso agudo de la enfermedad a menudo requiere un tratamiento
empirico rapido y, muchas veces, se trata como si fuera un problema bacteriano, lo que
provoca un elevado uso de antibidticos. Por lo tanto, los principales objetivos de esta tesis
fueron aclarar el papel de los principales agentes infecciosos en la diarrea en la etapa de
transicion y analizar el estado de las resistencias a los antimicrobianos utilizando cepas

de Escherichia coli aisladas como marcador.

El objetivo del Estudio 1 fue analizar las diferencias entre los animales con y sin diarrea
en cuanto a la prevalencia de patdgenos entéricos y la microbiota asociada. Se recogieron
277 muestras fecales (152 de animales con diarrea y 125 de compaiieros de corral sanos).
En cuanto a los patdgenos, se concluyd que el principal patégeno era el Rotavirus A
(RVA), ya que se encontraba de forma significativa mas frecuentemente en animales con
diarrea y en mas de la mitad de estos animales con cargas virales altas. La gran mayoria
de los factores de virulencia clasicos de E. coli no se asociaron con la presentacion de la
enfermedad, por lo que esta informacion deberia actualizarse. Por otro lado, la presencia
de Clostridioides difficile y del virus de la diarrea epidémica porcina fue practicamente
negligible. En cuanto a los cambios en la microbiota, se observé una gran variabilidad
entre individuos y granjas, aunque varios cambios resultaron significativos. El filo
Fusobacteriota se asocid con la presentacion de la enfermedad, mientras que la familia
Ruminococcaceae estaba incrementada en los animales sanos. También se observo que
durante la primera semana post-destete, los taxones Enterobacteriaceae 'y
Camplobacteria se asociaban con la presencia de diarrea. Finalmente, dado su estatus
como patogeno principal, se estudio la microbiota asociada con las infecciones por RVA,
observandose el efecto protector del género Lactobacillus, 1o que podria representar una

posible nueva medida de control de la infeccion.
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Otro gran objetivo de esta tesis fue analizar los niveles de resistencia a los antibioticos en
esta fase del ciclo productivo. Para ello, se utilizaron las cepas de E. coli como marcadores
debido a su ubicuidad. En el Estudio 2, se procedi6 a la caracterizacion fenotipica de los
perfiles de sensibilidad de 251 cepas aisladas de cerdos en la etapa de transicion,
incluyendo muestras de animales diarreicos (n=148) y sanos (n=101). El 41.4% de las
cepas mostraron un fenotipo de multirresistencia (resistentes a tres o mas familias de
antibidticos), lo que indica niveles elevados de resistencia. Mas de la mitad de las cepas
eran resistentes a antibioticos de las categorias D y C, pero también a otras familias como
las quinolonas (56.7%) y, especialmente teniendo en cuenta su restriccion, a la colistina
(15%), que mostraron niveles elevados de resistencia. Un resultado destacado de este
estudio fue observar que los animales enfermos eran portadores de cepas multirresistentes
en mayor proporcion que los sanos (49.3% vs. 35%, p=0.03), lo que indicaria que los
tratamientos antimicrobianos podrian no ser la opcidon mas eficiente para el tratamiento
de las diarreas y que seria necesario buscar alternativas basadas en la prevencion y en la

mejora del bienestar de los animales.

Tras la caracterizacion fenotipica, el siguiente paso para comprender mejor estas
resistencias fue la caracterizacion genotipica. En el Estudio 3, se caracterizaron, mediante
secuenciacion de genoma completo, 112 cepas de E. coli aisladas de cerdos en Cataluia.
El objetivo de este trabajo fue detectar los genes que confieren resistencia a los
antibidticos y estudiar la co-localizacion en el mismo plasmido de los genes de tolerancia
a metales pesados y los genes de resistencia a los antibidticos (ARG). Los genes mas
comunes fueron aquellos que conferian resistencia a macrélidos, aminoglucosidos y beta-
lactamicos, pero también se detectaron genes de resistencia de importancia para la salud
publica, como las beta-lactamasas de espectro extendido o la colistina. Sin embargo, otras
familias detectadas en cepas aisladas de animales en otras partes del mundo, como las
carbapenemasas, no fueron encontradas en las cepas de nuestro estudio. Los genes de
tolerancia a metales pesados también eran muy frecuentes, pero, a diferencia de los ARG,
que se encontraban mayoritariamente en plasmidos, estaban localizados préacticamente
solo en los cromosomas. La colocalizacion en el mismo plasmido de ambos tipos de genes
fue muy infrecuente y, en los casos donde se encontraba, los genes implicados eran
aquellos que conferian tolerancia al mercurio (un contaminante ambiental no utilizado en
la industria porcina). Por lo tanto, el mecanismo por el cual metales como el zinc o el

cobre aumentan la resistencia a los antibioticos no parece ser la colocalizacion en el
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mismo pldsmido, como se habia supuesto hasta ahora, y se requiere seguir investigando
para entenderlo. Finalmente, se encontré que el gen de resistencia a la colistina mcr-4 se
encontraba unicamente en el plasmido ColE10, lo que abriria una nueva puerta para su

control utilizando el plasmido como diana terapéutica.

En el Estudio 4, aunque con una muestra pequefa (n=5), se observé que el gen mcr-1 se
encontraba en un 40% localizado en el cromosoma, lo que fue sorprendente. El tamafio
de la muestra no permitié extraer conclusiones, por lo que se realizé el Estudio 4 para

analizar si este hallazgo era casual o no.

Se recopilaron, a partir de la base de datos "NCBI Pathogen Detection", 3163 genomas
de humanos, terneros, cerdos y pollos que contenian el gen mcr-I. La muestra era
mayoritariamente de Asia y Europa, con una proporcion similar antes y después de la
prohibicién de la colistina. Los objetivos de este trabajo, ademas de comprobar si la
localizacion de mcr-1 habia pasado a ser cromosomica, fueron comparar el contexto
genodmico del gen en todo el mundo y ver como se habia adaptado a la prohibicion del
uso de colistina. Se observo que el gen se encontraba predominantemente en plasmidos
(93.5%), lo que indicaria que el resultado del Estudio 3 fue un hallazgo casual. Los tres
plasmidos mas frecuentes fueron Incl2, IncX4 y IncHI2. Existian diferencias entre ellos,
ya que los dos primeros se especializaban en portar el gen mcr-1, mientras que IncHI2
era un plasmido de multirresistencia. También se encontraron dos situaciones globales:
Incl2 era predominante en Asia y IncX4 era el mas comtn en Europa. Las variantes de la
region promotora del gen asociadas con una reduccion de los costos de adaptacion y la
secuencia de insercion IS4Apl/l mostraron patrones de asociacion especificos que parecen
estar relacionados con la adaptacion a las restricciones en el uso de colistina, con
diferencias significativas entre continentes. Después de la prohibicion de colistina en
Europa, se observo una transicion hacia plasmidos especializados que portan el gen mcr-
1, como los plasmidos IncX4, que han reemplazado al plasmido multirresistente IncHI2.
En cambio, en Asia, se ha producido una disminuciéon de la presencia de ISApl],
probablemente debido a cambios en la distribucidon de variantes promotoras especificas.
Estos resultados reflejan la evolucion adaptativa del mcr-1 tras las restricciones en el uso
de colistina y subrayan la importancia de desarrollar estrategias regionales especificas

para combatir la resistencia a los antimicrobianos.

En conclusion, los resultados de esta tesis muestran que el principal patogeno implicado

en la diarrea postdestete en Catalufia es el RVA y que los niveles de resistencia a los
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antimicrobianos son elevados en esta etapa productiva. También se ha observado que la
colocalizacion en el mismo plasmido de ARG y genes de tolerancia a metales pesados es
infrecuente y no parece ser la causa de la coseleccion de resistencias. Finalmente, se ha
visto que el gen mcr-1 se ha adaptado a las restricciones del uso de colistina, pero lo ha
hecho de distintas maneras alrededor del mundo, lo que pone de manifiesto la necesidad

de estudiar cada region de forma independiente.
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INTRODUCCIO

1. Diarrea en ’espécie porcina
1.1 Context

La ramaderia porcina sempre ha tengut un pes important a Catalunya i a gran part de
I’Estat Espanyol. En les darreres décades s’ha produit un canvi de model de produccio,
passant d’un gran nombre de petites explotacions de cicle tancat poc tecnificades i amb
produccidé mixta amb altres especies, a un cens de grans explotacions especialitzades
només en porcs 1 molt tecnificades on, moltes vegades, les diferents fases de produccio

estan separades.

Aquest canvi, juntament amb la millora de la genética, la introduccié de truges
hiperprolifiques i1 a la millora dels coneixements de nutricid, ha fet que el nombre de
garrins per truja s’hagi incrementat significativament aquests darrers anys. Per contra,
que neixin més animals per truja ha comportat animals més petits i amb menys vitalitat.
A més, el fet de tenir més garrins fa que la competéncia pel calostre sigui més gran i que
els animals més petits tinguin menys accés a ell. Aquesta confluéncia de circumstancies
fa que aquests animals més petits i debilitats siguin més propensos a patir infeccions i, en
aquest punt de la vida dels animals, els problemes entérics son els més habituals, donant

lloc a una entitat propia de diarrea coneguda com la diarrea neonatal.

Per tenir un ritme de produccié més alt, els animals es deslleten de manera sobtada a les
3-4 setmanes de vida, essent molt diferent de les condicions naturals on els garrins se
separen de manera gradual de la mare aproximadament entre les 10-12 setmanes de vida,
que és quan Depiteli intestinal 1 el sistema immunitari han assolit la seva maduraci6
(Moeser et al., 2017). Aquest procés abrupte provoca als animals una situacio d’estres
molt gran, que s’ha comprovat pels alts nivells de cortisol que desenvolupen en aquesta
etapa (Moeser et al., 2007). Aixo es tradueix en una anorexia postdeslletament, que pot
durar 24-48 hores, que acaba portant a una inflamacié local intestinal i a 1’aparicié de
diarrea (Thomson 1 Friendship, 2019). A més, el fet de passar d’una dieta liquida a una
solida provoca una perdua de les microvellositats intestinals (van Beers-Schreurs et al.,
1998) i tot i encara no estar caracteritzat del tot, un canvi sobtat de la microbiota intestinal
(Gresse et al., 2017). Finalment, I’estrés d’aquest moment de la vida del garri també
genera una immunosupressid que fa que els animals siguin més susceptibles a una llarga

llista de patogens intestinals (Moeser et al., 2017). Tot aquest coctel fa que el deslletament



sigui el punt a on més problemes enterics apareguin, donant lloc a una altra entitat propia:

la diarrea a I’etapa de transici6 cap a I’engreix.

En aquestes dues etapes (neonatal i transicid), els animals es troben en un moment molt
delicat en el que I’aparicié de diarrea produeix mortalitats molt elevades, generant
importants perdues economiques al sector (Sjolund et al., 2014). Aixo fa que el tractament
sigui urgent, pero moltes vegades, a causa de la seva naturalesa multifactorial, no s’arriba
a establir 1’etiologia principal del brot i, generalment, s’acaba enfocant 1 tractant com si
fos només un problema bacteria. Aixo fa que 1’as d’antibiotics en aquestes edats sigui
molt elevat (Lekagul et al., 2019), la qual cosa es tradueix en nivells alts de resisténcia

als antibiotics (Aguirre et al., 2020; Kyung-hyo et al., 2020; Vidal et al., 2020).

També s’han utilitzat durant molts anys compostos com 1’0xid de zinc que sén molt
efectius prevenint la diarrea donat el seu efecte antiinflamatori, promotor de la ingesta i
antibacteria (Rhouma et al., 2017). Ara bé, la seva baixa biodisponibilitat fa que se
n’excreti una gran quantitat a ’ambient amb els purins i acaben contaminant els sols i

les aigiies freatiques (Daraei et al., 2024).

Aixi, la diarrea porcina no és només un problema per a la induastria porcina, sin6 que s’ha
convertit també en un problema de salut publica i salut mediambiental. Si afegim a més
les noves normatives que han limitat 1’us d’antibiotics 1 prohibit I’0xid de zinc, el control
d’aquesta malaltia amb les eines convencionals d’abans ja no és possible. En definitiva,
necessitem avancar en el coneixement de les diarrees en garrins lactants 1 de transicid per

tal de desenvolupar estrategies de diagnostic 1 control adequades al nou context actual.

1.2 Definicio i classificacio

La digestio (o paiment) €s el procés pel qual els aliments es converteixen en nutrients,

que acaben essent absorbits (Thompson i1 Friendship, 2019). Consta de quatre fases:

e Ingesta: procés pel qual els aliments entren al tracte digestiu a través de la boca.

e Digestio: les particules dels aliments s’han de reduir per tal de poder ser
absorbides. Pot ser tant mecanica com és la masticacid, o quimica onles sals biliars
o el pH acid estomacal degraden les molecules.

e Absorcid: una vegada degradades, els nutrients passen per osmosi cap als
capil-lars sanguinis i limfatics del sistema gastrointestinal (Figura 1). La majoria
de processos diarreics solen originar-se per problemes en aquesta fase.

e Excrecio: aquelles molécules que no han estat absorbides son defecades.
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Figura 1: Representaci6 de 1’absorcid de nutrients a nivell intestinal. La glucosa i els aminoacids difonen
des de la llum intestinal cap als capil-lars sanguinis, mentre que els acids grassos i els glicerols entren als
enterocits, on son convertits en quilomicrons que difonen cap als capil-lar limfatics. A major superficie
d’absorcid, major quantitat de nutrients passen al torrent sanguini i limfatic. Figura creada amb Biorender,

modificada de la il-lustracio de Jenna Lim.

La diarrea es caracteritza per un excés d’aigua a les femtes en comparacié amb la materia
seca, fruit del desequilibri entre les fases d’absorci6 1 excrecid. Aquesta pérdua de liquids
1 soluts pot causar un desequilibri electrolitic i1 acid-base significatiu, aixi com
deshidratacio, 1 pot arribar a ser mortal si no es tracta adequadament (Thompson 1

Friendship, 2019).

La diarrea pot originar-se tant a I’intesti prim com al gruixut. Segons la classificacio de

Thomson 1 Friendship, (2019), la diarrea es pot classificar en diferents tipus:

e Diarrea secretora: Es produeix quan hi ha una sortida excessiva de fluids cap a la
llum intestinal que supera la seva reabsorcid a I’intesti, sovint a causa d’una
alteracié en els mecanismes de secrecio i absorcidé de ’epiteli intestinal. Per
exemple, les soques d’Escherichia coli (E. coli) enterotoxigeniques (ETEC)
alliberen toxines (LT 1 ST) que augmenten la secreci6 de 16 clor a la llum intestinal
acompanyat de H2O.

e Diarrea per malabsorcio: Es conseqiiéncia de I’atrofia de les vellositats intestinals,
que impedeix 1’absorcié adequada del contingut intestinal i provoca el pas de
liquid cap al lumen per osmosi. Un exemple ¢€s la diarrea causada per rotavirus,

que es multiplica en els enterocits 1 escurca els villi intestinals.



e Diarrea inflamatoria: Alguns patogens poden inflamar 1’epiteli intestinal,
disminuint la seva capacitat d’absorbir nutrients i augmentant el contingut del
lumen. Aixd genera una pressido osmotica que facilita el pas d’aigua a les femtes.
Un cas tipic ¢€s la diarrea produida per Salmonella spp

e Diarrea per augment de la permeabilitat de la mucosa: La pressioé hidrostatica
elevada o la pérdua de pressio oncotica als villi, permet que el fluid intersticial i
les macromolécules passin a la llum intestinal. Per exemple, la diarrea associada

a hipoalbuminémia.

Es important destacar que aquests tipus de diarrea no sén excloents i poden ocorrer

simultaniament.

1.3. Etiologia multifactorial de la diarrea

Una de les majors problematiques de la diarrea és que la seva etiologia pot ser multiple
ja que diversos agents bacterians, virics o, fins i tot, parasitaris poden originar un quadre
diarreic, i es poden presentar de manera concomitant. Cada patogen es pot presentar en
moments diferents, pero també es poden superposar i causar co-infeccions (Taula 1). A
part, la diarrea també pot ser deguda a causes no infeccioses, ja no només com a causa
directa, siné com a agreujant/perpetuador de problemes infecciosos. Aixi, poden produir
diarrea, entre d’altres factors, I’anoréxia perllongada postdeslletament que produeix una
inflamaci6 intestinal, I’accié immunosupressora de I’estres associada, per exemple, a una
temperatura ambiental massa baixa, la falta d'immunitat deguda a una mala presa de
calostre, unes deficients condicions de neteja i desinfeccid que fan que la concentracio
d’agents infecciosos sigui més alta, o un deslletament d’animals insuficientment madurs
1 no preparats per sobreviure. Tot i no ser la causa en si mateixa de la diarrea, aquestes

circumstancies poden ser el desencadenant de processos infecciosos.



Taula 1: Edats dels porcs on es pot trobar cada patogen. Modificada de Thompson i Friendship (2019).

MATERNITAT TRANSICIO ENGREIX

E. coli |

C. difficile

C. perfringens C

i

C. perfringens A

‘ Salmonella |

‘ Brachyspira hemolitiques i no hemolitques |

‘ Lawsonia |

Rotavirus

TGEv

PEDv

Isospora suis

‘ Trichuris suis |

Aix0 ve donat perque la presentacid de la malaltia infecciosa €s resultat de I’equilibri
entre els factors associats amb I’hoste, el patogen en si i I’ambient (Figura 2). En el cas
de la medicina de poblacions, centrar-se en el patogen pot funcionar a curt termini, pero

a mig termini el problema no quedara resolt i tornara a apareixer.

Genética

HOSTE Immunitat

Dieta

SALUT / MALALTIA

Temperatura \F/iru_lé‘anf:ia .
Netejasdesinfeccio L | ANIBIENT PATOGEN R:ilisfélr[:;?;l;:‘; aria
Benestar animal

antibiotics
Figura 2. Equilibri entre I’hoste, el patogen i I’ambient per tal que es presenti la malaltia.

1.3.1 Causes viriques

Agents com els rotavirus o els coronavirus s’han trobat en animals de diverses especies i
de totes les edats, pero generen quadres més greus en els individus més joves. La millora

en les técniques de seqlienciacid genetica, ha possibilitat la deteccido de molts nous virus,



el conjunt dels quals es denomina viroma (Cao et al., 2022). No obstant aixo, la seva
relacié amb la diarrea encara no esta clara i es necessita més recerca per aclarir el seu rol.

Aixi, aqui ens centrarem en els agents més tipics descrits com a patogens enterics.

1.3.1.1 Rotavirus
Els rotavirus son virus de RNA bicatenaris que pertanyen a la familia Sedoreoviridae. El

seu genoma esta format per 11 segments que codifiquen per sis proteines estructurals
(VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 i VP7) i cinc no estructurals (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 i
NSP5/6) (Figura 3). Destaquen sobretot la VP4 i la VP7, perqué son les responsables de
la produccié d’anticossos per part de 1’hoste, mentre que la NSP4 juga un paper en la
presentacio de diarrea per 'activacio dels canals de clor, que provoca la sortida de liquid

al lumen intestinal (Willey et al., 2009).

VP2
VP7

VP1/VP3
RNA

VP4

Figura 3: Esquema de I’estructura dels Rotavirus, assenyalant la posicio de les 6 proteines estructurals,

VP1-VP6, respecte el RNA i la nucleocapsida (Garcias, 2020). Creat amb Biorender.com

Una altra proteina important és la VP6, que es troba a la capa mitjana de la capsida i,
d’acord amb la relaci6 antigénica amb ella, s’estableix la classificacio dels rotavirus. Aixi,
es divideixen en deu grups: A, B, C, D, E, F, G, H, I 1J. Els grups més comuns en diferents
especies son el rotavirus A (RVA), el B (RVB) i el C (RVC). En el cas dels porcs, el RVA
i el RVC son els més freqiients i es troben tant en animals amb diarrea com en sans a tot

el mon, tot i que també s'han detectat els grups B, E 1 H (Puente et al., 2021; Vidal et al.,
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2019; Vlasova et al., 2017). A causa de la diversitat de genotips dins de cada grup, els
RVA es classifiquen segons I'estructura dels 11 segments del genoma complet, seguint
aquest ordre: VP7 (G), VP4 (P), VP6 (I), VP1 (R), VP2 (C), VP3 (M), NSP1 (A), NSP2
(N), NSP3 (T), NSP4 (E) 1 NSP5/6 (H). Aixi, la nomenclatura de cada soca de RVA es
presenta com Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx (Matthijnssens et al., 2008).

Els signes clinics de la infeccid per rotavirus varien segons l'edat dels animals, essent
sempre més greu en els més joves degut a la manca de capacitat de regenerar les vellositats
1 al perill de la deshidratacid. En general, es presenta una diarrea liquida pastosa de color
groguenc-blanquinds que, si €s I’unic agent patogen implicat, sol ser lleu 1 autolimitant.
Ara bé, les coinfeccions son habituals i1 aixo fa que el quadre clinic es compliqui. Les
lesions macroscopiques es localitzen a l'intesti prim, que apareix distés i ple de gas
(Chang et al., 2019). A nivell microscopic, es pot observar un escurcament dels villi, la
gravetat del qual determina la severitat del quadre clinic. També es poden detectar
infiltrats de cél-lules mononuclears i neutrofils, aixi com hiperplasia de les criptes (Uzal

et al., 2016).

La patogenia de la infecci6 per rotavirus implica diversos mecanismes. Primer de tot, el
virus necessita penetrar a I’intesti mitjancant la unié de les proteines de membrana VP4
amb els lligands glicans de la superficie cel-lular dels enterocits més madurs (Rodriguez
1 Luque, 2019). Després, el principal mecanisme de patogénia és la replicacio i la lisi de
la cel-lula, que porta a 1’escur¢gament dels villi, generant una diarrea per malabsorcio.
També I’entrada a la cel-lula incrementa el calci intracel-lular, desorganitzant el
citoesquelet 1 les unions estretes, augmentant aixi la permeabilitat paracel-lular. Aquest
desequilibri electrolitic es compensa amb la secrecid de clor i bicarbonat (Dickman,
2000). Finalment, la proteina no estructural NSP4 juga un paper important: activant la
Fosfolipasa C (PLC), allibera calci del reticle endoplasmatic al citoplasma, contribuint
encara mes al desequilibri electrolitic 1 a la deshidratacid. A més, també s’activa el sistema
nervids enteric 1, per tant, la motilitat intestinal, reduint la capacitat d’absorcio i agreujant

un procés de diarrea per malabsorcid (Estes et al., 2001).

1.3.1.2. Coronavirus
La familia Coronaviridae és una familia de virus RNA embolcallats amb genoma no

segmentat monocatenaris de polaritat positiva, que pertanyen a 1’ordre Nidovirales.



Posseeixen el genoma conegut més gran dintre dels virus RNA (Vlasova et al., 2020).
Dintre trobem la subfamilia Orthocoronavirinae a la qual pertanyen els coronavirus
entérics que afecten als porcs. Es classifiquen en quatre geéneres: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Deltacoronavirus 1 Gammacoronavirus.

Entre els coronavirus entérics que afecten a 1’espécie porcina destaquen el virus de la
gastroenteritis transmissible (TGEV) i el virus de la diarrea epidémica porcina (DEPV),
que son Alphacoronavirus (Uzal et al., 2016). També trobem el Deltacoronavirus suis
(PDCoV), que com diu el seu nom pertany al génere Deltacoronavirus (Koonpaew et al.,
2019). A part, també existeix el Coronavirus Entéric Suid (SeCoV), un virus quimeric del
TGEv i el DEPV (Belsham et al., 2016). Finalment, també trobem exemples de
coronavirus que han saltat a I’espécie porcina des dels ratpenats (com 1’ Alfacoronavirus
enteric suid (SeACoV), també conegut com I’alfacoronavirus enteric porci (PEAV), o el
coronavirus de la sindrome de la diarrea aguda suida (SADS-CoV) han generat quadres
de diarrea (P. Zhou et al., 2018)

El genoma dels coronavirus es troba compost de diversos fragments oberts de lectura
(ORF), essent ORFla i ORF1b els més destacats. Estan superposats i contenen la
replicasa, que codifica per proteines no estructurals necessaries per a la replicacio (Decaro
i Lorusso, 2020). Hi ha 4 ORFs més que codifiquen per proteines estructurals que son

comunes a tots els virus de la familia (Figura 4). Aquestes son:

e Espicula (S): és una glicoproteina de I’embolcall que permet 1’entrada del virus a
la cel-lula i és la inductora de la produccié d’anticossos neutralitzants per part de
I’hoste (Fang Li, 2017).

e Embolcall (E): és una petita proteina de membrana que permet 1’assemblatge de
virions pero que no €s essencial per a la transmissio del virus (Decaro 1 Lorusso,
2020).

e Membrana (M): és la proteina més abundant i defineix la mida i la forma de
I’embolcall. A més, intervé en la formaci6 de nous virions (Malik, 2020). També
s’ha vist que pot modular la producci6 d’interferons beta (Siu et al., 2009).

e Nucleocapsida (N): es tracta d’una fosfoproteina que embolcalla els acids nucleics
i modula la sintesi de RNA (Decaro i Lorusso, 2020). A part, també és antagonista

de la producci6 d’interferons beta (C. Lee, 2015).
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Figura 4: Esquema de les principals proteines dels coronavirus: Espicula (S), Membrana (M), Embolcall

(E) i Nucleocapsida (N) (Garcias, 2020). Creat amb Biorender.com.

Pel que fa als signes clinics a la granja, la manifestacio és similar en tots els casos, encara
que la gravetat pot variar segons el tipus de coronavirus. Quan una granja que estava lliure
de la malaltia s'infecta per primera vegada, es viu una fase epidémica inicial. Durant
aquesta fase, els animals de totes les edats presenten diarrea i vomits, pero la situacio és
més greu en els exemplars joves, on la mortalitat pot arribar a ser d’un 100%. Després de
la immunitzacid dels animals, la granja entra en una fase endémica. En aquesta etapa, es
poden observar episodis de diarrea durant les transicions, ja que és el moment en que els
anticossos maternals desapareixen (Vlasova et al., 2020).

Dels coronavirus explicats anteriorment, els més importants historicament son el TGEV
1 el PEDV. S6n molt similars pel que fa a signes clinics, patogeénia 1 lesions, perd soén
antigenicament diferents 1, per tant, no es genera una immunitat creuada (Lin et al., 2015).
A América i Asia (juntament amb I’emergéncia dels Deltacoronavirus) tenen forga
importancia, sobretot el PEDV (C. Lee, 2015), pero a Europa la seva prevalencga actual és
baixa, tot 1 poder reemergir 1 causar brots importants ocasionalment (Karte et al., 2020).
El TGEV era relativament freqiient a Europa 1 Estats Units durant la década dels 2000,
pero la mutacié que va originar el virus del Coronavirus Respiratori Porci (PRCV) va
generar immunitat creuada i va disminuir la seva prevalenca a Estats Units i Europa,

essent practicament residual des del 2014 (F. Chen et al., 2019; Valko et al., 2019).
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En relacid als signes clinics, a més de la diarrea i els vomits, també €s comu observar
lesions caracteristiques durant la necropsia. En aquest examen postmortem, sovint es
troba que I'estomac i els intestins estan plens de contingut i presenten petéquies. La paret
intestinal apareix aprimada i transparent a causa de l'atrofia dels villi. A nivell
microscopic, es pot observar una disminucio de l'algada dels villi del jeja 1 de I'ili, mentre
que el duod¢ no sol presentar lesions, i en animals amb certa immunitat les lesions solen
ser presents només a 1'ili (Saif et al., 2019). Pel que fa a la patogeénia dels coronavirus se
centra principalment en la replicacio del virus dins dels enterocits del jeju. Aquesta
replicacio té lloc dins del citoplasma de les cél-lules i provoca la lisi cel-lular dels
enterocits. Aixo condueix a un escurcament dels villi, els quals son essencials per a
'absorcio eficient de nutrients. La pérdua d'aquesta funcié absortiva pot provocar una
major pressio osmotica a la llum intestinal, resultant en una diarrea per malabsorci6. En
casos més greus, especialment en garrins més joves amb criptes intestinals menys
madures i una menor capacitat de substituir les microvellositats, aquesta diarrea pot
conduir a una deshidratacio severa i, en casos extrems, a la mort de I'animal (Saif et al.,
2019).

1.3.1.3 Altres virus

Encara que els virus més freqiients en els processos de diarrea son els rotavirus i els
coronavirus, d’altres que principalment generen un altre quadre clinic també poden
provocar problemes enterics, tot 1 que el fet de trobar altres signes clinics simplifica el

diagnostic.

Per exemple, un d’ells és el circovirus porci tipus 2. La seva accid6 immunosupressora
facilita la infeccid d’altres patogens enterics 1 s’ha relacionat amb la infeccid amb el
PEDV (Guo et al., 2020). Pero, també pot ser agent primari de diarrea perque s ha descrit

que pot produir una enteritis granulomatosa en garrins (Segalés, 2012).

De manera similar, la immunosupressié causada pel virus de la sindrome respiratoria 1
reproductiva porcina (PRRSV) també pot facilitar la infeccid per altres agents, pero, a
banda, s’ha vist que també pot danyar la mucosa intestinal dels garrins i causar diarrea (J.

Zhao et al., 2021).

També els virus com el de la pesta porcina africana (VPPA) i classica (VPPC) provoquen

I’aparici6 de diarrea (Kirkland et al., 2019; Sanchez--Vizcaino et al., 2019), pero els
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quadres clinics caracteritzats per una alta mortalitat i morbiditat, amb hemorragies

generalitzades, fa que sigui dificil confondre-ho amb altres causes.

Finalment, trobem un seguit de virus com ara els sapovirus, astrovirus, kobuvirus,
teschovirus, sapelovirus, enterovirus o adenovirus, entre molts d’altres, que formen part
del viroma intestinal i poden estar involucrats en la presentacié de diarrea (Benfield i
Hesse, 2019; Cortey et al., 2019; Jackova et al., 2017; Leme et al., 2019; Nagai et al.,
2020). No obstant aix0, el seu rol encara no esta ben definit i no esta clar que siguin agents
primaris. El que si que s’ha vist, és que el seu rol podria ser important en el cas de
coinfeccions amb Rotavirus A, ja que també es repliquen en els enterocits i podrien

exacerbar la manifestaci6 clinica (Nantel-Fortier et al., 2022).

1.3.2 Causes bacterianes

Historicament, els bacteris s’han considerat la principal causa de diarrea i en especial E.
coli, un dels principals agents etiologics bacterians. Altres infeccions per Clostridium
perfringens (C. perfringens) i Clostridioides difficile (C. difficile) a les maternitats, o
Salmonella spp, Lawsonia intracellularis (L. intracellularis) 1 Brachyspira
hyodysenteriae (B. hyodysenteriae) als engreixos, poden jugar un paper també important.
En el seglient apartat, es descriuen les principals caracteristiques d’aquests agents

infecciosos.

1.3.2.1 Escherichia coli
E. coli és un bacteri gram-negatiu considerat historicament el patogen més important en

els casos de diarrea porcina. Donat el paper central que té en aquesta tesi, se li dedicara

un apartat en exclusiva.

1.3.2.2 Clostridiosis
Els clostridis son bacils gram-positius del geénere Clostridium, anaerobis 1 formadors

d’espores que es presenten en forma disseminada en la pols, la terra i la vegetacio i
constitueixen la flora normal del tracte digestiu dels mamifers. S’han descrit diferents
especies en el porci com ara C. perfringens, Clostridioides difficile, C. tetani, C. novyi,
C. septicum o C. chauvoei, perd els més importants i que estan relacionats amb casos de

diarrea son C. perfingens i C. difficile (Uzal 1 Glenn Songer, 2019).

1.3.2.2.1 Clostridium perfringens
C. perfringens és un bacil gram-positiu formador d’espores anaerobi. Empero, s’ha

observat que pot tolerar certa aerobiosi (Rood et al., 2018). Produeix 20 exotoxines
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diferents, de les quals se n’utilitzen sis per classificar-les en els diferents toxinotipus.
Actualment, hi han set toxinotipus que van de la A a la G, en funci6 a la produccié de les
sis toxines: alfa (a), beta (B), eépsilon (g), iota (1), ’enterotoxina (cpe) i la toxina NetB
(Rood et al., 2018) (Taula 2). Aquesta classificacio és una actualitzacié de la de McClane,
(2005) degut principalment al descobriment de la toxina NetB (Keyburn et al., 2008).
Aquesta toxina esta relacionada amb casos d’enteritis necrotica en aus, que dona lloc al

sete toxinotipus G. Els més importants en 1’espécie porcina son I’Ai el C.

Taula 2: Classificacio dels toxinotipus de C. perfringens d’acord amb la produccid de les sis exotoxines

principals.

Toxinotipus

Tot 1 la seva patogenicitat, C. perfringens €s un bacteri ubiqiiitari, present de manera
habitual en el sol i també a la microbiota d’humans i la gran majoria d’animals domestics
(Songer 1 Uzal, 2005). Aix0 fa que, de cara al seu diagnostic, la detecci6 de les toxines no
sigui suficient per confirmar la seva relaci6 amb la patologia i s’hagi d’interpretar
conjuntament amb les lesions macroscopiques i histologiques trobades, per confirmar la

seva etiologia en els casos de diarrea.

1.3.2.2.1.1 Clostridium perfringens tipus A
C. perfingens tipus A (CpA) acostuma a estar implicat en casos de diarrea en garrins de

menys d’una setmana de vida. No obstant aixo, és molt habitual també trobar-ho en
animals sans (Vidal et al., 2019). Respecte als signes clinics, acostuma a ser una diarrea
mucosa no hemorragica, on les lesions se solen restringir a la mucosa i ser de caracter
lleu, per la qual cosa s’ha suposat que la diarrea €s d’origen secretor, tot 1 que existeixen

moltes incerteses sobre la seva patogénia (Uzal et al., 2023).

Empero, ja s’observa que amb les lesions inespecifiques 1 amb la dificultat de distingir
les soques patogenes de les comensals, que el seu rol en la diarrea no esta confirmat 1

alguns autors posen en dubte la seva patogenicitat (Uzal, 2016; Uzal i Glenn Songer,
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2019). Aixi, la seva confirmaci6é diagnostica és practicament una enteléquia i se sol
associar a la presentacio6 de diarrea en aquells casos on les lesions observades son minimes

1 no es troba cap altre agent implicat.

1.3.2.2.1.2 Clostridium perfringens tipus C
Les soques de C. perfringens tipus C (CpC) acostumen a estar relacionades en casos de

diarrea en animals de menys de 3 dies de vida. Aixo €és degut a que la principal toxina
implicada ¢és la beta, que €s altament sensible a 1’acci6 de la tripsina (Macias Rioseco et
al., 2012). Com ja s’ha comentat, els animals nounats no han acabat de madurar a nivell
d’epiteli entéric i tenen deficits de produccio de tripsina, la qual cosa els fa sensibles a
aquestes infeccions. Un cop passada la primera setmana de vida, els garrins tenen un
nivells de produccio de tripsina adequats, per la qual cosa els casos de diarrea per aquest
agent son molt poc freqlients. De tota manera, tot i no ser important en 1’actual sistema
productiu, es poden donar casos en animals més grans associats al consum elevat

d’inhibidors de la tripsina com el moniato (Murrell i Walker, 1978).

A diferéncia de CpA, les lesions de CpC son evidents ja que genera una enteritis
necrotica/necrohemorragica a causa de 1’accid citotoxica de la toxina beta. Aquesta toxina
actua formant porus i produeix lesions intramurals (Nagahama et al., 2015) que alteren
I’equilibri i0nic 1 indueixen la mort cel-lular i la conseqiient necrosi de la mucosa
intestinal (Nagahama et al., 2015). No obstant aix0, també s ha vist que el dany endotelial
provocat per la uni6 de la toxina a la lamina propia podria provocar la formacio de

tromboembolismes, isqueémia, hemorragies 1 dany epitelial (Posthaus et al., 2020).

Aix0 fa que macroscopicament la lesid tipica sigui una enteritis necrotic-hemorragica,
localitzada a I’intesti prim, habitualment amb component fibrinonecrotic (Uzal 1 Glenn
Songer, 2019). Donat el fet que els animals sén molt joves, el quadre clinic acostuma a
ser molt agut, ocasionant una diarrea hemorragica i els animals poden morir en menys de

24 hores.(Uzal et al., 2023).

1.3.2.2.2 Clostridioides difficile
L’altre clostridi implicat en la diarrea porcina €s C. difficile, anaerobi estricte, formador

d’espores molt resistents i present en la microbiota intestinal normal d’humans i animals.
També és una causa freqiient de diarrea en persones hospitalitzades i amb tractaments

perllongats amb antibiotics (Lawson et al., 2016).
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C. difficile es troba present en humans 1 multiples especies d’animals domestics. Empero,
la seva presentacio difereix molt entre especies i el cas del porci, un dels seus principals
reservoris, no és una excepcid. En humans, la seva capacitat de generar diarrea s’associa
principalment amb una disbiosi després d’un tractament antimicrobia (Hensgens et al.,
2012), pero no és aixi en el cas dels porcs (Susick et al., 2012). Per altra banda, en els
humans la infecci6 es dona molt més freqlientment en persones majors de 65 anys
(Czepiel et al., 2019). En el cas del porci, la situacio és radicalment oposada, ja que s’ha
vist que la seva prevalenca correlaciona a la inversa amb 1’edat dels animals, essent
maxima durant les primeres dues setmanes de vida (50-100%), disminuint marcadament
a les transicions i essent residual al moment de I’escorxador (Hawken et al., 2013; Susick

etal., 2012; Weese et al., 2010).

Existeixen soques no toxigeéniques (que no tenen cap importancia clinica perque no séon
patogenes) 1 soques toxigeniques, que poden produir alguna patologia mitjangant tres

toxines diferents:

e Toxina A (TcdA) o enterotoxina: produeix factors de quimiotaxis i estimula la
produccié de citoquines i1 la secrecid6 de liquid cap a la llum intestinal
(Chandrasekaran i Lacy, 2017).

e Toxina B (TcB) o citotoxina: actua despolimeritzant 1’actina 1 conseqiientment
com disruptor del citoesquelet (Kuehne et al., 2010).

e Toxina binaria (Cdt): el seu rol no esta ben definit, pero es pensa que podria
contribuir a la despolimeritzaci6 dels microtubuls de la cél-lula, agreujant I’efecte

de les altres toxines (Martinez-Meléndez et al., 2022).

Aquestes soques toxigeniques es troben en els animals malalts, perd també en animals
sans, fins 1 tot en major freqiiencia segons 1’explotacio (Vidal et al., 2019). Aixo, tot i no
existir-ne una evidéncia completa, ve explicat majoritariament per la seva patogenia.
Primerament, els animals necessiten ingerir les espores del bacteri, que son molt resistents
a les altes temperatures 1 al pH de 1’estomac. Després, una vegada germinin les espores,
si es donen les condicions adequades, com ara una disbiosi intestinal, C. difficile pot
replicar-se en 1’epiteli intestinal i produir les toxines, la qual cosa significara la

presentacio de diarrea (Uzal et al., 2023).
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Quant als signes clinics, s’observa una diarrea liquida i groguenca durant les primeres
setmanes de vida i, macroscopicament, es pot observar un edema de mesocolon que ¢€s

quasi patognomonic de la casuistica generada per C. difficile (Uzal i Glenn Songer, 2019).

1.3.2.3 Microbiota
Tot 1 no ser agent infeccids com a tal, la microbiota intestinal també pot jugar un paper

important en 1’aparicio de diarrea.

La microbiota intestinal es defineix com el conjunt de microorganismes patogens,
comensals i simbiotics presents en el tracte gastrointestinal. Durant la darrera década, hi
ha hagut un gran increment de la recerca en aquest camp (Cresci i Bawden, 2015; Y. Li
et al., 2021) 1 ’especie porcina no n’és una excepcid (Gresse et al., 2017). No obstant
aixo, fa falta encara molta recerca per entendre com afecta a la presentacio de diarrea, ja
que la gran majoria d’estudis o bé estan realitzats en condicions experimentals (Castillo
et al., 2007; Gierse et al., 2020) o bé en un numero molt reduit de granges comercials
(Karasova et al., 2021). Aixo fa que s’observi una gran variabilitat entre els estudis i que
sigui dificil caracteritzar la microbiota dels animals malalts, probablement a causa del
gran nombre de variables externes i internes, que poden afectar a cada individu en

particular (Hasan i Yang, 2019).

No obstant aixo, existeixen una serie de factors o variables que poden intervenir 1 afectar

a la composici6 de la microbiota intestinal que es citen a continuacio:

e Edat: Esta descrit que 1’edat t¢ un paper molt rellevant a 1’hora de fer
comparatives entre animals ja siguin malalts o sans. Per exemple, de per si
existeixen diferéncies en la microbiota entre animals de pre-desllatament 1 post-
deslletament (Q. Yang et al., 2019). Fins 1 tot en casos de garrins sans s’ha descrit
una disminucié de la presencia de Lactobacillales 1 un increment de
Enterobacterales (Castillo et al., 2007). Per aix0, s’ha de ser molt curds en
aquestes analisis perque 1’edat dels individus pot afectar les conclusions dels
estudis.

e Antibiotics: els tractaments antimicrobians afecten de manera considerable la
composicid de la microbiota (Looft et al., 2012) i cadascun d’aquests tractaments
pot tenir un efecte diferent (Guitart-Matas et al., 2024). A part, altres compostos

com el zinc que també han estat utilitzats freqiientment, poden tenir un efecte
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considerable en la modulacié de la microbiota intestinal (Ortiz Sanjuan et al.,
2024)

Mostreig: s’han observat diferéncies significatives segons el tipus de mostra
analitzada, si la presa ha estat directament d’una femta o per un hisop rectal, o bé
s’ha agafat després d’una necropsia directament de ’intesti prim o gruixut, ja que
I’anatomia de cada secci6 del tracte digestiu també afecta a la microbiota
(Gryaznova et al., 2022).

Virus: les infeccions viriques poden alterar la composicid de la microbiota, molt
probablement a causa de I’alteracid del sistema immunitari que ocasionen
(Harper et al., 2021). Aix0d en els porcs s’ha observat en diversos exemples com
el DEPV (S. Yang et al., 2020), el PRRSV (Argiiello et al., 2022) o el VPPA (Ko
et al., 2023). Empero, tot i no estar molt ben caracteritzat en els porcs, pot ocorrer
a la inversa i la microbiota protegir de la infecci6 de certs virus, com ara els
rotavirus, a conseqiiéncia de I’estimul immunitari que es pot generar (Kim et al.,
2021).

Alfa-diversitat: una de les hipotesi tradicionals de I’aparicio de la diarrea és que
hi ha una alteracio de 1’alfa-diversitat (la diversitat interna de cada mostra, és a
dir, quants microorganismes diferents hi ha presents en aquella mostra). No
obstant aixo, tot 1 haver observat que augmenta amb 1’edat, amb una lleugera
caiguda en el moment del deslletament (X. Wang et al., 2019), la gran majoria
d’estudis no han trobat diferéncies entre animals sans i malalts (Han et al., 2019;
Ren et al., 2022; Zheng et al., 2023) 1 fins 1 tot un estudi ha observat que la
diversitat era menor en animals sans (Gryaznova et al., 2023). Podria ser quelcom
associat a I’especie porcina, perque si que s’han vist diferéncies de la composicid
de la microbiota entre sans 1 malalts en altres especies com humans (Fan et al.,
2020), vedells (W. Li et al., 2023), alpaques (Zapata et al., 2024) o macacos
(Rhoades et al., 2024).

Diferencies taxonomiques entre malalts i sans: per poder conéixer la microbiota
associada amb la malaltia, primer s’ha de conéixer aquella relacionada amb la
salut. No obstant aix0, degut a la multitud de factors implicats i a I'heterogeneitat
dels resultats, aix0 resulta molt complicat, perd algunes tendéncies si que es
coneixen. Per exemple, bacteris productors d’acids grassos de cadena curta com

les families Lachnospiraceae, Lactobacillaceae 1 Ruminococcaceae s’associen
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amb una bona salut intestinal (Vasquez et al., 2022). Per altra banda, ordres com
Proteobacteria o Fusobacteria es troben incrementats en animals amb diarrea a la
majoria d’estudis (Dou et al., 2017; Kong et al., 2022; Sun et al., 2019). No obstant
aixo, es necessita molta més recerca per tal d’establir una base de coneixement
solida.
1.3.2.4 Altres bacteris
Fins ara, s’han descrit els bacteris més habituals en els casos de diarrea neonatal i
postdeslletament, que se solapen entre ells i €s on hi ha més morbiditat i mortalitat, perd
també hi ha un altre llistat de bacteris que provoquen diarrea als engreixos, on igual la
severitat dels casos no és tan greu, pero es generen greus perdues economiques a causa

de ’increment de ’index de conversid en animals amb consum elevat.

Un dels més importants, també per la seva importancia de salut publica, és la infeccid per
Salmonella, que també pot provocar diarrea en animals més joves, pero principalment als
engreixos. Diversos serovars poden estar implicats. Els més tipics son Typhimurium,
Infantis, Johannesburg, Agona, Heidelberg, Derby, Mbadlaka, Anatum i Cerro (Asai et
al., 2002; Mateu et al., 2002; Pires et al., 2021). Salmonella Cholerasuis també pot

ocasionar diarrea, pero sol anar associat a una forma septicemica (Soliani et al., 2023).

El signe clinic caracteristic €s una diarrea de color groc amb contingut sanguinolent 1
mucos, que sol durar 3-5 dies perd que pot reaparéixer (Carlson et al., 2019). Es tipica
dels engreixos, moment en el qual s’excreta majoritariament, pero, si enlloc d’analitzar
mostres rectals s’analitzen limfonodes mesentérics es pot detectar fins i tot en animals

lactants (Bernad-Roche et al., 2021).

A nivell de lesions, s’observa inflamacio i necrosi a I’ili, el cec i el colon espiral, pero
també pot estar present al colon descendent 1 al recte. Son molt tipiques les ulceres de la
mucosa i la paret intestinal cobertes de material fibrinonecrotic, conegudes com “botons”.
També en alguns casos d’infeccions més croniques es poden trobar estrictures rectals. A
part, les ulceres necrotiques de la mucosa també es poden estendre a la submucosa i als

limfonodes mesentérics (Carlson et al., 2019).

Una altra causa de diarrea és la ileitis proliferativa porcina (també coneguda com
adenomatosi intestinal), causada per Lawsonia intracellularis, un bacil gram-negatiu
corbat intracel-lular obligatori, la qual cosa complica molt el seu aillament 1 ho converteix

en un bacteri exigent (Vannucci et al., 2012). La seva presentacio es caracteritza per una
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diarrea aguda de color gris-verdos, que sol afectar animals de mitjans-final d’engreix, tot
1 que en alguns casos també pot estar present a les transicions (Vannucci et al., 2019). Tot
1 no ser una zoonosi (Michalski et al., 2006), pot afectar a altres espécies com cavalls,
canids, fures, conills, cérvols i, més important de cara 1’epidemiologia en 1’especie
porcina, rates (Karuppannan i Opriessnig, 2018). Aixi, tot i que la transmissid ¢és
majoritariament oro-fecal, les mesures de neteja i desinfeccid no son suficients per si soles

per controlar la malaltia i s’han d’implementar també plans de desratitzacio.

Quant a les lesions, s’observa una enteritis proliferativa localitzada a I’ili i a nivell
histologic es pot observar una hiperplasia de les criptes intestinals, que es practicament
patognomonica d’aquesta malaltia. També poden existir formes hemorragiques i
necrotiques quan el dany a la mucosa és major 1 si cronifica es produeix un engruiximent
sever de la paret intestinal, conegut com adenomatosi intestinal porcina (Karuppannan i
Opriessnig, 2018). Aquest engruiximent fa que els animals no absorbeixin bé els nutrients

de I’alimentaci6 i acabin perdent pes i incrementant el seu index de conversio.

Finalment, I’altre génere bacteria freqiientment implicat en problemes digestius als
engreixos €s Brachyspira spp, bacteris anaerobis gram-negatius en forma d’espiroqueta,
que generen problemes a nivell de I’intesti gros. En podem distingir dos grups d’acord
amb la seva capacitat de produir hemolisi, la qual es relaciona amb la seva capacitat
patogenica (Burrough et al., 2012). La més tipica entre les beta-hemolitiques és B.
hyodysenteriae, que ¢€s responsable de la disenteria porcina. Ocasiona una diarrea muco-
hemorragica que afecta a animals d’engreix, perd també pot afectar a animals més joves
en ramats que encara no s’han infectat (Hampson i Burrough, 2019). La seva transmissio
¢és basicament oro fecal, pero, d’una manera similar al cas de la ileitis proliferativa
porcina, vectors com ara ocells, rosegadors, insectes o canids poden jugar un paper molt
destacat 1 dificulten en gran mesura el seu control (Alvarez-Ordofiez et al., 2013). Quant
a les lesions, s’observen exclusivament a ’intesti gros (a nivell de cec i colon espiral) i
es caracteritzen per una hiperémia i edema de la paret intestinal, la mucosa i els
limfonodes mesenterics. A mesura que avanga el procés, la paret perd la seva forma
rugosa i queda coberta per moc, fibrina i sang fresca, formant pseudomembranes. A nivell
histologic, es poden arribar a observar les espiroquetes (Hampson i Burrough, 2019). B.
hyodysenteriae és 1'espécie més tipica, encara que n’existeixen d’altres com B. hampsonii
0 B. suanatina poden generar una clinica similar (Mirajkar et al., 2016; Mushtaq et al.,

2015).
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També es troben especies d’hemolisi débil, entre les qual destaca B. pilosicoli, causant
del que es coneix com colitis espiroquetal. Cursa de manera molt similar a la disenteria
porcina, perd amb una severitat significativament inferior (Hampson i Burrough, 2019).
A diferéncia dels agents causants de disenteria porcina, B. pilosicoli si que pot afectar a

les persones, especialment a aquells individus immunocompromesos (Hampson, 2018).

A banda d’aquests patogens més habituals, també trobem altres bacteris que, tot i no ser
la causa primaria de diarrea, poden complicar altres casos. Alguns exemples serien
Enterococcus villorum o Enterococcus hirae (Jang et al., 2019) que es poden replicar a la
paret apical dels enterocits i generar una atrofia de les microvellositats, que, amb
conjunci6é amb altres patogens, pot provocar 1’aparici6 de diarrea. Campylobacter jejuni
¢€s un cas similar, perqué s’ha observat que, tot i ser considerat un comensal, pot afectar

la integritat de la mucosa intestinal (Rath et al., 2021).

1.3.3 Causes parasitaries

La tecnificacio del sistema productiu ha fet desaparcixer certes patologies i unes de les
més comuns han estat les malalties parasitaries. Amb les noves instal-lacions de
producci6é intensiva, la majoria de parasits que abans podien provocar diarrea, com
Strongyloides ransomi o Trichuris suis, son practicament inexistents (Brewer i Greve,

2019).

De totes formes, podem seguir trobant parasits capagos de causar simptomatologia,
moltes vegades acompanyant altres processos. L’exemple més clar €s Cystoisospora suis,
causant de la coccidiosi porcina i que té una elevada prevalenga a 1’Estat Espanyol,
observant-se prevalences del 83% de les granges estudiades (Hinney et al., 2020). La
patogenia d’aquest coccidi es deu a la seva fase asexual, ja que es replica als enterocits i
en produeix la seva lisi, provocant una atrofia de les vellositats 1 una diarrea per
malabsorcid. Afecta només als animals de menys de dues setmanes, que encara es troben

en una fase immadura, 1 veiem femtes pastoses i molt clares (Harleman i Meyer, 1983).

Un altre protozou relativament comu és Balantidium coli, habitual de la microbiota
intestinal, perdo que es pot trobar associat amb casos de disenteria porcina (Szczotka-
Bochniarz et al., 2021). De manera similar, tot i ser molt menys habituals i no estar
presents a la microbiota, les amebes Entamoeba suis i Entamoeba polecki també s’han
vist com a complicants en casos de B. hyodysenteriae (Cuvertoret-Sanz et al., 2019;

Matsubayashi et al., 2014).
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Finalment, també existeix la possibilitat que en casos d’infestacions severes d’ Ascaris
suum, (nematode causant del “fetge amb taques de llet” que genera grans pérdues
economiques a causa dels decomisos) també apareguin casos de diarrea (Brewer i Greve,

2019).

1.3.4 Causes no infeccioses

Com ja s’ha explicat a I’apartat 1.1, la presentacié de malaltia és deguda al trencament de
I’equilibri existent entre 1’hoste, el patogen i I’ambient. Les causes no infeccioses de
diarrea entrarien dins dels dos ultims punts, on factors com [’estrés, un deslletament
precog o la falta d’encalostrament facilitarien I’accid dels patogens. Pero n’hi ha d’altres
que per si sols poden ser I’origen de les femtes de consisténcia tova, donant lloc al que es
coneix com diarrea mecanica o no biotica. A continuacié es presenten de forma breu les

causes no infeccioses més tipiques:

¢ Inflamaci6 intestinal: a part dels agents infecciosos, diversos estressors, com ara
el deslletament, el fred o canvis abruptes d’alimentacid, poden generar una
inflamaci6 intestinal, que pot conduir a una diarrea per malabsorci6 (X. Tang et
al., 2022). Acostuma a estar associada amb causes infeccioses, ja que genera un
ambient adequat per la infecci6 de certs patogens, pero per si sola pot produir una
diarrea que acostuma a ser autolimitant.

e Alts nivells de proteina bruta: les genetiques actuals tenen demandes elevades
quant a nivell proteic per assolir el seu potencial maxim de creixement. Aquest fet
augmenta el risc de patir diarrea, perque en la digestio de les proteines es generen
compostos volatils i1 substancies toxiques com les amines, que tenen efecte
perjudicial en la salut intestinal (Gao et al., 2019).

e Consum excessiu de soja: aquest ingredient dels pinsos pot generar reaccions
d’hipersensibilitat, que causa una hiperplasia de les criptes 1 una atrofia de les
vellositats intestinals (Gao et al., 2019).

e Micotoxines: a banda de la immunosupressi6 que facilita la infeccid pels
patogens, el pinso contaminat per micotoxines genera problemes gastrointestinals
de per si, pel dany a I’epitel-li intestinal que ocasionen (Pierron et al., 2016).

e Deéficit de niacina (vitamina B3): a causa de la seva poca biodisponibilitat, s’ha
de suplementar en els pinsos. En els casos on no es fa, pot aparéixer una tiflocolitis

necrotica (Dritz et al., 2019).
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e Mala qualitat d’aigua: a part d’afavorir I’entrada de patogens, si I’aigua t¢ alts
nivells de sals mineral, pot generar una diarrea a causa de I’increment de pressio

osmotica a la llum intestinal (Flohr et al., 2014).

2. Escherichia coli en I’espécie porcina

E. coli és un bacil gram-negatiu, que pertany a la familia Enterobacteriaceae i al génere
Escherichia (Willey et al., 2009). Es considerat un bacteri molt divers genéticament i la
majoria de les soques no solen ser patogenes. Tot i aix0 ha estat considerat el principal
causant de diarrea en 1’espécie porcina (Fairbrother i Gyles, 2019). Tamb¢ existeixen

soques amb afinitat extraintestinal.

En el segilient apartat, es descriuen les classificacions més tipiques de les soques 1 els

patotipus historicament més relacionats amb la diarrea porcina.

2.1 Classificacio de les soques d’ E. coli

E. coli pertany al filum Pseudomonadota (abans Proteobacteria), a la classe
Gammaproteobacteria, a I’ordre Enterobacterales, a la familia Enterobacteriaceae 1 al
genere Escherichia. Altres espécies que pertanyen a aquest génere son E. albertii, E.

fergusonii, E. marmotae o E. hermannii (Willey et al., 2009).

Es una espécie bacteriana amb una gran diversitat genética, per aixo al llarg de la historia
s’han buscat diferents maneres de classificar-lo dintre de la mateixa especie.
Primerament, es va basar en una classificacid serologica d’acord amb I’esquema de
Kauffman (Kauffmann, 1947), proposat durant la década dels 40, donant lloc als
anomenats serotips. Explicat de manera breu, es basava en la utilitzacio d’anticossos per
determinar la composici6 dels antigens somatics (“O”, el lipopolisacarid), el flagelar
(“H”) 1 el capsular (“K”), perd basicament els serotips son determinats d’acord amb la
combinaci6 dels antigens “O” 1 “H”. Aixi, s’han descrit 176 variants de I’antigen O (B.
Liu et al., 2020) 1 83 de I’antigen H (Fratamico et al., 2016). A nivell d’especies animals,
té molta importancia el serotip O157:H7, una soca enterohemorragica que €s una causa
comuna de diarrea greu en persones, de la qual els remugants son el principal reservori,
tot 1 que els porcs també en poden ser portadors (Fairbrother et al., 2005).Tot 1 utilitzar-
se durant molts d’anys, aquest procés de la serotipificacié lent i poc exacte per classificar

les soques, s’ha anat substituint per les noves tecnologies moleculars.
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La millora de les técniques moleculars va permetre noves classificacions. Diversos
investigadors com Selander et al., (1986) i Clermont et al. (2000) van popularitzar una
classificacio de les soques basada en una reaccid en cadena de polimerasa (PCR)
multiplex de tres gens (chuA, yjaA i TSPE4.C2), que permetia classificar els genomes en
quatre filogrups (A, B1, B2 1 D). Gracies a la gran quantitat d’informaci6 que proporciona
la seqiienciaci6 del genoma complet (WGS) s’han pogut desenvolupar eines
bioinformatiques com ecoli_serotyper (Joensen et al., 2015) o EC_typer (Bessonov et al.,
2021), que permeten realitzar classificacions genomiques in silico de manera molt rapida.
L’as de WGS ha permes refinar la técnica i els nou enfocament (s’analitzen fins a 15 gens)
també permet fer-ho in silico (Beghain et al., 2018). Aixi, es poden distingir amb la
tecnica E. albertii, E. fergusonii, cinc clades criptics d’Escherichia que pertanyen a altres
especies 1 E. coli sensu stricto, dintre del qual es distingeixen vuit filogrups (A, B1, B2,

C,D,E, FiG).

Aquesta classificacio ha fet fortuna perqué a cada filogrup se li poden asignar una série
de trets caracteristics respecte al seu comportament biologic o hoste que colonitza
preferentment, la qual cosa li confereix molta importancia a nivell epidemiologic. Els més
habituals son A, B1, B2 i D i per aix0 se’ls anomena filogrups majors, mentre que la resta
son menys freqiients i se’ls anomena filogrups menors. Respecte a la seva localitzacio, A,
B1 i C son principalment presents al tracte gastrointestinal, mentre que B2, D, F 1 G sén
considerats extraintestinals. El filogrup E és el més divers i combina dintre seu

I’epidemiologia de la resta de filogrups (Clermont et al., 2021).

Respecte a I’especialitzacio d’acord en 1’hoste, en el cas d’aquells localitzats en el tracte
gastrointestinal, també trobam diferéncies entre filogrups. A la bibliografia, s’ha descrit
que el filogrup A ¢és el predominant en humans i porcs (Escobar-Paramo et al., 2006;
Garcia et al., 2020); B1 1 A es troben forca equilibrats en el cas de les aus (Woyda et al.,
2023) 1, finalment, en el cas dels remugants existeix un predomini destacat del B1 i una
freqiiéncia major que en altres especies del filogrup E (Duangurai et al., 2022). També es
descriu que el filogrup G, que es troba molt relacionat amb B2, s’ha especialitzat en
infeccions aviars 1 en general és capa¢ d’adquirir un gran nombre de gens de viruléncia

(Tiwari et al., 2023).

A nivell genetic, també es pot utilitzar una classificacié basada en el seqlienciotip (ST),
que ¢s de molta utilitat per entendre I’estructura clonal dels bacteris. Aquesta classificacio

ha estat desenvolupada per una gran varietat de bacteris, perd per E. coli s’acostuma a
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utilitzar I’esquema d’Achtman (Wirth et al., 2006). Esta basat en la combinaci6 dels
al-lels de 7 gens que formen part del genoma comu (“core genome” en angles): adk,
fumC, gyrB, icd, mdh, purA 1 recA. Inicialment, es feia mitjancant técniques
d’electroforesi en gel pulsat, pero les técniques de seqiienciacié massiva han fet que
resulti molt facil identificar-lo i només cal utilitzar I’esquema de PubMLST (Jolley et al.,
2018). Existeix una gran varietat de ST per E. coli i per aix0 també¢ existeix la classificacid
dels complexes clonals (CC) quan una soca conté cinc o més al-lels idéntics. Dins de
I’espécie porcina, cal destacar el ST10 (i en general tot el CC10) relacionat amb la

resisténcia a la colistina (Shi et al., 2023).

2.2 Patotips d’E. coli

Finalment, hem d’esmentar la classificacié que més fortuna ha fet a nivell de la clinica
veterinaria, que son els patotips. Entre els més importants trobem les soques d’E. coli
enterotoxigeniques (ETEC), enteropatogeniques (EPEC), verotoxigéniques (VTEC),
enterohemorragiques (EHEC) 1 extraintestinals (ExPEC), encara que també existeixen

patotips mixtes. En els segiients apartats, es desenvolupa cadascuna d’aquestes soques.

2.2.1 E. coli enterotoxigénics (ETEC)

El patotip més comu dins de ’especie porcina és I'ETEC, responsable de molts casos de
diarrea, tant a les maternitats com a les transicions. Aquestes soques alliberen toxines que
actuen causant una diarrea secretora de color groguenc-blanquinds, la qual cosa condueix
a la deshidratacio del garri. A nivell macroscopic, s’observa l'intesti prim dilatat,
hiperémic 1 lleugerament edematods. A nivell microscopic, els canvis son bastant lleus,

perd de vegades es poden observar les bactéries, principalment al duode¢, on veurem una

inflamaci6 neutrofilica (Fairbrother i Gyles, 2019).

Per generar la diarrea, aquestes soques necessiten dues coses: adherir-se 1 produir la
toxina. L’adhesi6 ve mediada per fimbries, que permeten al bacteri adherir-se a I’epiteli
intestinal. Les més comunes son la F1, F4, F5, F6, F18 1 F41, pero la seva freqiiencia
difereix segons 1’edat dels animals. Mentre que en els casos de les transicions les més
tipiques son la F4 1 F18, a les maternitats son més comuns la F5 i F6 (Fairbrother i Gyles,
2019). Tamb¢ existeix 1’adhesina AIDA, pero el seu rol encara no esta del tot clar (Daniel
Dubreuil, 2010; Ngeleka et al., 2003) i no es troba del tot present en la majoria dels panells
diagnostics. La fimbria F18 també intervé en la malaltia dels edemes (ED), perd amb

variants antigéniques diferents. La variant F18ab causa la ED, mentre que la F18ac és
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responsable de la diarrea al postdeslletament, perd no existeix proteccid creuada entre

ambdues variants (Fairbrother et al., 2005).

Una vegada que E. coli s'uneix a la cel-lula, pot replicar-se i alliberar exotoxines que
causen la patogenia. A la figura 5 es mostra un esquema dels mecanismes de patogenicitat
de diverses toxines com la LT, STa, STb i EAST1, que son habituals en aquest context.
La LT ¢és una toxina termolabil, sensible a altes temperatures, que es vincula al gangliosid
GM1 1 activa permanentment l'adenilat ciclasa dels enterocits, induint una hipersecrecid
de clor 1 la secrecié de fluids (Fairbrother et al., 2005). A més, facilita la colonitzacio

intestinal (Kopic i Geibel, 2010).
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Figura 5: Esquema dels mecanismes de patogénia de les soques ETEC (Garcias, 2020). Creat amb

Biorender.com

La STa és una toxina resistent a altes temperatures, codificada pel gen est4. S'uneix al
receptor guanilil-ciclasa C situat als villi i les criptes, augmentant els nivells intracel-lulars
del GMP ciclic (Luppi, 2017). Aquest augment activa la PKA, que promou una
hipersecrecié de sodi, augmentant la pressié osmotica a la llum intestinal i també la
secrecid de fluids (Fairbrother et al., 2005). STb és una altra toxina termolabil, codificada
pel gen estB. Aquesta toxina s'uneix al receptor a-sulfogalactosil-ceramida, provocant
I'entrada de Ca* als enterocits del duode i del jeju (Gongalves et al., 2008). Aquest
augment de calci activa la PKC i la calmodulina dependent de Ca*, cosa que desencadena
la secrecid de sodi, clor i bicarbonat (Dubreuil et al., 2016). A més, la STb causa una
lleugera exfoliacid de la superficie dels enterocits, que va acompanyada d'una atrofia
moderada dels villi (Thomson i Friendship, 2019). També s'ha observat que la STb sovint es

troba associada amb la LT (Luppi, 2017).
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Finalment, també¢ existeix la toxina EAST1, pero el seu paper en el desenvolupament de
la diarrea no esta clar. Alguns estudis mostren una major prevalenga d'aquesta toxina en
individus malalts (W. Zhang, 2007), pero d’altres la troben més en sans (Vidal et al., 2019;
Zajacova et al., 2012). Tanmateix, els estudis de toxicitat indiquen que la EAST1 no

sembla tenir la capacitat de causar diarrea (Dubreuil, 2019).

2.2.2 E. coli enteropatogénics (EPEC)

Les soques EPEC poden causar diarrea tant en les maternitats com durant les transicions.
Aquestes soques es caracteritzen per provocar lesions a l'intesti prim, amb un fenomen
d'adhesi6 1 esborrament (A/E) observable a nivell histologic. Aquesta adhesid i
esborrament inclou la formacié de lesions en forma de pedestal, que resulten en 'atrofia
de les vellositats i la pérdua de la seva funcio, provocant diarrea per malabsorci6 (Farfan-

Garcia et al., 2016).

La regulacié del mecanisme A/E dels EPEC ve determinat pel gen eae, necessari per al
desenvolupament de la patogenia (Frohlicher et al., 2008). Per a que es produeixi el

fenomen A/E, calen diversos processos que es presenten esquematicament a la Figura 6.
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Figura 6: Esquema dels mecanismes de patogénia de les soques EPEC (Garcias, 2020). Creat amb
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Primer, la bacteria s'ha d'adherir a 1'enterdcit, cosa que aconsegueix mitjancant un flagel
1 el pili tipus IV. A continuacio, es produeix la translocacié de senyals intracel-lulars a
través del sistema de secrecio de tipus 3, que introdueix multiples proteines a l'enterdcit.
Una d'aquestes proteines €s la Tir (receptor de la intimina translocada), que, un cop dins
del citoplasma, es projecta cap a la membrana i1 permet 'adheréncia de la intimina, una
adhesina produida pels EPEC. Aquesta uni6 provoca la fosforilacié de la Tir en tirosina

474, activant un mediador de la polimeritzaci6 de l'actina. Aquesta activacid reorganitza
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el citoesquelet de la cel-lula, formant la lesio en pedestal, i provoca l'atrofia 1 la perdua

de funcionalitat de les vellositats intestinals (Farfan-Garcia et al., 2016).

2.2.3 E. coli verotoxigénic (VTEC o STEC)

L’altre tipus de soques que poden estar habitualment implicades en la diarrea son les
VTEC, també conegudes com a productores de toxines Shiga (STEC). Es coneixen aixi
perque la seva patogenia es basa en la produccio de les toxines Shiga 11 2 (stx1 1 stx2),

codificades pels gens VT1 1 VT2 (Ercoli et al., 2016; Ho et al., 2013).

La Figura 7 mostra els mecanismes de patogenicitat de les soques VTEC. Les toxines es
lliguen al receptor de superficie globotriaosilceramida (Gb3) i bloquegen la sintesi
proteica de la cel-lula. Aquest bloqueig es produeix perqué les toxines inactiven els
ribosomes eliminant una adenina del 28S RNAr, la qual cosa condueix a la mort cel-lular
(Endo et al., 1988; Paton i Paton, 1998). Les caracteristiques de la diarrea sébn molt

similars a les dels patotips ETEC i EPEC.
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Figura 7: Esquema del mecanismes de patogénia de les soques VTEC (Garcias, 2020). Creat amb

Biorender.com.

També, tot i no ser part del problema de les diarrees (encara que també¢ en pot ser la causa),
dintre d’aquest patotip s’engloben les soques causants de la ED. La toxina produida en
aquest cas ¢és la Stx2e 1 sovint es troba associada amb la fimbria F18 (Nagy et al., 1999).
La patogenia és conseqiiéncia del dany endotelial provocat per la toxina, que incrementa
la permeabilitat vascular i aixi podem trobar edemes a multiples localitzacions (Moxley,
2000). En general, la malaltia dels edemes té¢ una morbiditat baixa, perod cursa amb una
alta mortalitat. Afecta sobretot a les transicions, pero també la podem trobar en animals

dels engreixos (Fairbrother i Gyles, 2019). Normalment cursa amb una simptomatologia
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nerviosa (ataxia, descoordinacid, pedaleig, etc.), que es pot confondre amb altres

patogens, com ara Streptococcus suis. La diarrea no és habitual, perd també pot apareixer.

Pel que fa I’edema palpebral és practicament patognomonic d’aquest procés perd no
sempre esta present. Normalment s’observa liquid a les cavitats toraciques i abdominals,
pero, en alguns animals, simplement apareix una major congestié visceral (Moxley,

2000).

2.2.4 E. coli enterohemorragic (EHEC)

Un altre patotip important séon les soques EHEC, degut a la seva alta patogenicitat en
humans. Hi pertany el serotip O7:H157, que ha estat implicat en greu brots de
toxoinfeccions alimentaries associades a E. coli (Currie et al., 2019; Sato et al., 2022). El
seu reservori principal animal son els remugants, perd també pot trobar-se en porcs tot i
que ¢és estrany que estigui implicat en casos de diarrea (Fairbrother i Gyles, 2019). La
patogénia ve donada per una combinacié dels mecanismes ja explicats de les soques
VTEC i EPEC, pel dany als enterdcits produit per 1’intimina eae i la inactivacid dels

ribosomes per part de les toxines Shiga (Gelalcha et al., 2022).

2.2.5 E. coli patogénic extraintestinal (ExPEC)

Finalment, tot i no causar diarrea, trobem les soques EXPEC, que causen malaltia i s’aillen
fora de I’intesti. Tradicionalment, solien afectar a les mares, causant mastitis 1 infeccions
urinaries (Fairbrother i Gyles, 2019). Actualment, des de la restriccid dels tractaments
antimicrobians 1 la limitacié de 1’0xid de zinc, cada vegada s’observen més casos de
septicémia o meningitis a les transicions causats per aquestes soques EXPEC, de manera

similar als casos que es troben en aus (Mageiros et al., 2021).

Els EXPEC necessiten translocar des de 1’intesti cap a la circulacié sanguinia i adherir-se
a I’0rgan on causen malaltia, produint infeccions urinaries, mastitis, meningitis o artritis.
Els factors de viruléncia que possibiliten aixo no es coneixen amb certesa en 1’especie
porcina 1, tot 1 que alguns laboratoris utilitzen els mateixos que s’analitzen en medicina
humana, és complicat poder-ho predir. Sembla que la proteina de membrana 7o/-C podria

jugar un paper important, perd encara falta molt per entendre-ho (Hu et al., 2022).

Pel que fa als filogrups implicats en aquest tipus d’infeccions, en humana 1 en aus, com
ja s’ha explicat a I’apartat 2.1, solen ser el B2 i el D. Ara bé, en el cas dels porcs, donat
que no se li havia donat tanta importancia a aquest tipus de soques no hi ha tanta

informaci6. Utilitzant 571 genomes d’E. coli de la base de dades ptublica NCBI Pathogen

29



Detection, relacionats amb infeccions extraintestinals, s’ha vist que els més freqlients sén
els filogrups A (32.05%), B1 (27.5%) 1 C (23.64%), que en altres especies son considerats
intestinals (Garcias et al., dades no publicades) (Figura 8). Aquest fet té la limitacié de no
ser un mostreig aleatori 1 estar basat en una mostra de la qual no es t¢ molta informacio

quant a metadades, pero ja presenta una tendeéncia diferent als humans i a les aus.
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Figura 8: Freqiiéncia dels filogrups en soques EXPEC disponibles en bases de dades publiques (Garcias et

al., dades no publicades).

Finalment, s’ha vist que les soques EXPEC provinents dels animals podrien ser 1’origen
d’un gran nombre d’infeccions en humans (C. M. Liu et al., 2023) i, per aix0, tot i no
estar implicades en casos de diarrea, convindria estudiar-les detingudament per

comprendre les seves particularitats.

3. Context i prevencio de les diarrees
Fins ara, s’han descrit els principals patogens per separat, pero no s’ha detallat ni la seva
la seva prevalenca ni de la seva associacio amb la diarrea a nivell de camp. Aixi, en aquest

apartat s’emfatitzen aquestes qiiestions i també aquelles mesures de prevencio generals

de cara a frenar la diarrea.
3.1. Associacio de cada patogen amb la diarrea

La majoria d’estudis publicats sobre diarrea porcina se centren en la deteccié d’un sol
patogen, especialment dels factors de virulencia d’E. coli (Barros et al., 2023). En el cas
dels rotavirus també son molt freqiients els estudis realitzats en multiples paisos, centrats

sobretot en el rotavirus A que s’acostuma a trobar en freqiiéncies i carregues molt elevades
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en els animals (VinodhKumar et al., 2020). Ara bé, també¢ existeixen altres especies de
rotavirus com ara el B, C o H que s’han detectat arreu del mén quan s’han buscat (Ferrari

et al., 2022; Homwong et al., 2016).

Tot 1 aixi, hi ha diversos estudis que si que han analitzat varis agents patdgens i que
avaluen el rol de les coinfeccions, tot i que només ho fan en animals malalts, deixant sense
analitzar els animals sans (Boulbria et al., 2023; de la Fé Rodriguez et al., 2012; Katsuda
et al., 2006; Mesonero-Escuredo et al., 2018; Wieler et al., 2008). Com ja s’ha explicat a
la Figura 2, I’aparici6 de la malaltia no depén només del patogen en si, sind també de la
interaccié amb I’hoste i I’ambient. Els patdgens presents habitualment en els panells de
diagnostic no han canviat en els tltims 50 anys, pero la genética i les condicions de cria
dels animals ho han fet amb escreix. Aixi, el rol de cada patogen hauria de tornar a ser

estudiat, perque unicament la seva deteccid podria no implicar 1’aparicio de diarrea.

En aquesta linia, Vidal et al. (2019) van observar que a les maternitats 1’inic patogen
associat amb la diarrea era el RVA, mentre que pel que fa als factors de viruléncia d’E.
coli, C. difficile o C. perfringens no existien diferéncies significatives entre animals sans
i malalts. De la mateixa manera, Eriksen et al., (2023) a les transicions i, important,
després de la prohibicié de 1’0xid de zinc, van trobar que el RVA i les soques ETEC
estaven més freqlientment en animals malalts, la qual cosa podria indicar que la prohibicid

del zinc podria tenir un efecte.

3.2. Mesures de prevencio de les diarrees en garrins.

Aixi, com aresum, la diarrea porcina és una problematica multifactorial, on I’agent causal
pel qual s’ha establert una relacié causa-efecte més clara és el RVA. No obstant aixo, el
tractament d’aquests brots moltes vegades esta basat en 1’0s d’antimicrobians,
especialment en el deslletament, que és on més consum d’antibiotics s’ha registrat
(Dewulfet al., 2022). Tenint en compte aixo, I’enfocament hauria d’anar cap a la profilaxi
que pot ser compartida pels diferents patogens, més que cap al tractament amb antibiotics.
Diverses mesures que van en aquesta linia i que, en general, també funcionen per la resta

de problematiques serien:

e Vacunacié: les vacunes confereixen immunitat contra els agents causants de
diarrea. Dels agents infecciosos més habituals, existeixen vacunes per les fimbries
més comunes d’E. coli, RVA, i C. perfringens tipus A 1 C. Generalment, aquestes

vacunes s’apliquen a les truges, per tal que transfereixin la immunitat als garrins
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via calostre (Chase 1 Lunney, 2019), pero també¢ existeixen opcions pels garrins,
ja sigui via oral (Vangroenweghe i Boone, 2022) o parenteral (Ramis et al., 2022).
Al mercat de I’Estat Espanyol, hi ha vacunes que contenen subunitats antigéniques
de les principals fimbries d’E. coli 1 de les toxines de C. perfringens, que son
utilitzades molt habitualment i recentment també n’ha sortit una al mercat que
confereix proteccio en front RVA. No hi ha vacunes disponibles per a les altres
especies de rotavirus.

Presa de calostre: a diferéncia d’altres especies, els porcs neixen sense cap tipus
d’immunitat a causa de la placenta epiteliocorial que impossibilita la transferéncia
d’anticossos de la mare al fetus (Furukawa et al., 2014). Per tant, és de vital
importancia que els porcells consumeixin el calostre durant les seves primeres
hores de vida, ja que només durant aquest periode es pot produir la transferéncia
d’anticossos per pinocitosi a nivell intestinal (Westrom et al., 2020). Aixi, amb el
calostre els garrins adquiriran la immunitat maternal, que sera vital durant les
primeres setmanes de vida. Per altra banda, també és el primer aliment que
consumeixen els porcells i conté un contingut elevat de proteines, vitamines,
factors de creixement i minerals que regulen el creixement i la maduracio dels
diferents organs (Thomson i Friendship, 2019), fent-lo vital per la superviveéncia
1 bona salut dels garrins.

Bioseguretat: ¢s clau de cara a evitar ’entrada de patogens (externa), com de cara
a reduir la transmissio6 dels que ja son a dins de la granja (interna). La bioseguretat
s’ha demostrat molt efectiva per reduir no només les diarrees, sin6 les malalties
infeccioses en general, traduint-se en una reducci6 de 1’us d’antibiotics (Dohmen
et al., 2017), fent-la un punt clau de cara a reduir la seleccid de resisténcies
antimicrobianes.

Pressio infectiva: la neteja 1 desinfeccio €s una de les mesures més efectives, per
reduir la carrega infectiva. En aquest sentit, el sistema “tot dins tot fora” 1 la
desinfecci6 dels corrals entre lots €és especialment efectiu per disminuir la carrega
de patogens (Carr et al., 2018). Emperd, amb el sistema de maneig més habitual
de bandes d’1 o 3 setmanes de vegades era complicat fer-ho de manera estricte 1,
per aixo, ara s’esta comengant a instaurar el sistema de bandes de 5 setmanes, que

ho facilita.
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Edat del deslletament: com ja s’ha comentat el deslletament es realitza a les 3-4
setmanes de manera molt abrupta, la qual cosa genera un estrés molt gran als
animals. Barceld (2009) va suggerir que I’edat del desmamament no hauria de ser
menor als 28 dies, pero aleshores I’0xid de zinc permetia suplir aquests problemes.
Actualment, ja no esta disponible 1 és vital aconseguir garrins més madurs al
deslletament per evitar problemes. A part, s’ha observat que els garrins més petits
en aquest moment tenen una mortalitat superior, fent palés la importancia d’una
bona qualitat de garri al deslletament (Larriestra et al., 2006). Finalment,
deslletant a les 6 setmanes s ha observat una millor salut intestinal, que ajudaria a
prevenir 1’aparici6 de diarrea (Massacci et al., 2020), afegint més evidencia de
que seria interessant endarrerir 1’edat de deslletament.

Estres: a part de la immunosupressio que ocasiona, al deslletament també provoca
una anoréxia de fins a 24-72 hores que porta a una inflamacio intestinal. Si aquesta
anorexia s’escurga, el risc de diarrea es reduira exponencialment. Aixi, qualsevol
mesura de maneig que millori el benestar dels animals i redueixi el seu estrés
tindra un impacte positiu en la salut dels animals. Per tant, mesures com millorar
les instal-lacions, mantenir una temperatura adequada de la nau, una bona
ventilacid o una densitat d’animals adequada seran molt eficaces reduint la
incidéncia de diarrea (Carr et al., 2018).

Dieta: amb la diarrea neonatal no és factible modificar la dieta, ja que els animals
s’alimenten de la llet de la mare, perd es poden utilitzar diferents estratégies
nutricionals per reduir la diarrea al deslletament. Primer, tot i no ser una estrategia
nutricional com a tal, s’ha observat que comencar a alimentar els animals amb un
pinso altament digerible abans de desmamar-los (“creep feeding”), fa que el
deslletament no sigui tan abrupte i també ajuda al desenvolupament de la
microbiota i del sistema digestiu, preparant-lo pel pas a una dieta solida. A causa
de que no tots els animals son capagos d’ingerir la quantitat de pinso necessaria,
I’efectivitat d’aquesta mesura esta en entredit (Canibe et al., 2022).

Altres estratégies nutricionals propiament dites seria reduir el percentatge de
proteina bruta del pinso al deslletament, ja que el budell immadur dels animals és
incapag de digerir-la i possibilita el creixement de bacteris patogens (Marchetti et
al., 2023). No obstant aixo €s una mesura que va en detriment de la productivitat
1 no s’acostuma a implementar. Una altra alternativa és reduir la capacitat d’unio

a I’acid (ABC, per les sigles en angleés ”Acid Binding Capacity”), que vindria a
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ser la capacitat de neutralitzar el pH de I’estomac (Lawlor et al., 2005). Un nivell
alt fara que el pH gastric es basifiqui, possibilitant infeccions per altres patogens,
a banda de reduir I’acid lactic intestinal, limitant el creixement de bacteris
beneficiosos. Aixi, I’ABC és un parametre a tenir en compte en la formulacié de
pinsos durant el postdeslletament i es poden introduir acidificants per reduir-ho
(Q. Tang et al., 2024). Un altre ingredient molt adequat per reduir-ho és el mido,
perqué augmenta la quantitat d’acids grassos de cadena curta, que acidifica el
medi 1 permet el creixement de bacteris beneficiosos (Gao et al., 2019). Tamb¢ la
suplementacié amb niacina (vitamina B3) millora la integritat intestinal, i €s
interessant suplementar-la perqué la seva biodisponibilitat en els pinsos és reduida
(Dritz et al., 2019). Finalment, tot i que historicament es deia que s’havia d’evitar,
ara es reconeix el paper beneficios de la fibra bruta incrementant la mida de les
vellositats intestinals (Gao et al., 2019).

Probiotics i prebiotics: en els darrers anys tant els probiotics com els prebiotics
estan agafant molta popularitat en nutricid, tant humana com animal (Wiegers et
al., 2023). Els probiotics son microorganismes vius, com ara bacteris i1 fongs, que,
quan es consumeixen en quantitats adequades, arriben a l'intesti en estat actiu 1
poden proporcionar beneficis per a la salut de I'hoste (Dubreuil, 2017). No obstant
aixo, el seu us genera controversia, perque de vegades ¢és dificil trobar una relacio
de causa-efecte amb 1’efecte beneficids. Per aix0, de vegades es prefereixen els
prebiotics, ingredients dietétics fermentats de manera selectiva que provoquen
modificacions especifiques tant en la composicid6 com en l'activitat de la
microbiota, resultant en efectes fisiologics beneficiosos per a 1'hoste (Dubreil,
2017). Amb els prebiotics és més facil d’establir la relaci6 causa-efecte d’aquesta
relacio. Els més utilitzats son oligosacarids com els fructooligosacarids (FOS) o
els galactooligosacarids (GOS), que augmenten la produccié d’acids grassos de
cadena curta, que provoquen la proliferacié de bacteris beneficiosos com els
Lactobacillus (Gresse et al., 2017).

Tractaments alternatius: la forma de controlar la diarrea, especialment al
deslletament, es basava en 1’us d’antibiotics 1 1’0xid de zinc de manera preventiva.
Empero les restriccions actuals ha fet que s'hagin d’utilitzar alternatives. Una
d’elles és 1’us de bacteriofags, que poden utilitzar-se per atacar bacteris concrets.
S’han demostrat eficagos pel control de les soques ETEC a les transicions, pero

el seu s encara no esta estés com a metode de tractament o de control (C. Y. Lee
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etal., 2017). No obstant aixd, no s6n una solucio definitiva perque, ben igual que
amb els antibiotics, els bacteris poden esdevenir resistents als bacteriofags (Labrie
et al., 2010).

També, de la mateixa manera que s’introdueixen en els pinsos per reduir I’ABC,
poden utilitzar-se acidificants de I’aigua que impedeixen que els patogens actuin
1 tenen menys impacte sobre la microbiota (Guitart-Matas et al., 2024; Heo et al.,
2013). En la mateixa linia, els olis essencials i els extractes de plantes poden jugar
un paper per la seva acci6 antibacteriana, antiviral i antioxidant (Manzanilla et al.,
2004; Tian i Piao, 2019). Finalment, I'as d'anticossos dirigits contra les fimbries
d' E. coli, derivats del rovell d'ou i del plasma sec, s'ha suggerit com una possible
alternativa per estimular la immunitat. Tot i aix0, es requereix més investigacid en
aquest ambit per validar-ne 1'eficacia (Pérez-Bosque et al., 2016; Z. Wang et al.,

2019).

4. Resisténcia als antimicrobians

Com ja s’ha explicat, hi ha moltes possibles causes de la diarrea, pero, donat que els
animals son molts sensibles i es necessita un tractament rapid, no s’arriba a un diagnostic
acurat definitiu, per la qual cosa, s’acaba tractant les diarrees amb antibiotics com si la
causa fos bacteriana. Aquest elevat Us d’antibiotics afavoreix la seleccid de bacteries
resistents, fent que els nivells de resisténcia en I’espécie porcina siguin molt elevats

(Cameron-Veas et al., 2015; Miguela-Villoldo et al., 2019).

En el present capitol, es desenvolupa aquesta problematica, posant el focus en aquells
aspectes més importants de la produccid procina i es posa en context el risc que suposa

per la salut publica.

4.1 Importancia general de les resisténcies antimicrobianes

Un antimicrobia és aquella substancia capac¢ d’inhibir el creixement o eliminar els
bacteris. La penicil-lina va ser descoberta per Fleming el 1928, quan va observar les
propietats antibacterianes del fong Penicillium chrysogenum o notatum, perd no va ser
fins al 1942 quan va ser purificada per Ernest Chain 1 Howard Florey, la qual cosa va
permetre el seu Us massiu, tot i que fins el 1945 només va ser utilitzada pels paisos al-liats
de la I Guerra Mundial. Aquesta troballa va suposar una revolucid6 medica, salvant
milions de vides i durant els anys segiients es van anar descobrint multitud d’antibiotics,

com ara les tetraciclines, els aminoglicosids o els fenicols (Davies, 2006). Els antibiotics
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a part de salvar vides en casos d’infeccions, també han permes realitzar procediments
quirtrgics “bruts” que d’una altra manera haguessin estat impossible. A més, han estat
ampliament utilitzats en ramaderia i agricultura pel notable augment de la productivitat

dels animals 1 dels vegetals (Manyi-Loh et al., 2018).

No obstant aix0, el mateix Fleming en I’entrevista que li van fer després d’atorgar-li el
Premi Nobel en el 1945 ja va constatar que els bacteris trobarien maneres d’evitar I’accio
dels antibiotics (Fleming, 1945). Tot 1 no ser cert al 100%, doncs sempre han existit
bacteris resistents fins i tot abans de la invencid dels primers antibiotics (Perry et al.,
2016), ja esta més que acceptat que 1’s (sobretot el mal Us 1 1’abtis) dels antimicrobians

comporta I’aparicio6 de resisténcies (Davies i Davies, 2010).

Aixi va néixer al concepte de resisténcia als antimicrobians (RAM), definit com la
capacitat dels microorganismes de sobreviure a 1’as d’aquests compostos. Els bacteris
poden anar acumulant resisténcia a diferents antibiotics. Per aixo, Magiorakos et al.,

(2012) van desenvolupar una terminologia per classificar aquells bacteris resistents:

e MDR: per les sigles en anglés de “MultiDrug Resistance”, son aquelles soques
resistents a més de tres families d’antimicrobians.

e XDR: les soques “Extended Drug Resistance” son aquelles resistents a totes les
families d’antimicrobians, excepte dues.

e PDR: quan no existeix cap opcid terapéutica se’l considera “PanDrug

Resistance™.

L’any 2019, la manca d’efectivitat dels antibiotics va ser la causa directa de 1,27 milions
de morts 1 la causa atribuible d’unes altres 4,95 milions. Aquestes morts es trobaven
majoritariament associades amb sis patogens en concret: E. coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii 1
Pseudomonas aeruginosa (Murray et al., 2022). Aquests nimeros s6n molt preocupants,
ja que convertien I’antibiorresisténcia en la tercera causa de mort al 2019, només per

darrere de les malalties coronaries i dels infarts (Abbafati et al., 2020).

Empero, la situaci6 és bastant diferent entre els paisos en desenvolupament i els
desenvolupats. Aquests darrers volen centrar els esforgos en el desenvolupament de nous
antibiotics. Pero aquesta estrategia té¢ dos problemes. El primer és que els bacteris, d’acord
amb els principis evolutius de Darwin, sempre troben una manera d’esdevenir resistents

1 sempre hi haura noves soques que no seran sensibles a I’accid dels antibiotics. El segon
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t¢ més a veure amb un problema de comercialitzaci6 1 distribucio, ja que aquests
antibiotics tenen un cost molt elevat i pot ser complicat pels paisos en via de
desenvolupament aconseguir-los. Per aix0, aquest paisos, on la mortalitat associada a la
RAM ve donada per la falta d’accés a segons quins antibiotics, s’intenten centrar més en

evitar les infeccions millorant les condicions de vida (Mendelson et al., 2024).

De totes formes, 1’us d’antibiotics no €s 1’nic factor que afavoreix les RAM, de fet s’han
descrit d’altres com ara la pol-lucié (Z. Zhou et al., 2023), I’'increment de temperatures
(MacFadden et al., 2018), el tabac (Lacoma et al., 2019) o els metalls pesants (Gillieatt i
Coleman, 2024). Aix0 demostra que els mecanismes de resisténcia son quelcom més

complexes del que es pensava, la qual cosa complica molt el seu control.

Finalment, i per acabar d’agreujar aquesta problematica, el fet d’utilitzar els antibiotics
tant en la ramaderia com 1’agricultura, es generen altres zones de pressio selectiva pels
bacteris, que poden involucrar al medi ambient, transmetent-se una altra vegada cap a les
persones 1 els animals. Tot i que aquest concepte es desenvolupara en el proper apartat,
cal remarcar que la RAM no només es genera, sind que també es pot transmetre a través
de I’ambient als animals i a les persones. Per tota aquesta complexitat, la RAM ha estat
definida com la cinquena esséncia del concepte “Una Sola Salut”, entesa com la

interdependéncia de la salut humana, la salut animal i els ecosistemes (Robinson et al.,

2016).

4.2 Mecanismes de resisténcia

Les resisténcies als antibiotics es poden classificar en funcié del seu mecanisme de

transmissio en:

e Innates o intrinseques: principalment estan basades en el fet que I’antibiotic és
incapag d’arribar a la seva diana del bacteri. Aquest és el cas de les polimixines
amb els bacteris gram-positius, perque el seu mecanisme es basa en unir-se als
lipopolisacarids (LPS) de la membrana externa dels gram-negatius, 1 els gram-
positius no disposen d’aquesta, impossibilitant la seva accié (Mohapatra et al.,
2021). Pero també pot ser que certes especies bacterianes hagin incorporat certs
gens de resisténcia, per exemple ¢€s el cas d’E. coli amb el gen mdf(A), que
codifica per un bomba d’eflux que expulsa els macrolids (Edgar 1 Bibi, 1997).

e Adquirides o extrinseques: son aquelles on la soca bacteriana inicialment era

sensible 1 adquireix la resisténcia de novo o de fora. Pot ser a causa d’una mutacio
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puntual en el cromosoma o que hagi adquirit un gen que confereix resisténcia a
través d’elements mobils com ara plasmidis, transposons, integrons, seqiiéncies
d’inserci6 o bacteriofags. En el cas del porci, el focus se sol posar principalment
en 1’adquisicio de gens de resistencia (ARG), ja que, apart de fer que els
tractaments antimicrobians no funcionin, sén els que tenen més risc de

transmetre’s als humans.

4.3 Classificacio dels antimicrobians i del seu mecanisme de resisténcia

Els distints antibiotics existents, a grans trets, es poden classificar en dos gran grups, en

funcio de la seva capacitat d’inhibir el creixement bacteria:

Bacteriostatics: son aquells que mantenen el bacteri en fase estacionaria, és a dir,
no permeten la seva replicacid, perd tampoc 1’eliminen (Pankey i Sabath, 2004).
Alguns exemples son les tetraciclines, les sulfonamides o el trimetoprim. Se solen
utilitzar quan el pacient no esta immunosuprimit, perque es precisa del sistema
immunitari per acabar amb el bacteri.

Bactericides: son aquells que eliminen per complet el bacteri (Baquero i Levin,
2021). Aqui trobem families com els beta-lactamics o els glicopeptids. També la
combinacié de dos antibiotics bacteriostatics com les sulfonamides i el

trimetoprim pot esdevenir bactericida.

Una classificacid més acurada es basa en families d’antibiotics segons el seu mecanisme

d’accid. Les més importants soén les seglients: aminoglicosids, ansamicines, beta-

lactamics, fenicols, glicopeptids, lincosamides, macrolids, nitroimidazols,

oxazolidinones, polimixines, quinolones, sulfamides, tetraciclines i el trimetoprim. Els

mecanismes d’acci6 es basen principalment en la inhibici6 de la sintesi de proteines, de

la paret cel-lular, d’acids nucleic i1 d’acid folic, juntament amb 1’alteraci6 de la membrana

(Figura 9).
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Figura 9: Mecanismes d’acci6 dels diferents antibiotics. Modificat a partir de la il-lustracié compartida a

Biorender per Javier Rios.

Aquesta existéncia de multiples mecanismes d’accid ha fet que els bacteris desenvolupin
també multiples mecanismes de resisténcia (Figura 10), basats en quatre principis: reduir
la concentracié de I’antibiotic a la cél-lula, modificar el lloc d'unié de I’antibiotic,

inactivar 1’antibiotic o la competéncia pel lloc actiu.

Per reduir la concentracié d’antibiotic, els mecanismes més habituals son les bombes de
flux (Lorusso et al., 2022). Per exemple, els gens tet, que codifiquen bombes per expulsar
les tetraciclines (W. Wang et al., 2014), o la reducci6 de la permeabilitat de la membrana
mitjan¢ant mutacions puntuals en els gens que codifiquen per les porines i que permeten

a I’antibiotic entrar a la cel-lula (G. Zhou et al., 2023).

Pel que fa a la inactivacié de 1’antibiotic, els més tipics son les beta-lactamases, que
degraden I’anell dels beta-lactamics (Bush, 2018); també és molt comu la modificacio
enzimatica dels aminoglicosids a través d’acetiltransferases (gens acc),

nucleotidiltransferases (anf) o fosfotransferases (aph) (Wachino et al., 2020).

Basats en la modificaci6 de la diana trobem el cas dels gens mcr, que confereixen
resisténcia a la colistina, codificant la producci6 de la fosfoetanolamintransferasa, el qual
modifica la membrana externa de la cél-lula i impedeix la unié de I’antibiotic (B. Li et

al., 2020).
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Finalment, relacionats amb la competéncia pel lloc d’uni6 amb I’antibiotic trobem la
proteccio de la diana, €s a dir, el recobriment de la diana antibiotica per una proteina
similar. Un exemple son els gens gnr, que confereixen resisténcia a les quinolones, que
produeixen unes proteines que s’adhereixen a les topoisomerases i impedeixen la
replicacio (Wilson 1 Torok, 2018). També existeix un altre mecanisme similar conegut
com bypass de la diana, que es basa en la sobreproduccié de la diana fent que es necessiti
una major concentracio d’antibiotic per eliminar el bacteri. L’exemple més clar és la
resisténcia al trimetoprim mediada pel gens df;, que estimulen la produccio de I’acid folic
1, per tant, l'antibiotic s'uneix a totes les molecules que hi havia, pero els nivells d’acid

folic es mantenen.
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Figura 10: Mecanismes més comuns de resisténcia dels bacteris als antibiotics. Modificat de Darby et al.

(2023).

Historicament s’ha pensat que aquests mecanismes tenen un cost adaptatiu (“fitness cost”,
en anglés) i que quan es deixaven d’utilitzar els antibidtics en qiiestio els gens o les
mutacions desapareixerien (Palmer i Kishony, 2013). Pero la realitat és una altra, ja que
no ¢€s cert per tots els bacteris 1 gens de resistencia. Un clar exemple d’aixo el trobem en
els mecanismes de resisténcia innata, a on els gens que s’han acabat incorporant al
cromosoma de certes especies bacterianes, com ara el cas de mdf(4) amb E. coli (Edgar i
Bibi, 1997) 0 aac(6°)-laa amb Salmonella (Serrano-Fujarte et al., 2024), fan que, per molt

que no s’utilitzin macrolids o aminoglicosids, aquests bacteris segueixen essent resistents
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a aquestes families. Pero, a part, també¢ existeixen mutacions o gens sencers que actuen
compensant aquest extra de cost adaptatiu i poden fer que la resisténcia es mantingui
(Millan et al., 2014). També és possible la co-seleccid per la preséncia de més d’un gen
diferent en un plasmidi, fent que per molt que es redueixi I'us d’un compost, si se
n’utilitza un altre, el gen persisteixi. En aquesta linia, tamb¢ s’ha observat que nivells alts
de conjugacié promouen el manteniment dels gens a la poblaci6 bacteriana (Lopatkin et
al., 2017). En definitiva, eliminar els mecanismes de resisténcia no és tan simple com

deixar d’utilitzar 1’antibiotic en qiiestio.

4.4 Relacio entre les resisténcies antimicrobianes als hospitals i a la ramaderia

El nombre de morts causades per la manca d’efectivitat dels antibiotics és molt elevat i
no para de créixer, sent especialment molt greus i predominants en els hospitals d’humana

(Murray et al., 2022), que so6n punts amb un consum molt elevat d’antibiotics.

Paral-lelament, com ja s’ha comentat, els antimicrobians també son utilitzats en
agricultura 1 ramaderia. Durant molts anys van ser utilitzats com a promotors del
creixement a concentracions subterapéutiques degut a I’efecte innegable en el guany de
pes diari i la millora de I’index de conversié (Ferndndez Miyakawa et al., 2024). Pero,
aquesta practica portava implicita un risc molt gran d’incrementar el percentatge de
bacteris resistents 1 per aix0 la Unid Europea va prohibir I’us d’antibiotics com a
promotors de creixement a partir de 1’1 de gener de 2006. No obstant aixo, els antibiotics,
amb diferéncies entre paisos, van seguir essent utilitzats en gran mesura (Dewulf et al.,
2022), moltes vegades per suplir deficiencies en el maneig, i han fet que els nivells de

resisténcia en ramaderia siguin molt alts (Aguirre et al., 2020; Brennan et al., 2016).

En aquesta linia, s’ha observat a nivell nacional una relaci6 epidemiologica entre el
consum d’antibiotics en animals 1 I’increment de les resisténcies en humans (Allel et al.,
2023). Pero el debat a nivell cientific segueix obert 1 diversos estudis han buscat la relacio
a nivell genomic entre els bacteris aillats dels animals de granja 1 aquells presents als
hospitals. Aixi, sembla que la relacid6 és clara en aquells paisos en vies de
desenvolupament, on els contactes amb els animals d’abastament és més estret i es troba
una relacio entre les soques cliniques humanes i aquelles aillades dels animals (Gay et al.,
2023; Miltgen et al., 2022; Muloi et al., 2022), perd aquesta relacié costa més d’observar
en els paisos desenvolupats, on els animals es troben en granges aillades (Gouliouris et

al., 2018; Ludden et al., 2019; Thorpe et al., 2022) i la contribucié de les soques dels
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animals de granja a I’adquisicid de gens de resisténcia en bacteris nosocomials seria

limitada.

Ara bé, com ja s’ha comentat, els bacteris presenten elements genétics mobils, com els
plasmidis, que poden transmetre informaci6 geneética, entre els quals es troben els gens
de resisténcia. Quan I’analisi s’ha centrat en aquests elements, s’ha observat que, tot i que
I’efecte no és immediat, juguen un paper clau en la transmissié de gens de resisténcia i
acaben modelant el genoma de les soques bacterianes que afecten als humans (C. M. Liu
et al., 2023; Matlock et al., 2023). Aixi, quan s’estudien els bacteris resistents als

antibiotics dels animals d’abastament el focus hauria de dirigir-se cap als plasmidis.

A part, s’ha observat que aquelles persones en contacte més estret amb els animals de
granja, ja siguin veins o treballadors de la granja i I’escorxador, tenen un risc més gran de
ser portadors de Staphylococcus aureus resistents a la meticil-lina (MRSA, per les seves
sigles en anglés de “Meticillin resistant Staphylococcus aureus’) (Dorado-Garcia et al.,
2013; Reynaga et al., 2018) o un major nombre de gens de resisténcia en el seu
microbioma (Van Gompel et al., 2020). També¢, dintre de la mateixa granja, s’ha observat
que porcs i grangers poden compartir els mateixos plasmidis amb gens de resisténcia
(Vines et al., 2021), la qual cosa fa palesa la transmissio de soques i plasmidis entre els
humans 1 els animals en contacte estret, aixi que els grangers i els veterinaris haurien de

ser els principals interessats en reduir el consum d’antibiotics.

Finalment, també se sap que molts dels gens de resistencia actuals tenen el seu origen en
mostres ambientals o d’animals. L’aparicid del gen mcr-1 a la Xina n’és un exemple clar,
ja que té un origen en 1’aqiiicultura 1 després es va transmetre a mostres d’animals, per

acabar afectant les persones (Y. Shen et al., 2018).

4.5 Relacio de les resisténcies als antibiotics i I’us dels metalls pesants

No només 1’Gs dels antibiotics genera ’aparicié de resisténcies, sind que 1’exposicid
ambiental a compostos com els metalls, els biocides i farmacs no antibiotics com puguin
ser els antiinflamatoris no esteroidals o els anticancerigens, poden incrementar les AMR

(Murray et al., 2024).

En el cas de la industria porcina, 1’acci6 dels metalls té especial rellevancia perque
compostos com el sulfat de coure o especialment 1’0xid de zinc, s’han utilitzat com
additius durant molts anys per prevenir 1’aparicié de diarrea i millorar el guany de pes

diari dels animals, perd que al mateix temps contaminen els sols (Daraei et al., 2024). Per
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aixo, el 2022 la Unié Europea va prohibir-ne el seu Us en les altes dosis que s’utilitzaven
fins al moment, limitar-ne el seu Us només permetent dosis molt reduides. Tot 1 aixi,
encara es continua utilitzant a altres regions del mon. A part de la contaminaci6 ambiental,
un dels motius esgrimits per a la seva prohibicié ha estat el possible risc de co-seleccio
de resisténcia als antibiotics (AEM, 2017). En aquesta linia, utilitzant la metagenomica
s’ha observat que I’s de zinc augmentava el nombre de gens de resisténcia (Ortiz Sanjudn

et al., 2024). No obstant aix0, el mecanisme pel qual succeeix encara no queda clarificat.

Aixi, existeixen tres principals mecanismes pels quals I’exposicié a metalls pot generar

resisténcia als antibiotics:

e Co-resisténcia: pot passar que els gens de resistencia als antibiotics i als metalls
coincideixin en el mateix element genetic mobil, tipicament integrons o plasmidis.
Aixi, s’ha observat que aquells plasmidis que tenien gens de tolerancia als metalls
era més probable que tinguessin gens de resisténcia i que fossin conjugatius (Pal
et al., 2015).

e Resisténcia creuada: un mateix mecanisme de resisténcia pot funcionar a la
vegada per dos compostos. Es tipic especialment en mecanismes especialitzats
amb bombes d’eflux (Sincak et al., 2023).

e Co-regulacio: els gens de resisténcia als antibiotics i als metalls poden compartir
mecanismes transcripcionals 1, per tant, la seva expressio estara correlacionada de
forma que si s’activa una via l’altra també ho fara 1 s’expressara el gen de

resisténcia en qliestio (Perron et al., 2004).

Aquests serien els mecanismes directes, pero els metalls poden tenir altres maneres per
diseminar les resisténcies. Per exemple, s’ha observat que 1’0xid de zinc genera canvis en
la microbiota (W. Wang et al., 2019), la qual cosa pot fer que se seleccionin especies
bacterianes que tendeixin a tenir més gens de resisténcia, ja sigui en el cromosoma o
perque son portadores de més plasmidis de resisténcia. Per altra banda, també el metalls
generen un estres oxidatiu, que incrementa I’expressio dels gens de resistencia (Ekhlas et
al., 2023), tot i que encara falta molt per comprendre totalment el mecanisme. Finalment,
també poden incrementar la transmissio del gens de resisténcia degut a I’increment del

rati de conjugacio dels plasmidis, perod tampoc esta clar el mecanisme (Palm et al., 2022).
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4.6 Families d’antimicrobians de rellevancia per a la salut pablica

Existeixen moltes families d’antimicrobians diferents. Empero, no totes s’utilitzen en les
mateixes circumstancies, ja que s’intenta preservar al maxim I’eficacia d’aquelles que
encara son efectives 1 el seu Us es reserva per quan no queden altres opcions.
Concretament pel seu us en ramaderia, 1I’Agéncia Europea del Medicament (AEM) ha
creat una categoritzacid dels antibiotics per tal de preservar la seva eficacia, sobretot de
cara a la salut publica (Taula 3). En els animals de produccio, a part de demanar proves
de sensibilitat antibiotica abans de comengar els tractaments, s’han d’utilitzar
primerament aquells antibiotics de la categoria D, després els de la categoria C i,
finalment, si no funcionen els de la C es poden utilitzar de categoria B. En canvi, els
antibiotics de la categoria A estan prohibits en ramaderia, ja que es tracten de farmacs

d’ultima opcid terapeutica en humana.

Taula 3: Categoritzacié de la EMA dels antibiotics pel seu s en animals de produccid

Categoria Utilitzacio Families

A No utilitzar Cefalosporines de 52 generacio, carbapenems,
fosfomicina, glicopeptids, glicilciclines,
monobactams, oxazoliniones, riminofenazines,
sulfones

B Restringit Cefalosporines de 32 42 generacio, fluoroquinolones,

(ultima opcid) polimixines

Cc Cautela Aminoglicosids, aminopenicil-lines + inhibidors de les
(segonaopcio) beta-lactamases, fenicols, cefalosporines de 12 i 22
generacié, cefamicines, macrolids, lincosamides,

pleuromutil:lines, rifamicines

D Prudéncia Bacitracina, metronidazol, penicil-lines, acid fusidic,
(primera opcid) sulfonamides i trimetoprim (i combinacions),
tetraciclines

Pel que fa als ARG, des d’un punt de vista de salut pliblica, sera especialment interessant
detectar aquells que confereixen resisténcia a les categories A i B. Pel que fa als de la
categoria A, a I’Estat espanyol i en animals de granja, per sort sobn molt estranys i, a part
de trobar Enterococcus spp resistents a la vancomicina (Ramos et al., 2012), fins ara no
s’han detectat, en contrast amb altres indrets del mén on s’han detectat carbapenemases

(Diaconu et al., 2020) o gens de resisténcia a les glicilciclines (X. Lu et al., 2022).

Pel que fa a la categoria B, tot 1 haver-se reduit molt el seu Us arran del programa

REDUCE, han estat utilitzats durant molts anys en medicina veterinaria i és relativament
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habitual trobar-ne gens de resisténcia. Els que més preocupen son les beta-lactamases

d’espectre estes (BLEE) i els gens de resisténcia a la colistina.

4.6.1 Gens de resisténcia als beta-lactamics
Els beta-lactamics son un grup d’antibiotics que tenen un anell beta-lactamic al seu nucli

1 actuen inhibint la sintesi de la paret bacteriana.

Certs bacteris produeixen enzims anomenats beta-lactamases, que poden descompondre
diversos tipus d'antibiotics com els beta-lactamics, les cefalosporines, les cefamicines 1
els carbapenems. Tot i que aquests enzims ja existien abans de 1is d'antibiotics, 1'us
extensiu d'aquests medicaments ha incrementat la seva prevalenca i ha contribuit a
'aparicio de noves variants (Bush, 2018). Segons la classificacié de Bush i Jacoby
(2010), les beta-lactamases es poden categoritzar en tres grups basats en la seva

funcionalitat i en quatre classes segons la seva seqiiencia d'aminoacids (A-D) (Taula 4).

Taula 4: Classificacid de les beta-lactamases d’acord amb el grup i la classe, i exemples dels gens de

resisténcia més tipics.

Classe Exemple de Exemple de gens de resisténcies
families

Cefalosporinases 1 C AmpC CMY-1, CMY-2, DHA-2
Serine beta- 2 A TEM, SHV, CTX-M TEM-1B, SHV-11, CTX-M-1
lactamases

D OXA OXA-1, OXA-48
Metallo beta- 3 B VIM, IMP, NDM, GES  VIM-1, IMP-1, NDM-1, NDM-4, GES-2
lactamases

Els enzims del grup 1, classificats com a classe C, son cefalosporinases. Els gens que
codifiquen aquests enzims es localitzen majoritariament als cromosomes dels bacteris de
la familia Enterobacteriaceae, encara que també es poden trobar en alguns plasmidis. Els
més importants d’aquest grup son els gens AmpC. Aquests enzims confereixen resisténcia
als beta-lactamics, incloent inhibidors de beta-lactamases com el clavulanic, aixi com a
penicil-lines, cefamicines 1 cefalosporines de primera, segona i tercera generacid. No
obstant aix0, son vulnerables a la cefepima (una cefalosporina de quarta generacid) i als
carbapenems (Ghafourian et al., 2014). Dos exemples son els gens blacmy-2 1 blapua-1,

que s’han detectat en I’especie porcina (Seo et al., 2022; Yu et al., 2021).
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Els enzims del grup 2 contenen una serina en la seva estructura i solen trobar-se en
plasmidis, fet que afavoreix la seva transmissié horitzontal. Aquest grup inclou les classes
A1 D. Dintre de la classe A, hem de considerar especialment les BLEE, la prevalenca de
les quals ha augmentat molt 1 confereixen resisténcia a les cefalosporines de tercera 1
quarta generacié i a I’aztreonam, per la qual cosa generen una gran preocupacio a nivell
de salut publica (Kumar et al., 2014). Els tipus més freqiients de BLEE inclouen blasnv,
blatem (tot 1 que no tots aquests gens son BLEE) i blactx-m. Originalment, els gens blatem-
1 1 blasuv-1 proporcionaven resisténcia a les penicil-lines i a les cefalosporines de primera
1 segona generacid, perod no afectaven les cefalosporines de tercera generacid ni els
carbapenems. Amb el temps, les mutacions d'aquests gens van donar lloc a noves variants,
com el blatem-2, que poden hidrolitzar també les cefalosporines de tercera i quarta
generacio, aixi com els monobactamics com I’aztreonam (Ghafourian et al., 2014). En el
cas de blactx-m, I’origen no esta clar, pero es va trobar per primera vegada en cromosomes

de Kluyvera spp (W. H. Zhao i Hu, 2013).

La deteccio de les BLEE és molt tipica en I’espécie porcina i s’ha descrit a multiples
paisos, en freqiiencies per sobre del 20% (Dohmen et al., 2017; Lima et al., 2022; Trongjit
i Chuanchuen, 2021). Catalunya no n’¢s cap excepcio i s’ha detectat en freqiiencies sobre

el 15% a les maternitats (Aguirre et al., 2020; Vidal et al., 2020).

L’altre classe de serine beta-lactamases és la D. Dintre d’aquesta categoria, hem de
destacar els gens blaoxa. Es tracta d’un grup molt divers, on es classifiquen d’acord amb
I’evolucio que han anat seguint. Depenent del tipus, o bé només confereixen resisténcia
a cefalosporines de primera i segona generaciod (com ¢és el cas del tipus blaoxa-1), ser
BLEE (tipus blaoxa-23) o ser capagos de fins i tot hidrolitzar els carbapenems (tipus
blaoxa-48) (Evans 1 Amyes, 2014). Generen molta preocupacio en ambients nosocomials,
especialment el tipus blaoxa-as, pero a I’Estat Espanyol no s’han detectat mai en els porcs.

Tot 1 aix0, si que s’han trobat en altres paisos (Pulss et al., 2017).

Les beta-lactamases del grup 3, conegudes com a metal-lobeta-lactamases i classificades
com a classe B, inclouen families com blanpwm, blame, blaviv 0 blaces. Aquests enzims
es distingeixen per la preséncia d'una o dues molecules de zinc en el seu lloc actiu. Solen
estar localitzats en plasmidis conjugatius i1 proporcionen resisténcia a tots els beta-
lactamics, excepte als monobactamics (Palzkill, 2013), per la qual cosa generen també

una gran preocupacié a nivell hospitalari. Tampoc s’han detectat mai a Espanya en els
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porc, pero si que s’han detectat a altres paisos (Diaconu et al., 2020; Garofalo et al., 2024;

Irrgang et al., 2017; X. Lu et al., 2022).

4.6.2 Gens de resisténcia a la colistina

La colistina o polimixina E pertany a la familia de les polimixines i actua trencant la
membrana cel-lular dels bacteris gram-negatius. Va comengar a utilitzar-se el 1959
(Kawahara et al., 1950), pero en medicina humana va deixar d'utilitzar-se degut a la seva
toxicitat renal 1 neurologica (Spapen et al., 2011) i el 1970 es va restringir només per us
oftalmic i topic (Koch-Weser et al., 1970). L'emergencia de bacteris multirresistents
(MDR) en els darrers anys 1’ha recuperada per 1’ambit hospitalari, sent considerada ara
com un antibiotic d"altima opcid per a bacteris gram-negatius MDR (Dhariwal i Tullu,

2013).

L’Gs de la colistina ha estat diferent en la ramaderia i, especialment, en la produccio
porcina, on s’ha utilitzat ampliament durant molts anys per prevenir 1’aparicié de diarrea
als garrins deslletats. El fet que la seva absorcio via oral sigui baixa, fa que el farmac actui
practicament només a nivell intestinal i la fa una molt bona eleccid per infeccions
gastrointestinals, per aixd s’administrava amb el pinso en les transicions per prevenir les
diarrees (Rhouma et al., 2016). Per tant, ha estat 1’eina per substituir unes practiques de
maneig deficients durant el deslletament (Rhouma et al., 2017). Inicialment, tot i que es
reprengués 1’Gs de la colistina com a farmac d’ultima eleccidé en medicina humana, la
situacio en la ramaderia no preocupava massa al sector ja que només es coneixien els
mecanismes de resisténcia basats en mutacions puntuals en el cromosoma, que només es
podien transmetre verticalment 1 per tant, reduia enormement el risc de transmissio
d’animals a persones. Aix0 fa un gir inesperat quan Y. Y. Liu et al. (2016) van descobrir
el gen mcr-1 que conferia resisténcia a la colistina i es podia transmetre horitzontalment

a través de plasmidis, la qual cosa va fer saltar totes les alarmes sanitaries.

El gen mcr-1 té el seu origen en el cromosoma del patogen respiratori Actinobacillus
pleuropneumoniae, que es va mobilitzar cap a les enterobactéries a partir de la seqiliencia
d’inserci6 ISApll (Snesrud et al., 2016). En els enterobacteris, es va integrar
majoritariament en plasmidis, especialment en tres plasmidis conjugatius Incl2, IncX4 1
IncHI2, (Matamoros et al., 2017). Aix0 va facilitar molt la seva transmissio 1 va fer que
la seva prevalenca, tant en persones com en animals, fos molt elevada, especialment a la

Xina (Jiang et al., 2020; C. Shen et al., 2020).
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Arran d’aix0, a nivell europeu es va introduir una restriccio d’us de la colistina per només
com ultima opcio terapeutica (AEM , 2016). A Espanya, es va seguir la legislacié europea
i es va introduir el programa REDUCE Colistina, per la qual cosa el seu Us és practicament

inexistent actualment en produccié animal.

Aquestes mesures han estat molt efectives per reduir els nivell de resisténcia i de mcr-1
(Jiang et al., 2020; Miguela-Villoldo et al., 2022; C. Shen et al., 2020). De fet, calculant
un 30% del cost adaptatiu de mcr-1 en un context on no es fa s de 1’antimicrobia (Q.
Yang et al., 2017), aquest gen ja hauria d'haver desaparegut, pero no és el cas 1 se segueix

detectant en granges porcines del nostre territori (Garcia et al., 2022; Vidal et al., 2020).

En aquesta linia, s’ha observat que el gen t€ mecanismes per reduir el seu cost adaptatiu.
El més basic és integrar-se en els plasmidis Incl2 i IncX4 (Wu et al., 2018). Després,
també s ha observat que s’ha produit una pérdua d’ISAp/1, la seqiiéncia que originalment
va permetre que es mobilitzés des de les soques d’Actinobacillus pleuropneumoniae (R.
Wang et al., 2018). Aixo és aixi, perque, mitjangant aquest metode de transmissio, es
genera una sobre expressio i un major nombre de copies de mcr-1, per la qual cosa la seva
pérdua provoca un menor cost energetic pel bacteri i li proporciona un benefici adaptatiu
(Y. Lu et al., 2022). També¢, recentment, s’ha observat que en la regi6é promotora del gen,
que en controla I’expressio i la traducciod, s’han produit una serie de mutacions que en
reduien el cost adaptatiu (Ogunlana et al., 2023). Tot i que ’estudi d’aquestes troballes, a
nivell epidemiologic, s’ha realitzat principalment a la Xina, posa de relleu que, malgrat
el cessament de 1’ts de la colistina, el gen mcr-1 no s’eliminara completament de les

poblacions.

També existeixen altres gens que confereixen resisténcia a la colistina, trobant-se fins a
deu gens diferents (mcr 1-10). mcr-1 és el més comu en humans 1 animals, perd en mostres
ambientals el més comu (tot i, curiosament, sembla que no confereix resisténcia a la
colistina (Tyson et al., 2020) és el mcr-9 (Martiny et al., 2022). Concretament, en el cas
del porci, la majoria d’estudis tamb¢ detecten el mcr-1 com el gen més habitual (Gopel et
al., 2024; J. Zhang et al., 2018), pero la situacid ¢és diferent al sud d’Europa on sembla
que ¢és més prevalent el mcr-4 (Aguirre et al., 2020; Carattoli et al., 2017; Garcia et al.,

2018).
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5. Eines per a la caracteritzacio de la susceptibilitat antimicrobiana

Donada la seva ubigqiiitat, £. coli ha estat utilitzat historicament com un marcador
d’antibiorresisténcia, tant a nivell fenotipic com genotipic. El primer pas és aillar-lo en el
laboratori a partir de medis com I’agar sang i I’agar MacConkey. En aquest apartat

s’expliquen els diferents metodes per caracteritzar les soques d’ E. coli.

5.1 Caracteritzacio6 fenotipica de la resisténcia antimicrobiana

Les proves de susceptibilitat antibiotica son basiques per tal d’elegir el tractament optim
per les infeccions bacterianes i evitar I’aparicié de resisténcia. Tot i anar sortint algunes
alternatives que estalvien temps com son les proves d’antigens (“lateral flow test”, en
anglés) que s’estan comengant a utilitzar en hospitals d’humana (Boutal et al., 2022), els

metodes més utilitzats son el de difusio en agar i el de la concentracid minima inhibitoria.

El métode de difusio en agar o de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966) és un métode qualitatiu
estandarditzat que consisteix en aplicar discos de paper impregnats amb una concentracio
determinada d’antibidtic sobre una placa de cultiu bacteria. Després, s’incuba 24 hores,
es mesura el diametre dels halos d’inhibicio i es compara amb les taules estandarditzades
per indicar si el bacteri és sensible, resistent o té una susceptibilitat intermeédia (Abmm et
al., 2020). Aqui, per la seva rellevancia en 1’ambit porci, €s important esmentar que aquest
metode no és adequat per les polimixines donat que no difondren bé en l'agar i se

sobreestima el nombre de soques resistents (Moskowitz et al., 2010).

Per la seva banda, el metode de la concentracié minima inhibitoria (CMI) determina la
menor concentracid d'un antibiotic necessaria per inhibir el creixement d'un bacteri. Es
realitzen dilucions successives de 'antibiotic en un medi de cultiu amb el bacteri, i després
d'incubar, s'identifica la concentracié més baixa que impedeix el creixement bacteria
(Wiegand et al., 2008). Ben igual que amb el métode de Kirby-Bauer, també existeixen
taules per tal de saber la susceptibilitat dels bacteris (Abmm et al., 2020). Aquest métode
¢s el d’eleccid, ja que proporciona uns resultats més exactes que permeten ajustar les
pautes posologiques. A part, en els Ultims anys, han aparegut aparells de diverses cases
comercials que permeten la seva automatitzacio i, per aixo, la gran majoria de laboratoris

de diagnostic ja ’utilitzen.

5.2 Caracteritzaci6 genotipica de la resisténcia antimicrobiana

Encara que a nivell de la clinica diaria sigui suficient amb les proves fenotipiques, per

entendre realment 1’epidemiologia de les infeccions bacterianes es necessita una
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caracteritzacio genotipica. També €és important per caracteritzar les soques que s’aillen

en funci6 dels factors de viruléncia coneguts.

Els métodes han evolucionat molt en els darrers anys 1 els costos s’estan reduint molt, per
la qual cosa cada vegada son més utilitzats. A continuacid es descriuen des de les
tecniques més basiques necessaries pel diagnostic rutinari (com ara la PCR) fins als

meétodes més sofisticats i innovadors utilitzats especialment per fer recerca.

5.2.1 PCR

La PCR ¢s ampliament utilitzada per caracteritzar les soques d’E. coli, des del seu
descobriment el 1983. Es basa en el principi d’amplificar regions de material geneétic
utilitzant encebadors (“primers” en anglés) dissenyats per amplificar el gen que es busca.

L’amplificacio es realitza en 3 fases: desnaturalitzacid, hibridacio i elongacio.

El procés s’inicia amb la desnaturalitzacid, on s'augmenta la temperatura fins a separar
les dues cadenes complementaries, convertint-les en cadenes simples. A continuacio,
disminueix la temperatura per la fase d’hibridacio, on els encebadors s'aparellen amb les
seqiiéncies complementaries del material genétic de la mostra. Finalment, durant
l'extensio, la temperatura es manté a 72°C i la polimerasa sintetitza noves cadenes
complementaries utilitzant els nucleotids disponibles en la mescla. Aquest cicle de
desnaturalitzacio, alineament i1 extensio es repeteix entre 25 i 40 cicles normalment,
produint milions de copies del fragment de material genéetic al qual van dirigits els

encebadors.

La PCR també pot ser una teécnica quantitativa si s'afegeix un tercer encebador (sonda)
marcat amb un fluorescent. Aixi, en el moment en el que comenca 1’amplificacid, es
comengara a emetre fluorescéncia 1 com abans es detecti, major quantitat de material

genetic haura a la mostra.

Aixi, per al diagnostic rutinari en la industria porcina, i concretament en el cas de les
diarrees, la PCR és de les teécniques més utilitzades, tant per detectar patogens (Marthaler
et al., 2014; van Asten et al., 2009) com per caracteritzar-los d’acord amb els factors de

viruléncia coneguts actualment de les soques d’ E. coli (Toledo et al., 2012).

En I’ambit de la recerca, la PCR també és interessant per detectar gens de resisténcia
(Darwich et al., 2019). Aquesta técnica s’ha vist substituida per la WGS, tot 1 que encara

¢€s una alternativa econdmica per fer un cribratge de certes soques.
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5.2.2 Seqiienciacié de genoma complet

La WGS permet determinar la seqiiéncia completa de nucleotids del
bacteri/virus/fong/gen que s’estigui estudiant. Es una técnica cada vegada més accessible
ja que els seus costos s’han anat reduint molt. Especificament, la WGS per I’estudi dels
gens de resisténcia als antibiotics proporciona molta més informacio, ja que no només
ens permet detectar tots els gens que estan presents en una mateixa reaccio, sind que ens
permet con¢ixer el seu context genctic (localitzacio, proximitat amb elements genetics
mobils, nous al-lels del gen, etc.). Aixi, per con¢ixer 1’epidemiologia i entendre la
transmissio de les resisténcies als antibiotics la aplicacid de la WGS es fa imprescindible

(Waddington et al., 2022).

Existeixen dos grans tipus de métodes de WGS (Figura 11): un basat en lectures curtes
(on la casa comercial més utilitzada és “Illumina”) i un altre basat en lectures llargues (on

destaca principalment “Oxford Nanopore”).

Ambdos metodes tenen pros i contres. La plataforma Illumina és superior a Oxford
Nanopore, ja que aquesta ultima té un major percentatge d’errors, tot i que ultimament
s’esta reduint enormement i apunta a seguir millorant (Wick, 2023), pero encara no arriba
al nivell de les lectures curtes. No obstant, el fet de fragmentar el genoma fa que, amb les
lectures curtes s’obtinguin uns ensemblatges amb molts contigs, a diferéncia de les
lectures llargues on se n’obtenen molt pocs, la qual cosa els fa ideals per a recuperar els

plasmidis (Paganini et al., 2021).

Els plasmidis son uns elements claus en la transmissio de gens de resisténcia. Aixi, la
manera ideal de recuperar-los és utilitzar ambdos meétodes, ja que aixi es combinen la
precisio de les lectures curtes amb la capacitat de recuperar elements extracromosomals
de les lectures llargues, generant genomes hibrids (Z. Chen et al., 2020). Per aixo, s’han
creat diferents softwares que ho permeten fer, com son Hybracter (Bouras et al., 2024),

Unicycler (Wick et al., 2017) o Polypolish (Wick 1 Holt, 2022).
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seqiienciacid de lectures curtes té diverses passes. Primer, es prepara una biblioteca d'ADN fragmentant
I'ADN i afegint adaptadors als fragments. A continuacid, la biblioteca creada s'hibrida formant clusters en
forma de pont, que permet que sempre quedi una cadena exposada. La reaccid de seqiienciacid utilitza
nucleotids marcats amb fluorescents i una camera detecta els colors i els classifica en cada nucleotid. Aixo
resulta en moltes lectures curtes diferents, que s’agrupen segons similitud, formant un clusters o contigs i
a partir d’aqui es construeix la seqiiéncia consens. En el cas de la seqiienciacid de lectures llargues,
s’utilitzen nanopors, que son petits canals a través dels quals passa I'ADN. A mesura que el fragment d' ADN
passa per la nanopora, es genera un canvi de corrent eléctric que €s registrat i convertit en una seqiiéncia de
nucleotids. Al no fragmentar-se el material genétic, el nombre de contigs és molt més reduit. Figura creada

a partir d’un motlle de Biorender.com

Tot 1 ser la millor eleccid, moltes vegades no és possible realitzar-ho perque duplica els
costos de seqiienciacio. Aixi, habitualment només es treballa amb les lectures llargues,

malgrat, el seu rati d’error superior (Wick, 2023).

En altres ocasions només es t¢ accés a plataformes de lectures curtes. Per aixo, s’han
desenvolupat programaris que permeten identificar els plasmidis a partir d’aquestes

lectures. Aquests metodes es poden dividir en:

e (lassificaciéo binaria: indiquen si cada contig és propi d’un cromosoma o un
plasmidi. Son especialment utilitzats en metagenomica, perd per treballar amb
WGS s6n una mica insuficients perque el fet de no poder reconstruir els plasmidis
fa que sigui complicat tipificar-los. Alguns exemples son Platon (Schwengers et
al., 2020), RFPlasmid (van der Graaf-Van Bloois et al., 2021) o PlasmidSpades
(Antipov et al., 2016).
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e Reconstruccié: aquests metodes mitjangant algoritmes reconstrueixen els
plasmidis. El més tipic és MOB-Suite (Robertson i Nash, 2018), perdo n’hi ha
d’altres com PLACNETw (Vielva et al., 2017) o gplas2 (Arredondo-Alonso et al.,
2020).

No obstant aix0, aquest metodes s’han demostrat que no soén la solucid ideal per
identificar la localitzacid dels gens de resisténcia (Paganini et al., 2021). Recentment hi
han nous enfocaments que combinen ambdds metodes, com les combinacions de
plasmidEC (tres métodes binaris diferents) 1 gplas2 (Paganini et al., 2024) o MOB-SUITE
per aixi reduir les contaminacions cromosomiques. Tota vegada, el métode d’eleccio per
treballar amb plasmidis segueixen essent els genomes hibrids o, en el seu defecte, les

lectures llargues.

Finalment, I’Gltim pas important és I’anotacio. Per detectar els gens de resisténcia, a partir
dels genomes o dels plasmidis reconstruits, s’han de realitzar cerques BLAST (“Basic
Local Alignment Search Tool”) basades en bases de dades que contenguin tots els gens
presents. Entre elles, trobem CARD (Alcock et al., 2020), AMRfinderPLUS (Feldgarden
et al.,, 2021) o ARG-ANNOT (Gupta et al., 2014), pero la que més se sol utilitzar és
Resfinder, perqué estd curada manualment per detectar aquells gens més importants a
nivell de clinica (Florensa et al., 2022). Empero, encara ¢és arriscat fer prediccions des
dels gens a partir del genoma i s’ha d’anar polint per cada especie bacteriana (Coll et al.,
2024; Cortes-Lara et al., 2021). No obstant aix0, proporcionen una gran informaci6 a

nivell epidemiologic per tragar la transmissio de les resisteéncies als antibiotics.
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OBJECTIUS

A partir de la revisi6é bibliografica realitzada, s’han pogut identificar diversos buits de
coneixement en relaci6 a la diarrea porcina i I’estudi de 1’antibiorresisténcia associada.
Primer de tot, hi ha una manca d’estudis en porci que confirmin I’associaci6 dels distints
patogens amb la diarrea i, a Catalunya, només s’han realitzat amb casos de diarrea
neonatal, sense con¢ixer-ho als garrins en les transicions. Després, tot i que no s6n pocs
els estudis intentant aclarir la relaci6 entre la microbiota i la presentacié de diarrea, la
majoria s’han realitzat en condicions experimentals o en granges experimentals, fent molt
complicada I’extrapolacio a les condicions de camp 1 a la practica clinica. També¢ és sabut
que I’elevat us d’antibiotics en les primeres edats de vida, fa que els nivells de resisténcia
siguin alts i s’hagin de monitoritzar periodicament. L's dels metalls pesants també
sembla que implica una major prevalenga de resisténcies, pero el mecanisme no esta clar.
Una hipotesi seria la co-seleccid dels gens de resisténcia als antibiotics 1 als metalls
pesants dins del mateix plasmidi, que, per altra banda, també han estat descrits com els
elements més importants de cara a la transmissio de les resisténcies des dels animals de

granja als humans.
Aixi, els objectius de la present tesi doctoral son:

1. Determinar la prevalenca dels agents infecciosos en els casos de diarrea en
porcs a les transicions, al temps que analitzar la relaci6 de cada agent amb la
presentacio de diarrea.

2. Estudiar I’associaci6 de la microbiota en condicions de camp i en més d’una
granja.

3. Determinar el perfil de resisténcies antimicrobianes a nivell fenotipic de les
soques d’E. coli aillades a les transicions.

4. Caracteritzar a escala genomica aquestes soques per valorar la localitzacié del
gens de resisténcia als antibiotics i1 als metalls pesants en el plasmidi o en el
cromosoma i la possible coseleccié d’ambdds compostos.

5. Avaluar, donada la seva rellevancia per a la salut ptblica, I’impacte que va
tenir la restriccio de 1’s de la colistina en el context genomic del gen mcr-1 a

escala global.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Postweaning Diarrhea
Escherichia coli

Postweaning diarrhea (PWD) is a multifactorial disease caused by different aetiological agents, like viruses or
bacteria and where the role of the microbiota remains unclear. The aim of this study was to assess differences
between healthy and diarrheic weaned pigs concerning the prevalence of pathogens and changes in the intestinal

;‘;z:g;sta microbiota. Eighteen farms with PWD were selected and 277 fecal samples were collected (152 diarrheic vs 125
16 S healthy). Presence of Rotavirus A (RVA), B (RVB), C (RVC) and Porcine Epidemic Diarrhea Virus (PEDV),
Swine virulence factors of Escherichia coli and Clostridioides difficile were analyzed by PCR. Finally, the microbiota
Infectious diseases composition was also study by 16 S rRNA sequencing on 148 samples (102 diarrheic vs 46 healthy). RVA
Lactobacillus (53.95 % vs 36 %, p=0.04) and RVB (49.67 % vs 28.8 %, p<0.001) were more frequent in diarrheic animals.

Furthermore, RVA viral load was higher in diseased animals. VT2 toxin was significantly associated with diar-
rhea, whereas other virulence factors were not. Presence of C. difficile and PEDV was almost negligible.
Regarding microbiota changes, Fusobacteriota phylum was more frequent in diarrheic samples and Rumino-
coccaceae family in healthy penmates. During the first week postweaning, Enterobacteriace and Campylobac-
teria were enriched in animals presenting diarrhea. Furthermore, Lactobacillus was detected in those individuals
with no RVA infection. In conclusion, RVA seems to play a primary role in PWD. Classic E. coli virulence factors
were not associated with diarrhea, indicating the need for revising their implication in disease. Moreover,
Lactobacillus was found frequently in animals negative for RVA, suggesting some protective effect.

1. Introduction

Weaning represents a critical phase for animal health since it is
generally a very stressful time for the animals. Under natural conditions,
piglets are gradually weaned between 10 and 20 weeks of age. However,
in conventional farming, piglets are weaned after 3 or 4 weeks of age.
This circumstance causes stress and leads to anorexia that generates
intestinal inflammation and increases the susceptibility to pathogens.
Furthermore, a disruption in the microbiota occurs after the sudden
change of feed, making animals prone to enteric pathogens (Gresse et al.,
2017).

The environmental and husbandry conditions during this phase favor
the emergence of postweaning diarrhea (PWD), which has become a
serious problem in swine industry in terms of animal health and eco-
nomic impact. In addition to viral or bacterial agents known to cause

* Corresponding author.
E-mail address: biel.garcias@uab.cat (B. Garcias).

https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2024.110162

diarrhea, other factors such as nutrition, poor husbandry practices or
different stressors can trigger the occurrence of PWD (Rhouma et al.,
2017). This multifactorial aetiology impers a definitive diagnosis.
Moreover, at this age piglets are very vulnerable, and they need a fast
treatment to survive, which usually consists of empiric antibiotic
administration. Thus, weaning is a hotspot of antimicrobial consump-
tion in intensive farms, generating high levels of antimicrobial resis-
tance, worsening the impact on animal and public health (Kyung-hyo
et al., 2020).

Regarding viral agents, Rotavirus has been considered the main
causative agent of diarrhea in young animals. Different species of
Rotavirus such as A (RVA), B (RVB), C (RVC), E (RVE) and H (RVH) have
been detected in swine (Vlasova et al., 2017). High prevalence of RVA
has been found as causative agent of PWD (Eriksen et al., 2021)The rest
of rotavirus species have been less studied, even though they have been
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found when targeted (Molinari et al., 2016). Coronavirus can also
generate PWD. The classical ones are porcine epidemic diarrhea virus
(PEDV) and transmissible gastroenteritis virus (TGEV), but other such as
swine enteric coronavirus (SeCoV), porcine deltacoronavirus (PDCoV)
and swine enteric alphacoronavirus (SeACoV) can also generate diar-
rhea. In Spain, PEDV re-emerged in 2014 creating serious issues to
porcine farms (de Nova et al., 2020).

Escherichia coli (E. coli) is also considered one of the main causes of
PWD. There are different pathotypes involved. Historically, the most
frequent pathotype has been enterotoxigenic E. coli (ETEC), with F4 or
F18 fimbriae like, which facilitates the entry of bacteria into the enter-
ocytes. Toxins such as LT, STa, or STb that alter the electrolytic equi-
librium of the gut cells and provoke the excretion of water to intestinal
lumen are also a common cause (Dubreuil et al., 2016). Other patho-
types such as enteropathogenic E. coli (EPEC) or verotoxigenic E. coli
(VTEC) can also be involved in PWD outbreaks (Ercoli et al., 2016; Lecce
et al., 1982). In consonance, virulence factors such F4, F18, LT, STa, STb,
VT1, VT2 or eae are targeted by diagnosis and vaccines. However, since
they were first described, swine genetics, farm conditions and vaccines
have greatly improved.

Up to date, a high number of studies have been done on the causative
agents of PWD, but most of them focused mainly on diseased animals
and on a single pathogen (Yang et al., 2019; Renzhammer et al., 2020).
Thus, there is a lack of knowledge about the presence of different enteric
pathogens in healthy animals from farms with recurrent problems of
PWD.

On the other hand, intestinal dysbiosis has been associated with the
occurrence of PWD (Gresse et al., 2017). Some studies have tried to
better understand which microbiota composition predisposes to the
development of disease and which can be considered protective. How-
ever, they have been performed in experimental conditions or only
assessing individual farms (Karasova et al., 2021; Gryaznova et al.,
2022).

In the present research, we have studied the prevalence of enteric
pathogens involved in PWD, as well as the intestinal microbiota
composition of weaned piglets with diarrhea and healthy penmates
under field conditions.

2. Material and methods
2.1. Sampling

Samples from eighteen conventional pig farms (14 farms with active
and recurrent PWD outbreaks and 4 farms with no records of PWD
outbreaks in the last 12 months) were analysed between February 2020
and December 2021. A total of 277 fecal samples were collected from 3
to 5 weeks old piglets: 152 out of them were diarrheic animals and 125
were healthy penmates that were considered controls.

2.2. Microbiological diagnosis

Presence of E. coli and Clostridioides difficile (C. difficile) was assessed
in stool samples Briefly, for E. coli isolation, stool samples were cultured
on Columbia blood agar (BD GmBh, Germany) and MacConkey agar
(Oxoid, UK) and were incubated aerobically for 24 hours at 37 °C. A
pure culture was obtained for most of the samples, but, in those cases
were two or more colony morphologies were found, the most abundant
one was selected. The strains were confirmed as E. coli using conven-
tional biochemical tests (oxidase, catalase, TSI, SIM, urease, citrate, and
methyl red) and the API system (bioMérieux, Marcy 1’Etoile, France).
For C. difficile detection, samples were cultured on a selective medium
C. difficile agar base (Conda Laboratorios, Spain) and incubated anaer-
obically for 48 hours at 37 °C. All bacterial colonies collected were
confirmed as C. difficile using a molecular diagnosis.
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2.3. Molecular diagnosis of bacterial agents

DNA was extracted by boiling the growth from MacConkey agar and
C. difficile selective plates. Briefly, all the bacterial growths were diluted
in 600 pL of sterile distilled water, and 200 pL of the dilution was then
transferred to a new tube. Two-hundred microliters of sterile distilled
water was added to each tube. The tubes were boiled at 100 °C in a water
bath for 10 min, and then centrifuged at 16,000 g for 5 min. After
centrifugation, the supernatant was recovered and stored at —20 °C until
processing.

Conventional PCR was performed, as previously reported by Vidal
etal., (2019) to detect E. coli toxins (LT, STa, STb, VT1, VT2 and EAST1)
and adhesins (F4, F18 and eae) and C. difficile toxins (TcdA and TcdB).
Analysis of the amplified products was performed on 1.5 % agarose gel
by electrophoresis.

2.4. Molecular diagnosis of viral agents

RNA was extracted from fecal samples using MagMAX™ CORE
Nucleic Acid Extraction kit (ThermoFisher Scientific, USA) following the
manufacturer’s instructions. Detection of RVA, RVB, RVC and PEDV was
done using the AgPath-ID™ One-Step RT-PCR kit (Applied Biosystems,
ThermoFisher, USA) following the protocol of RT-PCR described by
Marthaler et al. (2014).

2.5. Microbiota analysis

Eleven farms with active PWD outbreaks were selected for the
analysis of the microbiota. A total of 148 faecal samples, 102 from
diarrheic and 46 from healthy piglets were selected. DNA was extracted
with QIAamp PowerFecal Pro DNA Kit (Qiagen) following the manu-
facture’s recommendations. Briefly, for each sample, 250 mg of stool
and 800 pl of buffer were homogenised with a TissueLyser. After
following the manufacturer’s instructions, DNA was eluted in 50 pl of
the final solution buffer. DNA was quantified by Qubit DNA broad range
fluorometer (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) and shipped frozen to
the sequencing provider (Novogene, Cambridge, UK).

Amplicon library preparation and sequencing was performed by
Novogene in a NovaSeq platform to generate 250 bp paired-end raw
reads. The region targeted to perform the 16 S amplification was span-
ning the V3 and V4 region of 16 S rRNA gene.

Paired-end reads were assigned to samples based on their unique
barcodes and truncated by cutting off the barcode and primer sequences.
Paired-end reads were merged using FLASH (V1.2.7). Quality filtering
on the raw tags were performed following Bokulich et al., (2013)
approach, with the default parameter settings (Phred >=Q20) to obtain
the high-quality clean tags, according to the Qiime (V1.7.0)
quality-controlled process. The tags were compared to SILVA138 Data-
base using UCHIME algorithm to detect chimera sequences, and then the
chimera sequences were removed. Sequences analyses were performed
by UPARSE software using all the effective tags. Sequences with >97 %
similarity were assigned to the same Operation Taxonomic Units (OTU).
For each representative sequence, Qiime in Mothur method was per-
formed against the SSUrRNA database of SILVA138 Database for species
annotation at each taxonomic rank (kingdom, phylum, class, order,
family, genus, species).

Alpha-diversity was analyzed using Qiime2 studying four metrics:
number of observed species, phylogenetic diversity index, Shannon and
Simpson. Beta-diversity was studied with generalized UniFrac distances
matrices to do Principal Components Analysis (PCoA) with Qiime2 and
were displayed with WGCNA and ggplot2 packages. Statistical differ-
ences regarding taxonomy were calculated by method of permutated
test and False Discovery Rate according Benjamini and Hochberg
method.
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2.6. Statistical analysis

Statistics were applied to detect differences in pathogens frequencies
between groups using Chi-square Test and were visualised using R
(version 4.2.1, (R Core Team, 2014)) with ggplot2 package. Odds ratio
was calculated using R function glm().

3. Results
3.1. Prevalence of enteric pathogens

All farms were positive for RVB, 72 % for RVA and 55 % for RVC
(Table 1). PEDV was only detected in one farm just in one animal (0.4 %
of pigs).

The most frequent classical virulent factors detected for E. coli iso-
lates at farm level were EAST1 (83 %), F4 (78 %), eae (72 %), STa (55 %)
and STb (50 %). The prevalence in infected pigs was also remarkable for
EAST1 (49 %), eae (29 %), F4 (25 %), STa (21.1 %) and STb (15 %).
Other factors such as F18 (5.4 %), VT1 (7.5 %) and VT2 (8.6 %) had
lower frequencies in pigs and were less distributed among farms (Sup-
plementary Table 1). Toxigenic C. difficile was only found in one pig.

Comparing the prevalence of viral pathogens between healthy and
diarrheic animals, RVA (OR=1.78, p= 0.04) and RVB (OR=2.41, p=
0.02) were the most prevalent, being present in more than half of
diarrheal cases and statistically related with disease presentation in
PWD outbreaks. The same relationship was found analysing the set of
farms. Conversely, no statistical differences were found between groups
for RVC (Fig. 1).

Regarding E. coli virulence factors in farms with active PWD out-
breaks, F4 (OR=2.32, p=0.02), STb (OR=4.81, p=0.04) and VT2
(OR=2.62, p=0.05) were associated with the presence of PWD. More-
over, despite being at a low prevalence, F18 and LT were only present in
diarrheic animals sampled on farms with active PWD outbreaks. On the
other hand, eae (OR= 0.33, p<0.001) and EAST1 (OR= 0.53, p=0.02)
were found more frequently in healthy animals. However, when the
overall group of farms were included in the analyses (Figs. 1B and 1D),
only VT2 was found to be related with diarrhea (OR=3.25, p= 0.03) and
frequencies of F18 and STa were higher in healthy animals. Thus, E. coli
isolates with virulence factors were also present in healthy animals and
farms without PWD problems.

The analysis of Ct values of rotavirus infections between healthy and
diarrheic piglets showed that RVA viral load was higher in diarrrehic
pigs than in healthy penmates (p= 0.002), indicating its correlation with
diarrhea (Supplementary Figure 1). However, no differences were found
for RVB and RVC. Moreover, the Ct values were higher for RVB and RVC
than for RVA, so their role in the presentation of PWD was not
conclusive.

3.2. Microbiota composition in PWD and healthy penmates

A total of 148 faecal samples from 11 farms with active outbreaks of
PWD were analysed: 102 samples from diarrheic pigs and 46 from

Table 1
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healthy penmates. A total of 11,264,394 reads were obtained, repre-
senting a mean of 76,111 reads per sample. The sample with the highest
coverage had 96,056 reads and the lowest 58,509 reads.

Alpha-diversity metrics showed that the number of observed species
was statistically higher in healthy animals (p= 0.04). However,
considering more sophisticated indexes such as phylogenetic diversity,
Shannon and Simpson, no alpha-diversity differences were found be-
tween diarrheic and healthy pigs (Supplementary Figure 2).

Moreover, Principal Coordinate Analysis (PCoA) clustering was used
to elucidate differences between the microbiota of PWD and healthy
animals. However, no clear cluster was found (Fig. 2a). De novo clus-
tering following Rhea pipeline (Lagkouvardos et al., 2017) was per-
formed and three clusters were encountered. The two biggest ones were
formed by equally proportions of diarrheic and heathy samples and few
conclusions could be extracted. The smallest one (n=12) was mostly
formed by diarrheic samples (n=10), specially from animals weaned two
weeks ago, but it was not exclusively. Additional metadata such diarrhea
severity, vaccine status of the piglets, feeding behaviour or previous
infections would be needed to shed light on the matter, but it was not
available for this study.

Thus, further analyses were performed to find taxa abundance dif-
ferences that were not affecting PCoA. Firstly, phyla abundance com-
paration between groups was performed (Fig. 2b), being Bacillota
(previously Firmicutes,48.7 % in healthy animals vs 44.6 % in diarrheic
animals), Bacteroidota (29.6 % vs 28.4 %) and Pseudomonadota (pre-
viously Proteobacteria, 7.6 % vs 10.6 %) the most frequent phyla
detected in both groups. In a second step, a t-test approach was used to
compare taxa between groups considering significant differences those
with a False Discovery Ratio lower than 0.1. At phylum level, Fuso-
bacteriota was more represented in diarrheic animals whereas Oscil-
lospirales and Ruminococcaceae were more abundant in healthy piglets
(Fig. 2¢).

3.3. Changes in the microbiota and enteric pathogens according to the age

Taxonomic relative abundance comparison between PWD and con-
trol animals was performed individually for each farm. However, a high
heterogenicity of results was found at farm level, being very difficult to
find a defined pattern (Supplementary Spreadsheet file). When samples
were re-analysed according to the age of the animals presenting PWD
(first or second week postweaning), significant differences were found
between diarrheic and healthy pigs (Table 1). For animals presenting
diarrhea the 1st week postweaning, Euryarchaeota and Clostridia class
were found to be more abundant in healthy animals, being especially
important families such Oscillospiraceae and Ruminococacceae.
Conversely, Pseudomonadota (especially Enterobacteriaceae) and
Campylobacterota were enriched in pigs showing diarrhea during the
first week postweaning.

Animals presenting diarrhea during the second week exhibited taxas
Spirochaetaceae and Clostridia vadin BB60 group which were missing in
healthy animals (Table 2).

The frequency of enteric pathogens in animals presenting PWD also

Significant differences in taxonomic abundance between healthy and diarrheic animals during the first week post-weaning. Taxa with FDR<O0.1 and a difference

between groups of animals bigger than 1 %.

Taxonomy Control Difference (%) FDR PWD Difference FDR
Phylum Euryarchaeota 3.4 0.1 Campilobacterota 2.8 0.09

- - - Pseudomonadota 4.8 0.07
Class Clostridia 7.2 0.08 Campylobacteria 2.8 0.1

- - - Gammaproteobacteria 4.9 0.08
Order Oscillospirales 4.8 0.02 - - -
Family Oscillospiraceae 2.2 0.06 Enterobacteriaceae 4.5 0.06

Ruminococcaceae 2.1 0.06 - - -
Genus - - -

Species
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Fig. 1. : Prevalence of enteric pathogens in healthy and diarrheic animals. Red: diarrheic piglets. Green: healthy piglets. Asterisk: statistical significance (p-value
<0.05) A: Barplot comparing frequencies in farms with active PWD outbreaks (n=14). B: Barplot comparing frequencies in the set of farms (n=18). C: Odds ratio in

farms with active PWD outbreaks. D: Odds ratio in all studied farms.

differed between ages (Supplementary Table 2). Regarding E. coli viru-
lence factors, F18 (9.7 % at 1st week postweaning vs 0.9 % at 2nd
week), VT1 (9.7 % vs 0.9 %), eae (35.2 % vs 18.3 %) and EAST1 (57.9 %
vs 38.3 %) were more frequently found during the first week after
weaning in healthy animals. Interestingly, prevalence of RVA was
significantly higher the second week postweaning (64.2 %) compared to
the first week (29.1 %). Moreover, although the RVA mean Ct values
(Supplementary Table 3) were similar during first week in diarrheic
(27.24) and healthy pigs (27.52), the second week postweaning, RVA
viral load was significantly higher in diarrheic animals (Ct=24.34)
compared to the healthy group (Ct=28.94), indicating that RVA is
especially relevant the second week after weaning.

3.4. Microbiota associated with Rotavirus A infection

Considering the presence or absence of RVA in the sample, no sig-
nificant differences were found between groups. However, considering
the viral load, samples with high RVA viral load (Ct-value <25) pre-
sented differences of bacterial abundance compared with lower or
negative viral load (Table 3). Thus, Sphaerochaeta genus was associated
with high viral load of RVA whereas Bacillota phylum and Lactobacillus
genus were more abundant in samples with negative or low RVA load,
8.7 % and 5.2 % of abundance respectively.
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Fig. 2. : Taxonomic abundance differences between groups. A: Principal Coordinate Analysis (PCoA). B: Phylum taxonomic relative abundance comparation between
healthy and diarrheic piglets. C: Statistically taxonomic relative abundance differences (FDR>0.1) between groups for phylum, class and family (no differences were

observerd for order, genus or species).
4. Discussion

This study contributes to a better understanding of the epidemiology
of enteric pathogens involved in PWD. Frequency of pathogens was
compared between diarrheic and non-diarrheic weaned pigs. Moreover,
the intestinal microbiota associated with diarrhea was analysed. Up to
date, most of studies focused on PWD associated microbiota are based on
a low number of farms (Karasova et al., 2021; Ren et al., 2022). Herein,
we present a study design considering the individual factors of each farm
with many samples analysed, contributing to improve our understand-
ing of intestinal microbiota changes under field conditions.

In general, RVA and RVB were detected in almost all farms and in
half of samples, being the most frequent viral agents circulating in the
farms. E. coli isolates, as expected, were also found in all farms with a
variable combination of virulence factors. Specifically, F4, EAST1 and
eae were the most frequent virulence factors and were ubiquitously
found. Moreover, the microbiota composition was very heterogenous
between farms and animals, showing the complexity of PWD.

RVA has been described as the causative agent of diarrhea in
neonatal piglets in Spain and other regions in the world (Kongsted et al.,
2018; Mesonero-Escuredo et al., 2018; Vidal et al., 2019). In the present
study, RVA was also detected in faecal samples of diarrheic weaned pigs,
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Table 2
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Significant differences in taxonomic abundance between healthy and diarrheic animals during the second week post-weaning. Taxa with FDR<0.1 and a difference

between groups bigger than 1 %.

Taxonomy Control Difference (%) FDR PWD Difference (%) FDR
Phylum - - Spirochaetota 2.8 0.04
Class - - Spirochaetia 2.7 0.07
Order - - Spirochaetales 2.8 0.08

- Clostridiales vadin BB60 group 2.5 >0.001
Family - - Spirochaetaceae 2.7 0.09

- Clostridiaceae vadin BB60 group 2.3 0.01
Genus - - Clostridia vadin BB60 group 2.5 0.02
Species - - - - -

Table 3

Significant differences in taxonomic abundance between healthy and diarrheic animals according the RVA infection status. Taxa with FDR<0.1 and a difference

between groups bigger than 1 %.

Taxonomy Negative/Low load RVA Difference (%) FDR High load RVA Difference (%) FDR
Phylum Bacillota 8.7 0.006 Spirochaetota 3.3 0.02
Class - - - Spirochaetia 3.3 0.05
Order Lachnospirales 2.9 0.02 Spirochaetales 3.3 0.02
Family Lacnhospiraceae 2.9 0.02 Spirochaetaceae 3.4 0.03
Ruminococcaceae 1.4 <0.001 - - -
Lactobacillaceae 5.3 0.06 - - -
Genus Lactobacillus 5.2 0.06 Sphaerochaeta 3.2 0.01
Species Lactobacillus reuterii 3.2 0.08 Fusobacterium mortiferum 3.1 0.04

as recently described (Eriksen et al., 2021). Moreover, RVA was present
with higher prevalence and viral load in diseased animals than in
healthy penmates, especially for piglets exhibiting diarrhea during the
second week postweaning. Weaning is a stressful period for piglets that
can lead to an impairment of the immune system during the first week of
the transitions, increasing the risk to be infected by pathogens that are
circulating in the farm. Whereas RVB was present in most of the farms
and almost half of the animals, RVC was less frequent. This situation
differs from other studies done in suckling piglets (Vidal et al., 2019),
where RVC was more frequent while RVB was almost absent. These
results indicate that rotavirus epidemiology is different between suck-
ling and weaning pigs, as reported by Marthaler et al. (2014) where RVB
was more prevalent in weaned animals. RVB has already been described
as primary agent of diarrhea in both, neonatal piglets (Miyabe et al.,
2020) and postweaned pigs (Marthaler et al., 2014; Molinari et al.,
2016). However, our results evidence that there is a lack of knowledge
about its presence in healthy animals, and our study is not conclusive
about RVB role. Despite its higher prevalence in diarrhea cases, no
significant differences were found in the viral load between healthy and
diseased animals. Thus, further studies should be done to clarify RVB
implication in PWD.

Other pathogens studied herein, such as PEDV and C. difficile were
almost absent in the farms. In the case of PEDV, a decreasing trend has
been observed, since 2014 when re-emerged causing severe problems to
the swine industry. C. difficile, despite being commonly found in
neonatal diarrhea (Vidal et al., 2019), its presence in PWD was residual.
This finding agrees with Arruda et al. (2013), where a drop of prevalence
with age is described.

E. coli has been historically considered the main cause of PWD
leading to a high antibiotic use during the transition stage (Fairbrother
et al., 2005). Virulence factors implicated in E. coli causing diarrhea
have been described long ago and are still being targeted by vaccines
and diagnostic purposes. However, farm conditions have changed dur-
ing the last decades and bacterial pathogens have evolved. In this study,
few differences were found between diarrheic and control animals.
Thus, information about virulence factors should be updated. In this
line, some genome wide association studies have identified new viru-
lence genes in avian E. coli (Mageiros et al., 2021) or Streptococcus suis
(Guo et al., 2021). Thus, similar approach should be explored in PWD
caused by E. coli infections.

Regarding intestinal microbiota, although many differences were
detected between distinct farms, some trends were observed. Fuso-
bacteriota was found in higher prevalence in diarrheic animals and
Ruminococcaceae family was more frequent in healthy animals. These
findings agree with previous studies (Dou et al., 2017; Sun et al., 2019;
Kong et al., 2022) reinforcing their contribution in the development of
diarrhea.

Interestingly, the microbiota associated with health and disease
varied with the age of the animals. During the first week postweaning,
animals had a significant increase in E. coli. Moreover, at this age,
Campylobacteria was associated with diseased piglets. Despite being
described as a causative agent of diarrhea (Thompson et al., 2019),
Campylobacteria have also been found in healthy piglets (Ruiz et al.,
2016). The association with diarrhea in our study could be more related
with the weaning stress (one of the main non-infectious contributors to
PWD), as Campylobacter shedding is increased by stress (Whyte et al.,
2001). During the second week postweaning, only Spirochaetaceae
family and Clostridium vadin BB60 group were more frequent in diarrheic
animal. Since there are no previous reports in the literature about the
role of these bacteria in the emergence of PWD, further studies are
needed to confirm this association.

Microbiota changes have been associated to infections caused by
other enteric porcine virus such as PEDV (Yang et al., 2020). However,
these types of associations have not been studied for porcine RVA.
Additionally, there is a lack of treatment for this pathogen, therefore
studies on the microbiota associated to its infection could be useful to
explore new alternatives to prevent PWD. It is especially remarkable the
fact that Bacillota and Lactobacillus were less abundant in infected ani-
mals. Despite the lack of studies in pig production, Lactobacillus has been
linked with beneficial effects such as alleviation of diarrhea in gnoto-
biotic pigs infected with human rotavirus (Liu et al., 2013), enhance-
ment of mucosal B cell responses (Kandasamy et al., 2015) and an
improvement of the vaccine efficacy (Parreno et al., 2022). For these
reasons, Lactobacillus probiotics have been proposed as a treatment for
acute rotavirus gastroenteritis in humans, showing promising results
(Lee et al., 2015; Park et al.,, 2017). In consequence, Lactobacillus
administrated as probiotics could be an option to explore to prevent or to
reduce the incidence of diarrhea and reduce antimicrobial use. How-
ever, further studies are needed to really assess their efficacy in pig
production, as probiotics are not always the best solution often are
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washed out. Other alternative to study could be the use of prebiotics that
increase the Lactobacillus concentration.

Although this study improves our understanding of PWD, there are
some limitations that need to be considered. First, the farms enrolled for
the study were those reporting recurrent cases of PWD, where field
veterinarians needed assistance to confirm the diagnostics. Therefore, it
is probable that previous batches of animals would have been treated
with antimicrobials, resulting in under-detection of other bacterial ae-
tiologies involved in the disease. Second, this is a cross-sectional study
where sampling was conducted at one time point in each farm, without
following up sampled animals. Thus, the disease evolution of healthy
pen-mates could not be registered and therefore the implication of the
presence of viral agents in the future development of diarrhea is un-
known. However, this is not usually the case for PWD, which usually
occurs during the first two weeks of the transition and at the same time-
point for the whole batch. Finally, it needs to be stated that they existed
better parameters than OTUs such Amplicon Sequence Variants (ASV) or
zero radius OTUs (zOTUs). However, we were trying to get a com-
paration with the previous studies done in the field and we decided to
use OTUs. Nonetheless, use of ASV or zOTUs should be implemented for
the future studies done in the field.

5. Conclusion

RVA was the main pathogen involved in PWD, being especially
relevant during the second week postweaning. Classic E. coli virulence
factors were not exclusively related with diarrheic cases. In conse-
quence, virulence factors information should be updated. The micro-
biota associated to clinical cases of PWD was composed by
Enterobacteriaceae and Campylobacteria during the first week post-
weaning, and Spirochaetaceae and Clostridium vadin BB60 group in the
second week after weaning. In contrast, Ruminococcaceae was more
frequent in healthy animals with Lactobacillus being associated with a
lower prevalence of RVA infections. These results can be useful to
explore the use of Lactobacillus as alternative treatment to prevent PWD
and reduce the antimicrobial use in conventional pig farms.
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Simple Summary: Postweaning diarrhea (PWD) is a significant concern in the swine industry,
causing substantial economic losses due to decreased growth rates, increased mortality, and the
extensive use of antimicrobials. Certain Escherichia coli (E. coli) pathovars are frequently implicated
in PWD cases among piglets. Regular surveillance and testing of E. coli susceptibility to different
antimicrobials is essential. This helps veterinarians and farmers select appropriate treatments, avoid
unnecessary antibiotic use, and prevent the further spread of antimicrobial resistance (AMR). Herein,
we tested the susceptibility to fourteen antimicrobials of 251 E. coli strains isolated from fecal samples
of diarrheic (n = 148) and apparently healthy piglets (n = 103) in farms in Catalonia. The results of
this study showed that 41.4% of the E. coli were multidrug-resistant (MDR) strains, presenting high
resistance to conventional veterinary antimicrobials such as erythromycin, amoxicillin, streptomycin,
tetracycline, lincospectin, sulfamethoxazole/trimethoprim, and florfenicol. A special concern was
also observed for human last-resort antimicrobials, like quinolones and colistin. Moreover, pigs
suffering from diarrhea had a higher frequency of infection with MDR strains than the healthy ones.
To reduce the incidence and impact of PWD in pig herds, optimization of antimicrobial therapies
had to be implemented with other strategies, such as good hygiene practices, optimizing nutrition,
managing stress levels, and employing proper vaccination protocols.

Abstract: Postweaning diarrhea (PWD) is a multifactorial concern in the swine industry that leads to
high antibiotic consumption, usually without testing susceptibility, increasing the risk of the selection
of Escherichia coli-resistant strains. In this study, 251 E. coli strains isolated from fecal samples of
diarrheic (n = 148) and apparently healthy piglets (n = 103) in farms in Catalonia were tested against
their susceptibility to fourteen different antimicrobials. The phenotypic antimicrobial resistance
(AMR) testing revealed high levels of AMR, with 41.4% of the isolates presenting a multidrug-
resistant (MDR) profile. More specifically, resistance to class D (prudence) antimicrobials such as
erythromycin (99.6%), amoxicillin (95.2%), streptomycin (91.6%), tetracycline (88.8%), lincospectin
(64.5%), and sulfamethoxazole/trimethoprim (60%) was very high, as well as to class C (caution)
antimicrobials such as florfenicol (45%). A special concern was observed for antimicrobial category B
(restrict), like quinolones and colistin, that both presented a high rate of resistance. Colistin use was
substantially reduced in Spain, but resistance is still present in weaned pigs, presenting a MIC90 of
4 pug/mL. This suggests that reducing antibiotic use is not enough to eliminate this AMR. Finally,
it was found that piglets suffering diarrhea were more commonly carriers of MDR strains than the
healthy ones (49.3% vs. 35%, p = 0.031). Therefore, given the high rates of resistance to the most
commonly used antimicrobials, especially in diseased pigs, a new non-antibiotic-based approach
should be implemented for the management of PWD.

Keywords: Escherichia coli; antimicrobial resistance; postweaning diarrhea
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1. Introduction

In natural conditions, piglets are weaned in a gradual way at 12 weeks of life [1].
However, intensive productive conditions in the swine industry are quite different since
animals are early-weaned at 3-4 weeks, when their intestines and immune system have not
matured yet. This circumstance represents a stressful situation for the young animals, which
leads them to anorexia that can last for even 48 h, with associated intestinal inflammation [2].
Moreover, stress generates an immunosuppressive state, which makes pigs susceptible
to infectious agents [3]. Finally, the sudden change from a liquid to a solid diet leads to
changes in the microbiota composition and diversity, which, although not fully understood,
make piglets more susceptible to PWD [4].

Adding more complexity to the problem, postweaning diarrhea (PWD) has a multifac-
torial etiology. Escherichia coli (E. coli) is the main bacteria implicated in the process, with
different virulence factors implicated, such as fimbriae F4 and F18, thermostable (STa, STb)
and thermolabile (LT) toxins, verotoxins (VT1 and VT2), or the gene that encodes for intimin
eae [5]. However, previous research on the role of E. coli as a main pathogen in the develop-
ment of diarrhea reported nonconclusive results [6]. Viral infections are also commonly
related to intestinal disorders, especially those caused by Rotavirus A, B, and C [7], as well
as coronaviruses such as the porcine epidemic diarrhea virus or transmissible gastroenteri-
tis virus. All these viruses have been identified as primary enteric pathogens [6,8,9]. On the
other hand, non-infectious causes like nutrition, bad husbandry practices, or any stressful
situation could lead to the development of PWD [10]. Furthermore, various factors can co-
exist simultaneously, making PWD a complex and multifactorial concern. In consequence,
identifying a precise cause or origin can pose significant challenges. Nevertheless, young
animals find themselves in a particularly vulnerable state, prompting the implementation
of antimicrobial treatments, even in cases where a bacterial cause has not been definitively
confirmed as the etiological agent.

As already expected by Alexander Fleming, antimicrobial use over the years has led
to the apparition of antimicrobial resistance (AMR) bacteria. This has been specifically
proven in swine production [11,12], and principally, it has been shown that AMR levels
were significantly high at the weaning phase [13]. Reduced effectiveness of antimicrobial
agents may lead to higher mortality rates from bacterial infections, posing a threat to
animal well-being and causing significant economic losses. Moreover, AMR has become an
important cause of death in humans [14]. But, although an epidemiological link has been
found [15], livestock contribution to human AMR remains unclear since this relationship
seems not to be present at the genomic level [16,17]. However, transmission of AMR genes
via plasmids from livestock to humans has been proven [18], and it has been shown that
people in close contact with farms have a higher risk of certain AMR bacteria, such as
methicillin-resistant Staphylococcus aureus [19,20], and those bacteria are carriers of more
AMR genes [21]. Therefore, AMR bacteria in livestock should be considered a public health
threat, especially for farm and slaughterhouse workers.

The European Medicines Agency (EMA) categorizes antimicrobials used in veterinary
medicine into different categories based on their importance, intended use, and impact
on antimicrobial resistance [22]. These categories are designed to guide veterinarians and
stakeholders in the responsible use of these medications, determining which antimicrobials
veterinarians can use as first-line treatments and those that should be avoided or restricted.
Category A (avoid) includes antimicrobials that are deemed critically important for human
medicine and are not authorized for veterinary use (i.e., carbapenems). Category B (restrict)
includes antimicrobials considered important for human medicine and should be used
in animals with great caution and only when no suitable alternatives are available and
when they are based on antimicrobial susceptibility testing (i.e., 3rd and 4th generation
cephalosporins, quinolones, and polymyxins). In categories C (caution) or D (prudence),
antimicrobials like the 1st generation of cephalosporins, aminoglycosides, chloramphenicol,
penicillin/ 3-lactam inhibitors, tetracyclines, and trimethoprim /sulfonamides are included.
These antimicrobials are considered acceptable and authorized for veterinary use as initial
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treatments for bacterial infections. It is important to follow these guidelines to prevent
antibiotic resistance and ensure the responsible use of antimicrobials in veterinary medicine.

The study of AMR in livestock is indeed crucial. Techniques like whole-genome
sequencing (WGS) of bacterial genomes and metagenomics play a significant role in identi-
fying and understanding AMR determinants and transmission routes in various bacterial
populations [23,24]. However, despite these advanced techniques, there are instances, as in
the case of porcine E. coli, where phenotypical susceptibility analyses remain essential. This
is especially important in PWD, where animals often require prompt antibiotic treatment
before the availability of bacteriological diagnosis and antibiotic susceptibility test results.
Therefore, field studies are crucial in creating adequate guidelines to help veterinary practi-
tioners use antimicrobials in ways that prioritize animal health while minimizing the risk
of antimicrobial resistance development.

In the present study, E. coli strains isolated from farms experiencing PWD in Catalo-
nia, an area known for high pig production, were analyzed to understand the antibiotic
susceptibility patterns. Moreover, this study aimed to investigate whether there are distinct
antimicrobial susceptibility phenotype patterns in E. coli strains associated with PWD in
diarrheic piglets compared to those found in healthy animals within the same environment.

2. Materials and Methods
2.1. Bacterial Identification

E. coli strains were isolated from 17 pig farms (14 farms with active and recurrent
PWD outbreaks and 3 farms with sporadic PWD outbreaks in the last 12 months) between
February 2020 and December 2021. All the studied farms were distributed in Catalonia (NE
of Spain), the Spanish region with the greatest number of intensive production farms and
one of the highest pig-density regions in Europe. A total of 251 fecal samples were collected
from 3- to 5-week-old piglets; 148 out of them were diarrheic animals, and 103 were healthy
pen mates that were considered healthy controls.

One gram of fresh stool samples was obtained directly from the animals using sterile
rectal swabs. Swab samples were transported on Amies transport medium (Deltalab, Rubi,
Spain) and submitted for diagnostic testing to the Veterinary Infectious Diseases Diagnostic
Laboratory of the Autonomous University of Barcelona (UAB) (Bellaterra, Spain). All
samples were cultured in Columbia blood agar (BD GmBh, Heidelberg, Germany) and
MacConkey agar (Oxoid, Basingstoke, UK) and incubated for 24 h at 37 °C. Suspected
colonies were identified using conventional biochemical tests (oxidase, catalase, TSI, SIM,
urease, citrate, and methyl red) or Api System® (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France).

2.2. Antimicrobial Susceptibility Testing

A Kirby-Bauer disk diffusion susceptibility test protocol [25] was used to determine the
phenotypic antimicrobial susceptibility of E. coli isolates. Briefly, colonies were suspended in
5 mL of distilled, sterile water to achieve a turbidity of 0.5 on the McFarland scale. The dilution
was then seeded onto Mueller-Hinton (Oxoid, UK) plates. Each isolate was tested for the fol-
lowing antimicrobial groups using commercial disks (Oxoid, UK): aminopenicillins (amoxicillin
25 nug and amoxicillin/clavulanic acid 20 pug/10 pg); cephalosporins (ceftiofur 30 pg, cephalexin
30 ug); carbapenems (imipenem 10 pg); quinolones (enrofloxacin 5 pug); aminoglycosides (gen-
tamicin 10 ug, streptomycin 10 ug); macrolides (erythromycin 15 pug) tetracyclines (tetracycline
30 pg); sulfonamides (sulfamethoxazole/trimethoprim 23.75 ug/1.25 pg); florfenicol (30 pg);
and lincospectin (2 pg).

Additionally, a minimum inhibitory concentration (MIC) test was performed to evalu-
ate antimicrobial susceptibility to colistin using the broth microdilution method in 96-well
plates [26]. E. coli ATCC 25922 was used as the quality control strain. Briefly, the tested
colistin concentrations ranged from 0.25 to 8 pg/mL. The studied strains were considered
resistant when their MIC value was higher than the wild-type cut-off value, which was at
MIC > 2 pug/mL [27]. MIC50 and MIC90 were considered the median and percentile 90 of
the population, respectively.
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The susceptibility of bacteria to each antimicrobial agent was interpreted as suscep-
tible (S), intermediate (I), and resistant (R) based on the breakpoints provided by the
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) and the European Committee on An-
timicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). CLSI veterinary breakpoints were preferably
used [28], and when not available, CLSI human [29], EUCAST, or CASFM veterinary
breakpoints were applied as previously published by Vidal et al. [30]. In addition, mul-
tidrug resistance (MDR) was defined as resistance to at least one agent in >3 antimicrobial
categories according to the Magiorakos et al. classification [31].

2.3. Statistical Analysis

Chi-squared or Fisher exact tests were used for comparison between proportions when
appropriate. These statistical tests, employed to scrutinize differences in proportions, were
complemented with visualizations created using R (version 4.2.1) [32] with the ggplot2
package [33]. The threshold for establishing statistical significance was set at a p-value of
less than 0.05.

3. Results
3.1. Antimicrobial Susceptibility Testing

Antibiotic susceptibility testing was performed on 251 E. coli isolates: 148 were from
PWD-diseased pigs and 103 were from healthy pen mates. In general, levels of AMR were
high, presenting 104 out of 251 isolates (41.4%) with a multidrug resistance (MDR) profile.

Most of the E. coli strains presented high levels of resistance to antimicrobials com-
monly used in veterinary medicine. Results are presented in Table 1.

Table 1. Comparison of resistance frequency between apparently healthy and diarrheic piglets for
each antibiotic.

% Resistant

Class Antimicrobial . -

Apparently Healthy Diarrheic Total

Penicillin Amoxicillin 93.3 914 92.1

Penicillin + betalactamase inhibitor Amoxicillin + clavulanic acid 29.1 31.8 31.7
1st generation cephalosporin Cephalexin 159 47.8 35.1
3rd generation cephalosporin Ceftiofur 22.2 32.6 27.7
Carbapenem Imipenem 0.0 0.0 0.0
Polymyxins Colistin 115 17.7 15.0
Quinolones Enrofloxacin 55.5 57.5 56.7
Phenicols Florfenicol 46.6 44.6 454
Macrolide Erythromycin 99.0 100.0 99.6
Aminoglycoside Gentamycin 34.0 33.1 33.5
Aminoglycoside Streptomycin 93.2 90.5 91.6
Aminoglycoside Lincospectin 59.7 66.2 63.1
Trimethoprim + sulfamide Trimethoprim + sulphametoxazole 56.5 60.2 58.7
Tetracycline Tetracycline 90.3 87.9 88.8

For class D antimicrobials, AMR was broadly observed to affect erythromycin (99.6%),
amoxicillin (95.2%), streptomycin (91.6%), tetracycline (88.8%), lincospectin (64.5%), and
sulfamethoxazole/trimethoprim (60%). For class C antimicrobials, it is interesting to note
that more than 45% of the isolates showed resistance to florfenicol (Figure 1). However, of
particular concern were the resistance levels within class B antimicrobials, with over half
of the isolates demonstrating resistance to quinolones, particularly against enrofloxacin
(56.7%). In contrast, AMR was demonstrated to be relatively lower for certain antimicro-
bials, such as cephalexin with 35.1% of resistance, gentamycin with 33.5%, and amoxicillin
clavulanic acid with 30.7%. Additionally, the observed levels of AMR against other class B
antimicrobials like colistin were notably low at 15%, and ceftiofur exhibited a resistance rate
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of 26.7%. Furthermore, no instances of resistance were detected for class A carbapenems,
underlining their efficacy within this bacterial population (Figure 1).

Percentage
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0
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Antibiotic

CEX CIF IMP  COL
Figure 1. Percentage of antimicrobial resistance in E. coli isolates (n = 251). AM: Amoxicillin; AMC:
Amoxicillin + Clavulanic Acid; CEX: Cephalexin; CTF: Ceftiofur; IMP: Imipenem; COL: Colistin;
ENR: Enrofloxacin; FFC: Florfenicol; ERY: Erythromycin; GEN: Gentamycin; STR: Streptomycin;
LS: Lincospectin; SXT: sulfamethoxazole/trimethoprim; TET: Tetracycline.

3.2. Comparison between Diarrheic Pigs and Healthy Pen Mates

The comparison analyses between isolates from diseased and healthy pigs showed
that diarrheic animals were carriers of a higher percentage of MDR bacteria compared to
apparently healthy piglets (49.3% vs. 35%, p = 0.031). Specific differences for each antibiotic
and animal group are shown in Figure 2.

In general, AMR was quite similar between both groups, with the exception of some
antimicrobials such as cephalexin, ceftiofur, lincospectin, and colistin, whose resistance
levels seemed more prevalent in diarrheic pigs. However, statistical differences were only
observed for the cephalexin, where diarrheic animals had higher frequencies of resistance
than the healthy ones (47.7% vs. 15.9%, p = 0.003).

Finally, given its importance in human medicine and the implementation of reduction
use programs [34], colistin results from the qualitative MIC method were considered for the
analysis to understand its epidemiology, as the disk diffusion method has been described
as not reliable when testing polymyxin E (colistin) susceptibility. The MIC results showed
that most of the isolates were susceptible to colistin (84.5%). A particular focus was put
on MIC50 and MIC90 to provide a better understanding of colistin activity (Figure 3A).
Thus, MIC50 was stablished at 1 pg/mL, which means that the median of E. coli isolates
was sensible to colistin. However, MIC90 was 4 ng/mL, which, according to EUCAST, is
considered a resistance profile.
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Figure 2. Comparison of antibiotic resistance levels between diarrheic (n = 148) and apparently healthy
(n=103) animals. AM: Amoxicillin; AMC: Amoxicillin + Clavulanic Acid; CEX: Cephalexin; CTF: Cef-
tiofur; IMP: Imipenem; COL: Colistin; ENR: Enrofloxacin; FFC: Florfenicol; ERY: Erythromycin;

GEN: Gentamycin; STR: Streptomycin; LS: Lincospectin; SXT: sulfamethoxazole/trimethoprim;
TET: Tetracycline. Red: diarrheic animals; blue: healthy animals. * p < 0.05.
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Figure 3. (A): Histogram showing the colistin minimum inhibitory concentration. Green: susceptible.
Orange: intermediate. Red: resistant. The vertical lines represent percentiles 50 and 90 of minimum
inhibitory concentration. (B): Density plot of MIC distribution comparing healthy and diarrheic
animals. Red line: MIC90 of diarrheic piglets. Blue line: MIC90 of healthy piglets.
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Indeed, comparing diarrheic versus healthy animals, it was observed in the density
plot (Figure 3B) that diarrheic animals were carriers of more resistant E. coli strains than
their healthy pen mates. Despite the MIC50 being equal for both groups (1 pg/mL), the
MIC90 was significantly different, with diarrheic animals presenting a higher concentration
(4 ug/mL) than control healthy pigs (2 ug/mL) (p < 0.05).

4. Discussion

The goal of this study was to characterize the antimicrobial susceptibility pattern
of 251 E. coli strains obtained from weaned pigs originating from farms experiencing
postweaning diarrhea (PWD) and to compare the AMR patterns between pigs suffering
from diarrhea and their apparently healthy pen mates.

Despite weaning being a hotspot of antimicrobial consumption, projects analyzing
AMR in E. coli strains are usually not focused exclusively on this phase but also include
other productive stages [35-39]. This is not criticizable at all, but given the peculiarity of
weaning, a stop needs to be put there. A study from Korea [13] found high levels of AMR,
very similar to those found in this study, but differed from another conducted in Australia
between 1999 and 2005 [40], where levels were quite lower, showing that the extrapolation
of results is not advisable in all cases.

The most remarkable findings were that 41.4% of the isolates presented an MDR
profile, showing elevated resistance not only to antibiotics typically used in veterinary
medicine (classified as D and C categories) but also to critical human last-resort antibiotics
such as quinolones and colistin. Moreover, this high prevalence of MDR isolates, coupled
with a higher MIC90 for colistin, was notably more prevalent among pigs suffering from
diarrhea compared to their healthy pen mates. This discrepancy highlights a concerning
correlation between disease status and the prevalence of multidrug-resistant strains, es-
pecially with higher resistance to critical antibiotics in diarrheic pigs. This would mean
that the therapeutic options to treat PWD are limited. This reality should make swine
practitioners aware of the need to ask for antibiotic susceptibility tests before starting
antimicrobial treatments. Likewise, since weaning is the swine production phase with the
highest antibiotic consumption [41], it should be convenient to overcome the antibiotic men-
tal mark and start to fight PWD with alternatives aiming at reducing the stress derived from
weaning [3], focusing on animal welfare, optimizing nutrition [42], enhancing preventive
measures via cleaning and disinfection [43], employing proper vaccination protocols [44],
probiotic complements [45], or other alternatives such as bacteriophages [46]. Moreover,
since other pathogens, such as rotaviruses or coronaviruses, have been proven to play a
role in the presentation of the PWD disease [47,48], the control of concomitant infectious
diseases should be strongly emphasized along with the previously mentioned measures of
biosecurity and immunological prophylaxis.

As mentioned above, the levels of resistance of E. coli isolates to class D antimicrobials
(those recommended to use as first choice) were high in this study. Especially remarkable
was the resistance to tetracycline (88.8%), which is the most used antibiotic in pig production
in Spain [49]. The overuse of tetracycline could explain this high level of resistance and
should make veterinarians rethink its use to deal with PWD, given its lack of efficacy.
Other class D antimicrobials, such as amoxicillin (95.2%) or streptomycin (91.6%), were
practically ineffective for treating these E. coli PWD-related strains. This finding is not
surprising since blaEC and blaTEM-1B (which confer resistance to amoxicillin) and strA and
strB (which make isolates resistant to streptomycin) were the most common AMR genes
found in porcine E. coli strains [50,51].

The isolates in this study also showed relatively high resistance to class C antimicro-
bials. It was expected for macrolides, such as erythromycin, because the mdf(A) gene, which
confers resistance to macrolides, is fixed on the E. coli chromosome [52]. However, the
levels of resistance to florfenicol (45%) are worrying since it is the only phenicol licensed
for the treatment of bacterial infections in food-producing animals. In contrast, other
options in this category, such as amoxicillin clavulanic acid (30.7%), cephalexin (35.1%),



Animals 2024, 14, 487

8 of 12

or gentamycin (33.5%), could be better options because the levels of AMR are below 40%.
However, the resistance rates are not negligible, and, again, we need to consider different
options to preserve their effectiveness.

In the situation within category B, particularly concerning were the quinolones, where
over half of the isolates (56.7%) exhibited resistance to enrofloxacin. This high level of
resistance to quinolones raises significant concerns due to the importance of these antimi-
crobials in veterinary medicine. A recently published metanalysis [53] revealed Spain to
have the highest recorded resistance rates, ranging between 9% and 14%. These numbers,
although significant, were notably lower compared to the resistance rates uncovered in
our study. This discrepancy highlights the heightened levels of resistance observed in our
specific research context, underscoring the urgency for further investigation and strategic
measures to address and manage antimicrobial resistance in this setting.

Resistance to other class B antimicrobials, such as third-generation cephalosporins (26.7%)
and colistin (15%), was present. The dynamics of human-livestock transmission have
been explored, revealing two different paradigms. In the case of ESBL bacteria (those
that are resistant to third-generation cephalosporins), differences between lower- and
middle-income countries (LMICs) and developed countries have been detected. While in
LMICs, the bacterial interchange between human and livestock isolates is common [47], in
developed countries, the transmission of these bacteria between pig farm environments
and the general human population is less frequent [16,17]. However, the scenario shifts
when considering colistin. The emergence of mcr-1 in humans was notably associated with
livestock, particularly swine, and aquaculture [54]. For this reason, we decided to analyze
thoroughly the colistin resistance levels and calculate the minimum inhibitory concentration
(MIC), revealing a concerning MIC90 of 4 pg/mlL, with some isolates demonstrating even
higher MIC values of 12 ug/mL. Despite the implementation of the REDUCE program,
which significantly curbed colistin usage in Spain [55], our observations revealed that
colistin resistance had not been eradicated. This fact could agree with Ogunlana et al. [56],
who found that certain mutations in the promotor region of the mcr-1 gene could reduce its
fitness cost, showing that antibiotic reduction could not be enough by itself to eliminate
this specific resistance. Thus, the persistence of colistin resistance poses a challenge,
indicating that despite efforts to reduce its use, resistance to this critical antibiotic remains
an ongoing concern.

Finally, none of the tested E. coli isolates in this study displayed AMR to carbapenems,
a class A antibiotic. This situation was expected because carbapenems are not used in swine
production. However, despite their non-use in this context, reports of both phenotypical [57]
and genotypical [58,59] resistance to these compounds in other regions worldwide require
ongoing surveillance. Maintaining vigilant monitoring is crucial to track any potential
emergence or spread of carbapenem resistance, despite their absence from swine produc-
tion practices, and to proactively address any future challenges related to these critically
important antimicrobials.

Overall, the levels of AMR were high in both pig groups, diseased and apparently
healthy, suggesting that years of exposure to high antimicrobial pressure in pig farms might
have contributed to this scenario. However, in our analysis of the comparison between
levels of resistance among diarrheic and healthy animals, the ratio of multidrug-resistant
(MDR) strains was notably higher in diseased piglets compared to their apparently healthy
pen-mates. Specifically, significant differences were observed concerning cephalexin re-
sistance, mirroring trends observed in human studies [60]. In the specific case of swine,
cephalexin is commercialized via injectable solution, which ensures that only animals show-
ing clinical symptoms are treated. In a related study focused on neonatal diarrhea within
the same area [30], E. coli strains isolated from diarrheic animals also exhibited significantly
higher resistance levels. However, the specific antimicrobials displaying resistance differed
(such as quinolones and gentamicin) from our findings. Once again, these antimicrobials
were predominantly available as injectable solutions. This parallel suggests a potential
association warranting further investigation. However, the evidence linking the mode of
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antibiotic availability and resistance is not definitive and demands in-depth scrutiny for
conclusive insights.

The analysis of the minimum inhibitory concentration for colistin revealed a higher
MIC90 in diarrheic animals, and it is possible that this situation could be the same for
other antimicrobials. It is important to note that when antimicrobials are administered
through water or feed, sick animals typically reduce their consumption. Consequently,
this reduction might result in lower antibiotic concentrations, leading to treatment failure
as the MIC required for efficacy is not reached. This situation raises significant concerns
as it suggests that the strains causing health issues might be more resilient to treatment,
posing challenges to effectively addressing diseases. This discovery necessitates a compre-
hensive investigation, since, to our current knowledge, differences between healthy and
diseased pigs during the weaning phase have not been extensively explored. Understand-
ing these nuances in antibiotic administration and their correlation with resistance among
healthy and diseased animals is pivotal for designing effective treatment strategies in pig
farming contexts.

Despite this study providing a better understanding of AMR at the weaning phase,
it also presents some limitations. First, this study was based on the samples submitted
for diagnosis, and no representative sampling was performed, so the results are not fully
extrapolated to all the territories. Second, despite the phenotype being what matters
clinically, to characterize the public health risk, it is important to know the genotype,
and it would be important to use other techniques such as WGS to identify the AMR
responsible for the lack of effectiveness of the antibiotics. Finally, regarding the comparison
between apparently healthy and diarrheic piglets, it is important to note that this condition
was from a specific moment and could have changed a posteriori, but no longitudinal
study was performed, so apparently healthy animals could have become diseased in the
following days.

This study revealed a concerning prevalence of AMR in E. coli isolates, particularly
in pigs suffering from diarrhea. This emphasizes that conventional antimicrobial therapy
might not be as effective, highlighting the necessity of exploring alternative strategies.
Implementing comprehensive measures such as stringent hygiene practices, optimizing
nutritional regimens, managing stress levels, and deploying appropriate vaccination proto-
cols becomes imperative in addressing this issue. This holistic approach aims to mitigate
the reliance on antimicrobials alone, fostering a multi-faceted strategy to combat bacterial
infections and AMR in pig populations.

5. Conclusions

This study identified high levels of AMR in PWD E. coli strains, with 41.4% notably be-
ing classified as multidrug-resistant strains. Moreover, it was evident that diarrheic animals
harbored a greater prevalence of resistant E. coli strains compared to their healthy pen mates.
Antimicrobials categorized under classes D and C displayed diminished effectiveness, in-
dicating that relying solely on antibiotic treatment for PWD is inadequate. Additionally,
resistance to other class B antimicrobials, such as third-generation cephalosporins and
colistin, was observed, emphasizing that efforts solely focused on reducing antibiotic use
may not suffice. The findings underscore the urgent need to explore new strategies and
alternatives to effectively mitigate antimicrobial resistance.
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Estudi 3: Characterisation of Antibiotic Determinants and Heavy Metal Resistance

Genes in Escherichia coli from Pigs in Catalonia
Aquest article es troba en procés de revisio a la revista Microbial genomics.

Aquest treball disposa de material suplementari que pot ser descarregat, juntament amb
els ensemblatges d’E. coli generats a I’estudi, al segiient enllag
(https://figshare.com/articles/online resource/112 E coli from porcine stools from C

atalonia/24541513)
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Abstract

More antibiotics are administered to livestock animals than to treat human infections.
Industrialisation, large animal densities and early weaning mean pigs are exposed to more
antibiotics than any other livestock animal. Consequently, antimicrobial resistance
(AMR) is common among commensal and pathogenic bacteria. Heavy metals (HM) are
also often used as feed additives for growth promotion and infection prevention alongside
antimicrobials, and increased exposure to copper, zinc and cadmium can further
encourage AMR through co-selection. In this study, we sequenced an archived collection
of 112 Escherichia coli isolates from pigs in Catalonia using short- and long-read
sequencing methods to detect AMR and HM tolerance genes. The most common AMR
genes were mdfA4 (84.8%), aph(3”)-1b (52.7%), blarem-18(45.6%) and aph(6)-1d (45.6%).
Genes relevant to public health, such as the extended-spectrum B-lactamases (ESBLs)
(15.4%), blactx-m-type or blasuv, or mobile colistin resistance (mcr) genes (13.4%), such
as mcr-1, were also found. HM tolerance genes were present in almost every genome, but
in most cases, AMR and HM tolerance genes were not located on plasmids. Of the genes
predicted to increase tolerance to HMs, only those with activity to mercury were co-
located on plasmids alongside other AMR determinants. However, mercury is rarely used
in pig farming and does not support a scenario where AMR and HM genes are co-selected.
Finally, we identified the exclusive association between mcr-4 and ColE10 plasmid,

which may help target interventions to curtail its spread among pig E. coli.
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Data summary

Assembled genomes and supplementary material are available from FigShare

(https://doi.org/10.6084/m9.figshare.24541513.v2). Short and long raw reads were

deposited in GenBank database in NCBI (National Center for Biotechnology
Information) under the bioproject PRINA1040819.

Impact statement

The global use of antimicrobials and heavy metals in farmed livestock as feed additives
to promote growth and prevent infections has contributed to the spread of resistance
among commensal and pathogenic bacteria of these animals. We investigated
antimicrobial resistance (AMR) and heavy metal (HM) tolerance in 112 Escherichia coli
isolates from pigs in Catalonia using short- and long-read sequencing techniques to
identify AMR and HM tolerance genes. While HM tolerance genes were widespread, they
rarely co-located with AMR genes on the same genetic elements. AMR genes were mainly
found in plasmids, while HM tolerance genes were principally located in chromosomes.
The mcr-4 gene was exclusively associated with the ColE10 plasmid, suggesting the

possibility of targeted interventions to curb its spread in pig E. coli populations.

Introduction

Since penicillin was first discovered in 1928, antimicrobials have transformed our society
and economy, saving countless human and animal lives. Antibiotics have been used
routinely in farm animal production since the 1950s to treat, control and prevent
infectious diseases and to increase productivity. However, the incongruous use of
antimicrobials in human and animal medicine over the last few decades has promoted the
emergence and spread of antimicrobial resistance (AMR), which has since become one
of the greatest global health challenges of our time [1]. Due to recent industrialisation,
high-density packing numbers and earlier weaning, swine are exposed to more antibiotics
than any other livestock animal [2] and consequently, AMR is widespread in the industry
[3—6]. Many antibiotics categorised as Critically Important Antimicrobials (CIA) for
human medicine according to the WHO (WHO CIA list), such as enrofloxacin or
ceftriaxone, are commonly used in animals [7], and subsequent resistance can directly
affect human wellbeing. Several AMR genes that provide resistance to last-resort

antibiotics reserved for the most severe infections in humans have been detected in swine

8, 9].
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Plasmid-mediated genes that confer colistin resistance in commensal Escherichia coli
have been isolated from pigs, pork products and humans in China [10]. Deemed too toxic
for human use, colistin is reemerging as a last line antibiotic in clinical medicine for use
against multidrug-resistant (MDR) bacteria that are resistant to conventional
antimicrobial therapies [11][12]. Colistin use has previously been widespread in
agriculture and the swine production industry, including for treating E. coli infections in
postweaning cases of diarrhoea. This has promoted the emergence of colistin resistant
clones, either through point mutations in the chromosome [13], or plasmid-mediated
colistin resistance genes. Mobile colistin resistance (mcr) genes, such as mcr-1, pose a
significant public health risk as they can be easily transferred between bacteria, leading
to onward transmission from livestock to humans [10]. Livestock swine are a key
reservoir of mcr genes [14, 15], among other AMR genes of public health relevance,
including extended-spectrum P-lactamases (ESBLs) and plasmid-mediated quinolone

resistance (PQMR) genes[16-19].

An epidemiological link has been shown between antimicrobial consumption in animals
and increased AMR in humans [16]. However, identifying a direct link between AMR
resistance isolates found in livestock and those that affect humans is not always easy as
there are often limitations in sampling and timeframes [17]. Studies of Klebsiella
pneumoniae [18], E. coli [19] and Enterococcus faecium [20] from both livestock and
human sources have had limited success demonstrating a clear One Health transmission
network [20]. Furthermore, bacteria associated with pig farm and slaughterhouse workers
carry a greater number of AMR genes than the general population [21], in particular for
livestock-associated lineages of MRSA [22, 23]. Commensal bacteria can act as a genetic
reservoir from which disease-associated clones emerge, as evidenced by the emergence
of pathogenic lineages of Streptococcus suis in European and Asian pig stocks [24, 25].
This can extend to AMR genes, where the greater diversity in commensal strains can be
accessed by pathogenic lineages [26, 27]. Many AMR genes have evolved from these
environments and novel resistance genes such as mcr-1 are often first identified in isolates
from livestock (mainly swine) or aquaculture industries [28], emphasising the

requirement for a One Health approach to AMR surveillance [29].

In addition to antimicrobial, heavy metals (HM) such as zinc oxide or copper sulphate are
used extensively in the swine industry, due to their great benefits for piglets after weaning

such as increased growth rate, immunostimulation, antioxidant and anti-inflammatory
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effect and the improvement of the intestinal integrity [30, 31]. However, their
environmental pollutant effects have been demonstrated [32, 33]. Researchers have
previously demonstrated a co-occurrence of genes responsible for AMR and HM
resistance in bacterial genomes across different genera [34], and metagenome studies
have shown evidence of AMR and HM co-selection in swine [35], but no study has
focused on the role of E. coli in the evolution of these genes in swine production, where

these compounds are most used.

E. coliis commonly used as a sentinel species to assess AMR [36, 37], and whole genome
sequencing (WGS) of E. coli strains provides an effective surveillance tool to monitor
AMR in swine [3, 38—40]. Alongside clonal transmission of resistance determinants [41],
plasmids are expected to play a pivotal role in AMR dissemination. In this study, we
characterise the genomes of 112 E. coli isolates from farmed pigs in Spain, particularly
in Catalonia a region known for its prominent role in Spanish pig production. Our
objective was to identify known determinants of AMR and genes involved in HM
tolerance to pinpoint patterns of co-selection and assess their extra-chromosomal

mobility.
Materials and methods
Bacterial genome collection

The Veterinary Laboratory for the Diagnosis of Infectious Diseases (VLDID) of the
Universitat Autonoma de Barcelona (Spain) has a biobank of frozen bacterial strains
isolated from porcine clinical cases, sampled between 1999 and 2020. A representative
subset of E. coli isolates was selected from different studies conducted in pig farms with
a record of neonatal or post-weaning diarrhoea [15, 42]. In total, 112 isolates (96 from
diarrheic piglets and 16 from healthy pen mates) were sampled from swine farms, and
pure isolate cultures were stored at -80°C in Microbank® beads (Pro-Lab Diagnostics,
Cheshire, UK). The selected isolates were thawed and cultured on McConkey agar under

aerobic conditions for 24h at 37°C as previously described [42].
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DNA extraction, short-read sequencing and archiving

DNA was extracted using the QTAMP DNA Mini Kit (QIAGEN, Crawley, UK), as per
the manufacturer’s instructions. Nucleic acid content was quantified using a Nanodrop
spectrophotometer before normalization and sequencing. Libraries were prepared using
the Nextera XT Library Preparation Kit and high-throughput sequencing was performed
using an Illumina MiSeq sequencer (Illumina, Cambridge, UK). Libraries were
sequenced using a 2x300 bp paired-end v3 reagent kit (Illumina). Short-read paired-end
data were filtered and trimmed using Trimmomatic [43] and assembled using SPAdes
(version 3.7) [44]. All assembled genomes with greater than 25X coverage were uploaded
to the Public Databases for Molecular Typing and Microbial Genome Diversity
(pubMLST) (https://pubmlst.org/) [45] and given a unique identification number
(pubMLSTid; Supplementary table 1).

Phylogenetic analysis and phylogroup and sequence type identification

Multiple sequence alignments were made from concatenated sequences using the BLAST
algorithm to identify orthologs of genes present in the reference genome following a gene-
by-gene alignment [46], with E. coli K12 strain (Accession number: NZ CP010444.1) as
a reference, using MAFFT [47]. The core genome was defined as genes shared by 90%
or more of the isolates and the subsequent alignment was used to construct a maximum
likelihood phylogeny using RAXML version 8 [48] with GTR-GAMMA substitution
model, which was used as input in ClonalFrameML [49] to generate a recombination-free
phylogeny.  Interactive  phylogenies  were  visualised using  Microreact
(https://microreact.org/project/eaf2gvwlrsy2hNZ5StEXbe-amrgenepigsfinal) [50]. E.
coli isolates were assigned to phylogroups using ClermonTyping [51] and Sequence
Types (ST) with PubMLST (https://pubmlst.org/) [45], using the seven gene Achtman
MLST scheme [52].

Screening for AMR and HM tolerance genetic determinants

All E. coli genomes were screened for the presence of AMR genes against the ResFinder
database (version 4.4.3) [53] and were grouped into families according to the provided
classification. All genomes were further screened for the presence of plasmid replicons
using PlasmidFinder (version 2.1.1) [54]. In addition, we used the MetalResistance

database from ARGprofiler [55] to identify determinants contributing to HM tolerance. A
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positive hit was defined for all the software tools when a gene had >80% nucleotide

identity over >80% of the sequence length.
Assignment of AMR and HM tolerance genes to plasmids

We used a combinational method to estimate the location of the AMR determinants and
HM tolerance genes to either a plasmid or chromosomal location in the genome. First,
genomes were scanned against a binary plasmid tool plasmidEC [56], which is an
ensemble classifier that combines results from Platon [57], RFPlasmid [58] and
Centrifuge [59] to classify contigs into those that form part of the chromosome or
plasmids. Those contigs putatively identified to form plasmids were used as input for
MOB-Suite software [60] using the MOB-Recon option to reconstruct putative plasmid
sequences. Briefly, MOB-Suite identifies and assembles plasmid contigs from Mash and
BLAST databases [61]. This combinational method helps overcome some of the
limitations of using a single platform to distinguish contigs from the chromosome and
plasmids, for example, there is evidence to suggest that using MOB-Suite alone
overestimates the presence of AMR genes in the chromosome. Incorporation of
plasmidEC specifically helps reduce incorrect attribution of plasmid contigs to the
chromosome [62]. Once contigs had been attributed to either the chromosome or a
putative plasmid, they were screened against the Resfinder [53] and MetalResistance [55]
databases and typed using the PlasmidFinder database ( [54].

Long-read sequencing

Hybrid genome assemblies constructed from short- and long-read sequencing data
provide confidence when screening large datasets for plasmid-specific sequences.
Therefore, a subset of isolates representing all phylogroups (n=18) were sequenced using
long-read methods. DNA was extracted using the Wizard® HMW DNA Extraction Kit
(Promega, Wisconsin, USA), following the manufacturer’s instructions and ensuring the
DNA was not sheared. DNA concentration was quantified using the QuantiFluor® ONE
dsDNA System (Promega, Wisconsin, USA). Sequencing libraries were prepared using
the Rapid Barcoding Kit V14 and pooled libraries were sequenced on an Oxford
Nanopore Technologies PromethION P2 Solo using an R10.4.1 flow cell. Refined
genome assemblies were constructed employing a hybrid approach with the use of

Unicycler, using default settings [63].
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Results

E. coli isolates from pigs predominantly clustered in phylogroups B1 and A

The main objective of this study was to characterise the genomes of 112 porcine E. coli
isolates from pig farms with a history of diarrhoea. Isolates were principally collected
from farms in Catalonia, the leading region in Spain for pig production, AMR determinant
and HM tolerance genes were identified and assessed for their potential to pose a public
health risk via mobilisation and dissemination within the farm environment. There was
evidence for variation in the distribution of the pig isolates among six phylogroups.
Isolates were assigned to phylogroups with three quarters of E. coli isolates in our dataset
(75%) distributed among phylogroups B1 (n=43; 38.4%) and A (n=41; 36.6) (Figure
1A,C). Isolates assigned to the remaining phylogroups were less common and included
phylogroups D (n=10), C (n=8), F (n=5), B2 (n=4) and G (n=3). Isolates were also typed
according to the Achtman seven gene MLST scheme and clustered in 33 unique sequence
types (STs), including ST10 (n= 24, 21.4%), ST88 (n=10, 8.9%), ST711 (n=7, 6.3 %),
ST388 (n=7, 6.3 %) and ST101 (n=7, 6.3 %) (Supplementary Table 2, Figure 1B).
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Figure 1. Population structure of E. coli porcine strains. A: Barplot displaying the isolate number of
each phylogroup. B Barplot showing the isolate number of the ten most common ST. C: Recombination
maximum-likelihood phylogeneitc tree based on E. coli K12-MG1655 showing the phylogenetic

relationships between the distinct phylogroups.
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Genes encoding AMR and HM tolerance determinants are distributed across the

population

We compared nucleotide sequences of all 112 porcine E. coli genomes against a curated
reference database to identify known determinants of AMR. In total we identified 59
different AMR determinants and each E. coli isolate contained an average of 7.8 AMR
genes (range: 1-16), conferring resistance to an average of 5.03 different families of
antibiotics (range: 1-8) (Figure 2; Supplementary Table 3). We identified AMR
determinants from the macrolides (present in 85.7 % of the isolates), aminoglycosides
(79.4 %), beta-lactams (74.1 %), sulfonamides (61.6%) and tetracyclines (61.6%)
families of antibiotics (Supplementary Table 3). Our most frequently identified AMR
determinants were mdf(A4) (84.8%), aph(3”)-1b (52.7%), blatem-1v (45.6%) and aph(6)-1d
(45.6%). Notably, we also detected the presence of ESBL genes (blactx-m type and blasuv
type) in 15.2 % of isolates, colistin-resistance genes (mcr-1, mcr-4, mer-5) in 13.4%, and
quinolone resistance genes (ogxA, ogxB, qnrB19, gnrDI1 and gnrS1) in 25% of the
isolates. Carbapenem-resistance OXA-type and tetX genes were not detected. Some AMR
determinants were found in clusters of isolates, such as blactx-m-14 or ogxAB which were
found exclusively in phylogroup B1 clusters, specifically in isolates from ST711 and
ST388, respectively. Six out of eight isolates carrying the mcr-4 gene clustered in ST10
(phylogroup A) (Figure 2).

While there have been calls to improve reference databases to better predict the
relationship between gene presence and the phenotype [64], using current methods we
identified a high frequency of HM tolerance genes (Supplementary Table 4), with strains
possessing an average of 65.5 genes (range 9-90). We detected at least one HM tolerance
gene used against a metal used by the agricultural industry in all isolates. For example,
every strain contained a gene that is predicted to raise tolerance to either arsenic or
cadmium. In addition, putative HM tolerance genes were present in 99% of the isolates
against zinc and copper, two metals commonly used in swine production. The least
common HM tolerance genes we identified were those conferring resistance to antimony,
which were still present in a high number of isolates (91.1%). Metal resistance genes
appear to be part of the core genome of E. coli, reflecting their essential roles in

metabolism
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Figure 2: Distribution of AMR genes across population structure. A recombination-free maximum-
likelihood mid-point rooted phylogenetic tree based on E. coli K12-MG1655 reference genome is shown.
The presence/absence of the most common AMR genes grouped by their respective families against which
they confer resistance are mapped against the phylogeny. AMR genes clustered specific ST clusters are
highlighted. Phylogroup was assigned according Clermont scheme [51]. Antimicrobial resistance

determinants were detected according Resfinder [53].

AMR determinants are mostly carried by plasmids, while HM and biocide tolerance

genes are chromosomal

We detected 733 plasmid clusters using a combined bioinformatics approach using MOB-
SUITE and plasmidEC software that predict plasmid contig sequences in alternative, but
complimentary methods. Where possible, putative plasmids were also typed according to
their replicon type (592 of 733 putative plasmids; 80.8 %). The mean size of the identified
plasmids was 23,466 bp and each strain carried an average of 6.5 plasmids. In total, 193
(26.3%) plasmids included at least one AMR resistance determinant. We compared the
distribution of AMR determinants and HM genes between plasmid and chromosomal
locations (Figure 3A). AMR determinants were most frequently found on putative
plasmids (66.1%), except for the mdf4 gene (which was exclusively located in the
chromosome). Conversely, HM tolerance genes were almost exclusively found in the
chromosome (96.4%), except for a minority of genes contributing to tolerance of copper
(pcoA/B/C/D/E/R/S), arsenium (silA/B/C/E/F/P/R/S) mercury (merB/C/D/E/P/R/T) and
tellurium (terW/Z) found in plasmids. In addition, we observed differences in the
distribution of AMR determinants between different antibiotic families (Figure 3B).

While most of the macrolides (95.3%) resistance genes were found in chromosomes,
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determinants for other antibiotic families were more prevalent in plasmids, particularly
those with roles in phenicol (87.9%), quinolone (85.3%), aminoglycoside (82.8%),

colistin (82.4%), and sulfonamide (81.5 %) resistance.
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Figure 3: Putative assignment of AMR determinants and HM genes to either the chromosome or plasmids.
A: Bar plot showing the distribution of AMR determinants and HM tolerance genes into chromosomes or
plasmids. B: Bar plot comparing the genome location into chromosome or plasmid for each antibiotic

family. Red: chromosome location. Blue: plasmid location.

Large plasmids tend to carry more AMR genes

Plasmid size correlated with the number of AMR determinants (Figure 4A). However,
this relationship was not observed for HM tolerance genes, where most genes were
assigned to the chromosome (Figure 4B). The frequency of at which we identified AMR
determinants also varied by plasmid replicon type (Figure 4C, Supplementary Table 5).
Col-like (n=295) and IncF (n=120) plasmids were the most frequently predicted plasmid
types, but included a relatively low number of AMR determinants (averages of 0.1 and
1.04, respectively). On the other hand, IncH (n=12) and IncC (n=6) plasmid groups

contained the greatest number of AMR determinants on average (4).

However, plasmid size is a better predictor of AMR determinant carriage, rather than
replicon type, with the only exception to this, the IncQ plasmids (n=20). The importance
of plasmid size was further investigated for each antibiotic and HM family (Figure 4D-
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E). Most AMR determinants are located on medium sized plasmids (~50,000 bp in

length).
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bigger the circle, more frequent was the plasmid group. D, E: Boxplots showing the size of the plasmids
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and plasmids with n>5 are visualized.

AMR determinants from certain antibiotic families were accumulated more frequently on
larger plasmids; for example, plasmids containing genes that encode macrolide or beta-
lactam resistance determinants were mostly found on large plasmids, with a median size
of 90,986 bp and 69,550 bp, respectively. AMR determinants conferring putative
resistance to lincosamides and quinolones are found on smaller plasmids, with median
sizes of 34,441 bp and 19,303 bp, respectively. Plasmids predicted to carry determinants
for colistin resistance are the smallest on average, with a median size of 8,631 bp (Figure
4D). Tellurium and mercury tolerance were present in larger plasmids and copper and
mercury genes in smaller ones (Figure 4E). This reflects a general trend for heavy metal
tolerance genes to be found on either small or large plasmids, while AMR determinants

were more commonly found on medium size plasmids.

Finally, we also investigated the relationship between plasmid types and the AMR gene

families (Figure 4F). Most of the AMR gene families were present on IncF plasmid, as
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one of the most common replicon types. Beta-lactams and macrolides were more
commonly found on the larger Incl plasmids, and colistin was highly associated with the
smaller Col-like plasmids, lincosamides with IncX plasmids, and quinolones, arsenic and

copper genes with plasmids that could not be typed.
HM and AMR genes are rarely found on the same plasmid

Despite HM tolerance genes generally being located on the chromosome, mercury,
copper, arsenic and tellurium genes were also found on plasmids. Thus, we sought to
determine whether AMR and HM tolerance genes were co-located in the same plasmid
sequences. A total of 45 plasmids contained both compound types. These plasmids have
a higher mean size (84262 bp) than those which only contain AMR (40721 bp) or HM
genes (21350 bp). A possible explanation for this is that the most common plasmids
replicons were larger in size compared to other less common plasmids, such is the case
for IncF (n=15), IncH (n=7), and IncI (n=6) (Figure S1A). The only exceptions were IncQ
plasmids, that were relatively common, carried several AMR and HM determinants, but
are quite small plasmids. The most common resistance families are shown in Figure S1B.
These results reveal the most common HM tolerance genes to be located on the same
plasmid as AMR genes to confer mercury tolerance, which is not used in swine
production, despite being present in the 80% of plasmids. This contrasts with the
prevalence of more commonly used metals, such as copper, which was present in 15.6%

of plasmids.

We constructed a matrix to identify the co-occurrence of each resistance group on the
same plasmid sequences (Figure 5). The presence of colistin genes was always negatively
associated with the presence of any other family, highlighting that these genes tended to
be separate from any other resistance groups. Quinolones and lincosamides were often
discovered on the same plasmids, which tended to occur on IncX type plasmids (Figure
4F). With regards to HM tolerance genes, arsenic and copper genes tended to be located
on the same plasmids, and negatively correlated with the antibiotic families. Finally,
plasmids containing mercury and antibiotic families such as sulfonamides,
aminoglycosides, phenicols and trimethoprim are the most frequently found together,

showing the most common route for potential HM-AMR co-selection.
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Axes are ordered according to hierarchical clustering by group.

The mcr-4 colistin and gnrDI quinolone resistance genes were associated with

ColE10 and Col3M plasmids, respectively.

HM tolerance genes, most were typically chromosomally encoded (96.4%), with only a
few located on plasmids (3.6%). By clustering genes according to how often they were
found on specific plasmids (Figure 6A) most HM genes were present uniformly across
different plasmid types. Similarly, most AMR genes did not cluster together, however
four genes demonstrated some clustering by plasmid type (Figure 6B). The quinolone
resistance gene gnrB19 (n=1) clustered other genes from the Col4401 plasmid, and the
extended-spectrum beta-lactamase gene blactx-m-15 (n=1) was associated with the
Col8282 plasmid. These plasmids did not carry any other genes, and due to the low
prevalence, few conclusions can be drawn; more significantly, the quinolone resistance
gene gnrl (n=3) was consistently identified within the Col3M plasmid. The colistin
resistance gene mcr-4, which appeared with relatively high frequency (n=8) and was
consistently found in the ColE10 plasmid. Notably, these plasmids did not carry any other
AMR or HM tolerance genes.
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Figure 6. Network analysis of HM tolerance (A) and AMR (B) genes and each location. The edge line's
width increases proportionally according to the number of genes that were found in the specific plasmid.

Node placement is determined using the Fruchterman-Reingold algorithm.
Validation of plasmid identification through long read sequencing

To support our combinational approach to plasmid identification, we sequenced a subset
of isolates representing all phylogroups with long read sequencing methods and
constructed hybrid assemblies (n=18). This approach also placed most AMR determinants
in plasmids, while HM tolerance genes were chromosomally encoded (Figure 7A).
Antibiotic families follow a similar pattern to the short reads, even the location in
plasmids was higher (Figure 7B). Moreover, plasmid length positively correlated with
the number of AMR genes present (Figure 7C) and the possible co-selection of HM and
AMR genes was mainly mediated by an environmental polluter not used in swine
production such mercury (Figure 7D), validating the main findings with the hybrid

assemblies.
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both compounds.

Discussion

As the earliest identified microorganism, E. coli is the most well studied and characterised
bacteria [65]. With a broad host range and widespread distribution, E. coli has often been
used as a sentinel species to study the dissemination and AMR [3, 66]. In this study, we
sequenced and screened 112 E. coli isolates from a region in Spain with one of the highest
densities of pig farms. Previously studies identified phylogroup A as the most common in
pigs, followed by B1 [67—69]. Our results are consistent with this, with other phylogroups
represented by less than 10% of isolates. Several plasmids were identified in each strain
(average: 6.5), which is higher than observed in many other studies bacterial species, such
as Salmonella [70], but in consonance with other studies of livestock E. coli genomes [71,

72].

We identified multiple AMR determinants per isolate, conferring predicted resistance to
an average of 4.5 antibiotic classes. MDR isolates were widespread in our collection,
conferring resistance to three or more antibiotic families [73]. Of particular public health
concern, genes that can confer resistance to last resort antibiotics used in human medicine
were found in multiple isolates. For instance, ESBL genes were present in 17% of our

isolates, including blactx-m-14 and blactx-m-32 genes, which are commonly reported in
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swine [38, 74—77]. In contrast, blactx-m-1, which is prevalent in Europe [78] was absent.
Additionally, low numbers of ESBL genes related with human clinical isolates were
detected [79], such as blactx-m-15 and blactx-m-27, associated with pandemic clone ST131

in hospital settings.

Resistance determinants with activity to last resort antibiotics, such as carbapenem or
tigecycline, which have previously been reported in pigs from different countries, mainly
in Asia, such as blaoxa-4s [80], blanpm [81, 82] or tetX [83], were not detected. Given that
carbapenems are not licensed for use in food-producing animals in the EU and other parts
of the world, the absence of carbapenem-resistant genes supports the continued restriction
of their use in veterinary medicine to prevent the emergence and spread of resistant strains
through the food production chain. Colistin resistance genes (mcr-1, mcr-4, and mcr-5)
were found in 13% of isolates, with mcr-4 being the most frequent, aligning with other
studies conducted in Southern Europe, including Spain [38], Portugal [84] and Italy [85].
Given that mcr-1 is the most frequently occurring in pigs globally [14], the results
presented here suggest that the frequency of mcr genes may vary depending on the

geographical region studied.

Plasmids were the primary vehicle for transmission and dissemination of AMR genes
[86]. This mirrors findings in avian pathogenic E. coli, where isolates primarily acquire
virulence genes through the acquisition of plasmids [87]. However, the carriage of HM
tolerance genes was not often observed in our collection. This likely reflects the essential
role metal ions in core metabolism, for example many enzymes require metal ions as co
factors, such as RNA polymerase that requires magnesium ions for active function.
However, high concentrations of HM ions are toxic to the cell, and metal ion homeostasis
is therefore carefully regulated. Bacteria possess a suite of genes to aid metal ion uptake,

storage and efflux, all under the tight control of regulators [88].

Some studies have found a correlation between HM use/exposure (especially zinc) and
AMR levels in pig faeces [89-91] and it has been suggested that these genes are carried
together on the same MGEs [92]. However, we observed limited co-carriage of AMR
determinants and HM tolerance genes on the same plasmid. Another explanation is that
metal exposure alters the swine microbiota [93-95], selecting for isolates with
chromosomally encoded AMR genes [96, 97]. Alternatively, oxidative stress might
increase AMR gene expression and conjugation [98], with copper specifically raising

minimum inhibitory concentration in E. coli [99]. Further research is needed to explore
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these hypotheses and understand how metals exacerbate problems associated with AMR.
Nevertheless, co-selection, although rare, was observed, with mercury -an environmental
polluter not used in swine production- being the most implicated metal, as previously
demonstrated in swine [100] and human isolates [34, 101]. This suggests an
environmental origin for these plasmids, underscoring the importance of the One Health

approach.

Transmission of AMR Enterobacteriaceae between human clinical samples and
livestock, at least in developed countries, is unclear [19, 102], although plasmid sharing
is possible [103, 104]. We analysed plasmid epidemiology by replicon type and size,
finding IncF and Col-like plasmids to be the most common, consistent with previous
studies [3, 38, 69]. Only 26.3 % of plasmids contained AMR genes, indicating most
plasmids are not involved in AMR transmission. Generally, plasmid size correlated with
the number of AMR genes [105, 106], with colistin resistance genes typically found on
smaller Col-like plasmids, often without other genes. These results contradict findings in
China [107], where most studies have focused on the mcr-1 gene. The most common mcr
gene in our dataset was mcr-4, suggesting a difference in the epidemiology between the
mcr-1 genes and the frequency of co-selection with other AMR determinants.
Sulfonamides, aminoglycosides, phenicols, trimethoprim, and mercury resistance genes
tended to co-occur on the same plasmid, which is consistent with other class 1 integrons
[67, 68] and pose a public health concern since these classes are commonly used to treat

porcine bacterial infections.

We also studied the genetic context of AMR genes on specific plasmids. For specific
examples such colistin, stopping antibiotic use might not be enough to eliminate
resistance genes if they are co-located with other beneficial genes [108]. Targeting
specific plasmid types could help reduce AMR transmission [109]. Findings from our
study support previous work reporting gnrD on Col3M plasmids [110] and mcr-4 as the
exclusive resistance gene on ColE10 plasmids [38]. While the mcr-4 gene has not been
widely reported, this gene appears to be relatively frequent in the Iberian Peninsula [38,
84, 111], and consequently, targeting ColE10 plasmids could represent an alternative way
to control the dissemination of colistin resistance in the farm environment. Identification
of mcr-4 genes in samples from wildlife in other areas of Catalonia [112] suggests

environmental contamination and the need for improved control strategies.

142



We used a combinational approach to assign contigs to either the chromosome or plasmids
from short read sequencing data. The efficacy of MOB-Suite [60] to reconstruct plasmids
sequences from short-read data has been shown [26, 70, 113], albeit conservatively, with
ambiguous contigs assigned to the chromosome, which would underestimate the number
of AMR genes found on plasmids in our collection. This was partially overcome by using
a combinatorial approach with supporting data from plasmidEC. Although challenges
remain in reliably identifying plasmids from genomic data using short reads alone, we
also verified our assignment of contigs using long read methods, which broadly agreed

with our categorisations [114].

In summary, this study genomically characterises 112 E. coli isolates from a high-density
pig population in Catalonia. We found a high frequency of AMR genes, including those
conferring resistance to critical antibiotics. Plasmid size correlated with AMR gene
quantity, and colistin resistance genes were often alone on small plasmids. HM tolerance
genes were common but rarely co-carried with AMR genes on the same plasmid. Further
research on oxidative stress and other hypotheses is needed to understand how metals
contribute to AMR. Finally, specific plasmids, such as ColE10 carrying mcr-4, may

provide new targets for controlling AMR in this region.
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Abstract: Antimicrobial resistance (AMR) is a significant global health threat, with multidrug-
resistant (MDR) bacterial clones becoming a major concern. Polymyxins, especially colistin, have
reemerged as last-resort treatments for MDR Gram-negative infections. However, colistin use in
livestock has spread mobile colistin resistance (mcr) genes, notably mcr-1, impacting human health. In
consequence, its livestock use was banned in 2017, originating a natural experiment to study bacterial
adaptation. The aim of this work was to analyse the changes in the mcr-1 genetic background after
colistin restriction across the world. This study analyses 3163 Escherichia coli genomes with the mcr-1
gene from human and livestock hosts, mainly from Asia (n = 2621) and Europe (n = 359). Genetic
characterisation identifies IncI2 (40.4%), IncX4 (26.7%), and multidrug-resistant IncHI2 (18.8%) as
the most common plasmids carrying mcr-1. There were differences in plasmids between continents,
with IncX4 (56.6%) being the most common in Europe, while IncI2 (44.8%) was predominant in
Asia. Promoter variants related to reduced fitness costs and ISApll showed a distinct pattern of
association that appears to be associated with adaptation to colistin restriction, which differed
between continents. Thus, after the colistin ban, Europe saw a shift to specialised mcr-1 plasmids
as IncX4, while ISApl1 decreased in Asia due to changes in the prevalence of the distinct promoter
variants. These analyses illustrate the evolution of mcr-1 adaptation following colistin use restrictions
and the need for region-specific strategies against AMR following colistin restrictions.

Keywords: antimicrobial resistance; colistin; mcr-1; ISApl1; promoter variants; fitness cost; Escherichia
coli

1. Introduction

Antimicrobial resistance (AMR) has become one of the greatest threats to global
public health, responsible for an estimated 1.27 million annual deaths [1]. Emerging
multidrug-resistant (MDR) bacterial clones are becoming more frequent, and the treatment
options available for this type of infection are limited. This has resulted in the use of some
antibiotics, such as polymyxins, that were previously excluded due to side effects [2].

Polymyxins, including colistin (polymyxin E), are antibiotics that disrupt bacterial
membranes, causing cellular death [3]. Initially discovered in 1947 as a byproduct of
Paenibacillus polymyxa subsp. colistinus, colistin’s use in human medicine was limited due
to renal and neurological side effects [4,5]. It was primarily restricted to ophthalmic and
topical applications [6]. However, the rise of MDR Gram-negative bacterial infections
has revived colistin’s use as a last-resort treatment [2]. Colistin is also extensively used
in livestock for therapeutic and prophylactic purposes [7]. Initially, the threat to human
health from livestock use was underestimated, as resistance was believed to arise from
chromosomal mutations [8], and transmission from livestock was considered rare. However,
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the discovery of mobile colistin resistance (mcr) genes in 2015 revealed the potential for
gene transmission from livestock to humans [9].

Consequently, the agricultural use of colistin was heavily restricted in China and
Europe in 2016 [10,11], and this has led to a decline in the use of colistin in livestock
farming. Spain is a great example of this since colistin sales passed from 51.09 mg/PCU
(livestock Population Correction Unit) in 2015 to 9 mg/PCU in 2017 and to the current
0.4 mg/PCU [12]. This has mitigated the spread of isolates carrying the mcr-1 gene [13,14],
which is expected given the high fitness costs associated with the carriage of the gene in
Enterobacteriaceae [15]. However, recent evidence [16] points to the emergence of variants
with reduced fitness costs while maintaining resistance rates, achieved by lowering gene
expression. These findings suggest that restricting the use of colistin alone will not be
sufficient to eliminate resistant strains, and additional control methods are needed.

Therefore, exploring alternative ways to mitigate the impact of the spread of mcr-
1 genes (and associated AMR) is necessary. Understanding the genetic background of
mcr-1 is important to identify different transmission routes. Initially mobilised from
Moraxella spp. chromosomal sequences by the insertion sequence ISApl1 to Enterobac-
teriaceae strains [17,18], mcr-1-carrying isolates have lost the ISApl1 insertion sequence and
relied on plasmids for transmission [19,20]. IncI2, IncX4, and IncHI2 plasmids most often
carry mcr-1 genes [19,21-23]. Furthermore, despite evidence of regional differences in mcr-1
plasmid epidemiology [24], studies following recent restrictions on colistin use have been
confined to isolates of Chinese origin [25]. However, these studies have typically only
investigated isolates from human infections [19,21], and it is important to include isolates
from agricultural livestock animals as a likely gene pool reservoir [26].

In this study, we compared plasmid epidemiology and the genetic background of mcr-1
genes from different geographical locations and sources (humans and livestock), analysing
the adaptations that followed colistin restriction. Using an archived public dataset of 3163
mcr-1-positive E. coli genomes from the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) Pathogen Detection platform (accessed on 26 February 2023), we characterise the
genomic context of mcr-1 genes.

2. Results
2.1. mcr-1-Positive E. coli Are Globally Distributed in Humans and Livestock

We compiled a dataset of 3163 E. coli genomes containing mcr-1 genes that were
isolated from human infections and livestock hosts, with accompanying information on
the country of origin and collection date. Most of the isolates were of human origin (58%,
n = 1833), followed by those from poultry (22.1%, n = 698), swine (17.8%, n = 562) and cattle
(2.2%, n = 70) (Figure S1A). Geographically, most of the genomes came from Asia (82.9%,
n = 2621), with most isolates collected in China (59.6%, n = 1885). Europe also contributed
11.3% of the samples (1 = 359) (Figure S1B). The temporal distribution of the genomes spans
the years 2015 to 2019 (Figure S1C), encompassing the period around the introduction of
restrictions on colistin use.

The resistome of each isolate was characterised in silico, revealing an average of
13.6 AMR genes per isolate. The distribution of these genes displayed a bimodal pattern,
with most genomes carrying around 14 AMR genes and isolates with just two AMR genes
(Figure S1D). Most isolates were categorised as MDR, showing putative resistance to
three or more antimicrobial classes [27]. E. coli isolates carrying the mcr-1 gene were also
typed according to their MLST genes and designated sequence types (STs) (Supplementary
Table S3). The globally distributed ST10 was most frequently identified (9.1%, n = 295),
followed by ST48 (3.6%, n = 115), ST101 (3.3%, n = 107) and ST156 (3%, n = 96) (Figure 1A).
Isolates with similar STs can be grouped into clonal complexes (Supplementary Table S4),
where CC10 was the most common one (31.6%, n = 591), followed by CC101 (10.3%, n = 192),
CC23 (5.5%, n = 102) and CC156 (5.1%, n = 96) (Figure 1B). Finally, it was shown that STs
were distributed among all the species, showing no host specialisation (Figure 1C).
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Figure 1. Population structure of genomes inferred to contain the mcr-1 gene shows no host speciali-
sation. (A,B) Bar plots showing the ten most common sequence types (ST) (A) and clonal complexes
(CQ) (B). (C) Minimum spanning tree showing ST distribution between hosts. The ten most common
CCs are highlighted with a red circle. Host origin: human (in blue), chicken (in green), swine (in

orange) and bovine (in red).

2.2. IncI2 and IncX4 Are Specialized for mcr-1 While IncHI2 Is a MDR

In the majority of isolates, mcr-1 genes were inferred to be located on plasmids (93.5%).
This was similar for all studied hosts, with the greatest discrepancy in isolates sampled
from swine, where 10% of mcr-1 genes were identified on chromosomal contigs, compared
to <5% in other hosts. Also, it is interesting to note that 10% of bovine isolates contained
two plasmids carrying mcr-1 (Figure S2).

For a thorough understanding of genetic context, plasmids containing the mcr-1 gene
were typed (Table 1). IncI2 (40.4%, n = 1231), IncX4 (26.7%, n = 813) and IncHI2 (18.8%,
n = 574) were the most common plasmids, and the rest of the replicon types were present
in a frequency under 5%. Differences in AMR gene carriage were observed between the
distinct plasmid incompatibility groups. Specifically, there were two mcr-1 carriage types.
First, mcr-1 presence in a large plasmid, such as IncHI2, that contains multiple other AMR
genes (an average of 15 AMR genes). Second, the presence in plasmids specialised for mcr-1
carriage, such as Incl2 or IncX4, which rarely contain other AMR genes.

Table 1. Frequency of the distinct plasmid types and the carriage of other antimicrobial resistance genes.

Number of Plasmids (%) Mean Number of AMR Genes in  Mean Number of AMR Genes in the

Incompatibility Group the Plasmid Whole Genome
IncI2 1231 (40.4) 1.3 13.3
IncX4 813 (26.7) 1.5 114
IncHI2 574 (18.8) 14.6 18.1
p0111 151 (5) 4 14.3
IncHI1 69 (2.3) 7 12
IncP1 62 (2.0) 1.7 11.3
IncB/O/K/Z 9(0.3) 34 9.7
IncN 8(0.3) 10. 15.5
IncFIA(HII) 8(0.3) 7.4 15.2
IncX3 5(0.2) 2.8 214
Not Determined 102 (3.34) 49 12.4
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2.3. Mcr-1 Promoter Variants Are Associated with Specific Plasmids and Insertion Elements

We screened isolates for the presence of ISApl1 insertion sequences and catalogued
their promoter and plasmid types (Figure 2). The presence of ISApl1 insertion sequences
differed between plasmid types. Its presence statistically varied among the distinct plas-
mids (p < 0.001), being relatively common in IncHI2 (248/574, 42.9%) and IncI2 plasmids
(173/1231, 14.1%), and rare in IncX4 plasmids (13/800, 1.6%). Nearly half of the remaining
plasmid types contained an ISApl1 insertion sequence (48.4%). Promoter variants also
differed between each plasmid type (p < 0.001). Wildtype (n = 383) and PV3 (n = 280)
promoter variants were most common in IncX4 plasmids. Two subtypes of IncI2 plasmids
were observed. The first was strongly associated with the presence of the ISApl1 insertion
sequence and two different mcr-1 promoter variants. The second Incl2 subtype included
multiple other mcr-1 promoter variants, including PV1 (1.7%, n = 353), PV2 (2%, n = 51),
PV4 (0%, n = 32), SDV1 (1.5%, n = 204) or SNP1 (0.9%, n = 210) and rarely contained ISApl1
insertion sequences. Plasmids containing ISApl1 insertion sequences often had the consen-
sus (44.1%, n = 268), SDV2 (54.4%, n = 182) or SNP2 (75%, n = 4) mcr-1 promoter variant.
However, regarding the variants not associated with ISApl1, the trend was softer than for
IncI2. While the loss was clear for PV1 (2.9%, n = 35), the levels were intermediate for other
variants stated to not be associated with ISAp!1 in the case of IncI2 such as SDV1 (22.7%,
n =22) and SNP1 (18.2%, n = 33). Finally, the rest of the plasmids followed a similar path to
IncHI2, showing that mcr-1 specialisation could have an effect on the adaptation pathways.

IncHI2 Incl2
n
@ 100
@ 200
@ 300
IncX4 Other Plasmid
IncHI2
Incl2
IncX4
Other
2|5 5I0 7I5 1 60 (I) 2l5 5I0 7I5 1 60

Percentage of isolates carrying ISApl1 (%)

Figure 2. Association of the distinct plasmid types with promoter variants and inferred ISApl1
carriage. Strongly ISAplI-associated variants (more than 40%) are highlighted in red, while those low
associated (less than 5%) are in green. The size of the circle is directly proportional to the number of
isolates of each category.
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2.4. IncI2 and IncX4 Plasmids Predominate in Asia and Europe, Respectively

We compared isolate genomes from Asia and Europe and identified differences in the
prevalence of plasmid incompatibility groups between continents (Figure 3). In Asia, the
most common plasmid type was IncI2 (1130/2524, 44.8%), and IncX4 plasmids (196/346,
56.6%) were most common in Europe. However, there was some difference in plasmid
prevalence between countries. In Asia, greater variation in plasmid types was observed in
Thailand, Laos and Vietnam. There was greater consistency in plasmid types identified in
European countries, although IncHI2 was the most common plasmid type in France (28/51,
54.9%) instead of IncX4.

Europe

ar
D )
( O
Plasmid s )
nchiz Fr )
- O (s © Mongolic
= 3 @ T
> o> o
\ €
) it )
‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ ! (™ 4
9 EaMt Sedn L
gesh
0 »
N (-‘/,
(/,O‘ a0
Niggria h
c : Mabysia
K Q
Other . Asia Papua Nev
uinea

IncHiz
Inei2
‘‘‘‘‘

ercentage (%)

Percentage (%)

Figure 3. Global map of frequency of plasmid incompatibility (Inc) groups. Bar plots show the
frequency of plasmid Inc groups of the different continents split by the isolate host source. Pie chart
diameter is proportional to genome number per country. Colours represent IncHI2 (blue), IncI2
(yellow), IncX4 (purple), and other plasmids (red).

Colistin is still used in livestock farming in Laos and Vietnam, and plasmid types
identified in these countries differed compared to the rest of the world. IncHI1 (13/72,
18.1%) was detected in Laos and IncP1 (16/61, 26.2%) and p0111 (11/61, 18.03%) in Vietnam.
Thailand, and with a smaller sample Lebanon (42/68, 61.8%), demonstrated similar plasmid
profiles to Europe, with a preponderance of IncX4 type plasmids (129/246, 52.4%). Despite
small sample sizes from other regions of the world, plasmid type prevalence resembled
Asian isolates; for example, in South America, IncI2 was the most common plasmid type
(496%), with Brazil being similar to Lebanon and Thailand, with a greater proportion of
IncX4 plasmids (30/37, 81.1%). Finally, few isolates from North America and Oceania were
available to include in the study and few conclusions can be drawn.

Plasmid promoter variants also differed in prevalence between continents and coun-
tries (Supplementary Figure S3). IncX4 plasmid types with the consensus variant were
common in Europe (56.7%, n = 111), while the PV3 promoter variant was most prevalent
in Asia (especially in China) IncX4 plasmids (48.1%, n = 270) (Supplementary Figure S4).
A new promoter variant (SNP4) was dominant in Eastern Europe (Czech Republic and
Poland). Finally, in Thailand, Lebanon and Brazil, where IncX4 plasmids were the most
common, the same association with the consensus variant was found, which makes them
very close to Europe despite the geographic separation.

Greater heterogeneity was observed globally for Incl2 plasmids (Figure S5). The
most common promoter variants were PV1 (28.7%, n = 327), the consensus variant (18.9%,
n = 215), SNP1 (18.1%, n = 205) and SDV1 (17.3%, n = 195). The greatest heterogenicity was
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observed among Chinese genomes, which also had the largest sample size with 898 isolates
carrying mcr-1 in an IncI2 plasmid. Some promoter variants were specifically associated
with geographic regions, such as PV1 in Russia, SDV2 in Pakistan, PV4 in South America
and PV2 in Lebanon. In IncHI2 plasmids, the consensus variant was the most common
promoter variant worldwide (Supplementary Figure S6).

2.5. Different Genome Adaptations Occur Following Withdrawal of Colistin in Europe and Asia

Colistin was restricted for agricultural livestock prophylaxis by most countries in
2017. Comparing the frequency of plasmid types and promoter variants revealed different
adaptations to colistin restriction between continents. In Europe, the adaptation was
associated with a replacement of the MDR plasmid IncHI2 with the mcr-1 specialised IncX4
and the consensus variant by SNP4 (Figure 4A,B). In contrast, for most plasmid types
identified in Asia, promoter variants remained stable, with the exception being IncX4
plasmids, where the PV3 promoter variant has been replaced by the consensus variant, in
contrast with a previous study focused on China [16]. Thus, Chinese isolates (1 = 1885)
were further studied, promoter stability was found (Figure S7), and it was concluded that
the variability was due to the overrepresentation of Thai isolates after colistin withdrawal.
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Figure 4. Distinct adaptation of mcr-1 genomic context following colistin restriction in Asia and
Europe. (A,B) promoter variant frequency comparison before and after the colistin ban in Asia and
Europe. The size of the circle is proportional to the number of isolates of each category. (C) The
percentage of IncI2 Asian isolates from 2010 to 2021 in which ISApI1 is conserved compared to the
frequency of variants associated with ISApl1 (red line). (D) The percentage of IncHI2 isolates in Asia
in which ISApl1 is conserved from 2012 to 2020 compared to the frequency of variants associated with
ISApI1 (red line). The vertical red line marks the colistin restriction.

Among the most common adaptations among isolates from Asia, consistent with
other reports [28], was the loss of ISApl1 insertion sequences in IncI2 and IncHI2 plasmids
(Figure S8). This potentially leads to reduced bacterial fitness costs for plasmid carriage,
facilitating the spread of mcr-1. While many IncI2 plasmids retained their ISApl1 sequences
before and after control measures, IncHI2 plasmid architecture changed, equalising all
promoter variant levels. The ISApl1 loss strategy differed; in InclI2, ISApl1 loss was related
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to the replacement of associated variants (described above) around 2014, before the colistin
ban. For IncHI2, ISAp!1 loss began after the colistin restriction but was not tied to a decline
in associated variants, remaining stable over the years (Figures 4C,D and S9).

3. Discussion

The colistin resistance gene mcr-1 was discovered in China in 2015 [9], and most
research on its genomic epidemiology has been conducted there [19,21,25]. However, mcr-1
has since been detected worldwide [20,29-31]. Using the growing number of genomes
available in the NCBI Pathogen Detection platform, this study aimed to analyse the genomic
context of mcr-1 across different hosts and regions globally following the restriction of
colistin use.

Most sequences in our study came from Asia, but we also had a significant sample from
Europe, allowing for meaningful comparisons and insights into the European situation.
However, samples from North America and Oceania were scarce despite the availability of
numerous E. coli genomes in the NCBI. This scarcity may be attributed to colistin never
being registered for animal use in these regions [32], and metagenomic analyses indicate
that the mcr gene present in these areas is mcr-9, which is not associated with colistin
resistance [33]. Similarly, sample sizes from South America and Africa were insufficient to
draw robust conclusions.

There was no evidence of host segregation in the distribution of clones. The niche
overlap of mcr-1 clones is consistent with a shared gene pool for AMR genes and emphasises
the importance of including livestock in surveillance efforts. Although we had substantial
samples from humans, swine, and chickens, fewer genomes were available from bovines,
likely due to a lower prevalence of the mcr-1 gene in these animals [34-36].

The mcr-1 gene was predominantly found on plasmids. Chromosomal mcr-1 is linked
with higher resistance and fitness [16], but its frequency suggests either recent emergence or
other limitations on proliferation. Globally, the most common plasmids were IncI2, IncX4,
and IncHI2, consistent with previous studies [24,37]. In countries like Laos and Vietnam,
where colistin use in livestock remains widespread [38,39], other plasmids such as IncP1,
p0111, and IncHI1 were more predominant, indicating lower specialisation in the three
main plasmids under colistin selection pressure.

The colistin ban has led to a decrease in ISApl1 [21,25] and the emergence of mutations
in the mcr-1 promoter region [16], reducing its fitness cost. We observed a relationship
between both phenomena. ISApll presence was rare in IncX4 plasmids, as previously
described [19,40]. For Incl2, two trends were observed: promoter variants associated with
the presence of ISApl1 and those without it. The most common variant, PV1, does not
confer a fitness advantage on its own, explaining its low association with ISApl1, which
could otherwise lead to plasmid destruction [28]. SDV1, another common variant, is linked
to the loss of ISAp!1 in IncI2 plasmids and provides a fitness benefit. This is in contrast to
its increased presence of ISApl1 in IncHI2 plasmids. Further studies are needed to fully
understand the relationship between plasmid type, promoter variants, and ISApl1 presence
to comprehend mcr-1 adaptations after the colistin ban since it seems that this relationship
could vary according to the distinct plasmids.

Although the colistin ban has significantly reduced mcr-1 prevalence, it has not been
eliminated [25,41-44]. Antimicrobial resistance (AMR) genes typically confer a fitness
cost [45], and this is true for mcr-1 [15]. Our findings reveal differing adaptation strategies
in Asia and Europe post-ban. In Europe, adaptation appears straightforward, with a shift
from MDR plasmids IncHI2 to more specialised plasmids like IncX4 [24] (Figure 4A), which
confer a fitness advantage [46]. The consensus variant was dominant before the colistin
ban, but SNP4 became predominant post-ban, being the only variant present in 2020 and
2021. In Asia, the predominant plasmid was Incl2, a specialised mcr-1 carrier that differs
from IncX4 in its association with ISApl1, as was already stated by a previous study [19].
ISApl1’s loss over time was linked to a replacement of promoter variants, suggesting a
summation effort to reduce fitness cost. This relationship is difficult to understand since
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it is not clear how a single nucleotide mutation could be associated with the loss of an
insertion sequence and requires further investigation since other factors, such as an increase
in plasmid transmission, could be implicated [47]. Nevertheless, it seems that the mcr-1
adaptation strategy to cessation of colistin use was quite different in Asia and Europe.

Despite being the largest dataset used to study global mcr-1 genomic context and
evolution, this study has limitations. It is based on genomes from a public database (NCBI),
which is not a stratified sampling, and conclusions cannot be drawn from the absence
of mcr-1-positive samples in some regions due to unequal sampling. Nonetheless, it is
important to make global comparisons, given the lack of comparative studies outside of
China. Furthermore, the colistin ‘ban” has not been applied evenly between countries, from
complete prohibition to cessation of prophylactic and growth-promoting but continued
therapeutic use under strict conditions. By highlighting region-specific mcr-1 adaptations,
our study provides a basis for future surveillance and informed interventions.

4. Materials and Methods
4.1. Isolate Genomes

The Microbial Browser for Identification of Genetic and Genomic Elements (MicroBIGG-

E) provides a platform to search for genomes containing specific AMR genetic determinants
present within the NCBI Pathogen Detection Database (26 February 2023). We conducted
a search of all E. coli assemblies from human, swine, chicken and bovine sources that
contained the mcr-1 gene. Genome assemblies with available information regarding the
country of origin and the year of collection were downloaded, resulting in a subset of 3185
E. coli assemblies. Genomes uploaded to the NCBI database theoretically have already
passed a quality control (QC) process. However, to ensure the quality of our assemblies, we
applied an additional QC step and discarded those assemblies with N90 < 1000 and those
with lengths greater or less than 3 standard deviations from the mean size, resulting in a
final dataset of 3163 assemblies. This information, together with the results of the analysis
and the available metadata, is presented in Supplementary Table S1.

4.2. Multilocus Sequence Typing and AMR Genes General Detection

E. coli genomes were assigned to Sequence Types (ST) with PubMLST (https://
pubmlst.org/) (accessed on 23 November 2023) [48], using the Achtman scheme [49].
eBurst [50] was used to assign ST to Clonal Complexes and to generate a minimum span-
ning tree. The presence of AMR genes across the whole genome was determined using the
Resfinder database [51]. A positive hit was considered when a gene had >80% nucleotide
identity over >80% of the sequence length. This allowed us to assess the general AMR
levels, not limited to the mcr-1 gene.

4.3. Genomic Context of mcr-1 Gene

To determine the genomic localisation of the mcr-1 gene, genome contigs were classi-
fied as either plasmid or chromosomal using the MOB-Recon tool from MOB-Suite [52],
which employs a BLAST and bash approach to reconstruct plasmid sequences. Chromoso-
mal contigs were scanned against the Resfinder database, and if mcr-1 was detected, it was
classified as chromosomal. For contigs of plasmid origin, initial screening was conducted
with the PlasmidFinder database [53], which identifies distinct plasmid incompatibility
groups (Inc groups). These contigs were subsequently rescanned against the Resfinder
database. If mcr-1 was detected within a plasmid, it was classified as plasmid-borne. To
understand the plasmid’s role in AMR transmission, other AMR genes present on the
same plasmid were identified. If mcr-1 was found in two plasmids, both plasmid types
were recorded to reflect their presence in the dataset. Finally, if the gene was encountered
in the same isolate into the chromosome and a plasmid, the location was recorded as
“Plasmid /chromosome”.
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ISEScan [54] was used to detect insertion sequences. The number of ISApl1 (IS30
family) copies was also identified, although, for clarity of the study, only the presence or
absence of ISApl1 was reported.

Promoter variants, as identified by a previous study [16], were detected using blastn.
These promoter variants are based on a mcr-1 genomic comprehensive study [20], which
identified polymorphism hotspots upstream of the mcr-1 gene. Briefly, Ogunalana and
colleagues tested the fitness cost of the wildtype promoter variant (that is, consensus
variants), and we compared it with eight other different variants that were located in
regions predicted to have a translation or expression effect. These zones were the Shine—
Dalgarno (SD) sequence (the ribosomal binding site) and regions predicted to encode
the RNA polymerase binding site (—10 and —35 boxes). Thus, nine variants were tested:
consensus, four mutations in the RNA polymerase binding site (PV1, PV2, PV3 and PV4)
and four mutations in the SD site (SDV1, SDV2, SDV3 and SDV4). Apart from this,
eight more variants less frequent were detected in the Ogunalana’s dataset that were
located in regions, theoretically, not implicated in the expression nor the fitness cost of
mcr-1 and were named SNP1, SNP2, SNP3, SNP4, SNP5, SNP6, SNP7 and SNP8. A
positive hit was considered when identity and coverage were 100%. Sequences without a
positive hit were manually inspected, and any new variants found were documented. We
detected 21 promoter variants in addition to 16 previously identified variants (frequencies
summarised in Supplementary Table S2). However, none of the newly described variants
had a prevalence higher than 0.5%. To facilitate the visualisation of findings, the ten most
common variants were considered, and those remaining were considered as “Others”.

4.4. Data Analysis and Visualization

Data analysis was performed with R software (version 4.2) [55], and graphs were built
with ggplot2 (version 3.5.1) [56]. Statistics were used to detect differences between groups
using the chi-square test. Maps were created using Microreact (https://microreact.org/) [57].
Data and maps can be consulted here: (https://microreact.org/project/eDrcgfHvuxVSRkbBK1
Qx1b-mapamcrl).

5. Conclusions

In conclusion, our study highlights the need for region-specific analyses of mcr-1
adaptations and underscores that findings from Asia should not be generalised globally. We
mapped promoter variants associated with reduced fitness costs worldwide and identified
trends like the potential SNP4 emergence in Europe and the ISApl1 loss in Asia due to the
replacement of the promoter variants. These findings warrant further investigation to fully
understand mcr-1's adaptation mechanisms.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/antibiotics13080759/s1, Figure S1: Description of the general
characteristics of the dataset. A: Count of isolates for each host. B: Distribution of the isolates in each
continent. OC: Oceania. AF: Africa. NA: North America. SA: South America. EU: Europe. AS: Asia.
C: Count of isolates for each year. D: Histogram of carrying of AMR genes. Figure S2: Comparation
of the genome location of mcr-1 gene between the different species. Figure S3: Bar plots comparing
the frequency of each promotor for the three most common plasmids in each continent. Figure S4:
Global map showing the frequency of promotor variant in each country for IncX4 plasmid. Figure S5:
Global map showing the frequency of promotor variant in each country for IncI2 plasmid. Figure Sé:
Global map showing the frequency of promotor variant in each country for IncHI2 plasmid. Figure
S7: Promotor variant frequency comparison between before and after colistin ban in China split by
plasmid type. Figure S8: ISApl1 presence in Asia and Europe in the distinct plasmids. Bar plot graph
showing the percentage of isolates carrying ISApll before and after colistin ban stratified by the
three most common plasmids (IncHI2, IncI2 and IncX4). Figure S9: Comparison of the percentage
of isolates conserving ISApll before and after colistin restriction for each promotor variant in Asia
and Europe. Table S1: Raw data with all the results of the analyses and associated metadata. Table
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52: Frequency of each promoter variant. Table S3 Frequency of E. coli Sequence Types (ST). Table S4:
Frequency of E. coli Clonal Complexes (CC).
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DISCUSSIO GENERAL

La present tesi doctoral se centra en la diarrea a les transicions porcines, on s’estudia la
significacio dels distints agents infecciosos i la microbiota intestinal. Un altre objectiu és
I’estudi d’una problematica derivada dels tractaments de la diarrea, com és la presentacio
de les resistencies antimicrobianes (RAM), tant fenotipicament com genotipicament, fent
especial émfasis en els gens de resisténcia de rellevancia sanitaria, en la seva localitzacio
en plasmidis i en la coselecci6 associada als metalls pesants, ampliament utilitzats durant

molt temps a la industria porcina.

La problematica de la diarrea porcina s’ha intensificat durant les ultimes décades, lligat a
que la producci6 porcina ha experimentat un gran canvi, intensificant molt la produccio
per tal de produir més quilograms de garri per any (Lassaletta et al., 2019). Per tal de
reduir la seva incidéncia i impacte, s’ha optat per diverses mesures de prevencié com ara

la vacunacio, 1’as d’antibiotics i de metalls pesants com 1’0xid de zinc.

La presentacid de malaltia depén de la interaccid entre 1’hoste, el patogen i ’ambient.
Perd en aquest punt ens trobem amb una incongruéencia, perque, tot i els grans canvis
experimentats en 1’ambient (millora de les instal-lacions, dels protocols de neteja i
desinfeccio) o en I'noste (millora genética, millors coneixements de nutricid o noves
vacunes contra els principals patogens), els panells de diagnostic de la diarrea porcina
segueixen incloent els mateixos agents infecciosos i factors de virulencia que fa 70 anys.
Tot i que aquests patdgens poden continuar essent la causa principal de la diarrea, hi ha
diversos estudis realitzats en maternitats que indiquen que la preséncia d’aquest
potencials patogens també es detecten en frequéncies similars en animals sans, amb
I’excepcio de Rotavirus A (RVA) (Kongsted et al., 2018; Vidal et al., 2019). Aix0 posa
en questié si cal modificar els protocols actuals de diagnastic dels processos enterics en
el porci, fent una revisié del panel de patogens que caldria incloure en el diferencial, a

més del tipus de mostreig que caldria realitzar.

Arran dels resultats d’estudis previs realitzats en granges porcines de Catalunya amb
problemes de diarrea neonatal (Vidal et al 2019), [D’objectiu primari de I’estudi 1
d’aquesta tesi va ser esbrinar el rol dels principals patogens en la presentacié de la diarrea
a les transicions. Per aix0 es van comparar animals malalts amb d’altres aparentment

sans dins del mateix corral. Els resultats d’aquest estudi van associar unicament el
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rotavirus A amb la presentacio de la diarrea, mentre que altres patogens es poden trobar

en la mateixa proporcié en animals sans i en malalts.

Un fet innovador d’aquest estudi va ser incloure granges que no presentaven historial
recent de diarrea al postdeslletament. En aquest cas, si només s’analitzen les granges amb
brots de diarrea, trobariem que els factors de viruléncia F4 i STb d’E. coli també estarien
relacionats amb la diarrea. Ara bé, quan s’inclouen les granges sense problemes digestius,
la seva significacié estadistica desapareix. Aix0, ens podria indicar que, 0 bé no son
realment factors de virulencia o bé que per produir la seva accio patogena tenen més pes

I’ambient i les condicions de maneig.

Els resultats del primer estudi, veient que el patogen entéric més comu és el RVA i que
els mateixos factors de viruléncia d’E. coli poden trobar-se en granges sense quadres
clinics de diarrea, fan pensar que més que mesures farmacologiques, aquelles que
esdevindrien claus per reduir la magnitud del problema serien les de neteja i desinfeccio
de les instal-lacions i el maneig dels animals. Tot i aixi, tampoc podem descartar que
alguns animals patissin diarrea sense cap patogen implicat o, al revés, animals amb
coinfeccions amb diferents patdgens que no patien cap problema de salut. Aixo és degut
a la naturalesa d’aquest tipus d’estudis que no deixen de ser una fotografia del moment i
no es pot saber ’evolucié que seguiran aquests animals a la hora de desenvolupar la
malaltia (Kongsted et al., 2018; Mesonero-Escuredo et al., 2018). Ara bé, també poden
haver-hi altres factors a tenir en compte, com la emergéncia i seleccié de nous gens de
viruléncia en soques d’E. coli o bé I’efecte que pot exercir la microbiota intestinal en

’aparici6 de la diarrea.

Per tal d’intentar aclarir I’emergéncia de nous factors de viruléncia d’E. coli es realitzen
els estudis d’associaci6 de genoma complet (GWAS, per les sigles de “Genome Wide
Association Studies” en angles), que permeten comparar tota la seqiiéncia genética amb
un fenotip concret. Aquest métode és altament efectiu en el cas de fenotips plenament
binaris en casos com la capacitat d’un bacteri de ser extraintestinal o no, o 1’associacid
amb un hoste determinat (Mageiros et al., 2021; Sheppard et al., 2013). No obstant, és
complicat realitzar aquests tipus d’estudis amb problematiques com la diarrea porcina,
donada la seva etiologia multifactorial i amb diferents graus d’afectacid, que complica
molt els models a utilitzar, i es necessitaria molta més informacio del context de cada cas

per tal de poder extreure conclusions robustes.
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L’altra possibilitat que pot afectar a 1’aparicié de diarrea és 1’efecte de la microbiota, la
qual s’esta estudiant ampliament en medicina humana pel que fa a la seva relacié amb
diferents patologies tan diverses com 1’obesitat (Vieira-Silva et al., 2020), la malaltia
inflamatoria intestinal (Vieira-Silva et al., 2019) o la depressio (Valles-Colomer et al.,
2019). Tota aquesta recerca té tot el sentit des del moment en qué la microbiota és
modulable. Empero, tot i que s’estan fent estudis molt amplis en humana, només s’ha
aconseguit explicar un percentatge molt baix de la variabilitat individual, trobant-se que
el factor més important era compartir habitatge amb altres persones, fins i tot més
important que la genética, la dieta o els tractaments amb antibiotics (Valles-Colomer et
al., 2023).

En el cas dels porcs i la diarrea, s’han realitzat molts estudis per trobar marcadors de salut
intestinal i desenvolupament de la diarrea. Perd aquests treballs presenten una limitacio
molt gran, perqué s’han realitzat o bé en condicions experimentals (Dou et al., 2017;
Gryaznova et al., 2022) o bé només en una sola granja comercial (Gryaznova et al., 2023;
Karasova et al., 2021). Aix0 deixa fora el principal factor que explica la variabilitat en els
estudis d’humana: compartir habitatge. Aixi, s’ha observat una gran heterogeneitat de
resultats entre els diversos estudis, fent molt complicada, de moment, la seva extrapolacid
a la practica diaria. Conseqlientment amb aquest buit de coneixement, un dels objectiu de

I’estudi va ser estudiar la relacio microbiota-diarrea en condicions de camp.

A TEstudi 1, tot i ser conscients de les seves limitacions i no poder-se comparar amb els
estudis d’humana, realitzem una primera aproximacié incloent 148 animals d’11 granges
diferents per mirar de trobar marcadors de salut i malaltia. A nivell general, vam poder
confirmar l'associacié estadistica del filum Fusobacteriota amb la diarrea i de la familia
Ruminococcacceae amb la salut intestinal. Tanmateix, el fet d’incloure moltes granges
ens va permetre anar un pas més enlla i comparar segons el temps que feia que els animals
havien estat desmamats, i observar diferencies significatives. Aixi, a la primera setmana
postdeslletament, trobavem [I’efecte beneficios de la familia Ruminococcacceae
(productora d’acids grassos de cadena curta) en animals sans mentre que, en els malalts
trobavem incrementats els nivells de la familia Enterobacteriaceae. Tot i les limitacions
de resoluci6é que la técnica de sequenciacié del 16sRNA comporta, tot indicaria que
durant la primera setmana les soques d’E. coli jugarien un paper important, tot i no
presentar els factors de viruléncia classics, que s’haurien de tornar a determinar. En canvi,

en els casos de diarrees que apareixen a la segona setmana postdeslletament, els taxons
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implicats eren Clostridia vadin BB60 group i Sphaerochaeta, dels quals no hi ha cap mena
de descripcid prévia en la literatura, ni en animals sans ni en malalts. Durant aquesta
segona setmana post-deslletament, a més, trobavem prevalences molt més altes de RVA
en els animals malalts que durant la primera setmana. Aixo dona lloc a dues situacions
diferenciades. Durant la primera setmana o primers dies postdeslletament semblaria que
I’origen seria majoritariament bacteria i on els tractaments antibiotics, en certa mesura,
podrien estar justificats. En canvi, a partir de la segona setmana, 1’etiologia seria

principalment virica i, conseqiientment, s’haurien d’evitar els antibiotics.

No obstant aix0, la principal limitacio de 1’estudi 1 son els tempos en qué es va realitzar
per adequar-se al projecte. Les mostres es van recollir entre 2020 i 2021, abans de la
prohibicié de 1’0xid de zinc. Aixi els resultats s’haurien de posar en quarantena, perque
1us del zinc podria emmascarar 1’efecte patogenic de les soques d’E. coli enteroxigenic
(ETEC). En aquesta linia, Eriksen et al. (2023) després de la seva prohibicio, si que van
observar que, a Dinamarca, les soques ETEC es trobaven més freqiientment en animals
diarreics, pero caldria confirmar si era una diferéncia geografica o era degut a la supressio
del zinc. També s’ha vist que la microbiota intestinal es pot veure modificada per 1’Gs de
I’0xid de zinc (Ortiz Sanjuan et al., 2024), aixi que seria bo testar-ho una altra vegada
post-prohibicid.

Empero hi ha un resultat que no es veu afectat per 1’us del zinc. A I’estudi 1, el RVA va
ser el patogen més clarament associat a la diarrea al postdeslletament. Per aixo es va voler
veure si es podia trobar algun efecte protector per part de la microbiota, que pogués
proporcionar alguna estrategia alternativa a la vacunacié de RVA. Aixi, es va observar
que Lactobacillus spp es trobava estadisticament augmentat en aquells animals negatius
a RVA o amb carregues baixes, assenyalant un possible efecte protector. Curiosament,
tractaments amb Lactobacillus spp en els humans, s’ha vist que provoquen una
proliferacio de limfocits B i, fins i tot, evitar la proliferacié de RVA (Park et al., 2017;
Shin et al., 2020). Aixi, incrementar la proporcié d’aquestes soques de lactobacillus seria
molt interessant per fer front a les diarrees al deslletament. La qliestio seria el com.
Utilitzant probiotics? Amb prebiotics i additius? La dieta pot modular la microbiota per
aconseguir-ho? També 1us de metagenomica sobre mostres de femtes podria ajudar a
veure si hi ha especies i soques amb més efecte que altres i a perfilar més les intervencions

a seguir. Aixi, queda molt cami fins que I'utilitzaci6 de Lactobacillus spp sigui una
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solucio generalitzada, pero sembla que podria ser una opcié mes que acceptable per fer

front al RVA, el principal patogen de la diarrea al postdeslletament.

No obstant aixo, la solucié més utilitzada per combatre les diarrees postdeslletament, tot
1 les restriccions que s’han anat implementant, segueix essent 1’s d’antibiotics. Aixi és
important monitoritzar la RAM i el primer pas és fer-ho a nivell fenotipic. L’estudi 2,
tenia com objectiu determinar el perfil d’antibiorresisténcia de les soques d’E. coli
aillades en casos de diarrea al deslletament. A part de la informacid que es pot extreure
de cara a la salut publica, és molt interessant per proporcionar informacié epidemiologica
als veterinaris de campen aquesta etapa perque, degut a I’estat immadur dels animals, es
necessiten tractaments medics molt rapids. En el cas de no poder esperar als resultats de
les proves de sensibilitat antibacteriana les dades dels estudis epidemiologics poden

orientar als veterinaris de camp sobre el tractament més optim .

Del segon estudi, vam trobar nivells de resisténcia elevats a mdltiples antibiotics,
especialment a aquells de categoria D segons 1’ Agéncia Europea del Medicament (AEM).
Aix0 no s’allunya del que s’ha descrit en altres estudis d’altres indrets del moén (Kyung-
hyo et al., 2020), pero la troballa més preocupant del nostre estudi va ser els elevats nivells
de resisténcia a antibiotics de la categoria B com son les quinolones. En un estudi previ
publicat en maternitats de granges de Catalunya, també es van trobar alts nivells de
resistencia a nivell fenotipic (Vidal et al., 2020). Aixi, és possible que sigui quelcom que
trobem a la nostra zona geografica, possiblement degut a un major us d‘aquests
antibiotics, que seria convenient investigar. En aquesta linia, el Programa REDUCE,
després de 1’exit que es va tenir amb la colistina, s’ha proposat ara reduir 1’is de les

quinolones en la produccié animal.

Fins aqui, l'estudi 2 confirma resultats previament publicats per altres autor (Huber et al.,
2021; Spronk et al., 2023). Pero alla on aporta valor afegit aquest estudi és en incloure
mostres provinents també d’animals sans. La troballa més important va ser que els aillats
d’E.coli dels animals amb diarrea presentaven nivells més alts de resistencia que els
d’animals sans. Les raons d’aquest fet no estan clares, perd si que té una conclusio
d’aplicacidé practica: quan tenim casos de diarrea, les opcions antimicrobianes es
redueixen. Aixo seguiria reforcant la idea que la solucio ha d’anar encarada a la prevencio

i millorar I’estat del garri que no pas al tractament antimicrobia.
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El pas logic per entendre la RAM, després de la caracteritzacié fenotipica, és la
genotipica. Ara les técniques de WGS ens permeten tenir molta més informacid, que ja
no només es redueix a la preséncia o abséncia dels gens que confereixen resisténcia, sind
que aporten molta informacio sobre el seu context epidemiologic. També permeten
analitzar els plasmidis i elements genétics mobils dels bacteris, cosa molt important en el
context de la ramaderia, ja que I’evidéncia cientifica més recent suggereix que és 0N es

troba el major risc per a la salut publica (C. M. Liu et al., 2023; Matlock et al., 2023).

Aixi, a I’estudi 3, es van seqiienciar 112 soques d’E. coli aillades tant de les maternitats
com de les transicions per tal de detectar els gens de RAM i analitzar si estaven localitzats
en plasmidis o en cromosoma. També, es va caracteritzar la colocalitzacié en el mateix

plasmidi de gens de RAM i de tolerancia als metalls pesants.

Com era d’esperar pels resultats obtinguts fenotipicament, la prevalenca dels gens de

resistencia era alta i la majoria localitzats en plasmidis.

Diferent va ser el cas dels metalls pesants. Com ja s’ha comentat, metalls com 1’0xid de
zinc han estat utilitzats per a prevenir la diarrea. A part del seu impacte ambiental, entre
els motius esgrimits per part de I’AEM per prohibir-lo, estava el risc d’augmentar la
coseleccio de RAM (AEM, 2017). En els estudis basats en metagenomica si que s’ha
observat que la preséncia de gens de tolerancia als metalls pesants es correlaciona amb la
preséncia de gens de resistencia als antibiotics (Ortiz Sanjuan et al., 2024), aixi que una
de les hipotesis més plausibles seria la preséncia d’ambdds compostos en el mateix

plasmidi.

Per analitzar-ho, vam reconstruir els plasmidis de les soques i vam analitzar la preséncia
dels distints gens. Empero, la hipotesi va ser rebutjada, ja que, mentre la gran majoria de
gens de resistencia als antibiotics es trobaven en plasmidis, els dels metalls pesants es
trobaven en el cromosoma 1 [’Unica familia que coincidia regularment en els plasmidis
amb gens de resistencia era el mercuri: un contaminant ambiental. Aquest resultat
coincideix amb allo que descriuen Ekhlas et al., (2023) i reforcaria el rebuig de la hipotesi
inicial. Aixi, ara mateix, all0 més plausible seria pensar que, en el cas d’E. coli,
I’increment associat a I’exposicidé als metalls ve donat per I’estrés oxidatiu al qual
sotmeten aquests metalls als bacteris (W. Liu et al., 2023), pero caldria mes recerca per

acabar d’entendre-ho. Per altra banda, s’ha provat per E. coli, pero no esta confirmat per
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altres patogens zoonotics com Staphylococcus aureus, on la coseleccio podria donar-se i

també caldria estudiar-ho.

La limitacid per no observar la co-seleccio seria que a 1’estudi 3 es van utilitzar métodes
de sequenciacid basats en lectures curtes i vam reconstruir els plasmidis mitjangant
programaris basats en algoritmes com MOB-Suite (Robertson i Nash, 2018). Per aixo, tot
i no ser possible fer-ho amb totes les soques per raons economiques, varem ensemblar
genomes hibrids per tal d’utilitzar el meétode de referéncia per treballar amb plasmidis.
Alla varem confirmar la mateixa troballa: els gens de resistéencia als antibiotics es

trobaven en els plasmidis i els gens de tolerancia als metalls pesants en el cromosoma.

La colistina, per la seva rellevancia per a la medicina humana, va ser estudiada a part.
Aquest antibiotic s ha utilitzat durant molt temps com a tractament (perd també de manera
metafilactica) a la industria porcina. En els altims anys, el seu us s’ha recuperat per al
tractament de gram-negatius multirresistents en medicina humana. En principi, no se li
donava importancia al fet de trobar soques resistents en animals de renta, perque es
pensava que els mecanismes de resisténcia es basaven en mutacions puntuals
cromosomiques i la transmissio clonal era complicada. Empero, el 2016, es va reportar el
gen mcr-1, que es podia transmetre horitzontalment via plasmidis (Y. Y. Liu et al., 2016)
i amb el temps s’han descobert fins a 10 variants (mcrl1-10). Aixo va fer saltar les alarmes

i el seu Us en veterinaria es va restringir a la majoria de paisos.

Aixi, després de diversos anys on practicament el seu Us ha estat nul, va ser una sorpresa
trobar a I’estudi 2 un 15% de soques fenotipicament resistents a la colistina. Aixi, a
I’estudi 3, vam intentar esbrinar quin era 1’origen genétic d’aquest fenotip. ES va observar
que, a diferéncia de la Xina o de paisos del nord d’Europa (GOpel et al., 2024; Wang et
al., 2024), el gen més freqiient era mcr-4, de la mateixa manera que s’havia trobat en
altres estudis del sud d’Europa (Aguirre et al., 2020; Carattoli et al., 2017; Garcia-Menifio
et al., 2019). Pero, encara més interessant, aquest gen només estava associat amb un
plasmidi en concret: ColE10. Aix0, donada la importancia de preservar 1’s de la
colistina, podria tenir repercussions pel seu control. S‘estan desenvolupant métodes
basats en la CRISPR per eliminar plasmidis especifics, essent candidats ideals aquells de
mida petita i gue només contenen un gen de resisténcia (Vrancianu et al., 2020), com seria
el cas de mcr-4 en el nostre estudi. Empero, el nombre tan reduit de mostres analitzades

(n=8) ens impossibilitava extreure conclusions.
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Per aixo0, de cara a veure la validesa de la troballa, vam analitzar totes les soques de la
familia Enterobacteriaceae portadores del gen mcr-4 (n=49) presents a la plataforma
NCBI Pathogen Detection. Un 90 % (n=44) es localitzaven en el plasmidi ColE10. aixi
que es bastant plausible concloure que existeix evidéncia que és la seva localitzacio
predilecte. Tres de les cinc soques restants ho portaven en el plasmidi Col8282 que,
donada la similitud que presenta amb ColE10, podria ser més un artefacte metodologic
per haver utilitzat la seqiienciacio basada en lectures curtes. Ara bé, abans de pensar
estrateégies per eliminar aquests plasmidis, caldria pensar en 1’impacte que té aquest gen
en la salut publica. En humans, el gen mcr-4 sembla estar més distribuit en gram-negatius
no fermentadors, on els plasmidis implicats son diferents i acostumen a ser no
mobilitzables, i la relacio epidemiologica amb els dels porcs no sembla molt clara (Lam
i Hamidian, 2024). No obstant aixo0, tot i no ser molt comu, s’han detectat plasmidis
ColE10 portadors de mcr-4 en soques de Salmonella provinents d’infeccions en humans

(Carretto et al., 2018), aixi que no s’ha de menysvalorar aquesta troballa.

El segon gen més comu que conferia resisténcia a la colistina era mcr-1, del qual no
existeix cap dubte sobre la seva importancia en humana (Calero-Céaceres et al., 2023)--
Tot i haver-se reduit la seva prevalenca, se segueix trobant en porcs malgrat la restriccio
de la colistina. Als resultats de 1’estudi 3 no es menciona perque una mostra de 5 soques
és clarament insuficient, pero va ser sorprenent que el 40 % (2 soques) dels nostres gens
mcr-1 es trobessin en el cromosoma, quan es tracta d’un gen que es transmet gairebé
sempre via plasmidi. Aixi, va sorgir una nova hipotesi: el gen mcr-1 podria localitzar-se

en el cromosoma.

Aixi, ’objectiu de I’estudi 4 va ser, analitzant 3162 genomes d’E. coli d’arreu del mon
aillats d’humans, perd també d’animals de renda com porcs, vedells 1 pollastres, presents
a NCBI Pathogen Detection, esbrinar si existia una tendéncia global del gen mcr-1 a
localitzar-se en el cromosoma. A part, la gran mostra pre i post restriccio de la colistina

va permetre analitzar 1’adaptaci6 a la restriccio de la colistina del gen arreu del mon.

El primer resultat de 1’estudi 4 va ser comprovar que el gen mcr-1 estava localitzat
majoritariament en plasmidis (93.5%), pel que el resultat de I’estudi 3 sembla que seria
un artefacte degut a la baixa mostra. EIl gen es trobava principalment en tres plasmidis
diferents: dos d’especialitzats en el gen mcr-1, com Incl2 i IncX4, i un plasmidi
multirresistent com IncHI2, com ja havien observat Matamoros et al, (2017).
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La pérdua de la seqiiencia d’inserci6 ISApll també s’havia descrit com una mesura
d’adaptacio al nou context de manca d’ts de la colistina (Shen et al., 2020). En la mateixa
linia, recentment, Ogunlana et al., (2023) van reportar unes mutacions en la regid
promotora del gen, que en reduien el cost adaptatiu. Per les dates de publicacid, I’estudi
4 representava la primera oportunitat d’analitzar la relacio entre les distintes mesures
d’adaptacio i es va estudiar 1’associacio plasmidi-ISApl1-variant del promotor. Mentre
que els plasmidis IncX4 virtualment no contenien la seqiiencia d’insercid i practicament
la meitat dels IncHI2 la mantenien, vam trobar dues tendencies pel que feia Incl2. Existien
una serie de variants de la regié promotora (incloent la variant original) que conservaven
ISApILl a nivells similars d‘IncHI2, i unes altres que es comportaven com IncX4 i no
contenien ISApl1. Es fa dificil explicar com una mutacié d’un nucleotid pot portar a la
pérdua d’una seqiiéncia d’insercio, pero seria interessant acabar d’aclarir-ho, perqué
sembla que pot ser una de les explicacions que fan que el gen mcr-1 no s’acabi d’eliminar

en abséncia de 1’us de la colistina.

A nivell geografic, varem observar grans diferéncies entre Asia i Europa. Per comencar,
els plasmidis implicats eren diferents: mentre que el més freqiient a Asia era Incl2, a
Europa predominava IncX4. Aixi, el desenvolupament de noves tecnologies per erradicar
els plasmidis (Vrancianu et al., 2020), no només hauria de tenir en compte el gen en
concret, sind també el seu context epidemioldgic, perqué sind fracassaran. Hagués estat
molt interessant veure els altres continents, perd la mostra era petita i era dificil extreure
conclusions. A part, veient les diferéncies entre Asia i Europa, seria molt arriscat

extrapolar els resultats a la resta de regions.

A nivell de les adaptacions a la restriccio, les diferéncies entre Asia i Europa també eren
importants. El procés d’adaptaci6 a Europa va ser relativament senzill, perque
simplement el gen va passar d’estar localitzat a un plasmidi multirresistent IncHI2 (com
ja havia estat descrit (Matamoros et al., 2017) a un especialitzat per mcr-1 com IncX4,
que proporciona una reduccid del cost adaptatiu (Wu et al., 2018). Ara bé, una nova
troballa que no havien detectat Ogunlana et al (2023), perque només s‘havien centrat en
aillats de la Xina, va ser la substitucio de la variable consens per la SNP4, que era residual
alla i no s’havia testat. Seria interessant veure la significacio d’aixo, perqué sense més
context sembla una troballa casual, perd també podria ser una de les adaptacions per

reduir el cost adaptatiu.
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En canvi, a Asia el procés va ser més complicat. La freqiiéncia dels plasmidis implicats
es va mantenir estable i també vam detectar la pérdua d’ISApl1 ja descrita (Jiang et al.,
2020), que en si mateixa seria una adaptacio. Pero, tornant a fer 1’associacié plasmidi-
ISApl1-variant del promotor, veiem que, pel plasmidi més freqlent (Incl2) la freqliencia
de la seqiiéncia d’insercid es mantenia estable pre i post prohibicié per a cada variant.
L’explicacid de la pérdua d’ISApIL residia en la substitucié d’aquelles variants que es
comportaven IncHI2 per aquelles similars a IncX4. Tot i que amb la informacio
disponible actualment no és possible explicar com una simple mutacidé ocasiona una
pérdua de la seqiiéncia d’insercid, aqui sembla estar la clau de 1’adaptacié del gen mcr-1

alares.

Aixi, de ’estudi 4, se’n poden es poden extreure dues conclusions practiques principals.
La primera és que extrapolar els resultats pel que fa a ’epidemiologia del gen mcr-1 no
és una bona idea i, de cara a les politiques de vigilancia dels paisos, no queda més remei
que cada regi6 dediqui recursos a seqiienciacid per congixer 1’estat propi. La segona és
que, tot i la demostrada reduccio de prevalenca (Miguela-Villoldo et al., 2022; Shen et
al., 2020), cessar 1’ts dels antibiotics durant un temps no eliminara per complet el gen
com es podria pensar, ja que els bacteris poden trobar mecanismes per compensar el cost
adaptatiu que en principi generava. Aixi, una vegada el problema existeix, utilitzant una
terminologia molt aplicada en sanitat animal, més que per I’erradicacié de mcr-1, s’hauria
d’optar pel control. A part, d’'unes bones mesures de bioseguretat per evitar al maxim la
sortida de bacteris de la granja, mesures generalistes com el compostatge dels purins
poden ajudar a reduir 1‘excrecid a 1‘ambient dels gens de resisténcia 1 reduir el risc que
aquests puguin arribar a les soques patogenes cliniques (Zhou et al., 2019). L’altra opcio,
més de cara a una erradicacio, seria desenvolupar opcions tecnologiques que ataquin els

plasmidis (Vrancianu et al., 2020), pero, de moment, no estan disponibles.

En conclusio, en aquesta tesi doctoral es fa palés que, tot i que un dels patogens principals
relacionats amb ’aparici6 de la diarrea porcina ¢és el RVA, ’elevat s d’antibiotics per
tractar-la ha portat a tenir uns nivells alts de gens de resisténcia en les soques d’E. coli,
incloent gens de declarada importancia per a la salut pablica, trobant-se especialment en
plasmidis, la qual cosa genera un risc zoonotic evident. Aixi les estratégies de control de
la diarrea en porci no s’haurien de basar en la utilitzacio dels antibiotics i seria millor
pensar en el mig termini amb mesures destinades a la prevencio i la millora del benestar

dels animals. A part, també s’emfatitza que el fet de deixar d’utilitzar un antibiotic podra
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no fer desaparéixer completament el gen de resisténcia associat, basant-se el cas

paradigmatic de mcr-1.
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CONCLUSIONS

1. Among the enteric pathogens associated with the onset of post-weaning diarrhea in pigs
in Catalonia, rotavirus A has been the primary cause directly linked to sick animals. Other
pathogens investigated, such as porcine epidemic diarrhea virus, Escherichia coli, and
Clostridioides difficile, were found in equal proportions in both diarrheic and healthy

animals under the studied conditions, thus questioning their role in disease development.

2. Escherichia coli classical virulence factors have been detected at similar frequencies
in animals with and without diarrhea, raising doubts about their role in disease
development in field conditions and highlighting the need to search for or update other

involved factors.

3. The composition of the intestinal microbiota varies greatly among the animals and
farms analyzed, making it difficult to extrapolate the results of individual studies to field
conditions. Nevertheless, this study observed the protective effect of the
Ruminococcaceae family against diarrhea in transitioning piglets, as well as the effect of

the Lactobacillus genus against rotavirus A infection.

4. Escherichia coli strains isolated from weaned pigs were phenotypically resistant to
most category D and C antibiotics, as well as to restricted-use category B antimicrobials
such as quinolones and colistin. Diarrheic animals presented higher levels of multi-
resistant strains compared to their healthy counterparts, suggesting that the use of

antimicrobials may not be the best option for treating diarrhea during transition.

5. Whole genome characterization of porcine Escherichia coli strains has identified
antibiotic resistance genes considered critically important to public health, such as third-
generation cephalosporins, quinolones, and colistin. In contrast, resistance genes to other
critical antibiotics that confer resistance to carbapenems or tigecycline, described in other

countries, have not been detected in Catalonia.

6. Antibiotic resistance genes are mainly located on plasmids, while heavy metal tolerance
genes are primarily found on the chromosome. Co-localization of both on the same
plasmid is very rare, and in these cases, mercury tolerance genes (an environmental
contaminant) predominate. Therefore, co-localization does not appear to be the

mechanism by which heavy metals co-select for antibiotic resistance.
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7. The colistin resistance gene mcr-4 is exclusively located on the ColE10 plasmid, which

may present a new opportunity for controlling this gene as a therapeutic target.

8. A global study of E. coli genomes carrying the colistin resistance gene mcr-1 from
human and livestock isolates indicates that this gene is found on three specific plasmids
(Incl2, IncX4, IncHI2), with their prevalence differing between the Asian continent

(IncI2) and Europe (IncX4).

9. The restriction on the use of colistin has led to divergent evolution of the mcr-1 genomic
context between Asia and Europe, suggesting that each region should be studied

separately.
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CONCLUSIONS

1. Entre els agents patogens enterics relacionats amb la aparicié de diarrea en el post-
deslletament de porcs en Catalunya, el rotavirus A ha estat la causa principal directament
associada amb animals malalts. La resta de patogens investigats, virus de la diarrea
epidémica porcina, Escherichia coli i Clostridioides difficile, es van trobar amb la mateixa
proporcié en animals amb diarrea i en animals sans en les condicions estudiades,

qiiestionant aixi el seu paper en el desenvolupament de la malaltia.

2. Els factors classics de viruléncia per 1’ Escherichia coli s'han detectat en freqiiéncies
similars en animals amb i sense diarrea, posant en dubte el seu rol en el desenvolupament
de la malaltia a nivell de camp i fent palesa de la necessitat de buscar o actualitzar altres

factors involucrats.

3. La composici6 de la microbiota intestinal es molt variada entre els animals i les granges
analitzades, resultant dificil extrapolar els resultats d'estudis individuals a les condicions
de camp. Tot i aixi, en aquest estudi es va observar l'efecte protector de la familia
Ruminococcaceae enfront a la diarrea en garrins de transicio i 1’efecte del genere

Lactobacillus enfront a la infeccié per Rotavirus A.

4. Les soques d'E. coli aillades de porcs deslletats, van ser fenotipicament resistents a la
majoria d'antibiotics de categoria D 1 C, pero també d’antimicrobians d’Us restringit de
categoria B, com quinolones i colistina. Els animals amb diarrea van presentar uns nivells
més alts de soques multi-resistents que els seus companys sans, la qual cosa indica que
I’0s d’antimicrobians poden no ser la millor opcid per al tractament de la diarrea a les

transicions.

5. La caracteritzacio del genoma complet de les soques porcines d'E. coli ha detectat gens
de resistencia a antibiotics considerats d'importancia critica per a la salut publica, com les
cefalosporines de tercera generacio, les quinolones o la colistina. Per contra gens de
resisténcia a altres antibiotics critics que confereixen resisténcia als carbapenems o la

tigeciclina descrits en altres paisos, no s’han detectat a Catalunya.

6. Els gens de resisteéncia als antibiotics es troben majoritariament localitzats en plasmidis,
mentre que els gens de tolerancia als metalls pesants es troben principalment en el
cromosoma. La co-localitzacié d'ambdos compostos en un mateix plasmidi és molt poc

freqiient i, en aquests casos, predominen els gens de tolerancia al mercuri (un contaminant
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ambiental) de manera que la co-localitzacidé no sembla ser el mecanisme de co-seleccio

d'antibiorresisténcies dels metalls pesants.

7. El gen de resisténcia a la colistina mcr-4 es troba localitzat inicament en el plasmidi
ColE10, la qual cosa pot obrir una nova porta pel control d'aquest gen com a target

terapeutic.

8. L’estudi a nivell mundial de genomes d’E. coli amb el gen de resisténcia a la colistina
mcr-1 a partir d’aillats humans i d’animals de produccié indiquen que aquest gen es troba
localitzat en tres plasmidis concrets (Incl2, IncX4, IncHI2) i que les seves prevalences

difereixen entre el continent asiatic (InclI2) 1 1’europeu (IncX4).

9. La restriccié de 1’us de la colistina ha derivat en una evoluci6 divergent del context
genomic de mcr-1 entre Asia i Europa, per la qual cosa cada regié s'ha d'estudiar per

separat.
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