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Resumen
La diarrea de terneros es una fuente importante de pérdidas econdémicas a la industria

ganaderay es la principal causa de mortalidad de terneros lactantes siendo la causa mas
importante de morbilidad en el ganado vacuno de carne en la mayoria de los paises.
Escherichia coli es un patdégeno importante en los terneros recién nacidos capaz de
causar cuadros diarreicos agudos debido a su mecanismo de produccién de
enterotoxinas, como su mecanismo de adherencia al epitelio intestinal que interrumpe la
integridad y funcionamiento de las microvellocidades intestinales.Se aislaron 28 cepas
de E. coli a partir de 109 muestras de diarrea en becerros neonatos clinicamente
enfermos en la Region Lagunera que comprende los estados de Coahuila y Durango.
Dichas cepas fueron sometidas a prueba de inhibicion de crecimiento frente a distintas
diluciones de un extracto alcohdlico de Artemisia ludoviciana (Estafiate) in vitro, con el
fin de encontrar un remedio natural para controlar las diarreas producidas por E. coli en
las becerras Debido a la resistencia antimicrobiana que los microorganismos han
adquirido con el lapso del tiempo, el uso inapropiado de agentes antimicrobianos y la
tendencia del mercado hacia la no utilizacién de antibiéticos, se ha sugerido el uso de
productos herbolarios o naturales para el control de varias enfermedades infecciosas a
nivel mundial tanto en humanos como en animales domésticos especialmente los
productos animales de importancia para consumo humano. Artemisia ludoviciana o
nombre comun "Estafiate” pertenece la familia Asteraceae y se encuentra ampliamente
distribuido en el hemisferio norte. Es empleado para el tratamiento de disenteria,
parasitos, dolor abdominal y diarreas en humanos. Debido a sus metabolitos secundarios
y componentes volatiles se han documentado como agente anti-protozoario y
antimicrobiano asi mismo su propiedades anti-diarreica ha sido ampliamente
documentada en ratones. La conclusién de esta investigacion es que el efecto bactericida
de la Artemisia ludoviciana es sumamente bajo en extractos alcohdlicos, se sugiere

probar con la extraccion de aceites para mejorar dicho efecto.

PALABRAS CLAVE: E. coli Enterotoxigenica, plantas medicinales, Sindrome Diarreico
Neonatal, Estafiate
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1. INTRODUCCION
Los efectos de extractos de plantas sobre las bacterias han sido estudiados por un gran

numero de investigadores en diferentes partes del mundo. Los vegetales y productos
herbolarios son ampliamente explotados en la medicina tradicional y sus potencialidades
curativas han sido bien documentadas. Alrededor del 61% de los nuevos medicamentos
desarrollados entre 1981 y 2002 se basa en productos naturales y han tenido mucho
éxito, especialmente en las aéreas donde han existido enfermedades infecciosas y
cancer. Sin embargo, las tendencias recientes muestran que la tasa de descubrimientos
de nuevas entidades quimicas esta disminuyendo. Los productos naturales de plantas
superiores pueden dar una nueva fuente de agentes antimicrobianos, con posibles

nuevos mecanismos de accion (Bhalodia y Shukla, 2011).

Uno de los Extractos probado ante varios tipos de microorganismos es "Estafiate" o su
nombre cientifico Artemesia ludoviciana, pertenece a la familia Asteraceae y se
encuentra ampliamente distribuida en el hemisferio norte (Zavala-Sanchez et al., 2002).
Los principales constituyentes de muchas de estas plantas medicinales son compuestos
fendlicos (terpenoides y fenilpropanoides) como timol, carvacrol o eugenol, de los cuales
las actividades antimicrobianas y antioxidantes estan bien documentadas (Lopes-Lutz et
al., 2008).

La diarrea neonatal de terneros es una fuente importante de pérdidas econémicas en la
industria ganaderay es la principal causa de mortalidad de terneros lecheros y una causa
importante de morbilidad en ganado de carne en la mayoria de los paises. El
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos estima que el 7.8 % de novillas
lecheras mueren entre el dia dos de la vida y el destete, siendo en la mayoria de los
casos muerte por diarrea u otros problemas digestivos (Goodell et al., 2012). Se estima
gue la mortalidad de terneros y los costos de tratamiento representan una enorme
pérdida econdmica para la industria lactea, que se estima superan los $ 250 millones de

dolares al afio en los Estados Unidos (Ahmed et al., 2009).

Los microorganismos clinicamente dafiinos pueden ser controlados con antibiéticos que

pueden provocar la aparicion de bacterias resistentes a los farmacos, lo cual ha llevado



a situaciones clinicas alarmantes en el tratamiento de infecciones. Las industrias
farmacoldgicas han producido una serie de nuevos antibiéticos provocando un aumento
en la resistencia microbiana de dichos microorganismos. En general, las bacterias tienen
la capacidad para transmitir y adquirir resistencia a los farmacos sintéticos que se utilizan
como agentes terapéuticos (Bhalodia, 2011). El desarrollo de resistencia a los
medicamentos y la aparicion de efectos secundarios no deseables de ciertos antibioticos
(publicacion de la OMS 2001 ) han llevado a la busqueda de nuevos agentes
antimicrobianos, principalmente entre los extractos de plantas, con el fin de encontrar
nuevas estructuras quimicas para superar las desventajas antes mencionadas (Soberon
at el. 2007).

2. Objetivo
Evaluar in-vitro el efecto bactericida de extractos de Artemisia ludoviciana sobre cepas

de E.coli aisladas de muestras diarreicas de terneras.

3. Hipotesis
Artemisia ludoviciana debido a sus componentes esenciales tiene un efecto
antimicrobiano sobre patdégenos causantes de la diarrea neonatal en terneras

principalmente E. coli.

4. Justificacion
La poblacion de bovinos en territorio nacional se incremento afio con afio, debido a su

importancia en el sector Agropecuario y la demanda de productos a nivel mundial de
dicho origen. Se ha registrado en el afio 2005 una poblacion de 30,989, 968 cabezas de
ganado en todo el territorio Mexicano, llegando a un incremento para el afio 2014 de
32,939,629 cabezas, las cuales 2,430,581 estan dedicadas a la produccion lactea y sus
derivados, siendo el resto 30,508,948 bovinos de carne. Tan solo en la Regidén Lagunera
gue comprende Goémez Palacio y Cd. Lerdo ambos correspondientes al Estado de
Durango, Torredn y Matamoros pertenecientes al estado de Coahuila existe una
poblacién de 598, 196 cabezas, siendo una de las mayores cuencas lecheras a nivel
nacional (SAGARPA, 2014).



Debido al alza de poblacion a nivel nacional de ganado bovino, al igual se ha visto
incrementada la poblacién de terneros, ya que en ambas explotaciones tanto de leche
como de carne la principal finalidad es la produccion de terneras para remplazo o ventas
respectivamente. La incidencia de la Diarrea Neonatal en el sistema de cria de bovinos
es de un 45%, pudiendo superar el 60%, llegando la mortalidad en algunos casos al 20%.
Esto conlleva a un aumento en los gastos por tratamiento veterinario, un incremento en
la mano de obra y tiempo dedicado por la especial atencion que se le debe dar a los
rodeos afectados. Es importante saber que el ternero enfermo padecera un retraso en
el desarrollo corporal, perjudicando tanto en su peso al destete como en una futura
produccion lactea (Butler, 2012). Se ha reportado que los terneros que presentaron
signos diarreicos antes del dia 28 de vida pesaron 16.0 kg menos que los terneros que

permanecieron sanos (Paourjafar et al., 2011).

Escherichia coli es un patégeno importante en los recién nacidos de la especie bovina,
capaz de causar infecciones intestinales y extraintestinales. Cepas de E. coli bovina
pueden producir toxinas Shiga, enterotoxina termolébil (LT) o térmicamente estables
(ST). La infeccion mediante E. coli (ETEC), resulta en las secreciones diarreicas debido
a la accién de una o mas enterotoxinas, y puede conducir a la deshidratacién y la muerte
(Rigobelo et al., 2006).

Debido a la resistencia antimicrobiana de dichos microorganismos causantes de diarreas
en neonatos bovinos y el uso inapropiado de antibiéticos como terapia de tratamiento
ante dicho problema, incluso a la tendencia de produccion futura en el cual se esté
limitando el uso de antimicrobianos para combatir enfermedades infecciosas, se ha
sugerido el uso de productos naturales utilizando sus componentes principales como

tratamiento y control de diversas enfermedades infecciosas. (Berge et al., 2008)

5. REVISION DE LITERATURA

5.1 Artemisia ludoviciana
Artemisia ludoviciana o también conocido por su nombre comun "Estafiate”, es una

hierba que puede medir hasta un metro de altura, sus hojas contienen una pubescencia



en el envés y muy aromaticas al estrujarse; sus flores son de color amarillo. El clima
calido y seco es considerado como su habitat principal, mediante una propagacion por
semilla y disponible durante todo el afio ya sea por medio cultivado o silvestre (Jimenez
Merino, 2011).

Es considerada como una de los mas grandes géneros de Asteraceae, que se encuentra
ampliamente distribuida en el hemisferio norte. La mayoria de sus especies son
aromaticos y el rendimiento de los aceites esenciales de uso en perfumeria y medicina
(Zavala-Sanchez et al., 2002).

5.1.1 Usos
Se emplea para el tratamiento de la diarrea, la disenteria, parasitos, dolor abdominal,

vomitos y dolor de estbmago. Ademas, se utiliza como agente antiespasmaodico. Por otra
parte, debido a sus propiedades antiespasmaodicas, se determiné su efecto vasodilatador
sobre su actividad relajante del endotelio intacto y anillos del endotelio de aorta de rata,

y modo de accién y en los anillos traqueales (Estrada-Soto et al., 2012).

5.1.2 Componentes principales de Artemisia ludoviciana (Estafiate)
Las plantas son ricas en una amplia variedad de metabdlitos secundarios, tales como

taninos, terpenoides, alcaloides, flavonoides, glucésidos, etc., que se han encontrado in
vitro que tienen propiedades antimicrobianas (Bhalodia, 2011).

Los componentes volatiles de las hojas de A. ludoviciana de EE.UU. y México fueron
identificados previamente por cromatografia de gases y espectrometria de masas como:
alfa-pineno, canfeno, 1,8-cineol, alcanfor, borneol, nonanal, linalol, carvacrol y para- alfa-
dimetilbencilo alcohol. Los componentes volatiles identificados representaron el 71 a 98.8
% de la composicion de los aceites. Los aceites contienen altas cantidades de
monoterpenos oxigenados (48.8-75.6 %), con 1.8-cineol y alcanfor siendo los mas
representativos. Canfeno y alphapinene fueron los componentes dominantes en las
fracciones de hidrocarburos monoterpenos. Este Ultimo aceite también se caracteriz6 por
un alto contenido de los sesquiterpenos oxigenados (17,8 %) (Lopes-Lutz et al., 2008),

como se reafirma en (Zavala-Sanchez et al., 2002). Cuadro 1.



Cuadro 1: Composicion de aceites esenciales de Artemisia ludoviciana (Zavala-Sanchez et al., 2002)

Retention Composition Retention Compaosition
time (min) Compound (%a) time (min) Compound (%a)
EE3 Ocimens 0.8 1538 Thymaol 1.3
920 Eucalyptol 0.7 16.72 Eugenol 0.3
10.27 Linaleol 14.9 18.30 C-12 aldehyde 1.0
10.51 C-% Aldchyde 4.6 1963 - Tujone 1.5
1143 Camphor 420 2042 Acetyl eugenol 1.7
1233 p-i-Dimethylbenzyl 15.3 2145 Glyceryl 1.4
Alcohol Butirate
1286 Methyl carvacrol 1.4 21.97 Merolidol 18
13,60 - Terpinenl 1.2 2233 0i-Phellandrene 02
|5.64 Borneol 08 26.09 Benzoyl 0.
Benzoate
1502 Carvacrol 47

Como se ha demostrado el Nonanal es uno de los componentes principales de Artemisia
ludoviciana se ha encontrado que nonanal inhibe el efecto de sulfato de magnesio. Estos
hallazgos sugieren mecanismos distintos de la inhibicion de la biosintesis de las
prostaglandinas también debe ser considerado como una serie de factores que
contribuyen a las funciones del intestino. Este compuesto mostré un alivio sintomético de
la diarrea inducida quimicamente. Nonanal se utiliza como agente aromatizante. Sin
embargo, esta es la primera vez que la actividad anti-diarreica de este compuesto ha

sido reportado (Zavala-Sanchez at el. 2002).

5.1.3 Resistencia antimicrobiana ante agentes causales
Los microorganismos clinicamente dafiinos pueden ser controlados con medicamento,

especialmente antibiéticos cuando existe sospecha de procedencia bacteriana, estos
resultados provocan la aparicion de bacterias resistentes a los farmacos, lo cual ha
llevado a situaciones clinicas alarmantes en el tratamiento de infecciones. Las industrias
farmacoldgicas han producido una serie de nuevos antibiéticos provocando un aumento
en la resistencia microbiana de dichos microorganismos. En general, las bacterias tienen
la capacidad para transmitir y adquirir resistencia a los farmacos sintéticos que se utilizan
como agentes terapéuticos (Bhalodia, 2011).

Los antibi6ticos son ocasionalmente asociados con efectos adversos para el huésped,
incluyendo hipersensibilidad, supresiébn inmune y reacciones alérgicas. Estos
acontecimientos exigen que se haga un esfuerzo renovado para buscar agentes

antibacterianos eficaces contra las bacterias patégenas resistentes a los antibidticos



actuales. Una estrategia posible es la localizacion racional de los productos bioactivos a
partir de medicinas populares, con la esperanza de que el cribado sistematico de éstos
resultard en el descubrimiento de nuevos compuestos eficaces con actividades potentes
y Utiles contra los microbios. Existe una demanda cada vez mayor de productos
terapéuticos basados en plantas, tanto en paises desarrollados como en
subdesarrollados, para su uso en el ambito de medicina humana como medicina
veterinaria. Debido a un creciente reconocimiento de que son productos naturales, no
narcoéticos y, en la mayoria de los casos, son facilmente disponibles y con precios
accesibles (Ghosh et al., 2008).

Ademas, el desarrollo de resistencia a los medicamentos y la aparicién de efectos
secundarios no deseables de ciertos antibiéticos (publicacion de la OMS 2001 ) han
llevado a la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos, principalmente entre los
extractos de plantas, con el fin de encontrar nuevas estructuras quimicas para superar

las desventajas antes mencionadas (Soberon et al., 2006).

5.2 Principales agentes etioldgicos causante de Sindrome Diarreico en terneros
La diarrea en terneros puede ser causada por una variedad de patdgenos incluyendo

bacterias, virus, protozoos y parasitos intestinales. Entre las bacterias, Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) y Salmonella son conocidos por ser los agentes mas comunes
y econémicamente importantes, y también han sido identificados como causa de la
enfermedad entérica y diarrea en terneros. En la diarrea neonatal aguda, una importante
enfermedad de los terneros, cuatro microorganismos, en particular, son de ocurrencia
generalizada y con enteropatogenicidad probada: rotavirus, coronavirus,

Cryptosporidium y entre ellas E. coli enterotoxigénica (Acha et al., 2004).

5.3 Importancia de la presencia de diarreas en terneros
La diarrea neonatal de terneros es una fuente importante de pérdidas econdémicas a la

industria ganadera y es la principal causa de mortalidad de terneros lactantes y una
causa importante de morbilidad en ganado de carne en la mayoria de los paises. El
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos estima que el 7,8 % de novillas
lecheras mueren entre los dias 2 de la vida y el destete, con la mayoria de las muertes

por diarrea u otros problemas digestivos. La diarrea de ternera tiene los costes anuales



mas altas por el tratamiento y control de cualquier enfermedad en el ganado lechero de
los Estados Unidos, superior a los costes de tratamiento y control de la mastitis,

enfermedades respiratorias, o cojera (Goodell et al., 2012).

Existe una importante tasa de mortalidad debido a que una diarrea en los terneros recién
nacidos puede conducir a la deshidratacion, acidosis, hiperpotasemia lo cual conlleva al
deterioro de la funcion, cardiovascular y renal, y con ello la muerte (Goodell et al., 2012)
Se estima que la mortalidad de terneros y de los costos de tratamiento representan una
enorme pérdida econdmica para la industria ganadera, que se estima superar los $ 250

millones de dolares al afio en los Estados Unidos (Ahmed et al., 2009).

5.4 Diarrea por E. coli en terneros.
Aungue es un patégeno potencial, E. coli es un habitante normal del tracto

gastrointestinal de la mayoria de los animales de sangre caliente y una de las
representantes mas comunes de la microbiota aerobia gram negativa (De Verdier et al.,
2012).

La infeccion o colonizacion excesiva por E. coli produce en los 10 primeros dias de vida
la colibacilosis o enfermedad de la diarrea blanca de los terneros. E. coli posee varios
antigenos mayores: antigeno “O” (pared celular), “H” (flagelar), “K” (capsular), y “F”
(fimbriales). Las diversas combinaciones de estos forman mas de 1.000 tipos antigénicos
de E. coli (Hoet at el. 2005). Ver figura 1.
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Figura 1: Estructura antigénica de E. coli

5.4.1 Tipos Yy caracteristicas de E. coli

Tradicionalmente las cepas de Escherichia coli productoras de diarrea se han dividido en
cinco grupos: Enterotoxigenica (ETEC), Enteroinvasiva (EIEC), Enteropatogena (EPEC),
Enteroadherente (EAEC) y Enterohemorragica (ECEH) (Valdivia Anda et al., 2000).

5.4.1.1 E. coli Enterotoxigenica (ETEC):
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es una causa importante de la colibacilosis en

terneros recién nacidos que se caracteriza por diarrea profusa liquida blanco-amarillenta,
la deshidratacion y la depresion. Para causar la enfermedad diarreica en los terneros
recién nacidos que se ha caracterizado y se encontr6 que estd estrechamente
relacionado con la toxina del colera funcional y estructuralmente, y la enterotoxina
termoestable (ST). Hay dos subtipos de ST: STay STh. STa se asocia con la enfermedad
en los seres humanos y animales y tiene una masa molecular pequefia (2 kDa)
considerada poco inmunogénica, por lo tanto, no se espera que la inmunidad puede
desempefiar un papel en la proteccion de los terneros recién nacidos contra esta

enfermedad diarreica (Al-Majali et al., 2000).

5.4.1.2 E. coli Enteroinvasiva (EIEC)
El grupo EIEC y Shigella spp estan relacionados genética y bioquimicamente ya que son

descarboxilasa negativas, no modviles y lactosa negativas. EI mecanismo de
patogenicidad de EIEC es la invasion del epitelio del colon; para ello el primer paso es la
adherencia de la bacteria a las vellosidades de la mucosa requiriendo de mucinas y
adhesinas, para después entrar por endocitosis a la célula, y posterior multiplicacion de
la EIEC dentro de la célula y diseminacién a células sanas adyacentes, ademas de tener
la capacidad de elaborar una 0 mas enterotoxinas que pudieran ser importantes en la
produccion de diarrea (Rodriguez-Angeles, 2002).

La colibacilosis enteroinvasiva es rara en los animales domésticos, pero cuando se
relaciona con la colibacilosis sistémica, frecuente en los rumiantes, se debe a cepas
invasivas de E. coli que llegan a los tejidos y la circulacién general por medio de la luz

del intestino (Rodriguez Vivas, 2005).



5.4.1.3 E. coli Enteropatogena (EPEC)
EPEC induce una alteracion histopatologica en el intestino conocida como lesion A/E

(adherencia y eliminacion). La lesion se lleva a cabo mediante un mecanismo de
virulencia complejo, que induce la degeneracion de las microvellosidades y altera la
morfologia normal de la region apical del enterocito. Para fines practicos, el modelo de
patogénesis de EPEC se divide en tres fases: a) adherencia inicial, b) inyeccion de

factores y transduccién de sefiales, y c) contacto intimo (Vidal et al., 2007).

5.4.1.4 E. coli Enterohemorragica(EHEC) o Verotoxigenica (VTEC)
La produccién de verotoxinas (Stx1 y STx2) con capacidad de destruir células eucariotas,

representan el principal mecanismo de patogenicidad, estas cepas no producen toxina

termoestable(ST) ni termolabil ( LT) y no son invasivas (Valdivia Anda et al., 2000).

5.4.1.5 E. .coli Enteroadherente (EAEC)
En el mecanismo de patogenicidad de EAEC estan implicadas la bacteria y diversas

moléculas que ella produce; también se sabe que las cepas EAEC tienen la capacidad
de incrementar en la mucosa, la produccién y secrecibn de moco que atrapa a las
bacterias que se auto aglutinan en una fina pelicula en el epitelio intestinal. La produccién
de moco puede estar relacionada con la capacidad de EAEC para colonizar

persistentemente el intestino y causar diarrea (Rodriguez-Angeles, 2002).

EAEC tiene la propiedad de colonizar el intestino delgado no produciendo una
enterotoxina reconocida, pero se relaciona con la atrofia de las vellosidades intestinales,
cabe destacar que se discute su presencia en los animales domésticos (Rodriguez Vivas,
2005).

5.4.2 Principales E. coli aisladas en bovinos.

Es comun que la diarrea neonatal sea mas el resultado de una infeccién combinada de
diferentes enteropatégenos que la infeccién con un solo agente, siendo muy importante
Escherichia coli enterotoxigénica cepa F5 (K99) y F41. También se encuentran
involucrados patégenos como la Escherichia coli verotoxigénica (O157:H7) causal de
enterocolitis en terneros (Baquero-Parrado, 2008). La prevalencia de E. coli 0157 en el

ganado es variable entre rebafios y animales individuales, con un rango en el ganado
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estabulado del 10 al 28%, pudiendo ser tan elevada como el 80% en los meses de verano
(Castillo Cuenca et al., 2011).

La causa mas comun de la diarrea neonatal producida por E. coli es por cepas ETEC
K99 (F5) (comunmente conocida como E. coli K99) debido a su mecanismo de
patogenicidad produciendo una enterotoxina termoestable. (Cho y Yoon, 2014) Al igual
se comparay se muestra en la (tabla 4) los principales serotipos de E. coli comunes para
terneros (Rodriguez Vivas, 2005) menciona que los principales serotipos encontrados
son: 08:K85:F5(K99), 0101:K30:F5(K99), 0101:K32:F5(K99). 0101:K28:F5(K99) y
020:K104:F5, lo cual es confirmado por (Vadillo et al., 2002).

5.4.3 Epizootiologia

E. coli puede sobrevivir en el medio ambiente en heces, polvo y agua durante semanas
y meses. Su distribucion es mundial y se presenta sobre todo en explotaciones de tipo
de ganado, donde la morbilidad en becerros puede llegar hasta un 75% y la mortalidad
entre 10 y 50%. La E. coli es mas comun en animales recién nacidos (2 a 10 dias de
edad) aunque puede ocurrir entre 12 y 18 horas de nacido y ocasionalmente en becerros

hasta las 3 semanas de edad (Hoet at el. 2005).

Tabla 2: Serotipos de E. coli en animales

Serotipos de E. coli diarreagénicas para los animales

Porcinos Rumiantes Perros Conejos
(Bovinos y Ovinos)
ECET Y ECVT ECET ECET ECEP
08:K85:H2 08:K25,K85,K208 04 02:H6
08:K87: 09:K30,K35,K37 05 015:H-
08:K201:H6,H9.H14 020 06 020:H7
08:K-:H11 064:K- 08 026:H11,H-
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08:K48:H31 0101:K27,K28,K30 017 049:H2
08:K103:H- 020 092:H2
020:K101:H- 023 0103:H2
045: 025 0109:H2,H7
064:K-:H- ECVT 042:H37 0110:H6
0101:K30:H9 O5:H- 0O70:H- 0O119:H2
0101:K-:H9 0O8:H8.H9 0105 0126:H2,H-
0101:K103: 020:H19 0128:H2,H-
0138:K81:H14,H- 026:H11 ECEP 0132:H2
0139:K82:H1 0103:H2 045 0O153:H7
0141:K85:H4,H- O111:H8,H11,H- 049:H10

0141:K87 0118:H16 0115

0147:K8: 0145 0118:H-

0147:K89

0149:K89

0149:K91:H10,H19

0157:K-:H7,H43

(Vadillo et al., 2002).

5.4.4 Signos en diarrea por E. coli

Los signos en diarrea por E. coli varian desde la diarrea ligera con curacion espontanea
resultante hasta los sindromes sobreagudos caracterizados por diarrea y deshidratacion
gue avanza hasta el shock en un tiempo de 4-12 horas. También varia la naturaleza y el
color de las heces pero generalmente son voluminosas, acuosas, y de color amarillo,
verde 0 blancas. Los casos sobreagudos pueden producir terneros débiles,
deshidratados y comatosos en horas a partir del comienzo de la enfermedad. Las
mucosas se encuentran secas, frias y pegajosas. En algunos casos sobreagudos,
acompafian a los signos sistémicos, bradicardia y arritmia cardiaca que son
consecuencia de la hipocalcemia (Rebhun, 1995).

En los casos agudos presenta una diarrea acuosa evidente, deshidratacion progresiva y
debilidad durante un periodo de 12-48 horas. Estos terneros pueden presentar fiebre de
poco grado o temperatura normal y un empeoramiento del estado sistémico y del reflejo
a la succion, teniendo como consecuencia una pérdida de condicion corporal (Rebhun,
1995).
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5.4.5 Lesiones en diarrea por E. coli

Las lesiones producidas por cepas de E. coli productoras de citotoxinas, ocurren
principalmente en ciego y colon distal: con la presencia de erosiones y ulceras,
histolégicamente los enterocitos se presentan cuboides y no parecen existir
predisposicion particular por algan tipo de célula en la mucosa. También se puede
observar edema extenso, erosiones, ulceras y hemorragias en otros sitios del tracto

gastrointestinal (Valdivia Anda et al., 2000).

5.4.6 Factores Predisponentes
ETEC depende de varios factores, la primera es la exposicion al microorganismo y la

ingestion del organismo. Una vez ingerido, ETEC debe sobrevivir el pH &cido del
abomaso. Esto se facilita en terneros neonatos debido a que el nivel de pH de su
abomaso varia de aproximadamente 6-7, lo que permite la supervivencia de ETEC. El
pH del abomaso disminuye a 2 para los 5 dias de edad, que es lo suficientemente bajo
como para matar cepas de ETEC (Foster y Smith, 2009).

5.4.7 Fisiopatologia por E. coli
Los terneros recién nacidos son mas susceptibles a la infeccién por ETEC durante los

primeros cuatro dias después del nacimiento y desarrollan diarrea acuosa si estan
infectados. Después de la ingestion, ETEC infecta el epitelio intestinal y se multiplica en
los enterocitos de las vellosidades intestinales. La porcion distal del intestino delgado
ofrece el entorno mas favorable para la colonizacion de ETEC debido al pH bajo (menos
de 6,5). Existe atrofia de las vellosidades debido a una pérdida de las células infectadas
y el dafio a la lamina propia, se observan cominmente en el intestino delgado afectado.
Las bacterias expresan el antigeno K99 para la union, después de la colonizacion del
epitelio intestinal, la produccion de toxina termoestable inducida por ETEC conduce a la
sobre regulacién de la secrecion de cloruro en el intestino. Esto desecha osmaéticamente
agua en el lumen intestinal y conduce al desarrollo de la diarrea secretora en los terneros
(Choy Yoon, 2014).

5.4.8 Colonizacion de E. coli
Inmediatamente después del nacimiento, la exposicion oral a coliformes fecales conduce

a la colonizacién del intestino con el comensal de la flora normal, y estos organismos
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continlan moviéndose en sentido caudal a través del tracto gastrointestinal con la
ingesta. Si la contaminacioén del medio ambiente es alta, los organismos de ETEC son
ingeridos en este mismo tiempo y son capaces de producir enfermedad causada por la
presencia de dos factores de virulencia, fimbria K99 y la toxina termoestable (Foster y
Smith, 2009).

5.4.9 Adherencia de E. coli en epitelio intestinal
La adherencia al epitelio intestinal permite que las bacterias se mantengan en el intestino

delgado y se multiplican en lugar de ser eliminadas. Los estudios han demostrado que
hasta un 80% de los organismos se adhieren en los terneros con diarrea por ETEC, en
lugar de sélo el 10% a 20% en terneros normales. Esta unién es mediada por la presencia
de antigenos fimbriales. Debido a que el antigeno K99 sdélo se expresa en un nivel de pH
del medio ambiente de menos de 6,5, el intestino delgado distal es el lugar inicial de la
colonizacion. Esto es porque el nivel de pH del fluido aumenta a medida que se mueve
en sentido caudal, y s6lo alcanza este umbral en el ileon. La capacidad de K99 ETEC
para unirse al epitelio del intestino delgado es dependiente de la edad y disminuye
gradualmente de 12 horas de edad a las 2 semanas de edad. Sin embargo, no hay una
caida en picada de la capacidad de union que explicaria la resistencia a la edad de ETEC.
La union de ETEC permite que las bacterias colonicen el ileon, proliferen, y se extienden
proximalmente a través del intestino delgado. Una vez establecido en el intestino, ETEC

produce toxina termo- estable que conduce a la diarrea secretora (Foster y Smith, 2009).

5.4.10 Diarrea secretora mediada de Toxina termo estable (STa)
Clasicamente, las discusiones mecanicistas de la diarrea secretora mediada por

enterotoxina se han centrado en la toxina del célera de Vibrio cholerae y la toxina
termolabil (LT) de E coli. Los modelos de diarrea humana tienen menos que ver con la
diarrea secretora mediada por toxinas en las becerras debido a que la toxina
termoestable (STa) de ETEC es el principal mediador. STa es un péptido de 18 o 19-
amino-acido que es secretada por muchas cepas de ETEC; sin embargo, la producciéon
puede variar hasta 1000 veces entre cepas cuando se cultiva en condiciones idénticas.
Después de ser secretada por E. coli, STa se une al receptor adenilato-c-ciclasa (GCC),
una enzima de la membrana del borde en cepillo que esta presente a lo largo de las

vellosidades y criptas. En contraste con los roedores y los seres humanos, en el que las
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concentraciones de GCC disminuye en el intestino delgado distal, GCC esta presente en
todo el tracto gastrointestinal de los terneros y se concentra en el ileon. En ambos ratones
y seres humanos, la densidad de este receptor disminuye después del nacimiento, y
permanece presente en los cerdos hasta un méximo de 7 semanas de edad. No existe
ninguna investigacion especifica sobre esto que detalle la expresion de GCC para las
diferentes edades de los terneros, sin embargo, la inoculacién con TSa induce diarrea
en animales de hasta 15 dias de edad. Esto indica que GCC esta presente hasta por lo
menos 2 semanas de edad y la baja regulacion del receptor no es la razon de la
resistencia dependiente de la edad a la diarrea por ETEC (Foster y Smith, 2009).

La union de STa a GCC conduce a la produccion intracelular de guanosin monofosfato
ciclico (cGMP), que actia como un segundo mensajero para activar cGMP dependiente
de la proteina quinasa Il (cGKIl). Esta quinasa fosforilada CFTR, induce el movimiento
de la proteina a la superficie celular y la activacion, que a su vez conduce a la secrecion
de cloruro. Esta regulaciéon de la secrecion de cloruro desecha osmoticamente agua en
el lumen intestinal, sobre pasando la capacidad de absorcion de las vellosidades
intestinales. El bloqueo de la CFTR disminuye drasticamente la secrecion de fluido
intestinal, lo que indica la importancia de esta proteina en la patogénesis de la diarrea
por ETEC. Sin embargo, la secrecion no esta completamente impedido, lo que indica que

STa puede tener efectos adicionales en el intestino delgado. Como se muestra en Figura
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Figura 2: Mecanismo de accion E. coli K99
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La investigacion adicional ha demostrado que STa puede inducir la secrecion de
bicarbonato a través de una tirosina quinasa que es independiente de la via, cGMP,
CFTR, GCC, y este bicarbonato secretado puede actuar como un agente osmotico para
extraer agua en el lumen del intestino. Se ha propuesto un modelo opuesto de la diarrea
inducida STa que no se basa en la secrecion de liquido causada por el movimiento de
cloruro o bicarbonato, sino que es causada por una disminucion de la absorcion de
liguido. Ademas de la activacion del CFTR Yy la.

Este fracaso de la absorcion de sodio reduce el movimiento de fluido desde el lumen
intestinal al espacio intersticial. La importancia de este mecanismo de la diarrea en
terneros producida por ETEC se desconoce porque esto se ha demostrado mas
concluyente en el yeyuno y el duodeno proximal de modelos de roedores. Similar a la
expresion de K99, la produccion de STa es dependiente del pH. Cuando el pH del medio
ambiente es menor que 7.0, la produccién de toxina esta severamente limitada. Por lo
tanto, la produccion de toxina se maximiza en el intestino delgado distal debido a que el
nivel de pH es mayor en este segmento. Aunque no se ha investigado directamente, se
puede teorizar que la secrecion mediada por STa de bicarbonato y la inhibicién del
intercambiador de Na -H tendria el efecto neto de alcalinizar el intestino delgado
proximal. Esto crearia un entorno mas acogedor para ETEC promoviendo su difusion en

el intestino delgado proximal (Foster y Smith, 2009).

5.5 Principales Métodos de Diagnostico

El diagnéstico de las E. coli diarreogénicas es dificil. Se basa en el aislamiento de la
bacteria en el coprocultivo, criterios bioquimicos, identificacion de serotipos/serogrupos
y sobretodo la identificacion de factores de virulencia especificos de cada bacteria (gj.
toxinas, genes de adherencia, de invasividad). Hoy en dia, la identificacion basada
Uunicamente en la determinacion de los serotipos, no es del todo correcta, pues muchas
de estas bacterias pueden intercambiar material genético y con ello genes de virulencia
gue si determinan su patogenicidad. Para el diagnostico de STEC los laboratorios
clinicos usan las placas de MacConkey-sorbitol y la determinacion de las toxinas Shiga
usando pruebas comerciales como ELISA y aglutinacion en latex (Nataro y Kaper, 1998).
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5.5.1 Cultivos de bacterias fecales
Es el método de laboratorio de uso general para el aislamiento y la identificacion de

patdgenos bacterianos en heces y el contenido intestinal. Con el fin de evitar cualquier
contaminacion o pérdida de viabilidad cruzada, las heces deben recogerse directamente
de los terneros diarreicos utilizando hisopos rectales o estimulacion rectal. Una vez
recogidas, las muestras fecales se deben almacenar en un medio de transporte o
contenedor especial de materia fecal en un refrigerador. Agar sangre, Agar MacConkey,
Agar MacConkey con sorbitol, y placas de xilosa lisina desoxicolato (XLD) son utilizadas
para el cultivo bacteriano. Varios tipos de medios enriquecidos y selectivos tales como la
infusion de cerebro y corazén (BHI) debido a que es un medio altamente nutritivo para
uso como agar general. El agar sangre es utilizado con mayor frecuencia debido a que
la mayoria de las bacterias puede crecer en este medio. El agar MacConkey se utiliza
selectivamente para cultivos de bacilos gram negativos que comunmente estan
presentes en el tracto gastrointestinal. EI agar MacConkey -sorbitol puede ayudar a
distinguir E. coli no patégenas de E. coli O157:H7 que no puede fermentar el sorbitol
(Choy Yoon, 2014).

5.5.2 Pruebas ELISA

Se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de forma que
los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunolégica como enzimatica. Al
estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e
insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccion antigeno-anticuerpo
guedara inmovilizada vy, por tanto, sera facilmente revelada mediante la adicion de un
substrato especifico que al actuar la enzima producira un color observable a simple vista
o cuantificable mediante el uso de un espectrofotometro o un colorimetro (Nataro y
Kaper, 1998).

5.5.3 PCR
Reaccion en cadena de la polimerasa es actualmente la técnica, capaz de detectar los
genes de patogenicidad mas representativos de ETEC,EIEC,EPEC,EHEC,VTEC y
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EAEC asi mismo como los genes especificos de los pilis, adhesinas y toxinas (Rodriguez
Vivas, 2005).

Técnicas de PCR convencionales para la investigacion de E. coli diarreogénicas han sido
relatadas, pero, la investigacion de los aislados bacterianos requiere un gran nimero de
reacciones individuales para la deteccidon de 20 distintos factores de virulencia, 1o que la
vuelve laboriosa. Para reducir el niumero de test necesarios para la identificacién, han
sido desarrollados varios sistemas de PCR de deteccion multiple (multiplex) para la
amplificacion simultanea de dos o mas loci en una Unica reaccion (Fusco da Costa et al.,
2010).

6 Materiales y Métodos
El presente trabajo de investigacion se realizo en la Unidad de Diagnostico de

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) ubicado en la Ciudad de Torreon,
Coahuila C.P. 27059 con direccion Periférico Raul Lopez Sdnchez Km 2 y Carretera a
Santa Fe, durante el periodo enero-diciembre del afio 2015. Se recolectaron un total de
109 muestras de heces provenientes de Becerras de la Raza Holstein con edades entre
2-30 dias de edad, con signos clinicos de diarrea y sin tratamientos previos en sistema
intensivo de jaulas individuales. Las muestras fueron tomadas de seis establecimientos
ganaderos dedicados a la produccion lactea de la Region de la Comarca Lagunera que

comprende Torredn, Gémez Palacio y Matamoros.

6.1 Elaboracion de Tintura de Estafiate (Artemisia ludoviciana)
Artemisia ludoviciana o "Estafiate" fue recolectado en Cd. Cuauhtémoc, Chihuahua a

nivel de traspatio, lo cual indica su facil crecimiento en cualquier parte del territorio norte
del Pais. Un total de 7.2y se utilizaron para la elaboracion de la tintura. Las partes aéreas
de la planta fueron reducidas de tamafio manualmente hasta llegar a tamafio de 1cm x
1cm. Se decidi6 elaborar los extractos a base de tinturas de Artemisia ludoviciana usando
las partes aéreas de la flor, utilizando alcohol y agua destilada (2:1) respectivamente,
para la extraccion de sus contenidos alcaloides. Dejando reposar por tiempo de 4 meses

para después ser filtrado y obtener solo el material acuoso.
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6.2 Aislamiento e identificacion de E. coli
Se obtuvieron las muestras de heces por método de hisopado, introduciendo dos hisopos

(sirviendo uno como control) en el recto y tomando muestra de heces para ser introducido
en medio de trasporte (Stuart: elaborado y esterilizado en Lab. Diagnostico UAAAN),
previa limpieza de cavidad perianal para eliminar posible contaminacién cruzada. Cabe
destacar la presencia de agentes refrigerantes en transportadora térmica y evitando la
posible pérdida de cadena fria. Las muestras de heces en medio de transporte fueron
trasladadas en menos de 6 horas al Laboratorio de Diagnostico de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) Unidad Laguna ubicado en Periférico Radl
Lopez Sanchez y carretera a Santa Fe. Se realizo la siembra directa de las muestras en
Agar Sangre 5% (Posible crecimiento de Staphylococcus aureus, Aeromonas spp. y
Bacillus cereus), Agar McConkey (Posible crecimiento de Escherichia coli
enteropatogena), Agar Salmonella-Shigella (Posible crecimiento de Salmonella, Shigella
y Yersinia), EMB (Eosina y Azul de Metileno como método de diagnostico para
diferenciacion de bacilos gram negativos entéricos) que permitieron la identificacion de
muestras positivas a E. coli fecal. Al igual se realizo un frotis de tincién gram directo de
la muestra en laminillas. Después de siembra directa de cada muestra obtenida se puso

a incubacion a 37°C por 24 hrs.

Se tomo como referencia para muestras positivas para E. coli la presencia de colonias
de color de rosa a rojo que pueden estar rodeadas de una zona con precipitacion de bilis
en Agar McConkey al igual que colonias de 2 a 4 mm de didmetro, un centro grande de
color oscuro e incluso negro, brillo verde metéalico cuando se observan con luz refleja en
Agar EMB. Muestras positivas fueron almacenadas en tubos con 3ml de agar
MacConkey horizontales y puesto en refrigeracion, hasta concluir con dicha identificacion
de todas las muestras. Cabe destacar una resiembra de cada muestra en lapsos de cada

21 dias, y asi evitar perdida de microorganismos positivos.

6.3 Prueba de sensibilidad
La prueba de sensibilidad al producto natural se llevo a cabo utilizando el método de

difusion en agar. Se elaboraron cuatro diluciones diferentes de la tintura de estafiate

utilizando agua destilada y la tintura elaborada. Se realizaron diluciones al 100, 75, 50 y
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25% ubicados en diferentes tubos de ensayo e identificados correctamente, utilizando
material previamente esterilizado. El ensayo de sensibilidad se realizo en placas de Agar
Mueller- Hinton, Las superficies de los medios se inocularon con bacterias de las
muestras confirmadas positivas a E. coli. Se colocaron los discos (elaborados en Unidad
de Diagnostico con papel filtro impregnados con las cuatro diferentes diluciones que se
elaboraron y puestos sobre el medio solido y las placas se incubaron a continuacion a
una temperatura especifica (37°C) por 24 h. Las zonas claras de inhibicion formadas
alrededor de los discos se midieron (mm).

7 Resultados
Un total de 109 muestras fueron utilizadas para el presente trabajo, calculando una

incidencia de E. coli productora de diarrea con signos clinicos en becerras con menos de
treinta dias de edad de acuerdo a morfologia colonial y tincion gram cumpliendo las
caracteristicas de crecimiento al igual que confirmacion de bacilos gram negativos.
Encontramos que un 25% (Veinte y ocho muestras) de las muestras fueron positivas a
E. coliy solo un 3.6% (cuatro muestras) positivas a Salmonella en muestras recolectadas
en la Region de la Comarca Lagunera que comprende de Gomez Palacios, Torreon y
Matamoros. Mostrandose en Figura 3. Veinte y ocho muestras positivas a E. coli fueron
sometidas a prueba de sensibilidad en diferentes diluciones de estafiate (25,50, 75 y
100%) donde después de incubar a temperatura de crecimiento 37.5°C se calculo el area
de inhibicion (mm). Los resultados mostraron solo dos muestras, en la dilucién al 100%
muestra una inhibicion de 5mm, once muestras mostraron una No Inhibicién(NI) mientras
quince muestras solo 1mm de inhibicién. Se puede observar la cantidades de inhibicién
por numero de muestra en tabla 3. Dando como resultado el rechazo de la hipétesis
debido que no se obtuvo una inhibicién significativa ante el crecimiento en cepas de E.
coli aisladas de terneros presentando cuadros diarreicos ante diluciones de Artemisia

ludoviciana.



Figura 3: Porcentaje de E. coli aislados de terneras con diarrea en fincas de la Region Lagunera.

Presencia de E. coli

M Otras causas HME. coli
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No. de DILUCIONES

Muestra 25% 50% 75% 100%
2a NI NI NI NI
or NI NI NI 2mm
10r NI NI NI 1mm
11r NI NI NI Imm
1lla NI NI NI NI
12r NI NI NI NI
13r NI NI NI NI
13a NI NI NI 5mm
14a NI NI NI NI
14r NI NI NI Imm
15r NI NI NI NI
16r NI NI NI NI
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22r NI NI NI 1mm
28a NI NI NI 1mm
30a NI NI NI 2mm
31r NI NI NI NI

34a NI NI NI 2mm
37a NI NI NI 2mm
38a NI NI NI 2mm
41r NI NI NI 1mm
42a NI NI NI 1mm
43a NI NI NI 1mm
46a NI NI NI NI

5la NI NI NI NI

53r NI NI NI 2mm
54r NI NI NI Smm
54a NI NI NI Imm
55r NI NI NI Imm

TOTAL: 28

Tabla 3: Comportamiento bactericida de diluciones alcohélicas de Artemisia ludoviciana frente a cepas
de E. coli aisladas de becerras con diarrea.

8 Discusion

Las explotaciones ganaderas dedicadas a la produccion de bovinos dia con dia se ven
aumentadas en sus exigencias productivas, debido a que la demanda de sus productos
y subproductos cada vez es superior por la poblaciones regionales, nacionales e
internacionales. Las becerras en su inicio de vida son expuestas a multiples factores de
produccion que conllevan al inicio de enfermedades infecciosas. La diarrea en terneras
en sus primeras semanas de vida es una problema de rebafio sumamente importante
gue ocurre como consecuencia de la interaccién de factores relacionados como la vaca,
el ternero, el estado inmune, las practicas de manejo, los factores ambientales y la
infeccion con enteropatégenos. Se le ha atribuido a la causa de diarrea de los terneros
una amplia variedad de patégenos como pueden ser bacterias (E. coli Enterotoxigenica
K99, Salmonella spp), virus (Rotavirus y Coronavirus), protozoarios (Cryptosporidium
parvo) y parasitos intestinales. Encontrandose una incidencia del 40% (22/55) de E. coli

K99 en terneras clinicamente enfermas por diarrea y terneras clinicamente sanas (Acha
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et al., 2004). Asi mismo resultados semejantes han sido dados a conocer en Australia
donde se muestra una incidencia de E, coli K99 del 17.4%, 104 muestras positivas de
579 muestras, (Izzo et al., 2011) siendo este patdégenos uno de los de mayor incidencia
e importancia en explotaciones lecheras. Los resultados de nuestra investigacion
muestran una incidencia del 25%(28/109) de E.coli, lo cual es similar a los estudios antes
mencionados, a pesar que influyen varios factores, como son: el clima, el tipo de manejo,
la genetica, entre otros ocaasionando que el rango de incidencia pueda ser muy variable

entre las explotaciones.

Por otro lado las cepas de E. coli provenientes de terneros enfermos que se analizaron
ante diferentes diluciones alcohdlicas de Artemisia ludoviciana resultaron ser resistentes
a las mismas, lo cual contrasta con los resultados obtenidos por (Garcia et al., 2006) con
cepas de Vibrio colera frente a extractos de Artemisia ludoviciana. y con los resultados
obtenidos por Kalemba y Kusewicz que probaron extractos de aceites de Artemisa spp
ante diferentes cepas bacterianas entre ellas E. coli que resulto ser sensible (Kalemba,
Kusewicz et al. 2002).

Existe una amplia variedad de técnicas empleadas para la extraccion de los
componentes de las diferentes plantas utilizadas con finalidades medicinales. El empleo
de otras técnicas para lograr extraccion completa de sus contenidos, como lo son los
aceites esenciales, pudiera ser la razon que nos llevara a lograr una mayor eficiencia del
efecto bactericida del "Estafiate" y asi lograr la inhibicion de crecimiento de las cepas de

Escherichia coli ocasionantes de diarreas en terneros.

9 Conclusion
La utilizacion de extractos alcohdlicos de la Artemisia ludoviciana para probar su efecto

bactericida in vitro de patégenos causantes de diarrea aisladas de terneros clinicamente
enfermos no fue suficientemente significativo, debido a que solamente se observo una
inhibicion del crecimiento de dos cepas de E. coli en extractos realizados al 100%, donde
18 muestras de 28 totales mostraron una inhibicion de menos de 2 mm de didmetro
alrededor del sensi-disco elaborado de papel filtro impregnado al 100% de dilucion
elaborada de estafiate. Al termino de esta investigacion se puede concluir que los
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extractos alcohdlicos de A. ludoviciana no son lo suficientemente eficientes in vitro ante
cepas de E.coli causantes de diarrea en terneras. Por lo cual no se recomienda para el
control o eliminacién de signos causados por E.coli una de la principal causa de
mortalidad como lo es la diarrea en establecimientos ganaderos dedicados a la
produccion bovina. Sin embargo no se descarta la posibilidad de que el empleo de otros

tipos de extractos (aceites) de la misma planta pudieran tener mayor efecto bactericida.
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