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Resumen

De las enfermedades éntericas que afligen a los terneros recién nacidos
la E. coli enterotoxigénica sigue siendo una infeccién que contribuye a causas de
mortalidad en los lechones y terneros (Ascon et al 1998).

El presente estudio se realiz6 en la Unidad de Diagnoéstico de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna, para determinar
la frecuencia de Escherichia coli K99 en el sindrome diarreico de las becerras,
para lo cual se utilizaron muestras de heces de becerras de 1 y 35 dias de edad
gue presentaban diarrea. Las muestras fueron recolectadas de 9 establos
lecheros de la Comarca Lagunera. Se obtuvieron 90 muestras y posteriormente
fueron trasladadas a la Unidad de Diagndstico de la Universidad para determinar
la frecuencia de infeccion por E. coli K99 por la técnica de ELISA, utilizando un
paquete comercial. Los resultados obtenidos, mostraron que del total de las
muestras analizadas el 84.4% (76) resultaron negativos a la prueba de ELISA,
mientras que el 15.6% (14) de las muestras analizadas resultaron positivas. De
los 9 establos muestreados, uno de ellos present6 el 28% de E. coli K99, 4 de
ellos 14.3%, 2 de solo un 7.1%, y los 2 hatos restantes de 0%. Se obtuvieron
rangos de infeccion por E. coli de 0 a 40%. De los 9 establos, 7 (77.8%) fueron
positivos concluyendo que la prevalencia de infecciones por E. coli K99 en los

establos de la Comarca Lagunera es alta.



l. Introduccion

Una serie de agentes infecciosos como bacterias, virus, y parasitos
causan diarrea en las especies animales La etiologia de la diarrea del ternero es
compleja, involucrando a menudo varios agentes infecciosos, muchos de estos
enteropatdégenos causan lesiones intestinales severas, alterando la actividad de
las enzimas, el transporte de nutrientes o la combinacién de ambos (Holland,
1990).La etiologia de tales infecciones son multifactoriales y la diarrea en el
becerro puede atribuirse a infecciones con un solo agente o agentes mdultiples
(Cabalar et al., 2001; Cabalar et al., 2001). Aunque se han implicado muchos
agentes infecciosos en la etiologia de diarrea en los terneros jévenes, entre los
principales agentes causales estan las bacterias Escherichia coli, Salmonella
spp, y Clostridium perfringes tipos B y C, virus como Rotavirus, Coronavirus,
Torovirus, Calicivirus, y Parvovirus, y protozoarios de los géneros Eimeria spp
(coccidias) y Cryptosporidium spp (Hoet y Boscan, 2005; Snodgrass et al.,
1982;). Estos agentes afectan a bovinos de todas las edades, sin embargo, son
los becerros recién nacidos y menores de 3 meses los que presentan la
enfermedad entérica en forma mas manifiesta (Hoet y Boscan 2005).
Varios estudios a lo largo del mundo han establecido su importancia en las
infecciones entéricas en los terneros a los 60 dias de nacidos (Snodgrass et al.,
1982; Nussbaum et al., 1999).

Las bacterias pueden causar la diarrea por produccion de enterotoxinas
gue inducen el agua y los electrolitos, que influyen en la hipersecrecion de las

criptas de las células, invadiendo la mucosa del intestino y provocando una



respuesta inflamatoria que produce la hipersecrecion a través de las
prostaglandinas y otros productos de la inflamacion y la destruccién de la
absorcién de las vellosidades de las células epiteliales y causando asi una
diarrea por mala absorcién (Holland, 1990., Berberov et al.,2004).

La Escherichia coli enterotoxigénica es un problema mundial que causa
diarreas en animales y humanos y es la responsable de producir 400,000 a
800,000 muertes por afo (Yu, et al., 2002).

La diarrea en los terneros es una enfermedad multifactorial, que causa
uno de los problemas sanitarios més relevantes en las primeras semanas de
vida del becerro. Para manifestar la diarrea se conjugan varios factores
epidemioldgicos, como los ambientales, la transferencia de la inmunidad de la
madre hacia el becerro, una inadecuada ingestion de calostro, mala sanidad y el
sistema de crianza, los cuales causan grandes pérdidas econdémicas en las
lecherias, manifestandose con una baja produccién de leche, por tal motivo, es
importante conocer la frecuencia de la enfermedad en la Regién con la finalidad
de conocer el impacto para que posteriormente se tomen medidas adecuadas
para su control.

1. Objetivos

1.1. Objetivo General.

Investigar la prevalencia de infecciones causadas por Escherichia coli en el
sindrome diarreico de las terneras en 9 hatos lecheros de bovinos Holstein de la

Comarca Lagunera.



1.2. Objetivo Especifico.

Utilizar la técnica inmunoabsorbente ligada a enzimas (ELISA) para
identificar antigenos de E. coli K99 en heces de becerras lactantes con diarrea.
Il. Recopilacion Bibliografica
1.- Historia

Entre las seis categorias reconocidas de Escherichia coli (E. coli)
diarreogenica, la E. coli Enterotoxigénica (ETEC) es la mas comun, en humanos
particularmente en el mundo en vias de desarrollo (Qadri et al., 2005). La
historia de ETEC inicia en Calcuta en 1956, donde se inyectaron cepas vivas de
E. coli aisladas de nifios y adultos con la enfermedad del célera, dentro del ileon
de conejos y se encontré gran cantidad de fluido similar al de Vibrio cholerae
(Nataro y Kaper, 1998; Qadri et al., 2005;). ETEC es una causa comun de
diarreas en los terneros recién nacidos, asi como en otras especies (Mills y
Tietze, 1984), ademas es la causa mas importante de diarrea aguda en los
humanos y en los animales jovenes del ganado (Lee e Isaacson, 1995). La
ETEC es uno de los principales agentes causantes de diarrea en los terneros de
dos semanas de edad y puede ser patdgeno todavia para las terneros de 6
semanas cuando esta asociado con otros agentes como el rotavirus; las
infecciones de ETEC son a menudo mortales o fatales en los terneros recién

nacidos, corderos y cerdos (Figuereido et al., 2004; Garg et al., 2007).



2. Etiologia.

La E. coli es un habitante natural del intestino de animales domésticos
saludables y frecuentemente es encontrado en los rumiantes (Beutil, et al 1995;
Giammanco, et al.,1996; Yamamoto y Nakazawa, 1997). Es un bacilo Gram
negativo, aerdbico y anaerébico facultativo, corto, movil, de la familia de las
Enterobacteriaceae que puede producir en los 10 primeros dias de vida la
colibacilosis o enfermedad de la diarrea blanca de los terneros (Smith y Callihan,
1992., Nataro y Kaper, 1998., Hoet, y Boscan 2005) que frecuentemente causa
bacteremia (Maslow et al., 1994; Weintraub, 2007). Esta bacteria puede
recuperarse facilmente mediante la seleccion de muestras clinicas bajo
condiciones anaerobicas a 37 °C (Nataro y Koper, 1998), a menudo crecen en
medios selectivos como Agar McConkey y Agar Eosina Azul de Metileno, donde
crecen los miembros de Enterobacteriaceae y permite diferenciar el organismo
en base a su morfologia (Nataro y Koper, 1998).

Los serotipos de la E. coli son O (somatico), H (flagelos), K (capsular) F
(fimbrias) Los antigeno soméaticos son polisacarido y se localiza en la superficie
de la pared celular, el antigeno flagelar son proteinas fimbriales que actian
como adhesidénes del antigeno facilitando pegarse a las mucosas (Nataro y
Koper 1998).

La ETEC pertenece a una familia heterogénea lactato fermentativo,
perteneciendo a una variedad de antigenos, los cuales producen enterotoxinas

gue pueden ser termolabiles y/o termoestables, y factores de colonizacion que



permiten a los organismos empezar a colonizar el intestino delgado y asi causar
la diarrea (Mammarappallil y Elsinghorst, 2000; Qadri et al., 2005,).

Comunmente la E. coli permanece inofensiva en el lumen del intestino;
sin embargo, si se debilita el hospedador o se inmunodeprime, cuando se
alteran las barreras gastrointestinales normales, hasta las cepas de E. coli “no
patégenas” pueden causar la infeccion (Nataro y Kaper, 1998).

Las cepas de E. coli asociadas con enfermedad con signos de diarrea
han sido divididas en cinco categorias en base a los mecanismos de
patogenicidad: La E. coli Enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enteropatégena
(EPEC), E. coli Enteroinvasiva (EIEC), E. coli Enterohemorragica (EHEC), y
E.coli Eteroagresiva (EAgQQEC), Hay una sexta categoria denominada difusa E.
coli Enteroadherente (DAEC) (Jallat, et al., 1993, Weintraub, 2007).

2.1. E. coli Enterotoxigénica (ETEC).

Las cepas de ETEC causan diarrea a través de las enterotoxinas,
elaboran por lo menos dos grupos definidos de enterotoxinas, termoestables
(ST) y termolabiles (LT) (Yammamoto y Nakazawa, 1997; Nataro y Koper, 1998.,
Qadri, et al. 2005).

2.1.1 Factores de virulencia de ETEC.

La E. coli requieren una estrategia para la infeccion. El sitio de la
colonizacion de la mucosa, la evasion de las defensas del huésped, la
multiplicacion y el dafio al hospedador. La caracteristica mas conservadora de la
E. coli es su capacidad para colonizar la superficie del intestino a pesar del

peristaltismo y la competencia de los nutrientes de la flora del intestino. La



presencia de fimbrias en la superficie de adhesién es una propiedad de casi
todas las E. coli incluyendo las variedades no patdgenas (Nataro y Koper, 1998).

Las investigaciones de la cepas de E. coli asociados a diarrea en
neonatos, corderos, cerdos y humanos han ayudado a determinar los factores
especificos de virulencia que pueden usarse para distinguir entre patégeno y
cepas del huésped. Dos de los factores de virulencia mas prominentes
identificados para la ETEC es la expresion de antigeno fimbrial la cual une la
bacteria a las células del mamifero, elaboran una o mas enterotoxinas que
influye en la secrecion de fluidos intestinales a través del incremento de la
concentracion celular o del ciclo de AMP o gGMP (Holland, 1990).

2.2 E. coli Enteropatégena (EPEC)

La EPEC no produce enterotoxinas, caracteristicamente se fija un numero
grande de bacterias en el intestino delgado, causando un desaparecimiento de
las microvellosidades (Giammanco et al. 1996). La EPEC es una categoria
importante de E. coli diarreogénica qué se ha unido a la diarrea infantil en paises
en vias de desarrollo. EPEC se define ahora en base a las caracteristicas del
patdgeno (Nataro y Kaper, 1998).

La caracteristica de esta lesion se debe a una estrecha adherencia de la
bacteria a los eritrocitos de la membrana. Este fenotipo se caracteriza por el
adelgazamiento de microvellosidades y la adhesién intima entre la bacteria y el
epitelio la membrana celular. Estas lesiones son diferentes a la ETEC y a V.
cholerae en que los organismos se adhieren a las células de las criptas

intimamente sin afectar las microvellosidades (Nataro y Kaper 1998).



2.3. E. coli Enterohemorragica (EHEC)

El reconocimiento de EHEC es una clase distinta de E. coli patdgena
(Nataro y Kaper, 1998)

La infeccidn incluye la hemorragia y el edema de la lamina propia. Hay necrosis
focal e infiltracion de neutrofilos, Es transmitida por los alimentos, el agua y de
persona a persona. La mayoria de los casos son causados por la ingesta de los
alimentos contaminados especialmente los alimentos de origen bovino (Nataro y
Kaper 1998).

2.4. E. coli Enteroagresiva (EAggEC)

Caracteristicamente incrementa la secrecion de moco de las mucosas
con la captura de las bacterias de un aditivo bacterial. Ademas el epitelio
intestinal muestra alteraciones en las células caliciformes lo que sugiere la
hipersecrecion y la estimulacion de moco. Las lesiones se caracterizan por
acortamiento de las vellosidades, hemorragia, necrosis en las vellosidades y
leve respuesta inflamatoria con edema he infiltracibn mononuclear de la
submucosa. Hay tres etapas de la patogenicidad. Implica la adherencia a la
mucosa intestinal, una mayor produccion de moco, la elaboracion de citoxinas lo
gue resulta dafios a las células intestinales y esto da lugar al sindrome de la
diarrea (Nataro y Koper, 1998).

2.5. E. coli Enteroinvasiva (EIEC)

Las cepas de EIEC son bioquimicamente, genéticamente vy

patolégicamente iguales con la Shigella. Ambos organismos invaden el epitelio

del colon. La E.coli EIEC y Shigella elaboran una o mas enterotoxinas



secretoras. El modo de la patogenicidad de la Shigella y la EIEC es la
penetracion de las células epiteliales, la lisis de la vacuola endocitica,
multiplicacion intracelular, movimiento direccional a través del citoplasma y la
ampliacion de las células epiteliales adyacentes. Cundo la infeccion es severa,
hay reaccién inflamatoria que se manifiesta con ulceraciones (Nataro y Kaper
1998).

3. Epidemiologia.

La epidemiologia de la enfermedad es determinada principalmente por
varios factores. La inmunidad de la infeccion de las mucosas con ETEC en los
individuos expuestos, en los individuos asintomético inmunes puede haber gran
ndmero de organismos de ETEC en las heces, y la infeccién requiere
relativamente una dosis de infeccion alta (Nataro y Kaper 1998).

La contaminacion por ETEC en el medio ambiente de areas endémicas y
donde la infeccion es sumamente prevalente en areas donde se encuentra
neonatos al destete. Las infecciones de ETEC en areas endémicas tienden a ser
en los meses calurosos, humedos, por la multiplicacién de ETEC en la comida y
el agua. Auque la infeccibn de ETEC ocurre frecuentemente en neonatos la
inmunoldgica de los adultos también son susceptibles (Nataro y Kaper 1998).

4. Inmunidad.

Los mecanismos de defensa en el bovino recién nacido no estan

completamente desarrollados, debido a esta deficiencia junto con el estrés

involucrado en el proceso del parto, el becerro es altamente susceptible a un



amplio espectro de patdgenos, lo que provoca que la morbilidad y mortalidad
sean muy elevadas en esta etapa inicial (Olgin y Bernal)

La temprana inmunidad del neonato en animales de granja depende
completamente de los anticuerpos obtenidos en el calostro. La transferencia de
las inmunoglobulinas del calostro es la forma mas importante de la proteccién
del ternero, cerdo y cordero. El calostro sirve de suplemento del becerro para su
primer linea de defensa, nutrientes y factores de crecimiento (Holland, 1990).

Wattiaux (2005) describe que las infecciones virales alteran la digestion y
absorcion normal de leche. Esto resulta en un incremento de la cantidad de
leche parcialmente digerida en el intestino que es capaz de producir una
proliferacion bacteriana. El epitelio intestinal puede ser dafiado y las bacterias
pueden entrar al organismo. En general, la presencia de rotavirus incrementa el
impacto y la patogenicidad de E. coli, ademas provoca severa deshidratacion y
la muerte ocurre de 12 a 24 horas después del inicio de la diarrea. Es evidente
gue la heterogenicidad del antigeno es asignar la existencia de multiples
antigenos fimbrial, eso es un obstaculo para el desarrollo de una eficaz vacuna,
la fimbria de ETEC otorga una especificidad patégena a la especie. Por ejemplo
las cepas ETEC K99 son patbégena para los terneros, corderos y cerdos,
mientras que la K88 es solamente patdgena en los cerdos (Nataro y Koper,
1998).

En el rumiante, la inmunidad a las infecciones de ETEC esta promovida
por los anticuerpos anti-fimbriales del calostro, principalmente Ia

inmunoglobulina G (IgG), que inhibe la adherencia de esta bacteria al tracto



gastrointestinal por el bloque de los receptores a la interacciéon de la fimbria
(Figueiredo, et al., 2004).
5. Patogenia.

En cerdos y becerros se establecen las bacterias estrictamente después
de las 24 horas de nacimiento, sin embargo, el intestino delgado del neonato
contiene pocas bacterias, la peristaltis del intestino es fuerte, las vellosidades, y
la ingesta de fluidos hacen que las bacterias viajen al intestino delgado y esto
regula el establecimiento de las bacterias. (Nataro y Koper,1998).

La patogénesis de la ETEC esta determinada por la adherencia

bacteriana al intestino delgado y por la induccion de la hipersecrecion intestinal
por la cual se promueve la fimbria y las enterotoxinas, respectivamente
(Figueiredo, et al., 2004).
Las cepas de ETEC representan un prototipo patogénico, los organismos
colonizan la mucosa de la superficie del intestino delgado y elaboran sus
enterotoxinas, mientras cambian un estado secretor estable (Nataro y Kaper,
1998).

Se piensa que ETEC causa la diarrea predominantemente a través de la
produccion de enterotoxinas termoestable (ST) o termolabil (LT) y ambas causan
las pérdidas de fluidos y desequilibrio electrolitico en el intestino (Ascon, et
al., 1998, Yu et al., 2002, Berberov, et al., 2004, Garg, et al., 2007).

Este organismo posee factores de virulencia los cuales producen enterotoxinas,
gue producen diarrea mediante un mecanismo de hipersecrecion de las

vellosidades y antigenos en la superficie, es porque se adhieren las bacterias al



epitelio del intestino delgado, mediante un evento de las fimbrias (también
llamados pili) que facilitan la colonizacién del intestino delgado y participan en la
enfermedad (Isaacson, 1978., Sherman et al., 1983.,Chu H., et al., 2005,).

Estudios han demostrado que K99 depende de varios factores para el
crecimiento, temperatura, alanina, AMP ciclico (AMPc) y la proteina del receptor
y la respuesta a la proteina de leucina (Lee y Isaacson., 1995).

La observacién en el microscopio electronico de las cepas de ETEC
tipicamente revelan muchas flagelos de fimbria en torno a la bacteria, a menudo
la morfologia puede tener multiples fimbrias que puede visualizarse en la
bacteria. La ETEC se ha caracterizado por un numero grande de antigenos
fimbriales aunque las fimbrias de las cepas de ETEC aun no se han identificado
solo se supone que existen (Nataro y Koper, 1998., Yu et al., 2002).

5.1. Fimbria.

La unidn de la bacteria al tejido del huésped susceptible es el paso inicial
para inducir a la enfermedad por la bacteria. La union es por los filamentos
proteinicos pegados llamados Pili o fimbrias, la adhesién a la superficie, y los
factores de la colonizacion esto se localiza en la superficie de la bacteria. La E.
coli es capaz de sintetizar varios tipos de fimbrias y esto permite colonizar al
organismo y al tracto gastrointestinal de diferentes especies animales (Holland,

1990).



5.2. Enterotoxinas.

Las ETEC después de colonizar producen una o mas enterotoxinas lo que
causa diarrea e hipersecrecion y activa los receptores intracelulares sistema
mensaje segundo cAMP o cGMP. Dos clases bioldgicas de enterotoxinas se
producen y son termolabil y/o termoestable. La produccion de ambas clases de
enterotoxinas es controlado por la transmision de LT. Es una toxina de alto peso
molecular que esta funcionalmente y estructuralmente relacionada con la toxina
Cholerae Vibrio. Esta inactivada a 60°C por 30 min (Nataro y Koper, 1998).

6. Métodos de Diagnostico.

El diagnéstico utilizado para el agente etioldgico responsable de diarrea
puede realizarse en el laboratorio porque los signos clinicos no permiten la
diferenciacion del los microorganismos causales (Nussbaum, et al., 1999).

El identificar a un agente etioldgico en particular como causal de un brote
de diarrea usando solo hallazgos clinicos no es posible. Las infecciones
multiples tienden a ser mas comunes en producir cuadros clinicos diarreicos que
infecciones causadas por un solo agente; un becerro con infecciones mixtas
(dos 0 mas patdégenos) es 6 veces mas probable de presentar un cuadro clinico
(diarrea) que en becerros con infecciones simples. Responsabilizar a un solo
agente causal del brote diarreico en condiciones de campo es casi imposible y
no se ajusta a la realidad (Hoet y Boscan., 2005).

Do et. al., (2006) refieren que en un estudio realizado en cerdos
destetados con diarrea de 5 explotaciones intensivas, la ETEC era la

responsable del 43% casos de diarreas en aquellos animales que tenian 4 dias



de nacidos y el 23,9% de las diarreas causadas por ETEC se presentaban en
animales que ya estaban destetados (Do et. al., 2006).

Otro estudio mostr6é que la E. coli K99 esta presente en el 32.1% de las
becerras con presencia de diarrea y el 25.5% carece de esta (Emre., y Fidanci,
1998).

El método PCR multiple es utilizado para detectar ETEC, EPEC, y STEC
para la amplificacion de los virus (Franck, et al., 1998)

Los ensayos de PCR para detectar ETEC, son bastante sensibles y
especificos y se utilizan para detectar o aislar colonias de bacterias (Nataro y
Koper,1998).

Francis (1985) uso acetona fria e inmmunoflorecencia indirecta para
detectar cepas K88, K99 y 987P que se cambiaron a F-4 F-5 y F-6
respectivamente. (Francis y Wilson,1985).

E. coli Enterotoxigénica infecta a los cerdos, terneros y corderos pueden
ser identificadas por la adherencia del Pili. Las pruebas de serdaglutinacién,
pruebas de ELISA, prueba de anticuerpo de inmunoflorecencia (IFAT) se han
usado para la deteccion de antigenos del Pili (Mullaney, el al., 1991).

Otro estudio realizado para detectar E. coli enterotoxigénica revelo de 312
muestras de heces, 235 cepas de Escherichia coli fueron obtenidas con
animales sin diarrea, y de 235 cepas 28 resultaron positivas a K99 (Cabalar, et
al., 2001).

El microscopio electrénico, el cultivo de virus y células mononucleares,

electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), inmunoensayo enzimatico



(ELISA), y la técnica de flotacion complementaria de cepas ayuda a la deteccion
de rotavirus, E. coli y Cryptosporidium estos métodos en parte son muy
complicados requieren equipo especial y consumen mucho tiempo. El nuevo
método de diagndstico desarrollado es la técnica de aglutinacién de latex
(QLAT) (Nussbaum, et al., 1999).

Otro estudio demostré que de 602 muestras, con la prueba de ELISA los
resultados fueron 46 (15.3%) muestras de heces salieron positivas, 225 (84.7%)
son negativas, con ELISA, estos datos fueron analizados por la sensibilidad y la
especificidad de el método de ELISA (Nussbaum, et al., 1999).

La E. coli se distribuye ampliamente no solo con diarrea, sino también en
animales sanos los resultados fueron 32,1% con diarrea y en 25,5 sin diarrea
(Emre y Fidanci, 1998).

7. Control y Tratamiento.

La infeccion de E. coli puede ser interrumpida por la limpieza y
desinfeccién de los locales (Cabalar, et al., 2001).

E. coli ha sido resistente a las drogas, sobre todo a las drogas
normalmente usadas para tratar la diarrea del ternero (Emre y Fidanci, 1998).

Figueiredo (2004) menciona que el Pili de la bacteria ETEC puede ser
utilizado como una vacuna eficiente para la diarrea. Se han desarrollado
vacunas diferentes usando cepas de ETEC K99 y F41. Las vacunas pueden
consistir en bacterias (Figuereido et al., 2004).

En estos estudios, el método mas empleado para la evaluaciéon de estas

vacunas fue el analisis serolégico antes de vacunar. Sin embargo, algunos de



los aspectos mas importantes de la inmunizaciéon de los terneros recién nacidos
contra ETEC, es la persistencia de anticuerpos pasivos después de la ingestion
de calostro, que es como responden las vaquillas a la vacunacién e inmunidad
natural antes de la vacunacion (Figueiredo, et al., 2004).

Vacunas de fimbrias se han administrado a vacas gestantes, ovinos y
porcinos con el fin de proteger al recién nacido contra ETEC de colibacilosis.
Esta vacuna induce anticuerpos anti-fimbriales detectados en la leche y el
calostro de animales de granja en lactacion, se forma proteccion pasiva en la
colonizacion del intestino contra ETEC (Byrd, et al., 2003).

Las vacunas convencionales contra ETEC administradas por via
parenteral o subcutanea purificada K99 proteina fimbrial inactivada con
formalina, han demostrado que logran una proteccién limitada debido a la falta
de inmunidad en la mucosa. Hay vacunas orales de bacterias que se usan para
generar fimbrias de ETEC inactivadas para que se adhieran en el intestino (Grag
et al., 2007, Chu et al., 2005).

8. Justificacion.

De acuerdo a estos antecedentes y tomando en cuenta que en la
Comarca Lagunera no hay estudios sobre la diarrea de las terneras en bovinos
Holstein especificamente de E. coli y considerando que en la Regién, en los
Laboratorios de Diagndstico y en la Unidad de Diagndéstico de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna, se han diagnosticado casos de
colibacilosis, se considera importante investigar la prevalencia de la colibacilosis

involucrada en el Complejo Diarreico de las terneras.



lll. Material y Métodos.

3.1. Marco de Referencia. ElI Municipio de Torredn se localiza en la parte oeste
del sur del Estado de Coahuila, en las coordenadas 103° 26’ 33" longitud oeste y
25° 32" 40" latitud norte, a una altura de 1,120 (msnm). Limita al norte al este con
el municipio de Matamoros y al sur y al oeste con el Estado de Durango.

La comarca o regién lagunera (La Laguna) esta ubicada en la parte centro norte
de la Republica Mexicana en los limites del Estado de Coahuila y Durango. Se
encuentra a una altitud de 1,120 (msnm), a una altitud de 24° 22’ Norte, a una
longitud de 102° 22’ Oeste, cuenta con una extension de 44,887 kmz2 (17,330
mi?) y se encuentra conformada por 15 Municipios, de los cuales 10 pertenecen
a Durango, Gomez Palacio, Lerdo, Tlahualilo, Mapimi, Rodeo, Nazas, Simon
Bolivar, San Juan de Guadalupe, San Luis del Cordero y San Pedro del Gallo; y
cinco municipios pertenecen a Coahuila: Torreén, San Pedro, Matamoros
Francisco | Madero y Viesca.

La Region Lagunera colinda al norte con el Estado de Chihuahua y los
municipios de Sierra Mojada y Cuatrociénegas del Estado de Coahuila, al oeste
de los municipios de Inde y Villa Hidalgo del Estado de Durango, al Sureste con
el Estado de Zacatecas y al este con el Municipio de Parras, Coahuila.

Se llevd a cabo un estudio dirigido y por conveniencia en dos fases:

Fase de campo. Se estudiaron las areas de crianza de 9 establos lecheros de la
Comarca Lagunera y se tomaron muestras de heces de becerras con signos
clinicos de diarrea. Las muestras se colectaron directamente del ano

estimulando para que salieran las heces liquidas y se depositaron en bolsas de



plastico estériles, se identificaron y se remitieron en refrigeracion
inmediatamente al lugar de trabajo. En siete establos se tomaron muestras de
10 animales cada uno, un establo con 15 muestras y otro con 5 muestras dando
un total de 90 muestras de heces.
Fase de laboratorio. El estudio se realizdé en la Unidad de Diagnoéstico de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna ubicada en
Torredn Coahuila. Se utiliz6 un paquete comercial* de diagnostico para la
deteccion de antigeno de Escherichia coli K99 en heces. El paquete permanecio
almacenado en refrigeracion a una temperatura de 4 a 8 °C, y se pone a
temperatura ambiente para trabajar.
Se diluy6é una mitad del reactivo control negativo, reactivo control positivo y de
materia fecal con otra mitad de un diluyente amortiguado con fosfatos como se
observa a continuacion:

50ul de diluyente amortiguado con fosfatos.

50ul de diluyente control negativo en los pocillos Al, A2 y A3.

50ul de diluyente control positivo en los pocillos B1, B2 y B3.

50ul del diluyente de muestras analizadas por pocillo

Se utiliz6 una hoja de trabajo (placa) como la siguiente:
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Cuando la muestra no se pudo homogenizar se utilizaron perlas de vidrio dentro
del recipiente y se diluy6 agitando vigorosamente.

Se depositaron 100 pl de las diluciones en los pasillos

Se cubrié la placa con una lamina de aluminio y se dejo incubando a 21 °C + (5°
C) durante 30 minutos.

Se prepard una solucion concentrada (X20) de lavado 1:20 con agua destilada,
eliminando los cristales que se forman a 5 °C (= 3 °C) con tal de utilizar 100 ml.
Se llenaron los pocillos de la placa con 300 pL de la solucién de lavado, se vacio
el liquido de la placa con un golpe sobre una superficie firme con tela absorbente
y se repitié este paso un total de 3 lavados, evitando la formacién de burbujas.
Se depositaron en cada pocillo 100 pL de conjugado (Anticuerpo anti IgG) y se
dej6 incubar la placa a 21°C (+5°C) durante 30 minutos (x3min).

Se llenaron los pocillos de la placa con 300 pL de la solucién de lavado, se vacio
el liquido de la placa con un golpe sobre una superficie firme con tela absorbente
y se repitié este paso un total de 3 lavados, evitando la formacion de burbujas.
Se depositaron 100 pL de solucién reveladora y se incubaron durante 10
minutos a 21°C 15 °C fuera de la luz.

Criterios de validacién. El resultado fue considerado positivo cuando:

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

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

Interpretacién. La placa fue validada cuando:

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

gue sea mas oscuro que el color del control negativo.



B) es considerada como negativa cualquier muestra que presente un color
equivalente o ligeramente menor que el control negativo.
IV. Resultados y Discusion.

Del total de las muestras analizadas 14/90 (15.5%) resultaron positivas a
la presencia de antigeno K99 de E. coli enterotoxigénica con la técnica de ELISA
y por lo tanto 76/90 (84.4%) fueron negativas, con un rango de 0 a 40% en los 9
establos (Figura 1).

De las 14 muestras positivas, un hato present6 un 28.6%, mientras que 4
de estos tuvieron porcentajes de 14.3%, 2 hatos un 7.1% y otros dos restantes
no mostraron al antigeno.

De los 9 establos estudiados 7 (77.7%) fueron positivos

Del total de los animales infectados por E. coli, la mayor cantidad de estos

tuvieron edades que oscilaron entre 1y 15 dias (Figura 2).
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Figura 1.- Porcentaje de E. coli enterotoxigénica, por establo muestreado en becerras con
diarrea.
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Figura 2.- Edad de los animales que presentaron diarrea, con la E.coli en los 9 hatos lecheros de

la Comarca Lagunera.

En un estudio patolégico retrospectivos de 1995 a 1999 en la Comarca
Lagunera, se reportaron lesiones caracteristicas de enteritis catarral
compatibles con infecciones causadas por E. coli en un 14.9% de intestinos
observados histoldgicamente (Delgado, 2000). En el presente estudio estos
porcentajes, analizados con la técnica de ELISA muestran valores de (15.5%) en
animales de 1 a 15 dias de edad.

Van Zijderveld y Overdijk (1983) han usado el paquete de diagnostico de
ELISA para la deteccion de E. coli K99 en heces de becerras desde inicios de la
década de los 1980’'s. También estos investigadores encontraron que en
becerros inoculados experimentalmente con una cepa de E. coli
Enterotoxigénica, la prueba de ELISA resulto negativa en forma abrupta después
de 6 dias postinfeccion. Esto explica porque no encontramos a E. coli como un

agente infeccioso comun en esta investigacion, ya que es bien conocido que



esta bacteria afecta a animales recién nacidos y por lo tanto no es una prueba
de gran valor para detectar al microorganismo en becerros mayores, pero si es
una herramienta para uso en gran escala en estudios de campo para
diagnosticar la etiologia de la diarrea del becerro neonato.

Posteriormente la técnica de ELISA se ha modificado agregando otros
antigenos que permiten el diagnostico de las diarreas indiferenciadas de las
terneras. Para ello se utiliza una mezcla de tres anticuerpos monoclonales
especificos para detectar antigenos de Rotavirus, Coronavirus y E. coli K99
(Czerny y Eichhorn 1989; Thorns et al., 1992).

El método de diagndstico usado por nosotros (ELISA) muestra un alta
sensibilidad y especificidad para determinar E. coli Enterotoxigénica, esto debido
a que de las 90 muestras utilizadas solo 14 reaccionaron positivamente a la
prueba, lo que nos hace pensar que aun cuando los signos y probablemente las
lesiones encontradas en el tracto gastrointestinal pudieron ser causadas por
alguna de las E. coli existentes, el método de diagnéstico utilizado por nosotros
discriminé a estas y fue especifico para aquellas que fueron causadas por E. coli
Enterotoxigénica.

La edad influye en la infeccion por E. coli, ya que los animales mas
susceptibles estan dentro de un rango de 1 a 15 dias de edad, sin embargo, hay
evidencias de infecciones por esta bacteria en animales mayores de 30 dias
observadas en becerras estudiadas en la region. La presentacion de estas

infecciones pueden deberse probablemente por un proceso de inmunosupresion



gue los animales pueden sufrir. Habra que realizar estudios posteriores que nos
muestren la causa de esta inmunosupresion.
V. Conclusiones.

Del total de los 9 establos muestreados el 77.7% resulto positivo a E. coli.

El rango mayor a la susceptibilidad de E. coli fue de 1 a 15 dias de
nacidos.

La prevalencia de la infeccion por E. coli en becerras con diarrea de la
Comarca Lagunera es de 15.5% considerandose alta.

Hay una influencia de establo en la prevalencia de E. coli en becerras con

diarrea desde cero (0) al 40%.
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