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RESUMEN

El presente estudio fue realizado para determinar la prevalencia de la bacteria Escherichia
coli en becerras lactantes en Cd. Delicias Chihuahua entre los meses de julio a noviembre
del 2008, las muestras fueron tomadas de diferentes establos, con un total de 21 muestras
tomadas al azar de animales de diferentes edades y de ambos sexos, posteriormente se
enviaron al laboratorio para su andlisis. Los resultados mostraron que del total de las 21
muestras, el 9.52% de las muestras resultaron positivas a la prueba. Del total de las
muestras positivas, un 8.33% correspondieron a hembras. Con referencia a los machos, el

11.11% fueron positivos.

Palabras clave. Prevalencia, escherichia coli, becerros holstein, diarrea.



l. INTRODUCCION

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa, mévil o inmévil, anaerdbica facultativa, no
formadora de esporas, miembro de la familia Enterobacteriaceae. La estructura genémica
principal es comdn tanto para bacterias comensales como patdgenas, dando a los
microorganismos los mecanismos requeridos para la supervivencia en las condiciones
competitivas en el intestino, asi como la capacidad de extenderse entre mas hospederos y
sobrevivir en el ambiente (Kaper et al., 2004). El género Escherichia comprende cinco
especies: Escherichia blattae, Escherichia coli, Escherichia fergusonnii, Escherichia
hermannii y Escherichia vulneris. La especie E. coli, es la Unica que tiene significancia
clinica. No obstante, E. hermannii y E. vulneris se han aislado raramente de infecciones

extraintestinales, especialmente de heridas.

Existen alrededor de 225 serotipos de E. coli, y la mayoria de éstas no son patdgenas. A las
cepas de E. coli diarreagénicas, se les han clasificado en seis categorias: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica
(EHECQC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli difusamente
adherente (DAEC). ETEC, EPEC y EHEC son tipos diarreagénicos descritos en becerros. La
importancia de ETEC en la etiologia de la diarrea en becerros esta bien reconocida y los
tipos EPEC y EHEC son menos comunes en los sindromes diarreicos (Nataro y Kaper,
1998). Estas bacterias han cobrado gran interés en los Ultimos afios por los cuadros clinicos
en el humano, particularmente el sindrome urémico hemolitico y su vinculacion con el

consumo de alimentos contaminados, especialmente cérnicos de origen bovino.

La diarrea es un problema importante de salud publica por todo el mundo, con mas de 2
millones de muertes que ocurren cada afio, en particular entre infantes menores de 5 afios.
Una de las causas mas comunes de diarrea en neonatos es Escherichia coli
enteropatogenica (EPEC) (Goosney et al., 2000). Escherichia coli 0157:H7 causa
aproximadamente 60 muertes y 73,000 enfermedades cada afio en los Estados Unidos
(Mead et al., 1999). EI ganado sano es el hospedador principal y puede portar al
microorganismo como parte de la flora del intestino. Los brotes mas frecuentes son debido al
alimento contaminado o al agua. La transmision directa de E. coli 0157:H7 de animales y su
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ambiente a la gente es una preocupacion creciente. La mayor parte de informes son de
casos solos o0 pequefios brotes, y pocos han permitido las investigaciones epidemiolédgicas

extensas al establecer factores de riesgo para la infeccién (Warshawsky et al., 2002).



Il JUSTIFICACION

De acuerdo a estos antecedentes que demuestran que la colibacilosis es una enfermedad
infecciosa que afecta a los animales domeésticos y al hombre, siendo una de las zoonosis
mas importantes en la industria de los alimentos, tomando en cuenta que en los bovinos
lecheros es una enfermedad que se presenta en épocas de lluvias debido a que esta
bacteria permanece en lugares hiumedos por varios meses y se trasmite por contaminacion
fecal del agua y los alimentos y considerando que en Cd. Delicias, Chihuahua, se han estado
reportando brotes de colibacilosis en hatos lecheros y el riesgo de la infeccion de un hato a
otro es muy alto, se pretende determinar la frecuencia de colibacilosis en becerras con

diarrea de 1 a 60 dias de edad.



Il OBJETIVOS

3.1. Objetivo general.
Determinar la frecuencia de Escherichia coli en becerros lactantes en hatos lecheros de

Cd. Delicias Chihuahua.

3.2. Objetivos especificos

Tomar muestras de becerros con signos de diarrea.

Identificar Escherichia coli, utilizando la técnica de ELISA.

Determinar a qué edad los becerros son mas susceptibles a contraer la infeccion por E. coli.



V. ANTECEDENTES

1. Historia

La bacteria Escherichia coli fue descubierta en 1885 por Theodor Escherich, quien la denomin6
inicialmente Bacterium coli. En 1947, Kauffmann propone una forma de diferenciar las cepas
de E. coli en base a la determinacion de los antigenos superficiales O (somaticos), K
(capsulares) y H (flagelares). Esta forma de clasificacion serologica resulté muy util en los
estudios epidemioldgicos y de patogenicidad de E. coli, facilitando la diferenciacion entre cepas

virulentas e inocuas (Ewing et al., 1996).

El serotipado rutinario de las cepas de E. coli aisladas de casos esporadicos y brotes de
diarrea en Europa y Estados Unidos permitio, en los afios cuarenta y cincuenta, asociar con la
diarrea neonatal a un grupo de cepas de E. coli pertenecientes a un limitado grupo de
serotipos a las que denominaron en 1955 como E. coli enteropatogénicas (EPEC) (Hicks et al.,
1996). A pesar de que varios estudios realizados con voluntarios en la década de los
cincuenta demostraron claramente que estas cepas eran capaces de inducir diarrea, al
descubrirse en los afios setenta que las EPEC no producian enterotoxinas ni tenian capacidad
enteroinvasiva, algunos investigadores concluyeron precipitadamente que dichas cepas no
eran enteropatdgenas. La polémica suscitada fue resuelta en 1978 al demostrar, tras
inoculacién oral a voluntarios, que las cepas EPEC no enterotoxigénicas ni enteroinvasivas,
conservadas en el laboratorio durante mas de siete afios, todavia eran capaces de causar

diarrea por mecanismos no conocidos (Smith y Huggins, 1983).

Sin embargo, los mecanismos de virulencia de EPEC han sido mejor entendidos,
principalmente gracias al advenimiento de la biologia celular y molecular. Mientras EPEC
invade células en cultivos de tejido in vitro, esto no ocurre in vivo (Francis et al., 1991) Hace
casi medio siglo, en 1963 se determiné que ciertos serotipos de EPEC estan asociados con
los brotes de diarrea. Cravioto, en 1979, describié un ensayo in vitro basado en la
adherencia de la bacteria a células, mostrando que EPEC se adhiere a las células. Unos
aflos mas tarde fue demostrado que aquellas bacterias No-EPEC adherentes asociadas con
diarrea si se adherian y fueron llamadas “E. coli enteroadherentes” (Cravioto et al., 1991). Al
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mismo tiempo Nataro, en 1987, reconocié dos fenotipos diferentes entre las bacterias
enteroadherentes, el difuso y el agregativo. El trabajo de Nataro fue la primera descripcion
de EAEC. La adhesion agregativa es caracterizada por un “apilado” en la formacion de
células bacteriales conectadas a las células de los cultivos celulares (Nataro et al., 1998). En
1982 Escherichia coli 0157:H7 fue reconocida como un patégeno, durante una investigacién
de brote de colitis hemorragica. La infeccién por Escherichia coli 0157 puede conducir a el
sindrome hemolitico uremico, caracterizado por anemia hemolitica, trombocitopenia, y una

lesion renal (Bell et al., 1994).

Aproximadamente 73,480 infecciones debido a la E. coli O157 ocurren cada afio en los
Estados Unidos, causando aproximadamente 2,168 hospitalizaciones y 61 muertes cada afio
(Mead et al., 1999). En 1995 los primeros brotes de E. coli enterohemorragica O157:H7
incluyendo 100 casos humanos en California fueron descritos en Suecia. Se sabe que el
ganado puede ser portador de esta bacteria y en muchos casos es la fuente de infeccion.
Muestras fecales individuales fueron recogidas en los 16 rastros suecos de abril de 1996 a
agosto de 1997. De 3071 muestras fecales fueron encontradas 37 (1.2%) E. coli
verotoxigénica (VTEC) 0157 que codifican genes para verotoxinas (VTI y/o VT2). Otras 3
muestras fueron de serotipo 0157:H7, pero no produjeron verotoxinas (Albihn et al., 2003).
La preocupacion por la seguridad sobre los productos alimenticios de origen bovino surgi6
hace tres décadas y ha aumentado debido al nimero creciente de infecciones humanas con
infeccién con E. coli con producciéon de la toxina Shiga (STEC) (Griffin y Tauxe, 1991). Los
brotes de E. coli O157:H7 y la infeccion causada por la transmision de animales de granja o

su ambiente fueron reconocidos en los Estados Unidos durante el 2000.

El nimero de casos permiti6 a la caracterizacion de factores de riesgo, y un estudio
medioambiental simultaneo de la granja fue conducido para definir las fuentes de infeccién

(Pennsylvania y Washington, 2000).



2. Grupos de Escherichia coli patégenos

Escherichia coli es la especie predominante de la flora normal aerobia y anaerobia facultativa
del tubo digestivo en la mayor parte de los mamiferos, y se elimina por las heces al exterior. Se
puede encontrar en el medio ambiente ya que es capaz de sobrevivir durante cierto tiempo en
el agua y los alimentos, de manera que su aislamiento es un indicador de contaminacion fecal

reciente (Blanco et al., 2001).

Algunas cepas de E. coli son patégenas y pueden producir infecciones entéricas como
enteritis, diarrea, disenteria, colitis hemorragica, o extraintestinales, sindrome urémico
hemolitico y enfermedad del edema, bacteriemias o septicemias, meningitis, peritonitis,
mastitis, e infecciones pulmonares y de heridas. E. coli provoca en seres humanos del orden
de 630 millones de casos de diarrea en el mundo y aproximadamente 775.000 muertes al afio,
afectando fundamentalmente a la poblacion infantil del tercer mundo (Johnson, 1991). Es el
patdégeno oportunista mas frecuentemente asociado con infecciones urinarias y septicemias en
seres humanos. En animales domésticos las colibacilosis son muy frecuentes, incidiendo
esencialmente en animales de pocos dias de edad y en recién destetados (Blanco et al., 2005)
ocasionan importantes pérdidas econémicas en las explotaciones de ganado bovino, porcino y
ovino. Mientras que en terneros, lechones, corderos y gazapos E. coli suele producir diarrea,
en aves provoca fundamentalmente infecciones respiratorias y septicemias. Ademas E. coli
puede causar en rumiantes, ganado porcino, perros y gatos colisepticemias en neonatos,

infecciones urinarias y mastitis (Gyles, 1994).

La virulencia bacteriana es un fenémeno multifactorial. Las cepas patégenas de E. coli poseen
diferentes tipos de factores de virulencia que contribuyen conjuntamente a potencializar su
patogenicidad (Warshawsky et al., 2002). Asi, las E. coli enterotoxigénicas para poder causar
diarrea ademas de secretar enterotoxinas, responsables de la deshidratacion, deben poseer
factores de colonizaciéon que les permitan adherirse a los enterocitos y colonizar el epitelio
intestinal (Hancock et al.,, 1998). Sin las adhesinas las bacterias enterotoxigénicas serian
eliminadas mecanicamente por el lavado ejercido por los movimientos peristalticos del intestino
delgado, y no podrian provocar diarrea a pesar de producir enterotoxinas (Harmon et al.,
1999).



Aunqgue las cepas de E. coli que causan infecciones en seres humanos y animales pueden
compartir determinados factores de virulencia, en general presentan diferentes serotipos y
poseen adhesinas especificas que son responsables de su especificidad de hospedador. Por
lo tanto, las cepas de E. coli patdgenas para seres humanos no suelen producir infecciones en
animales y viceversa. No obstante, se ha comprobado que los animales pueden ser un
reservorio de E. coli enteropatdégenica para las personas. Asi, las E. coli verotoxigénicas
(VTEC) que causan colitis hemorragica y el sindrome urémico hemolitico en humanos, forman
parte de la flora normal intestinal del ganado bovino y ovino donde se comportan, en la mayor

parte de los casos, como comensales (Grauke et al., 2002).

Las E. coli patogenos se han englobado en diferentes grupos o categorias: E. coli
enteropatogénicas (EPEC), E. coli enterotoxigénicas (ETEC), E. coli enteroinvasivas (EIEC), E.
coli verotoxigénicas (VTEC) o enterohemorragicas (EHEC), E. coli enteroagregativas (EAEC),
E. coli enteroadhesivas con adherencia difusa (ADEC), E. coli uropatogénicas y E. coli
bacteriémicas 0 septicémicas. Las cepas de estos grupos presentan mecanismos de
patogenicidad especificos, serotipos distintos y producen infecciones y sindromes diferentes
(Presterl et al., 1999). Estas categorias tienen atributos de virulencia que ayudan a la bacteria
a causar enfermedades por mecanismos diferentes. Los tipos EIEC, EHEC Y ETEC poseen
atributos de virulencia especificos, incluyendo toxinas diferentes, invasion y factores de

colonizacion.

3. E. coli enteropatogénicas (EPEC)

El serotipado rutinario de las cepas de E. coli aisladas de casos esporadicos y brotes de
diarrea en Europa y Estados Unidos, permiti6 en los afios cuarenta y cincuenta, asociar con la
diarrea neonatal a un grupo de cepas de E. coli pertenecientes a un limitado grupo de
serotipos a las que denominaron en 1955 EPEC (McDaniel y Kaper 1997). A pesar de que
varios estudios realizados con voluntarios en la década de los cincuenta demostraron
claramente que estas cepas eran capaces de inducir diarrea, al descubrirse en los afios

setenta que las EPEC no producian enterotoxinas ni tenian capacidad enteroinvasiva, algunos
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investigadores concluyeron precipitadamente que dichas cepas no eran enteropatdégenas
(Kaper et al., 2004). La polémica suscitada fue resuelta al demostrar, tras inoculacion oral a
voluntarios, que las cepas EPEC no enterotoxigénicas ni enteroinvasivas, conservadas en el
laboratorio durante mas de siete afios, todavia eran capaces de causar diarrea por
mecanismos no conocidos. Aunque los brotes de diarrea provocados por las EPEC en los
paises desarrollados han remitido drasticamente en las Ultimas dos décadas, se siguen

produciendo frecuentes casos esporadicos y algunos brotes (Porter et al., 2005).

Las cepas de E. coli que causan diarrea en terneros provocan lesiones intestinales de
adhesién y borrado, por lo que se incluyen dentro de las EPEC. No obstante, las cepas que

infectan los terneros poseen distintas adhesinas que las humanas (Sircili et al., 2004).

4. E. coli enterohemorragicas (EHEC)

Los rumiantes son un depdsito importante de EHEC e infecciones humanas con frecuencia
son asociadas con el contacto directo o indirecto con excrementos de rumiantes. Las
estrategias de reducir el predominio de EHEC en rumiantes deberian bajar la incidencia de
infeccion humana (Frankel et al., 1994). Sin embargo, actualmente poco se conoce sobre
los mecanismos de colonizacién intestinal de rumiantes por EHEC y ninguna vacuna eficaz

aun ha sido desarrollada (Lema et al., 2001).

5. Diferencias entre E. coli enteropatogénicay E. coli enterohemorragica

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) y E. coli enterohemorragica (EHEC) causan una
morbilidad y mortalidad significativa por todo el mundo (Clarke et al., 2003). Aunque estos
patotipos de E. coli estan genéticamente relacionados, muchos rasgos de su epidemiologia,
su patogénesis y los lugares que ellos ocupan dentro del hospedador son Unicos. EHEC
produce una Shigatoxina (Stx) que puede causar dafio a células endoteliales renales,
causando sindrome hemolitico uremico, mientras EPEC no posee Stx (Leverton y Kaper.,

2005). La enfermedad de EHEC aparece principalmente en naciones industrializadas aunque
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causa menos brotes de enfermedad que en paises en via de desarrollo. Esta observacion
anecdodticamente ha sido atribuida a la proteccion inmunolégica de la bacteria relacionada,

EPEC, en las regiones menos desarrolladas del mundo.

Hay dos diferencias adicionales importantes que distinguen estos dos patotipos de E. coli.
Aproximadamente de 108 a 1010 bacterias de EPEC son necesarias para causar la infeccion
(Donnenberg et al., 1993), mientras la dosis infecciosa para EHEC es mucho menor,
estimada de 100 CFU. EPEC infecta el intestino delgado; EHEC infecta el intestino grueso,
produciendo la diarrea sanguinolenta que es resultado del dafio al colon. Las variantes de las
proteina de la membrana interna, expresado por ambos patotipos, han sido implicados como
contribuidores al tejido (Reece et al.,, 2001). EPEC y EHEC comparten semejanzas
genatipicas y fenotipicas codificando un sistema de secrecién y la capacidad de producir

adherencia y eliminacion en las lesiones intestinales (Moon et al., 1983).

6. E. coli enterotoxigénicas (ETEC)

La diarrea neonatal en terneros causa importantes dafios econémicos en las producciones
pecuarias en todo el mundo, su principal agente causal son las cepas de ETEC (Runnels et
al., 1986). ETEC tiene dos grupos de factores de virulencia: fimbrias (pili) y enterotoxinas, las
fimbrias K99 y/o F41 median la adhesién al ileon. El becerro infectado con ETEC produce
enterotoxina termoestable, que causa la hipersecrecién en el lumen intestinal (Butler y
Clarke, 1994) y reduce la absorcion en el intestino (Holland, 1990). La Fimbria mas
comunmente observada sobre ETEC de terneros con diarrea es F5 (K99) y F41, sin embargo

las cepas con fimbria F165 también han sido aisladas (Contrepois et al., 1989).

Las inmunoglobulinas calostrales juegan un papel importante en la proteccién del becerro
contra ETEC. Una respuesta de anticuerpos activada por lo general no es descubierta hasta
las cuatro semanas de edad en terneros con un nivel suficiente de inmunoglobulinas
colostrales, mientras que terneros hipogammaglobulinémicos pueden responder durante la
primera semana de vida (Logan et al., 1974). Se a reportado una mortalidad del 8.8% en
terneros entre 24 horas de edad y el destete. Aproximadamente el 89% de las muertes

ocurre en terneros menores de un mes; la muerte es debido a la diarrea en el 26% de los
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terneros (Harel et al.,, 1991). La patogénesis involucra la union de las fimbrias a
glicoproteinas y glicolipidos que actian como receptores en la mucosa y en las células
epiteliales del intestino delgado del hospedero asi como, la induccion de diarreas a través de

las enterotoxinas (Francis et al., 1998).

Las ETEC son consideradas en la actualidad, junto con las EPEC los patégenos que con
mayor frecuencia causan diarrea colérica y diarrea del viajero en paises con condiciones
higiénico-sanitarias deficientes (Duchet et al., 1992). En los estudios realizados en Asia, Africa
e Iberoamérica, las ETEC se aislan de entre el 10% y el 50% de los pacientes con diarrea. En
los paises desarrollados, las ETEC son aisladas muy raramente de casos esporadicos de
diarrea (0 y el 4%) (Sherman et al., 1983). En animales domésticos, las colibacilosis causadas
por ETEC son muy frecuentes, afectan fundamentalmente a animales de pocos dias de edad
y recién destetados, y ocasionan importantes pérdidas econémicas en las explotaciones de
ganado porcino y bovino (Acres et al., 1979). Las cepas humanas sintetizan las enterotoxinas
LT/6 STa y poseen los factores de colonizacion CFA/l a CFA/IV; mientras que las bovinas
producen la enterotoxina STa y llevan fimbrias K99 y/6 F41. Existe una alta especificidad de
huésped, no siendo las ETEC de origen animal patégenos para los seres humanos y
viceversa. Las enterotoxinas actlan incrementando la concentracion de adenosin o0 guanosin
monofosfato ciclico en los enterocitos, lo que provoca una fuerte salida de agua y electrolitos al
lumen intestinal (Brunder et al., 1997). Las ETEC que causan diarrea en los animales
pertenecen a un limitado nimero de serotipos que son totalmente diferentes a los encontrados
en las cepas humanas. La enfermedad edematosa afecta fundamentalmente a terneros
destetados, tiene una alta mortalidad y es causada por cepas que ademas de producir
enterotoxinas sintetizan la verotoxina VT2v (también conocida como VT2e ¢ toxina

edematosa) responsable de las alteraciones neuronales (Herold et al., 2005).

7. E. coli enteroagregativas (EAEC)

En paises en via de desarrollo un nimero creciente de estudios ha apoyado la asociacion de
EAEC con la diarrea, el mas prominente esta asociado con la diarrea persistente (Lima et al.,
1992). Varios estudios en nifios con diarrea han mostrado una diferencia significativa en el
predominio de EAEC (Bouzari et al., 1994).
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Provocan una diarrea acuosa mucoide, pero se puede observar sangre en un numero
significativo de muestras fecales. Son muy frecuentes los individuos portadores
asintomaticos. Las EAEC presentan fimbrias que les permiten adherirse de forma agregativa a
las células y unirse al epitelio intestinal. Provocan un aumento de la secrecion de moco que
conduce a la formacién de una biopelicula donde quedan atrapadas las bacterias. Se cree que
la formacion de la biopelicula puede promocionar la colonizacién persistente y tal vez una mala
absorcion. Posteriormente la bacteria produce una enterotoxina termoestable y una citotoxina
gue pueden ser responsables de la diarrea y de las lesiones histopatolégicas. La deteccion de
ECEA se realiza investigando la adhesién agregativa a células y por pruebas genéticas
(hibridaciébn 6 PCR) que detectan un plasmido asociado con el patron de adherencia
enteroagregativa. Las EAEC se han asociado al sindrome de diarrea persistente. EI nUmero
creciente de tales informes y la proporcion creciente de casos de diarrea en los cuales EAEC
es implicada sugiere que las EAEC son los agentes importantes, emergentes de diarrea
pediatrica (Wanke et al., 1991).

8. E. coli enteroinvasivas (EIEC)

En 1971 se describe un nuevo grupo de cepas de E.coli que provocaron disenteria, asociados
a EIEC. En estudios llevados a cabo en Brasil, México y Thailandia, las cepas invasivas no se
detectaron o su frecuencia de aislamiento fue muy baja (Falconi et al., 1998). Sin embargo, se
han producido algunos brotes causados por este tipo de cepas en Estados Unidos,
Checoslovaquia y en Espafia. La mayor parte de los pacientes infectados desarrollan una
diarrea acuosa indistinguible de la provocada por otros grupos de E. coli diarreagénicas.
Solamente algunos pacientes presentan disenteria, que se manifiesta con sangre, moco y
leucocitos en las heces, y fiebre. Las EIEC son muy parecidas a Shigella ya que generalmente
son incapaces de fermentar la lactosa, no son mdviles, lisina descarboxilasa negativas y

ademas poseen antigenos O que presentan reaccion cruzada con las de Shigella.

El modelo actual de patogénesis de Shigella y EIEC comprende los siguientes pasos: (1)
penetracion por endocitosis dentro de las células de la mucosa intestinal del colon, (2) lisis de
la vacuola endocitica, (3) multiplicacion intracelular, (4) movimiento intracelular y (5)
diseminacién lateral a las células adyacentes (Wallace et al., 1989).
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9. E. coli verotoxigénicas (VTEC)

Las VTEC, y muy especialmente las enterohemorrdgicas altamente virulentas del serotipo
0157:H7, son importantes patégenos emergentes que causan patologias muy severas en seres
humanos: colitis hemorragica y el sindrome urémico hemolitico (Blanco et al., 1996). Hay
mucho interés en entender la diseminacion de VTEC 0157 entre el ganado de carne y de
leche y los motivos por qué estasn no causan colitis y diarrea en este hospedador. Un punto
de partida légico para tales investigaciones es el transporte y la expresién de adherencia
bacterial establecida, aunque hasta el momento no haya ningunas pruebas claras que E. coli
0157 coloniza la mucosa gastrointestinal bovina. E. coli 0157 no tiene genes para la
adherencia que podria desempefiar un papel en la colonizacién del hospedador bovino,
como K99 y F41 (Galfi et al., 1998).

Uno de estos patotipos, produce una citotoxina llamada Shigatoxina (STEC), también
llamada verotoxina que causa disenteria parecida a la producida por el serotipeo 1 de
Shigella (O'Brien et al., 1982), Sobre todo el bovino, constituye un depésito enorme de
STEC, y no es sorprendente que la infeccion humana con frecuencia pueda ser remontada a
la contaminacién de alimento o agua con el abono de ganado. Es importante reducir la
contaminacion de alimento y del medio ambiente debido a STEC, en ganado de engorda y
por lo tanto en la produccion de carne (Roldgaard et al., 2004). Varios métodos son usados
para caracterizar la eliminacién de microorganismos STEC, y para conocer los factores que
influyen en la eliminacion por los bovinos y entiender los mecanismos por los cuales STEC
causa la enfermedad en la gente. Los datos de estos estudios probablemente conducen a
los métodos mejorados de prevencién y tratamiento de enfermedad en la gente (Jenkins et
al., 2003).

A nivel de hato, se requiere la disminucion de la concentracion de E. coli O157:H7
disminuyendo el ndmero de bovinos que eliminen ésta bacteria en heces (Hancock et al.,
1994) y por lo tanto, controlando la transmision del organismo a terneros y al ganado adulto.
Una préactica comin en los hatos de ganado lechero es la administracion de leche con
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antibiéticos a terneros recién nacidos para prevenir la enfermedad y mejorar el crecimiento.
Sin embargo, E. coli O157:H7 ha sido aislada de terneros de los hatos que usaron
antibioticos oralmente administrados en el agua y la leche, pero no de terneros de hatos

donde los antibioticos sélo de vez en cuando fueron usados (Shere et al., 1998).

No obstante, también se ha encontrado el VTEC 0O157:H7 en ganado ovino. Mas de la mitad de
los terneros y corderos llevan en su flora intestinal VTEC 0157, muchos de los cuales
pertenecen a los mismos serotipos de las cepas que causan infecciones en seres humanos. El
ndmero de animales colonizados por VTEC altamente virulentos del serotipo O157:H7 es
aproximadamente el 10% del ganado bovino y el 3% del ganado ovino. Se calcula, que el 10%
de las canales de carne de bovinos estan contaminadas por VTEC No-O157 y el 1% por
0157:H7 (Rahn et al., 1996).

10.Signos y lesiones

En terneros con septicemia, las manifestaciones se evidencian a los 4 dias de vida
aproximadamente. Hay depresion, taquicardia, anorexia, con temperatura elevada al
principio que luego desciende por debajo de la temperatura normal. Puede haber
diarrea y signos de disenteria. También puede haber evidencia de afecciones en
otras localizaciones; artritis, meningitis, panoftalmitis, neumonia, entre otras (Lima et
al., 1992).

En los terneros con colibacilosis enterotoxica, las primeras manifestaciones clinicas
aparecen entre 1 y 2 semanas de vida. Hay debilidad severa, temperatura
disminuida, mucosas pélidas, piel fria, colapso de venas superficiales, irregularidad
cardiaca, movimientos convulsivos y apnea. Es importante la toxemia entérica, hay
diarrea acuosa, amarillenta, pélida o blanca, con estrias de sangre, olor fétido y
desagradable. La muerte sobreviene de forma aguda, luego de 2 a 6 horas de

aparicion de los primeros signos.

En animales infectados natural o experimentalmente, las lesiones producidas por cepas de
E. coli, productoras de citotoxinas, ocurren principalmente en ciego y colon distal; con
presencia de erosiones y Ulceras, histoloégicamente los enterocitos se presentan cuboidales y

no parece existir predisposicion particular por algun tipo de célula en la mucosa. También se
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puede observar edema extenso, erosiones, Ulceras y hemorragias en otros sitios del tracto
gastrointestinal, sin que se demuestre colonizacion bacteriana, el aspecto de la diarrea ha

sido definido como “disenteriforme” (Holland, 1990).

Los cuadros clinico-patoldgicos que se presentan en bovinos por estas cepas de E. coli son:
septicémico, enterotéxico y enterotoxémico (enfermedad edematosa bovina). A pesar de que
se aislan frecuentemente cepas EHEC, productoras de STX, en bovinos, son pocas las
comunicaciones en las que se les ha podido asociar con cuadros clinicos entéricos. En un
caso se estudié un cuadro de diarrea disenteriforme con identificaciéon de cepas EPEC que
no produjeron STX; los cuatro animales involucrados no respondieron a la terapia de
liquidos, electrdlitos, transfusiones de plasma y antibiéticos (Mainil et al., 1987) mientras que
en otros trabajos en que se estudiaron situaciones de diarrea y enfermedad entérica en
bovinos, en un caso se aislé una cepa de E. coli perteneciente al serotipo O157:H7 y en otro
se aislaron cepas productoras de STX y se identificaron distintos serotipos (Dorn et al.,
1989).

11.Patogenia

La patogenia y patologia de estas cepas citotéxicas de E. coli en el bovino no ha sido
completamente esclarecida. El problema se ha estudiado fundamentalmente considerando al
bovino como un reservorio y fuente de infeccion para el humano, a través de los alimentos
contaminados, dado que se han identificado los mismos serotipos bacterianos y tipos de STX

en ambas especies (Barrdn et al., 1989).

Las infecciones por rotavirus en animales domésticos estan restringidas al intestino delgado,
yeyuno e ileon, y determinan trastornos en la absorcion de nutrimentos al producir
disminucién del tamafio y fusion de las vellosidades (Barker et al., 1985). En los bovinos se
han descrito infecciones en las cuales todos los diagndsticos correspondieron a un mismo
fenotipo o a patrones diferentes (Taniguchi y Urasawa, 1995) Se ha comunicado mayor
prevalencia del grupo A en los bovinos en donde pueden causar desde infecciones

asintomaticas hasta cuadros de diarrea con pérdida abundante de liquido y desbalance
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electrolitico. La diferente presentacion se atribuye a la variacion en la virulencia de las cepas,
edad de los animales, estado inmunoldgico, dosis infectante, estrés ambiental, asi como
infecciones asociadas. En un estudio de varias explotaciones, la incidencia de infecciones
por rotavirus varié del 7% al 11%, con 26.9% de aislamientos positivos, y se determiné que
en terneros de una semana de edad fue comuin encontrar infecciones asociadas que
incluyen la presencia de cepas de E. coli enterotoxigénicas (Wohlgemuth, 1977). Se ha
demostrado la presencia de cepas de E. coli citotoxicas y de rotavirus asociadas con brotes
de diarrea hemorragica en terneros, se ha analizado la relaciéon entre estos agentes como
factor de riesgo y como determinantes de lesiones intestinales en los bovinos (Justin y
Madec, 1986).

12.Diagnéstico

Para el diagnostico de E. coli se debe diferenciar el fenotipo de cepas patégenas de la flora
no patégena normal utilizando andlisis inmunoabsorbentes ligado a enzimas (ELISA) para
toxinas y fimbria. Estas pruebas pueden llevar mucho tiempo, son complicadas y
rutinariamente no son usadas en muchos laboratorios clinicos. Histologicamente el examen
del intestino puede indicar la participacion de ETEC O AEEC, pero este es un diagnéstico

presuntivo (Kiesling et al., 1982).

Las muestras a procesar deben ser representativas del tipo de infeccion y pueden ser de
heces (coprocultivo), orina (urocultivo), sangre (hemocultivo), exudado de una herida, una
muestra de un liquido organico (ascitico, pleural, liquido cefalorraquideo), bilis 6 leche materna.
Los medios méas frecuentemente utilizados para el aislamiento de E. coli son el agar
MacConkey con lactosa y el medio eosina azul de metileno (EMB) (Huck et al., 2000). Se trata
de medios selectivos que diferencian las colonias en lactosa positivas y negativas. Aunque la
mayoria de las cepas de E. coli son lactosa positivas, no se deben descartar el estudio de las
colonias lactosa negativas, ya que entre el 5% de los E.coli que no son fermentadores de la
lactosa se pueden encontrar cepas patdgenas. Asi, la mayor parte de los EIEC son lactosa

negativos (Walter et al., 1992).
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En los urocultivos y hemocultivos también se emplea una placa de un medio no selectivo como
el agar sangre. Recuentos superiores a 10° unidades formadoras de colonias por mL de orina
son indicativos de una bacteriuria. En muestras procedentes de tejidos ¢ liquidos (sangre,
liquido cefalorraquideo, etc...) habitualmente estériles cualquier crecimiento es indicativo de
infeccién (Fuller, 1989).

El diagnéstico genotipico puede ser logrado por la hibridacion de mancha de colonia de ADN
para identificar genes que codifiquen factores de virulencia. Sin embargo, el empleo de
isétopos radiactivos y el tiempo requerido hace este método inadecuado para muchos
laboratorios diagnésticos (Moon et al., 1986). La muestra clinica mas dificil de valorar para el
microbidlogo clinico es la procedente de personas ¢ animales con diarrea, ya que al sembrar
las heces en el agar MacConkey - Lactosa nos va a crecer casi siempre un abundante nimero
de colonias de E. coli. Entonces, el problema consiste en diferenciar entre las cepas
diarreagénicas de las no patdgenas que forman parte de la microbiota normal del intestino
grueso. Actualmente, la técnica mas frecuentemente empleada para detectar los E. coli
diarreagénicos es hacer una PCR multiple capaz de detectar los genes de virulencia mas
representativos de los ECEP, ECET, ECEl, ECVT, ECEA y ECAD (China et al., 1996).
Conviene probar una mezcla de al menos 10 colonias antes de descartar que el coprocultivo
sea negativo. Para efectos epidemioldgicos es muy importante determinar el serotipo O:H de la
cepa aislada. En el caso de aislar un ECVT O157:H7 convendria determinar su fagotipo y
patrén de electroforesis en campos pulsantes (PFGE). Sélamente en determinados
laboratorios de investigacion de referencia se realiza el serotipado completo, el fagotipado y la
técnica de PFGE (Rothbaum et al., 1982).

13.Control y tratamiento

Intereses sociales sobre el empleo de antibidtico en la agricultura de produccion y la
necesidad de productores para poner en practica medidas preventivas contra brotes
patégenos en el suministro de alimentos han destacado el empleo potencial de probiéticos
en operaciones alimenticias. Asi, para rumiantes, existe la posibilidad de que los probiéticos
mejoran condiciones microbianas tanto en el rumen como en la via digestiva inferior (Fuller,
1989).
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Normalmente las infecciones extraintestinales requieren tratamiento con antibiéticos, el cual
debe empezar lo antes posible en los casos de septicemias. En general, todos los procesos
diarreicos requieren como base fundamental del tratamiento una adecuada reposicién de
liquidos y electrolitos. Esta reposicion puede ser oral en casos leves, pero en situaciones de
severa deshidratacion la rehidratacion parenteral no debe demorarse. El tratamiento de las
enteritis con antibiéticos esta muy cuestionado, y en algunos casos totalmente
contraindicado. Se ha demostrado que algunos antibiéticos potencian la liberacion de las
verotoxinas, de tal forma que pueden agravar el estado del enfermo y favorecer el desarrollo
del SUH. No obstante, se ha visto que la fosfomicina es un antibidtico adecuado para el

tratamiento de las diarreas y colitis hemorragicas causadas por los ECVT O157:H7.

Los antibiéticos a utilizar deben ser activos "in vitro" (Krehbiel et al. 2003), y alcanzar
cantidades suficientes en el foco infeccioso, debiéndose escoger los menos toxicos y los que
tengan menor tendencia a seleccionar formas de resistencia entre los eficaces. Los
antibiéticos mas frecuentemente empleados son la amoxicilina, amoxicilina - acido
clavulanico, cefalosporinas, aminoglicésidos, cotrimoxazol y quinolonas. Entre los
antibiéticos que presentan menores tasas de resistencias estan la amoxicilina - &cido
clavulanico, las cefalosporinas de 22 y 32 generacion, gentamicina, tobramicina, amikacina,
colistina y polimixina B. En general las cepas de origen animal presentan mayores tasas de

resistencias a los antibiéticos que las de origen humano (Krehbiel et al. 2003).

La prevenciéon se debe basar en el sanamiento de las aguas, en el control de los alimentos,
y en la mejora de las condiciones higiénicas y de manejo. Hay que intentar eliminar todos los
factores predisponentes de las infecciones oportunistas. Para evitar las septicemias
neonatales que afectan a terneros hipogammaglobulinémicos menores de una semana de
vida, es fundamental alimentar a los neonatos con un calostro rico en anticuerpos sobre
todo en los hatos en los que este tipo de infecciones son frecuentes. Se han desarrollado
vacunas elaboradas con bacterias enteras muertas (bacterinas) 6 con antigenos fimbriales
(K88, P987, K99 y F41) purificados para prevenir la diarrea en lechones y en terneros recién
nacidos (Kmet et al., 1993).
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Se vacuna a las madres uno 6 dos meses antes del parto y su descendencia recibe los
anticuerpos pasivamente via calostro. Para prevenir las diarreas postdestete y la enfermedad
edematosa hay que vacunar a los animales durante la segunda semana de vida, pero en
general los resultados no son tan buenos como los conseguidos con las vacunas contra la

diarrea neonatal.

V. MATERIAL Y METODOS

Marco de referencia. Delicias es una ciudad agricola, ganadera e industrial, ubicada
a 65 km al sur de la capital de Chihuahua y a 70 km al norte de Camargo. Tienen una
superficie de 335,43 km?, localizandose en la latitud norte de 28°11" y longitud oeste
de 105°28", a una altitud de 1,170 metros sobre el nivel del mar. Es el municipio mas
pequefio del Estado, cabecera del Municipio de Delicias. Limita al norte con Meoqui,
al sur y al este con Saucillo, y al oeste con Rosales. El uso del suelo es
fundamentalmente agricola e industrial. El tipo de tenencia de la tierra corresponde
en su mayoria al régimen de pequeiia propiedad con 18.936 hectéreas, y en
segundo término el ejidal con 7.856 hectareas distribuidas en seis ejidos. El clima es
semiarido, la precipitacion pluvial media anual oscila entre 300 y 400 milimetros
(promedio 366), con un promedio anual de 82 dias de lluvia y una humedad relativa
del 45%. Se estiman 60 dias de lluvia y 2 de granizo. Los dias con heladas son 110 y
existen 3 dias de heladas tempranas en octubre y 4 de heladas tardias en abiril,
segun las estadisticas oficiales. Los vientos dominantes proceden del sudoeste. La

temperatura diaria maxima promedio es de 25 °C y la minima promedio de 10 °C.

Fase de campo. El presente estudio fue disefiado y realizado para determinar la
frecuencia de Escherichia coli en becerros Holstein lactantes en hatos lecheros de
Cd. Delicias Chihuahua, entre los meses de Julio a Noviembre del 2008. Se tomaron
muestras de heces de 7 hatos lecheros (Cuadro 1), de animales de 0 a 35 dias de
edad con signos clinicos de diarrea. Cada muestra fue tomada asépticamente en

bolsas estériles y transportada en refrigeracion al laboratorio de patologia de la
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Unidad de Diagnéstico del Departamento de Ciencias Médico Veterinarias de la

Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro para su andlisis.

Fase de laboratorio. El estudio se realiz6 en la Unidad de Diagnodstico de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna ubicada en Torredn Coahuila. Se utilizé un
paquete comercial de diagnéstico de la técnica de inmunoabsorcion ligada a enzimas
(ELISA) para la deteccion del antigeno K99 de Escherichia coli en heces. El paquete
permanecié almacenado en refrigeraciébn a una temperatura de 4 a 8 °C, y se puso a

temperatura ambiente para su uso.

Cuadro 1. Niumero de becerros muestreados en 7 hatos lecheros de Cd. Delicias, Chihuahua.

Establos n
1. Leche Delicias 3
2. El Espejo 6
3. ElOrejas 2
4. Las Alazanas 2
5. Los Arados 1
6. Los Pinos 2
7. La Campera 5

Total 21

Se diluyeron el reactivo control negativo (N), el reactivo control positivo (P) y las muestras de
materia fecal (M), cada uno al 50%, con un diluyente amortiguado con fosfatos como se

observa en la hoja de trabajo (placa).
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Las muestras se homogenizaron utilizando perlas de vidrio dentro de un recipiente de vidrio

(tubos de ensayo de 5 mL) y se agitaron vigorosamente.

Se prepar6 una solucién de lavado concentrada (X20) 1:20 con agua destilada, eliminando
los cristales que se formaron a 5°C (+ 3°C). Pasado el tiempo de la primera incubacion se
llenaron los pocillos de la placa con 300 pL de la solucién de lavado, se vacié el liquido de la
placa con un golpe sobre la superficie firme con tela absorbente y se repitié este paso un

total de 3 veces, evitando la formacién de burbujas.

Se depositaron en cada pocillo 100 puL de conjugado (Anticuerpo anti IgG) y se dejo incubar

la placa a 21°C (£5°C) durante 30 minutos (3 min).

Se lavaron los pocillos de la placa llenando cada uno con 300 uL de la solucién de lavado, se
vacio el liquido de la placa con un golpe sobre la superficie firme con tela absorbente y se

repitio este paso un total de 3 veces, evitando la formacién de burbujas.

Hoja de trabajo:

A N N N M19

B P P P M20

C M1 | M7 | M13 | M21

D M2 M8 M14

E M3 | M9 | M15

F M4 | M10 | M16
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G M5 | M11 | M17

H M6 | M12 | M18

Se depositaron 100 pL de solucidn reveladora y se incubaron durante 10 minutos a 21 °C +

5°C en un area sin luz.

Criterios de validacion. El resultado fue considerado positivo cuando:

A) El control positivo presenté un color azul bien marcado.

B) EIl control negativo no presenté color o un color azul ligero.

Interpretacion. La placa fue validada cuando:

A) Fue considerada como positiva cualquier muestra que presenté un color azul,

gue sea mas oscuro que el color del control negativo.

B) Es considerada como negativa cualquier muestra que presentd un color

equivalente o ligeramente menor que el control negativo.
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VI. RESULTADOS

Este trabajo fue realizado con el objetivo de determinar la prevalencia de Escherichia coli
involucrada en la diarrea indiferenciada de las becerras y la edad en la que éstas se afectan,

obteniéndose lo siguientes (Figuras 1, 2y 3).

De un total de 21 muestras de heces de becerras con diarrea obtenidas, solo 2 (9.52%)
resultaron positivas a la prueba, indicando que el antigeno K99 se encontr6 en estos

animales y por lo tanto el 90.48% restante, fueron negativas.

total de muestras

100.00% 90.48%

80.00%

60.00%

40.00%

20.00% S55%

oo ,

positivas negativas

Figura 1. Porcentaje de animales positivos y negativos a Escherichia coli.

23



88.89%

100.00%
80.00%
60.00%
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machos
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positivas

negativas
B hembras M machos

Figura 2. Porcentaje de infeccion por Escherichia coli de acuerdo al sexo.
Del total de las muestras positivas, 60% correspondieron a hembras, y 40% a machos.

La Figura 3 muestra la edad de los animales positivos y negativos a colibacilosis,
encontrandose un promedio de 7 a 8 dias de edad en que se presenta la infeccion.

Edad de animales muestreados
45

40 A
35

30

DIAS

=@— positivas
20

I
s A
[
[\

== negativas
15

10

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 3. Edad en dias de los animales que resultaron positivos
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VIl.  DISCUSION

El presente estudio fue dirigido sobre becerros con diarrea observandose una alta
prevalencia de diarreas en hatos lecheros de Cd. Delicias, Chihuahua. En el Valle de México
se han reportado incidencias de diarreas superiores al 50% en los primeros 30 dias de
lactancia, lo que indica serias deficiencias en el manejo. Asi mismo existen diferencias
significativas en la prevalencia de diarreas entre las becerras nacidas de vaquillas de primer
parto y las nacidas de vacas adultas. De acuerdo a un estudio la diarrea afectd al 14% de las
becerras nacidas de vacas adultas y al 27% de los becerras nacidas de vaquillas de primer
parto en los primeros 60 dias de vida (Medina et al., 1996). Estos datos nos muestran que la
calidad del calostro de las vacas es mayor que de las vaquillas y en este caso para evitar las
diarreas en becerros de vaquillas se deben implementar técnicas de manejo donde se utilice

calostro de buena calidad y/o sustitutos de calostro.

En Suecia se reportan bajas prevalencias de E. coli enteropatdégena productora de
verotoxina, en los principales 16 rastros se recolectaron muestras de heces fecales de abril
de 1996 a agosto de 1997. De 3071 muestras fecales, 37 (1.2%) fueron positivas (Albihn et
al., 2003). Los bovinos son los principales reservorios de E. coli y sus heces son la principal
fuente de contaminacion de alimentos y de agua que causan enfermedades transmitidas por

los alimentos en los seres humanos.

Reinstein y colaboradores (2009) realizaron estudios en los cuales los resultados que
obtuvieron mostraron tasas de prevalencia del 14,8% a E. coli. Ademas, la concentracion
minima inhibitoria de una variedad de antibiéticos para E. coli aislados fueron analizados
para determinar los efectos y se observd que no hubo diferencia significativa en la
susceptibilidad antibiética (Reinstein et al., 2009). Aunque la prevalencia de Escherichia coli
patégena en las explotaciones de ganado vacuno se ha examinado ampliamente, la relacion
entre este patdgeno y el tipo de explotacién se ha establecido sé6lo en raras ocasiones. En
un estudio a gran escala realizado en el 2007 por Cobbaut y colaboradores (2009), para
determinar la prevalencia de E. coli en la region flamenca de Bélgica en las explotaciones de
ganado lechero, ganado de carne, productos lacteos mixtos y de ganado vacuno y terneros,
180 granjas fueron seleccionadas aleatoriamente considerando el tamafio de la explotacién,
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y el nimero de animales comprados. Se tomaron muestras de cada hato donde los animales
se categorizaron en tres diferentes edades, menores a 8 meses, 8 a 30 meses, y mayores de
30 meses. Se tomaron 820 muestras y se analizaron para determinar la presencia de E. coli
utilizando un medio de enriquecimiento, separacién inmunomagnética, y siembra en agar
selectivo. La prevalencia global de E. coli fue de 37,8% (68 de 180 hatos). La prevalencia
mas alta se encontrd en las explotaciones de ganado lechero (61,2%, en 30 de 49 hatos).
Las prevalencias en becerras fue de 9,1% (1 de 11 hatos). Se observé una correlacién
positiva significativa entre la edad y la prevalencia de E. coli. No hubo influencia del tamafio

de la explotacién o la introduccién de nuevos animales (Cobbaut et al., 2009).

Tomando en cuenta los datos de los autores antes mencionados y los resultados obtenidos
en este trabajo se puede observar que la prevalencia de colibacilosis en los becerros
lactantes no es muy alta en comparacion con otras infecciones que afectan a estas mismos
animales, ya que nunca se ve rebasado el 15% de los animales infectados del total de las
muestras que se toman para realizar los estudios de investigacién, independientemente del

nimero de éstas.
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VII. CONCLUSION Y SUGERENCIAS

De acuerdo a los resultados obtenidos en ésta investigacion se puede concluir que la edad
de mayor susceptibilidad de la infeccién por E. coli es en animales menores de 10 dias de

edad y que no hay predileccidn ni diferencias entre machos y hembras.

Al parecer las becerras recién nacidas se contaminan inmediatamente al caer al piso y se
infectan con E. coli, al estar en contacto la bacteria por medio de la materia fecal de la madre
con la cavidad oral, lo cual puede provocar una mayor frecuencia de infeccion en los

becerros.

Es recomendable realizar estudios con un mayor numero de animales para determinar la
prevalencia y frecuencia de la infeccion y buscar los principales factores que inciden en la

presentacién de nuevos casos.

Aun que dando una buena dosis de calostro en el tiempo adecuado las becerras pueden
tener una mejor resistencia a desarrollar los serotipos patégenos de Escherichia coli. En los
terneros con colibacilosis enterotdxica, las primeras manifestaciones clinicas aparecen entre

1y 2 semanas de vida.
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