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I.- IRTRODUCCIOR

- La colibacilosis, ha tomado importancia en los ﬁltimos_
afios, debido al descubrimiento de nuevos factores de -
virulencia en las cepas de Escherichia coli entre los
que se’encuentran los factores de adherencia llamados
fimbrias conocidos en veterinaria como K88 y.K99 (I).
Estherichia coli, fué descubierta por primera vez en -
1885 por Escherich siendo identificada en las heces Ae
los recién nacidbs, Jensen en 1893 lé asocia a proble-
mas de diarrea y la describe como enfermedad del escu-
rrimiento blanco en terneras (2).

Kauffman en 1943 publica el esquema antigénico de la -
E. coli.

Los trabajos de Sojka en 1965 a 1971 permitieron ver -
que E. cnii es una bacteria bioqufmicamente homogénea.;

.E. c0o¥i es un gérmen en forma de bastén gram negativo,
aerobio y anaerobio facultativo que crece con facili--

“dad en medios de cultivo simple, oxidasa (-), indol(+),
rojo de metilo (+), voges proskauer {-), citrato (-) y
produccifn de ureasa (-).

Tiene antfgenos somdticos (0), capsulares (K) y flagela

res {H).

se relacionaban con la enfermedad.




De los capsulares el de mayor importancia en cerdos es K88
aunque recientemente se ha descrito también el 987P (3).
Posteriormente demostré que djchds antfgenos estaban enAfim
brias de estructura proteica {3). Todos estos antfgenos K
go]aboran cdn-]a patog&nicidad, porque permiten la citoad-
herencia a las celulas intestinales, en otras palabras’fac-
tores de adherencia.

Ltos factores de adherencia conocidos como"fimbrias™ son de
composicién proteica codificada por pldsmidos y su importan
cia radica en que tiene propiedades adherentes sobre las --
células epiteliales del intestino delgado, siendo el recep-
tor glucoproteinas del intestino, por lo que al adherirse -
la bacteria es mds dificil de eliminar por el periﬁti]tismo
intestinal y tiene mds oportunidad de pfoliferar.y causar -
enfermedad (4).

Sin embargo, p}onto se.détectaron tepas K88 que no produ---
cian la enfermedad sugiriendo esto la existencia de otro --

factor de virulencia, ademds de la citoadhesividad; siendo

éste factor la.producci6én de exotoxinas {5).

Las toxinas son las enterotoxinas TERMOLABIL y TERMOESTABLE
producidas por cepas enterotoxigénicas de E.coli las cudiles
inducen salida de agua del interior de la célula del epite-
Tio intestinal al lumen y disminucién en 1a.absorci6ﬁ de so
dio y c]o}o produciendose -asi la diarrea {6).
Se reconocen dos ‘tipes de enterotoxinas: .

1] Toxina termoldbil (LT), es una toxina de elevado pe-

so molecular aproximadamente de 100,000 daltones, -



1)

es i{nmundgena de alto contenido protefco, bajo con-
tenido de 1ipidos, no dializable, que posee factor
de permeabilidad vascular y capacidad para producir
diarrea par estimulo de la adenilatociclasa que rom
pe ATP liberando AMP cfclico el que a su vez induce
1a salida de agua y electrolitos de 1la c&lula.

Su presencia se demuestra por la acumulaci6n de 11-
qdidos en “Asa ligada® de.intestino delgado de cone

Jo adulto a las 18 horas después de la indculaqidn

al.

Toxina.termoestab]e (ST}, es una toxina de bajo pe-
so molecular aproximadamente entre 1,000 y 10,000 -
daltones, no inmunBgena, tiene alto contenido de 11 .
pidos, es dializable‘y Su presencia se pqede demos~
trar por.la reacci6n que produce.en asa ligada de -
intestino delgado de conejo después de 6 horas de -
inoculado (8).

Dichas enterotoxinas, al igual que los factores de
adherencia estin codificados por pldsmidos transmi-
sibles que en forma simplificada se denominan ent -

(9)-

_Las propiedades mis importantes de ambas toxinmas --

las podemos observar en la tabla No. I.

La produccidn de toxinas y Va localizacibn tisular

de Escherichia coli hacen que se presenten diferen~

tes cuadros clfnicos de colibacilosis.



TABLAN? |

PROPIEDADES gg LAS TOXINAS

E.COLI

TOXINA %ge %de % de sensibilidad sensiblidad sensibilidad neutra- dializable antigenicidad peso
| pro '"0'500[;;_ lipi. tripsina calor acido lizacion | molecular

dratos ‘dos
LT 98 | | + .+ + + + + 100,000
ST 15 23 83 - | - - - - + 1000
variable va(iable : ‘a -
: 10,000

Tomado de: Microbiol rev ( bacteriol rev) 42:(3) 592-6i3 (978
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A)

B)

Se reconocen dos formas principales (10):

Diarrea colibacilar que incluye:

1.- Diarrea neonatal. _

2.- Diarrea calibacilar del destete.

Toxemia colibacilar se presenta enseguida del destg
te e incluje:

1.- Enfermedad de edema.

2.- Enteritis hemorragica.

3.- Shock en cerdos destetados.

A.I.- Diarrea Neonatal: .
Es la forma mds frecuente y afecta al lechén
recién nacido con'diar;ga,.por 1o general se
encuentra mds de un lechén enfermo o toda ]é
camada. Es posible que antes de que empiece
"la diarrea mueran uno o dos Techones de la ca
mada y otros se encuentren moribundos; los --
demds demuestran diversos grados de diarreé.-
Las heces varfan desde pastosas a acuosas y -
el color de amarillo a parduzco. Cuando la dia
rrea es profusa y acuosa, no se observan man--
chas en los gliteos, pero las colas suelen es- °
tar tiesas y himedas, la temperatura aumenta'-
hasta 40°C, el padecimiento es progresivo, la
diarrea, la deshidratacidén y la turgencia de -
la piel avanzan, los animales se debilitan, pa

talean débilmente y mueren.



I.

A.2.-

En los brotes graves toda la camada puede re-
sultar afectada y morir pocas horas después
de haber nacfdo.

Diarrea colibacilar del destete:

La enfermedad ataca a leqhones de 3-10 dfas -
después.del destete. Lo mds frecuente es que
los lecﬁpnes aparezcan enfermos 0 muertos al
cuarto o quinto dia. La mortalidad es baja y
algunas veces mueren uno o dos lechones de la
camada pero, la propagacién de la enfermedad
dentro de los grupos afectados es répida sien
do 1a morbilidad alta, de un 80-90% en 2-3 -

dias los sobrevivientes tienen retardos en el

crecimiento y desarrollo corporal. Los anima-

les enfermos presentan un estado general malo
con abundante diarrea acuosa y se deshidratan
progresivamente.

Enfermedad de edema:

La enfermedad ataca bruscaﬁente.a los cerdos
entre 40-60 Kg. de peso, afectando a menudo -

gran nimero de animales en pocas horas, pero

'sin tendencia a diseminarse de un grupo a --

otro. Los cerdos mids activos y vigorosos son
los més susceptibles.

E1 signo m&; temprano y evidente es la incoor
dinaci6n de las extremidades posteriores, si

bien en ocasiones es precedido de un atagque -



de diarrea. En algunos casos hay signos eviden
tes de irritaci6n nerviosa que se manifiestan
por temblor muscular, ambulacidn\siﬁ rumbo y -
- convulsiones ci6nicas. Con frecuencia se obser
.va paralisis fldcida completa.
Por eximen cuidadoso, s& advierte edema de los
parpados y conjuntiva que a veces se extiende
a la cara y orejas. Las heces suelen ser duras.
E1 curso de la enfermedad puede ser muy breve,
ya que algunos animales padecen sin haber pre-
sentado signo alguno. En ocasiones se comprue-
ba recuperacién aunque casfi siempre persiste -
cierto grado de incobrdin%cién. En la necrop--
sia se revela la presencia de liquiddlpleural
peritoneal y pericardico en grandes cantidades
asi como laipalidez anormal. de los musculos.
B.2.- Shock en lechén destetado y -
B;3.— Enteritis Hemorrdgica:
Schimelpfenning (1970), considerd que son mani
festaciones de un shock endotoxico agudo. Lﬁs
cepas de E.coli hemolitica pertenecientes a ~-
los grupos serolégicos 0141:K85 u 0138:K81 son
. las mis frecuentemente implicadas.
Los cerdos muertos por enteritis hemorrdgica -
presentan en ia necropsia muchas caracteristi-

cas de la enfermedad del edema, inclusive ehe-

Y



ma subcdtaneo y 1fquido excesivo en las cavi-
dades serosas. En 1a mayorfa de los casos se

observan lesiones hémorrﬁgica§ caracteristi--
cas en el est8mago, pero algunas veces las le

sfones se confinan al intestino.
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I1,-0BJOETIVO:

Determinar la presencia de K88 y K99 en cepas de -

E. coli afsladas de lechones.

Determinar la presencia de toxinas Termolabil y -

Termoestable en las mencionadas cepas aisladas.

“Tratar de establecer la posible relacidn ‘entre las

propiedades de dichas cepas,




111.- MATERIAL Y METODOS

En el presente trabajo se estudiaron 100 lechones con -

diarrea en maternidad con cuadre clfnico de colibacile-

sis y se.obtuvieron igual nlmero de muestras de mate---

ria fecal en 4 granjas porcicolas.

-

-

MATERIAL BIOLOGICO:

1.1.- 100 muestras de materia fecal.

1.2.- 40 conejos adultos.

1.3.- Globulos rojos de pollo, bovino, cuyo
’ y humano grupo A.

MEDIOS DE CULTIVO:

2.1.- Agar de Mac Conkey.

. 2.2.- Gelosa especial.

2.3.- Caldo soya tripticasé.
2.4.- Caldo cerebro corazbn.
IDENTIFICACION BIOQUIMICA:
3.1.- TSI. '
3.2.- LIA.

3.3.- Urea Christensen.

3.4.- MIO.

3.5.- Citrato de Simmons.,
REACTIVOS:

4.1.- Solucibn salina 0.85 %,

4.2.- Reactivo de Kovacs.

: JFICNA gp
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MATERIAL DE YIDRIERIA;

5.1.~ Matraz Erlenmeyer, Pyrex,

5.2,~ Tubos 16 X 150, Pyrex.

5.3.« Tubos 12 X 100, Pyrex.

5.4,~ Pipetas Pyrex.

5.5.~ -CaJas de petri, 15 X 100, Pyrex.

5.6.- Portaohjetos y cubreobjetos.

O0TRO MATERIALj

6.1.~ Asa de platino,

6.2.- L&piz graso.

6.3.- Agua bidestilada
6.4.- Probetas graduadas.
6.5.- Algodén,

6.6.- Estuche de diseccién.
6.7.~ Anestesal,

6.8.- Xilol

APARATOS:

7.1.- Estufa bacteriolfgica, ajustada a 37°c.

7.2.- Aupoc]ave.

7.3.~ Microscépio,

7.4,~ Refrigerador,

-0 -
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~-METODOS

La materia fecal, se recogid con hisopos estériles de los
animales afectados y se procedid a trabajarlas con las si
~gufentes técnicas: . ,
A} Técnica de aislamiento de cepas de Edwards y Ewing
(11},
Las muestras fueron sembradas el m{smo.dia de reco
"gidas directamente sobre placas de.Agar Mac Conkey -
e incubadas a 37°C durante 24 horas. Después se --
seleccionaron 5 colonias sospechosas de tratarse - .
&e E. coli a‘las que se les realizb prueba bioquf-
mica diferencial en los medios_siguientes:
LIA (agar lisina hierro)
MIO (movilidad indol ornitina)
TSI {(triple hierro azucar)
UREA CHRISTENSEN y AGAR CITRATO DE SIMMONS {Los -~
cudles fueron incubados durante 24 horas)
Las cepas que se identificaron hioquimicamente co-
mo Escherichia coli fueron sembradas en gelosa es-
pecial e incubadas durante 24 horas, se conserva--
ron gn'refrigeracidn para la posterior determina--

cidn de toxinas y factores de adherencia.

gL Prueba de toxigenicidad,

Asa l{gada de intestino de conejo:

| LIRS gy
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_ Con este modelo se detect6 produccin de exotoxi--

nas, se utilizardn conejos adultos. Depués de anes

tesiado el animal, se realizd una laparatomia abdo

minal en el mismo hasta Jlegar a intestino deTgado
en donde se ligaron fragmentos de aproximadamente

5 cm. dé_longitud del ileon y se inocularon en la

luz de cada fragmento 108 bacterias crecidas duraﬂ'
te toda la noche en caldo cerebro corazén a 37°C.-
A las 18 horas el conejo fué sacrificado por dislo
cacibn cervical y se observaron los resul tados co-
mo una acumulacién de 17quide dentro del asa inocu

lada, con ésto se determinf la presencia de la en-

- terotoxina termolabil,

Para la determinacifn de la toxina termoestable se
siguié la mi;ma técnica pero observando 1os resul-
tados a las 6 horas después de la inoculacién del
asa ligada de conejo. Se inoculé en cada fragmento
ligado 5 cepas de Escherichia coli aisladas de uﬁ
lechon.

Se utifizd como testigo negativo una asa inoculada
con caldo de cultivo estér{l y como testigo positi

vo la cepa: H-10407 de Evans (12).

"Técnica de hemaglutinacién.

Esta técnica nos sirve para determinar factores de

colonizaci6n de acuerdo a la técnica de Evans (13)

-12-



se realizé con eritrocitos de pollo, cuyo, -
bovino y humano del grupo A.

La suspensi6n de los globulos rojos se reali
z6 de la siguiente manera: Se colocé 5 ml. -
de sangre con anticoagulante en un tubo de -
edsayo y se centrifugd a 1000 r.p.m. durante
5 minutos, eliminando el plasma. Se resuspen
dié el paquete de globulos rojos en solucidn
salina al 0.85 % estéril y se vdaviﬁ a cen--
trifugar a 1000 r.p.m. repitiendo ésta opera
cién dos veces mds y posterjormente se hizo
una suspensifn al 1 % de los er%trociios la-
vados. ‘

La hemaglutinacifn se 1lev6 a cabo sobre pla .
cas de vidrio con una gota de soluci6n sali-
na al 0.85 % en la cull se resuspeﬁdid 1a co
Tonia bacteriané por investigar y al final - _
se agregd una gota de l1a suspensifn de eéitrg
citos al 1 % y se mezcl6 suavemente con movi
mientos rotatorios para a continuacidn obser
var la hemaglutinacidn y asi determinar los
factores de colonizacidn, de acuerda a la --

siguiente tabia:

-13 -




TABLA N 2

CARACTERISTICAS DE LAS FIMBRIAS ESTUDIADOS
EN
ESCHERICHIA COLI.

AGLUTINACION CON ERITROCITOS.
Cobayo Pollo Humano Bovino Inhibicion por D. manosa |

TIPOI + + + - +
CFAI ¥ + o+ - -
CFA Il - + - +. -
K88 + + - - -
K99 + + - + -

Tomada de: Evans,Evans, 1978 (13)
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IV.-RESULTADOS

En la tabla No. 3 se muestra la relacifn entre el anti-
geno K88 y la produccibn deyenterotoxinas en el que se
muestra las 500 cepas aisladas de las cudles 319 tuvie-
ron antigeno K88 con un porcentaje de 63.8% del total y
181 cepas no se les encontré kBB y ésto correspondid a
36.2 %. De las cepas con el antfgeno a un alto porcenta
je (56.2%), se les encontrd alguna de las toxinas o am-
bas, mientras‘que.un 7.6 % no se les encontré ninguna -
. de las cepas carente del antigeno KB8B se le encontrd ca
pacidad de producir enterotoxinas.

La distribucién de las cepas con el antigeno kK88 y la ca
pacidad enterotoxigenica en las diferentes granjas porci
colas muestreadas se puede’observar en la tabla No. 4, -
en donde destaca la granja'Nﬁm, Il coJ un mayor porcen-
taje tanto en la presencia del antigeno K88 como en la -
capacidad de producir toxina; asi mismo, en la granja ni
mero 1V se observa el mayor nimero de cepas a las que sg
la se les encontré el antigeno K88. ‘

En la tabla ndmero 5 se muestra los tipos de enterotoxi-
_nas'demostradas en las cepas aisladas de los le;hbnes que
fueron muestreados, en donde vemos que 7; de los 100 ani
males tenian 41 menos una cepa enterotoxigénica, siendo.

lasAgranjas Iy IIT de las que se recuperaron mayor niime

.14 -



ro de cepas con enterotoxina termoestable, mientras que
de los nimeros II y IV se recobraron mds cepas con ente-

rotoxina termoldbil.

. GHURA gy
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TABLA N2 3

RELACION ENTRE LA PRESENCIA DEL ANTIGENO K 88

Y o
" LA PRODUCCION DE ENTEROTOXINAS EN LAS 500
CEPAS DE E.COLI AISLADAS.

TOTAL - - MUESTRAS ~ NO TOXIGENICAS
DE
MUESTRAS " "TOXIGENICAS
K88() N° CEPAS % N° CEPAS %
Ne % L g |
39  63.8 28I . 56.2 38 7.6
K88 (-)

8l 36.2 o - o0 0 o)



.
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TABLA

N2 4

FACTORES DE COLONIZACION YCAPACIDAD ENTEROTOXIGENICA
DETERMINADAS EN LAS 500 CEPAS DE E.COL|I AISLADAS

- DE

LAS CUATRO GRANJAS MUESTREADAS:

GRANJA N°CEPAS N°K88 % KEBBENT+ %

|
kL

i
v

" TOTAL

W A

76 5.2 68

70 140 68

97 194 86
76 152 59

319 638 28I

13.6
13.6

172
1.8

- 56.2

K88+ENT- %

8 1.6
2 04
] 2.2
17 3.9

38 7.6



TABLA N2 5

ENTEROTOXINAS DEMOSTRADAS EN LAS CEPAS
S ~ DE

E.COLI AISLADAS DE 100 LECHONES

GRANJA N° LECHONES N° ENT+ ST LT ST+LT ENT-

| 25 N N - | 8
[ 25 | 7 .3 10 4 8
i 25 20 Il S 4 5
W, 25 (7 3 9 5 8

Total 100 71 29 28 14 29




V.-DISCUSTION.

En la actualidad una.de las principales causas de muerte
eh el ganado porcino dentro de los primeros dfas de eQad
es la &iarrea.

En México las causas de la diarrea en los lechones no han
sido establecidas completamente pero se sugiere que la --
colibacilosis sea en parte responsable de éste problema.
Este es uno de los primeros estudios que se realizan en =~
el pafs para determinar la presencia de cepas de E. coli
que posean el Ag K88 y produzcan enterotoxinas asociadas
a éste padecimiento. '

E1 andlisis de los resultados obtenidos en las 500 cepas
de las 100 muestras fecales nos permite observar que en -
un 56.2 % de las cepas K88 positivas hubo produccidn de
enterotoxiﬁas, mientras que en un 7.6% en las cepas K88
positivas no se observa produccién de enterotoxina. Di--
versos estudios muestran que la produccifn de enterotoxi
nas y la presencia de adhesinas son indispensables para
la produccién de la enfermedad (14). |

En las cepas enterotoxigénicas de origen humano se han -
encontrado las adhesinas designadas como CFA 1 y CFA 11,
en las de origen bovino se han encontrado el K99 y el -#‘
F41 y en las de origen porcino adheéinas como el K88 y -
la 987P, correlacionandose con el presente trabajo en la

cudl no se encontraron cepas productoras de adhesinas --

- 16 -



CFA I, CFA II j K99 en los lechones de maternidad. E1 he-
cho de que entre las muestras en las cudles se aislaron -
cepas sin el antfgeno K88 no excluye la posibilidad de --
que en &stas cepas existan otras adhesinas que todavia no
estén estudiadas (3). _

Otro aspecto importante referente a la presencia de cepas
K88‘negativas es el hecho devque, si una cepa es capaz -~
de producir toxinas pero no posee ninguna adhesina es in-
capaz de producir diarrea en los animales; ésto se ha de-
mostrado en varios estudios en los culles se ha intentado
producir ﬁna infeccifn experimental admiﬁistrando por via
oral cepas con &stas caracteristicas a lechones sin nin--
gln éxito (15).

Se observS también que en un 7.6 % de las muestras que po
sefag el antigeno K88, no se observS la produccién de en-
terotoxinas; en &ste caso la presencia (nicamente de éste
antfgeno no_basta para que se produzca la diarrea, sino -
que asoéiado a ésto debe estar la produccidn de enteroto-
xina (15].

La investigacién de la produccién de toxinas LT y ST en -
los 100 lechdqés. muestra que de las 319 cepas K88 positi
vas ai;Iadas. un 29 % fueron productoras de ST, un 28 ¢ -
produjeron LT y un 14 % ST+LT., Para el antfgeno K88 se ha
reportado una correlacién con la produccién de enterotoxi

na ST , aunque una estrecha relaci6n entre la produccién

de enterotoxinas y la presencia del K88 no se puede expli



car de €sta forma, pués se ignora si el plasmido que co-
difica para la produccién dei K88 es el mismo que codifi
ca para ST o si son jndépendientes. En el caso de las ce
pas dé brigen huﬁano'no ocurre 1o mismo, pués en Estas -
ya se sabe que el pldsmido que codffipa para la produc-~
cién de CFA Il es el mismo que codifica para la produc;-
cién de ST (16-17).. '

La existencia de toxinas ST + LT en las cepas de lechdn
aisladas es poco frecuente, ésto se puede observar en --
los resultados obtenidos con solamente un 14 % del total.
AlGn en las cepas de humanos no se ha podido determinar -
si la produccifn de ST+LT estd mediada por plasmidos in-
dependientes o por uno solo, debido a ésta incierta rela
cién entre ST y LT se requiere determinar con mayor exac
titud Ta naturaleza molecular de los plésmidos Ent. y -~
averiguar si podrfa haber alguna relacidén entre la orga-
. nizacién molecular del plasmido y el tipo de enterotoxi-

na sintetizada por la bacteria huésped (16-18).

"< 18 -



VI.-CONCLUSIONES

En el presente trabajo se demostrf la presencia

de factores de adherencia como el KB8 en un --

63.8 % de 500 cepas aisladas de 100 muestras fe
cales de lechones con cuadro clinico de coliba-
cilosis, con ésto se demuestra l1a existencia de

cepas de E. coli 88 positivo en nuestro medio.

Se demostré la presencia de un 56.2 % de cepas
K88 positivo con enterotoxinas en la prueba de
asa 1igada en conejo, aunque no se puede consi-
derar todavfa como 12 verda&era causa de la dia-
rrea, pués existen una granlvariedad de factores
que predisponen 0 se asocian a la presentacién -

de la colibacilosis.

La presencia de cepas K88 negativas, se debe a -
que éste no eé el Gnico factor de colonizacibn -
que existe, un ejemplo de ello es el 987p, el -
cudl todavfa estd poco estudiado, lo cu§l sugie-
re que en las cepas aisladas del presente traba-
jo serfa conveniente buscar la presencia de 0=~-~

tras adhesinés.
3

No se aislaron cepas prdouctaras de CFA 1 , CFA



Il y K99 mediante la técnica de hemaglutinacidn.

Se detectd la presencia de 71 muestras producto
ras de enterotoxinas de las 100 muestras feca--
les de lechones con problemas de colibacilosis
y.un 29 % de &stas son ST y un 28 % son LT, de
los cudles 14 % son LT + ST.

En el 29 % de las muestras no se encontraron --

enterotoxinas.
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"VII.-RESUMNEN

Se estudiaron 4 granjas en la zona alrededor de Guada-
lara, Jal., se recolectaron 100 hisopos rectales en -~
heces de lechones con cuadro clinico de colibacilosis.
Se obtuvieron 500 cepas de E.coli en las cudles se in-
vesti§6 la presencia de antigeno K88, mediante la téc-
nica de hemaglutinacién y la produccién de enterotoxi-
nas ST y LT con la técnica de ésa'ligada en conejo. -
La investigacién de antigeno K88 dio como resultado --
319 cepas positivas (63.8%), ademds un 56.2 % de éstas
cehas se les encoﬂtrd capacidad toxigenica, del 36.2 %.
de las muestras restantes no se engontrd adhesina K88
ni toxinas.

E1 tipo de enterotoxinas en las 500 cepas, dié por re-
sultado que de esas capas 71% fueron positivas a ente-.
rotoxinas con la técnica del asa ligada en conejo y un
29 % produjeron ST y 28 ¥ LT; y se encontré un bajo --

porcentaje de ST+LT siendo el 14 3.
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