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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue des-
cribir la prevalencia E. coli y Salmonella spp. en
becerras Holstein con diarrea.Se recolectaron 90
muestras de heces de becerras entre 1 a 35 dias
de edad en 9 establos de la Comarca Lagunera. E.
coli se detectd en un 15.5% de las muestras, con
un 13.3% de infecciones mixtas y un 2.2% de infec-
ciones simples, donde la mayor prevalencia se ob-
servo en la primera y segunda semanas de edad.
La prevalencia de Salmonellaspp. fue de 28.9%,
un20.0% mixtas y un 8.8% simples, con mayor nu-
mero de casos en la segunda semana de edad.
E. coli y Salmonellaspp. deben ser consideradas
en el diagnéstico diferencial del sindrome diarreico
durante el primer mes de vida de las becerras en el
area de estudio; ademas,son importantes debido
al potencial zoondtico de estos enteropatégenos.

Palabras clave:E. Coli, Salmonella spp., sin-
drome diarreico, becerras Holstein, Comarca La-
gunera.

SUMMARY

This study describes the prevalence of E. coli
and Salmonella spp. in diarrheic Holstein calves.

Fecal samples were collected from 90 calves
ranging from 1 to 35 days of age at 9 dairy farms
from la Comarca Lagunera. E. coli was detected
in 15.5% of the samples, with 13.3% of mixed and
2.2% of single infections, respectively, in the first
and second week of age. The prevalence for Sal-
monella spp. was 28.9%, 20.0% mixed and 8.8%
for single infections, with the most of cases in the
second week of age. E. coli and Salmonella spp.
must be considered in the differential diagnostic
of the diarrheic syndrome in calves during the first
month of age; furthermore, these enteropathogens
are of concern due to its zoonotic potential.

Key words: E. coli, Salmonella spp., diarrheic
syndrome, Holstein calves, Comarca Lagunera.

INTRODUCCION

En la Comarca Lagunera, México, la produc-
cion de leche de vaca es una de las principales
actividades econdmicas del sector pecuario (Reta-
Sanchez et al., 2015), con un rendimiento de al-
rededor de 10 millones de ton de leche y que re-
presenta el 20% de la produccion total en el pais
(Garcia-Mufiz et al., 2015); sin embargo, la muerte
temprana de las becerras tiene como resultado
la pérdida de hembras de reemplazo y por con-
secuencia la reduccion en la produccion de leche
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(Mushtaq et al., 2013). El deceso de las crias pue-
de darse por procesos tales como la diarrea neo-
natal de las becerras, alteracion muy frecuente que
se presenta durante los primeros dias de vida del
animal y que representa mas de un cuarto del total
de la mortalidad en los establos (Foster y Smith,
2009), proceso que puede presentarse como un
sindrome complejo en el que participan factores
infecciosos, ambientales, nutricionales e inmunolo-
gicos (Smith, 2012).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad
son heces acuosas, amarillentas y ocasionalmen-
te con estrias de sangre, deshidratacion, fiebre
y depresion (Blanchard, 2012). Clinicamente, la
identificacion del agente etiolégico no es posible,
lo que hace necesario realizar estudios de labora-
torio; para esto, se toman muestras fecales frescas
directamente del recto del animal, para evitar con-
taminacion y posteriormente, se envianlos espe-
cimenes al laboratorio de diagnéstico veterinario,
donde generalmente son procesados mediante
cultivos bacteriolégicos o deteccion de antigenos
con ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
(ELISA) (Cho 'y Yoon, 2013).

Entre los principales agentes infecciosos cau-
santes de diarrea en becerras se reconoce a agen-
tes bacterianos como E. coli (Fairbrother y Nadeau,
2006), Salmonella spp. (Kemal, 2014) y Clostri-
dium perfringens tipo C (Garciaet al., 2013), virales
tales como Calicivirus (Alkan et al., 2015), Coro-
na y Rotavirus (Meganck et al., 2014), Norovirus
(Otto et al., 2011) y Torovirus (Lojki¢ et al., 2015),
ademas de los protozoarios Cryptosporidium spp.
y Giardia spp. (Gillhuber et al., 2014). Sin embar-
go, los mas comunes y econdmicamente impor-
tantes son E. coli y Salmonella spp. (Muktar et al.,
2015); de los cuales, se tienen reportes en Alema-
nia (Wieler et al., 2007), Bangladesh (Abdullah et
al., 2013), Brasil (Ambrosim et al., 2002), Bulgaria
(Urumova et al., 2015), Egipto (Youssef y El-Haig,
2012), Estados Unidos (Santos et al., 2002), Ho-
landa (Bartels et al., 2010), Iran (Pourtaghi y Reza-
Sodagari, 2016), Nueva Zelanda (Al Mawly et al.,

2015), Pakistan (Anwarullah et al., 2014), Polonia
(Zychlinska-Buczek et al., 2015), Suecia (Torsein et
al., 2011) y Sudan (Abubaker et al., 2015). A pesar
de su importancia econdmica y sanitaria, la infor-
macion sobre estos enteropatdégenos en nuestra
region es escasa; por tal motivo, el proposito de la
presente investigacion es describir la prevalencia
de E. coli y Salmonella spp. en becerras Holstein
con diarrea.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio.

De diciembre del 2007 a diciembre del 2008
se muestrearon becerras Holstein de la Comarca
Lagunera en los Estados de Coahuila y Durango,
Mexico, ubicada en el subtropico mexicano al norte
del pais (102°22' y 104°47’ LO y 24°22' y 26°23
LN), a una altitud de 1,139 msnm. La region pre-
senta un clima semidesértico con temperatura
promedio anual de 21°C, con variaciones de 40°C
(mayo-agosto) a 6°C (diciembre-enero) que se re-
gistran en el mes de junio y diciembre, respectiva-
mente. La precipitacion promedio anual es de 266
mm con un rango de 163 a 504 mm, con época
de sequia de noviembre a mayo (INEGI, 2013).
La produccion lechera en la region es desarrolla-
da por empresas que producen con altos costos
unitarios bajo un sistema de produccién intensivo
que requiere grandes volumenes para tener utili-
dad, utilizando ganado raza Holstein, estabula-
do en instalaciones especializadas con procesos
mecanizados y alimentado con forrajes de corte
y concentrados. En el 2014 el censo de ganado
lechero en la Comarca Lagunera fue de 443,526
cabezas, de éstas alrededor de 250,000 estaban
en produccion, el resto en crianza y como gana-
do seco. La produccién de leche en México para
el mismo afo fue de 11,129,918 (miles de litros) y
en la region Lagunera fue de 2,274,475 (miles de
litros) (SAGARPA, 2015).
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Toma de muestras.

Se visitaron 9 hatos de Torredn y Matamoros
en Coahuila y Gomez Palacio, Durango con una
poblacion de 3534 becerras; un solo hato tenia al-
rededor de 2100 becerras y el resto un promedio
de 179 animales. Las becerras estaban alojadas
en jaulas individuales, alimentadas con sustituto de
leche y suplementadas con concentrado a base de
avena y maiz. Se recolectaron 90 muestras de he-
ces de becerras Holstein entre 1 a 35 dias de edad,
con signos clinicos de diarrea, de cada animal se
obtuvieron entre 15-20 g de heces directamente
del recto, utilizando guantes de vinil y se deposita-
ron en envases de plastico estériles, se almacena-
ron a 4°-8°C hasta su procesamiento dentro de las
siguientes24 a 48 horas.

Analisis de muestras.

Aislamiento de Salmonella spp. Fueron aisla-
das por enriquecimiento de heces en medios se-
lectivos. Aproximadamente 1 g de heces fueron
agregadas a 9 mL de caldo tetrationato. Después
de 24 horas de incubacion a 37°C las muestras
fueron sembradas en Agar Salmonella—Shigella, e
incubadas por 24 horas a 37°C. Los aislamientos
fueron clasificados de acuerdo a las caracteristicas
de la colonia y a la tincion de Gram. Las colonias
lactosa negativas, fueron probadas en medios de
TSl y urea, para darlas como positivas de acuerdo
a lo descrito por de la Fuente et al. (1999).

Deteccion de E. coli F5 (K99). Para la identifi-
cacion se utilizé ELISA, mediante el paquete BIO-
X EASY-DIGEST (BIO K 151) (Bio-X Diagnostics)
(Imre et al., 2007), el cual es un paquete diagnds-
tico antigénico in vitro de heces de bovino que co-
rresponde a la técnica de ELISA de doble sand-
wich. Los principios de la prueba indican que toda
la placa de microtitulacion esta sensibilizada con

una mezcla de tres anticuerpos especificos para
los patogenos referidos. Estos anticuerpos captu-
ran estos agentes a partir de las muestras fecales.
El material fecal se diluye en una solucion amorti-
guada de dilucién y se incuba en la microplaca du-
rante media hora a 21°C +/- 3°C. Los controles po-
sitivos y negativos también se depositan sobre la
placa. La placa se incuba y se lava y luego se ana-
den los conjugados, listos para usar en los pocillos.
Después de una segunda incubacion durante me-
dia hora a 21°C +/- 3°C, la placa se lava de nuevo
y se afnade el cromogeno tetrametilbencidina. Este
cromoégeno presenta la doble ventaja de ser mas
sensible que otros cromodgenos de peroxidasa y de
no ser carcinogénico. Si uno o mas de los agen-
tes patdgenos que se buscan estan presentes en
las heces, el conjugado o conjugados correspon-
dientes permanecen unidos a los pocillos corres-
pondientes y la enzima cataliza la transformacion
del cromogeno incoloro en un producto azul. La
intensidad del color resultante es proporcional a la
presencia del patdgeno en la muestra.

Analisis estadistico.

Los datos recolectados fueron tabulados y ana-
lizados utilizando la prueba de x2 para encontrar di-
ferencia significativa (P<0.05), utilizando el paque-
te MYSTAT 12 Version 12.02.00 (2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio se investigo la prevalencia de
los dos principales patdégenos causantes de dia-
rrea en becerras, E.coli y Salmonella spp. En un
15.5% de las muestras analizadas mediante la
técnica de ELISA se detecto E. coli, con un 85.7%
de infecciones mixtas y un 14.3% de infecciones
simples, mientras que la prevalencia de Salmone-
lla spp. fue de 28.9%, un42.6% mixtas y un 30.8%
simples (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Porcentaje de becerras con infeccion mixta y simple con E. coliy Salmonella

spp.
' Infeccion
Patogeno Total Mixta Simple
n % n % n %
E. coli 14/90° 15.5 12/142 85.7 2/14° 14.3
Salmonella spp. 26/90° 28.9 12/26° 46.2 8/26° 30.8

abDistintas letras entre filas son estadisticamente diferentes (P<0.05).

La mayor prevalencia para E. coli se observo
en la primera y segunda semanas de edad (42.9%
en cada una), y el 14.3% en la tercera, a partir de
la cual, ya no se observaron casos para este pato-
geno. Para Salmonella spp. la mayor prevalencia

también se observé durante la primera y segunda
semanas de vida (30.8% y 34.6% respectivamen-
te), observandose una declinacién durante la ter-
cera y cuarta semanas (23.1% y 11.5% respectiva-
mente) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Edad en dias de las becerras con infeccion con E. coliy Salmonella spp.

1-7 8-14

15-21 22-28

Edad n (%) n (%) n (%) n (%) Total Promedio
E. coli 6 (42.9P%° 6 (42.9%F  2(14.3)°* 0 (0)°* 142 9.2
Salmonella spp. 8(30.8**  9(34.6Y  6(23.1P* 3 (11.5°F 26° 11.8

abDistintas letras entre filas presentan diferencia significativa (P<0.05).

*zRepresentan diferencias estadisticas entre columnas (P<0.05).

Los resultados obtenidos difieren, respecto a
las infecciones mixtas, de lo reportado por Younis
et al. (2009) en Egipto, quienes observaron una
prevalencia del 1.4% para las infecciones combi-
nadas. El mayor porcentaje de becerras con in-
feccion por Salmonella spp. coincide también con
el mayor niumero de infecciones mixtas para este
patdgeno, lo que pudiera ser explicado por la ad-
ministracion de antibidticos durante la presentacion
de un cuadro diarreico, lo cual puede empeorar el
proceso debido a que el antibidtico suprime la flora
normal, en este caso E. coli, permitiendo la sobre-
poblacion de Salmonella spp. en el intestino (Blan-
chard, 2012).

La ingestion de calostro proporciona proteccion
temporal al recién nacido, debido a la transferencia
pasiva de factores de inmunidad, tales como citosi-

nas, inmunoglobulinas, hormonas y leucocitos; sin
embargo, al nacimiento la proteccién contra pato-
genos es deficiente (Gomes et al., 2014). Debido
a su pobre capacidad inmune, en el periodo cer-
cano al nacimiento la cria es mas vulnerable a las
infecciones; ademas, otros elementos tales el con-
sumo insuficiente de calostro, limpieza deficiente,
variaciones en el clima u otras causas que desen-
cadenen una situacion de estrés, pueden mermar
el sistema defensivo predisponiendo a la afeccion
por enteropatdgenos, y a su vez a las infecciones
mixtas (Muktar et al., 2015).

La mayor susceptibilidad observada para infec-
ciones por E. coliy Salmonella spp. en las primeras
dos semanas posteriores al nacimiento concuerda
con lo reportado por Cho et al. (2013), quienes
reportaron que los casos se concentraron en los
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primeros 15 dias de vida de las becerras, con una
prevalencia del 4%, muy similar al 3.9% obtenido
en el 2015 por Pourtaghi et al., pero demasiado
bajo comparado con el 42.9% que presentaron las
becerras de esa misma edad en nuestro estudio.
Este resultado sugiere que E. coli debe ser consi-
derado un factor importante en la presentacion de
la diarrea de las becerras en el area de estudio. No
obstante, existen otros estudios donde las preva-
lencias fueron demasiado elevadas, con un 75.6%,
78% y 100% (El-Seedy et al., 2016; Sa’Ayinzat et
al., 2015; Langoni et al., 2004), respectivamente.
La localizacion geografica, las practicas de mane-
jo, las medidas de higiene, asi como el consumo
de agua y alimento contaminado son factores que
pueden influir en las diferencias entre los porcen-
tajes de prevalencias obtenidas en los diferentes
estudios, lo que pudiera orientar a estudios pos-
teriores para identificar el como estos factores pu-
dieron influir en los resultados reportados en este
estudio y por lo tanto, ser considerados elementos
de riesgo para la supervivencia de las becerras en
los establos de la region.

La mayoria de los casos de infeccion se presen-
taron en el grupo de 8-14 d con una prevalencia del
34.6%, contrastando con lo descrito por Langoni et
al. (2004) quienes reportaron una prevalencia del
6.1% en animales entre las 3-6 semanas de edad;
ademas, la prevalencia reportada en nuestro estu-
dio es alta comparada con las obtenidas por otros
investigadores: 8.8% (Ansari et al., 2014), 10.1%
(Zahran y El-Behiry, 2014), 18.1% (El-Seedy et al.,
2016), 18.6% (Anwarullah et al., 2014) y 21.9%
(Abdullah et al., 2013). La via predominante de
transmision de la Salmonella es mediante un ciclo
fecal-oral, en las instalaciones de crianza donde
se admiten animales susceptibles continuamente
favoreciendo la transmisién, teniendo como resul-
tado una rapida diseminacion de la enfermedad
(Lanzas et al., 2008); ademas, las distintas sero-
variedades de Salmonella tienen capacidad de
resistir condiciones ambientales severas como la
desecacion (Andino y Hanning, 2015), condiciones
que son predominantes en la Region Lagunera.

CONCLUSIONES

Las prevalencias obtenidas muestran que E.
coli y Salmonella spp. deben ser consideradas en
el diagndstico diferencial del sindrome diarreico
durante el primer mes de vida de las becerras en
el area de estudio. En los casos de diarrea en los
cuales no se encontraron los patdgenos de interés,
no debe descartarse la accién de otros enteropato-
genos. El hecho de que las crias sean portadoras
y diseminadoras de estos patdgenos debe ser de
preocupacion debido al potencial zoondtico que
poseen estos enteropatdgenos; ademas, se re-
quiere de mas investigaciones sobre los serotipos
de Salmonella spp. presentes en la region y de-
terminar la resistencia a antibiéticos por parte de
estos microorganismos.
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