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Introduccién

La explotacién de ganado ovino y caprino tiene una gran importancia dentro de la
produccion ganadera en Espafia, como lo demuestra el hecho de que en 1986 el sector ovino
aporté a la produccidn tinal agraria 115.067.4 millones de pesetas, lo que significael 11.1 %

de la produccidn tinal ganadera (Berga Monge et al., 1990).

Los factores que condicionan la productividad de las explotaciones ovinas y caprinas
son maltiples y, entre ellos, cabe destacar la incidencia de procesos infecciosos y parasitarios.
Por lo tanto, la lucha eficaz frente a estos procesos influye decisivamente en la rentabilidad

de las explotaciones.

La mortalidad perinatal tiene una especial repercusién en la productividad puesto que
la produccién de carne es el primer o segundo objetivo de las explotaciones. En Espafia no
se han publicado estudios precisos sobre las causas de mortalidad perinatal en corderos y
cabritos, si bien, en general, puede atirmarse que los procesos infecciosos son la principal

causa.
L.1. LAS DIARREAS NEONATALES EN LOS RUMIANTES

Entre los procesos patoldgicos que afectan a los animales recien nacidos en general,
y a los corderos y cabritos en particular, las gastroenteritis infecciosas son los mds frecuentes
y los que ocasionan mayores pérdidas econémicas (House, 1978; Tzipori, 1985; Holland,
1990). Las pérdidas ocasionadas por las diarreas neonatales son consecuencia del retraso en
el crecimiento de los animales, de los gastos en tratamientos medicamentosos vy,

fundamentalmente, de la mortalidad.

La ectiologia de las diarreas neonatales es multifactorial y pluricausal. En su
presentacién y evolucién intervienen diferentes agentes infecciosos causales junto con las
variaciones individuales de los animales (edad, estado nutricional, estado inmune,..) v las

condiciones medio ambientales y de manejo (Moon gt al., 1976; Morin, et al., 1976; Moon
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et al., 1978; Acres et al., 1979; Radotstits y Acres, 1983; Waltner-Toews et al., 1986).

La lista de enteropatégenos identificados como causantes de diarreas neonatales en los
animales de renta es muy amplia e incluye virus, bacterias y pardsitos. Entre las bacterias que
originan diarrea en los neonatos las mds frecuentes y las que ocasionan mayores pérdidas
econémicas son Escherichia coli y Salmonglla spp. (House, 1978; Tzipori, 1985; Holland,
1990). También se han identificados como causa de enfermedad entérica o diarrea Clostridium

perfringens (Tzipori, 1985), Bacterioides fragilis (Border gt al., 1985; Myers y Shoop, 1987),

Campylobacter spp. (Firechammer y Myers, 1981; Prescott y Monroe, 1982; Myers et al.,
1984) v Yersinia enterocolitica (Myers et al., 1984).

Los virus principalmente implicados en las diarreas neonatales de los animales
domésticos son los rotavirus y los coronavirus (Flewett y Woode, 1978; House, 1978; Torres-
Medina et al., 1985; Bridger y Pocock, 1986). Otros virus identificados como causantes de
diarreas nconatales son: togavirus, parvovirus, calicivirus, adenovirus, bredavirus y astrovirus

(Holland, 1990).

Entre los pardsitos, Cryptosporidium parvum es el principal responsable de diarreas

neonatales {Holland, 1990).

La mayoria de los enteropatégenos no producen sintomatologfa clinica en los animales
adultos. Esto, junto con el hecho, relativamente frecuente, de que los diferentes agentes se
detectan también en neonatos sanos, pone de manifiesto la importancia de los otros factores

en la aparicién y evolucién de la enfermedad.

Entre los tactores ligados al animal, el estado inmune juega un papel muy importante
en ¢l desarrollo de estos procesos. Los rumiantes son inmunocompetentes cuando nacen. No
obstante, las respuestas que su sistema inmune genera frente a los estimulos antigénicos
(inmunidad activa) suelen ser tardias y a menudo ineficaces para combatir las infecciones
(Tizard, 1987). Por lo tanto, la inmunidad de los recien nacidos depende casi exclusivamente

de la transferencia de inmunoglobulinas maternas a través del calostro (inmunidad pasiva)
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(Sawyer et al., 1977; Hopkins et al., 1984).

La inmunidad pasiva adquirida por los neonatos depende de la cantidad y calidad de
las inmunoglobulinas presentes en €l calostro y de la adecuada absorcién de las mismas por
el recién nacido (Selman, 1973). El epitelio intesinal permanece permeable a la absorcidén de
inmunoglobulinas durante las primeras 24 horas de vida en los terneros (Penhale et al., 1973)
y durannte las primeras 48 horas en los corderos (Halliday y Williams, 1976). No obstante,
la absorcién de las inmunoglobulinas es mds eficaz durante las primeras horas de vida, por
lo que los corderos deben realizar mds de una toma durante las primeras 6 horas para que la

concentracion de las inmunoglobulinas séricas sea adecuada (Halliday y Williams, 1976).

La ingesti6n de las cantidades adecuadas de calostro en las primeras horas de vida,
ademds de proporcionar proteccin, aporta nutrientes y factores de crecimiento que estimulan
el desarrollo y diferenciacién del tubo digestivo, especialmente durante las primeras 24-48

horas (Norcross, 1982; Oda et al., 1989; Mellor, 1990).

Las condiciones medio ambientales adversas y las deficiencias en el manejo de los
animales se consideran, desde estudios muy tempranos, factores que juegan un papel
importante en la aparicién, difusion y evolucién de los procesos diarreicos en los rumiantes
(Inglis, 1960; Loosmore, 1964; Wray y Thomlinson, 1975). No obstante, en muchos casos el

grado de influencia de estos y otros factores extrinsecos es dificil de precisar.

La gravedad y duracién de los brotes diarreicos, por lo tanto, estdn influenciadas,
ademis de por la virulencia del agente o agentes implicados, por una amplia gama de factores

intrinsecos y extrinsecos.
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L2. ETIOLOGIA DE LAS DIARREAS NEONATALES DE LOS CORDERQOS
Y CABRITOS

En el apartado anterior se ha destacado el cardcter multifactorial y pluricausal de las
diarreas neonatales. Sin embargo, con frecuencia estos procesos se clasifican atendiendo al
agente infeccioso implicado. En la revision que sigue se ha adoptado este criterio etioldgico,
por su mayor sencillez, si bien es necesario considerar que ¢n los brotes diarrcicos con

frecuencia intervienen mds de un enteropatégeno.

La participacién de los diferentes agentes infecciosos en las diarreas neonatales de
terneros y lechones ha sido ampliamente estudiada en los dltimos afios. Comparativamerte,
sin embargo, son muy pocos los estudios publicados sobre 1a etiologia y la epidemiologia de
las diarreas en corderos y cabritos. A pesar de los escasos estudios realizados en los rumiantes
pequefios, © quizds precisamente por ello, en la literatura con mucha frecuencia se asume que
fos agentes infecciosos implicados en las diarreas neonatales de los pequefios rumiantes son
los mismos encontrados en los terneros. De ahi que, en esta revision, se haga referencia

frecuente a datos publicados sobre ganado vacuno.

Los enteropatégenos mds frecuentemente asociados a las diarreas neonatales de los
pequefios rumiantes son los rotavirus, Cryptosporidium spp. y E. coli enterotoxigénico

(ECET) (Nagy et al., 1983; Yvore et al., 1984, Fassi-Fehri et al., 1988)

Los rotavirus son una de las causas mas importantes de diarrea en neonatos de muchas
especies animales (Holland 1990). Mebus et al., en 1969, describieron por primera vez la
participacién de estos virus en diarreas de terneros recién nacidos. En 1a década de los setenta
se demostro la intervencién de los rotavirus en diarreas de corderos (McNulty et al., 1976;

Snodgrass et al., 1976b; Ansari et al., 1978) y cabritos (Scott gt al., 1978).

Los rotavirus se dividen en 7 grupos (serogrupos) denominados con letras mayusculas
de la A ala G (Pedley et al., 1986; Bumns et al., 1989). Los rotavirus del grupo A son los

mejor conocidos y los mds frecuentemente asociados a las diarreas en el hombre y los
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animales recién nacidos. Tienen un antigeno comiin o de grupo y, a su vez, se dividen en 9
serotipos. Los restantes grupos, que no comparten el antigeno comun del grupo A, por lo que
no se detectan con los ensayos inmunolégicos convencionales (ELISA, IF) desarrollados para
la deteccidn de los rotavirus del grupo A (Bridger, 1980; Saif et al., 1980), se conocen como
rotavirus atipicos. Estos rotavirus atipicos se han estudiado mucho menos que los del grupo

A dado que no se replican facilmente en cultivos celulares.

Los rotavirus asociados a las diarreas neotales de los rumiantes pertenecen a los
serogrupos A y B, si bien los del grupo A son mds importantes clinicamente y presentan unas
prevalencias de infeccién mds elevadas (Snodgras et al., 1977a; Snodgrass y Gray, 1977; Ihara
et al., 1983; Chasey y Bands, 1984; Chasey y Davies, 1984; Fijtman et al., 1987; Theil y
McCloskey, 1989). En ovinos y caprinos existen pocos estudios sobre la prevalencia de cada
uno de estos grupos. No obstante, segin los resultados de algunos estudios la prevalencia del
grupo B podria ser importanie, al menos en algunos paises. Asi, por ejemplo, Chasey y Banks
(1984) en un estudio realizado en Inglaterra y Gales sobre 138 casos de diarrea en corderos
detectaron rotavirus del grupo B en 17 casos y, sin embargo, en ninguin caso detectaron
rotavirus del grupo A. Por otra parte, en heces de ganado caprino no se han detectado
rotavirus diferentes al grupo A, pero se han encontrado prevalencias altas de sueros con

anticuerpos frente al grupo B (Brown gt al., 1987).

La infeccién con rotavirus puede ser asintomadtica o dar lugar a sintomatologia clinica
de intensidad variable (Tzipori et al., 1980b; Crouch y Acres, 1984; Dea et al., 1985; Bridger
y Pocock, 1986). En terneros se ha descrito que las variaciones en la presentacidn clinica de
la enfermedad dependen de una serie de factores que incluirfan la virulencia de la cepa de
rotavirus implicada, la dosis infectante, la edad del hospedador, la existencia de infecciones
mixtas, las condiciones medioambientales y de manejo adversas y el estado nutricional ¢
inmunitaric de los animales (Mebus et al., 1977; Acres y Babiuk, 1978; McNulty v Logan,
1983; Radostits y Acres, 1983, Tsunemitsu gt al., 1989).

La receptividad a la infeccién por rotavirus, al igual que sucede con los otros

enteropatdgenos asociados a las diarreas neonatales, disminuye con la edad. Tzipori et al.
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(1981d) en corderos gnotobidticos infectados experimentalmente con rotavirus pusieron de
manifiesto que los animales de 4 o mds dias de edad desarrollaban sélo una infecci6én
subclinica, mientras que los corderos de 2 dias desarrollaban la enfermedad. En otro estudio,
Snodgras et al. (1976a) infectaron corderos gnotobidticos el primero y el décimosegundo dia
de vida comprobando que en los primeros se producia diarrea y deshidratacién grave, mientras
que en los infectados el décimosegundo dia de vida dnicamente aparecia una diarrea leve.
Ademds, en los corderos infectados el primer dfa de vida eliminaban virus por las heces

durante 6-7, en tanto que los infectados el décimosegundo lo hacian solo uno o dos dias.

La presentacion clinica de la infeccidn por rotavirus se caracteriza por diarrea acuosa
intensa, anorexia, depresién y deshidratacién, y, en los casos mds graves, los animales
mueren. Las lesiones originadas por los rotavirus se limitan generalmente al intestino delgado
donde infectan las células apicales de las vellosidades intestinales. Esto origina la destruccion
de las células epiteliales maduras que son sustitufdas por células inmaduras (Moon, 1978;
Woode y Crouch, 1978; Woode et al., 1978; Argenzio, 1985). Las vellosidades se atrofian y
se reducen las funciones absortivas y enzimdticas desencadenando la diarrea por un
mecanismo de mala digestién y malabsorcién (Moon, 1978; Woode y Crouch, 1978; Woode
et al., 1978).

La sintomatologia y las lesiones originadas por los rotavirus atipicos son similares a
las inducidas por los rotavirus del grupo A (Bohl et al,, 1982; Askaa y Bloch, 1984; Chasey
y Banks, 1986), excepto en la formacién de sincitios en las células epiteliales infectadas que

s¢ considera una lesion especifica de los rotavirus del grupo B (Chasey y Banks, 1986).

La participacién de otros virus distintos a los rotavirus en las diarreas neonatales de
corderos y cabritos se ha descrito en muy poces casos. Los coronavirus, que constituyen una
de las principales causas de diarrea en ganado vacuno, se han detectado muy ocasionalmente
en ovinos y caprinos (Tzipori et al., 1978; Snoodgrass et al., 1980b; Pass et al., 1982; Nagy
et al., 1983). Por otra parte, en dos estudios se han detectado astrovirus en corderos afectados

de diarrea (Snodgrass y Gray, 1977b; Wray et al.,1981).
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El protozoo Cryptosporidium spp. fue considerado por primera vez como un agente
causal de diarrea en un ternero por Panciera et al. en 1971. Posteriormente se ha asociado
a gastroenteritis y diarrea en una gran variedad de especies animales y en el hombre (Holland,
1990). En los primeros trabajos se discutfa su papel como agenie patogeno primario en los
procesos diarreicos debido a que frecuentemente se detectaba asociado a otros
enteropatGgenos tanto en terneros (Meuten et al., 1974; Pohlenz et al., 1978b; Snodgrass gt
al., 1980b) como en corderos (Barker y Carbonell, 1974; Berg et al., 1978). Actualmente, los
estudios epizootiolégicos y experimentales permiten considerarle como un importante
enteropatégeno asociado a las diarreas neonatales de los rumiantes recién nacidos (Holland,
1990). C. parvum es la especie que origina gastroenteritis y diarrea en los animales

domésticos (Tzipori gt al., 1981a, Anderson, 1982 y 1984, Pearson y Logan, 1983).

Aungue la infeccién con Cryptosporidium spp. habia sido descrita en corderos con

diarrea por Barker y Carbenell en 1974 y por Berg et al. en 1978, la primera aseciacion
causal con la diarrea en corderos fue establecida y comprobada experimentalmente en 1981

por Tzipori gt al. (1981b). En cabritos la infeccion por Cryptosporidium spp. se describié por

primera vez por Mason gt al. en 1981 y posteriormente se denunciaron otros brotes (Tzipori

et al. 1982b; Matovelo et al.. 1984; Nagy et al. 1984; Rossangio et al., 1987).

En Espafia la primera descripcién de la infeccion por Cryptosporidium spp. en
corderos y cabritos recién nacidos fue realizada por Rojo Vazquez et al. en 1985, Los trabajos
publicados posteriormente han puesto de manifiesto una amplia distribucién geogrifica de esta
parasitosis en nuestro pais y unas tasas de prevalencia muy elevadas (Gonzalez-Hidalgo y
Respaldiza-Cardefiosa, 1987; Rojo Vizquez et al., 1987; Villacorta et al., 1987; Clavel et al.,
1989: Gomez Bautista e_t__aL 1989).

La criptosporidiosis se presenta Unicamente en animales recién nacidos o
inmunocomprometidos. Experimentalmente se ha comprobado que existen diferencias en la
receptividad a la criptosporidiosis relacionadas con la edad de los animales: las infecciones
realizadas el primer dia de vida dan lugar a periodos de incubacién mds cortos, patencias mds

largas y cuadros clinicos mds graves que las realizadas en la segunda, tercera o cuarta semana
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de vida (Tzipori et al., 1981b; Anderson, 1982); los corderos de un mes de vida pueden
infectarse pero no desarrollan sintomatologia clinica y la eliminacién de ooquistes en las
heces dura sélamente uno o dos dias (Tzipori et al., 1981b). No obstante, los corderos son
receptivos a la criptosporidiosis durante perfodos mas largos que a la diarrea originada por

ja infeccién con rotavirus o Escherichia coli enterotoxigénico (ECET) (Tzipori et al., 1981).

Los cuadros mds graves se producen en corderos de 5 dfas de edad (Tzipori et al., 1981d y
1982, Anderson, 1984). mientras que la diarrea originada por rotavirus y ECET se produce

en corderos menores de 2 dias de vida (Tzipori et al., 1981d).

La sintomatologia clinica originada por C. parvum no presenta caracteristicas
especiticas. La diarrea es el signo mds constante y se acompafia de anorexia, depresion,
deshidratacion, emaciacion y, en los casos mds graves, de la muerte de los animales (Tzipori

et al., 1981c; Foreyt, 1990).

En los animales muertos se observa macroscopicamente distension del abomaso, con
presencia de leche coagulada, y un contenido intestinal acuoso y amarillento. La mucosa
intestinal se encuentra hiperémica, pero no hemorrdgica, y las lesiones se limitan
generalmente al intestino delgado aunque el ciego puede aparecer dilatado y con contendio
liquido. Los ganglios linfdticos mesentéricos estdn aumentados de tamafio, congestivos y

edematosos (Angus et al., 1982; Tzipori et al., 1983).

Las lesiones histoldgicas se caracterizan por atrofia y, frecuentemente, fusioén de las
vellosidades. En las vellosidades afectadas el epitelio columnar estd sustituido por células
inmaduras cuboides o redondeadas. Entre las vellosidades se observan adheridos distintos
estados de desarrollo del pardsito (Pohlenz gt al., 1978a y b; Angus gt al. 1982; Tzipori et al.,
1983; Anderson, 1984; Heine et al., 1984; Argencio et _al., 1990). Las lesiones afectan
generalmente al intestino delgado en su parte distal, yeyuno e {leon, aunque también pueden
aparecer en el intestino grueso, fundamentalmente en ciego y colon, donde la imagen

histopatolégica es similar (Heine et al., 1984).

Los mecanismos por los cuales C,_ parvum provoca la diarrea no se conocen
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totalmente. Las lesiones histopatoldgicas observadas en el intestino delgado inducen la pérdida
de funcién de las vellosidades originando alteraciones de la digestién y de la absorcién de los

nutrientes (Tzipori, 1988).
La participacién de E. coli enterotoxigénico (ECET) y otras estirpes de E. coli en las
diarreas neonatales, al ser el objeto de estudio de esta tesis, se revisa detalladamente en los

siguicntes apartados.

La intervencion de otras bacterias distintas de E. coli en la etiologia de las diarreas

neonatales de los pequefios rumiantes no se ha establecido con claridad. Asi, por ejemplo,
Salmonella spp. y Clostridium perfringens se han asociado a cuadros entéricos en los corderos
y cabritos recien nacidos, pero no suelen considerarse como agentes etioldgicos del "sindrome
diarreico del recién nacido" debido a que originan procesos con caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas bien definidas y a que su participacion no se limita al periodo neonatal

(Tzipori, 1985).

En el diagndstico ctiolégico de brotes diarreicos neonatales en rumiantes con
frecuencia se detectan infecciones miiltiples con dos 0 mas enteropatdgenos. En los estudios
de campo las infeciones mixtas generalmente se asocian a cuadros mds graves y a tasas de
mortalidad mds altas que cuando se detecta un solo agente (Snodgrass et al., 1986, Reynolds
et al., 1986).

Diferentes infecciones experimentales realizadas en terneros con ECET y rotavirus
sugieren la existencia de un efecto sinérgico por el que los rotavirus favorecerian la
colonizacién por ECET sin agravar los sintomas de la enfermedad (Dubourghier et al., 1978;
Gouet et al., 1978; Runnels et al., 1980b; Tzipori et al., 1981c). No obstante, en otro estudio
llevado a cabo en terneros Hall et al. (1988a) observaron que, mds que un efecto sinérgico,
la coinfeccién con varios enteropatégenos originaba un efecto aditivo de las alteraciones

producidas en diferentes tramos intestinales que desencadenaban un cuadro de malabsorcién.

En condiciones de campo s6lo ocasionalmente se han descrito infecciones miltiples
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en corderos {Anderson, 1982; Ramisse et al., 1984) y cabritos (Nagy et al., 1983, 1984 y

1987; Sanford et al., 1991). Por lo tanto, la importancia y difusién de las infecciones mixtas

en estos animales se desconoce.

Las posibles interacciones entre ECET, rotavirus y Cryptosporidium en corderos se han

investigado experimentalmente en tres trabajos. Tzipori gt al. (1981d) empleando corderos

gnotobidticos encontraron que los animales de 4 o més dias no desarrollaban sintomatologia
clinica cuando se infectaban con ECET o con rotavirus por separado ni cuando se infectaban
conjuntamente con ambos agentes. Ademas, los corderos eran receptivos a la diarrea inducida

por Cryptosporidium spp. hasta al menos los 6 dias de edad, pero la infeccién conjunia del

pardsito con ECET o con rotavirus no agravaha la sintomatologfa clinica ni las lesiones.

Wray et al. (1981, 1984) observaron que la coinfeccion el primer dia de vida de
corderos privados de calostro con ECET y rotavirus, a las mismas dosis utilizadas en
infecciones simples, producia una mortalidad mayor a la inducida por las infecciones simples,
aunque no influfa en la duracién de la diarrea. La discrepancia de estos resultados con los
obtenidos por Tzipori et al. (1981d) posiblemente se¢ deba a la diferencia de edad de los

animales utihzados.

L3. ESCHERICHIA COLI

E. coli es un bacilo corto, Gram-negativo, no esporulado, mévil o inmévil y anaerobio

facultativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae.

El hdbitat primario de E. coli es el tracto gastrointestinal, y principalmente el intestino,
de los mamiferos y las aves. La bacteria se encuentra muy difundida en la naturaleza, sobre
todo en el suelo, el agua y los alimentos, generalmente como consecuencia de

contaminaciones fecales.

E. coli coloniza y se establece en el tracto intestinal en las primeras horas de vida de

los animales. L.a mayorfa de las cepas no son pat6genas y forman parte de la flora saprofita
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normal del intestino, pero determinadas estirpes poseen distintos "factores de patogenicidad”
que les confieren la capacidad de producir diferentes procesos clinicos tanto en el hombre
como en los animales: infecciones entéricas, septicemias, infecciones del tracto uninario,

mamitis, infecciones de heridas, meningitis, etc.

Desde hace muchos afios las investigaciones se han orientado hacia la diferenciacion
entre las cepas patgenas y las comensales. Un primer avance importante en este sentido tue
la clasificacién serolégica propuesta por Kauffman en 1947 basada en los antigenos
superficiales de la bacteria. Estos antigenos son los O o somdticos, que son lipopolisacdridos
complejos (LPS) que forman parte de la membrana externa, constituyen la endotoxina
bacteriana y no se inactivan a 121°C, los K o capsulares, que son polisacdridos dcidos que
forman una envoltura o cdpsula ailrededor de la bacteria, y los H o flagelares, que son de
naturaleza proteica y se inactiva a 100°C. Hasta el momento se conocen al menos 171
antigenos O, 103 antigenos K y 56 antigenos H. Cada serotipo viene definido por su férmula
O:K:H y, aunque exiten multitud de serotipos distintos, cada uno de los procesos producidos
por E. coli se asocia a un nimero relativamente reducido de serotipos (Morris y Sojka 1985).
De ahi el interés, desde el punto de vista epidemioldgico e incluso diagndstico, de esta

clasificacidn seroldgica.

Los distintos serotipos, ademds, tienen cierta especificidad de hospedador. Asi, por
ejemplo, los serotipos que originan enfermedades en el hombre son distintos de los que
ocasionan procesos patoldgicos en los animales domésticos y, entre estos, son diferentes los
serotipos implicados en enfermedades del cerdo de los que ocasionan procesos patolégicos
en temeros y corderos. No obstante, los serogrupos implicados en enfermedades de temeros

y corderos son los mismos (Sojka, 1971; Morris y Sojka 1985; Wray y Morris, 1985).

En las dltimas décadas las investigaciones s¢ han centrado en buena medida en el

estudio de los factores que determinan la patogenicidad de las estirpes de E.coli implicadas

en los diferentes procesos patolégicos. Los factores patogénicos mejor conocidos hasta la
fecha pueden clasificarse en dos grandes grupos: la expresién de factores de colonizacién y

la produccién de toxinas.

11
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L.3.1. ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR E. COLI EN LOS ANIMALES
DOMESTICOS

Los procesos producidos por E. coli en los animales domésticos se denominan
tradicionalmente colibacilosis. En funcidn de la presentacién clinica y las lesiones
anatomopatolégicas se reconocen dos formas principales, que afectan fundamentalmente a los
animales jovenes, una entérica y otra sistémica. La bacteria produce también mamitis en las

vacas (Morris y Sojka 1985).

La colibacilosis entérica puede a su vez subdividirse en dos sindromes principales: la
diarrea colibacilar, también denominada diarrea neonatal por E. coli, y 1a toxemia colibacilar.
En ambos casos hay una intensa proliferacién en el intesuno de las cepas de E.coli
implicadas, pero las bacterias permanecen localizadas en el tracto intestinal, aunque en los

estadios terminales pueden invadir otros drganos.

La diarrea neonatal, que es la colibacilosis entérica mds frecuente, estd ocasionada por
cepas de E. coli productoras de enterotoxinas las cuales dan lugar a un aumento neto de
secrecién de liquidos a la luz intestinal. De la diarrea neonatal y de los factores de

patogenicidad de las cepas responsables nos ocupamos ampliamente mds adelante.

La toxemia colibacilar es un proceso ocasionado por la absorcién de la endotoxina
(LPS)} que puede estar asociado a cepas de E. coli enterotoxigénicas o no enterotoxigénicas.
Los animales mueren repentinamente sin otras manifestaciones clinicas. Esta enfermedad no
es frecuente en los terneros, corderos y lechones recien nacidos, pero es un problema
importante en los cerdos tras el destete. En esta forma entérica sc incluye la entermedad de

los edemas del cerdo.

En la colibacilosis sistémica, que afecta frecuentemente a terneros, corderos y aves,
las bacterias atraviesan la mucosa intestinal o respiratoria y pasan al torrente circulatorio. Esta
invasion puede dar lugar a una infeccidn generalizada (septicemia colibacilar o colisepticemia)

0 a infecciones localizadas tales como mepingitis y/o artritis en terneros y corderos y

12
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aerosaculitis y pericarditis en las aves.

En ¢l ganado vacuno la forma sistémica generalmente afecta a animales
hipogammaglobulinémicos en los primeros dias de vida. El proceso es agudo y
frecucntemente mortal. Los animales afectados pueden presentar diarrea antes de morir pero
ésta no es constante. En algunos animales el proceso se prolonga y las bacterias se localizan

con predileccidn en las articulaciones y las meninges causando poliartritis y/o meningitis.

La colibacilosis sistémica en los corderos presenta unas caracteristicas muy similares
a la de los terneros. Ademads los serotipos responsables son los mismos que los que afectan
a los corderos: O78:K80 (el mds frecuente), 0137:K79, 015:K, 035:K, 0115:K, 0117:K98,
0119:K, 026:K60 y 086:K61 (Morris y Sojka 1985).

Los mecanismos de patogenicidad de las cepas septicémicas no se conocen con
precisién. No obstante, un alto porcentaje de las cepas aisladas de terneros, corderos y aves
portan un pldsmido que codifica la colicina V y oftras cepas procedentes de terneros y
corderos tienen otro plasmido denominado Vir (Smith, 1974). La presencia de estos pldsmidos

se ha relacionado con la capacidad de las cepas para producir septicemia.

1.3.2. CLASIFICACION DE LAS CEPAS DE E.COLI PRODUCTORAS DE
DIARREA

Las estirpes de E._coli capaces de producir diarrea constituyen un grupo heterogéneo
en funcion de los factores de patogenicidad que expresan, de los mecanismos de interaccin
con la mucosa intestinal, de los cuadros clinicos que originan y de los serotipos a los que
pertenecen. Atendiendo a estas caracteristicas, Levine, en 1987, clasificé las cepas de E. ¢oli
capaces de producir diarrea en el hombre en cuatro categorias principales: enterotoxigénicas
(ECET), enteroinvasivas (ECEI), enteropatégenas (ECEP) y entrohemorrdgicas (ECEH)
(Levine, 1987). Este autor consideré ademds una quinta categorfa peor definida a la que
denomind E. coli enteroadherentes (ECEA) (Levine, 1987), y que posteriormente s¢ ha

denominado por otros autores E. coli enteroagregativos (Vial et al., 1988).

13
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El grupo de ECET es el mejor conocido y en €l se incluyen las cepas que producen
enterotoxinas (que son las que desencadenan la diarrea) y que generalmente poseen una O mas

fimbrias por las que se fijan a los enterocitos.

Las estirpes de ECEI invaden y proliferan en las células intestinales, fundamentalmente
del colon, originando un cuadro diarréico clinicamente similar al producido por Shigeila
dysenteriag (DuPont, 1971). La capacidad invasiva, al igual que en Shigella, reside en la
presencia de un pldsmido de 140 MDa (Harris et al., 1982) que codifica la produccion de
varias proteinas externas de membrana, semejantes o idénticas a las de Shigella (Hale gt al.,
1983). Las cepas de ECEI generalmente son inméviles y no fermentan la lactosa lo que las
asemeja también a Shigella. Ademds, ambas bacterias muestran muchas reacciones cruzadas

entre sus antigenos O (Edwards y Ewing, 1972; Orskov et al., 1977).

La categoria de ECEP incluye determinados serotipos que fueron epidemiolégicamente
responsabilizados de graves epidemias de diarrea infantil en los afios 50 (Neter et al., 1955)
y que, posteriormente, se comprobd que no producian enterotoxinas ni posefan capacidad
invasiva (Sack ¢t al., 1975, Gross et al., 1976, Echevarria et al., 1976, Goldschmidt vy DuPont,
1976, Gurwith et _al., 1977). La capacidad pat6gena de ¢stos serotipos se comprobd
experimentalmente en voluntarios, en los que producian diarrea por un mecanismo

desconocido hasta entonces (Levine et al., 1978).

Las cepas de ECEP se adhieren intimamente a la membrana de los enterocitos (Levine
y Edelman, 1984) y producen una lesién ultraestructural tipica denominada de adhesi6n y
borrado (“attaching-effacing”), que se caracteriza por la destruccién de las microvellosidades

sin que exista penetracion en los enterocitos (Polotsky gt al., 1977).

Cravioto gt al., en 1979, observaron que las estirpes de ECEP tenfan la capacidad de
adherirse a las células Hep-2 en cultivo celular. Posteriormente se comprobd que esta
capacidad se debia a un factor de colonizacidn, al que se denomind factor de adherencia de
ECEP (EAF, en sus siglas inglesas), que estaba codificado por un pldsmido de 60 MDa

(Baldini gt al., 1983). Nataro et al., en 1985, dividieron las estirpes humanas de ECEP en dos
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clases en funcién del modelo de adherencia de las bacterias a las células Hep-2: la clase |

presenta un modelo de adherencia localizado y la clase 11 un modelo difuso o no adherente.

En 1982, Riley ¢t al. describieron un brote de colitis hemorrigica clinicamente distinto
de los originados por Shigella o las estirpes de ECEL El agente causal era una cepa de E.coli
del serotipo 0157:H7, serotipo que no se habia reconocido previamemte como causante de
diarrea en el hombre. Posteriormente se comprobd que dicho serotipo producia también en
el hombre el sindrome urémico hemolitico (HUS, en sus siglas inglesas) (Karmali et al., 1983)
y que el serotipo 026:H11 era clinica y epidemiol6gicamente semejante al (157:H7 (Levine
1987). Ambos son los serotipos cldsicos del grupo de ECEH. Las estirpes de este grupo
aisladas del hombre producen potentes citotoxinas (denominadas verotoxinas o toxinas
semejantes a la Shiga) activas en las células Vero y HeLa (Jonhson gt al.. 1983) y poseen
un plasmido de 60 MDa que codifica la expresion de una fimbria que media la adhesién a
las células intestinales Henle 407 en cultivo celular (Karch _et al., 1987). Al igual que el
grupo de ECEP, las cepas de ECEH se adhieren intimamente a la mucosa intestinal y

producen una lesidon semejante (Tzipori et al., 1986).

Aparte de la clasificacion de Levine, en la literatura se emplean con mds o menos
frecuencia otras denominaciones para referirse a grupos de estirpes de E. coli patdgenos para
el hombre y los animales. Entre ellas cabe destacar las siguientes: E. coli "attaching-effacing”
(ECAE), que incluye las cepas capaces de adherirse a la mucosa intestinal y producir la tipica
lesién de borrado, E. coli verotoxigénicos (ECVT), que engloba las estirpes productoras de
verotoxinas y E. coli necrosantes (ECNT), que comprende las cepas productoras de factores

necrosantes cilotoxicos.

En el caso de las cepas de E_coli productoras de diarrea en los animales domésticos,

la clasificacién de Levine, como se expone a continuacién, es aplicable sélo parcialmente.

La importancia de las estirpes de E. coli enterotoxigénicas (ECET) como agentes
causales de diarreas neonatales en rumiantes y cerdos estd ampliamente reconocida. De hecho,

fue en medicina veterinaria donde primero se descubrié el mecanismo patogénico de las
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estirpes enterotoxigénicas: Smith y Halls, en 1967, demostraron que inyectando filtrados de
cultivo de cepas de E.coli aisladas de diarreas de lechones se producia una acumulacion de
liguidos en el intestino de los cerdos inoculados (Smith y Halls, 1967a). También en cepas
aisladas de cerdos se decribid el primer antigeno fimbrial (K88) (Orskov et al., 1961) y su
asociacién con la capacidad de las cepas que lo expresaban de proliferar en ¢l intestino
delgado (Moon et al., 1972). M4s tarde, se demostrd [a produccidn de enterotoxinas en cepas
de origen humano (Sack et al.. 1971 y Dean et al., 1972), muy semejantes a las de las cepas

porcinas (Gill et al., 1981) y la expresion de antigenos fimbriales (Evans gt al., 1975).

En los animales domésticos, sin embargo, no se han encontrado cepas que posean el
mecanismo enteroinvasivo, aunque s¢ ha descrito una cepa de E. coli aislada de un ternero

con diarrea con capacidad invasiva (Pohl et al., 1983).

Por otra parte, en medicina veterinaria el término enteropaidgenos histéricamente se
ha utilizado para referirse a las estirpes de E. coli que producian colibacilosis entérica e
incluso sistémica (Holland, 1990). Por lo tanto, dicha denominacién aplicada a las cepas
animales no ha tenido tradicionalmente el caracter restrictivo y bien definido del caso de las

gstirpes humanas.

No obstante, en los dltimos afios se ha encontrado en animales afectados de diarrea
la lesién tipica de adhesion y borrado (Cantey y Blake, 1977; Hall et al., 1985; Moxley y
Francis, 1986). Asimismo, también se han aislado de distintos animales domésticos estirpes
de E. coli productoras de citotoxinas: verotoxinas y factores citotdxicos necrotizantes (De
Rycke, 1991; Blanco et al., 1992¢). Aunque algunas de estas caracteristicas permitirfa, en
principio, catalogarlas como ECEP o ECEH segun 1a clasificacién de Levine, con frecuencia
se acostumbra a referirse a ellas con la denominacion genérica de "no-enterotoxigénicos”
(Okerman, 1987; Holland, 1990) para diferenciarlas de las estirpes enterotoxigénicas cldsicas
bien conocidas en los animales. Pensamos que, al menos por el momento, este criterio €s

adecuado puesto que los estudios sobre dichas estirpes animales son todavia limitados.

16



Introduccion

14. E. COLI ENTEROTOXIGENICOS (ECET)

I.4.1. Factores de patogenicidad

Las cepas de ECET poscen dos propicdades fundamentales que les confieren la
capacidad de originar diarrea: la expresion de factores de colonizacidn, a través de los cuales
se unen a la mucosa intestinal, y la elaboracién de enterotoxinas que alteran el transporte

intestinal de agua y electrolitos.

1.4.1.1. Factores de colonizacion de la mucosa intestinal: fimbrias

1.4.1.1.1. Concepto

Los factores de colonizacion descritos hasta el momento en las cepas de ECET son
estructuras filamentosas, no flagelares, de naturaleza proteica situadas en la superficie
bacteriana y denominadas fimbrias (Gastra y De Graaf, 1982; Klemm, 1985; Hirsh, 1985;
Moon, 1990; Blanco et al., 1991). Ya en 1908 Guyot describid las propiedades adhesivas de
determinadas cepas de E. coli por su capacidad para aglutinar los eritrocitos de distintas
especies animales. Pero fue en 1935 cuando Duguid et al. establecieron la correlacién entre
las propiedades adhesivas de E_coli y la presencia de apéndices filamentosos no flagelares

observados por microscopia electrénica a los que denominaron fimbrias (Duguid gt al. 1955)

El término adhesina se aplica a cualquier componente superficial bacteriano que media
la adhesion especifica a las membranas de células eucariotas y no presupone ninguna
estructura en particular ni ninguna funcién especifica en la infeccién (Parry y Rooke, 1985).
Las adhesinas que promueven la colonizacién de tejidos del hospedadador por un
microorganismo se consideran factores de colonizacién. Las fimbrias, por lo tanto, son

adhesinas con estructura filamentosa.

La presencia de determinadas adhesinas fimbriales en las estirpes de ECET, tanto de

origen humano como animal, se asocia con la capacidad de las cepas que las expresan de
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adherirse y proliferar en el intestino (Gaastra y De Graaf, 1982). Estos antigenos fimbriales
son, por lo tanto, factores de colenizacién. Sin embargo, las fimbrias tipo 1, pese a ser
adhesinas de E. coli que intervienen en la unién a distintos tipos de células, no se consideran

factores de colonizacidn, dado que su intervencidn en la infeccidén no estd clara (Moon, 1990,

En principio se pensé que las fimbrias eran antigenos capsulares y por eso se
denominaron con la letra K (p.e. K88 y K99). Para evitar la confusién con los auténticos
antigenos capsulares, Orskov et al., en 1977, propusieron denominar a los antigenos
fimbriales con la letra F: el K88 pasé a denominarse F4, el K99 F5 y el 987P F6 (Orskov et
al., 1977).

1.4.1.1.2. Especificidad de hospedador.

Los antigenos fimbriales descritos como factores de colonizacién en las cepas de
ECET presentan cierta especificidad de hospedador. Asi, por ejemplo, los antigenos fimbriales
que expresan las estirpes que originan diarrea en el hombre son distintos de los que expresan
las cepas que producen diarrea en Jos animales. Y en estos Gltimos son diferentes las fimbrias
expresadas por las cepas de origen porcino de las encontradas en las cepas procedentes de
terneros y corderos, excepeién hecha de las fimbrias FS (K99) y F41 que se encuentran tanto
en las cepas de ECET aisladas de los rumiantes como en las de erigen porcino (Gaastra y De
Graaf, 1982).

En las estirpes de ECET de origen animal se presentan fundamentalmente las cuatro
fimbrias siguientes: F4, F5, F6 y F41. Algunas de las caracteristicas de estas fimbrias, y de
las encontradas en las cepas de origen humano, se detallan en la tabla 1. La primera fimbria
descrita, hallada en cepas de E.coli procedentes de cerdos con enteritis, fue la F4 (K88)
(Orskov et al., 1961). Mds tarde se describieron la F5 (K99), en cepas enterotoxigénicas de
terneros y corderos (Smith y Linggod, 1972), la F6 (987P), en estirpes de ECET de cerdos
que no expresaban la F4 (K88) (Nagy et al., 1976 y 1977), y la F41, que se encontré en la
cepa de origen bovino B4l conjuntamente con la F5 (K99) (Morris et gl 1980a).

Posteriormente, se aislé una mutante de esta cepa (B41m) que s6lo expresa la fimbria F41
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(Morris et al., 1982). Las fimbrias F5 y F41 se presentan también en cepas de ECET de
origen porcino (Moon et al., 1977 y Morris et al., 1983a, respectivamente). De la fimbria F4
se conocen tres variantes antigénicas: K88ab, K88ac y K88ad (Orskov et al., 1964, Orskov
et al., 1977, Moot y de Graaf, 1979).

Las fimbrias descritas en las cepas de ECET de origen humano se denominan CFA
{"colonization factor antigens") (Levine, 1987). El primer factor de colonizacién fimbrial
descrito en las cepas de ECET de origen humano se denomindé CFA/I (Evans et al., 1975,
1978b). Mds tarde se describié un segundo factor de colonizacidn, antigénicamente distinto

al anterior, el CFA/II (Evans et al., 1978a). Este segundo factor de colonizacién estd formado

por tres antigenos superficiales distintos, CS1, CS2 y C83 (Cravioto et al., 1982, Smyth,
1982), que pueden expresarse en diferentes combinaciones (Smyth, 1982), si bien el CS83 estd
presente en todas las cepas de ECET que expresan el factor de colonizacion CFA/II (Levine,
1987). Mas tarde se describieron los factores de colonizacién CFA/III (Honda ¢t al., 1984)
y CFA/IV, este ultimo se hall6 en la cepa E8775 (Thomas et al., 1982). E1 CFA/IV, al igual
que el CFA/II, estd formado por tres antigenos superficiales distintos: CS4, CS5 y CS6
(McConnell ¢t al., 1985).

L.4.1.1.3. Caracteristicas comunes,

Las fimbrias son apéndices filamentosos superficiales de distribucién peritrica en la
superficie celular. Su didmetro oscila entre 2 y 7 nm. La morfologia de las fimbrias puede ser
como varillas rigidas de un didmetro de 7 nm aproximadamente (fimbrias), o como hebras
ondulantes de un didmetro de 2 nm (fibrillas). La primera morfologia la presentan la mayoria
de las fimbrias de origen humano y la de origen porcino F6, mientras que la segunda la

presentan la mayoria de las de origen animal (F4, F41) (Klemm, 1985).

Todas ellas son proteicas constituidas por subunidades cuyos pesos moleculares varian
desde 14 a 31 kDa y suelen estar codificadas por plasmidos, excepto la F6 y la F41 que son
de codificacién cromosémica. Las fimbrias se expresan in vitro cuando las bacterias se

cultivan a 37°C pero no cuando se hace a 18°C, y excepto la F6 poseen la capacidad de
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aglutinar los eritrocitos de determinadas especies animales en presencia de D-manosa. La

expresion de estos factores de colonizacién se asocia a determinados serotipos de ECET

(Moon, 1990; Blanco et al., 1991).

TABLA 1. Factores de colonizacion descritos en las estirpes de ECET

Antigeno fimbrial Pm (Kda) Diametro (nm) Origen
CFA/T (F2) 15,5 6-7 Humano
CFA/ (F3) CS51 16,3 6-7 Humano

CS2 15,3 6-7 Humano

€83 14,7 2-3 Humano
CFA/II 18 6-7 Humano
CFA/MTV CS4 17 6-7 Humano

CS85 21 6-7 Humano

CS86 14.5-16 2-3 Humano
K8R (F4) 23,5-26 21 Porcino
K99 (F5) 18,5 4.8 Porcing, bovino, ovino, caprino
9B7P (1'6) 20 7 Porcino
F41 28,5 3.2 Porcino, bovina, ovino

En los dltimos afios se han encontrado nuevos antigenos fimbriales en cepas de ECET

de origen porcino cuya intervencién como factores de colonizacién todavia no se ha

esclarecido completamente. Estos nuevos antigenos son el F42, encontrado en cepas

productoras de STa (Yano et al., 1986), el CS1541, descrito en cepas productoras de LT y
STh del serotipo 08:KX105 (Broes ¢t al., 1988 y 1989), y el PCF0141, hallado en cepas
enterotoxigénicas (STa" STb™} del serotipo 0141:K85ab (Kennan y Monckton, 1990).

Las fimbrias F17, CS31A y F161, descubiertas también recientemente en cepas de

origen animal, se tratan en el apartado dedicado a las estirpes de E._coli no-enterotoxigénicas.
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1.4.1.1.4. Fimbrias encontradas en Ias cepas de ECET de origen ovino y caprino:
F5 y F41

En las cepas de ECET que originan diarrea en los corderos se han detectado las
fimbrias FS (Smith y Lingood, 1972) y F41, esta ultima en asociacién con la F5 (Woodward
y Wray, 1990), mientras que en las cepas que producen diarrea en los cabritos se ha

encontrado la F5 (Nagy et al., 1987)

La fimbria F5 fue descrita por primera vez por Smith y Linggood en 1972 como un
antigeno capsular (K) comiin a cepas enterotoxigénicas de temeros y corderos. Inicialmente

se denomind Kco (Smith y Linggod, 1972) y posteriorment K99 (Orskov et al., 1975). En los

intentos iniciales de purificar esta fimbria a partir de la ¢epa enterotoxigénica B41 (Morris
et al., 1977) y de un E. coli K-12 que contenia el pldsmido que la codifica (Isaacson, 1977)
se obtuvieron resultados discrepantes atendiendo al punto isoeléctrico y a las propiedas
hemaglutinantes en presencia de D-manosa del material purificado. M4s tarde se comprobd
que el material purificado a partir de la cepa B41 contenia dos componentes: uno catiénico
y otro anidnico (Morris et al., 1978b). La fimbria F5 se correspondia con el componente
catidnico (Morris et al., 1980a), mientras que el componente aniénico se identificé como una

nueva fimbria, que se denominé F41 (Morris et al., 1982).

La fimbria F5 estd compuesta por subunidades proteicas de 18,5 kDa y con un punto
isoelécirico de 9,5. Observada por microscopia electrénica tiene una estructura fibrilar con un
didmetro de 4,8 nm (De Graaf et al., 1980). El antigeno F41 ticne un punto isoeléctrico de
3.2, estd formado por subnidades proteicas de 29,5 kDa y posee una estructura fibrilar con
un didmetro de 3,2 nm (Morris et al., 1982). Ambas fimbrias poseen propiedades
hemaglutinantes en presencia de D-manosa: la F5 aglutina los eritrocitos de caballo y oveja
mientras y la F41 los de cobaya y humanos y débilmente los de cabalio y oveja (De Graaf
y Roorda, 1982).

Las cepas de ECET que expresan la fimbria F5 se adhieren y colonizan el intestino

tanto de terneros y corderos {(Smith y Lingood, 1972; Isaacson et al., 1978; Morris et al,,
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1982) como de cerdos (Smith y Huggins, 1978; Morris et al., 1982). Aunque el papel de la
fimbria F41 como factor de colonizacién estd menos definido (Moon, 1990), debido a que la
mayoria de las cepas de ECET que lo expresan lo hacen conjuntamente con la F5 o poseen
el gen que codifica a esta tltima (Moseley et al., 1986). En estudios experimentales se ha
demostrado que la cepa de origen porcino 1706 (0101:F41), que expresa la fimbria F41 pero
no la F5 in_vivo, coloniza el epitelio intestinal y produce diarrea en corderos (Morris et al.,

1983b).

La colonizacién promovida por las fimbrias F5 y F41 tiene lugar en la parte posterior
del intestino delgado, yeyuno e ileon, de terneros, corderos y cerdos (Smith y Lingood, 1972,
Isaacson et al., 1978, Morris et al,, 1982, Smith y Huggins, 1978), a diferencia de las cepas
que expresan la fimbria F4 que colonizan el intestino delgado anterior de los cerdos
(Hohmann y Wilson, 1978, Smith y Halls, 1967a). Esto parece deberse, mas que a la
distribucién de receptores en el intestino, a las condiciones de bajo pH de la parte anterior
del intestino que inhiben la expresion de las fimbrias F5 y F41 pero no la de la F4 (Francis

et al., 1989).

La capacidad de las cepas de ECET que expresan ¢l antigeno fimbrial F5 de inducir
diarrea se restringe a los 4-5 primeros dias de vida tanto en terneros y corderos (Smith y
Halls, 1967a) como en lechones (Runnels et al., 1980). Esta restriccion a los primeros dfas
de vida ha sido comprobada experimentalmente en corderos (Tzipori et al., 1981a, Wray et
al., 1984).

La expresién de las fimbrias F5 y F41, al igual que la del resto de las fimbrias
descritas como factores de colonizacion en los animales domésticos, se asocia a un nimero
reducido de serogrupos (Gaastra y de Graaf, 1982). Las estirpes de ECET que producen
diarrca en los terneros y corderos pertenecen a los mismos serotipos (Sojka, 1971). La
expresion de la fimbria F5 en las cepas de ECET de origen bovino se asocia a los serogrupos
(8, 09, 020 y 0101 (Orskov et al., 1975; Moon et al., 1976; Myers y Guinge, 1976; Acres
etal., 1977; Isaacson et al., 1978; Guinee y Jansen, 1978; Lariviere et al., 1979; Mainil et al.,

1990). Las cepas de los serogrupos 09 y 0101 suelen expresar conjuntamente las fimbrias FS
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y F41, mientras que las de los serogrupos 08 y 020 expresan sélo la F5 (Mainil et al., 1990).

Las cepas de ECET de origen porcino que expresan los antigenos fimbriales F5 y F41
pertenecen igualmente a los serogrupos (8, 09, 020 y 0101, y al serogrupo 064 que expresa

ambos conjuntamente (Fairbrother et al., 1988b, Soderlind et al., 1988, Blanco et al., 1991).

La expresiéon del antigeno F5 guarda una estrecha correlacién con la capacidad
enterotoxigénica de las cepas que lo expresan (Guinee y Jansen, 1979, Lariviere et al., 1979,
Sherwood y Snodgrass, 1983). Las cepas de ECET que expresan la fimbria F5 y/o la F41
producen la enterotoxina termoestable STa, que puede estar codificada por el mismo pldsmido

que codifica la fimbria F5 o por un pldsmido independiente (Harnett y Gyles, 1985).

1.4.1.2. Enterotoxinas

Las cepas de ECET que originan diarrea en el hombre y en los animales producen
enterotoxinas que alteran el transporte intestinal de agua y electrolitos (Holgren, 1985). En
funcién de su estabilidad al calor las enterotoxinas se clasifican en dos grupos: termoldbiles
(LLTs), que se inactivan con un tratamiento a 60°C durante 30 minutos, y termoestables (STs),
que no se inactivan a 100°C durante 30 minutos. Las caracteristicas de estas enterotoxinas se

resumen en la tabla 2.

1.4.1.2.1. Enterotoxinas termolabiles (LTs)

La LT cldsica, hoy denominada LT-I, es una proteina de elevado peso molecualr
(85.000-90.000 Da), inmunogénica y funcionalmente relacionada con la toxina del Vjbrig
colera (CT) (Richards y Douglas, 1978, Spangler, 1992). Sin embargo, a diferencia de la CT
estd codificada por un pldsmido (So et al., 1978; Dallas et al., 1979).

La LT, al igual que la CT, actia sobre los enterocitos activando la adenilato ciclasa,
lo que produce un aumento de AMPc y como consecuencia un aumento neto de la secrecién

de agua y electrolitos a la luz intestinal (Evans et al., 1972; Moss y Richardson, 1978; Gill
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y Richardson, 1980). La LT y la CT estdn formadas por una subunidad A y ¢inco subunidades
B (Gill et al., 1971). La toxina se une a través de las subunidades B a los receptores GM1
gangliésido de la membrana de los enterocitos (van Heyningen, 1974; Moss gt al., 1979). A
continuacién, la subunidad A penetra en los enterocitos y se libera el fragmento Al que se
une al NAD vy cataliza la ribosilaciéon del ADP provocando el aumento de concentracion

intracelular del AMPc (Gill y Richardson, 1980).

Se conocen dos variantes de la LT cldsica o LT-I: 1a LTh, de origen humano, y la
L Tp, de origen animal. Estas variantes presentan algunas diferencias antigénicas y genéticas
(Honda et al., 1981; Finkelstein et al., 1987b) pero tienen pricticamentc la misma estructura
molecular, idéntica a la de la CT (Sixma et al. 1991), y ambas se neutralizan con el suero
preparado frente a la toxina del cdlera (Honda et al., 1981; Clements et al., 1982; Geary et
al., 1982; Belisle et al., 1984a y b; Finkelstenin et al., 1987a).

En 1983 se descubrié un nuevo tipo de enterotoxina termolébil, que, aunque tenia una
estructura y una actividad biolégica semejantes a la LT cldsica, no se neutralizaba con el
suero producido frente a la toxina del cdlera ni con los sueros anti-L'Th o anti-LTp (Green
et al, 1983; Guth et al., 1986a). Esta enterotoxina se denominé LT-II y la cldsica paso a
denominarse LT-I (Pikect et al., (1986). Se han descrito dos variantes antigénicas de la LT-II:
LT-lla y LT-Hb {Guth et al., 1986b, Holmes et al., 1986), que a diferencia de las L'T-] estin
codificadas por genes cromosomicos (Picket et al., 1986). La LT-Ila se ha purificado e
identificado como una proteina de 87.000 Da de peso molecular formada por una subunidad

A y cinco subunidades B (Holmes et al., 1986).

Las L'T-Iy las LT-II producen el mismo efecto citopético en las células adrenales Y-1,
caracterizado por redondeamiento de las células, y activan la adentlato ciclasa en cultivo

celular (Holmes et al., 1986; Picket et al. 1986; Chang et., 1987).

La LT-I la producen fundamentalmente las cepas de ECET de origen humano y las
de origen porcino que expresan ¢l antigeno fimbrial F4 (Gaastra y De Graat, 1982; Levine,

1983). También se ha descrito la produccién de LT-I ocasionalmente en cepas de ECET
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aisladas de rumiantes (Mainil et al., 1986), sin embargo, no se ha demostrado la patogenicidad
de estas cepas en los rumiantes. En algunas cepas de ECET de rumiantes también se ha
descrito la produccién de LT-II (Sherwood et al., 1983, Blanco, 1991). Seriwatana et al.
(1988), utilizando sondas de DNA, comprobaron que la mayoria de las cepas de origen
humano que originaban redondeamiento de las células Y-1 producfann LT-I, mientras que las
de origen bovino producian LT-1I. No obstante, la intervencién de las LT-1I en la patogenia

de la diarrea todavia no se ha establecido.

TABLA 2 . Caracteristicas de las enterotoxinas de los ECET de origen humano y animal

L LTs STs

LT-I LT-II ST-1(8Ta) ST-I1 (§Th)
Peso molecular (Kda}) 85-90 87 19 5
Inmunogenicidad Si Haptenos
Codificacion Plasmidica Cromosdmica Plasmidica Plasmidica
Subunidades A(L):B(5) A(1):B(5) No No
Receptores Gangliésido GM1 Desconocidos
Accién molecular Adenilato ciclasa Guanilato ciclasa Desconocida
Efecto molecular Aumento AMPc¢ Aumento GMPc Desconocido

Actividad intestinal

Hipersecrecion

antigenos fimbriales

Asa Cerdos lactantes y detetados, Cerdos lactantes y  Cerdos laclantes,
intestinal COnejos CONEjOs destetados y
ligada Conejos
A‘cu\u(.!ad Ratones No Si No
biol6gica
lactantes
Efecto citopitico en Y-1, CHO, VERQ No
lineas celulares
Neutralizacién con 51 No
suero anti-CT
Origen Humano, Humano, Humano, Porcino, Hupmano,
porcino bovino Bovino y ovino Porcino
Asociacion con F4 No F5, F6, F41 F5, F6
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1.4.1.2.2. Enterotoxinas termoestables (STs)

Las STs son toxinas de bajo peso molecular y resistentes a temperaturas de 100°C
durante 30 minutos. Constituyen un grupo heterogéneo de toxinas que se clasifican atendiendo
a su solubilidad en metanol y a su actividad en distintas especies animales en dos grupos: STa

(ST-I) y STb (ST-IT) (Burgess et al., 1978).

La STa es soluble en metanol y activa en el intestino de lechones y ratones recién
nacidos (Gianella, 1976; Burgess et al., 1978). Existen dos formas genéticamente relacionadas
pero distintas de STa: la STa-1 (STI-P} y la STa-II (STI-H). La primera de ellas estd
compuesta por 18 aminodcidos y la producen las cepas enterotoxigénicas de origen humano
y animal (Moseley ¢t al., 1983b; Sekizaki et al., 1985). La STa-II se compone de 19
aminodcidos y solamente la producen las cepas de origen humano (Moseley et al., 1983a). La
STa actda activando el enzima guanilato ciclasa lo que produce un aumento de la
concentracién intracelular de GMPc y, como consecuencia, un aumento neto de la secrecion

de agua y electrolitos a la luz intestinal. (Guerrant et al., 1980; Deyfrus et al., 1984).

La STa la producen cepas de ECET que expresan los antigenos fimbriales F5 y/o F41
y F6 (Gaatra y De Graaf, 1982).

La STb o metanol insoluble es activa en cerdos destetados pero no en el ratén lactante
(Burguess et al., 1978). Se compone de 71 aminodcidos y se ha detectado exclusivamente en
cepas de ECET de origen porcino (Lee et al., 1983; Picket et al., 1983). Su mecanismo de

accion se desconoce.

1.4.2. Patogenia

Los recién nacidos se infectan por via oral en las primeras horas de vida a partir del
ambienie contaminado, fundamentalmente los pezones de la madre o las tetinas de lactancia
artificial. Las bacterias se adhieren a la mucosa intestinal a través de las fimbrias, para las que

existen receptores especificos en los enterocitos, evitando as{ su eliminacién con el flujo
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intestinal por los movimientos peristdlticos (Moon gt al., 1979; Cheney et al., 1980). La
colonizacién en los rumiantes tiene lugar en el intestino delgado posterior, fundamentalmente

en yeyuno ¢ fleon (Isaacson et al., 1978, Morris et al., 1982).

Las bacterias se multiplican intensamente y elaboran las enterotoxinas (en el caso de
las cepas de ECET de rumiantes la STa). Las enterotoxinas se liberan a la luz intestinal y se
unen a receptores especificos de los enterocitos. Los dos tipos de enterotoxinas alteran el
transporte intestinal de agua y electrolitos produciendo un aumento neto de secrecién a la luz
intestinal. El movimiento de agua a través del epitelio intestinal se debe fundamentalmente
a gradientes osmdéticos creados por el transporte activo de electrolitos de un lado a otro de
la membrana de los enterocitos. La LT actda sobre la ATPasa produciendo un aumento de la
concentracién intracelular de AMPc. Este nucledtido es un mediador en la secrecion intestinal
que actda estimulando la secrecién de iones cloro, que arrastran osméticamente agua en las
criptas intestinales, e inhibiendo la absorcién de cloro copulado al sodio en las celulas de las
vellosidades intestinales. La STa aumenta la concentracion intracelular de GMPc que actda
de igual modo que el AMPc. No obstante, el GMPc es menos efectivo que el AMPc
estimulando la secrecidn en las criptas intestinales (Holgrem, 1985). La diarrea hipersecretora

origina acidosis metabdlica y choque hipovolémico.

1.4.3. Epizootiologia

Al igual que el resto de los agentes participantes ¢n el sindrome diarreico del recien
nacido, las estirpes de ECET se transmiten por la via fecal-oral. Los animales enfermos
eliminan altas concentraciones de bacterias por las heces, a partir de las cuales se contagian
directa o indirectamente otros animales sensibles. Las madres y los animales jévenes sanos

pueden actuar como portadores.

1.4.3.1. Receptividad.

Especie, Como se menciond anteriormente, las cepas de ECET muestran cierta

especificidad respecto del hospedador. Las cepas de ECET de origen porcino no reproducen
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la enfermedad experimentalmente en los terneros y corderos (Smith y Halls, 1967a). Sin
embargo, las estirpes de ECET de origen ovino producen diarrea en los terneros y viceversa
(Smith y Halls, 1967a; Smith y Linggood, 1972). Esta especificidad se debe probablemente
a la presencia o ausencia en la mucosa intestinal de las distintas especies de receptores
cspecificos para los distintos antigenos fimbriales (Laux et al., 1986; Dean et _al., 1989;

Conway et al., 1990; Tencberg et al. 1990).

Las cepas de ECET de los rumiantes expresan los antigenos F5 y/o F41 y elaboran
STa (Smith y Linggood, 1972; Isaacson gt al., 1978; Sherwood et al., 1983; Mainil ¢t al.,
1986 y 1990; Woodward y Wray, 1990; Blanco, 1991; Woodward et al., 1992). Aunque se
ha descrito el aislamiento de cepas de E. coli que expresan o portan los genes que codifican
el antigeno F6 (Isaacson et al., 1978; Mainil et al., 1986 y 1990; Wray et al., 1992) y las
toxinas LT y STb (Sherwood et al., 1983; Mainil gt al., 1986 y 1990; Woodward et al,, 1992)

no se ha demostrado su patogenicidad para los rumianies.

Edad. La resistencia a la infeccién aumenta con la edad. En los corderos se ha
demostrado experimentalmente que las cepas de ECET originan diarrea en los 3-4 primeros
dfas de vida (Tzipori et al., 1981; Wray et al., 1984), aunque los animales pueden infectarse

a edades superiores.

Estado inmune. Los recién nacidos que no han recibido calostro o en los que la
absorcion de inmunoglobulinas calosirales ha sido insuficiente son mds receptivos a la
infeccién con ECET y al desarrollo de la diarrea. Experimentalmente se ha reproducido la
diarrea inoculando por via oral corderos recién nacidos que habian recibido calostro (Smith
y Halls, 1967a; Smith y Lingood, 1972; Acres et al., 1975; Acres y Radostits, 1976; Sojka
et al., 1978). Sin embargo, fueron necesarias dosis de 10°-10" UFC, concentraciones que
probablemente no se dan en infecciones naturales (Acres, 1985). En los corderos privados de
calostro dosis inferiores (10°-10°) inducian diarreca experimentalmente (Wray et _al., 1981,

1984).
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1.4.3.2. Prevalencia de la infeccion por ECET en corderos y cabritos

En las especies ovina y caprina son muy escasos 10s estudios epizootioldgicos la
participacién de las estirpes de ECET en los procesos diarreicos de los recién nacidos. Como
se expuso anteriormente, las cepas de ECET que originan diarrea en los pequefios rumiantes
pertenecen a los mismos serogrupos y expresan los mismos factores de patogenicidad que las
gue producen diarrea en los terneros (Morris y Sokja, 1985; Wray y Morris, 1985; Woodward
y Wray, 1990).

Aunque generalmente se considera que las estirpes de ECET son una importante causa
de diarrea y mortalidad en los ovinos y caprinos (Kimberling, 1988), los escasos estudios
etiolégicos y epidemioldgicos realizados en los pequefios rumiantes en estas especies, basados
en la deteccién de los factores de patogenicidad (el antigeno F5 y la entertoxina STa), indican
que la prevalencia de la infeccién por cepas de ECET es relativamente baja. Nagy et al.
(1983) en un estudio realizado en Hungrfa en ganado ovino detectaron el antigeno fimbrial
F5 en el 5,7% de las cepas aisladas. Estos autores no estudiaron la produccion de STa. Fassi-
Fehri (1988), en Marruecos, detectd el antigeno F5 en el 10% de las cepas de origen ovino.
No obstante, menos de la tercera parte de estas las F5' eran productoras de STa. En
Inglaterra, entre las cepas de origen ovino estudiadas por Wray et al. en el periodo
comprendido entre 1986 y 1991, la frecuencia de deteccién del antigeno F5 vari6 del 16% en
1988 al 3,3% en 1990, aunque solamente el 1,5% del total de los aislados producia STa

(Wray et al., enviado a publicar).

En la especie caprina los escasos datos publicados indican que la prevalencia de la
infeccién por ECET es mucho menor. En Francia, Yvore et al. (1984) no detectaron la fimbria
F5 en ninguna de las cepas aisladas de los 2.137 cabritos estudiados y Nagy et al. (1987), en
Hungria, tan sélo detectaron el antigeno F5 en 3 cepas aisladas de otros tantos cabritos, dos

de los cuales estaban sanos.

En nuestro pais, en los estudios realizados por Mufioz (1992} en la Comunidad de

Castilla-Leon, de 276 cepas de E. coli aisladas de corderos y cabritos sanos y diarreicos
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solamente una de origen ovino e¢ra productora de STa, a pesar de que un porcentaje

relativamente elevado de las cepas eran fimbriadas.

1.4.4. Cuadro clinico y lesiones

La diarrea producida por las estirpes de ECET en los rumiantes suele inicarse a las
24 horas de vida de los animales. El signo predominante es una diarrea acuosa de color
amarillento a grisiceo, que se acompafia de depresion, anorexia, hipotermia e intensa
deshidratacién (Kimberling, 1988). La morbilidad puede ser muy alta y la mortalidad varfa
del 15 al 75% (Sojka et al., 1979). Sin tratamiento los animales mueren en 24-36 horas como
consecuencia del choque hipovolémico y la acidosis metabdlica descompensada (Holland,

1990).

Lo mids caracteristico en la necropsia de los animales es la ausencia de lesiones
especificas (Sojka et al., 1979). El abomaso, el intestino delgado {(especialmente el fleon) y
¢l intesino grueso presentan un conicnido liquido amarillento o grisdceo. La pared intesinal
puede presentar congestiéon y los ganglios mesentéricos estdn aumentados de tamafio
(Kimberling, 1988). Las lesiones histolégicas también son minimas, siendo los mis
caracteristico la observacién de una capa de bacterias adheridas al borde del epitelio del

yeyuno ¢ {leon (Holland, 1990).

1.4.5. Diagnostico

Puesto E. coli es un habitante normal del intestino, su aislamiento de las heces o del

contenido intestinal de los animales afectados de diarrea no es suficiente para establecer el
diagnostico. Este se basa en la diferenciacion de las cepas patdgenas de las saprofitas. Las
cepas de ECET que originan diarrea en los animales domésticos pertenecen a un nimero
limitado de serotipos. Debido a ello, antes del descubrimiento de los factores de patogenicidad
que poseen las estirpes capaces de originar diarrea, la diferenciacén entre las cepas patgenas

y comensales s¢ hacia atendiendo a su serotipificacion (Holland, 1990). En la actualidad el
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diagndéstico se basa en la deteccién de los factores de patogenicidad.

1.4.5.1. Deteccion de las fimbrias

La mayoria de las cepas de ECET de los rumiantes expresan los antigenos fimbriales
F5 y/o F41. La expresi6n de estos antigenos in vitro depende, al igual que para otras fimbrias,
de la temperatura de incubacién (se expresan a 37°C pero no a 18°C -Orskov et al., 1975,
Burrows et al., 1976-), y de la composicién del medio (Guinee et al., 1976). Los medios
enriquecidos reprimen su expresion, especialmente aquellos que contienen el aminodcido
alanina. El medio indicado para su expresién es el Minca IsoVitalex, un medio minimo que
reprime la expresidn de la capsula. Los antigenos F5 y F41 se detectan por aglutinacidn con
sueros absorbidos, producidos frente a bacterias vivas, (Orskov et al., 1975; Moon ¢t al.,
1976) o con anticuerpos monoclonales (Morris et al., 1985b; Thorns y Roeder, 1988; Thorns
et al., 1989),

Puesto que se ha demostrado una estrecha correlacion entre la expresion del antigeno
F3 y la produccién de enterotoxinas (Guinee y Jansen, 1979; Lariviere et al., 1979, Sherwood
et al., 1983), la deteccidén del antigeno F5 se ha utilizado como un método indirecto de
deteccién de las cepas de ECET en estudios epizootioldgicos realizados en ganado bovino
{Martel et al., 1981; Pohl et al., 1984; Contrepois et al., 1985; De Rycke et al., 1986), ovino
(Nagy et al., 1983) y caprino (Yvore et al., 1984; Nagy et al., 1987).

Las fimbrias también pueden detectarse in situ en cortes histolégicos de intestino

utilizando anticuerpos marcados con fluoresceina o peroxidasa.

1.4.5.2, Deteccion de enterotoxinas

Los primeros métodos de deteccion de las LTs consistian en ensayos in_vivo, como
la inoculacién en asa intestinal ligada de conejo (Moon et al., 1970). Posteriormente se

utilizaron determinadas lineas célulares en las que las LTs, al igual que la CT, inducen un
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efecto citotdnico caracterizado por ¢l redondeamiento celular: células adrenales Y1 (Sack y
Sack, 1975), células de ovario de hamster chino CHO (Guerrant et al., 1974) y células de

rifién de mono verde africano VERQO (Sperirs et al., 1977).

En la actualidad la deteccion rutinaria de las I.Ts se realiza fundamentalmente por
técnicas inmunolégicas y, entre ellas, la mds empleada es el ensayo inmunoenzimético
(ELISA) (Holgrem y Svennerholmm, 1973 y 1978; Yolken et al., 1979; Honda et al., 1983;
Svennerholm y Wiklund, 1983). Otras técnicas inmunolégicas menos empleadas son la
inmunohem©lisis pasiva, la aglutinacién con particulas de latex y el radioinmunoensayo
(Evans y Evans, 1977, Greenberg et al. 1977, Brill et al., 1979, Towin et al., 1979, Serafim
et al., 1981, Shah et al., 1982, Ito et al., 1983).

La prueba cldsica para la deteccidn de la STa es el ensayo biolégico en ratones
lactantes {Dean gt al., 1972). Basandose en la capacidad de 1a STa de funcionar como hapteno
al ligarla a una protefna portadora, se han descrito metédos inmunolégicos para su deteccién.
Se trata fundamentalmente de ensayos inmunoenzimdticos (ELISAs), algunos de los cuales
han sido comercializados, si bien, debido a su alto coste, todavia no suelen utilizarse
rutinariamente en los estudios epidemiolégicos en Veterinaria (Ronnberg et al., 1984;

Lockwood y Robertson, 1984; Svennerholm y Lindblad, 1985).

La STb se detecta por el ensayo en asa intestinal ligada de cerdo, aunque en la
actualidad se ha desarrollado un ELISA (Handl et al., 1988).

Recientemente se han construido sondas de DNA para la deteccién de las toxinas LT,
STa y STb (Holland, 1990).

1.4.6. Prevencion

En estudios experimentales realizados en terneros se ha comprobado la eficacia de la
inmunidad pasiva, obtenida a través del calostro de madres vacunadas, para prevenir las

infecciones por ECET (Myers et al., 1973; Newman et al., 1973). Asimismo, en infecciones
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naturales se ha encontrado una reduccién en la morbilidad y mortalidad de los terneros
nacidos de madres vacunadas (Wilson y Jutila, 1975 a y b; Varga y Farid, 1975; Acres y
Radostits, 1976; Myers, 1976).

La vacunacién de las madres en el Gltimo tercio de la gestacién induce la formacién
de anticuerpos frente a los antigenos fimbriales necesarios para la colonizacién intestinal por
ECET. Estos anticuerpos presentes en el calostro ejercen un efecto protector local inhibiendo
la adhesién de los ECET al epitelio intestinal (Nagy et al., 1978; Acress gt al., 1979; Morris
et al., 1980b; Acress, 1985; Jayappa et al., 1985).

Los tipos de vacunas desarrollados frente a la infeccién por ECET incluyen bacterinas
que contienen una mezcla de los serotipos mds frecuentemente asociados a la diarrea de cada
especie animal y preparados conteniendo los antigenos fimbriales purificados. En las primeras
la proteccidn inducida se atribuye no s6lo a la formacién de anticuerpos frente a 1os antigenos
fimbriales sino también a los producidos frente a los antigenos somdticos y capsulares
(Tzipori, 1985).

En condiciones de campo, sin embargo, la vacunacién no siempre ha dado buenos
resultados (Soderlind et al., 1982; Wray et al., 1985; Tzipori, 1985). Los fallos vacunales se
atribuyen a la etiologia multifactorial del sindrome diarreico del recién nacido, a que las
estirpes de ECET implicadas en un brote pueden expresar factores de virulencia distintos de
los vacunales y a que la vacunacién con determinados antigenos puede ejercer una presion

selectiva que determine la emergencia de estirpes de ECET que expresen otros antfgenos.

El tratamiento antibidtico de los animales infectados experimentalmente con cepas de
ECET reduce la mortalidad y la duracién de la diarrea (Bywater, 1977). Sin embargo, en
condiciones de campo la antibioterapia ejerce un escaso efecto beneficioso debido, ademds
de a las posibles resistencias, a la etiologia multicausal del sindrome y a la influencia que
e¢jercen los factores medio ambientales y de manejo en el desarrollo de estos procesos (Wray
y Morris, 1985). El control de los brotes debe incluir un tratamiento sintomdtico y medidas

higi€nicas (Roussel y Brumbaugh, 1991).
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L5. E. COLI NO-ENTEROTOXIGENICO

Bajo la denominacién genérica de E. coli no enterotoxigénicos se incluyen en medicina
velerinaria un grupo heterogéneo de cepas de E. coli capaces de originar diarrea o septicemia
en los animales domésticos y que, légicamente, no poseen los mecanismos de patogenicidad
de las cepas enterotoxigénicas (Okerman, 1987, Holland, 1990) (Ver el apartado dedicado a

la clasificacién de las cepas de E. coli productoras de diarrea).

En el ganado bovino, al igual que en el hombre, se han encontrado determinadas
estitpes de E. coli que se adhieren intimamente a la mucosa intestinal originando la lesién
histolégica de borrado (Cantey y Blake, 1977; Chanter et al., 1984; Moxley y Francis, 1986;
Popsichil et al., 1987; Janke et al., 1989). Estas estirpes, que se asocian a diarrea y disenterfa
(Chanter et al., 1984 y 1986; Hall et al., 1985; Schoonderwoerd et al., 1988; Pearson et al.,
1989; Wray et al, 1989), reproducen las lesiones y la enfermedad en infecciones
experimentales en terneros gnotobidticos y privados de calostro (Hall et al., 1985;
Schoonderwoerd ct al., 1988; Wray et al., 1989). Este grupo de estirpes se conoce como E,

coli "attaching-effacing” (ECEA).

Asimismo, en los animales domésticos se han encontrado estirpes de E. coli que
poseen determinados factores de patogenicidad relacionados con la capacidad de originar
procesos entéricos. Algunas de estas cepas expresan fimbrias distintas de las cldsicas, como
la CS31A (Contrepois et al., 1986), la F165 (Fairbrother et al., 1986) y la F17 (Pohl et al.,
1984 y 1986; Contrepois gt al.. 1985; Morris gt al., 1987). Otras estirpes producen toxinas
activas en cultivo celular: verotoxinas (Kashiwazaki et al, 1980; Blanco gt al., 1983b;
Dobrescu, 1983; Smith et al., 1983; Gonzalez y Blanco, 1985 y 1989; Sherwood ¢t al., 1985,
Mohammad et _al., 1986; Baloda et al., 1987; Orskov et al., 1987; Blanco et al., 1988) y
factores citotoxicos necrotizantes (Gonzales y Blanco, 1985; McLaren y Wray, 1986; De
Rycke et al., 1987; Blanco gt al., 1988). Estas estirpes toxigénicas se conocen como E._coli

verotoxigénicos (ECVT) y E._coli productores de CNF o necrosantes (ECNT),

respectivamente.
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Algunos de estos grupos de E. coli estdn interrelacionados. Asi, por ¢jemplo, la
mayoria de las estirpes de ECEA producen verotoxinas aunque no parece que estas toxinas

sean esenciales en la patogenia de la lesion (Tzipori et al., 1987, Hall et al., 1988).

Los mecanismos patogénicos de la mayorfa de las cepas de E. coli no
enterotoxigénicas se desconocen, como se desconoce también el grado de participacion de
estas estirpes en los procesos entéricos de los animales domésticos (Holland, 1990). En los
corderos y cabritos se han descrito cepas de E. coli que originan la lesién de adhesion y
borrado (Janke et al., 1989), cepas verotoxigénicas (Mohammad et al., 1986; Baloda et al.,
1987) y cepas productoras de CNF (De Rycke et al., 1987). Sin embargo, hasta ¢l momento
son muy pocos los estudios realizados sobre la patogenicidad de estas estirpes y sobre su

importancia relativa en la etiologia de las diarreas neonatales de los pequefios rumiantes.

A continuacidn se revisan los grupos de E_coli no enterotoxigénicos descritos en los

rumiantes, haciendo especial referencia a los factores de patogenicidad que expresan.

L.5.1. E, coli "attaching-effacing" (ECEA)

Cantey y Blake, en 1977, describieron un brote de diarrea en conejos de laboratorio
que se asocid con el serotipo 015:NM (RDEC-1). Estas cepas no enterotoxigénicas inducian
en el intestino delgado y en el grueso una lesién histoldgica caracterizada por la apariencia
festoneada irregular de la capa epitelial que los autores denominaron de adhesién y borrado
("attaching-effacing” en inglés). Las bacterias se adhieren estrechamente a las
microvellosidades de los enterocitos originano su desaparicion, seguida de descamacion
epitelial, atrofia de la vellosidad y diarrea por malabsorcidn. En estudios posteriores se
comprobd que este tipo de infeccién estaba ampliamente extendida en los conejos lactantes
y de cebo tanto en Europa como en Estados Unidos. Actualmente, las cepas de ECEA se
consideran una importante causa de diarrea tanto en conejos lactantes como de cebo

(Okerman, 1987; Peeters et al., 1988).

Posteriormente, la lesién tipica se descubrié en terneros en diferentes paises, el Reino
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Unido (Chanter gt al., 1984), Estados Unidos (Moxeley et al., 1986) y Alemania (Popischil

et al., 1987), y también en lechones, en corderos y en perros (Janke et al., 1989). Asimismo,
se comprobd que determinadas cepas de los serotipos 05 y 0111, que se asocian a sindromes
disentéricos en terneros (Chanter et al., 1984; Schoonderwoerd et _al., 1988), originaban la
lesion de adhesién y borrado tanto en infecciones naturales como experimentales (Hall et al.,
1985; Chanter et _al., 1986). Aunque estas cepas producen verotoxinas, estas toxinas no
parecen ser esenciales en la patogenmia de la lesién. En efecto, Tzipori et_al. (1987)
comprobaron en infecciones experimentales realizadas en cerdos gnotobiticos que la diarrea
se asociaba a la lesi6n de adhesién y borrado pero no a la produccion de VT. Asimismo, Hall
et al. (1988) reprodujeron la lesion con cepas de E. coli no verotoxigénicas en cerdos
gnotobidticos infectados experimentalmente. Este hecho parece confirmarse en al menos
algunas infecciones naturales, puesto que se han aislado cepas de E. coli de terneros con

diarrea que originan la lesion histoldgica pero no producen VTs (Pearson et al., 1989).

Estirpes de ECEA se han aislado de terneros de 2 dias a 1 mes de edad (Hall gt al.,
1985; Janke et al., 1989) y de corderos de 1 semana (Janke et al., 1989). En los temeros
afectados se produce disenteria, caracterizada por diarrea mucosa y en algunos casos
sanguinolenta (Chanter et al., 1984 y 1986; Janke et al., 1989). Los corderos en los que se
ha descrito la lesién procedian de una explotacién con un historial clinico de muertes por
neumonia y diarrea (Janke et al., 1989). En la necropsia de los animales infectados
naturalmente se observa, macroscépicamente, hiperemia del intestino y petequias, € incluso
hemorragias, en la mucosa {Chanter ¢t al., 1984; Hall gt al., 1985) o, en algunos casos, un
contenido intestinal amaritlento y ausencia de sangre (Pearson et al., 1989). Las lesiones
afectan al intestino grueso, fundamentalmente al ciego y al colon (Hall et al., 1985; Moxley
y Francis, 1986; Mainil et al., 1987; Schoonderwoerd et al., 1988) pero también se han
descrito mifecciones naturales en las que las lesiones mds gravess se localizaban en el ileon

(Pearson et al., 1989),
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1.5.2. E. coli que expresan las fimbrias F17, CS31A y F165

En los ultimos afios se han descrito en cepas de E. coli enterotoxigénicas (ECET) y
no enterotoxigénicas, aisladas de animales diarreicos, nuevos antigenos fimbriales que se han
relacionado con la patogenicidad de las cepas que los expresan. Estas nuevas fimbrias son la
F17 (Pohl et al., 1983; Contrepois et al., 1985), la CS31A (Contrepois et al., 1986; Girardeau
et al., 1988) y la F165 (Pohl et al., 1986; Fairbrother et al., 1986).

El antigeno CS31A se describié originalmente en cepas de E. coli que originaban
diarrea y septicemia en terneros (Contrepois et al., 1986) y posteriormente en cepas
enterotoxigénicas de origen bovino del serotipo 08:K85 que expresaban conjuntamente el

antigeno F5 y producian STa (Girardeau et al., 1988).

I.a timbna CS31A estd formada por subunidades proteicas de 29 kDa y codificada por
un pldsmido de 105 MDa. Esta fimbria estd inmunolégica y estructuralmente relacionada con
la F4 (Girardeau et al., 1988). Observada por microscopia electrénica muestra una estructura
fibrilar de 2 nm de didmetro (Girardeau et _al., 1988). Aunque las cepas de E. coli que
expresan la fimbria hemaglutinan los eritrociios de varias especies en presencia de D-manosa
y s¢ adhieren a las vellosidades intestinales de ternero in vitro, Girardeau et al. (1988)
comprobaron que el antigeno purificado no presenta dichas propiedades hemaglutinantes ni
adhesivas. Estos autores han sugerido que dichas caracteristicas pueden deberse a otras
adhesinas fimbriales codificadas por genes cromosémicos gue estén presentes en las cepas de
E. coli CS31A" estudiadas por ellos. En estudios posteriores Korth et al. (1991) clonaron un
fragmento de ADN que codifica un determinante antigénico relacionado con las fimbrias F4
v F41 y que media la expresidn de la tfimbria CS31A y comprobaron que la expresién de esta
fimbria confiere a las bacterias la capacidad de adherirse a las células intestinales Henle 407
en cultivo celular y que, sin embargo, no interviene en la hemaglutinacién manosa-resitente

propia de las cepas de campo.

La inoculacion oral de cepas de E. coli no enterotoxigénicas CS31A™ produce en

terneros privados de calostro los sintomas de una septicemia hiperaguda, caracterizada por
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neumonia, edema de los rifiones y de la vesicula biliar y muerte en menos de 48 horas
(Contrepois et al., 1986). No obstante, puesto que las cepas CS31A” expresan igualmente
otros antigenos fimbriales conocidos como factores de colonizaciéon (FS5) u otros no
caracterizados y con propiedades adhesivas, su papel como factor de patogenicidad en las

enfermedades entéricas de los rumiantes estd por determinar.

En cepas de E. coli del serogrupe (0115 se ha descrito el antigeno fimbrial F165
(Fairbrother et al., 1986). De este serogrupo se han aislado cepas enterotoxigénicas de cerdos
con diarrea (Renault et al., 1978) y cepas no enterotoxigénicas asociadas a enteritis y
septicemia en cerdos y terncros (Glantz et al., 1966 y 1967; Pohl gt al., 1986; Fairbrother gt
al., 1989). Las cepas enterotoxigénicas del serotipo 0115:K"V165" producen STb y no
expresan las fimbrias cldsicas ni la F165 y, aunque colonizan el intestino delgado de cerdos
privados de calostro infectados oralmente, no siempre inducen diarrea (Fairbrother gt al.,
1989). Sin embargo, cepas no enterotoxigénicas del mismo serotipo que expresan la fimbria
F165 producen septicemia en cerdos infectados experimentalmente y se adhieren a la mucosa

intestinal (Fairbrother et al., 1989).

El antigeno F165 tiene una estructura fibrilar con un didmetro de 5-8 nm y, en
realidad, se trata de un complejo formado por dos subunidades proteicas de 19 y 17,5 kDa
de peso molecular que se denominan, respectivamente, F165, y F165, (Fairbrother et al.,
1988). La subunidad F165, es l1a responsable de las propiedades hemaglutinantes (Harel et al.,
1992).

En estudios sobre la intervencion de esta fimbria en la patogenia de la septicemia
originada por las cepas que la expresan en cerdos gnotobidticos, Ngeleka et al. (1993)
recientemente han comprobado que esta fimbria no interviene en la colonizacién de la mucosa
intestinal ni en el paso desde el epitelio a la submucosa y posteriormente a los ganglios
linfdticos. No obstante, los resultados obtenidos sugieren que esta fimbria confiere a las

bacterias la capacidad de sobrevivir y multiplicarse en el torrente circulatorio.

El antigeno F17 se describid en cepas de E. coli aistadas de terneros diarreicos bajo
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la denominacién de FY en Francia (Girardeau et al., 1980) y de Att 25 en Bélgica (Pohl gt
al., 1982). Posteriormente se comprobd, por ensayos immunolégicos (Morris et al., 1985b)
y por su composicién aminoacidica (Lintermans et al., 1988a), que se trata del mismo

antigeno.

El antigeno fimbrial F17 ha sido purificado y caracterizado como una proteina fimbrial
formada por subunidades proteicas de 20 kDa de peso molecular y con un didmetro de 3-4
nm (Lintermans ¢t al, 1988a). La expresiéon de esta fimbria confiere a las bacterias la
capacidad de adherirse a los enterocitos de ternero in vitrg, y esta adhesién se inhibe con el
suero anti-F17. La fimbria purificada no aglutina en presencia de D-manosa los eritrocitos
humanos (de los grupos A, B y O} ni los de temera, oveja, pollo o cobaya (Lintermans et al.,
1988a), a diferencia de las cepas de campo F17* que suelen expresar hemaglutininas manosa-

resistentes (Shimizu et al., 1987; Blanco, 1991).

La fimbria F17 se ha encontrado en cepas enterotoxigénicas (ECET) que expresan los
antigenos fimbriales F5 y/o F41 y producen STa y en cepas no enterotoxigénicas (Pohl et al.,
1984 y 1986, Contrepois gt al., 1985, Morris et al., 1987). Inicialmente se describieron cepas
productoras de STa que expresaban unicamente ¢l antigeno F17 (Pohl et al., 1982), sin
embargo, més tarde se comprobd que estas cepas enterotoxigénicas expresaban el antigeno
F5 (Pohl et al., 1984b). Recientemente Gulati gt al, (1992) han descrito en la India cepas
aisladas de terneros diarreicos productoras de STa en el ensayo en ratén lactante que expresan

el antigeno F17 y que, sin embargo, no expresan la fimbria F5 ni la F41.

Las cepas F17" se aislan de animales desde los primeros dfas de vida hasta un mes de
edad. No obstante, las cepas de ECET que expresan la fimbria F17 se aislan de terneros

menores de tres dias de vida (Contrepois et al., 1985, Morris et al., 1987).

La patogenicidad de las cepas de E_coli que expresan el antigeno F17 todavia no se
ha determinado. La fimbria F17 parece contribuir en las estirpes de ECET que la expresan
conjuntamente con la F5 y/o la F41 a la colonizacién del intestino delgado (Moon, 1990). En

efecto, en infecciones experimentales se ha comprobado que la presencia de anticuerpos frente
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a los antigenos F5 y F41 en el calostro no es suficiente para prevenir la infeccién por las
cepas de ECET que expresan los antigenos F5, F41 y F17, mientras que la presencia de
anticuerpos frente a las tres fimbrias parece conferir la proteccién suficiente (Contrepeis y

Guirardeau, 1985).

Por otro parte, las cepas no enterotoxigéncas F17° se han asociado a diarrea y
septicemia en terneros (Pohl et al., 1984 y 1986). Estas cepas se aislan en porcentajes
superiores de animales diarreicos que de no diarreicos (Pohl et al., 1984). Pohl et al. (1987)
estudiaron 134 cepas de E. coli F177 de varios paises de Europa y Jap6n y encontraron que
el 45% de las cepas producian aerobactina y presentaban resistencia al suero, dos factores de
patogenicidad relacionados con la capacidad de las cepas de E.coli de originar septicemia.
Ademis, recientemente se ha encontrado una cepa de origen bovino F17" no enterotoxigénica

ni verotoxigénica que produce la lesidn de adhesion y borrado (Hall et al., 1988).

Los serogrupos mds frecuentes entre las cepas no enterotoxigénicas F17* aisladas en
distintos paifses europeos y en Japon son el 08, 09 y 0101, serogrupos a los que clasicamente
pertenecen las estirpes de ECET de los rumiantes. Ademds, se han descrito 1os serogrupos 01,
011, 015, 017, 035, 078 y 086. No obstante, un niimero ¢levado de cepas no son tipificables
(Morris et al., 1987; Pohl et al., 1987).

En nuestro pafs Blanco (1991) aisi6 cepas de E. coli F17* de terneros diarreicos y
sanos en un elevado porcentaje (20%). Ninguna de las cepas aisladas por este autor producia
STa y solamente una producia LT y tres CNF2. Los serotipos mds frecuentes fueron el 08,
09, 01,017, 023 y 0153.

1.5.3. E. coli verotoxigénicos (ECVT)

L.5.3.1. Verotoxinas (VTs)

Las verotoxinas, llamadas asi porque tienen actividad citotéxica en las celulas Vero,

fueron detectadas inicialmente en cepas de E.coli enteropatGgenas (ECEP) aisladas de casos
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de diarrea infantil (Konowalchuck et al., 1977).

Konowalchuck et al. (1977) detectaron la presencia de una toxina gue destruia las
células Vero en los filtrados de cultivos de la cldsica cepa enteropatégena humana H30
(026:Hl1), de otras seis cepas aisladas de enteritis infanul, de una cepa asociada a diarrea en
cerdos lactames y de dos cepas aisladas de gquesos. Ninguna de estas cepas producia LTs ni
STs. El efecto citopdtico producido en las células Vero por 8 de estas 10 cepas se neutralizaba
con el suero producido frente a la verotoxina de la cepa H30, pero no asi el de las dos

restantes,

O’Brien et_al., en 1982, comprobaron que detcrminadas cepas de E. coli
enteropatégenas para ¢l conejo, que originaban la lesion de adhesioén y borrado (Cantey y
Blake, 1977), y varias cepas de ECEP de origen humano producian una toxina semanjante a

la de Shigella dysenteriae tipo 1, a la que denominaron toxina "shiga-like" (SLT). Al igual

que la toxina de Shigella, la SLT era citotdxica para las células HeLa, enterotéxica en el asa
intestinal ligada de conejo y letal y paralitica para el ratén. Ademds, su actividad se
neutralizaba con el suero monoespecifico producido frente a la toxina Shiga. Mds tarde se

comprobé que las VTs y las SLTs eran las mismas toxinas (O’Brien et al., 1983).

Shihella dysenteriae origina en el hombre la denominada disenterfa bacilar. Esta

bacteria es enteroinvasiva y clabora una toxina proteica, descrita por primera vez en 1903
como letal para el conejo. En los afios 40 se comprobé que, ademds, era citotdxica para
algunas lincas celulares de mamiferos, y en 1956 que era enterotdxica en asa intestinal ligada

de conejo y paralitica y letal para el ratén y el conejo (O’Brien y Holmes, 1987).

Scotland ¢t al. (1985) describieron en cepas del serotipo 0157, asociado al sindrome
urémico hemolitico (HUS) y a la colitis hemorrdgica (HC), un segundo tipo de VT (VT2) que
no era neutralizable con el antisuero frente a la toxina shiga ni con el suero producido frente
ala VT de la cepa H30. Los investigadores denominaron a esta dltima VI1 y VT2 a la
descubierta por ellos. Quedaba demostrada, por lo tanto, la heterogeneidad de las VTs, lo cual

ya habia sido sugerido por Konowalchuck en 1977 cuando las describié por primera vez.
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Stockbine et al. (1986) identificaron los dos fagos que codifican las toxinas VT1 (SLT-I) y
VT2 (SLT-II) en la cepa 933 (0157:H7) y comprobaron que ambas toxinas eran citotoxicas
para las lineas celulares Vero y HeLa, paraliticas y letales para el ratén y enterotéxicas en asa

intestinal ligada de conejo.

Las cepas de E. coli de los serotipos asociados a la enfermedad de los edemas del cerdo
producen una variante antigénica de la VT2, denominada VTe o SLT-IIv (Blanco et al.,
1983b; Smith et al., 1983; Marques et al., 1987), que no es citotéxica para las células Hel.a y
que es el anteriormente denominado principio de la enfermedad de los edemas (EDP)

(McLeod y Gyles, 1990).

La VTI1 (SLT-I) se ha purificado a partir de las cepas humanas H30 (026:H1D) y 933
(0157:H7) comprobédndose que tiene una estructura de subunidades idéntica a 1a de la toxina
shiga, una subunidad A y cinco subunidades B. También el pl, la estabilidad al calor y las
actividades biol6gicas eran identicas a las de la toxina shiga, pero el peso molecular era
distinto ((’Brien y La Veck, 1983). La composicion aminoacidica y la secuencia de las
subunidades A y B de ambas toxinas son similares pero no idénticas (Stockbine et al., 1987

y 1987bis).

Head et al. (1988) purificaronn la VT2 (SLT-II) a partir de la cepa humana E325I1
(0157:H-). La VT2 presenta diferencias en sus actividades biol6égicas con la VT1: es menos
activa en las células VERO vy la dosis letal-50 para el conejo es mucho mayor. Ademds,
inoculada en conejos produce una evidente cecitis hemorrdgica, mientras que la VT1 origina
una diarrea moderada no sanguinolenta. Downes et al. (1988) también purificaron la VT2 a
partir de cepas del serotipo 0157:H7 encontrando que su punto isoeléctrico era 5,2, a
diferencia del valor hallado (6,5) por Head et al. (1988). Por otra parte, Padhye et al. (1986)
purificaron una VT a partir de la cepa 932 (0157:H7), aislada de un caso de colitis
hemorrdgica y de la que se habia indicado que produccia SLT-I y SL.T-II. Esta VT no es
neutralizable por el suero anti-toxina shiga, por lo que se supone que es una SLT-II. Sin
embargo, la toxina purificada por estos autores no tiene estructura de subunidades y produce

hemorragias en el colon de ratones inoculados intraperitoneaimente (Padhye et al., 1987).
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El mecanismo de accién de estas toxinas en las células eucariotas se supone que es
el mismo que el de la toxina shiga: las subunidades B se unen a un receptor glicolipidico
GB3 (Lingood et al., 1987, Waddell et al., 1988), mientras que la subunidad A inhibe la
sintesis proteica en las células eucariotas, probablemente por inactivacion catalitica de la

subunidad 60S de los ribosomas (O’Brien y Holmes, 1987).

1.5.3.2. E. coli verotoxigénicos (ECVT)

Se han aislado de cepas productoras de VTs (ECVT) tanto del hombre como de
pricticamente todos los animales domésticos. En medicina humana se ha descrito la
produccién de VTs en cepas de ECEP (Konowalchuck et al., 1977; O’Brien et al., 1982) y
en las cepas del serotipo 0157:H7, que estan integradas el grupo de ECEH y producen el
sindrome urémico hemolitico (Karmali et al., 1985) y la colitis hemorrdgica (Riley ¢t al,,
1982). También elaboran verotoxinas las cepas de los serotipos 0113:H21 (Jonhson et al.,
1987) y G111:NM (Marques et al., 1986) asociadas igualmente al sindrome urémico

hemolitico.

En los animales domésticos se han aislado cepas de E_coli productoras de VTs de
cerdos diarreicos y afectados por enfermedad de los edemas (Kashiwazaki gt al., 1980 y 1981;
Blanco et al., 1983b; Dobrescu, 1983; Smith ¢t al., 1983 y 1988; Gonzalez y Blanco, 1985;
Hampson et al., 1986), de terneros afectados de diarrca (Sherwood et al., 1985; Mohammad
etal., 1985 y 1986; Orskov et al., 1987; Borczyk et al., 1987; Blanco gt al., 1988 y Gonzalez
y Blanco, 1989) y de disenteria (Chanter et al., 1986; Moxley y Francis, 1986; Mainil gt al..
1987), de corderos (Baloda et al., 1987; Dorn gt al., 1989) y de cabritos (Mohammad et al,,
1986).

Las cepas de ECVT de origen bovino producen VT1 (Sherwood et al., 1985; De
Rycke gt al., 1987) y VT2 (Smith ¢t al., 1988) aunque no se ha descrito la expresién conjunta

de ambas toxinas por una misma cepa.

Aunque el serotipo mds frecuente de las cepas de ECVT de origen humano es el
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0157:H7, se ha demostrado la produccién de VTs en al menos 29 serogrupos distintos (Levine
et al., 1987; Smith y Scotland, 1988). El serotipo 0157:H7 se ha aislado de terneros con
diarrea (Orskov et al., 1987; Blanco et al., 1988; Gonzalez y Blanco, 1989), de carne fresca
(Doyle y Schoeni, 1987) y de leche no pasteurizada (Borzcyk et al., 1987), por lo que se
considera que ¢l ganado bovino podria actuar de reservorio de estas cepas patdgenas para cl
hombre. Sin embargo, el serotipo 0157:H7 también se ha aislado de productos de origen
porcino, ovino y aviar (Doyle y Schoeni, 1987), por lo que es posible que estos animales

actdan también como reservorio (Karmali, 1989).

Las cepas de ECVT de origen bovino pertenecen al menos a 13 serogrupos diferentes,
entre ellos algunos como el 026, el 0111 (Sherwood et al., 1985; Smith et al., 1988), el 0128
y el 0157 (Orskov et_al., 1987; Blanco _et al., 1988; Gonzalez y Blanco, 1989) se han
encontrado también en cepas humanas. No obstante, un porcentaje relativamente elevado de
cepas de ECVT aisladas de rumiantes no son tipificables (Sherwood et al., 1985; Smith et al.,

1988, Blanco et al., 1988; Gonzalez y Blanco, 1989).

1.5.3.3. Asociacion con la enfermedad

El papel jugado por las verotoxinas como factores de patogenicidad en las estirpes de

E. coli que producen distintos procesos patolégicos tanto en el hombre como en los animales

domésticos no estd totalmente esclarecido.

La produccién de VTs es una caracteristica comin de los serotipos de E. coli
implicados en el sindrome urémico hemolitico (HUS), la colitis hemorrdgica (HC) y la
pirpura trombética trombocitopénica del hombre (Riley et al., 1983; Karmali et al., 1983 y
1985b, Pai et al., 1984) y que constituyen el grupo denominado ECEH (Levine, 1987).

La inoculacidon de estas toxinas en conejos origina lesiones vasculares similares a las
que se desarrollan en los pacientes con HUS y HC (Richardson et al., 1987). La VT1 produce
diarrea moderada y pardlisis en conejos, mientras que la VT2 origina diarrea sanguinolenta

como resultado de una intensa cecitis, clinica y anatomopatolégicamente semejante a la colitis
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hemorrdgica del hombre (Head et al., 1988).

Por otra parte, las estirpes de ECEH poseen otras caracteristicas comunes, distintas de
la produccién de VTs, como son la presencia de un pldsmido de 60 MDa que codifica la
expresion de un antigeno fimbrial que posiblemente media la adhesién a las células
intestinales Henle 407 (Karch et al., 1987). Se ha observado, asimismo, que las cepas de
ECEH se adhieren estrechamente a los enterocitos originando la lesién histopatolégica de
adhesién y borrado (Tzipori et al., 1986). Tzipori et al. (1987) investigaron experimentalmente
en cerdos el posible papel jugado en la patogenia de la diarrea por el antigeno fimbrial
codificado por el pldsmido y por la VT comprobando que ni la VT ni la presencia del
plasmido de 60 MDa eran necesarios para el desarrollo de la diarrea, sin embargo, esta se

asociaba siempre con la presencia de la lesién histopatolégica de adhesién y borrado.

La enfermedad de los edemas del cerdo se asocia a determinados serotipos de E. coli
que producen una variante antigénica de la VT2 (VTe). La inoculacién de la toxina reproduce
1a sintomatologia clinica, caracterizada por edemas periféricos y trastornos nerviosos, y las

lesiones vasculares caracteristicas que son similares a las observadas en el HUS.

En estudios realizados en diferentes paises se han encontrado frecuencias de
aislamiento de cepas de ECVT de temeros diarreicos muy variables: 1% en Canadd (Mainil
etal.. 1987), 3% en Francia (De Rycke ¢t al., 1987) y Reino Unido (Sherwood gt al., 1985),
20% en Espafia (Blanco gt al., 1988; Blanco, 1991) y 28% en Sri-Lanka (Mohammad et al.,
1985). No obstante, también se han aislado cepas de ECVT con elevada frecuencia de terneros

sanos (Borczyck et al., 1987; Blanco et al., 1988; Blanco, 1991; Wells et al., 1991).

Chanter et_al. (1984), en el Reino Unido, describieron un brote de disenteria en

terneros producido por una cepa de E. coli atipica (§102-9). Esta cepa pertenece al serotipo

05:K-:H-, es ureasa positiva y anaerogénica, reproduce la enfermedad en terneros gnotobidtios
(Chanter et al., 1984) y origina Ia lesién histol6gica de adhesién y borrado en el colon y el
recto (Hall et al.. 1985). Posteriormente se¢ comprobé que esta cepa de E._coli produce VT

en las lineas celulares Vero y HelLa y origina la lesién de adhesion y borrado en infecciones
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experimentales realizadas en terneros convencionales (Chanter et al., 1986).

En Canad4d también se ha aislado una cepa verotoxigénica del serotipo 0111:NM de
terneros con disenteria en los que se observaban las lesiones de adhesion y borrado
(Schoonderwoerd et al., 1988). La inoculacién de esta cepa en terneros privados de calostro

reprodujo la lesi6n caracteristica pero no los sintomas de la enfermedad.

Mainil et al. (1987) reprodujeron las lesiones de adhesién y borrado pero no la diarrea
en terneros privados de calostro infectados experimentaimente con cepas productoras de VT1
y VT2. Sin embargo, Wray et al. (1989) reprodujeron la enfermedad y las lesiones en terneros
convencionales privados de calostro inoculados con cepas productoras de VI1 y VT2. Sin
embargo, en los terneros que habfan recibido calosiro no consiguieron reproducir la

enfermedad ni las lesiones.

1.5.4. E. coli productores de CNF (ECNT)

1.5.4.1. Factores citotoxicos necrotizantes,

El denominado factor citotéxico necrotizante (CNF), que origina multinucleacion y
agrandamiento de las c¢€lulas Vero y HeLa y necrosis en la piel de conejo, se describié por

primera vez en cepas de E. coli aisladas de casos de enteritis infantil (Caprioli et al., 1983).

En los animales domesticos se han aislado cepas productoras de CNF de lechones
afectados de diarrea, primero en Espafia (Gonzalez y Blanco, 1985) y posteriormente en el
Reino Unido (McLaren y Wray, 1986), y de temeros afectados de diarrea en Francia (De
Rycke et al.. 1987) y en Espaiia (Blanco et al., 1988).

Esta nueva citotoxina, hoy denominada CNF1, es una proteina de 115 kDa (Caprioli
et al., 1984, De Rycke et al., 1989).

De Rycke et al., en 1987, describieron un tipo distinto de efecto citopdtico en célula
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HeLa inducido por los extractos sonicados de cepas de E. coli aisladas de terneros con diarrea
y de la cepa de referencia del pldsmido Vir (S5). Previamente se conocia que esta ultima
cepa, aislada de un cordero con septicemia, producia una toxina letal para el ratén (Lopez-
Alvarez et al., 1980; Smith, 1978). Este nuevo factor citotéxico, aunque es distinto, estd
inmunolégicamente relacionado con el CNF descrito por Caprioli et al. y, dado que también
induce necrosis en la piel de conejo (Blanco et al.,, 1988), se denomind CNF2, reservdndose
la denominacién de CNF1 al descrito anteriormente. E1 CNF2 estd codificado por el pldsmido
Vir de 1a cepa de referencia S5 (Oswald et al., 1989) y es una protefna de 110 kDa (Oswald
et al., 1989; Oswald y Rycke, 1990).

1.5.4.2. Asociacion con la enfermedad

La asociacién de las cepas de ECNT con infecciones intestinales y extraintestinales
en ¢l hombre (Caprioli ¢t al., 1983 y 1987; Alonso et al., 1987; Blanco gt al., 1990; Cherefi
et al., 1990) y en los animales domésticos (Blanco gt al., 1985; McLaren y Wray 1986; De
Rycke ¢t al., 1987; Blanco et al., 1988) asi como las propiedades necrotizantes y letales de
los CNFs en animales de experimentacién sugieren que estas nuevas toxinas podrian jugar un

papel en la patogenicidad de las cepas que las producen.

Estudios experimentales realizados en corderos de 7 a 10 dias de edad inoculados
intravenosamente con la toxina purificada a partir de la cepa BM2-1, aislada de enteritis de
terneros, demuestran que esta toxina es letal y neurotéxica para los corderos y que reproduce
la sintomatologfa clinica de depresion y diarrea mucosa observada en terneros y las lesiones
consistentes en congestién y hemorragias en el sistema nervioso central, necrosis coagulativa

del miocardio ¢ hipersecrecion mucosa en el tracto gastrointestinal (De Rycke, 1990).

Estirpes de ECNT se han aislado con una frecuencia relativamente elevada de terneros
diarreicos (De Rycke et al., 1987; Blanco et al., 1988) pero también de terneros sanos. Blanco
(1991), en un estudio realizado en Galicia, aislé cepas de ECNT del 21% de los terneros
afectados de diarrea y del 35% de los sanos, lo que, segin el autor, podria indicar que las

estirpes de ECNT forman parte de la flora normal del intestino del ganado bovino.
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Las cepas de ECNT que se asocian con infecciones extraintestinales en el hombre
generalmente producen CNF1, mientras que las estirpes de ECNT de origen bovino aislados
de animales diarreicos, septicémicos y sanos generalmente producen CNF2 (Blanco et al.,
1988; Blanco, 1991). En los estudios realizados por Blanco ¢t al. en Galicia, el 96% de las
cepas de ECNT aisladas producfan CNF2, mientras que dnicamente el 4% producian CNF1
(Blanco et al., 1988; Blanco, 1991). Estas tltimas pertenecian a los mismos serotipos que las
cepas de ECNT de origen humano (Blanco et al., 1990), en tanto que las productoras de
CNFI1 pertenecian a 12 serogrupos distintos de los anteriores. No obstante, el 12% de las
cepas resultd no tipificable. Estos investigadores encontraron una asociacion estadfsticamente
significativa entre la produccién de CNF2 y la produccién de colicinas, que es una de las
caracteristicas frecuentes de las cepas septicémicas de E. coli (Said et al. 1988), por lo que
sugieren que las cepas de E. coli productoras de CNF2 podrian estar implicadas en los

procesos septicémicos de los temeros recién nacidos hipogammaglobulinémicos (Blanco et

al., 1992h).

Recientemente Wray et al. (1989) han descrito un brote de disenteria en terneros de
14 meses de edad asociado a una cepa hemolitica de E. coli del serotipo 02 productora de
CNF y que expresa el antigeno fimbrial F6. Las lesiones observadas eran las de una colitis

hemorrigica.

1.5.5. E. coli septicémicos.

Los factores de patogenicidad descritos en las cepas septicémicas de E. coli_se
relacionan con la presencia de plasmidos. Determinados plasmidos codifican la produccion
de colicina V (plasmidos Col. V), una proteina con actividad antimicrobiana producida por
una elevada proporcién de cepas de E._coli aisladas de infecciones extraintestinales del
hombre y de los animales (Smith, 1974). La actividad que la colicina V pueda tener en

c€lulas eucariotas ha sido poco estudiada.

La produccion de colicina V se considera un marcador de patogenicidad. La actividad

de la colicina V no es esencial para la acci6n patégena de las cepas de E._coli que la
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producen (Binns ¢t al., 1979; Quakenbush y Falkow, 1979; Williams y Warner, 1980). No
obstante, los pldsmidos que codifican su produccidon codifican también otras propiedades que
contribuyen a la patogenicidad de las cepas como la produccién de aerobactina, el aumento
de supervivencia en el suero, la resistencia a la fagocitosis, y la adherencia a células
intestinales (Williams, 1979; Binns et al., 1979; Braun, 1981; Clancy y Savage, 1981; Warner
et al., 1981). Algunos de los primeros estudios indican que las cepas productoras de colicina

V poseen mayor capacidad de sobrevivir y colonizar el intestino (Smith y Huggins, 1978).

Los pldsmidos que codifican la produccion de colicina V constituyen un grupo
heterogéneo en tamafio, composicién genéiica, capacidad de conjugacién y expresién de
factores de patogenicidad. No todos codifican los factores de patogenicidad anteriormente
mencionados. Excepto la produccién de aerobactina, que es comin a casi todos ellos, la
frecuencia y combinacién de los otros fenotipos entre los pldsmidos Col. V se desconoce

(Waters y Crosa, 1991).

Recientemente Fernandez-Beras et al. (1990) han comprobado que el genotipo colicina
V es predominantemente cromosémico en las cepas de E. coli de origen humano aisladas de
proceso diarreicos y predominantementie plasmidico en las aisladas de infeccidnes

extraintestinales.

La aerobactina es un sistema de captacién de hierro (Stuart et al., 1980; Williams y
Warner, 1980) que estd relacionado directamente con la virulencia de las cepas de E_coli
capaces de originar infecciones extraintestinales (Willimas, 1979). La concentracién de hierro
disponible en los liquidos extracelulares de los vetebrados es muy inferior a los
requerimientos nutricionales de las bacterias (Martinez et al., 1990). Aunque las cepas de E.
coli producen una enterobactina, que es también un agente quelante del hierro, se supone que
la produccion de aerobactina confiere a las cepas de E. coli que la producen una ventaja
selectiva para multiplicarse en condiciones restrictivas de concentracién de hierro (Der
Vartanian, 1988, Ford et al., 1988). La aerobactina, a diferencia de la enterobactina, se recicla

después de la liberacion del hierro en el interior de las células (Braun et al., 1983; Williams

y Carboneti, 1986).
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Al igual que la colicina V, la produccion de aerobactina en algunas cepas de E. coli

estd codificada por genes cromosémicos (Valvano y Crosa, 1984; Marolda et al., 1987).

Ademds del pldsmido col. V, Smith (1974) describié otro pldsmido independiente,
denominado plasmido Vir, que codifica la produccién de una toxina letal y de un antigeno
superficial (Lopez-Alvarez y Gyles, 1980). La transferencia del plasmido Vir por conjugacion
confiere a las cepas receptoras las propiedades letales atribuidas a 1a toxina Vir (Smith, 1974),
Las cepas que poseen el plasmido Vir producen la muerte por septicemia de los terneros
convencionales privados de calostro (Smith, 1978). El pldsmido Vir es mucho menos comiin
entre las cepas de E. coli que los pldsmidos Col. V y solamente se ha detectado en cepas de
E. coli aisladas de terneros y corderos (Wray y Morris, 1985). La toxina Vir induce
alteraciones morfolégicas en las lineas celulares Vero y Hela y es probablemente idéntica al

denominado CNF2 (Oswald ct al., 1989; Oswald y De Rycke, 1990).

La septicemia colibacilar afecta generalmente a los terneros y corderos
hipogammaglobulinémicos. En ios corderos suele presentarse en animales de 2 a 3 semanas
de vida y generalmente es de curso fatal. El proceso puede acompafiarse de diarrea pero esta
no es constante (Kimberling, 1988). Las estirpes septicémicas de E. coli pertenecen a un
niimero limitado de serotipos siendo el mds comin en los terneros y corderos el 078:K80

(Wray y Morris, 1985).

L.6. PROPIEDADES HEMAGLUTINANTES DE E. COLI

Las primeras adhesinas descritas en cepas de E. coli fueron las hemaglutinantes
(Guyot, 1908). Posteriormente se comprobd que la capcidad hemaglutinante se debia a

determinados antigenos fimbriales presentes en la superficie celular (Duguid et al., 1955).

Las hemaglutininas se clasifican en manosa-sensibles (HAMS) y manosa-resistentes
(HAMR) atendiendo a que la hemaglutinancién que producen se inhiba o no en presencia del

monosacdridc D-manosa (Duguid et al., 1955). Una misma cepa puede expresar
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hemaglutininas manosa-resistentes y manosa-sensibles.

La hemaglutinacién manosa-sensible se corresponde con la presencia de las fimbrias
tipo 1 (Duguid et al., 1955, Briton, 1959). Aunque estas fimbrias aglutinan los eritrocitos de
diversas especies animales, generalmente se han utilizado los eritrocitos de cobaya para su

estudio (Hirsh, 1985).

A diferencia de las fimbrias tipo 1, la mayoria de las fimbrias que actuan como
factores de colonizacién aglutinan los eritrocitos de una o generalmente varias especies
animales en presencia de D-manosa (Jones y Rutter, 1974; Orskov et al., 1975; Tixier y
Gouet, 1975; Burrows et al., 1976; Evans gt al., 1977; Orskov y Orskov, 1977; Morris et al.,
1977 y 1978; Smyth et al., 1979; Thorne et al., 1979; Back et al., 1980; Levine et al., 1980;
Deneke et al., 1981; De Graaf y Roorda, 1982}, lo que permite clasificarlas en distintos
modelos de hemaglutinacién (Evans et al., 1979 y 1980; Blanco et al., 1985, Gonzalez y
Blanco, 1985b; Bijlsma y Frink, 1987).

No obstante, algunas de las fimbrias descritas, como la F6, no tienen actividad
hemaglutinante (Isaacson y Richter, 1981). La fimbria CS31A purificada tampoco tiene
actividad hemaglutinante, aunque las cepas de campo que la expresan suelen ser
hemaglutinantes. Se supone que estas cepas expresan ademds otros antigenos, probablemente
fimbriales, que son los responsables de dicha activiad (Girardeau et_al., 1988, Korth et
al.,1991). Asimismo, la fimbria F17 purificada no tiene activad hemaglutinante manosa-
resistente (HAMR) (Lintermans et al., 1988a), aunque si suelen tenerla las cepas de campo

que la expresan (Shimizu et al., 1987, Blanco et al., 1991).

El estudio de la actividad HAMR ha permitido detectar nuevos antigenos superficiales,
todavia no caracterizados, en cepas de E. coli de origen animal aisladas de procesos
diarreicos. Asi, por ejemplo, De Avila et al., (1988) en Brasil describieron un antigeno
superfical en cepas de E. coli aisladas de cebids afectados de diarrea que hemaglutinaba los
eritrocitos de oveja, cerdo y caballo en presencia de D-manosa y tenfa una estructura fimbrial

de 2-3 nm de diametro observado por microscopia electrénica. También en Brasil, Yano et
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al., (1988} encontraron en cepas verotoxigénicas de origen bovino, que mostraban actividad
HAMR con eritrocitos humanos del grupo A, un antigeno que denominaron factor de
adherencia EAF-44. Las bacterias que lo expresaban se adherfan difusamente a las células
Hep-2 y, observadas por microscopia electrénica, mostraban en su superficie estructuras
semejantes 4 las fimbrias. Recientemente, Varga (1991) han descrito otro antigeno fimbrial
en cepas de E. coli aisladas de terneros diarreicos que hemaglutinaban en presencia de D-

manosa los eritrocitos de ternera.

Blanco et al. (1988) comprobaron que una elevada proporcién de cepas productoras
de CNF tenian activiad HAMR y recientemente han indicado que cepas de E. coli productoras

de CNF2 expresan un antigeno (B23) distinto del pilus Vir (Blanco et al., 1992h).

La expresién de hemaglutininas manosa-resistentes, sin embargo, no siempre se
corresponde con la presencia de estructuras fimbriales (Duguid et al., 1955 y 1978; Ip et al.,
1981). Se han descrito adhesinas de naturaleza proteica manosa-resisientes que son no
fimbriales (Labigne-Roussel et al., 1984; Williams et al., 1984; Nowiki et al.,, 1990; Aubel
et al., 1991). En estudios de inmunomiscrocopia electrénica se ha observado que algunas de
estas adhesinas no fimbriales rodean a las bacterias a modo de cdpsulas (Orskov et al., 1985;
Goldhar et al., 1987; Kroncke et al., 1990; Jann y Hoschutzky, 1990) y ha propuesto
denominarlas "capsulas proteicas adhesivas" (Orskov et al., 1985). No obstante, Orskov et al.
(1985) han sugerido que algunas de estas cdpsulas podrian estar constituidas por fibrillas muy
finas y abundantes. Recordemos que algunas de las fimbrias conocidas se describieron
inicialmente como sustancias amorfas que rodeaban a las células. Este es el caso del antigeno
CS3 que forma parte del complejo CFA/II (Cravioto ¢t al., 1982; Smyth, 1982) y que, aunque
inicialmente se describié como no fimbrial (Mullany et al., 1983), tiene una estructura fibrilar
con un didmetro de 2 nm (Levine et al., 1984). Igualmente, la fimbria F4 de origen porcino
se describié originalmente como una masa de finos filamentos (Stirm et al, 1967) y
posteriormente como fibrillas de 2 nm de didmetro (Gaastra y De Graaf, 1982). Las
estructuras de estas dimensiones no son ficiles de observar con las wécnicas de tincién

ordinarias utilizadas en microscopia electrénica.
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Planteamiento y Objetivos

La explotacién de ganado ovino y caprino tiene una gran importancia dentro de la
produccién ganadera en Espafia. Los factores que condicionan la productividad de las
explotaciones ovinas y caprinas son miiltiples y, entre ellos, cabe destacar la incidencia de

procesos infecciosos y parasitarios.

Entre los procesos patolégicos que afectan a los corderos y cabritos recien nacidos,
las gastroenteritis infecciosas son los mds frecuentes y los que ocasionan mayores pérdidas
econdmicas. La etiologfa de estos procesos es multifactorial y pluricausal. En su presentacién
y evolucién intervienen, ademds de las variaciones individuales de los animales y de los
factores ambientales y de manejo, miiltiples agentes infecciosos, entre los que se incluyen

bacterias, virus y pardsitos, que pueden presentarse en infecciones simples 0 mixtas.

El conocimiento de los enteropatégenos que puedan estar implicados en la etiologia
de los procesos diarreicos neonatales de los pequefios rumiantes, de la prevalencia e
importancia relativa de cada uno de ellos ¢ incluso de las interacciones que puedan existir
entre los diferentes agentes es fundamental para orientar el diagnostico y para establecer las

medidas terapéuticas y profilacticas adecuadas.

En las ultimas décadas se han realizado numerosos estudios etiolégicos y
epidemiolégicos sobre los procesos diarreicos neonatales de los terneros y lechones.
Comparativamente, sin embargo, son muy escasos 1os estudios realizados en Jas especies
ovina y caprina, de tal manera que, en general, tiende a asumirse que los agentes infecciosos
implicados en las diarreas neonatales de los pequefios rumiantes son los mismos que

intervienen en este tipo de procesos en los terneros.

E. coli se ha considerado tradicionalmente una de las principales causas, sino la
principal, de los procesos diarreicos neonatales de los corderos y cabritos. No obstante, al
igual que sucede con el resto de los enteropatégenos, la informacién disponible sobre su

incidencia en los pequefios rumiantes y sobre las caracteristicas de las estirpes implicadas es
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muy limitada.

Este estudio, que forma parte de un proyecto mds amplio sobre la etiologia y la
epizootiologia de las diarreas neonatales de los pequefios rumiantes, se planteo con el objetivo
bdsico de investigar la participacién de los diferentes grupos de estirpes de E. coli patégenos
descritos hasta ¢l momento en los animales domésticos. Ello implica considerar, por una parte,
las estirpes de E. coli enterotoxigénicas (ECET), que son las mejor conocidas y practicamente
las (nicas implicadas hasta el momento en las diarreas neonatales de 1os pequefios rumiantes,
y, por otra, las estirpes "no enterotoxigénicas”, que constituyen un grupo heterogeneo cuyos
mecanismos patogénicos se desconocen pero que se han asociado con proceso entéricos y

septicémicos en los animales domésticos.

Para realizar el trabajo nos propusimos, junto con el equipo de la Dra. Gémez
Bautista, estudiar un buen nimero de brotes diarreicos en explotaciones ovinas y caprinas
ubicadas en la zona centro de Espaifia. De las muestras tomadas en los diferentes brotes se

aislarian cepas de E. coli para su posterior caracterizacion.

La caracterizacién de las estirpes de ECET se basaria en la deteccidn de fimbrias (F5
y F41) y de enterotoxinas (STa y LT). En las estirpes no enterotoxigénicas se investigarian
distintas caracteristicas que se han asociado con la patogenicidad de las cepas, como la
produccion de citotoxinas (verotoxinas y factores citotdxicos necrotizantes), la expresion de

antigenos superficiales distintos de las fimbrias cldsicas y 1a produccién de colicinas.

Por otra parte, se investigaria la capacidad hemaglutinante de las cepas aisladas con
los eritrocitos de distintas especies animales como un método indirecto de conocer sus
propiedades adhesivas y de orientar el estudio de posibles nuevos antigenos superficiales,
distintos de las fimbrias clésicas, que pudiesen estar relacionados con la capacidad de las

cepas de colonizar tejidos del hospedador.

Por dltimo, se estudiarfa la sensibilidad de las cepas de E_ coli a distintos

antimicrobianos.
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Material v métodos

11L.1. RECOGIDA DE MUESTRAS DE CAMPO

Durante ¢l perfodo comprendido entre encro de 1989 y diciembre de 1991 se estudiaron
diferentes brotes diarreicos de animales recién nacidos en explotaciones de ganado ovino y
caprino. Las explotaciones estaban ubicadas en la zona centro de Espafia, principalmente en
la Comunidad de Madrid y en menor medida en las comunidades de Castilla-La Mancha y

Castilla-Ledn.

En la tabla 3 se especifica la localizacién de los brotes estudiados, el nimero de
animales adultos que integraban cada rebafio, €l ndmero de animales menores de 4 semanas
en el momento de la toma de muestras asi como el nimero de animales de los que se
recogieron muestras fecales en cada brote. Se estudiaron un total de 51 brotes diarreicos, 38
en explotaciones de ganado ovino y 13 en rebafios de caprino. En 17 de los brotes ovinos
(correspondientes a 11 explotaciones) y en 8 de los caprinos (7 explotaciones) la toma de
muestras fue realizada directamente por nosotros en las explotaciones. Dichas explotaciones
figuran con un asterisco en la tabla 3. En el resto de los casos 1a toma de muestras fue
realizada, siguiendo nuestras indicaciones, por los profesionales clinicos que ademds se

encargaban de remitir las muestras a nuestro laboratorio el mismo dia de su recogida.

En todos los casos se recogié personalmente o a través de los profesionales clinices
ta informacién concerniente a las caracteristicas clinicas del brote diarreico, las tasas de
morbilidad y mortalidad de los animales menores de 4 semanas, caracteristicas de la
explotacién, manejo de las animales, etc. En la figura 1 se muestra la ficha modelo utilizada

para recabar dicha informacién.

Las muestras consistian en material fecal tomado directamente del recto de los

animales muestreados. De cada animal se tomaban muestras para investigar la presencia de
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los tres tipos posibles de enteropatégenos implicados: bacterias (E.coli), virus (rotavirus) y

pardsitos (Cryptosporidium sp.). Las muestras destinadas a los estudios bacteriolégico y

virolégico se recogfan con hisopos rectales estériles y las muestras utilizadas para el andlisis
parasitoldgico con un guante de pldstico desechable. Con cada muestra se adjuntaba una ficha
en la que se especificaban los datos del animal del que procedia: la especie (cordero o
cabrito), la edad, el estado general, el aspecto de las heces, los tratamientos recibidos, etc.

(ver fig. 1).

En los casos en que fue posible se realizé en nuestro laboratorio la necropsia de
algunos de los animales con sintomas clinicos, previo sacrificio por exanguinacién. En estos
casos sc recogieron muestras, también por triplicado, de distintas porciones intestinales y
visceras internas. El nimero de animales en los que se realizé la necropsia figuran entre

paréntesis en la tabla 3.
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Figura 1. Ficha modelo utilizada para recoger la informacidn cnncermeme a las caracteristicas de cada brote
diarreico estudiado. -
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TABLA 3. Brotes diarreicos estudiados.
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LOCALIDAD N° adultos de la Nanimales N® animnales
explotacién menores::le 4 muesireados
SemAanas
Brotes diarreicos en explotaciones ovinas
Madrid
Mesén de Braojos 100 30 8
Villanueva del Pardillo 1 80 43
Villanmeva del Pardille 2 600 4
Valdeolmos 950 60 5
Cenicientos | 500 100 2
Villanueva del Pardillo 3° 500 - 23
Villanueva del Parditlo 3" 500 30 27
El Alamo” 460 180 4
Cenicientos 2° 500 100 a1
Alcobendas” 550 30 7
Alcald de Henares’ 1100 540 15
Alcald de Henares’ 1100 - 39
Colmenar Viejo 160 20 10
Villanueva del Pardillo 3" 500 40 12(1)
Burgos
Pinilla de Barruecos R 60 1
Hontoria del Pinar R 160 2
Huena Abajo R 60 1
Navas del Pinar R 150 l
Villahoz 100 120 2
Segovia
Segovia 1000 100 §
Armuiia” 600 30 6
Santiuste de S.J.Baugsta’ 180 10
Aldeasuena 250 60 3
Fuentesateo de F. 250 50 2
Segovia 300 - 3
Adrados 500 1
Armuiia 600 4
Aldea del Codonal 375 4
Fuentepifiel 350 130 6
Carbonero el Mayor 215 - 1
Valladolid
Coceges del Monte 300 - 1
Toledo
Pucbla de Montalbén 1°° - 250 50¢1)
Puebla de Montalbdp 2% - - 22(2)
Ciudad Real
Los Pozuelos de Calatrava® 2000 230 19
L.os Pozuelos de Calatrava” - - 24(1)
Cuenca
Mazarrulleque” 500 100 13
Guadalajara
Molina de Aragdn 50 6 1
Albacete
Tinarejos” 8000 1000 31
N® de brotes: 38 (17"} N° de corderos: 426

60



Material y métodos

TABLA 3 (continuacién). Brotes diarreicos estudiados.

LOCALIDAD N® adultos de la N"animales N° animales
explotacidn menores de 4 muestreados
semanas’™

Brotes diarreicos en explotaciones caprinas

Madrid

San Mamés” 450 100 7
S.Martin de Valdeiglesias 200 - 1
Villanueva del Pardillo’ 15 7 4
Pelayos de la Presa 200 6 1(1)
Robledo de Chavela” 270 248 12
Bruncte - - 1
Rohledo de Chavela 250 80 3
Toledo

Navalermosa 150 60 4
Hormigos” - 170 29
Talavera de la Reina’ 200 18
Hormigos™ - - 16
Ciodad Real

Aproba de los Montes™ 1200 80 30
La Solana” 500 50 16
N° de brotes:13 (8% N® de cabritos: 142

° Explotaciones muestreadas directamente.

* En el momento de la toma de muestras.

- No se obwuvieron estos datos.

* Entre paréntesis nimero de animales en los que se realizé la  necropsia.

En los brotes estudiados se recogieron muestras fecales de animales desde las primeras
horas hasta la cuarta semana de vida. No obstante, la mayorfa de los animales estudiados se
hallaban en las dos primeras semanas de vida debido a que la diarrea solfa iniciarse entre los

4°-5° dia y persistir hasta los 15°-21° dia de vida de los animales.

La mayoria de las muestras recogidas procedian de animales afectados de diarrea, si
bien, la clasificacion en animales afectados se hacia atendiendo exclusivamente a la
consistencia de las heces. En algunos casos, se recogieron muestras de animales en los cuales
la consistencia de las heces no estaba alterada y se¢ clasificaron como animales sanos.
Generalmente, se trataba de animales en los primeros dias de vida, es decir, menores de la

edad en la que solfa iniciarse el proceso diarreico en la explotacién.

En la tabla 4 se resume el nimero total de animales de los que se recogieron muestras

en los 51 brotes estudiados. Se obtuvieron muestras fecales de 568 animales: 426 corderos
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y 142 cabritos. De los 426 corderos estudiados, 391 presentaban diarrea en el momento de
la toma de muestras y los 35 restantes estaban sanos. De los 142 cabritos, 128 estaban

afectados y los 14 restantes estaban sanos.

TABLA 4. Ntimero de animales afectados y sanos de los que se obtuvieron muestras.

N" brotes N° animales N° Total
diarreicos animales
Afectados sanos
Ovino 38 391 35 426
Caprino 13 128 14 142
Total 51 519 49 568

El estudio parasitoligico fue realizado por Mercedes Gémez Bautista y su equipo de
la Unidad de Parasitologfa de nuestro Departamento y el viroldgico por Maria Mufioz en el

Departamento de Patologia Animal I de la Facultad de Veterinaria de Léon.

1.2, AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CONSERVACION DE CEPAS DE
E. COLL

I11.2.1. Aislamiento.

Las muestras de campo recogidas con hisopos rectales y las obtenidas en las
necropsias de los animales (contenido intestinal y raspados de mucosa de distintas porciones)
se sembraban el mismo dia de su obtencién o de su llegada al laboratorio en el medio
selectivo para enterobacterias agar McConkey (DIFCO). Después de la incubacién de las
placas a 37°C durante 18 horas, se seleccionaban colonias de cada tipo morfoldgico distinto
y se resembraban en agar base para sangre (DIFCQO) suplementado con un 5% de sangre de

carnero (OXO0ID).

A partir de las placas de agar sangre se realizaba la lectura de la posible produccién

de hemélisis.
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1I1.2.2.~ Identificacion.

La identificacién de E.coli se realiz6 mediante un método rdpido que se basa en la
determinacién de tres pruebas bioquimicas: la fermentacién de la lactosa en agar McConkey,

la actividad del enzima B-glucuronidasa y la produccién de indol (Edberg y Trepeta, 1983).

La capacidad de fermentar la lactosa se detectaba en el agar McConkey (DIFCO)
utilizado para el aislamiento. En este medio, las colonias fermentadoras de la lactosa aparecen
de color rosa, debido a la caida localizada del pH y a la absorcién del indicador rojo neutro,
y generalmente rodeadas de una zona rosada debido a la precipitacién de las sales biliares que

contiene el medio. La lectura de las placas se realizaba a las 18 horas de incubacidn.

La actividad B-glucuronidasa y Ia produccién de indol se determinaban por una prueba
conjunta en tubo (I+G). Esta prueba consiste en enfrentar una suspension densa de bacterias
con un sustrato cromégeno del enzima (el dcido B-glucopirangsido urdnico ligado al grupo

para-nitrofenil) y con el aminodcido L-triptéfano.

Para la realizacién de la prueba I+G se preparaba una solucién conteniendo por ml de
PBS, pH 7,5, 0,5 mg de para-nitrofenil-f- glucopirandsido urénico (SIGMA) y 7 mg de L-
iriptéfano (SIGMA). La solucidn se esterilizaba por filtracién y se conservaba a 4°C hasta el

momento de su utilizacién.

En el momento de realizar la prueba, la solucidn se distribuia asépticamente en tubos
de vidrio estériles en vélumenes de 250 pl. Estos tubos se inoculaban con los aislados
haciendo una suspensién densa de bacterias a partir de su crecimiento en agar sangre. La

lectura se realizaba después de una hora de incubacién en un bafio a 44°C (Iritani e Inzana,
1988).

La actividad del enzima B-glucuronidasa viene indicada por la aparicién de un color

amarillo intenso en el medio que se debe al desdoblamiento del enlace del grupo para-
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nitrofenil. En una reaccién negativa el medio permanece incoloro. Para revelar la produccion
de indol se afiadia una gota de reactivo de Kovac. La formacién de un anillo rojo en la

superficie indica una reaccidén positiva.

Las cepas lactosa (McConkey), B-glucuronidasa e indol positivas se identificaron como
E.coli. La actividad B-glucuronidasa es casi especifica de E.coli, Solo algunas cepas de

Shigella y Salmonella son también positivas,

Teniendo en cuenta que un tanto por ciento de cepas de E.coli son B-glucuronidasa
negativas, especialmente las cepas verotoxigénicas del serotipo 0157 (Thompson et al., 1990),
y que algunas cepas de E.coli lactosa negativas han sido relacionadas con procesos
patolégicos (Chanter gt al., 1984), en todos los aislados que resultaron negativos a uno de las
tres pruebas estudiadas se confirmé su identificacién por pruebas bioquimicas cldsicas o por

el sistema comercial Api-20E segun las instrucciones del fabricante.

En la prueba de I+G se utilizaron como testigos 6 especies de enterobacterias cuya
identificacién se confirmé por pruebas bioguimicas cldsicas. Las especies utilizadas fueron
E.coli, Salmonella enterica sp arizonae. Shigella sonnei, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter

cloacac y Proteus mirabilis.

I11.2.3. Conservacion.

Los aislados identificados como E. coli se conservaban congelados a -20°C. La

composicion del medio utilizado para congelar las cepas es la siguiente :

Triptona (DIFCO) 10g
I.eche descremada (Nestlé) 20 g
Glicerina (PANREACQ) 80 ml
Agua destilada 320 ml

Una vez disueltos los componentes por agitacion, el medio se esterilizaba en autoclave

a 0°C durante 10 minutos y se distribuia en tubos estériles en voldmenes de 3 ml.
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La conservacién de las cepas se realizaba preparando suspensiones densas de bacterias
a partir del crecimiento en agar sangre al 5% y procediendo a su inmediata congelacién

a -20°C.

Cada cepa se congelaba por duplicado asigndndole un nimero de referencia y las letras
CL o CK segin la especie de la que habfa sido aislada (ovino o caprino respectivamente).
Cuando las cepas se precisaban para cstudios posteriores se descongelaban y se sembraban

en un medio general o en agar McConkey.

II1.3. DETECCION DE LOS ANTIGENOS FIMBRIALES FS, F41 Y F17 POR
AGLUTINACION EN PORTA CON SUEROS POLICLONALES

I1.3.1. Produccion de sueros policlonales monoespecificos frente a las fimbrias
F5, F41 y F17

Los sueros policlonales frente a los antigenos fimbriales F5, F41 y F17 se obtuvieron
por hiperinmunizacién en conejos con cepas de referencia para cada antigeno cultivadas en
medios que favorecen la expresién de las fimbrias. La especificidad de los sueros frente a
cada fimbria se obtenia absorbiendo los sueros hiperinmunes con sus cepas homélogas
cultivadas a 18°C durante 48 horas para climinar los anticuerpos producidos frente a antigenos
de la pared celular, de la cdpsula e intracelulares (Orskov gt al,, 1977) y, en algunos casos,
con cepas heterélogas cultivadas a 37°C que dan reacciones cruzadas debidas a antigenos

distintos de los deseados.

En la tabla 5 se especifican las caracteristicas de las cepas utilizadas. Las cepas B41,
Moon 1676 y Alla, se utilizaron para la produccién de los sueros hiperinmunes frente a las
fimbrias F35, F41 y F17 respectivamente. La cepa enterotoxigénica B41, de origen bovino, es
la cepa de referencia para el antigeno fimbrial F5 pero también expresa el antigeno F41. La
cepa B41m es una mutante de laboratorio de la cepa B41 que solo expresa el F41. Como se
detalla mas adelante, esta cepa se utilizé para absorber los anticuerpos producidos frente al

antigeno F41 del suero hiperinmune producido frente a la cepa B41 y obtener asi un suero
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especifico frente al F5 (Morris et al., 1983). La cepa 39a da reacciones cruzadas con el suero
hiperinmune producido frente a la cepa Alla, debidas a antfgenos distintos del F17

(Contrepois et al., 1985).

TABLA 5. Cepas de referencia utilizadas para la produccién de sueros policlonales
monoespecificos frente a los antigenos fimbriales F5, F41 y F17.

Cepa Serotipo Fimbrias Toxinas Origen
B41 0101:K- F5,F41 STa Bovino
B41m 0101:K- F41 STa Laboratorial
Moon 1676 0101:K30 F41 STa Bovino
Alla, 0101:K32:H9 F5,F41,F17 STa Bovino
39a

II1.3.1.1. Produccién de sueros hiperinmunes en conejos

Para la produccién de cada suero se utilizaron dos conejos adultos de raza Nueva
Zelanda. Dos dias antes de la primera inoculacién se sangraban los animales para obtener

suero preinmune.

Los indculos consistian en suspensiones de bacterias vivas obtenidas a partir del
crecimiento de las cepas de referencia B41, Moon 1676 y Alla, en el medio Minca-
IsoVitalex (Minca-Is) que favorece la expresién de los antigenos fimbriales (Guinée et al.,

1977). Este medio contiene por litro de agua destilada:

Casaminodcidos (DIFCO) lg
KiL,PO, 136 g
Na,HPO,.2H,( 10,1 g
solucion de sales I ml
Agar (DIFCO) 12 ¢
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La composicién de la solucién de sales por litro de agua destilada es la siguiente:

MgSo,.7TH,0 10 g
MnCl,.4H,0 1g
FeCl,.6H,0 0,135 g
Ca(Cl,.2H,0 04¢

Una vez disuetos los componentes el medio se esterilizaba en autoclave a 121°C
durante 20 minutos. El medio esterilizado se dejaba enfriar hasta una temperatura de 50°C

y se afiadia asépticamente IsoVitaleX (BBL) al 1% (v/v).

Las suspensiones bacterianas obtenidas a partir del crecimiento de las cepas en Minca-

Is a 37°C durante 18 horas se ajustaban a una concentracién aproximada de 4,5 x 10’ UFC/ml.

La inoculacién de los conejos se realizaba por via intravenosa en la vena marginal de
la oreja. En la tabla 6 se detalla la pauta de inoculacién utilizada que se basa en la descrita
por Sojka (1965). Los conejos recibian dos inoculaciones semanales con un intervalo de 3
dias. La dosis inicial era de 0,1 ml de inéculo. En las inoculaciones sucesivas se iba
duplicando el volumen de indculo hasta llegar a 1,6 ml en la quinta inoculacion. Después de
esta inoculacidn se esperaba una semana y se repetia la misma dosis. Al cabo de 5-6 dias de
esta Ultima inoculacién se sangraban los conejos para la obtencién de los sueros. Estos se

conservaban congelados a -20°C.

TABLA 6. Pauta de inoculacién de los conejos para la produccién de los sueros
hiperinmunes.

Dia 0 1* inoculacion 0.1 ml
Dia 3 2" inoculacién 0,2 ml
Dia 7 3* inoculacién 0,4 mi
Difa 11 4* inoculacién 0,8 ml
Dia 15 5% inoculacién 1,6 ml
Dia 21 6" inoculacion 1,6 ml
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Los sueros se titulaban frente a las cepas homdlogas cultivadas en Minca-Is a 37°C
durante 18 horas. La titulacién se realizaba en placas microtiter haciendo diluciones dobles
del suero en voltmenes de 25 pl y afladiendo 50 pl de la suspencién bacteriana
correspondiente a una concentracién aproximada de 4,5 x 107 UFC/ml. Las placas se
incubaban a 37°C durante 2 horas al cabo de las cuales se realizaba Ja lectura. El titulo se

consideraba la diluccién mds alta que daba aglutinacion completa.

II1.3.1.2.- Absorcion de los sueros hiperinmunes.

La especificidad de los sueros frente a los antigenos fimbriales se obtenia absorbiendo
los sueros hiperinmunes con los cultivos adecuados en cada caso para retirar los anticuerpos
producidos frente a los demds ant{genos expresados por las cepas utilizadas para su obtencién.
En la tabla 7 se detallan las cepas y condiciones de cultivo utilizadas para la absorcién de los

antigenos no especificos en cada suero.

Cada suero se absorbia en primer lugar con su cepa homéloga cultivada en Minca-Is
a 18°C durante 48 horas. A esta temperatura se reprime la expresién de las fimbrias y, por
lo tanto, se retiran de los sueros solamente los anticuerpos producidos frente a los antigenos

somaiticos, capsulares, flagelares e intracelulares (Orskov et al., 1975).

Para obtener el suero especifico anti F5, el suero hiperinmune obtenido con la cepa
B41 se absorbi6 ademds con la cepa B41m cultivada en Minca-Is a 37°C durante 18 horas,
1o que permite eliminar los anticuerpos producidos frente al antigeno F41 (Morris gt al.. 1983).
En el caso del suero anti-F17 fue necesario absorber ¢l suero hiperinmune con las cepas B41
y 3%a cultivada en Minca-Is a 37°C durante 18 horas. La primera de estas absorciones elimina
los anticuerpos frente a los antigenos F5 y F41 y la segunda elimina reacciones cruzadas

debidas a antigenos distintos del F17 (Conirepois et al., 1985).

La absorciones se realizaban recogiendo el crecimiento de los cultivos adecuados con
solucidn salina-fenol al 0,25% y afiadiendolos a 1 mi del suero correspondiente. Después de

incubar la suspensién a 44°C durante dos horas se centrifugaba (900 g X 30 min) y se recogfa
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el sobrenadante. Este suero quedaba generalmente diluido 1:10 y se conservaba congelado a

-20°C.

Con el fin de comprobar si los anticuerpos no especificos habfan sido eliminados se

realizaban tras cada absorcién controles de aglutinacién en porta con las cepas empleadas en

cada caso.

TABLA 7. Obtencién de sueros monoespecificos frente a los antigenos fimbriales F5, F4l
y F17: cepas y condiciones de cultivo utilizadas para la absorber de los sueros hiperinmunes
los anticuerpos producidos frente a los antigenos no deseados.

Sueros anti

Anticuerpos presentes en los

Absorciones

sueros hiperinmunes frente a los )
antigenos Cepa Condiciones de Anticuerpos
culiivo absorbidos
5 Somaticos B41 18°C.48h Somaticos
0101
Fimbriales B41m 37°C,18h F41
F5.F41
F41 Somaticos y capsulares Moon 18°C,48h Somdticos y
1676 capsulares
0101:K31
Fimbriales
F41
F17 Somaticos, capsulares, Alla, 18°C,48h SOMAticos,
flagelares capsulares,
flagelares
0101:K32:H9
Fimbriales B41 37°C,18h F5 y F41
F5.F41.F17
Otros 39a 37°C,18h Reacciones
cruzadas
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II1.3.1.3. Comprobacidn de la especificidad de los sueros policlonales monoespecificos.

La especiticidad de los sueros policlonales producidos frente a las fimbrias F5, F41
y F17 sc comprobaba por aglutinacién en porta con 15 cepas de referencia de E. coli, Las
cepas utilizadas y sus caracteristicas mds relevantes se detallan en la tabla 8. Las
aglutinaciones se realizaban con cultivos de las cepas en Minca-Is y en agar sangre de carnero
al 5% a 37°C durante 18 horas. La lectura de las aglutinaciones se realizé segin el criterio

siguiente:

negativa -
déhil +
moderada ++
fuerte +++

Las cepas utilizadas para este estudio fueron cedidas por los Drs. Wray (Central
Veterinary Laboratory de Weybridge, Reino Unido), Contrepois (Institut Nacional de la
Recherche Agronomique, Francia) y Blanco y Gonzdlez (Departamento de Microbioloxia y

Parasitoloxia de la Facultad de Veterinaria, Lugo).

TABLA 8. Cepas de referencia utilizadas para el conirol de la especificidad de los sueros
policlonales producidos frente a las fimbrias F5, F41 y F17.

Cepas Serotipo Fimbrias Toxinas Origen
B41 0101:K- F5,F41 STa Bovino
B44 09:K30 F5,F41 STa Bovino
483 09:K35 F5,F41 S5Ta Bovino
B44m 09:K30 F5 STa Bovino
B8O 020:K17 F5 STa Bovino
S13 08:K85 F5 STa Ovino

B41lm 0101:K- F41 STa Bovino
Moon 1676 0101:K30 F41 STa Bovino
Moon 1751 0101:K27 F41 STa Bovino
503/86 0149:K91 F4 171,5Ta Porcino
NR3 0138:K81 F4 LT Porcing
NR246 08:K87 F4 LT Porcino
1Aa 0141:K85ab F6 STa Porcing
Sz-5-22 08: K85 F6 STa Porcino
Alla, 0101:K32:H9 F5,F41,F17 STa Bovino
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IIL.3.2. Estudio de la prevalencia de las fimbrias F5, F41 y F17 en las cepas de

E. coli aisladas.

La deteccion de las fimbrias F5, F41 y F17 en las cepas de E. coli aisladas de los
procesos diarreicos estudiados se realizd por aglutinacién en porta con los sueros policlonales
monoespecificos. Las cepas se cultivaban en Minca-Is a 37°C durante 18 horas para favorecer
la expresién de los antigenos fimbriales. Se resembraban directamente en este medio a partir
de su crecimiento en el medio agar McConkey utilizado para el aislamiento o se

descongelaban y se sembraban previamente en agar McConkey.

Las aglutinaciones se realizaban en portaobjetos de cristal limpios y desengrasados
haciendo suspensiones homogéneas de los cultivos sobre gotas de 20 pl de los sueros. La
lectura se realizaba tras rotar el porta durante un minuto. La aparicién de grumos blancos
indica una reaccion positiva. Las cepas autoaglutinantes se detectaban enfrentando las
suspensiones bacterianas con solucién salina al 3,5%. En cada ensayo se utilizaron como
testigos positivos las cepas de referencia S13, B41m y Alla, que expresan las fibrias FS, F41

y F17 respectivamente (tabla §).

I11.4. DETECCION DE LAS FIMBRIAS F5 Y F41 CON EL REACTIVO
COMERCIAL FIMBREX

En Ias cepas de E, coli que resultaron autoaglutinantes con los sueros policlonales asi
como en todas aquellas en las que se detecté algin factor patogénico se utilizd el reactivo
comercial FIMBREX (C.V.L.-LAT (1-04) para detectar las fimbrias F5 y F41 (Thorns et al.,
1989).

Esta prueba comercial utiliza anticuerpos monoclonales frente a las fimbrias F5 y F41
copulados a particulas de latex azules de 0.8 um de didmetro como reactivo de aglutinacidn.
La prucba incluye un testigo positivo, consistente en una suspensién del antigeno

correspondiente, y uno negativo, en el que se han sustituido los anticuerpos monoclonales por

suero de ratdén normal.
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Las aglutinaciones se realizaron segin las instrucciones del fabricante, mezclando
voldmenes iguales de los reactivos y de suspensiones bacterianas sobre cartones blancos
revestidos con plastico. La lectura se realizaba después de rotarlos durante 2 minutos. La

formacidén de grumos azules indicaba una reaccién positiva.

IILS. DETECCION DE LA ENTEROTOXINA TERMOESTABLE STa POR EL
ENSAYO EN RATON LACTANTE (ERL).

La deteccién de la enterotoxina termoestable (STa) se realizd por el ensayo en raton
lactante descrito originalmente por Dean gt al. (1972) con algunas de las modificaciones

introducidas por Blanco et al. (1983a) y Sriranganathan y Burger (1987).
IIL5.1. Deteccion de STa en cepas de E_coli aisladas de campo

La produccién de STa se estudié en todas las cepas de E.coli en las que se habia
detectado la expresién de la fimbria F17 y en 127 de las aisladas de animales menores de 7
dias, de las cuales 115 habian sido aisladas de otros tantos animales afectados y 12 de

animales sanos.

El ensayo se basa en la capacidad de la STa de inducir acumulacién de liquido en el
lumen intestinal de los ratones lactantes. Los ratones se inoculaban con los sobrenadantes de
cultivos de las cepas de E.coli en el medio liquido Casaminodcidos-Extracto de Levadura

(CA-YE) (Alderette y Robertson, 1977 y Evans ¢t al.. 1983) que contiene por litro de agua
destilada:

Casaminoacidos (DIFCO) 20 g
Extracto de Levadura (DIFCO) 6g
NaCl2, Sg
K. HPO, 8,7¢
Sales traza 1 ml
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La solucién de sales traza se prepara disolviendo en 100 mi de H,SO, (0,001 N): 5
g de MgSO,.7H,0, 0,5 g de MnCl,.4H,0 y 0,5 g de FeCl;.6H,0.

Una vez disueltos todos los componentes del medio, se ajustaba el pH a 7,5 con NaOH

(5N) y se esterilizaba en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Las cepas de E.coli se cultivaban en 4 ml del medio CA-YE contenidos en tubos de
20 ml durante 18 horas a 37°C con agitacion (160 rpm). Los sobrenadantes se recogian por
centrifugacion (900 x g, 30 minutos) y se utilizaban en el mismo dia para el ensayo o se
conservaban congelados a -20°C. En el momento del ensayo se afiadian 40 ul de Azul de

Evans al 2% (p/v) en PBS (pH 7,5) por mi de sobrenadante.

La deteccién de STa se realizaba en ratones lactantes de las razas NMR-I, BALB-C
y SWISS mezclados al azar (Blanco et al., 1983a). Cada raza se mantenia por separado en
unidades de cria formadas por un macho y tres hembras. Las camadas de distintas madres y
razas se mezclaban el mismo dia del ensayo. Se utilizaban ratones menores de 4 dias,
generalmente en el tercer dfa de vida, los cuales se separaban de las madres cuatro horas antes
del ensayo y se manienfan a temperatura ambiente hasta el momento de la inoculacion

(Sriranganathan y Burger, 1987).

El sobrenadante de cada una de las cepas se ensayaba en lotes de 3 ratones. Cada
raton se inoculaba con 0,1 ml del sobrenadante via oral usando una sonda géstrica. Después
de la inoculacién se mantenian 4 horas a temperatura ambiente (20°C) y a continuacién se
sacrificaban por dislocacién cervical. En cada ensayo se utilizaban como testigo positivo el
sobrenadante del cultivo de la cepa enterotoxigénica $13 y como testigo negativo el medio

liquido CA-YE estéril.

La acumulacién de liquido en el intestino de los ratones debido a la actividad de la
STa se estima por el denominado coeficiente de deshidratacién. Dicho coeficiente se obtiene

calculando la relacion entre el peso de los intestinos de cada lote y el peso del resto de los
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cuerpos. El peso de los intestinos se hallaba restando al peso total de los cuerpos el peso del

resto de los cuerpos una vez realizada la diseccién del paquete intestinal distal al estémago.

Coeficientes Peso total de cuerpos - Peso del resto de cuerpos

deshidratacién=
Peso del resto de los cuerpos

II1.5.2. Determinacion estadistica de los valores de los limites minimo positivo y

maximo negativo de los coeficientes de deshidratacion

La intensidad de la respuesta a la actividad de la STa depende de la dosis de toxina
inoculada (Dean gt al., 1972) pero también del estado nutricional de los ratones (Sringanathan
y Burger, 1987) y del método de diseccién y pesada utilizados (Blanco et al., 1983a), es decir,

de las condiciones de realizacién del ensayo propias de cada laboratorio.

Por lo tanto, para determinar los valores de los limites minimo positivo y méximo
negativo de los coeficientes de deshidratacion en nuestras condiciones de trabajo, se realizd
¢l estudio estadistico de los coeficientes obtenidos con 14 cepas de rumiantes conocidas: 7
cepas enterotoxigénicas productoras de STa y 7 no enterotoxigénicas. En la tabla 9 figuran
las cepas empleadas y algunas de sus caracteristicas. Estas cepas fueron cedidas por los Drs.
Wray (Central Veterinay Laboratory de Weybrige, Reino Unido), Contrepois (Institut
Nacional de la Recherche Agronomique, Francia) y Blanco y Gonzalez (Departamento de

Microbioloxia y Parasitoloxia de la Facultad de Veterinaria, Lugo).

Los ensayos en rat6n lactante con las 14 cepas conocidas se realizaron por triplicado,
de tal manera que se obtuvieron para cada cepa tres valores distintos correspondientes a los
coeficientes de deshidratacién de los 3 sobrenadantes ensayados. Con estos tres valores se
calculd, para cada una de las cepas, la media aritmética (X), su error estindar (Sm) y el
intervalo de confianza del 95% (IC-95%). Asimismo, se calculé la media aritmética (X), el

error estindar (Sm) y el intervalo de confianza del 95% (IC-95%) de los dos grupos de
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valores obtenidos, es decir, del grupo de valores positivos correspondientes a los coeficientes

de deshidratacién obtenidos con los 21 sobrenadantes de las 7 cepas productoras de STa y del

grupo de valores negativos correspondientes a los coeficientes de deshidratacién de los 21

sobrenadantes de las 7 cepas no enterotoxigénicas.

TABLA 9. Cepas utilizadas para la determinacién de los limites mdximo positivo y minimo
negativo del ensayo en ratén lactante utilizado para la deteccion de la STa.

CEPA SEROTIPO TOXINA ORIGEN
S13 08:K85,F5 STa Ovino
B41 0101:F5,F41 STa Bovino
B41m 0101:F41 STa Bovino
B44 09:K30,F5,F41 STa Bovino
B44M 09:X30,F5 STa Boving
B&0 020:K17,F5 STa Bovino
483 09:X35,F5F41 STa Bovino
S5 015:KH21 CNF2 Qvino
RV(C-330 078:K80 - Bovino
RV(C-95 026:K60 - Bovino
RVC-4925 08:K87 - Bovino
711+ CNE2 Bovino
T11- - Bovino
BM2-1 CNF1 Bovino

El valor minime positivo para el ensayo se consideré el limite inferior del 1C-95% de

los valores positivos y el valor mdximo negativo el limite superior del IC-95% de los valores

negativos. Los coeficientes intermedios se condideraron estadisticamente dudosos.
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IIL.6. DETECCION DE YEROTOXINAS (VTs), FACTORES CITOTOXICOS
NECROTIZANTES (CNFs) Y ENTEROTOXINAS TERMOLABILES (LTs) POR EL
ENSAYO EN LA LINEA CELULAR VERO.

En todas las cepas de E. coli aisladas de los brotes diarreicos estudiados se investigd
la produccién de verotoxinas (VTs), factores citotdxicos necrotizantes (CNFs) y enterotoxina
termoldbil (LT) por el ensayo en la linea celular Vero (células de rifién de mono verde
africano). Este método estd basado en el descrito por Konowalchuck et al. (1977) y permite
la deteccion de los tres tipos de toxinas por la distintas alteraciones que inducen en estas
celulas. Las VTs, precisamente denominadas asi por ejercer un efecto citotéxico en las células
Vero, originan la muerte celular en 24 a 72 horas (Konowalchuck et al.,1977). La LT, sin
embargo, induce un efecto citoténico que da lugar a alteraciones morfolégicas caracteristicas
(Speirs et al., 1977). El denominado factor citotéxico necrotizante (CNF) induce alteraciones
morfoldgicas caracterizadas por agrandamiento celular y formacion de células gigantes y

multinucleadas (Caprioli gt al., 1983).

I11.6.1.- Mantenimiento de la linea celular Vero.

Para el mantenimiento de la linea celular Vero se utilizé el Medio Minimo Esencial
(MEM, GIBCOQO) suplementado con un 5% de suero fetal bovino (SFB). A este medio se
afiadia una solucién de antibi6ticos comercial (Antibiotyc-Antimicotyc, GIBCQ) para obtener

una concentracién final de:

Penicilina 106 Ul/ml
Estreptomicina 100 pg/ml
Fungizona 25 pg/ml

Las células se mantenian en frascos de cultivo celular de 75 cm? con 20 ml de MEM-
SEB y se subcultivaban a una relacién 1:3 dos veces por semana. Para la tripsinizacién de las
monocapas s¢ utilizaba una solucién de tripsina-EDTA. Esta se preparaba a partir de una

solucién madre (10x) que contiene por litro de agua destilada desionizada
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NaCl (MERCK) BO g
KCl (MERCK) 42
giucosa (MERCK) 10g
tripsina 1:250 (DIFCO) 5g
EDTA (MERCK) 2g
CO,HNa (MERCK 58 ¢
Antibiéticos (GIBCQO) 4 ml

Una vez disueltos todos los componentes se esterilizaba por filtracion y se conservaba
a -20°C. Esta solucién madre se dilufa 1:10 en agua destilada desionizada estéril antes de su
utilizacién. Por lo tanto, la concentracién final de tripsina era del 0,05% y la de EDTA de
0.02%.

Después de tripsinizar y resuspender una monocapa de células Vero, una parte de la
suspension se utilizaba para el mantenimiento de la linea celular y la otra se dilufa con MEM-

SFB hasta obtener una concentracién de 5 x 10* cels/ml para ser utilizada en el ensayo.

I11.6.2.- Ensayo en la linea celular VERO.

La deteccién de las toxinas se realizaba en sobrenadantes de cultivos de las cepas
tratados con Polimixina B que facilita la liberacién de proteinas del espacio periplasmico

(Evans et al., 1974 y Karmali et al., 1985a).

Las cepas de E.coli se cultivaban en 4 ml de medio CA-YE, pH 7.5, contenidos en
tubos de 20 ml durante 18 horas a 37°C con agitacién (160 rpm). La inoculacién de los tubos
se realizaba a partir del crecimiento en medio sélido tomando por barrido una porcién de

cultivo (Karmali et al., 1985a).

Tras las 18 horas de incubacidn se afiadfan a los cultivos 10.000 U/ml de polimixina
B y se incubaban 4 horas mds a 37°C. A continuacién se centrifugaban a 900 x g durante 20
minutos y los sobrenadantes obtenidos se utilizaban para el ensayo en el mismo dia o se

conservaban congelados a -20°C.
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El ensayo para la deteccién de las toxinas se realizaba en placas microtiter de 96
pocillos (Costar). La suspensién de células Vero a una concentracion de 5x10* cels/ml se
distribuia en la placa microtiter en voliimenes de 190 pl por pocillo. Cada pocillo se inoculaba

con 10 pl de sobrenadante y cada sobrenadante se ensayaba por duplicado.

Las placas se incubaban a 37°C con 5% de CO, y la lectura se realizaba con
microscopio invertido a las 24, 48 y 72 horas. En algunos casos la lectura de las placas se
realizaba después de tefiir las células con cristal violeta al 5% (p/v). Después de retirar el
medio, las células se fijaban con metanol durante 5 minutos y se tefifan con cristal al 5%

durante 45 minutos. A continuaci6n se lavaban con agua destilada y se¢ dejaban secar al aire.

En cada ensayo se utilizaron como testigos positivos las cepas de E.coli P3 (VT),
H296 (LT"), BM2-1 (CNF") y 711+ (CNF2") cedidas por los Drs Wray (Central Veterinary
Laboratory, Reino Unido) y de Rycke (Institut National de la Recherche Agronomique,

Francia).

111.7. DETECCION DE CEPAS DE E.COLI PRODUCTORAS DE COLICINAS

La produccién de Colicina V, considerada como un marcador de patogenicidad, se

investigd en 224 de las cepas de E. coli aisladas. De ellas 66 eran aistados en los que se habia

detectado la expresién de la fimbria F17 o la produccién de algunas de las toxinas
investigadas. Las 158 cepas restantes se seleccionaron al azar, utilizando una tabla de nimeros
aleatorios, entre los aislados en los que no se habfa detectado la expresién fimbrias ni la

produccién de toxinas.

La deteccion de cepas de E.coli productoras de Colicina V se realizd por ¢l método

de doble capa descrito originalmente por Frederig (1964).

En el ensayo se utilizaron como cepas indicadoras la C-104, sensible a todas las
colicinas, y la RVC-330 (078:K80, Col. V") productora de Colicina V. Ademds, como testigos

positivo y negativo se utilizon las cepas RVC-330 y la B188 respectivamente.
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Las cepas de E.coli seleccionadas y las dos cepas utilizadas como testigos se
sembraban en 3 ml de caldo nutritivo (DIFCQO) y se incubaban a 37°C durante 3 horas. A
partir del crecimiento en medio liquido, se resembraban en dos placas de agar nutritivo
(DIFCO) depositando una gota de cultivo con una asa de platino, En cada una de las dos
placas se sembraban 22 cepas problema y las dos utilizadas como testigo. De esta forma se
obtenfa por duplicado el crecimiento de las 24 cepas. Las placas de Petri utilizadas eran de

cristal, de 11 cm de didmetro, y contenian 15 ml de agar nutritivo.

Las bacterias crecidas después de incubar las placas a 37°C durante 18 horas se
exponian a vapores de cloroformo durante 30 minutos depositando 1 ml de cloroformo sobre
un papel de filtro siltuado en la tapa de las placas invertidas. Después de retirar €l papel de
filtro, las placas se dejaban abiertas al aire una hora para eliminar los restos de cloroformo.
A continuaci6n se afiadfa a cada placa una segunda capa de 8 ml de agar nutritivo, fundido
y estabilizada su temperatura a 55°C, y se dejaban a temperatura ambiente durante 4 horas

para que difundieran las colicinas.

Después de las 4 horas, una de las placas se sembraba por inundacién con un cultivo
en caldo nutritivo de la cepa indicadora C-104 y su duplicado con la cepa indicadora RVC-
330. Se dejaban reposar durante 20 minutos y después de retirar el caldo se incuban a 37°C

durante 18 horas.

La produccion de colicinas en cada de las cepas se detectaba por la aparicién alrededor
de las mismas de una zona de inhibicién del crecimiento de la cepa indicadora C-104,
sensible a todas las colicinas. Si el crecimiento de la cepa RVC-330 no era inhibido el tipo

de colicina producido era Colicina V.
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I11.8. ESTUDIOS DE HEMAGLUTINACION MANOSA-RESITANTE (HAMR)
Y MANOSA-SENSIBLE (HAMS) DE CEPAS DE E.COLL

I11.8.1. Estudio de la capacidad HAMR y HAMS de células enteras.

La capacidad de E. coli de aglutinar los eritrocitos de diversas especies animales se
corresponde en muchos casos con la presencia de fimbrias. Estas se clasifican por su
capacidad hemaglutinante en manosa-sensibles (MS) o manosa-resistentes (MR) segin sea
inhibida o no la hemaglutinacién en presencia del monosacdrido D-manosa. La HAMR con
eritrocitos de diversas especies animales permite clasificar las cepas de E. coli en distintos
modelos de HA que pueden corresponderse con la presencia de distintas adhesinas (Duguid
et al., 1955).

El estudio de los modelos de HAMS y HAMR se realizé en las mismas 224 cepas
seleccionadas para el estudio de la produccién de colicina V. Recordemos que de las cepas
seleccionadas 66 eran aislados en los que se habfa detectado previamente la expresion de
fimbrias o la produccién de toxinas y las 158 restantes se seleccionaron al azar entre las cepas

en las que no se habia detectado la presencia de estos factores patogénicos.

Para el estudio de la HAMS se utilizaron eritrocitos de cobaya y para el estudio de
la HAMR eritrocitos de cobaya, caballo, oveja, pollo, ternera y humanos del grupo A. A partir
de la sangre extraida de las distintas especies animales en tubos con anticoagulante (EDTA)
se separaban los eritrocitos por centrifugacién, se lavaban tres veces con PBS 0,02M, pH 7.5
y se dilufan al 3% (v/v) en PBS. Estas suspensiones de eritrocitos se conservaban a 4°C hasta

una semana.

Las cepas de E.coli se cultivaban en Minca-Is (Guinée et al., 1977) a 37°C durante 18
horas. A partir del crecimiento en este medio se realizaban suspensiones densas de bacterias
en tampdn fosfato sédico (0,02 M, pH 7,5, para obtener una concentracién aproximada de 10°
UFC/ml.
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Las hemaglutinacines s¢ realizaban segin ¢l método de Evans et al. (1977) en portas
de cristal rotdndolos manualmente. Para el estudio de la HAMR se afiadian 25 pl de la
suspensién de bacterias, 25 pl de una solucién al 1,5% de D-manosa en PBS y 25 pl de las
suspensiones de eritrocitos al 3% de las distintas especies. La HAMS se investigaba del
mismo modo sustituyendo la solucién de D-manosa por PBS. Tras rotar los portas durante 2
minutos a temperatura ambiente se hacia una primera lectura de los resultados. A

continuacidn, los portas se mantenian a 4°C durante 2 minutos y se hacia la lectura definitiva.

En algunas de las cepas HAMR positivas se investigd también la capacidad
hemaglutinante de las bacterias crecidas a 18°C durante 48 horas, temperatura que inhibe la

expresién de las fimbrias.

H1.8.2. Estudio de la actividad HAMR de los extractos térmicos de cepas de E.
coli HAMR positivas.

Para el estudio de la actividad HAMR de sus extractos térmicos se seleccionaron cepas
de E. coli representativas de cada uno de los distintos modelos de HAMR obtenidos en el
apartado anterior. A partir del crecimiento de cada cepa en una placa de Minca-Is a 37°C
durante 18 horas se realizaban suspensiones densas de bacterias (10° UFC/ml) en 0,5 ml de
PBS y se sometian a un tratamiento térmico de 60°C durante 20 minutos en bafio con
agitacion. El sobrenadante (extracto térmico) y el sedimento se separaban por centrifugacién
a 8.000 x g durante 20 minutos. El sedimento se resuspendia en 0,5 mt de PBS (Stirm et al.
1967).

Las hemaglutinaciones se realizaban en placas microtiter de 96 pocillos con fondo en
V (Jones y Rutter, 1974) haciendo, en primer lugar, dilucciones al doble en volimenes de 25
ul de PBS, por una parte, de los sedimentos resuspendidos y, por otra, de los sobrenadantes.
A continuacién se afiadian 25 pl de la solucién de D-manosa y 25 pl de una suspension de
eritrocitos al 1% (v/v). La incubacién de las placas se realizaba a 4°C durante 18 horas. El

titulo se consideraba la dilucién mds alta que daba hemaglutinacién completa.
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I11.9. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

En 92 de las cepas de E.coli aisladas se estudié su sensibilidad a distintos
antimicrobianos. De ellas, 49 eran cepas en las que se habia detectado la expresion de la
fimbria F17 o la produccitn de alguna toxina. Las 43 cepas restantes se seleccionaron al azar,
utilizando una tabla de ndmeros aleatorios, entre las cepas en las que no se habian detectado

estos factores patogénicos.

Las pruebas de sensibilidad se realizaron por la técnica de dilucién en agar siguiendo
la metodologia recomendada por el NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory
Standars, 1990).

En la tabla 10 se relacionan los antimicrobianos utilizados, y se indican su actividad

0 potencia y los solventes y diluyentes utilizados para cada uno de ellos.

II1.9.1. Preparacion de las diluciones de los antimicrobianos en placa.

Para preparar las diluciones de los antimicrobianos se partia de una solucidn inicial
de cada antimicrobiano con una concentracién de 2.560 pg/ml o Ul/ml. La cantidad de

antimicrobiano necesaria para obtener la concentracién deseada se obtenia segilin la férmula:

Peso (mg)= Volumen (ml) x Concentracién (ug/ml)
Actividad (ug/mg)

A partir de las soluciones iniciales de cada antimicrobiano se preparaban diluciones
al doble segiin el esquema de Ericson y Sherris (1971) modificado, como se indica en la tabla
11. De esta forma se obtenfa una baterfa de 13 tubos conteniendo concentraciones

decrecientes de antimicrobiano desde 2.560 hasta 0,62 pug o UV/ml.
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TABLA 10. Antimicrobianos utilizados.

ANTIMICROBIANO POTENCIA SOLVENTE DILUYENTE
Amoxicilina (INDUKERN) 99,2 % Tarpén fosfato 0,1M, pH 6 Tampén fosfato 0,1M, pH 6
Ampicilina {G(EMA) 98,2 % Tampén fosfato 0,1M, pH 8 Tampén fosfato 0,1M pH 6
Cefaclor (Lilly, S. A) 95.6 % Agua destilada Agua destilada
Cefalexina (Antibidticos, S. A)) 93,7 % Agua destilada Agua destilada
Cefamandol (Lilly, S. A} 86 % Agua destilada Agua destilada
Cefazolina (Antibidticos, S, A) 918 % Agua destifada Agua destilada
Ceftizoxima (Smith Kline & Frenh, 813 % Agua destilada Agua destilada
S5.AE)

Cefuroxima (GLASQ) (GLASC) 949 % Agua destilada Agua destilada
Ciprofloxacina clorhidrato (BAYER) 80,7 % 1/2 voliimen de agua caliente, O,1N sosa Agua destilada
Cloranfenicol {FLUKA) 90 % Alcohol metilico Agua destilada
Colistina sulfato (MEIII SEIKA 710 Agua destilada Agua destilada
KAISHA) pg /mg

Doxiciclina (INDUKERN} 850 Ul/mg 1/2 voltimen de agua caliente, sosa 0,IN Agua destilada
Enoxacina (AL.MIRALL) 91,57 % 1/2 volumen de agua caliente, sosa 0,1N Agua destilada
Enrofloxacina (BAYER) 302 G 1/2 volimen de agua caliente, sosa 0,IN Agua destilada
Estreptomicina sulfato (Antibidticos, T35 U/mg Agua destilada Agua destilada
S.A)

Gentamicina sulfato (INDUKERN} 601 R/M Agua destilada Agua destilada
Kanamicina sulfato (RASFLER) 76 % Agua destilada Agua destilada
Nalidixico, dcido (SERVA) 99 Sosa 0,IN Agua destilada
Neormmeina sulfato INDUKERN) 694 U/mg Agua destlada Agua destilada
Oxitetraciclina base {IMPEX 89,1 % Agua destilada Agua destilada
QUIMICA)

Oxonilico, dcido (INDUKERN} 100 % Sosa, 0,IN Agua destilada
Pipemidico, dcido (ALMIRALL) 85,64 % 1/2 volimen agua caliente, sosa 0,1N Agua destilada
Polimixina B (SIGMA) 7610 Ufmg Agua destilada Agua destilada
Sparfloxacina (RHONE) 100 % 1/2 volimen de agua caliente, sosa 0,1N Agua destilada
Sulfadexina {INDUSTRIAS GMB) 99,5 % 1/2 volimen de agua caliente, sosa 0,1N Agua destilada
Sulfadimetoxina (INDUKERN) 100 % 172 voliimen de agua caliente, sosa 0,1N Agua desulada
Sulfametacina dcida (INDUKERN) 100 % 1/2 volimen de agua caliente, sosa 0,IN Agua destilada
Tetraciclina clorhidrato (INDIKERN) 986 % Agua destilada Agua destilada
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TABLA 11.Preparacién de las diluciones de antibifticos segin el esquema de Ericson y

Sherris modificado (1971).

Preparacién de las dilucciones, Concentracién Concentracion final en placa.
pg. o UL/ml
solucion madre (20 ml de solvente) 2.560 256
4 ml (2.560) + 4 ml 1.280 128
2 mi (2.560) + 6 ml 640 64
2 m (2.560) + 14 ml 320 32
4ml (320) + 4 ml 160 16
2mi(320) + 6ml 80 8
2ml (3200 + 14 ml 40 4
4ml 43 + 4ml 20 2
2ml @40y + 6ml 10 i
2mi40) + 14 ml 5 0,5
4mi(5) + 4ml 2,5 0,25
2ml{5y + 6ml 1,25 0,125
2ml(5) + 14 ml 0,62 0,062

* Concentracién del tubo a partir del cual se realizaban las siguientes dilucciones.

Para preparar las placas se utilizaba el medio agar Mueller-Hinton (DIFCQO). Después

de rehidratar y disolver el medio, se esterilizaba en autoclave a 121°C durante 20 minutos y

se dejaba estabilizar su temperatura a 44°C manteniendolo en un bafio. A continuacién se

afiadian en placas de Petri 2 ml de la dilucién correspondiente de antimicrobiano y 18 ml de

agar Mueller-Hinton. Se mezclaban haciendo rotar las placas con movimientos circulares de

derecha a izquierda y viceversa, y se dejaban enfriar a temperatura ambiente hasta que
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solidificase el agar. De esta manera, la concentracidn final de antimicrobiano en cada placa
era la décima parte de la concentracién en los tubos (tabla 9). Las placas se preparaban

siempre en el mismo dfa en que iban a ser utilizadas.

I11.9.2. Inoculacién de las placas.

Para la realizacién de las pruebas de sensibilidad las cepas de E.coli se cultivaban en
4 ml de caldo tripticasa-soja (TSB, DIFCQ), inoculados tocando ligeramente con el asa de
platino 4-5 colonias a partir del crecimiento de las cepas en medio sélido, y se incubaban a
37°C durante 2 horas. En este tiempo de incubacién aparecia una turbidez visible equivalente
al tubo 0,5 de la escala de McFarland que se corresponde con una concentracion aproximada

de 10° UFC/ml.

Las placas de agar con las distintas diluciones de antimicrobiano se inoculaban con
un replicador de Steers (Steers et al,, 1959), que permite la inoculacién simulidnea de 32
cepas. En cada pocillo del replicador se depositaban 450 pl de solucién salina estéril y 50 pl
del crecimiento de las cepas en el medio liquido TSB que se encontraban en fase logaritmica
(10° UFC/ml). De esta forma los inéculos quedaban diluidos 1:10 (10’ UFC/ml). Puesto que
el replicador utilizado depositaba de 1 a 2 pl del indculo de cada pocillo en la superficie del
agar, se obtenfa finalmente un indculo de aproximadamente 10* UFC de cada cepa en la

superticie de las placas.

En cada serie de placas correspondiente a un antimicrobiano se iniciaba la inoculacién
por la de mds baja concentracién de antimicrobiano. Al principio y final de cada serie se
inoculaba una placa conteniendo 20 ml de agar Mueller-Hinton sin antimicrobiano como

testigos de crecimiento.

I11.9.3. Incubacion y lectura de las placas.

Las placas inoculadas se dejaban a temperatura ambiente hasta que se absorbia el

in6culo en el agar y a continuacién se incubaban a 37°C durante 18 horas.
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Después de la incubacién se determinaba la concentracién minima inhibitoria (CMI)
de cada uno de los antimicrobianos para cada cepa. Esta se define como la dilucién de
antimicrobiano més baja que inhibe el crecimiento bacteriano, despreciando la presencia de

una tnica colonia o un ligero halo originado por el inéculo.

Con las CMIs de las 92 cepas estudiadas se determinaban las CMI-50 y CMI-90 para
cada antimicrobiano que se definen como la concentracién de antibicrobiano que inhibe ¢l

crecimiento del 50% y el 90% de las cepas respectivamente.

El punto de ruptura ("break point") se define como la concentracién de un
antimicrobiano, especifica para cada uno de ellos, a partir de la cual se consideran como

resistentes a los microorganismos que puedan crecer en ella 0 en una concentracién superior.

IL10. DETECCION Y CARACTERIZACION DE ANTIGENOS
SUPERFICIALES DISTINTOS DE LOS ANTIGENOS F5, F41 Y F17 EN CEPAS DE
E. COLI HAMR POSITIVAS

IT1.10.1. Cepas utilizadas

Teniendo en cuenta que un elevado nimero de cepas de E.coli en las que no se habian
detectado la expresion de las fimbrias FS5, F41 ni F17, presentaban el fenotipo HAMR®, se
investigé la posible asociacién entre la hemaglutinacién manosa-resistente (HAMR) y la
expresion de nuevos antigenos fimbriales. Para ello se seleccionaron tres cepas de E.coli (CL-
168, CL-245 y CL-686), cada una de un modelo distinto de hemaglutinacién, cuyos extractos
térmicos presentaban actividad hemaglutinante manosa-resistente con los eritrocitos humanos

del grupo A.

IIL.10.2. Obtencidn de los extractos térmicos

A partir del crecimiento de las cepas en una placa de Minca-Is a 37° 6 18°C se

realizaban suspensiones densas en 0,5 ml de tampén fosfato sédico 50 mM, pH 7.2, y se
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mantenfan en un bafio a 60°C durante 20 minutos con agitacién. Después de centrifugar a
8.000 x g durante 10 minutos se recogia el sobrenadante y se utilizaba para los ensayos o se

conservaba congelado a -20°C (Stirm et al.,, 1967).

Estos extractos térmicos se concentraban por precipitacion con sulfato aménico al 20%
de saturacién antes de realizar un andlisis electroforético de proteinas en geles de
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). El sedimento obtenido tras
la precipitacién se resuspendia en PBS, pH 7,2, y se dializaba frente al mismo tampén. La

conceniracién final de proteina en los extractos oscilaba entre 0,4 y 0,7 pg/ul de muestra.
111.10.3. Produccion de antisueros

La produccién de sueros hiperinmunes frente a las cepas seleccionadas se realizé del
mismo modo descrito en ¢l apartado 3.1.1. La especificidad de los sueros frente a los
antigenos que se expresan exclusivamente a 37°C se obtenia absorbiendolos con sus cepas
homdlogas cultivadas a 18° durante 48 horas. Estos sueros absorbidos se denominaban con
la letra S seguida del ndmero de la cepa homdloga. En los casos que se estimé oportuno, de
acuerdo con las reacciones de aglutinacién, estos sueros S se absorbieron con la cepa

heter6loga cultivada a 37°C con la que daban reacciones cruzadas.
I11.10.4. Ohservacion de fimbrias por microscopia electronica

Para detectar la posible presencia de estructuras fimbriales las bacterias se observaron
por microscopia electrénica mediante tincién negativa. A partir del crecimiento en Minca-Is
a 37° 6 18°C durante 18 6 48 horas respectivamente, se preparaban suspensiones densas de
bacterias (10'° cels/ml aproximadamente) en agua de peptona estéril con o sin un 4% de
formaldehido (bacterias fijadas o sin fijar). Estas suspensiones se diluian 1:4 en agua destilada
y s¢ depositaba una gota sobre una rejilla de microscopia electrénica revestida con Formvar.
Después de 3 minutos se retiraba el exceso de liquido con papel de filtro y se realizaba la
lincion negativa con dcido fosfotungstico al 1% durante 30 6 60 segundos (McConnell et al,,
1981).
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Las observaciones de microscopia electrénica se realizaron en el Centro de
Microscopia Electrénica de la U.C.M. El microscopio electrénico de transmisidn utilizado fue

el modelo ZEISS 80KV EM 902.

I11.10.5.Andlisis de proteinas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida

en presencia de dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE)

El andlisis electroforético de protefnas de los extractos rmicos y de los antigenos
semipurificados se realizd segiin el sistema de electroforesis discontinuo descrito por Laemmi

(1970) utilizando geles verticales de 0,75 mm de espesor.

Las electroforesis se realizaron en una cubeta de electroforesis modelo Mini-Protean
IT (Bio-Rad), que permite la preparacidn simultinea de dos geles verticales de 0,75 mm de

CSpESOr.

II1.10.5.1. Preparacién de los geles

En la tabla 12 se detalla la composicién de los geles de empaguetamiento y separacion
utilizados indicando la concentracion final en los geles de cada uno de los componentes y las
cantidades necesarias de cada uno de ellos para preparar 5 ml del gel de empaquetamiento
y 10 ml del gel de separacién. Ambos geles contenfan SDS al 0,1% que se afiadfa a partir de
una solucién madre al 10%. Para preparar el gel de empaquetamiento se utilizaba un tampén

Tris-HCl, 1M, a pH 6,8, mientras que para el gel de separacién se empleaba a pH 8§.8.

La concentracién final de acrilamida era del 3% en el gel de empaquetamiento y del
14% en el de separacién. Ambos geles se preparaban a partir de una solucién inicial de

acrilamida al 30% con la siguiente composicién:

Acrilamida (Bio-Rad) 30 g
N,N” metilenbisacrilamida (Bio-Rad) 08 g
Agua destilada (voliimen final) 100 ml
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Una vez mezclados los componentes, esta solucién se filtraba a través de un papel

Whatman n° 1 y se almacenaba a 4°C en un recipiente de vidrio oscuro.

El sistema catalizador utilizado para la polimerizacién de la acrilamida fue el
persulfato aménico-N,N,N",N -tetrametiletilendiamina (PSA-TEMED). El persulfato amonico
(PSA) se afiadfa a partir de una solucién al 10% (p/v) preparada en el momento de su

utilizacién.

En el momento de preparar los geles, se mezclaban los componentes del gel de
separacién y se afiadfan 5 ml entre los cristales previamente montados. En el borde superior
sc afladfa agua destilada con el fin de conseguir un borde liso y evitar el contacto con el
oxigeno atmosférico que podria interferir en Ia polimerizacién. Esta tenfa lugar en 30-45

minutos.

Una vez polimerizado el gel de separacién se retiraba el agua del borde superior y se
lavaba con agua destilada. Se mezclaban los componentes del gel de empaquetamiento e
inmediatamente se afiadia ! ml en el borde superior del gel de separacién. Se aplicaba un
peinc de (,75 mm de espesor para la formacién de 10 pocillos en el gel y se dejaba
polimerizar durante 45 minutos aproximadamente.

TABLA 12. Composicién de los geles de poliacrilamida de empaquetamiento y separacién
utilizados en el sistema de electroforesis discontinuo en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE).

Componentes Gel de empaquetamiento Gel de separacidn
Concentacién final” Volumen Concentracidn final Volumen
{mly {ml)
Acrilamida-bisacrilamida 30% 14% 0,50 3% 4.66
Tampén Tris-HCl, 1M, pH 8,8. - - 0,375M 3,75
Tampén Tris-HCL, 1M, pH 6,8. 0,125M 0,63 - -
SDS-10% 0,1% 0,05 0.1% 0.1
Agua destilada 75,4% 377 14,4% 1,44
Persultafato aménico (PSA) 10% 0,05 0,05
TEMED 0,004 0,005

* Concentracion final de cada uno de’lo§ componentes en [0s geles.

i Volumen en ml de cada uno de los compeneates necesario para preparar 5 ml del gel de empaquetamiente y 10 mi del gel
de separacidn,
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II1.10.5.2. Preparacién de las muestras
Las muestras analizadas mediante electroforesis eran los extractos térmicos (60°C, 20
min.) de las cepas de E.coli seleccionadas, concentrados por precipitacién con sulfato aménico

y dializadas, y los antigenos semipurificados a partir de la cepa CL-168.

Antes del andlisis clectroforético de las muestras se afiadia a cada una la cantidad
adecuada del tampdn de muestra para obtener una concentracién final aproximada de proteina

de 0,2-0,4 pg/pl. La composicién del tampdén de muestra era la siguiente:

Tris HCI 0,125M, pH 6.8 25 ml
SDS-10% 25¢
Sacarosa 30% (p/v) 158
2 mercaptoetanol 10% (v/v) 2,5 ml
Azul de Bromofencl 0,005 %

Las muestras disueltas con el tampén se sometian a un tratamiento térmico de 100°C

durante 3-5 minutos para asegurar la completa desnaturalizacién de las proteinas.

Como marcador de pesos moleculares se utilizé el preparado comercial Pre-Stained

SDS-PAGE Standars Low Range (Bio-Rad) que contiene las siguientes protefnas:

Proteinas Pm

Fosforilasa B 106.000
Albumina sérica bovina 80.000
Ovoalbdmina 49.000
Anhidrasa carbdnica 32.000
Inhibidor de wipsina 27.000
Lisocima 18.500

II1.10.5.3. Aplicaci6én de las muestras y electroforesis

Como tampén de electroforesis se utilizaba Tris-glicina, pH 8,3, (0,025M tris, 0,192
M glicina y 0,1% SDS).
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Las muestras se¢ aplicaban en volimenes de 10 pl en cada uno de los pocillos del gel
de empaquetamiento. Inicialmente se aplicaba una corriente continua de 50 V durante 10
minutos 0 el tiempo necesario para la concentracién de las muestras en el gel de
empaquetamiento. A continuacién se aplicaba una corriente de 125 V durante
aproximadamente 60 minutos para el desarrollo de la electroforesis en el gel de separacidn.
La electroforesis finalizaba cuando el marcador (azul de bromofenol) llegaba al borde inferior

del gel.

IL.10.5.4. Tefiido y conservacién de los geles

La visualizacién de las bandas de proteina se realizaba tifiendo los geles de separacién
con azul de Coomasie R-250. En algunos casos se tefifa también el gel de empagquetamiento

para comprobar si las proteinas habian entrado en el gel de separacion.

La solucién de tefiido utilizada contenia azul de Coomasie R-250 al 0,1%, dcido
acético glacial al 10% y metanol al 3% en agua destilada. Los geles sc mantenian en esta
solucién durante 30 minutos. A continuacién se destefifan hasta obtener un fondo transparente
de los geles con una solucidn de destefiiddo que contenfa dcido acético glacial al 7.5% y

metanol al 7,5%.

La conservacién de los geles se realizaba sumergiendolos durante 3() minutos en una
solucién conservadora que contenia etanol al 30%, acido acético al 10% y glicerol al 10%.
Seguidamente se depositaban sobre un soporte de vidrio y se cubrian con papel de celofdn
humedecido en la solucién conservadora. En estas condiciones se mantenfan a temperatura

ambiente hasta su completa desecacion.

Ademads del sistema tradicional de electroforesis descrito anteriormente, también se
utilizé el sistema de clectroforesis semiautomatico "PhastSystem” (Pharmacia), para cuya
realizacion se siguieron las instrucciones del fabricante. En este caso se emplearon geles

uitrafinos (45 x 35 x 0,5 mm) con un gradiente de concentracién del 8 al 25% de
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poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con SDS (Phast Gel Gradiente 8-25,

Pharmacia).

I11.10.6. Deteccion inmunoenzimatica de proteinas sobre soportes de nitrocelulosa

("'immunoblotting''}

II.10.6.1. Electrotransierencia de proteinas desde geles de poliacrilamdia (SDS-PAGE)

a soportes de nitrocelulosa

Para la deteccion inmunoenzimdtica de las protefnas de los extractos térmicos y 10s
antigenos semipurificados, estas se transferfan desde los geles de poliacrilamida a membranas

de nitrocelulosa segiin la técnica descrita por Towin et al. (1979).

La electrotransferencia se realizaba en una cubeta de transferencia modelo 2005
Transphord (LKB). El tampén de transferencia utilizado era un tris-glicina-metanol, pH 8,3,

con la siguiente composicién: Tris 2 mM, glicina 0,192 mM y metanol al 20%.

Inmediatamente después de la separacién electroforética de protefnas en un gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), se situaba el gel sobre una
membrana de nitrocelulosa (Membranfilter BA 85, Renner) previamente equilibrada en
tampén de transferencia. Este conjunto gel-membrana se situaba a su vez entre dos papeles
de filtro equilibrado en el mismo tampén y a continuacién se introducia en la cubeta de
transferencia colocando el gel del lado el cdtodo y la membrana del lado del 4nodo. En estas

condiciones las proteinas migran desde el polo negativo al positivo.

La electrotransferencia se realizaba a una intensidad de corriente constante de 0,3
amperios durante 4 horas. Una vez realizada la electrotransferencia de las proteinas a la
membrana, cuya eficacia se comprobaba tifiendo los geles con azul de Coomasie, se procedia
al lavado de la misma. El lavado se realizaba sumergiendo la membrana tres veces durante

5 minutos con agitacién en una solucién con la siguiente composicién:
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NaCl 8,76 ¢
Tween 20 5 ml
Agua destilada 11

[II.10.6.2. Deteccién inmunoenzimdtica de proteinas.

La inmunodeteccion de las proteinas sobre las membranas se realizaba con los sueros
absorbidos especiticos frente a los antigenos deseados. Estos sueros se utilizaban a una
diluccion 1/500. Como conjugado se utilizaba suero anti-inmunoglobulinas de conejo,

obtenido en cerdo, marcado con peroxidasa.

La membrana de nitrocelulosa, una vez lavada, se sumergia en tampdn fostato sédico
0,0iM, pH 7,3, conteniendo Tween-20 al (,5% (tampoén de bloqueo) durante 30 minutos a
temperatura ambiente con agitacién suave. A continuacién se dejaba reaccionar con el suero
deseado diluido en tampén de bloqueo, durante 4 horas a temperatura ambiente con agitacién

suave.

Transcurrido este tiempo se lavaba de nuevo la membrana y se afiadia el conjugado
diluido 1/1000 en solucién de lavado. Se dejaba reaccionar durante 90 minutos y se volvia

a lavar la membrana de la misma forma.

El revelado de la membrana se realizaba sumergiendola en una solucién de sustrato.
Esta se preparaba en el momento de su utilizacién afiadiendo a 100 ml de tampén fosfato
sddico 0,01M, pH 7,3, 50 mg de diaminobencidina y 100 pl de per6xido de hidrigeno al 33%.
La reaccién se detenfa lavando la membrana con agua destilada.

I11.10.7. Semipurificacién del antigeno LC168 a partir de la cepa CL-168.

La semipurificacién del antigeno LC168 se realizé segin el método de De Graaf y

Roorda para la purificacién de fimbrias (1982).
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IIL10.7.1. Obtencidén y extraccién del antigeno LC168 a partir de la cepa CL-168.

Para la obtencién del antigeno LC168 se partia de un cultivo de la cepa CL-168 en
10 litros de un medio liquido minimo esencial (MLM) a 37°C durante 18 horas con agitacion

constante. El medio MLM contiene por litro de agua destilada:

KH,PO, 3¢
Na,HPO.2H,0O 758
Na(Cl 05¢
NH4C1 1L0g
MgS0,.7H,0 0,12 g
CaCl.2H,0 0,011 g
FeS0,.TH,O 0,005 g

Una vez disueltos todos 1os componentes se esterilizaba en autoclave a 121°C durante
20 minutos, se dejaba equilibrar la temperatura a 50°C en bafio y se afladia glucosa

esterilizada por filtracién a una concentracién final de 0,5%.

El sedimento bacteriano obtenido por centrifugacién dei cultivo a 8.000 x g durante
30 minutos se¢ resuspendia en tamp6n fosfato 50 mM, pH 7,2, conteniendo urea 2 M (PBSU),

de tal manera que la concentracién de células de la suspension bacteriana se correspondiese

con una D.0O.=100 a 660 nm.

La extaccidén de los antigenos superficiales proteicos se realizaba por tratamiento
térmico de la suspensién bacteriana a 60°C durante 20 minutos en bafio con agitacién
constante (150 r.p.m.) ( Surm gt al. 1967). Después de este tratamiento térmico se
centrifugaba a 30.000 x g durante 15 min., obteniendo, por un lado, el sedimento celular y,

por ¢l otro, el sobrenadante que contenia las proteinas superficiales extraidas de las bacterias.
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IIL10.7.2. Precipitacién con sulfato aménico.

El sobrenadante obtenido después de la tltima centrifugacién se dividié en tres
fracciones de igual volumen. Estas fracciones se precipitaron con sulfato amonico a distintas
concentraciones de saturacién: 10% (fraccién A), 20% (fraccion B) y 60% (fraccién C). El
sedimento obtenido por centrifugacién de cada uno de ellas se resuspendia en 2 ml de PBSU

y se dializaba frente a este mismo tampdén.

Dado que en el andlisis electroforético se encontré que las tres fracciones tenian
proteinas mayoritarias de semejante movilidad electroforética, se reunieron las tres soluciones

para su posterior procesado.

III.10.7.3. Cromatografia de gel filtracién en columna (Sepharosa CL 4B).

Las tres soluciones proteicas obtenidas por precipitacién con suifato amoénico y
dializadas se reunieron y se aplicaron a una columna (1.5 x 90 cm) de cromatografia de gel
filtracion (Sepharosa CL 4B, Pharmacia). Este gel tiene un rango de separacién molecular de

60 a 20.000 kilodaitons.

La columna de cromatografia se equilibraba previamente con tampén fosfato 50 mM,
pH 7,2, conteniendo urea 2 M, y se eluia con este mismo tampén a un flujo constante de 10
ml/hora. El cromatograma se obtenia midiendo la absorbancia de las fracciones obtenidas a
280 nm. Asimismo se comproba qué fracciones mostraban actividad hemaglutinante manosa-

resistente con los eritrocitos humanos.

1I1.10.7.4. Tratamiento con deoxicolato sédico (DOC).

Las fracciones con actividad HAMR con eritrocitos humanos se reunieron y se trataron
con deoxicolato sédico (DOC) para retirar restos de membranas (Korhonen et al., 1980). El
deoxicolato sédico (DOC) se afiadia a una concentracién final del 0.5% (p/v) vy, a

continuacion, esta preparacion se dializaba frente a tampén fostato 50 mM, pH 7,2, sin urea,
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durante 72 horas a 4°C. El sobrenadante obtenido por centrifugacién a 30.000 x g 15 min.,
o fraccion DOC-soluble, se dializaba extensamente frente a tampodn fosfato 50 mM y frente
a agua destilada. El dializado se concentraba por liofilizacién y se resuspendia en 0,5 ml de

agua destilada.

I11.10.8. Estudio de la prevalencia de los antigenos LC168 y LC686 ¢n las cepas

de E.coli aisladas de los procesos diarreicos estudiados

La deteccion de estos antigenos se realizé en todas las cepas de E.coli aisladas por
aglutinacion rdpida en porta con los sucros especificos frente a dichos antigenos diluidos 1/20.
Las cepas de E.coli aisladas se descongelaban y resembraban en McConkey. Después de la
incubaci6n de las placas a 37°C durante 18 horas se seleccionaban 10 6 12 colonias de cada
cepa, se resembraban en Minca-Is y se incubaban a 37°C durante toda la noche. Las cepas

autoaglutinantes se detectaban con solucion salina al 3%.
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IV.1. RECOGIDA DE MUESTRAS DE CAMPO

En la figura 2a se representa graficamente la distribucién por edades de los 568
animales de los que se obtuvieron muestras fecales para la realizacién de este estudio. En la
figura los animales se han agrupado por semanas de vida. Teniendo en cuenta que, como se
indicé en el apartado de material y métodos, se recogieron muestras mayoritariamente de
animales que presentaban sintomas de diarrea en el momento de tomar las muestras (519/568).
y que esta solia iniciarse en el 4° dia de vida y persistir hasta los 15° 0 21° dias, la mayoria
de los los animales de los que se obtuvieron muestras estaban en las dos primeras semanas
de vida. De los 568 animales, 365 se hallaban en la segunda semana de vida y 153 en la

primera, mientras que los 50 restantes eran animales en la tercera y cuarta semanas de vida.

N? animales

500 / -

400 ‘ g e BEE

300 - -

200 < R I

100 s .

0 I GO } A

: 1 2 3 4
saNOS 88 11 0 0
AFECTADOS 115 3 354 31 | 19

Semanas de edad

.| AFECTADOS ] SANOS

Figura 2a. Distribucién de los animales esmdiados por semanas de edad.
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Figura 2b, Distribucion de los corderos estudiados por semanas de edad.
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Figura 2¢. Distribucién de los cabritos estudiados por semanas de edad.
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Esta distribucién mayoritaria en la segunda semana de vida fue mucho mis marcada
en el caso de los cabritos dado que de los 142 cabritos de los que se recogieron muestras, 117
estaban en la segunda semana de vida (figura 2c). En el caso de los corderos, de los 426
animales estudiados 276 eran animales en la segunda semana de vida y 137 en la primera

(figura 2b).

Todos los animales sanos de los que se recogieron muestras se hallaban en las dos
primeras semanas de vida (figura 2a). E1 77,55% (38/49) de ellos eran animales menores de

cinco dfas de vida, edad a la que solia iniciarse el proceso.

IV.2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CEPAS DE E.COLL

En la tabla 13 se exponen los resultados de la deteccidn de la actividad del enzima -
glucuronidasa y de la produccién de indol de las 6 especies de enterobacterias utilizadas como
testigos en la prueba rdpida de identiticacién I+G . La actividad 8-glucuronidasa se detectd

en la cepa de E.coli y en la de Shigella sonnei en la primera hora ¢uando se incubaban a

44°C, y en la segunda hora cuando se hacia a 37°C. Las otras especies de enterobacterias

siguieron siendo negativas a esta prueba a las 24 horas de incubacion.

TABLA 13. Resultados de 1a prueba de identificacion répida [+G de las 6 especies de enterobacterias utilizadas
como estigos.

Deteccidn de B-glucuronidasa tras incubar a
Deteccion de
37°C 44°C Indol
durante (hrs) duranie (hrs)

112 6| 24 1l 2] 6| 24 24
E.coli - + + + + + + + +
S. enterica sp. arizonae - - - - - - - - .
Shigella sonnei - + + + + + + + -

K.pneumoniae - - - - . - . - .

E.cloacae - - - - - - - - -

P. mirabhilis. - - - - - - - -
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{.a produccién de indol solamente se detect6 en E.coli. La reaccién positiva aparecia

después de una hora de incubaci6n tanto a 44° como a 37°C.

De acuerdo con estos resultados, para la identiticacién de los aislados de campo por
la prueba de I+G se eligid la temperatura de incubacién de 44°C por ser la que daba

reacciones mds intensas en un hora.

Los resultados de la identificacion de los aislados de campo con la prueba de 1+G se
detallan en la tabla 14. De los aislados fermentadores de la lactosa, 670 resultaron -
glucuronidasa e indol positivos en la prueba de I+G y, por lo tanto, se identificaron como
E.coli. De los aislados lactosa positivos que resultaron negativos a una de las dos pruebas, se
identificaron como E.coli, por pruebas bioquimicas o por API-20E, 26 cepas B3-glucuronida
negativas v | cepa indol negativa. En total se identificaron como E.coli 697 cepas

termentadoras de la lactosa.

TABLA 14, Resultados de la identificacién de los atslados de campo.

Fermentacion Prueba de I+G N° cepas de E.coli identificadas
lactosa
B-gluc. indol por I+G por APL- TOTAL
20E

+ + + 670 -

+ + - 1

+ - + 2 702

) + + 5 3

En 5 aislados lactosa negativos se detectd la produccion de B-glucuronidasa ¢ indol
y su identificacién como E.coli se contirmé por el sistema API-20E. En total se identificaron
como Ecoli 702 de las cepas aisladas, de las cuales 27 eran negativas a una de las dos
pruebas de I+G y 5 no fermentaban la lactosa. Por lo tanto, la sensibilidad del método de

identificacién basado en estas tres pruebas fue del 95,44%.
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De las 702 cepas de E.coli aisladas, 8 (1,13%) fueron hemoliticas en agar sangre de

carnero al 5%.

En la tabla 15 se indica el nimero de cepas de E.coli aisladas de corderos y cabritos
afectados de diarrea y sanos. De las 702 cepas identificadas como E.coli, 495 se aislaron de
corderos y 207 de cabritos. De las 495 cepas de origen ovino, 430 se aislaron de animales
diarreicos y 65 de animales sanos, mientras que de las 207 de origen caprino, 187 se aislaron

de animales diarreicos y 20 de animales sanos.

TABLA 15. Nimero de cepas de E.coli aisladas de animales afectados de diarrea v sanos.

N° de cepas aisladas de animales Total

Afectados Sanos
OVINO 430 65 495
CAPRINO 187 20 207
TOTAL 617 &5 702

IV.3. DETECCION DE LAS FIMBRIAS FS, F41 Y F17 EN LAS CEPAS DE
E.COLI AISLADAS DE CAMPO

IV.3.1. Especificidad de los sueros policlonales absorbidos

En Ia tabla 16 se muestran los resultados de las reacciones de aglutinacién de los
sueros policlonales monoespecificos producidos por nosotros frente a las fimbrias F5, F41 y
F17 con las 15 cepas de referencia utilizadas como testigos. Estos sueros detectaron los
antigenos correspondientes en las cepas homdlogas cultivadas a 37°C tanto en el medio
Minca-Is como en agar sangre, si bien, las reacciones positivas fueron mucho mds intensas
y rdpidas a partir del crecimiento en Minca-Is. Ninguno de los sueros reaccioné con las cepas

de referencia que expresaban los antigenos F4 o Fé6.
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TABLA 16. Reacciones de aglutinacidn de los sueros policlonales menoespecificos producidos por nosotros

frenie a las fimbrias F5, F41 y F17 con las cepas de referencia utilizadas comeo testigos.

CEPAS Antigenos Minca-Is Agar sangre 37°,18 hr,
fimbriales 372,18 hr.
F5 F41 F17 F5 Fd1 F17
|
B4l F5,F41 +++ +++ - + + -
B4 F35,F41 +++ +++ - + + -
483 F5,F41 +++ +++ - + + -
B44m F5 +++ - - ++ - -
r B8O F5 -+ - - + - -
513 F5 +++ - - + - .
B4lm F41 - ++ - - + -
FM1676 F41 - ++ - - + .
M1751 F41 _ ++ - - + R
503/86 F4 - - - : ; .
NR246 F4 - - - - - -
NR 3 F4 - - - - - )
1Aa F6 - . - - - -
Sz-8-22 F6 - - - - - -
\- Alla, F5,F41,F17 ++ ++ +++ + - +

Negativa:-, positiva débil:+, positiva moderada:++, positiva fuerte:+++
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1V.3.2. Deteccion de las fimbrias F5, F41 y F17 en los aislados de campo.

La expresién de las fimbrias F5 y F41 no se detectd, por aglutinacion en porta con los
sueros policlonales, en ninguna de las 702 cepas de E.coli aisladas de campo. No obstante,
8 de las cepas (1,13%) resultaron autoaglutinantes con dichos sueros. Estas cepas
autoaglutinanies se estudiaron, asimismo, con la prueba comercial FIMBREX resultando

negativas 3 de ellas y 5 autoaglutinantes (0,71% del total).

La fimbria F17, sin embargo, se detecté en 33 de las 702 cepas de E.coli, lo que
supone el 4,7% de los aislados (tabla 15). El porcentaje de cepas F177 entre las aisladas de
corderos fue del 3,03% (15/495) y del 8,69% (18/207} entre las aisladas de cabritos (tabla 15).
En ninguna de las cepas F17" se detectd la expresion de las fimbrias F5 ni F41 con los sueros
policlonales monoespecificos ni con el reactivo comercial FIMBREX. Las cepas 33 F17" se
aislaron de otros tantos animales, todos ellos afectados de diarrea. La frecuencia de
aislamiento fue del 3,83% de los corderos diarreicos y del 14,06% de los cabritos diarreicos
{tabla 15).

TABLA 17. Deteccién de la Fimbria F17 en cepas de E.coli aisladas de corderos y de cabritos.

N° cepas N° (%)" cepas N° de animales % de animales
aisladas F17 positivas estudiados diarreicos
(diarreicos/sanos) infectados™
OVINO 495 15 (3,03) 426 (391/35) 383
CAPRINO 207 18 (8,69 142 (128/14) 14,06
TOTAL 702 33 4,7 568 (519/49) 6.35

* 8% calculado respecto al mimero de cepas aisladas.
** % calculado respecto al nmimero de animales diarreicos estudiados.

Las 33 cepas de E.coli que expresaban el antigeno F17 se aislaron de animales
afectados de diarrea, de edades comprendidas entre los 5 y los 30 dfas. En la figura 3 se
muestra la distribucién de las cepas F17* por semanas de edad de los animales de los que se
aislaron. Como puede observarse, la mayoria de las cepas se aislaron de animales en la

segunda semana de vida: 12 de las 15 cepas ovinas y 17 de las 18 caprinas. Las 3 cepas
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restantes de origen ovino procedian de animales en la 1%, 3* y 4° semanas y la restante de

caprino de un animal en la 3* semana de vida.

N de cepas F17 positivas

2 f 3 | 4 |

1 1'
; \
| Cepas caprinas | 0 ; 17 ‘ 1 : 0
| Cepas ovinas 1 12 f 1 | 1 i

.

Semanas de edad

Cepas ovinas /| Cepas caprinas
Figura 3. Distribucion de las cepas F17" por semanas de edad de los anirales de los que fueron
aisladas.

1V.4. DETECCION DE STa POR EL ENSAYO EN RATON LACTANTE (ERL)

1V.4.1, Determinacion de los valores de los limites minimo positivo y maximo

negativo de los coeficientes de deshidratacion.

Para determinar los valores de los limites minimo positivo y mdximo negativo de los
coeficientes de deshidratacién en nuestras condiciones de trabajo se utilizaron 14 cepas de
reterencia de origen bovine y ovino: 7 productoras de STa y 7 no productoras. De cada una

de ellas se ensayaron tres sobrenadantes obtenidos independientemente. En la tabla 18 figura

105



Resuitados

la media aritmética y la desviacién estandar de los coeficientes de deshidratacién obtenidos

para cada una de las cepas de referencia con los tres sobrenadantes ensayados.

TABLA 18. Coeficientes de deshidratacién obtenidos con las cepas de referencia STa® y STa.

Cepa S§Ta N° de Media + D.E.

sobrena

dantes
513 + 3 0,136 = 0,010
B41 + 3 0,142 £ 0,013
B41m + 3 0,115 £ 0,001
B44 + 3 0,153 + 0,007
B44m + 3 0,181 + 0,007
B8O + 3 0,133 + 0,007
483 + 3 0,174 £ 0,011
§5 - 3 0,062 = 0,002
RVC-330 - 3 0,068 x 0,007
RVC-95 - 3 0,073 = 0,006
RV(C-3925 3 0,067 = 0,006
Til+ - 3 0,065 = 0,002
711- - 3 0,072 + 0,006
BM2-1 3 0,059 = 0,002

D.E. desviacidn estandar.

Analizando globalmente los resultados, los valores de los coeficientes obtenidos con

los 21 sobrenadantes de las 7 cepas enterotoxigénicas dieron una media aritmética de 0,148

£ (,023. El intervalo de confianza del 95% (IC-95) para este grupo de valores fue de 0,102-

0.194 (0,148 £ 0,46). Con ¢l grupo de valores de los 21 coeficientes de las 7 cepas no

productoras de STa se obwvo una media aritmética de 0.067 = 0,006 y un intervalo de

confianza del 95% de 0,055-0,079 (0,067 + 0,012).

De acuerdo con estos resultados, el lfmite inferior positivo del ensayo se establecié

en 0,102 y el limite superior negativo en 0,079. Los valores intermedios se consideraban

estadisticamente dudosos.
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1V.4.2, Deteccion de STa en cepas de E.coli aisladas de campo

En la figura 4 se muestra la distribucién de los coeficientes de deshidratacién
obtenidos con los 149 aislados de campo ensayados y con las 14 cepas de rumiantes utilizadas
como testigos. Los resultados obtenidos con los aislados de campo se han diferenciado en dos
grupos en la figura 4. En uno de cllos se incluyen las 33 cepas en las que previamente se
habia detectado la fimbna F17 y en el otro las 127 cepas restantes en las que no se habia
detectado ninguna de las fimbrias estudiadas (NF) y que habfan sido aisladas de animales de
edades comprendidas entre las primeras horas de vida y una semana. Como se observa en la
figura, los coeficientes se distribuyen en dos grupos de valores claramente diterenciados. Los
valores positivos corresponden a los 21 sobrenadantes de las 7 cepas productoras de STa de

referencia cuyo limite inferior positivo era de 0,102.

Ne coeficientes
70 4

1C-95% (STar) 10-95% {STa+)
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0.041-0.05 0,071-0,08 0,101-0,110 2,141-0,1% 0,181%-0,140

[ | Cepas de campo NF <1 Cepas de campeo Fi7 3 Cepas de referencia

Figura 4. Distribucién de los valores de los coeficientes de deshidratacién de 160 cepas aisladas de campo (33

cepas F17° y 127 cepas no fibriadas) ¥ de las 14 cepas de referencia.
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Los coeficientes de 151 de las 160 cepas de campo estudiadas fueron menores que el
limite superior negativo del ensayo y, por 1o tanto, las cepas se consideraron no productoras
de STa. No obstante, los coeficientes de deshidratacién de 9 de las cepas de campo estudiadas
fueron superiores a 0,079 pero inferiores a 0,102, Después de repetir el ensayo en dos
ocasiones mds con cada una de las cepas se consideraron no productoras de STa puesto que
en ningiin caso se obtuvieron valores superiores a 0,09 y tampoco se observé a simple vista

dilatacién del intestino de los ratones lactantes.

IV.5. DETECCION DE VEROTOXINAS (VTs), FACTORES CITOTOXICOS
NECROTIZANTES (CNFs) Y ENTEROTOXINAS TERMOLABILES (LTs) POR EL
ENSAYO EN LA LINEA CELULAR VERO

Los resultados de la deteccién de cepas de E.coli productoras de verotoxinas (VT),
factor citotéxico necrotizante (CNF) y enterotoxina termoldbil (LT) en el ensayo en células
Vero se detallan en la tabla 19. La produccidn de verotoxinas se detectd en los sobrenadantes
tratados con polimixina B de 11 de las 495 cepas aisladas de corderos (2,22%) y de 5 de las
207 cepas aisladas de cabritos (2,41 %). En total, 16 de las 702 cepas ensayadas (2,27%) eran

productoras de verotoxinas.

TABLA 19. Deteccidn de verotoxinas (VT), factor citotdxico necrotizante (CNF) y enterotoxina termoldbil (LT
¢n cepas de E.coli aisladas de campo por el ensayo en linea celular Vero.

Origen de las N°cepas N°(%) de cepas productoras de
cepas ensayadas

VT CNF LT
CORDEROS 495 11(2,22) 7 (1,41) 4 (0,80
CABRITOS 207 524D 5(2.41) 1 (0.48)
TOTAL 702 16 (2,27) _ 12 (L.70) 5071

Las alteraciones morfolégicas caracteristicas inducidas por el factor citotéxico
necrotizante (CNF) en las células Vero se detectaron en los sobrenadantes tratados de 12 de
1;}3 cepas de E.coli (1,70%): 7 de las 495 aisladas de corderos (1,41%) y 5 de las 207 aisladas
de cabritos (2.41%).
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Los sobrenadantes tratados con polimixina B de 5 de las 702 cepas ensayadas (0,71%)
originaron en las células alteraciones morfoldgicas semejantes a las inducidas por el
sobrenadante tratado de la cepa H296, productora de enterotoxina termoldbil utilizada como
testigo positivo. Este efecto era termoldbil, puesto que después de un tratamiento térmico de

80°C durante 30 minutos los sobrenadantes no inducian alteracién alguna en las células Vero.
En las figuras 5a, 5b y 5c se muestran las alteraciones inducidas en las células Vero

por los sobrenadantes de tres cepas aisladas de campo productoras, respectivamente de

verotoxinas, factores citotdxicos y enterotoxina termolabil.
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Figura sa. Célufas Vero: efecto citotdxico inducide por ¢l sobrenadante tratado con polimixina B de la

cepa Je campo CL-82 caracteristico de la verotoxina. Tincion: cristal violeta al 5%
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Figura Sh. Células Vero: efecto criotdxico inducido por ¢ sobrenadanie tratado con polimixina B de la cepa de

campe CT-245, caracteristico de los factores citotdxicos necrotizantes. Tincion: erstal violeta al 5%
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Frgura 3o, Células Veror efecto citotdxico inducido por el sobrenadante watado con polimixina B de fa cepa

de campo CL-4HX) caracteristice de las enterotoxinas ermoldbiles Tincron: cnstal vieleta al 55
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IV.5.1. Origen de las cepas productoras de citotoxinas

En las figuras 6a, 6b y 6¢ se muestra la distribucién de las cepas productoras de VT,
CNF y LT por semanas de edad de los animales de los que fueron aisladas y la presencia o
no de diarrea en los mismos. Todas las cepas productoras de verotoxina se aislaron de
animales en la primera y segunda semanas de vida (figura 6a). Como se observa, las 8 cepas
verotoxigénicas se aislaron de animales sanos, todos ellos en la primera semana de vida. La
edad media de los corderos sanos de los que se aislaron cepas verotoxigénicas era de 3 dias,
y de 2 dfas la de los cabritos. De las 8 cepas verotoxigénicas aisladas de animales afectados,
6 correspondian a animales en la segunda semana de vida y las 2 restantes a animales en la

primera semana (figura 6a).

N cepas VT+

1

3

SANOS | 8 i 0 0
| AFECTADOS 2 | 6 0

o O b -

Semanas de edad

B sFECTADOS [ SANOS

Figura 6a. Distribucion de Ias cepas productoras de verotoxinas (VT*) segun las semanas de edad y la presencia

0 no de diarrea en los animales de origen.
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Las cepas productoras de CNF se aislaron de animales con de diarrea de hasta 21 dias
de edad (figura 6b), excepto una cepa procedente de un cabrito sano de menos de 24 horas
de vida. La mayoria de las cepas (7/12) procedian de animales en la segunda semana de vida.
La edad media de los corderos y cabritos de los que se aislaron las cepas productoras de CNF

fue de 12.5 y 6.5 dias respectivamente.

Ne cepas CNF+

| SANOS
 AFECTADOS

3%
-..d
L]

Semanas de edad

AFECTADOS [/ ] SANOS

Figura 6b. Distribucion de las cepas productoras de factores citotéxicos necrotizantes (CNI™) seguin las semanas

de edad y la presencia o no de diarrea en los animales de origen.

De las 5 cepas productoras-de LT, 4 se aislaron de animales en Ia primera semana de
vida, como se observa en la figura 6¢. De estas 4 cepas, 3 procedian de corderos sanos de 5
dfas de edad y la cuarta de un cabrito de 2 dfas afectado de diarrea. La cepa restante se aisld

de un cordero de 15 dias afectado de diarrea en el momento de 1a toma de las muestras.
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Figura 6¢. Distribucion de las cepas productoras de enterotoxinas termoldbiles (LT*) segin las semanas de edad

y la presencia o no de diarrea en los animales de origen.

IV.6. RESULTADOS DE LA DETECCION DE CEPAS DE E.COLI
PRODUCTORAS DE COLICINA V

En la tabla 20 se muestran los resultados de la deteccidén de cepas productoras de
colicinas. De los 224 aislados de campo estudiados, €l 44,19% producian colicina V y el
6,25% otras colicinas. De las 156 cepas ovinas ensayadas, 64 (41,02%) produjeron colicina
V y 12 (7,69%) otras colicinas. De las 64 cepas caprinas, 35 (51,47%) eran productoras de

colicina V y 2 (2,94%) producian otras colicinas.
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TABLA 20. Resultados de la deteccion de cepas de E.coli productoras de colicina V y de otras colicinas.

N° de cepas N°(%) de cepas productoras de
ensayadas
Colicina ¥V Otras colicinas
OVINO 156 64 (41,02) 12 (7,69
CAPRINO 68 35 (5147 2(294)
TOTAL 224 99 (44,19 14 (6,25)

Como se indicé en el apartado de material y métodos, entre las 224 cepas investigadas,
se incluyeron las 33 en las que se detectd la fimbria F17, las 16 verotoxigénicas, las 12
productoras de CNF v las 5 productoras de LT. Las 158 cepas restantes se seleccionaron al
azar entre los aislados en los que no se habia detectado la expresién de las fimbrias ni la
produccién de las toxinas estudiadas (cepas NFNT). La distribucion de cepas productoras de
colicina V y de otras colicinas en los distintos grupos de cepas de E.coli estudiados se

muestra en la figura 7.

Cepas colicina+ (%)
106 | 87.5

go-li

. Otras colicinas
i
! Colicina V

i ——

Ml colicina v " 7 Otras colicinas

Figura 7. Distribucion porcentual de las cepas productoras de colicinas en cada uno de los grupos de cepas
estudiados: F17* , verotoxigénicas (VT), productoras de CNF (CNF), productoras de enterotoxinas termoidbiles

(LT} v cepas no fibriadas y no toxigénicas (NFNT).
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El porcentaje de cepas productoras de colicina V fue superior en los grupos de cepas
fimbriadas y toxigénicas (=50%) que en el grupo de cepas en las que no se habia detectado
ninguno de estos factores (41,13%). De las cepas verotoxigénicas, el 56,25% (9/16) eran
productoras de colicina V y el 31,25% (5/16) producian otras colicinas. De las 12 cepas
productoras de CNF el 50% (6/12) producian colicina V y el 50% restante eran negativas. La
produccién de colicina V se detectd en 3 de las 5 cepas productoras de LT. La produccion
de colicinas distintas de la colicina V se detecté solamente en los grupos de cepas
verotoxigénicas y NFNT, en porcentaje muy superior en las primeras (31,25% y 5,69%

respectivamente) (Figura 7).

1V.7. RESULTADOS DE HEMAGLUTINACION MANOSA-RESISTENTE
(HAMR) Y MANOSA-SENSIBLE (HAMS).

IV.7.1. Resuitados de la HAMR y HAMS con células enteras.

En la tabla 21 se expresan el ndimero y el porcentaje de cepas que resultaron positivas
en los estudios de hemagiutinacion manosa-resistente (HAMR) y hemaglutinacién manosa-
sensible (HAMS) en cada uno de los grupos de E. coli investigados. De las 224 cepas
estudiadas, el 43,30% agluting los eritrocitos de diversas especies animales en presencia de
D-manosa (HAMR"). Sin embargo, los porcentajes de cepas HAMR positivas variaron
notablemente en los distintos grupos asf, por ejemplo, de las 16 cepas verotoxigénicas
solamente 3 (18,75%) presentaban hemaglutininas manosa-resistentes, mientras que el 50%
de las cepas productoras de CNF y el 84,84% de las cepas que expresaban la fimbria F17
resultaron HAMR positivas. De las 5 cepas productoras de LT, 2 eran HAMR positivas. Por
dltimo, el 36,50% de las 158 cepas seleccionadas al azar entre los aislados en los que no se
habfa detectado la expresién de fimbrias ni la produccién de las toxinas (cepas NFNT)

presentaban hemaglutininas manosa-resistentes.
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TABLA 21. Resultados de los estudios de HAMR y HAMS en los distintos grupos de cepas de E.coli.

Cepas de E.coli

N° (%)" de cepas de E.coli

HAMR positivas'

HAMS positivas’

VT (n=16) 3 (18,75) 5(31.25)
CNF (n=12) 6 (50,00 5 (41,66)
LT (n=5) 2 (40,000 3 (60,00)
F17 (n=33) 28 (84,84) 13 (39,39)
NENT® (n=158) 58 (36,70) 55 (38,81)
Total (n=224) 97 (43,30 31 (36,16)

* Porcentajes calculados respecto al nimero (n) de cepas de cada grupo.

' Cepas hemaglutinantes en presencia de D-manosa con eritrocitos de diversas especies animales.

* Cepas cuya capacidad hemaglutinante con eritrocitos de cobaya era inhibida por el monosacarido D-manosa.
* NFNT. Cepas de E.coli seleccionadas al azar utilizando una tabla de nimeros aleatorios entre los aislados que
no expresaban las fimbrias ni producian las toxinas estudiadas.

La presencia de hemaglutininas manosa-sensibles (HAMS), relacionada con la
expresion de la fimbria uipo 1, se detect6 en el 36,16% de las 224 cepas estudiadas en total.
Los porcentajes en los distintos grupos fueron del 31.25% de las verotoxigéncias, el 41,66%
de las productoras de CNF, el 60% de las productoras de LT (3/5), el 39,.39% de las F17" y
el 34,81% de las cepas NENT (tabla 21).

La expresién de hemaglutininas manosa-sensibles es independiente de la expresion de
hemaglutininas manosa-resistentes. Por 1o tanto, las cepas de E.coli pueden presentar cuatro
fenotipos distintos atendiendo a las reacciones de hemaglutinacién: HAMR™-HAMS', HAMR -
HAMS", HAMR-HAMS" y HAMR-HAMS', En la figura 8 se muestra la distribucién de las
cepas de cada grupo en los cuatro fenotipos posibles. En el grupo de cepas verotoxigénicas
el fenotipo mds frecuente fue el no hemaglutinante (HAMR-HAMS): 10 de las 16 cepas no
expresaban hemaglutininas manosa-resistente ni manosa-sensibles. Entre las cepas productoras
de CNF los tenotipos mds frecuentes fueron el HAMR -HAMS™ (5/12) y el HAMR*-HAMS*
(4/12). Las 5 cepas productoras de LT se distribuyeron casi por igual en los 4 fenotipos de

hemaglutinacién.
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Figura 8. Distribucién de las cepas de cada uno de los grupos estudiados (verotoxigénicas, productoras de CNF,

productoras de LT, F17° y no toxigénicas y no fimbriadas -NFNT-) en los 4 fenotipos de hemaglutinacién.

Sin embargo, entre las cepas fimbriadas (F177) los fenotipos mds frecuentes fueron los
hemaglutinantes: 16 de las 33 cepas F17" expresaban hemaglutininas manosa-resistentes
exclusivamente (HAMR™-HAMS") y 12 expresaban conjuntamente hemaglutininas manosa-

resistentes y manosa-sensibles (HAMR™-HAMS™).

En el grupo de las 158 cepas NFNT, seleccionadas al azar entre las que no expresaban
las fimbrias mi producfan las toxinas estudiadas, el fenotipo mds frecuente fue el no

hemaglutinante (78/158). No obstante, un nimero relativamente elevado de cepas expresaban
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hemagluiininas manosa-resistentes  exclusivamente  (35/158) o conjuntamente con

hemaglutininas manosa-sensibles (23/158).

IV.7.2. Modelos de HAMR de las células enteras

Las 97 cepas HAMR positivas pueden distribuirse en cinco tipos o modelos distintos
de hemaglutinacion de acuerdo con las especies de procedencia de los eritrocitos que
aglutinan (tabla 22). Las cepas del tipo I aglutinaban, en presencia de D-manosa, los
eritrocitos de ternera y los humanos del grupo A, las del tipo II los eritrocitos humanos del
grupo A y las del tipo III los de ternera (tabla 21). En el tipo IV han incluido las cepas
hemaglutinantes manosa-resistentes con los eritrocitos de oveja, bien exclusivamente (IVa)
0 bien conjuntamente con los humanos (IVb). La tnica cepa del tipo V aglutinaba en

presencia de manosa los eritrocitos de cobaya exclusivamente.

TABLA 22. Distribucién de las cepas de E.coli HAMR positivas en modelos de HAMR.

Tipos Eritrocitos de () N° cepas % cepas respecto
HAMR (n=97) HAMR"
Co Ca Ov Po Te Hm
[ - - - - + + 30 30,82
I - - - - - + 36 37.11
11 - - - - + - 24 24,74
IVa - - + - - - 1 1,03
IVb - - + - - + 3 5,15
v + - - - - - 1 1,13

*Co: cobaya. Ca: caballo, Ov: oveja, Po: polio, Te: ternera. Hm: humana del grupo A. V: variable.
n, nimero de cepas HAMR positivas,

El modelo II fue el mds frecuente (37,11%) entre las 97 cepas con actividad HAMR,
seguido del modelo I (30,92%) y del III (24,74%). Los modelos IV y V fueron poco

frecuentes: 6,18% y 1,03% respectivamente (tabla 22),
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En la tabla 23 se muestra la distribucién de las cepas HAMR positivas de cada uno
de los grupos de cepas estudiados en los 5 tipos hemaglutinantes. No se encontré una relacion
clara entre la expresion de factores patogénicos y el tipo de HAMR al que pertenecian las
cepas positivas. No obstante, de las 28 cepas F17" HAMR™ 16 pertenecian al tipo 1 (53,57%)
y 11 al tipo I (39,28%). Por lo tanto, el 78,78% de las cepas F17" aglutinaba los eritrocitos
de ternera. Los modelos mds frecuentes entre las 158 NFNT fueron el II (30/158) y el I
{13/158), es decir, el 74,13% de las estas cepas aglutinaba los eritrocitos humanos del grupo

A.

TABELA 23. Distribucidn de las cepas de cada uno de los grupos de cepas de E. coli estudiados en los distintos
modelos de HAMR.

N Cepas N° de cepas de los modelos de HAMR
HAMR"
1 I I IVa IVb v
VT 3 ¢ 1 2 0 0 0
CNF 6 1 3 0 1 1 0
LT 2 1 1 0 0 0 0
F17 28 15 1 1l 0 0 1
NENT 58 13 30 11 0 4 0

 NFNT, cepas de E.coli seleccionadas al azar utilizando una tabla de ndmeros aleatorios entre los aislados que
no expresaban la fimbrias ni producian las toxinas estudiadas.

IV.7.3. Actividad hemaglutinante en presencia de D-manosa (HAMR) de los

extractos térmicos (ET) de las cepas de E.coli HAMR"

En la tabla 24 se exponen los resultados del estudio de la capacidad HAMR de los
extractos térmicos de las 97 cepas de E.coli que expresaban hemaglutininas manosa-resistentes
en sus células enteras. Los extractos térmicos (ET) de 7 de las 30 cepas del tipo I, 17 de las
del tipo II y una de las del tipo [V mostraban actividad hemaglutinante en presencia de D-
manosa {(HAMR) con los eritrocitos humanos. En total aglutinaron los eritrocitos humanos en
presencia de D-manosa los extractos térmicos de 25 de las 71 cepas que presentaban dicha

‘capacidad en sus células enteras (3521%). En las 46 cepas restantes, cuyos ET fueron
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negativos, Ia actividad hemaglutinante se mantenfa en ¢l sedimento bacteriano resuspendido

después del tratamiento térmico.

TABLA 24. Resultados del estudio de la actividad HAMR de los extractos térmicos de las 97 cepas con
actividad HAMR en sus células enteras.

i
Tipo de HAMR N*cepas N° de cepas cuyos ET fueron HAMR positivos con
HAMR"® eritrocitos de”
Hm Te Ov Co
[ (Hm,Te) 30 7 0
II (Hm) 36 i7
|—[II (Te) 24 0
Va (Ov) L 0
_ - ! |
IVb (Ov,Hm) S 1 1
1
V (Co) - | | I 1

* ET: extractos térmicos.
i Entre paréntesis: eritrocitos con los que tenian actividad HAMR las cepas de cada tipo de HAMR. Hm:
humanos del grupo A, Te: ternera, Ov: oveja, Co: cobaya.

Ninguna de las 54 cepas con actividad HAMR con los eritrocitos de ternera en sus
células enteras, 30 del tipo I'y 24 del [II, mostrg dicha actividad en sus extractos rmicos.
La actuvidad HAMR con los eritrocitos de ternera se manwvo en todos los casos en los

sedimentos bacterianos resuspendidos después del tratamiento térmico (tabla 24).

De las 6 cepas del tipo IV solamente una mostré actividad HAMR en su extracto
térmico con entrocitos de oveja. E1 ET de esta cepa aglutind también los eritrocitos humanos

(tabla 24).

Ninguna de las 25 cepas de E.coli cuyos extractos térmicos mostraban actividad
HAMR con eritrocitos humanos presentaba hemaglutininas manosa-resistentes en sus células

enteras cuando se cultivaban a 18°C durante 48 hotas.
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IV.8. SENSIBILIDAS A LOS ANTIMICROBIANOS

Los resultados del estudio de la sensibilidad de 92 de las 702 cepas de E.coli aisladas
frente a 29 antimicrobianos se muestran en las tablas 25 a la 31. En cada diluccion de
antimicrobiano se indica el nimero de cepas para las cuales dicha diluccién era la
concentracion mintma inhibitoria (CMI) y el porcentaje de cepas sensibles a dicha dilucién
(porcentaje acumulativo). En la tabla 31 se especifican las concentraciones miminas de cada
antimicrobiano que inhiben el 50 y el 90% de las cepas (CMI-50 y CMI-90) y el porcentaje

de cepas que resultd sensible a cada antimicrobiano segin el criterio de la NCCLS.

De 1a 92 de cepas de E.coli, el 44,56% y el 30% resultaron sensibles a la ampicilina
y a la amoxicilina respectivamente (tabla 31). Para inhibir el crecimiento del 50% de las
cepas, las concentraciones mimimas de aniibi6tico necesarias (CMI-50) fueron de 8 ug/ml para
la ampicilina y de 4 pg/ml para la amoxicilina, mientras que para inhibir el crecimiento del
90% de las cepas, las concentraciones minimas (CMI-90) fueron de 256 pg/ml para la

ampicilina y de 512 pg/ml o concentraciones superiores para la amoxicilina (tablas 25 y 31).

A las cefalosporinas de primera generacién, cefalexina y cefazolina, resultaron
sensibles el 62,21% y 98,91% de las cepas respectivamente (tabla 31). Las concentraciones
minimas de estos anumicrobianos para inhibir el 90% de las cepas fueron de 8 pg/ml para la
cefalexina y 2 pg/ml para la cefazolina. El 71,73% de las cepas fueron sensibles a la
cefuroxima, el 73,91% al cefamandol y el 98,91% al cefaclor. Las CMI-90 tueron de 8 ug/ml
para los dos primeros y de 1 pg/ml para el cefaclor. La cefalosporina de tercera generacién
probada, la cefuzoxima, inhibié el crecimiento del 100% de las cepas de E.coli a la
concentracion de 1 pg/ml. Concentraciones iguales o inferiores a 0.062 ug/ml de ceftizoxima

inhibieron el 90% de las cepas.

El 26,08% de las cepas resultaron sensibles a la polimixina mientras que fueron

sensibles a la colistina el 100% de las cepas estudiadas (tablas 26 y 31).
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El 27,17% de las cepas resultd sensible a la estreptomicina y el 51,08% a la
kanamicina, mientras que el 80,43% lo fueron a la gentamicina y el 69,56% a la neomicina.
El crecimiento del 90% de las cepas se inhibia a concentraciones de 2512 U/ml (CMI-90) de
estreptomicina, 2512 pg/ml de kanamicina, 16 pg/ml de la gentamicina y 64 U/ml de

neomicina (tablas 27 y 31).

El 95,65% de las cepas resultd sensible al dcido nalidixico. Las 92 cepas fueron
sensibles al resto de las quinolonas. El crecimiento del 100% de las cepas se inhibia a
concentraciones inferiores de 1-2 pg/ml de las quinolonas fluoradas. La enoxacina y la
enrofloxacina inhibfan el crecimiento de las 92 cepas de E.coli a concentraciones de 0,25 y
0,5 png/ml respectivamente, mientras que la espartloxacina y la ciprofloxacina lo inhibian a

concentraciones iguales o inferiores a 0,062 pg/ml (CMI-100) (tablas 28 y 31).

El 8,69% de las cepas resultaron sensibles a la sulfadoxina, el 9,78% a la
sultadimetoxina y el 7,60% a la sulfametacina. La CMI-50 fue igual ¢ superior a 512 pg/ml

con las tres sulfonamidas probadas (tablas 29 y 31).

El 27,17% de las cepas se mostraron Sensibles a la tetraciclina, el 3.26% a la
oxitetraciclina y el 20,65% a la doxiciclina. El1 50% de las cepas se inhibia a concentraciones
de 128 pg/mi de tetraciclina, de 512 ug/ml o mayores de oxitetraciclina y de 16 pg/ml de
doxiciclina (CMI-50) (tablas 30 y 31).

Resultaron sensibles al cloranfenicol el 10,86% de las cepas. La CMI-50 fue de 128
pg/ml y la CMI-90 de 256 yg/mli (tablas 30 y 31).
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TABLA 25, Resultados del estudio de la sensibilidad a las penicilinas y cetalosporinas.

I Dilucciones de antimicrobiano l
Antimicrobiano
| <0062 | o125 | o2s | 05 | 1 | 2 | a | s 16 | 2 | e | am | 256 ||
Ampicilina 1° 2 1 0 21 ] 8 10 1 2 3 3 24 8
1,08 3,26 434 4,34 2717 35,86 | 44,56 55,43 56,52 58,60 61,95 65,21 91,30 10¢)
Amoxicilina | 4 23 19 I 0 0 3 4 15 23
4,34 20 34 50 51,08 51,08 51,08 54,34 58,69 75,00 100
Cefalexina 2 0 0 5 37 16 30 1 0 1 1
2,17 2,17 2,17 7,60 47,82 62,21 97,82 98,01 Y891 08,91 100
Cefarolina 5 539 27 0 0 1
5,43 69,56 | 98,91 [ 9891 | 9891 106
Cefuroxima 10 28 28 25 1
1080 | 41,30 7173 98,01 100
Cefaclor 5 0 15 3 63 5 {] 1
5,43 5,43 21,73 | 25,00 | 93,47 ) 9891 | 9891 100
Cefamandol 1 15 ] 13 35 3 23 0 0 1
1,08 17,39 18,47 32,60 | 70,65 73,91 98,91 0R,01 098,91 10X}
Ceftizoxima 87 4 O { 1
94,56 98,91 98,01 08,91 100

* Nimero de cepas con ¢sa CMI.
** Porcentaje de cepas scnsibles a cada concentracion de antimicrobiano (porceniajes acumulalivos).
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TABLA 26. Resullados del estudio de Ja sensibilidad 4 Jas pelimixinas.

Dilucciones de anlimicrobiano
Antimicrobianos
<0,062 0,125 0,2 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 =521
Polimixina B 2° 0 2 0 12 0 8 68
2,177 2,17 4,34 4,34 17,39 17,39 | 26,08 100
Colistina sulfato 21 66 5
22,82 04,56 1

TABLA 27. Resullados del estudio de la sensibilidad a Jos aminoglucosidos.

I Dilucciones de antimicrobiano ”
Antimicrobianos _ .
| <002 | oazs [ oag | s | 1 | 2 | a4 | 8 | e | m2 | e | 18 | 256 e
Estreptomicina g7 4 1 1 8 2 20 16 19 10
8,697 | 1847 | 14,13 | 14,13 | 27,17 | 29,34 | 51,08 68,47 | 89,13 | 100
Kanamicina 1 26 14 1 5 2 1 0 0 6 36
1,08 29,34 44,56 | 45,65 51,08 53,26 | 54,34 54,34 54,34 6{),860 100
Gentamicina 4 5 3 46 11 0 6 3 5 4
4,34 9,78 18,43 68,47 | 80,43 | 80,43 | 8695 | 90,21 } 95,65 100
Neomicina I 4 37 5 0 0 17 0 18 6 4
1,08 543 4565 | 51,08 | 51,08 | 51,08 | 69,56 | 69,56 | B89,13 45,65 100

* Numero de cepas con esa CML
** Porcentaje de cepas sensibles a cada concentracion de antimicrobiano (porcentajes acumulativos).
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TABLA 28, Resuliados del estudio de

a sensibilidad a las quinolonas.

Resultados

| Dilucciones de antimicrobiano ”
Antimicrobianos '
| <0062 | oa2s | o2s | os f o0 | 2 | 4 | 8 | 16 | 32 | es | 128 | 256 | =521 |
Nalidixico g° 47 2 31 3 0 1
8697 | 5978 | 61,95 | 9565 | 9891 | 9891 100
Pipemidico 1 25 53 10 3
1,08 28,26 | 8586 | 96,73 100
Oxonflico 15 55 15 7
16,30 | 76,08 | 92,39 100
Enoxacina 77 i4 1
83,069 08,u1 100
Enrofloxacina 85 6 0 1
92,39 098,91 § 9891 100
Esparfloxacina 92
100
Ciprofloxacina 92
100

* Nimero de cepas con esa CMI.

** Porcentaje de cepas sensibles a cada
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Resultados

TABLA 29. Resultados del estudio de 1a sensibilidad a las sulfonamidas.

[ Bilucciones de antimicrobiano ”
Antimicrobiano [
| <0062 o125 | oas | os | o | 2] 4 | 8 | 16| 2| & | s | 256 | =52
Sulfadoxina [ 0 4 3 4 80
1,08 ™ 1,08 543 8.69 13,04 100
Sulfadimetoxin 1 0 0 1 0 4 3 10 73
1,08 1,08 1,08 2,17 2,17 6,52 9,78 20,65 100
Sulfametacina 1 0 3 3 5 80
1,08 1,08 4,34 7.60 13,04 130
SxT 6 19 8 5 7 12 14 1 0 16 4
6,52 27,17 35,80 1 41,30 48,91 61,95 7117 78,26 78,26 95,65 100

* Ndmero de cepas con esa CML
** Porcentaje de cepas sensibles a cada concentracidn de antimicrobiano (porcentajes acurnulalivos),
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TABLA 30. Resultados del estudio de la sensibilidad a telraciclinas y cloranfenicol.

l Dilucciones de antimicrobiano ||
Antimicrobianos '
| <0062 foms | o2s | os | v | 2 | 4 | 8 | 16 | 2 | e | 1 | 256 |25 |
Cloranfenicol - 107 0 32 5 1 3 11 29 1
10,86 1086 | 4565 | 51,08 | 52,17 | 5543 67,39 | 9891 | 100
Tetraciclina 16 9 1 i 0 1 6 14 43 1
17,39 27,17 28,26 | 20,34 | 2934 | 3043 | 3695 52,17 | 9891 | 100
Oxitetraciclina 3 4 0 0 0 3 11 5 66
3,26 7,60 7,60 7,60 7,60 16,86 2282 | 28,26 | 100
Doxiciclina 1 3 0 7 8 2 9 23 4 21 10 1 3
1,08 4,34 434 11,95 20,65 2282 | 3260 | 5760 | 61,95 | 84,78 95,65 | 96,73 | 100

* Numero de cepas con esa CMIL,
** Poarcentaje de cepas sensibles a cada concentracién de antimicrobiano (porcentajes acumulativos),
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TABLA 31. Concentraciones minimas inhibitorias de los distintos antimicrobianos.

Antimicrobiano Punto de CMI™ Cepas sensibles
ruptura’ Rango 0% 07 (%)
Ampicilina 8 <0,062-2512 3 256 44.56
Amoxicilina 8 1-2512 4 2512 50,00
Cefalexina 8 0,125-128 4 8 62,21
Cefazolina 8 0,5-16 1 2 98,91
Cefuroxima 8 1-16 4 8 71,73
Cefaclor 8 <0,062-8 1 1 68,91
Cefamandol - 8 0.125-64 2 3 7391
Ceftizoxima 3 <0,062-1 <0,062 <0,062 100
Polimixina B 8 <0,062-8 3 8 26.08
Colistina sulfato 8 <0,062-0,25 0,125 0,125 100
Estreptomicina 32 1->512 64 2512 27,17
Kanamicina 16 0,5-2512 8 2512 51,08
(Gentamicing 4 0,125-64 1 16 80,43
Neomicina 32 0,25-256 2 64 69,56
Nalidixico 16 1-64 2 8 95.65
Pipemidico 16 0,5-8 2 4 100
Oxonilico 16 0,125-1 0,25 0.5 100
Enoxacina 2 <0,062-0,25 <0,062 0,125 100
Enrofloxacina 2 <0,062-0,5 <0,062 <0,062 100
Esparfloxacina 2 <0,062 <0,062 <0,062 100
Ciprofloxacina 1 <0,062 <0,062 <0,062 100
Suifadoxina 256 16-2512 =512 2512 8,69
Sulfadimetoxina 256 2-2512 >512 2512 9,78
Sulfametacina 256 16-2512 =512 2512 7,60
§xT 2/38 0,25-256 8 128
Cloranfenicol 8 2-2512 16 256 10.76
Tetraciclina 4 1-2512 128 256 27,17
Oxitetraciclina 4 2-2512 =512 >512 3,26
Doxiciclina -4 0,125-2512 16 128 20,65

* Concentracion de antimicrobiano a partir de la cual se consideran como resisientes a los microorganismos que
puedan crecer en ella 0 en una concentracion superior.

**  Concentraciones mimamas inhibitorias de los antimicrobianos expresadas en pg/ml excepto para la
doxiciclina, estreptomicina sulfato, neomicina y polimixina B que se expresan en U/ml.

*** Concentracién minima de antibicrobiano que inhibe el crecimiento del 50% (CMI-50) y del 90% (CMI-90)
de las cepas.
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1v.9. DETECCION Y CARACTERIZACION DE ANTIGENOS
SUPERFICIALES DISTINTOS DE LOS ANTIGENOS F5, F41 Y F17 EN CEPAS DE
E. COLI HAMR POSITIVAS.

IV.9.1. Caracteristicas de las cepas seleccionadas.

En la tabla 32 se detallan las caracteristicas de las cepas seleccionadas para el estudio
de la posible presencia de nuevos antigenos fimbriales en las cepas de E.coli aisladas de los
procesos diarreicos estudiados. Las tres cepas, CL-686, CL-168 y CL-245, aglutinaban los
eritrocitos humanos del grupo A en presencia de D-manosa cuando se cultivaban a 37°C pero
no cuando la incubacién se realizaba a 13°C. Estas hemaglutininas manosa-resistentes se
extraian de las células por tratamineto térmico a 60°C durante 20 minutos. Los titulos de
HAMR de los extractos térmicos con eritrocitos humanos fueron 1/1536 para la cepa CL-686,
1/96 para la CL-168 y 1/48 para la CL-245. Cada una de las cepas pertenecia a un modelo
diferente de hemaglutinacién: la cepa CL-686 al tipo I, la CL-168 al tipo II y la CL-245 al
tipo IV (tabla 32).

TABLA 32. Caracteristicas de las cepas selecciondas para el estudio de la posible presencia de nuevos ant{genos

fimbriales.
[ Cepa Origen HAMS HAMR de las células HAMR de los Produccion de
anteras Extractos Toxinas
. . térmicos
TlpO Cultivadas (titulo HA)
18°C, 48 br
CL-686 | Cordero Negativa I Nepativa Hum. A Negativa
3 dias c¢on 1/1536
diarrea
CL-168 | Cordero Negativa I Negativa Hum, A Negativa
5 dias con 1/86
diarrea
CL-245 | Cordero Positiva v Negativa Hum. A CNF
5 dias con 1/48
diarrea Oveja
1/12
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Las tres cepas se aislaron de corderos diarreicos de cinco dias de edad y procedian de
explotaciones diferentes. Ninguna de ellas expresaba los antigenos fimbriales F5, F41 ni F17
ni producia las enterotoxinas clésicas (STa o LT) ni verotoxina y solamente la cepa CL-245

producia CNF en los ensayos en células Vero (tabla 32).

IV.9.2. Reacciones de aglutinacién de las tres cepas seleccionadas con los sueros

policlonales.

En la tabla 33 se indican los resultados de las reacciones de aglutinacién de las tres
cepas seleccionadas con los sueros policlonales producidos en conejo a partir de suspensiones
de bacterias vivas (sueros OK). Como era de esperar, cada cepa cultivada a 37 o 18°C
reaccionaba con su suero homélogo OK. Las cepas CL-168 y CL-686 daban reacciones
cruzadas cuando se cultivaban a 37°C pero no cuando la incubacidn se realizada a 18°C. La
cepa CL-245 cultivada a ambas temperaturas reaccionaba tambi€n con el suerd OK-686, sin
embargo, la cepa CL-686 no daba reacciones cruzadas con ¢l suero OK-245 a 37 nt a 18°C

(tabla 33).

TABLA 33. Reacciones de aglutinacién de las cepas seleccionadas para el estudio de antigenos superficiales,
cuitivadas a 37 y 18°C, con los sueros policlonales producidos en conejo antes (sueros OK) y después (sueros
S) de ser absorbidos con sus cepas homologas cultivadas a 18°C durante 48 horas.

Cepas de E.coli Sueros OK ! Sueros 8
686 168 245 686 168 245
Cultivadas a 37°C, 18 CL-686 + + - + + -
hrs.
Cl.-168 + + . + + .
CL-245 + - + - - +
Cultivadas a 18°C, 48 CL-686 + - - - - .
hrs.
CL-168 - + - . . -
CL-245 + - + - - -

Después de absorber los sueros con sus cepas homélogas cultivadas a 18°C (sueros

S) no se daban reacciones cruzadas entre las cepas cultivadas a 18°C (tabla 33). Sin embargo,
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como cabia esperar, las reacciones cruzadas entre las cepas CL-168 y CL-686 persistian
cuando la incubacién de las mismas se realizaba a 37°C, puesto que los anticuerpos
producidos frente a los antigenos que solo se expresan a 37°C no habian sido eliminados de

los sueros.

Para comprobar si las reacciones de las cepas CL-168 y CL-686 cultivadas a 37°C con
sus sueros homdélogos se debian exclusivamente a antigenos comunes a ambas o si ademds
estaban presentes antigenos propios de cada cepa, se absorbié exhaustivamente el suero S-168
con la cepa CL-686 cultivada en Minca-Is a 37°C y el suero S-686 con la cepa CL-168
cultivada a 37°C. Estos sueros se denominaron B-168 y C-686 respectivamente. Los
resultados de las reacciones de aglutinacién con dichos sueros se muestran en la tabla 34. El
suero B-168 seguia reaccionando con su cepa homdéloga cultivada a 37°C. Es decir, el suero
B-168 detectaba antigenos superficiales de la cepa CL-168 que se expresan a 37°C pero no
a 18° y que no son comunes a la cepa CL-686. Estos antigenos se denominaron
provisionalmente LC168. El suero C-686 seguia reaccionando con su cepa homéloga después
de la absorcidn de los anticuerpos producidos frente a los antigenos comunes con la cepa CL-
168. Por lo tanto, este suero detecta antigenos especificos de la cepa CL-686 que

denominamos LC686.

TABLA 34, Reacciones de aglutinacion después de absorber los sueros S con la cepa heterdloga con Ia que
tenfan reacciones cruzadas cultivada a 37°C.

Sueros’ Cepas cultivadas a 37°C en Minca-Is, 18 hr.
CL-686 CL-168
B-168 . +
C-686 + -

* El suero B-168 se obtuvo absorbiendo el suero $-168 con la cepa CL-686 y el suero C-686 se obuvo
absorbiendo el suerc 5-686 con la cepa CL-168.
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1V.9.3. Estudios de microscopia electronica.

En los estudios de microscopia electrénica se observé en las células de la cepa CL-168
la presencia de estructuras filamentosas no flagelares semejantes a fimbrias de 4-7 nm de
didmetro (figuras 9 y 10). Estas estructuras no se observaron cuando las bacterias se
cultivaban a 18°C. En las células de las cepas CL-686 y CL-245 cultivadas a 37°C no se

observaron estructuras filamentosas.
La observacién por microscopia electronica de la cepa CL-359, una cepa aislada de

campo que expresa el antigeno F17 y que no reaccionaba con los sueros B168 ni C686, reveld

la presencia de estructuras fimbriales rigidas de 3-4 nm de didmetro (figura 11).
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e

b

Figura 9. Microscopia electrénica de la cepa de campo C1L-168 cultivada en Minca-Is a 37°C durante 18 horas.

[Las bacterias se tifieron negativamente con acido fostotungsiico al 1%, X 50.000. Barra=15pm.
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IFigura 10, Microscopia electronica de Ja cepa de campo CL.-168 cultivada en Minca-Is a 37°C durante 12 horas.

[as bacterias se tifieron negativamente con acido fosforungstco al 1%, X 30.000. Barra=25um.
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Flgura 11. Microscopia elecrdnica de la cepa de campo CL-359 cultivada en Minca-Is a 37°C durante 18 horas.

Las bacterias se tfieron negativamente con dcido fosfotungsuco al 1%, X 30.000. Barra=15um,
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1V.9.4. Analisis de proteinas de extractos térmicos bacterianos en geles de
poliacrialamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) y detecciéon inmunoenzimitica sobre

soportes de nitrocelulosa (*'immunobloting').

El andlisis electroforético del extracto térmico de la cepa CL-168 cultivada a 37°C,
precipitado con sulfato aménico al 20% de saturacidén y dializado frente a tampén fosfato 50
mM, pH 7.2, revel$ la presencia de dos bandas proteicas mayoritarias como se observa en la
figura 12 (carril b). Los pesos moleculares estimados segun la mobilidad eclectroforética

relativa de estas bandas fueron 19.500 y 38.900 Da.

El perfil electroforético del extracto térmico de la cepa CL-686, obtenido en las
mismas condiciones, tue claramente distinto al de la cepa CL-168, excepto para una banda
polipeptidica de peso molecular estimado en 38.900 Da (figura 13, carril ¢). No se observd,
sin embargo, en ¢l extracto de la cepa CL-686 banda mayoritaria alguna a la misma distancia
de migracion electroforética que la banda proteica de peso molecular aproximado de 19.500
Da presente en el extracto de la cepa CL-168 (figuras 12 y 13). En el extracto térmico de esta
cepa se observé la presencia de una banda mayoritaria de peso molecular estimado en 40.700

Da (figura 13).

Por otra parte, en el extracto térmico de la cepa CL-168 cultivada a 18°C no se detectd
la presencia de banda mayoritaria alguna con la misma mobilidad electroforética que la banda
de menor peso molecular presente en el extracto térmico de la misma cepa cultivada a 37°C

(figura 13, camil d).

En la figura 14 se muestran los resultados del andlisis en SDS-PAGE de los extractos
térmicos de las cepas CL-82 (carr.il b) y CL-158 (carril ¢) en las que previamente se habia
detectado la expresién del antigeno LC168 mediante aglutinacién con el suero B-168. En los
extractos de ambas cepas se observé la presencia de una banda proteica de movilidad

electroforética semejante a la banda de 19.500 Da de la cepa CL-168.
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En los ensayos de deteccién inmunoenzimdtica de las proteinas del extracto térmico
de la cepa CL-168 cultiva a 37°C transferidas a soportes de nitrocelulosa, el suero S-168
reacciond con las dos bandas mayoritarias de pesos moleculares aproximados de 19.500 y
38.900 Da (figura 15A, carril b) mientras que el suero B-168 reacciond solamente con la

banda de menor peso molecular (figura 15B, carril c).

De las bandas polipeptidicas observadas en el andlisis en SDS-PAGE del extracto
térmico de la cepa CL-686 cultivada a 37°C, solamente una de peso molecular aproximado
de 40.700 Da reaccioné con el suero C-686 en los ensayos de deteccidén inmunoenzimatica
de las proteinas transferida a membranas de nitrocelulosa (figura 16B, carril d).

IV.9.5. Semipurificacion del antigeno LC168 a partir de la cepa de E.coli CL-168.

La extraccion de las proteinas superficiales de una suspensién bacteriana densa de la
cepa CL-168 se realizé por tratamiento térmico a 60°C durante 20 minutos. Después de este
tratamiento térmico el sedimente bacteriano obtenido por centrifugacién no reaccionaba con
el suero B168, ni hemaglutinaba los eritrocitos humanos en presencia de D-manosa. Sin
embargo, la actividad hemaglutinante manosa-resistente (HAMR) se mantenfa en el

sobrenadante.

La figura 17 muestra los resultados del andlisis en SDS-PAGE (PhastSystem) de las
proteinas precipitadas con diferentes concentraciones de saturacién de sulfato amdénico a partir
de tres fracciones de igual volimen del sobrenadante. resuspendidas en PBSU vy dializadas
frente a ese mismo tampdn. En las tres se observd en el gel de separacidn la presencia de dos
bandas mayoritaria a la misma distancia de migracién electroforética y varias bandas
minoritarias. Por lo tanto; no se observaron diferencias significativas en el patrén de
migracion electroforética de las proteinas precipitadas con diferentes concentraciones de
sulfato aménico. Debido a ello, se reunieron las tres soluciones dializadas y se aplicaron a una

columna de gel filtracién.
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Frgura 12, flectroforesis en gel de potiacrilamida (SDS-
PAGEY &b 147 1ai Patrdn de peso maolecular, ¢h extructo
rermico ¢0(0°C, 20 ming de la cepa CL-168 cultivada a
37°C durunte 18 horas. precipitade con sulfaw amonico

al 204 de saturacién v dializado
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Flgura 13 Electroforesis en gel de polmeriamida (5DS.
PAGEY al 13% i Pawon de peso molecudar, y exiractos
térmueos <6070 20 ming de las cepas by L AB6

.
!

cultivada @ 377C Jurante I8 horas. oy T 186 coitvady
4 377°C durante 1R horas v iy CL-168 cubtivada a I87C
durante £8 horas, precipatados con sulfato amonico al
20 de saturacion v diaiizados de las cepus
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Figura 14 Plectroforesis en gel de poliacrilamuda (SDS-PAGE? at 14%. Extracios temmacos (660, 20 min.y de fas capas (w
18 horas, (o CL- 138 cultivada a 377000 18 horas. «gy CL-686

.
7TCo 18 horas, ([ CL-108 cattivada a 37 CL 1N horas, g3 CLA1ES

292 cultivada a 37700 18 Boras. by €132 cultivada a 37
cultivada 4 18 O dorante 48 horas, rer CL-086 cultivada a 3
cuftivada a 187, 48 horas. (hy Pawen de peso molecular.

Figura 15 Detevcwn mmunoenzimitics de [as protetmas del sxtrace wrmico de la cepa CL-168 transteridas a soportes de
nitroceluiosa con los sueros (A1 S-168 v (B1 B-168. De zquierda a derecha: (a1 patten de peso mojecular. 1h1y ey exiracto

termico Je la cepa CL-168 wansferide. {d) patron de pesw molecular.
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Figura 16 Deteccisn mmunoenzimitics de fus proteinas del extracto érmice de s cepa CL-ARS trunsferidas o sopottes de
nitroceluosa von el sueru 686, t Patron e peso molecular, thy extracto termicos de a cepa O 086,

Figuya 7. Semipunticacion del antigeno LOCT6R: Fleciroforesis 2n gel aitraftno Je poiscriianuda del 8-25% (SDS-PAGE;

i 209 v 60% e

del extracte wWmee 1607, 20 mano de faocepa TGS precapitado con sulfaw amonies ab oy 10% ¢

saturacion durante 2 horas a $°C.
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En el cromatograma obtenido tras la eluccién de la columna de gel filtracién con
tamp6n fosfato 50 mM, pH 7.2, conteniendo urea 2 M, se detectd una fraccion proteica
mayoritaria o pico de absorbancia mixima a 280 nm (figura 18). Las fracciones

correspondientes a este pico mostraban actividad hemaglutinante manosa-resistente con los

gritrocitos humanos.

Absorbancia a 280 nm
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i

0 -
15 20 25 30 35 40
Numero de fraccion

Figura 18. Semipurificacién del antigeno 1.C168: cromatogra de gel filiracion en columna de Sepharosa CL-4B
de la fraccién proteica obtenida a partir de la cepa CL-168 cultivada a 37°C, 18 horas, por tratamiento t€rmico
(60°C, 20 min.) y precipitacion con sulfato aménico. Eluccién con tampén fosfato 50 mM, pH 7,2, conteniendo

urea 2M. Absorbancia a 280 nm.
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Después del tramiento con deoxicolato sddico y las sucesivas didlisis, el andlisis de
las proteinas concentradas por liofilizacién en geles de poliacrilamida al 14% en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) revelé la presencia de dos bandas mayoritarias de pesos
moleculares aproximados de 19.500 y 38.900 Da. Estos resultados se muestran el la figura
19 (carril a). En los ensayos de deteccion inmunoenzimdtica de proteinas sobre soportes de
nitrocelulosa, el suero B-168 reaccioné exclusivamente con la banda de peso molecular
aproximado de 19.500 Da como se observa en la figura 20 (carril ¢). Sin embargo, ¢l suero

S-168 reaccioné con las dos bandas (figura 20, carril f).

Las proteinas semipurificadas mostraron actividad hemaglutinante manosa-resistente

con 1os eritrocitos humanos del grupo A, con un titulo de 1/2048.
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Figura {9 Electroforesis ¢n gel de poltacrilammda (SDS-PAGE) ol 4% del antigeno LG8 semipunficade o partir del la
cepa CL-168.

Figura 20, Deteccion inmunoenzimatica de las proteinas de la {ruceion semipurificada a partir de fa cepa C1.-168 con los
sueros (A} 5-108 vy (B) B-168.
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1V.9.6. Prevalencia y caracteristicas de las cepas de E.coli que expresan el

antigeno LC168.

En la tabla 35 se detallan los resultados de la deteccion del antdgenos LC168, por
aglutinacién en porta con el suero B-168, en las 702 cepas de E.coli aisladas de corderos y
cabritos. La expresion del antigeno LC168 se detecté en 108 de las 702 cepas aisladas
(15,38%). No obstante, es preciso destacar que el porcentaje de cepas aisladas de corderos
LC168* (18,58%) fue tres veces superior al de las cepas LLC168" procedentes de cabritos. El
antigeno LC686 se detectd en 52 de las 702 cepas aisladas (7,4%).

TABLA 35 . Resuliados de la deteccién de los antigenos LC168 y LC686 en las cepas de E. coli aisladas de
corderos y cabritos.

N° de cepas N* de cepas LC168 % de cepas LC168
aisladas positivas positivas
OVINO 495 85 18,58
CAPRING 207 13 6,28
TOTAL 702 108 15.38

En la figura 21 se muestra la distribucién de las 95 cepas LC168" de origen ovino
segin la edad en semanas y la presencia o no de diarrea en los animales de los se aislaron.
De las 95 cepas ovinas, 85 (89,47%) se aislaron de animales afectados de diarrea. Las edades
de estos animales estaban comprendiadas entre la primera y cuarta semanas de vida, si bien,
la mayoria de las cepas (58/85) se aislaron de animales en la segunda semana de vida. Las
10 cepas procedentes de corderos sanos, se¢ aislaron todas ellas de animales en la primera
sernana de vida: 6 cepas de otros tantos corderos de 3 dfas de edad de una misma explotacidn,

3 de corderos de 4 dias de otra explotacidn y la restanie de un cordero de 1 dfa de edad.
De las 13 cepas LC168 positivas de origen caprino, 12 se aislaron de animales en la

primera semana de vida y una de un cabrito en la segunda semana y todas ellas procedian de

animales atectados de diarrea (figura 22).
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En la tabla 36 se muestran los resultados de 1a deteccién del antigeno LC168 en las
cepas que expresaban la fimbria F17 y en las productoras de las diferentes toxinas. En la tabla
figura asimismo la edad de los animales de los que se aislaron las cepas positivas y Si estaban
0 no afectados de diarrea en el momento de tomar las muestras. De las 33 cepas F17
positivas, 6 expresaban igualmente el antigeno LC168. Estas 6 cepas se aislaron de un cordero
y de 5 cabritos, todos ellos mayores de 7 dias y afectados de diarrea en ¢l momento de tomar

las muestras.

TABLA 36. Deteccidn del antigeno LC168 en las cepas que expresaban la fimbria F17 y en las productoras de
VT, CNF y LT.

Cepas de E.coli | N° de cepas Procedencia
LC168"
F17 (n=33) 6 4 cabritos afectados y en la 2* semana de vida
1 cabrito afectado y en la 3* semana
1 cordero afectdo y en la 2° sernana
VT (n=16) 2 1 cordero sano y de un dia de vida
1 cordero afectado y en la 2* semana
CNF (n=12) 1 1 cordero afectado y en la 2° semana de vida
LT (n=5) 0

Dos de las 16 cepas verotoxigénicas expresaban el antigeno LC168 y procedian una
de un cordero con diarrea de 10 dias y la otra de un cordero de un dfa de edad y sano.
Solamente una de las 12 cepas productoras de CNF expresaba el antigeno LC168. Esta cepa
se aislé de un cordero con diarrea de 8 dfas de vida. Finalmente, ninguna de las 5 cepas

productoras de LT expresaban el antigeno LC168.

IV.9.7. Relacion entre la expresion del antigeno LC168 y la actividad

hemaglutinante.

En la figura 23 se muestran los resultados de la deteccién del antigeno LC168 en las
224 cepas en las que se Investigd la capacidad hemaglutinante agrupadas por el tipo de

hemaglutinacién manosa-resisiente (HAMR) que presentaba (Ia V) 0 por no mosirar actividad
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hemaglutinante en presencia de D-manosa (cepas HAMR'). La expresién del antigeno se
detecté en 16 de las 30 cepas del tipo I (que hemaglutinan en presencia de D-manosa los
eritrocitos humanos del grupo A y los de ternera) y en otras 10 de las 36 del tipo II (que
aglutinan los eritrocitos humanos exclusivamente). De las 24 cepas del tipo III (que aglutinan
en presencia de D-manosa los eritrocitos de ternera exclusivamente), 2 expresaban el antigeno,
mientras que de las 6 del tipo IV {que aglutinan los eritrocitos de oveja y/o los humanos)
otras 2 cepas fueron positivas. No se detectd la expresién del antigeno en la anica cepa del
tipo V (aglutinante con los eritrocitos de cobaya). Por dltimo, de las 127 cepas que no
mostraron actividad hemaglutinante en presencia de D-manosa (HAMR-), 8 expresaban el

antigeno.

En la figura 24 se muestra la distribucién de las 71 cepas HAMR™ con los eritrocitos
humanos en las que se estudio la capacidad hemaglutinante de sus extractos térmicos en
presencia de D-manosa en funcién de si dichos extractos fueron © no hemaglutinantes y de
que expresasen o no el antigeno LC168. De las 25 cepas cuyos extractos aglutinaban los
eritrocitos humanos en presencia del monosacdrido (ETY), 8 expresaban el antigeno. No
obstante, 13 de las 46 cepas cuyos extractos no eran hemaglutinantes también expresaban el
antigeno LC168.-
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Discusion

1. E. coli enterotoxigénicos (ECET).

La caracterizacién de las cepas de ECET en este estudio se ha basado en la deteccion
de los antigenos fimbriales F5 y F41 y de 1a produccién de enterotoxinas. Las estirpes de
ECET que originan diarrea en los corderos y cabritos son las mismas que afectan a los
terneros. De hecho, las cepas de ECET de origen ovino y caprino pertenecen a los mismos
serogrupos y expresan los mismos factores de patogenicidad (factores de colonizacién y
enterotoxinas) que las cepas de ECET de origen bovino (Morris y Sojka, 1985; Wray y
Morris, 1985; Woodward y Wray, 1990). Ademds, experimentalmente se ha comprobado que
las cepas enterotoxigénicas de origen ovino son capaces de originar diarrea en los terneros

y viceversa (Smith y Halls, 1967a; Smith y Linggood, 1972).

La mayoria de las cepas de ECET de origen bovino expresan el antigeno F5 y/o el F41
y producen la enterotoxina STa (Isaacson et al., 1978; Sherwood et al.. 1983; Mainil et al,,
1986, 1990; Woodward y Wray, 1990; Blanco, 1991; Woodward et al., 1992). Aunque en
algunas cepas de origen bovino se ha detectado la produccién de las toxinas STb y LT
(Sherwood et al., 1983; Woodward et al., 1992) y de la fimbria F6 (Isaacson et al., 1978;
Wray et al., 1992) o los genes que codifican dichos factores de patogenicidad (Mainil et al.,
1986 vy 1990), estas cepas son infrecuentes en los terneros y no se ha establecido relacidn

alguna entre el aislamiento de estas cepas y la presentacién de diarrea en los animales.

Los estudios realizados por Mainil ¢t al. (1986 y 1990) con sondas de DNA que
permitian detectar los genes de las toxinas STa-H, STa-P, STb y LT y de las fimbrias F4, F5,
F6 y F41 han confirmado que, genotipicamente, la mayoria de las cepas de ECET de
rumiantes son F5 y STa positivas. La STa que producian estas cepas era la de origen animal
(STa-P). No obstante, algunas cepas bovinas portaban los genes que codifican las toxinas STb
y LT y la fimbria F6 (1986 y 1990). Segiin Mainil ¢t al. estas cepas eran posiblemente de

origen porcino, aisladas accidentalmente de terneros, puesto que pertenecen a serotipos
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frecuentes en ¢l ganado porcino. Por otra parte, experimentalmente se ha comprobado que las
cepas LT aisladas de cerdos eran patdgenas para estos animales pero no para los terneros ni

los corderos (Smith y Huggings, 1978).

Duff y Hunt (1989) aislaron cepas de E. coli F6 positivas del serotipo 0101:K103 de
dos corderos de 4 dias de edad afectados de septicemia. La posible patogenicidad de estas
cepas para los corderos se desconoce. Los autores consideran que eslas cepas eran muy
posiblemente de origen porcino dado que los corderos se alojaron en corrales donde

previamente se habian alojado cerdas y sus camadas.

En las cepas de ECET aisladas de rumiantes se ha establecido una estrecha
correlaccién entre la expresion del antigeno FS y la produccidn de enterotoxinas (Guinee y
Jansen, 1979; Lariviere et al., 1979; Sherwood et al., 1983). Debido a ello, y al igual que en
otros estudios epidemioldgicos realizados en ganado bovino (Martel et al., 1981; Pohi et al.,
1984; Contrepois et al., 1985; De Rycke et al., 1986), ovino (Nagy et al., 1983) y caprino
(Yvore ¢t al., 1984; Nagy et al., 1987), en nuestro estudio se investigd en todas las cepas
aisladas la expresidon del antigeno F5 como un méiodo indirecto de deteccién de las cepas

enterotoxigénicas.

Ninguna de las cepas aisladas en este trabjo de corderos y cabritos diarreicos y sanos
expresaba los antigenos fimbriales FS o F41. Considerando estos resultados negativos y
teniendo en cuenta que en los rumiantes se ha demostrado una cierta restriccién de las cepas
de ECET F5"STa" a los primeros dias de vida, se investigé la produccién de la enterotoxina
STa tnicamente en las cepas de E. coli aisladas de animales afectados de diarrea menores de

7 dias y en las cepas procedentes de animales sanos menores de 4 dias.

Ninguna de las cepas ensayadas en ratones lactantes produjo STa. Inicialmente, los
coeficientes de deshidratacion de 9 de las cepas dieron valores superiores a 0,079, es decir,
superiores al limite inferior de los valores negativos. No obstante, en ensayos sucesivos, los
valores obtenidos con estas 9 cepas nunca fueron superiores a 0,102, ¢l ifmite inferir positivo.

Ademds en ningdn caso se observd a simple vista dilatacién de los intestinos de los ratones
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lactantes . Por lo tanto, estas nueve cepas se consideraron finalmente no productoras de STa.

El 3,13% del total de las cepas estudiadas (22/702) expresaba el antigeno F17. No
obstante, ninguna de las cepas F17" dio resultado positivo en el ensayo en raton lactante, por
lo que se consideraron no enterotoxigénicas. Estos resultados se discuten mds ampliamente

en el apartado dedicado a las cepas de E.coli no enterotoxigénicas.

Aunque generalmente se considera que E. coli es una importante causa de diarrea y
mortalidad en los ovinos y caprinos (Kimberling, 1988), los estudios etiologicos vy
epidemiolégicos realizados en estos animales son muy escasos. Probablemente la idea
generalizada sobre la elevada incidencia de la colibacilosis entérica en los pequefios rumiantes
proceda de referencias de hace algunas décadas, la mayoria de ellas anteriores al
descubrimiento de los factores de patogenicidad de los ECET (enterotoxinas y factores de
colonizacién), en las que el diagnéstico de la diarrea se basaba en las caracteristicas clinicas
y anatomopatolégicas del proceso y en el aislamiento de E. coli en proporciones elevadas del
contenido intestinal de los animales afectados (Marsh y Tunnicliff, 1938; Volkova, 1940);
Roberts, 1957; Terlecki y Shaw, 1959; Hughes et al., 1962; Kater et al., 1963; Gates, 1977).
Asi, por ejemplo, en un estudio realizado por Gates (1977) en una unidad de experimentacion
ovina, las lesiones anatomopatologicas indicaban que la colibacilosis era la causa del 45.9%
y del 37,6% del total de las muertes acaecidas en corderos de 1 a 30 dias en los afos 1975
y 1976 respectuvamente. La mayoria de las muertes fueron atribuidas a la forma entérica de

la enfermedad.

Sin embargo, en los escasos estudios realizados en explotaciones ovinas y caprinas
basados en la deteccion del antigeno F5 y en la produccién de STa la prevalencia de estirpes
de ECET encontrada fue mucho menor. Nagy et al. (1983), en Hungria, detectaron el antigeno
F5 en el 5,7% de las cepas ovinas investigadas, si bien, estos autores no estudiaron la
produccion de STa. Fassi-Fehri et al. (1988), en Marruecos, detectaron ¢l antigeno F5 en el
10% de 1as cepas de origen ovino, sin embargo, menos de la tercera parte de estas cepas F5*
producian STa. En Inglaterra, de acuerdo con las investigaciones de Wray et al., en el periodo

comprendido entre 1986 y 1991 la frecuencia de deteccién del antigeno F5 en cepas ovinas
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oscilé desde un 16% en 1988 a un 3,3% en 1990 (Wray et al. enviado a publicar). Sin

embargo, tnicamente el 1,5% del total de los aislados producian STa.

En cuanto a la especie caprina, los escasos datos publicados indican que la prevalencia
de las cepas de ECET es mucho menor. Yvore et al. (1984), en Francia, no detectaron el
antigeno F5 en ninguna de las cepas aisladas de 2.137 cabritos estudiados y Nagy et al.
(1987), en Hungria. tan solo detectaron el antigeno F5 en cepas aisladas de 3 cabritos, dos

de los cuales estaban sanos.

Muifioz (1992), en un estudio realizado en la Comunidad de Casulla-Leon, encontrd
s6lo una cepa de E. ¢oli de origen ovino, de 276 aisladas de corderos y cabritos atectados de
diarrea y sanos, productora de STa, a pesar de que un porcentaje relativamente elevado de las

cepas cran fimbriadas.

La prevalencia de las estirpes de ECET F5"-STa" en los terneros recién nacidos varia
desde porcentajes relativamente elevados (15-41%) en algunos estudios {EEUU, Canad4, Sri-
Lanka, Turquia, Francia, Bélgica) a porcentajes mucho menores (0-5%) en otro casos
(Inglaterra, Escocia, Francia, Jap6n) (revisado por Blanco gt al. 1992¢). Blanco gt al._en dos
estudios realizados en Galicia encontraron una prevalencia de cepas de ECET F5'-STa" de
tan solo el 1% y 0% en terneros afectados de diarrea y del 3% en terneros sanos (Blanco et

al., 1988b; Blanco, 1991).

No obstante, la prevalencia de las estirpes de ECET en los rumiantes basada en Ia
deteccion del antigeno F5 y en la produccién de STa podria estar subestimada. En efecto,
Ansari et al. (1978) utilizando un ensayo en asa intestinal ligada de corderos comprobaron que
el 37% de las cepas aisladas de heces de corderos afectados de diarrea producian acumulacion
de liquidos en la luz intestinal. L.os autores, sin embargo, no determinaron $1 la enterotoxina
producida por las cepas positivas en el ensayo era la STa, Determinadas cepas
enterotoxigénicas de origen porcino producen un segundo tipo de enterotoxina termoestable,
la STb, que no es activa en el ratén lactante y que inicialmente se detectaba mediante un

ensayo en asa intestinal ligada de cerdos (Gonzalez y Blanco, 1985c¢).
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A pesar de que en este estudio no se detectaron cepas de ECET F5'STa', el 0,71% de

las cepas investigadas (5/702) produjeron una toxina termoldbil que originaba en la Ifnea
celular Vero un efecto semejante al inducido por la LT. Estas cepas LT" se corresponden con
unas trecuencias de aislamiento en los animales estudiados del 0,25% y del 0,78% en los

corderos y cabritos diarreicos respectivamente y del 8,7% en los corderos sanos.

Estos resultados son similares a los descritos por otros autores en corderos y terneros:
Mufioz (1992), en una investigacidén realizada en corderos y cabritos en Castilla-Ledn, detectd
cepas LT" en el 1,3% de los corderos estudiados; Sherwood et al. (1983) aislaron cepas
productoras de LT del 0,3% de los temeros afectados de diarrea y del 5,45% de los sanos;
Blanco (1991), en estudios realizados en Galicia, detecté cepas LT en el 0,3% de los terneros
estudiados. Sin embargo, Mohamad et al. (1985) en Sri-Lanka aislaron cepas LT del 11%

de los terneros afectados de diarrea y del 11% de los sanos.

No hemos realizado ensayos inmunolégicos para determinar si la LT producida por
estas cepas es la LT-I o la LT-II. Sin embargo, la LT-I es infrecuente en los aislados de
rumiantes (Mainil et al., 1986, 1990; Woodward y Wray 1990; Wooodward et al., 1992).
Seriwatana et al. (1988) utilizando sondas de DNA comprobaron que la mayorfa de las cepas
de origen bovino ¢uyos sobrenadanes originaban redondeamiento en las células Y-1 producian
LT-H. La LT producida por las cepas de E. coli aisladas de terneros y por Sherwood et al.

(1983) y Blanco (1991) y de corderos por Muiiéz (1992) era la LT-1II

Recientemente se ha descrito en cepas de E_coli de origen humano aisladas de
diarreas la produccién de una nueva citotoxina, la CLDT (Johnson y Lior, 1987 y 1988).
Aunque esta toxina no ha sido todavia caracterizada ni se conoce su papel en la patogenicidad
de E. coli, produce en las lineas celulares Vero, HeLa, Hep2 y CHO, pero no en la Y-1, una
distension celular y su degeneracion progresiva después de 96-120 horas de incubacién. Este
efecto puede confundirse en las primeras 24 horas de incubacién con el efecto originado por

la LT que es por el contrario citoténico.
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2. E. coli no enterotoxigénicos (NO-ECET).

2.1. Aislamiento de cepas F17* .

El antigeno fimbrial F17 se describié por primera vez en cepas de E. coli aisladas de
terneros en Francia (Girardeau et al., 1980) y Bélgica (Pohl et al., 1982) y posteriormente se
ha encontrado, también en cepas procedentes de terneros, en otros paises (Morris et al., 1987;
Shimizu gt al., 1987: Blanco, 1991; Gulati et al., 1992). Las estirpes de E. coli F17* pueden
presentar dos fenotipos distintos: uno enterotoxigénico y otro no enterotoxigénico (Pohl gt al.,
1984, 1987; Contrepois et_al.,, 1985; Morris et_al., 1987; Blanco, 1991). Las cepas
enterotoxigénicas producen STa y expresan, ademds de Ia fimbria F17, la F5 (Pohl et al..
1984; Contrepois et _al., 1985) y/o la F41 (Morris et al., 1987). Pohl et al. , en 1982,
afirmaron haber aislado cepas STa"F17°F5 pero posteriormente comprobaron que, en reatidad,
dichas cepas expresaban el antigeno F5 (Pohl et al., 1984). Hasta la fecha, tnicamente se han
descrito dos cepas de E. coli STa'F17" que no expresaban la fimbria F5 ni la F41 (Gulati et
al. 1992).

En los pequefios rumiantes, que nosotros tengamos conocimiento, sélo se han
encontrado dos cepas de E. coli F17%, ambas no enterotoxigénicas: una de ellas fue asilada
por Ramisse et al. (1984) de un cordero con diarrea y Ia otra {que era también F41%) por Card

et al. (1987) de un cabrito afectado de diarrea que, ademds, climinaba Cryvptosporidium

arvum,

En nuestro estudio se ha detectado la fimbria F17 en un porcentaje relativamente
elevado de las cepas de E. coli invesugadas: el 3,03% de las cepas aisladas de corderos
(15/495) y el 8.69% de las aisladas de cabritos (18/207) (Cid et al., 1993). Este es el primer
trabajo en el que se describe el aislamiento con cierta regularidad de cepas F17° de los

pequefios rumiantes.

Las cepas F17" aisladas en este estudio no expresaban los antigenos F5 ni F41 y, como

era de esperar, no producian STa. Por lo tanto, las cepas se consideraron no enterotoxigénicas.
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La frecuencia de aislamiento de cepas F17" no enterotoxigénicas de corderos y cabritos
es comparable a la descrita por otros autores en ganado bovino: Morris et al. (1987), en el
Reino Unido, y Gulati et al. (1992), en la India, detectaron el antigeno fimbrial F17 en el 3.4

v el 5% respectivamente de las cepas bovinas estudiadas.

Las 33 cepas F177 se aislaron de otros tantos animales diarreicos. Dicho de otro modo.
se aislaron cepas F17% del 3,83% de los corderos (15/391) y del 14,06% de los cabritos
(18/128) atectados de diarrea investigados. En ganado bovino Contrepois et al. (1985), en un
estudio realizado en Francia, y Shimizu gt al. (1987), en otro realizado en Japén, aislaron
cepas de E. coli F177 del 5.3 y el 5% respectivamente de los animales estudiados. Frecuencias
de aislamiento bastante mds elevadas, sin embargo, han sido descritas por Pohl et al. (1984)
en Bélgica, quienes encontraron cepas F17" en el 15% de los temeros diarreicos estudiados
y en el 3% de los sanos, y por Blanco (1991) en Galicia, quien detectd estirpes F17* en el
31% de los animales diarreicos analizados y en ¢l 15% de los sanos. En uno de los brotes
diarreicos de ganado caprino investigados en este trabajo (Hormigos 1) la frecuencia de

aislamiento de E. coli F17" fue del 26% de los animales estudiados .

En ninguna de las cepas de E. coli aisladas de animales sanos se detectd la fimbria
F17. Debido al escaso nimero de muestras procedentes de animales sanos analizadas, no tue
posible establecer estadisticamente si existia una asociacion entre la infeccién con estas cepas
y la presencia de diarrea. No obstante, varios autores han indicado que las cepas F17%, al igual
que oftros agentes enteropatégenos asociados con las diarreas neonatales, se aislan también de

animales sanos (Pohl et al., 1984; Morris et al., 1987; Blanco, 1991).

La edad de los animales de los que se aislaron las cepas F17" oscilaba entre los 5 y
30 los dias de vida. En los terneros las cepas de E_coli F17" enterotoxigénicas (F5*STa") se
aislaron de animales menores de 3 dias de edad, mientras que las no enterotoxigénicas se

aislaron de animales mayores (Contrepois et al., 1985; Mormris et al., 1987).
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El posible papel de la fimbria F17 como factor de patogenicidad asicomo su posible
intervencidén en la patogenia de la diarrea no han sido todavia esclarecidos. No obstante, la
fimbria F17 parece contribuir a la capacidad de las estirpes de ECET (F5'STa") que la
expresan de colonizar el intestino delgado de los terneros (Moon, 1990). En efecto, la
presencia de anticuerpos ftrente a los antigenos F5 y F41 en el calostro parece no ser
suficiente para proteger a los terneros de la infeccidn experimental con cepas de ECET F5°
F41* F17%, mientras que la presencia de anticuerpos frente a los tres antigenos fimbriales

parece conferir proteccidn suficente para prevenir la infeccién (Contrepois y Girardeau, 1985).

Por otra parie, las cepas de E_coli F17° no enterotoxigénicas se han asociado a
procesos septicémicos en el ganado bovino (Contrepois gt al., 1985; Pohl et al., 1986). Pohl
et al. (1986) estudiaron 134 cepas F17" no enterotoxigénicas de origen bovino aisladas en
diferentes pafses y comprobaron que el 45% de cllas producian aerobactina y presentaban

resistencia al suero, dos caracteristicas de las estirpes septicémicas de E. coli.

En nuestro estudio no se encontré una correlacion absoluta entre la expresion de la
fimbria F17 y la produccién de colicina V, si bien un porcentaje elevado de las cepas F17°
aisladas (51.5%) producian dicha colicina. Esto podria indicar que estas cepas podrian
intervenir también en procesos patolégicos extraintestinales en los pequefios rumiantes. No
obstante, es prectso tener en cuenta que la colicina V no se considera en si misma un factor
de patogenicidad de E. coli sino un marcador de patogenicidad (Said et al., 1988). Esta
proteina bactericida estd codificada por un grupo heterogéneo de plasmidos (plasmidos Col.
V) que codifican ademds otros factores de patogenicidad relacionados con las cepas
septicémicas de E. coli, como son la produccién de aerobactina y la resistencia al suero
(Water y Crosa, 1991). Pohl et al. (1986) consideran que no existe correlacién entre la
presencia de estos factores de patogenicidad o la produccién de colicina V y la expresién de
la fimbria F17. de las 27 cepas septicémicas estudiadas por dichos autores, todas producian
aerobactina y eran resitentes al suero, sin embargo, sélo el 63% producian colicina V y tan

s6lo 3 (11%) expresaban el antigeno F17.
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La fimbria F17 también se ha detectado en una cepa de E. coli de origen bovino no
enterotoxigénica ni verotoxigénica que producia la lesién tipica de adhesién y borrado en
cerdos gnotobidticos infectados experimentalmente (Hall et al., 1988a). Consideramos que

antes de sacar alguna conclusion seria necesario disponer de otros hallazgos similares.

El antigeno F17 purificado no muestra actividad hemaglutinante con los eritrocitos de
ternera, de oveja, de cobaya, de pollo ni del hombre (Lintermans gt al., 1988a). Sin embargo,
la presencia de hemaglutininas manosa-resistentes parece ser una caracteristica trecuente de
tas cepas de E. ¢oli F17" aisladas de terneros (Shimizu et al., 1987; Blanco, 1991). Las cepas
F17° de origen bovino aisladas por Shimizu et al. (1987) en Japén muestraban actividad
HAMR con los eritrocitos de ternera mientras que la mayorfa de las aisladas por Blanco
(1991) presentaban actividad HAMR con los eritrocitos de ternera (17%) o con los de ternera

y humanos (77%).

El 84,84% (28/33) de las cepas de E. coli F17" de origen ovino y caprino aisladas en
este estudio presentaban actividad HAMR. La mayoria de estas cepas, al igual que las aisladas
por Blanco (1991), mostraban actividad HAMR con los eritrocitos de temera (tipo III) o con
los de ternera y humanos {tipo I) (39,28% y 53,57%. respectivamente). Aunque estos modelos
de HAMR fueron los mas frecuentes, las 28 cepas HAMR™ se distribuyeron en 4 modelos
distintos de hemaglutinacién. Por lo tanto, estas adhesinas HAMR™ presentes en las cepas de

E. coli F17" parecen constituir un grupo heterogeneo.

Nosotros hemos comprobado que la cepa 39a, utilizada para absorber el suero
policlonal producido frente a la cepa F17" de referencia (Alla,), con la que da reacciones
cruzadas debidas a antigenos distintos del F17 (Contrepois et al., 1985), tiene actividad
HAMR con los eritrocitos humanos del grupo A y con los de ternera. Sin embargo, los
extractos wérmicos (60°C, 20 minutos) de esta cepa, al igual que los de las cepas F17* de este
mismo modelo de hemaglutinacién (tipo I) y los de las que aglutinan exclusivamente los
eritrocitos de ternera (tipo III), no muestran dicha actividad HAMR. Por lo tanto, creemos que
la actividad HAMR de las cepas F17" aisladas por nosotros puede deberse a adhesinas no

fimbriales.
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La expresién de adhesinas distintas del antigeno fimbrial F17 en cepas de campo de

origen bovino ha sido descrita por otros autores. Asi, por ¢jemplo, el 3% de las cepas de E.
coli aisladas por Shimizu et_al. (1987) expresaban ademds el antigeno CS31. Pohl gt al.
(1986) detectaron la expresion conjunta de los antigenos F17 y F165 en cepas septicémicas
de E. coli de origen bovino. El1 74% (89/119) de las cepas F17" aisladas por Blanco (1991)
expresaban un antigeno distinto del F17 denominado B59a. Morris et al. (1985a) comprobaron
que las cepas de referencia 25KHO (Att-25%) y 28a (FY™) expresaban ademds del antigeno

comun F17 antigenos exclusivos de cada una de ellas.

La cepa de campo CL-359 que expresa el antigeno F17 y que tinene actividad HAMR
con los eritrocitos humanos y de ternera {tipo I) observada por microscopia electrénica
presenta unas estructuras superticiales rigidas de 3-4 nm de didmetro que probablemente se
corresponden con el antigeno fimbrial F17, puesto que dicho antigeno ha sido purificado y
caracterizado como una proteina fimbrial formada por subunidades de 20 Kd y de 3-4 nm de

didmetro (Lintermans et al., 1988a).

2.2. Aislamiento de estirpes de E. coli toxigénicas.

2.2.1. Aislamiento de cepas de E. coli productoras de VT (ECVT).

Aungue ocasionalmente se han encontrado cepas de E. coli productoras de verotoxinas
(ECVT) tanto en corderos (Baloda gt _al., 1987; Dom gt al., 1989) como en cabritos
{Mohammad et al., 1986}, no se han publicado estudios epidemioldgicos sobre la prevalencia
de estas estirpes de E. coli en los pequefios rumiantes. De acuerdo con los resultados de este
estudio, la inteccién con cepas de ECVT en los rebafios ovinos y caprinos de la zona centro
de Espara es relativamente infrecuente. Tan sélo el 2,2% de las cepas de origen ovino y el
2,4% de las de origen caprino eran productoras de VT. Estos porcentajes son ligeramente
inferiores al 4,8% encontrado por Mufioz (1992) en 227 cepas de E. coli aisladas de corderos

en la Comunidad de Castilla-Ledn.

En los estudios realizados en terneros recién nacidos en diferentes paises se han
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encontrado prevalencias de la infeccién con cepas de ECVT diferentes: del 1-3% en Canadd
(Mainil et al., 1987), Francia (De Rycke et al., 1987) y Reino Unido (Sherwood et al., 1985),
del 20% en Galicia (Blanco et al., 1988b) y del 28% en Sri-Lanka (Mohammad et al., 1985).

Las 16 cepas verotoxigéncias aisladas procedian: la mitad de animales diarreicos de
4 a 15 dfas de vida y la otra mitad de animales sanos todos ellos menores de 4-5 dias de vida,
edad a la que solfa iniciarse la diarrea en los brotes clinicos estudiados. No se siguié la
evolucidn clinica de los animales sanos de los que se aislaron cepas de ECVT. Por lo tanto,
se desconoce st estos animales padecieron posteriormente un proceso diarreico. Aunque,
aparentemente, la proporcion de cepas aisladas de animales sanos (8/49) fue muy superior a
la de cepas aisladas de animales diarreicos (8/519), consideramos que estos resuitados deben
interpretarse  cautelosamente. No hemos considerado oportuno realizar un andlisis de
significacion estadistica por las siguientes razones: las poblaciones de animales afectados y
sanos estudiadas son dificilmente comparables debido al escaso nimero de animales sanos,
la toma de muestras se realizé en un dnico momento, no se hizo un seguimiento de ios
animales sanos en los que se detectaron cepas de ECVT y la distribucion de los amimales por

edades en la poblacidn sana y entferma era muy diferente.

En investigaciones realizadas en ganado bovino, distintos autores han descrito el
aislamiento de cepas de ECVT de animales sanos (Mohammad ¢t al., 1985; De Rycke et al.,
1987; Borczyk et al., 1987; Wells et al., 1991; Blanco, 1991). Mohammad et al. (1985), en
un estudio realizado en Sri-Lanka, aisiaron cepas de ECVT de temeros diarreicos en una
proporcion significativamente superior a la obtenida en animales sanos. Por ¢l contrario,
Blanco (1991) en Galicia detecté estirpes de ECVT en el 9% de los terneros diarreicos y en
el 19% de los sanos, siendo esta diferencia estadisticamente significativa. Este autor considera
que es posible que las cepas de ECVT formen parte de la flora normal del intestino de los

bovinos.

Por otra parte, algunas de las cepas de ECVT aisladas de temeros pertenecen a los
mismos serogrupos que las estirpes verotoxigénicas de origen humano (Sherwood et al., 1985;

Orskov gt al., 1987; Smith et al., 1988; Blanco et al., 1988b; Gonzalez y Blanco, 1989;
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Blanco, 1991). Esto, unido al hecho de que se han aislado cepas de ECVT del serotipo
(0157:H7, patdgeno para el hombre, de productos de origen bovino (Doyle y Schoeni, 1987,
Borzeyk et al., 1987), ha llevado a distintos autores a considerar a la especie bovina como un
reservorio de estirpes de ECVT patdgenas para el hombre (Borzyck gt al., 1987; Gonzalez y
Blanco, 1989; Blanco et al., 1988b; Blanco, 1991). En nuestro estudio no se ha determinado
el serotipo de las cepas de ECVT aisladas y, por lo tanto, desconomcemos si en los ovinos
y caprinos se presentan los serotipos humanos. No obstante, parece probable que asi sea
puesto que también se han aislado cepas de ECVT pertenecientes a serotipos humanos de

productos de origen ovino (Doyle y Schoeni, 1987).

Determinadas cepas verotoxigénicas de los serogrupos 05 y 0111 se han asociado con
un proceso de disenteria en los terneros (Chanter et al., 1984; Chanter et al., 1986;
Schoonderwoerd et al., 1988), en los que originan la lesién tipica de adhesidn y borrado tanto
en infecciones naturales como experimentales (Hall et al., 1985; Chanter et al.,, 1986). No
obstante la produccidén de VT no parece ser esencial para el desarrollo de la lesién. En efecto,
Tzipori et al. (1987) comprobaron, en infecciones experimentales realizadas en cerdos
gnotobidticos, que la diarrea se asocia a la lesion de adhesién y borrado pero no a la
produccién de VT y Hall et al. (1988a) reprodujeron la lesion en cerdos gnotobidticos
infectados experimentalmente con cepas de E, coli no verotoxigénicas de origen bovino. Wray
et al (1989) reprodujeron la enfermedad y las lesiones en terneros convencionales privados

de calostro con cepas productoras de VT1 y de VT2.

El 87,5% de las cepas de ECVT aisladas por nosowros produjeron alglin tipo de
colicina: el 56,25% producen colicina V (9/16) y el 31,25% otras colicinas (5/16).

Las estirpes de ECVT de origen animal constituyen un grupo heterogéneo en cuanto
a los serogrupos a los que pertenecen, al tipo de verotoxina que producen (VT1, VT2, VTe),
& los procesos clinicos a los que se asocian (diarrea, disenteria y enfermedad de los edemas
del cerdo} y a la presencia de determinadas caracteristicas relacionadas con la patogenicidad
de E,_ coli, como son la produccién de colicina V, las propiedades hemaglutinantes, la

adhesion in vitro a células intestinales y la presencia de pldsmidos de diferentes tamafios
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(Dorn gt al., 1989).

Es posible que determinadas cepas verotoxigénicas de origen animal en las que
concurran otros factores de patogenicidad, fundamentalmente la capacidad de originar las
lesiones de adhesién y borrado, puedan jugar un papel en los procesos patolégicos intestinales
de los animales, al igual que ocurre en el hombre con las cepas verotoxigénicas del grupo de
ECEH, mientras que, al mismo tiempo, otras estirpes de ECVT de origen animal formen parte

de la flora intestinal normal de los animales, sean o no patdgenas para el hombre.
2.2.2. Aislamiento de cepas productoras de CNF (ECNT).

Estirpes de E coli productoras de CNF (ECNT) se han aislado con una frecuencia alta
de terneros afectados de diarrea: en un estudio realizado en Francia (De Rycke et al., 1987)
se detectaron en el 14 % y en dos estudios llevados a cabo en Galicia en el 18 y el 21% de
los terneros diarreicos estudiados. En los pequefios rumiantes existen muy pocos datos sobre
la prevalencia de las cepas de ECNT. En el Reino Unido en los afios 1990 y 1991 se detectd
la produccién de CNF en el 9% de los aislados de origen ovino (Wray et al., enviado a
publicar). En nuestro estudio el 1.4% de las cepas de origen ovino y el 2.4% de las de origen
caprino produjeron CNF. Segun estos resultados la infeccién con estirpes de ECNT parece

ser infrecuente en las explotactones ovinas y caprinas de la zona centro de Espaia.

l.a deteccion de los CNFs, que son toxinas asociadas a las células, generalmente se
realiza a partir de extractos sonicados de cultivos bacterianos (Caprioli gt al., 1983; De Rycke
et al., 1987; Blanco gt al., 1988b). En nuestro estudio, sin embargo, s¢ han utlizado, al 1gual
que para la deteccidn de las'VTs y las LTs, sobrenadantes de cultivos bacterianos tratados con
polimixina B (10.000 U/ml) durante cuatro horas a 37°C. El tratamiento con polimixina B es
eficaz para liberar proteinas intracelulares de las bacterias gram-negativas y ha sido utilizado
para potenciar la liberacién de VTs del espacio peripldsmico de las células al medio
extraceluilar (Karmali et al., 1985a). Blanco et al. (1992b) han descrito recientemente una
modificacidn del método de deteccion en la linea celular Hela basada en el tratamiento de los

cultivos bacterianos con mitomicina C. Este método parece ser mds especifico y sensible que

164



Discusién

el ensayo en la linea celular Vero de los extractos sonicados, También es posible que la
sensibilidad del método utilizado por nosotros sea menor. Sin embargo, la baja frecuencia de
aislamiento de cepas CNF' en este estudio no parece que sea debida a la posible menor
sensibilidad del método, puesto que Wray et al. (enviado a publicar) utilizando este mismo

método detectaron un 9% de cepas ovinas productoras de CNF.

De las 12 cepas de ECNT aisladas, 11 procedian de animales diarreicos y la restante
de un cabrito sano de menos de 6 horas de vida. En ¢l estudio realizado por Blanco (1991)
en Galicia en el periodo comprendido entre 1986 y 1991 se aislaron cepas de ECNT del 21%
de los temeros diarreicos y del 35% de los sanos, siendo esta diferencia estadisticamenie
signiticativa. Este autor comprobd, asimismo, que la mayoria de las cepas de ECNT de origen
bovino producian CNF2 y que existia una asociacién estadistica entre la produccién de esta
toxina y la produccién de colicinas distintas de la colicina V. El investigador sugiere que las
cepas de ECNT productoras de CNF2 podrfan estar implicadas en los procesos septicémicos
de los terneros hipogammaglobulinémicos. En nuestro estudio no se han realizado ensayos de
seroneutralizacién y, por lo tanto, se desconoce el tipo de CNF que producen las cepas

aisladas.

El papel que las cepas de ECNT pueden desempefiar en la patogenia de los proceso
intestinales de los rumiantes recién nacidos todavia no ha sido establecido. Oswald et al.
(1989} demostraron que el CNF2 estd codificado por €l pldsmido Vir de la cepa de referencia
S5 aislada previamente de un cordero con septicemia (Smith, 1974). Las cepas de E. coli que
poseen el pldsmido Vir producen una toxina letal (Smith, 1974) y un antigeno de supertficie
(Lopez-Alvarez y Gyles, 1980) y se aislan de procesos septicémicos de corderos y terneros.
Por otra parte, el CNF1, aunque parece ser mds frecuente entre los aislados de origen humano
{Blanco, 1991), también lo producen cepas de E. coli de origen bovino (De Rycke et al.,
1987; Blanco, 1991). Esta toxina inoculada intravenosamente en cordercs de 7-10 dfas de

edad origina en los animales diarrea mucosa y trastornos neurolégicos (De Rycke, 1990).

3. Sensibilidad a los antimicrobianos.
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El tratamiento antibiStico de los procesos diarréicos de los recién nacidos contribuye
a reducir la mortalidad de los animales y la duracién del cuadro clinico de diarrea. Sin
embargo, la antibioterapia no resulta siempre eficaz debido fundamentalmente a la etiologia

pluricausal de estos procesos, en los que pueden estar implicados Cryptosporidium y rotavirus,

y al rdpido desarrollo de resistencias por parte de las cepas de E. coli frente a los
antimicrobianos utilizados (Wray y Morris, 1985). El uso indiscriminado e irracional de los
antimicrobianos en el tratamiento de los procesos diarreicos acentia el problema de las

resitencias.

En este trabajo se ha investigado la sensibilidad de 92 cepas de E. coli, todas cllas
aisladas de corderos y cabritos diarreicos, frente a 29 antimicrobianos elegidos atendiendo a
su amplia difusion en el tratamiento de los procesos diarreicos o a su reciente introduccion
en medicina veterinaria. Los antimicrobianos a los que resultaron sensibles un mayor nimero
de cepas fueron las quinolonas, sobre todo las quinolonas fluoradas (100%), y las
cetalosporinas (62-100%), mientras que las sulfamidas (7-9%) fueron los antimicrobianos
frente a los cuales resultaron sensibles un menor ndmero de cepas. Los altos porcentajes de
cepas resistentes a las sulfamidas y a las tetraciclinas encontrados se deben con toda
probabilidad al uso habitual de estos antimicrobianos tanto en el tratamiento como incluso en
la prevencidn de los procesos diarreicos en las explotaciones ovinas y caprinas. Estos elevados
procentajes son equiparables a los descritos por otros autores en cepas de E.coli de origen
bovino: del 67 al 87% de las cepas eran resistentes a las a las tetraciclinas y del 73 al 92%

lo eran a las sulfamidas (Sherwood et al., 1983: Pohl et al., 1991; Blanco et al., 1993).

La mayoria de las cepas resultaron sensibles a las cefalosporinas ensayadas. Los
porcentajes de sensibilidad oscilaron desde el 62% frente a la cefalexina, una cefalosporina
de primera generacidn, hasta el 100% frente a la ceftizoxima, una cefalosporina de tercera
generacion. En estudios realizados con cepas bovinas también se han descrito porcentajes
bajos de cepas resistentes a las cefalosporinas: Pohl gt al. (1991), en Francia, encontraron un
4% de cepas resistentes en el grupo de estirpes F5™ y un 11% en el F17° y Blanco et al.
(1993) hallaron un 13% de cepas resistentes a las cefalosporinas de primera generacién, un

2% a las de segunda y todas las cepas fueron sensibles a las de tercera generacidn.

166



Discusion

Las quinolonas fluoradas contituyen un grupo de potentes antimicrobianos de amplio
espectro que desde su introduccion en los afios 80 en medicina humana han demostrado
poseer una excelente actividad frente a las bacterias gram-negativas incluida E. coli. E1 100%
de las cepas de origen ovino y caprino estudiadas resultaron sensible a las cuatro quinololas
fluoradas ensayadas: enoxacina, enrofloxacina, esparfloxacina y ciprofloxacina. Al igual que
lo descrito por Visser et al. (1991) en cepas de E. coli de origen humano, concentraciones
iguales o inferiores a 0,062 pg/ml inhibieron el crecimiento del 90% de las cepas, excepto en

el caso de la enoxacina cuya CMI-90 fue 0,125 pg/ml.

Este grupo de antimicrobianos se han introducido recientemenie en medicina
veterinaria y no parece que su uso este todavia muy difundido en los animales de renta. El
inico trabajo, que nosotros tengamos conocimiento, en el que se ha investigado la sensibilidad
de cepas de origen animal frente a una quinolona fluorada, la enrofloxacina, fue publicado
por Pohl et al. (1991), quienes incluyeron en su estudio cepas de E.coli de origen bovino,
porcino y aviar. Un porcentaje relativamente elevado de las cepas de origen bovino estudiadas
por estos autores resultaron resistentes a la enrofloxacina: el 28% de las cepas de E. coli F17*
y el 7,7% de las septicémicas. No obstante, todas las cepas del grupo de E. coli F57 fueron
sensibles. En cepas de E. coli de origen humano se ha indicado que la sensibilidad a las
quinilonas fluoradas disminuye en las cepas resistentes al dcido nalidixico (Barry y Fuchs,
1991). Este hecho podria explicar las diferencias entre los resultados de este estudio y los
hallados por Pohl et al. (1991) en cepas bovinas, puesto que el 31 % de las cepas bovinas
F17%, el 19% de las septicémicas y el 13 % de las F5" fueron resistentes al dcido nalidixico,

mientras que el 95,5 % de las cepas estudiadas por nosostros tueron sensibles.

En el grupo de los aminoglucdsidos estudiados los porcentajes de sensibilidad de las
cepas variaron desde el 27% frente a la estreptomicina hasta el 80% frente a la gentamicina.
Estos resultados son anilogos a los obtenidos por otros autores en cepas de origen bovino y
en los que también los mayores porcentajes de cepas resistentes correspondieron a la
estreptomicina y los menores a la gentamicina (Sherwood et_al., 1983; Pohl et_al., 1991;

Blanco gt al., 1993).
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Considerando por separado los cuatro gupos de cepas estudiadas (F17%, verotoxi-
génicas, productoras de CNF y no fimbriadas y no toxigénicas -NFNT-), los mayores
porcentajes de cepas sensibles frente a los antimicrobianos ensayados se detectaron en el de
las verotoxigénicas. Por el contrario, Gonzalez y Blanco (1989) en aislados de origen bovino
detectaron mayores porcentajes de cepas resistentes entre las cepas verotoxigénicas que entre

las productores de CNF y las no toxigénicas.

En general puede decirse que las cepas de origen ovino y caprino estudiadas resultaron
sensibles en porcentajes relativamente bajos a los antimicrobianos mds cominmente utilizados
en el tratamiento de los procesos diarreicos como son las sulfamidas (<10%j), las tetraciclinas
(<30%) y la estreptomicina (<30%). Sin embargo, resultaron sensibles en porcentajes muy
elevados a los antimicrobianos de uso menos frecuente o de reciente introduccién en medicina
veterinaria como son las cefalosporinas, sobre todo la cefalosporina de tercera generacidn
ceftizoxima (100%), las quinolonas (>95%), sobre todo las quinolonas fluoradas (100%) y la
gentamicina (<80%) cuyo uso es infrecuente debido a su elevado coste y a que su

administracion via parenteral exige mayor mano de obra.
4. Nuevos antigenos.

Al estudiar las propiedades hemaglutinantes de los aislados de _E. coli en presencia
de D-manosa con eritrocitos de distintas especies animales se comprobd que un porcentaje
relativamente elevado de ellos aglutinaba los eritrocitos humanos del grupo A. Esta capacidad
hemaglutinante de los eritrocitos humanos se debia, al menos, a dos tipos distintos de
adhesinas: unas resistentes al tratamiento térmico a 60°C durante 20 minutos y otras extraibles
de las células bacterianas con dicho tratamiento @érmico. La tercera parte de las cepas HAMR"
con los eritrocitos humanos posefan este segundo tipo de hemaglutininas y en todas estas
cepas se comprobé que dichas adhesinas se expresaban a 37°C pereo no a 18°C. Ademads,

ninguna de ellas expresaba los antigenos F5, F41 ni F17.

La capacidad HAMR de las estirpes de E. cglj se debe en muchos caso a la presencia

de antigenos superficiales proteicos de estructura fimbrial (Duguid et al., 1955) que actian
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como factores de colonizacién. De hecho, 1a mayoria de los factores de colonizacién descritos

en cepas de E. coli, tanto de origen humano como animal, poseen actividad HAMR con

eritrocitos de distintas especies animales (De Graaf y Roorda, 1982).

En nuestro estudio se han detectado dos antigenos, el LC168 y el LC686, distintos de
los antigenos fimbriales F35, F41 y F17. El estudio inicial de las caracteristicas antigénicas de
las cepas de E. coli CL-168 y CL-686, ambas con actividlad HAMR con los eritrocitos
humanos del grupo A extraible por tratamiento térmico, demostrd que estas cepas posefan
antigenos comunes que se expresaban a 37°C pero no a 18°C, puesto que los sueros
policlonales producidos frente a cada una de ellas y absorbidos con su cepa homdloga
cultivada a 18°C (sueros S168 y S686) rcaccionaban con ambas cepas cuando se cultivaban
a 37°C pero no cuando se cultivaban a 18°C. No obstante, ambas cepas expresaban ademds
antigenos exclusivos de cada una de ellas, puesio que después de absorber exhaustivamente
los sueros S168 y S686 con sus cepas heterdlogas (sueros B168 y C686 respectivamentie) cada
uno de los sueros reacciond con su cepa homéloga pero no con la heteréloga. Por lo tanto,
el suero B168 detectaba uno o varios antfgenos exclusivos de la cepa CL-168, mientras que

el suero C686 detectaba uno o varios antigenos exclusivos de la cepa CL-686.

De acuerdo con los resultados de las electroforesis en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) de los extractos térmicos de las cepas CL-168 y CL-686 y posterior deteccidn
inmunoenzimdtica con los sueros S168 y B168, un antigeno presente en la cepa CL-168 que
no comparte con la cepa CL-686, y que denominamos LC168, se corresponde con una banda
proteica de un peso molecular aproximado de 19.500 daltons. El andlisis electroforético de
los extractos térmicos de la cepa CL-168 revel6 la presencia de dos bandas mayoritarias de
pesos moleculares aproximados de 38.900 y 19.500 daltons. Sin embargo, en el andlisis
electroforético de los extractos térmicos de la cepas CL-686 no se detectd banda alguna de
movilidad electroforética semejante a la de menor peso molecular de la cepa CL-168, pero
se observd una banda de movilidad electroforética semejante a la de 38.900 daltons de esta

ultima.

El suero §168 reaccion$ en los ensayos de inmunodeteccién con las dos bandas
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mayoritarias observadas en los extractos térmicos de la cepa CL-163, mientras que ¢l suero
B-168 reacciond exclusivamente con la banda de menor peso molecular. El andlisis electro-
forético de los extractos térmicos de varios aislados de campo contirmé la presencia de la
banda de peso molecular aproximado de 19.500 daltons en todos los extractos
correspondientes a las cepas que préviamente habfan reaccionado con el suero B168 y la
ausencia de dicha banda en los extractos de las cepas que habian sido negativas con dicho

Suero.

Por otra parte, un antigeno exclusivo de la cepa CL-686, denominado LC686,
probablemente se corresponde con una banda protéica de peso molecular aproximado de
40.700 daltons, puesto que, en los ensayos de inmunodeteccidn, el suero C686 reacciond
exclusivamente con una banda de ese peso molecular presente en los extractos térmicos de
la cepa CL-686. No obstante, es posible que tanto el suero B168 como el C686 reaccionen
en las células enteras con otros antigenos no extraibles por tratamiento térmico suave dado
que se trata de sueros policlonales producidos frente a las células enteras. Ahora bien, estos
posibles antigenos se expresarian solo a 37°C y serian exclusivos de cada una de las cepas,
puesto que los sueros B168 y C686 se obtuvieron absorbiendo exhaustivamente los sueros

policlonales con sus cepas homdlogas cultivadas a 18°C y con las cepas heterGlogas

cultivadas a 37°C.

En las bacterias de la cepa CL-168 caltivadas a 37° se observaron, por microscopia
electrénica, unas estructuras superfiales semejantes a fimbrias de 4-7 nm de didmetro. Sin
embargo. dichas estructuras no se encontraron en las mismas bacterias cultivadas a 18°C ni
en las de la cepa CL-686. Estas estructuras podrian corresponderse con el antigeno LC168,
puesto que este antigeno, al igual que la mayoria de las fimbrias descritas hasta el momento,
s¢ expresa a 37°C pero no a 18°C, se extrae de las células bacterianas por tratamiento
térmicos a 60°C durante 20 minutos, es de naturaleza proteica vy estd formado por
subunidades cuyo peso molecular (aprox. 19,5 Kda) es equiparable al del resto de las fimbrias
descritas (entre 17 a 31 Kda). No obstante, para confirmar este extremo es necesario realizar

estudios de inmunomicroscopia electrdnica .
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El antigeno LC686 presente en la cepa CL-686 no parece, en principio, que sea
fimbrial, puesto que no se ha observado por microscopia eletrnica estructuras semejantes a
fimbrias en las bacterias de dicha cepa. Ademds, el peso molecular de la banda proteica
reconocida por el suero C686 en los extractos térmicos de la cepa CL686 es de 40.700
daltons, superior a los pesos moleculares de las fimbrias descritas hasta el momento. Otros
autores han descrito en cepas de E. coli la expresion de adhesinas no fibriales. No obstante,
es preciso recordar que algunos antigenos clasificados en la actualidad como fimbrias se
describieron inicialmente como no fimbriales comprobandose posteriormente que se trataba
de tinos filamentos de 2-3 nm de didmetro (Gaastra y De Graat, 1982; Levine ¢t al., 1984,

Orskov et al.. 1985; Girardeau et al., 1988).

La cepa CL-245, que al igual que la CL-168 y CL-686 posee actividad HAMR con
los eritrocitos humanos que se extra¢ por tratamiento térmico suave, pOS€e uno o varios
antigenos que se expresan a 37 pero no a 18°C y que no estdn relacionados con los antigenos

LC168 ni LC686. La cepa CL-245 no fermenta la lactosa, es hemolitica y ademdas produce
CNF.

Recordemos que la cepa CL-168 mostré actividad HAMR con los eritrocitos humanos
del grupo A y que dicha actividad, al igual que el antigeno L.C168, se extrafa por tratamiento
trmico a 6(°C durante 20 minutos. A pesar de que dicha cepa se selecciond para el estudio
de posibles nuevos antigenos debide a sus propiedades hemaglutinantes, la expresion del
antigeno L.C168 no guarda una relacién directa con la actividad HAMR de las cepas que lo
expresan. En efecto, €l suero B168. que es especifico para el antigeno LC168, agluting 13 de
las 46 cepas cuyos extractos térmicos no mostraban actividad HAMR con los eritrocitos
humanos y 6 cepas cuyas células enteras no aglutinaban en presencia de D-manosa los

eritrocitos de ninguna de las seis especies utilizadas.

El antigeno semipurificado a partir de la cepa CL-168 por gelfiltracién y tratamiento
con deoxicolato sédico tenia actividad HAMR con los eritrocitos humanos. Sin embargo, en
el andlisis electroforético del preparado semipurificado se observaba, ademds de la banda

propia del antigeno LC168, otra banda mayoritaria de peso molecular aproximado de 38.900
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daltons que, en los ensayos de inmunodeteccidn, reaccionaba con el suero S168 pero no con
el suero B168, especitico para el antigeno LC168. Por lo tanto, es posible que la actividad
HAMR de la cepa CL-168 y del semipurificado se deba a otras adhesinas de naturaleza
proteica o no. De hecho, ¢l suero S168 que reconoce, ademds del antigeno L.C168, otros
antigenos distintos inhibe la actividad HAMR con los eritrocitos humanos de la preparacion
semipurifica. Desatortunadamente no pudo comprobarse st el suero B168, que detecta
especificamente el antigeno LCI168, inhibia o no la actividlad HAMR de la preparacién
semipurificada, dado que el propio suero tenfa actividad hemaglutinante, probablemente
debida a la presencia de antigenos liberados de la cepa CL-686 con la que se absorbid
repetidamente. Algunos de los antigenos fimbriales descritos en cepas de E. coli de origen
animal, como el CS31A y el F17, no poseen actividad hemaglutinante aunque las cepas de
campo que los expresan suelen mostrar actividad HAMR (Girardeau et al,, 1988; Korth et al,,
1991; Lintermans gt al., 1988). De hecho, la mayoria de las cepas de campo aisladas en este

estudio que expresaban el antigeno F17 posefan actividad HAMR.

El antigeno LC168, detectado en nuestro estudio en el 15% de los aislados de campo,
es distinto de los antigenos F5 y F41, los antigenos fimbriales que expresan las estirpes de
ECET de los rumiantes, dado que los sueros especificos frente a estos antigenos fimbriales
no reaccionaron con ninguna de las cepas LC168" y que el suero B168 no reacciond con las

cepas de referencia que expresan los antigenos F5 y/o F41.

En los dltimos afios se han descrito en cepas de E. coli enterotoxigénicas y no
enterotoxigénicas aisladas de rumiantes los nuevos antigenos fimbriales siguientes: el F17
(Pohl et al., 1983; Contrepois et al.. 1985), el CS31A (Contrepois et al., 1986; Girardeau et
al., 1988) y el F165 (Pohl e_tgl_ 1986; Fairbrother et al., 1986). El antigeno F17, que también
se ha detectado en este estudio en cepas de origen ovino y caprino, s una proteina formada
por subunidades de 20 Kda y posee estructura fimbrial de 3-4 nm de didmetro (Lintermans
et al., 1988). Aunque 6 de las cepas F17" aisladas en este estudio reaccionaron también con
el suero B168, el antigeno LC168 es distinto del F17 puesto que, por una parte, las 27 cepas
F17" restantes no reaccionaron con el suero B168 y, por otra, €l suero anti F17 no reacciond

con 102 cepas que expresaban el antigeno LC168. Ademds, las estructuras semejantes a
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fimbrias observadas por microscopia electrénica en la cepa CL-168 son morfoldgicamente
distintas a la estructura fimbrial rigida de 3-4 nm de didmetro caracteristica del antigeno F17

y observada también en este estudio en una cepa de campo F17".

A pesar de que no se han realizado estudios comparativos con los antigenos fimbriales
CS31A y F165, por no disponer de las cepas de referencia, pensamos que, dadas las
caracterfsticas descritas de estos antigenos, el antigeno LC168 es también distinto de ellos.
En efecto, el antigeno CS31A se ha caracterizado como una proteina fimbnial formada por
subunidades de 29 Kda y de 2 nm de didmetro (Girardeau gt al.,, 1988), caracteristicas que
no coinciden con las del antigeno LC168, y el F165 es, en realidad, un complejo antigénico
formado por dos subunidades prot€icas de 19 y 17,5 Kda y de estructura fimbrial de 5-8 nm,
mientras que ¢l antigeno LC168 se corresponde dnicamente con una banda de 19,5 Kda. No
obstante, para confirmar nuestra sospecha es preciso realizar estudios inmunoldgicos. Estos
estudios nos permitirfan, asimismo, comprobar si ¢l antigeno LC168 tiene relaciones

antigénicas con alguno de los otros dos.

Algunas cepas de E. coli que originan septicemia en terneros y corderos poseen el
pldsmido Vir (Smith, 1974) que codifica, ademds de una toxina, un antigeno superficial
denominado antigeno Vir (Lopez-Alvarez y Gyles, 1980). Este antigeno no se ha caracterizado
completamente, sin embargo, Contrepois gt al. (1986) detectaron en SDS-PAGE de extractos
térmicos de la cepa de referencia para el plidsmido Vir S5 (015:K+:H21) una banda
correspondiente a un polipéptido de 20 Kda, que probablemente se cotresponde con el
antigeno Vir. A pesar de que este peso molecular es semejante al del antigeno LC168
detectado por nosotros, pensamos que, también en este caso, se trata de antigenos distintos,

puesto que el suero B168 no aglutiné la cepa de referencia S5.

El antigeno LC168 es relativamente frecuente (15%) entre las cepas de E, coli aisladas
de corderos y cabritos en este estudio, aunque las estirpes que expresan este antigeno parecen
estar mucho mds difundidas en la cabafia ovina (18,5%) que en la caprina (6,28%). La
mayoria de las cepas LC168" se aislaron de animales diarreicos y en la segunda semana de

vida.
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Por el momento desconocemos si el antigeno LC168 juega algin papel en la
patogenicidad de las cepas que lo expresan. Este antigeno posee caracteristicas comunes a la
mayoria de los antigenos fimbriales descritos hasta el momento por lo que probablemente se
trate de un antigeno fimbrial. Los antigenos fimbriales constituyen factores de patogenicidad
esenciales en las cepas de E._coli capaces de originar diarrea. A través de ellos las células
bacterianas se unen a receptores especificos de la mucosa intestinal evitando asi su
eliminacién con el flujo intestinal por los movimientos peristdlticos y permitiendo la
multiplicacién de las bacterias en el intestino (Moon, 199(0; Blanco et al., 1991). Los
antigenos fimbriales también parecen jugar un papel importante en las cepas de E. coli
capaces de originar septicemia en los rumiantes. Asf, por ejemplo, la expresion del antigeno
F165 en cepas septicémicas parece estar relacionada con la capacidad de dichas cepas de
sobrevivir y multiplicarse en el torrente circulatorio (Ngeleka et al., 1993). En cualquier caso,
son necasarios estudios posteriores que permitan completar la caracterizacién del antigeno
L.C168 y determinar su posible papel como factor de patogenicidad. Estos son los objetivos

prioritarios de nuestras proximas investigaciones.

5. Caracteristicas de los procesos estudiados: analisis global de los resultados.

En esta Tesis se ha investigado la participacién de los diferentes grupos de estirpes
de E. coli descritos hasta el momento en los animales domésticos. No obstante, el estudio se
enmarca en un proyecto mucho mds amplio sobre la etiologia y la epizootiologia de los
procesos diarreicos de los corderos y cabritos recién nacidos en el que se ha investigado

también la participacion de otros enteropatdgenos como Cryptosporidium spp. y rotavirus.

La infeccién por Cryptosporidium spp. se detectd en todos los brotes diarreicos
estudiados excepto en tres (dos de ganado ovino y uno de caprino), si bien, en estos tres casos
inicamente se analizaron una o dos muestras. [.a prevalencia de la infeccién por

Cryptosporidium spp. en los corderos y cabritos afectados de diarrea en ¢l momento de la

toma de muestras fue del 81 y del 74% respectivamente (Troncoso, 1992). Sin embargo, en

ninguno de los brotes diarreicos estudiados se detect la eliminacién de rotavirus (Troncoso,
1992).
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Ya se¢ indicé anteriormente que. de acuerdo con los resultados de este estudio, la
participacién de las estirpes de ECET en los brotes diarreicos estudiados fue practicamente
nula. Este hecho no resulta sorprendente teniendo en cuenta que los procesos diarreicos
producidos por las estirpes de ECET afectan a los animales hasta los 4-5 dias de vida (y
especialmente a los menores de 2 dias) y que en los brotes estudiados la diarrea solia iniciarse
a los 4-5 dias de vida y alcanzaba las mayores tasas de morbilidad en la segunda semana de
vida de los animales. Pensamos, por o tanto, que, aunque las estirpes de ECET pueden ser
una causa importante de diarrea en los corderos y cabritos menores de 2 dias, como se ha
indicado también en el ganado bovino (Sherwood gt al., 1983), no se asocian a los tipicos
problemas diarreicos observados en las explotaciones ovinas y caprinas que afectan a los

animales entre los 4 y 15 los dias de vida.

A lo largo de la discusién se ha insistido en que deternimandas estirpes de E. ¢oli no
enterotoxigénicas son capaces de originar diarrea y disenterfa en los animales domésticos
tanto en infecciones naturales como experimentales. La produccién de citotoxinas y la
expresion de determinados factores de adhesidn se consideran posibles factores de
patogenicidad, sin embargo, los mecanismos patogénicos de las estirpes de E. coli no

enterotoxigénicas en los animales domésticos no han sido esclarecidos.

En nuestro estudio se han detectado cepas de E. coli no enterctoxigénicas que
presentan algunas de las caracteristicas consideradas como posibles factores de patogenicidad,
como la producién de citotoxinas (VT y CNF) y 1a expresién del antigeno F17. También se
ha detectado la expresion de un antigeno, distinto de los decritos hasta el momento en las
‘cepas aisladas de rumiantes_, que parace estar ampliamente ditundido entre los aislados ovinos
y caprinos y que podria ser un nuevo factor de colonizacidn. Asimismo, una proporcién
elevada de las cepas en las que no se detectaron los factores de patogenicidad investigados
producian colicina V, considerada como un marcador de patogenicidad relacionado con las

cepas de E. coli capaces de originan procesos septicémicos.

La posible participacion de estas estirpes no enterotoxigenicas, u otras todavia por

descubrir, en los procesos diarreicos neonatales de los ovinos y caprinos, bien como agentes
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gnicos © en combinacién con otros enteropatdgencs, precisa ser investigada
experimentalmente. Pensamos que, en principio, deberfa darse cierta prioridad a las estirpes

de ECAE. Estas cepas, al igual que Cryptosporidivm spp., producen las lesiones tipicas en

el intestino grueso aunque también puede afectarse el intestino delgado (Wray et al., 1989).

Las lesiones intestinales en los animales investigados por nosostros afectaban habitualmente
tanto al intestino delgado como al grueso, por lo que es posible que las cepas de ECAE esten
implicadas en el sindrome diarreico de los corderos y cabritos. De hecho, en uno de los
animales en los que se realizé la necropsis se observé por microscopia electronica la tipica

lesién de adhesién y borrado (Troncoso, 1992).

En el diagndstico etiolégico de los procesos diarreicos neonatales de los rumiantes con
frecuencia se detectan infecciones multiples con dos o mds enteropatégenos. En los estudios
de campo realizados en el ganado bovino, las infeciones mixta generalmente se han asociado
con cuadros clinicos mds graves y con tasas de mortalidad m4s altas que cuando se detectaba
un s6lo agente (Snodgrass et al., 1986, Reynolds gt _al., 1986). No obstante, en los escasos
estudios de campo realizados en los pequefios rumiantes sélo ocasionalmente se han descrito
infecciones multiples en corderos (Anderson, 1982, Ramisse et al., 1984) y cabritos (Nagy
etal., 1983, 1984 y 1987, Sanford et al., 1991). Por lo tanto, la importancia y difusién de las

infecciones mixias en estos animales se desconoce.

Por el momento los pocos trabajos experimentales realizados para investigar las
posibles interacciones entre diferentes enteropatdgenos se han centrado en ECET y rotavirus

en los terneros y en ECET, rotavirus y Cryptosporidium spp. en los corderos.

Diferentes infecciones experimentales realizadas en terneros con ECET y rotavirus
sugieren la existencia de un efecto sinérgico por el que los rotavirus favorecerian la
colonizacién por ECET sin agravar los sintomas de la enfermedad (Dubourghier et al., 1978,

Gouet et al., 1978, Runnels et al., 1980b, Tzipori et al.. 1981c). No obstante, en otro estudio

llevado a cabo en terneros Hall gt al. (1988a) observaron que, mds que un efecto sinérgico,
la coinfeccién con varios enteropatdgenos originaba un efecto aditivo de las alteraciones

producidas en diferentes tramos intestinales que desencadenaban un cuadro de malabsorcién.
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Las interacciones entre ECET, rotavirus y Cryptosporidium en corderos se han

investigado experimentalmente en tres trabajos. Tzipori et al. (1981d) empleando corderos
gnotobi6ticos encontraron que los animales de 4 o mds dfas no desarrollaban sintomatologia
clinica cuando se infectaban con ECET o con rotavirus por separado ni cuando se infectaban
conjuntamente con ambos agentes. Ademads, los corderos eran receptivos a la diarrea inducida

por Cryptosporidium spp. hasta al menos los 6 dias de edad, pero la infeccién conjunta del

pardsito con ECET o con rotavirus no agravaba la sintomatologia clinica ni las lesiones. Por
su parte, Wray et al. (1981, 1984) observaron que la coinfeccin el primer dia de vida de
corderos privados de calostro con ECET y rotavirus, a las mismas dosis utilizadas en
infecciones simples, producfa una mortalidad mayor a la inducida por las infecciones simples,
aunque no influfa en la duracion de la diarrea. La discrepancia de estos resultados con los
obtenidos por Tzipori et al. (1981d) posiblemente se deba a la diferencia de edad de los

animales utilizados.

Teniendo en cuenta los resuitados de este trabajo, y los obtenidos por el equipo de la

Dra. Gémez Bautista sobre la prevalencia de la infeccidn con Cryptosporidium spp.,

consideramos que, entre las posibles infecciones mixtas que pueden presentarse en los brotes
diarreicos que atectan tipicamente a los corderos y cabritos a partir de los 4-5 dias de vida

hasta la tercera semana, habria que destarcar fundamentalmente la de Cryptosporidium spp.

con estirpes de E. coli del grupo heterogeneo de no enterotoxigénicas. Nuestros proximos

objetivos conternplan la investigacién experimental de esta infeccién mixta.
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1. Las estirpes de E. coli enterotoxigénicas (ECET) F5° y/o F41*STa" parecen tener
una participacién escasa o nuia en 1os tipicos procesos diarreicos que afectan a los corderos

y cabritos recién nacidos en la zona centro de Espafa.

2. Un bajo porcentaje (el 0,7%) de las cepas de E._coli aisladas de corderos y cabritos
afectados de diarrea producen una toxina termoldbil que origina en las células Vero un efecto
citopdtico semejante al inducido por las enterotoxinas termoldbiles (LTs) producidas por

estirpes de ECET de origen porcino y bovino.

3. Cepas de E. coli gue expresan el antigeno fimbrial F17 se aislan con cierta
regularidad de corderos y cabritos afectados de diarrea de edades comprendidas entre los 5
y los 30 dias, siendo mds frecuente el aislamiento de estas cepas en los cabritos (8,6%) que

en los corderos (3,03%).

4. Las cepas de E. coli F17" aisladas de procesos diarreicos de los pequefios rumiantes
no pertenecen al grupo de estirpes de ECET. Una elevada proporcidon produce colicina V

(51,51%) y muestra actividad hemoaglutinante manosa-resistente (HAMR) (84,84%).

5. La infeccidn con cepas de E. coli verotoxigénicas (ECVT) y productoras de CNF
(ECNT) en los rebafios ovinos y caprinos de la zona centro de Espafia es relativamente
infrecuente. La frecuencia de aislamiento de las cepas de ECVT fue del 2.2% en los corderos
y del 1.4% en los cabritos, mientras que la de las cepas de ECNT fue del 1.4 y 2.4%

respectivamente.

6. La produccidn de colicinas es una caracteristica frecuente entre las cepas de ECVT
(87,5%) aisladas de procesos diarreicos, lo que podria indicar que las cepas de ECVT

intervienen en los procesos extraintestinales en los pequefios rumiantes.

7. Las cepas de E_coli aisladas de procesos diarreicos de corderos y cabritos son
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sensibles en porcentajes muy elevados a los antimicrobianos de uso infrecuente o de reciente
introduccién en medicina veterinaria, como la gentamicina, las cefalosporinas y las quinolonas
fluoradas mientras que son sensibles en porcentajes relativamente bajos a los antimicrobianos
m4s comunmente utilizados en el tratamiento de estos procesos, como las sulfamidas, las

tetraciclinas y la estreptomicina.

8. La capacidad hemaglutinante manosa-resistente (HAMR) con eritrocitos humanos
y/o de ternera es una caracteristica relativamente frecuente (40,17%) de las cepas de E. coli
aisladas de procesos diarreicos de los pequefios rumiantes, siendo dicha actividad

independiente de los factores patogénicos que expresan dichas cepas.

9. Una proporcidn relativamente elevada (15%) de las cepas de E. coli aisladas de los
procesos diarreicos estudiados expresan un antigeno superficial,al gue hemos denominado
LLC168, distinto de las fimbrias F5, F41 y F17. Este antigeno se expresa a 37° pero no a
18°C, se extrac por tratamiento térmico suave y se corresponde ¢on una banda proteica de
aproximadamente 19.500 Da de peso molecular, caracteristicas que le asemejan a las fimbrias

conocidas.

10. El antigeno LC168 no es hemaglutinante, si bien, un porcentaje relativamente

elevado de las cepas que lo expresan si tienen esta capacidad.
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RESUMEN.

Las diarreas de los recién nacidos es uno de los procesos mas frecuentes y la cansa de mayores pérdidas
econdmicas en las explotaciones ovinas y caprinas. Entre los miltiples agentes infecciosos implicados en su
etiologia se encuentran determinadas estirpes de E. coli.

En este estudio hemos aislado cepas de E. coli de brotes diarreicos en explotaciones ovinas y caprinas
de la zona centro de Espaiia durante ¢l periodo comprendido entre enero de 1989 y diciembre de 1991 y hemos
estudiado algunas de las caracteristicas mas relevantes relacionadas con la capacidad de E. coli de originar
diarrea.

En total se aislaron 702 cepas (495 de origen ovino y 207 caprino) de 51 brotes diarreicos (38 ovinos
y 13 caprinos). No se detect la expresion de los antigenos fimbriales F5 y F41 ni la produccién de enterotoxina
termoestable (STa), caracteristicas de las cepas de ECET de rumiantes, en ninguna de las cepas estudiadas y tan
solo ¢l 0,71% de las cepas producian un toxina termoldbil que origina en cultive celular el efecto citopatico
caracteristicos de las enterotoxinas termoldbiles (LTs) prodocidas por determinadas estirpes de ECET. Por lo
tano, la participacion de 1a estirpes de ECET parece ser escasa en los tipicos procesos diarreicos que afectan a
los corderos y cabritos de 5 a 15 dias de edad,

En nuesto estudio hemos detectado la expresion de la fimbria F17 en un procentaje relativamente
¢levado de las cepas de E. coli aisladas: el 3,03%«de las cepas de origen ovino y el 8,69% de las de origen
caprino. L.as cepas F17* s¢ aislaron todas ellas de animales diarreicos de 5 a 30 dias de edad. Estas cepas son
no enterotoxigénicas, una elevada proporcién produce colicina V (51,51%) y la mayorfa de ellas (84,84%) ticnen
actividad hemaglutinante en presencia de D-manosa {(HAMR).

De las cepas de E. coli aisladas por nosotros el 2,2% de las de origen ovino y el 2,4% de las de origen
caprino produjeron VT, La produccidn CNF se detecté en el 1.4 de las ovinas y ¢l 2.4% de las caprinas, Las
cepas toxigénicas s¢ aislaron tanto de animales diarreicos como sanos desde las primeras horas hasta la 4°
semana de vida.

La capacidad hemaglutinante en presencia de D-manosa (HAMR) parece ser una caracteristica frecuente
entre los aislados de origen ovine y caprino. Nosottos hemos detectado en cepas de E. coli de origen ovino y
caprino aisladas de los procesos diarreicos estudiados la expresién de un antigeno superfical, distino de las
fimbrias F5, F41 y F17, que se corresponde con una banda proteica de peso molecualr aproximado de 19.500
daltons y que denominamos LC168. Este antigeno parece estar ampliamente difundido entre Ja cabafia ovina
(18,5%) y caprina (6,28%).

Zn ios estudios de sensibilidad a diferentes antimicrobianos una elevada proporcién de cepas resultaron
ser sensibles a los antimicrobianos de uso menos frecuente como son las cefalosporinas (62-100%), las
quinolonas fluoradas (100%) y la gentamicina (80%), mientras que los procentajes de cepas sensibles a los
antimicrobianos mas utilizados fueron relativamente bajos {(<10% a las sulfamidas y <30% a las tetraciclinas y
a la estreptomicina).
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