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Introducción

La explotaciónde ganadoovino y caprino tiene una gran importanciadentro de la

producciónganaderaen España,como lo demuestrael hecho de queen 1986el sectorovino

aportéa la producciónfinal agraria115.067,4millonesde pesetas,lo quesignificaclii. 1 %

de la producciónfinal ganadera(BergaMongeet aL, 1990).

Los factoresque condicionanla productividadde las explotacionesovinas y caprinas

sonmúltiples y, entreellos,cabedestacarla incidenciade procesosinfecciososy parasitarios.

Por lo tanto, la luchaeficaz frentea estosprocesosinfluye decisivamenteen la rentabilidad

de las explotaciones.

La mortalidadperinataltiene unaespecialrepercusiónen la productividadpuestoque

la producciónde carnees el primer o segundoobjetivo de las explotaciones.En Españano

se han publicadoestudiosprecisossobre las causasde mortalidadperinatalen corderosy

cabritos,si bien, en general, puedeafirmarseque los procesosinfecciososson la principal

causa.

1.1. LAS DIARREAS NEONATALES EN LOS RUMIANTES

Entre los procesospatológicosque afectana los animalesreciennacidosen general,

y a los corderosy cabritoscix panicular,las gastroenteritisinfecciosasson los másfrecuentes

y los que ocasionanmayorespérdidaseconómicas(Honse, 1978; Tzipori. 1985; Holland,

1990). Las pérdidasocasionadaspor las diarreasneonatalesson consecuenciadel retrasoen

el crecimiento de los animales, de los gastos en tratamientos medicamentososy,

fundamentalmente,de la mortalidad.

La etiología de las diarreas neonataleses multifactorial y pluricausal. En su

presentacióny evolución intervienendiferentesagentesinfecciososcausalesjunto con las

variacionesindividualesde los animales (edad, estado nutricional, estadoinmune,..)y las

condicionesmedio ambientalesy de manejo (Moon et al., 1976: Morin, et al., 1976; Moon
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Introducción

et al., 1978; AcresetaL, 1979; Radotsíitsy Acres, 1983; Waltner-ToewsetaL, 1986).

La lista de enteropatógenosidentificadoscomocausantesde diarreasneonatalesen los

animalesde rentaesmuy ampliae incluye virus, bacteriasy parásitos.Entrelas bacteriasque

originan diarreaen los neonatoslas más frecuentesy las que ocasionanmayorespérdidas

económicasson Escherichiacoli y Salmonellaspp. (Honse, 1978; Tzipori, 1985; Holland,

1990).Tambiénsehanidentificadoscomo causadeenfermedadentéricao diarreaClostridium

nerfringens(Tzipori, 1985),Bacterioidesfragilis (Borderet al., 1985;Myersy Shoop,1987),

Campylobacterspp. (Firehammery Myers, 1981; Prescott y Monroe, 1982; Myers et al.,

1984) y Yersinia enterocolitica(Myers et al., 1984).

Los virus principalmente implicados en las diarreasneonatalesde los animales

domésticosson los rotavirusy los coronavirus(Plewetty Woode,1978;House,1978;Torres-

Medina et al., 1985; Bridger y Pocock, 1986). Otros virus identificadoscomo causantesde

diarreasneonatalesson: togavirus,parvovirus,calicivirus,adenovirus,bredavirusy astrovirus

(Holland, 3990).

Entre los parásitos,Cryptosporidiumvarvum esel principal responsablede diarreas

neonatales(Holland, 1990).

Lamayoríade los enteropatógenosno producensintomatologíaclínicaen los animales

adultos.Esto, junto con el hecho,relativamentefrecuente,de que los diferentesagentesse

detectantambiénen neonatossanos,pone de manifiestola importanciade los otros factores

en la aparicióny evoluciónde la enfermedad.

Entrelos factoresligadosal animal,el estadoinmunejuegaun papelmuy importante

en el desarrollode estosprocesos.Los rumiantesson inmunocompetentescuandonacen.No

obstante,las respuestasque su sistemainmune generafrente a los estímulos antigénicos

(inmunidad activa) suelenser tardíasy a menudoineficacesparacombatir las infecciones

(Tizard, 1987).Por lo tanto, la inmunidadde los reciennacidosdependecasiexclusivamente

de la transferenciade inmunoglobulinasmaternasa través del calostro(inmunidad pasiva)

2



Introducción

(Sawyeret al., 1977; Hopkinset aL, 1984).

La inmunidadpasivaadquiridapor los neonatosdependede la cantidady calidadde

las inmunoglobulinaspresentesen el calostroy de la adecuadaabsorciónde las mismaspor

el reciénnacido (Selman,1973).El epitelio intesinalpermanecepermeablea la absorciónde

inmunoglobulinasdurantelas primeras24 horasde vida en los terneros(Penhaleeta]., 1973)

y duranntelas primeras48 horasen los corderos(Halliday y Williams, 1976). No obstante,

la absorciónde las inmunoglobulinasesmáseficaz durantelas primerashorasde vida, por

lo que los corderosdebenrealizarmásde unatoma durantelas primeras6 horasparaque la

concentraciónde las inmunoglobulinasséricasseaadecuada(Halliday y Williams, 1976).

La ingestión de las cantidadesadecuadasde calostroen las primerashorasde vida,

ademásde proporcionarprotección,aportanutrientesy factoresde crecimientoqueestimulan

el desarrolloy diferenciacióndel tubo digestivo,especialmentedurantelas primeras24-48

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

Las condicionesmedio ambientalesadversasy las deficienciasen el manejo de los

animalesse consideran,desde estudios muy tempranos,factores que juegan un papel

importanteen la aparición,difusión y evolución de los procesosdiarreicosen los rumiantes

(Inglis, 1960; Loosmore,1964;Wray y Thomlinson, 1975).No obstante,en muchoscasosel

gradode influenciade estosy otros factoresextrínsecoses difícil de precisar.

La gravedady duraciónde los brotes diarreicos, por lo tanto, están influenciadas,

ademásde porla virulenciadel agenteo agentesimplicados,poruna ampliagamadefactores

intrínsecosy extrínsecos.
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1.2. ETIOLOGIA DE LAS DIARREAS NEONATALES DE LOS CORDEROS

Y CABRITOS

En el apartadoanteriorseha destacadoel caráctermultifactorial y pluricausalde las

diarreasneonatales.Sin embargo,con frecuenciaestosprocesosseclasificanatendiendoal

agenteinfecciosoimplicado. En la revisiónque sigueseha adoptadoestecriterio etiológico,

por su mayor sencillez, si bien es necesarioconsiderarque en los brotes diarreicos con

frecuenciaintervienenmásde un enteropatógeno.

La participación de los diferentesagentesinfecciososen las diarreasneonatalesde

ternerosy lechonesha sido ampliamenteestudiadaen los últimos alias. Comparativamente,

sin embargo,son muy pocoslos estudiospublicadossobrela etiología y la epidemiologíade

las diarreasen corderosy cabritos.A pesardelos escasosestudiosrealizadosen los rumiantes

pequeños,o quizásprecisamenteporello, en la literaturacon muchafrecuenciaseasumeque

los agentesinfecciososimplicadosen las diarreasneonatalesde los pequeñosrumiantesson

los mismos encontradosen los terneros.De ahí que, en estarevisión, se hagareferencia

frecuentea datos publicadossobreganadovacuno.

Los enteropatógenosmás frecuentementeasociadosa las diarreasneonatalesde los

pequeñosrumiantesson los rotavirus, Crvntosuoridium spp. y E. coli enterotoxigénico

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

Los rotavirussonunade las causasmásimportantesde diarreaen neanatasde muchas

especiesanimales(Holland 1990). Mebuset al., en 1969, describieronpor primeravez la

participaciónde estosvirus en diarreasde ternerosreciénnacidos.Enla décadade los setenta

sedemostróla intervenciónde los rotavirusen diarreasde corderos(McNulty £I2L~ 1976;

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

Los rotavirussedividen en 7 grupos(serogrupos)denominadosconletrasmayúsculas

de la A a la G (Pedleyet al., 1986; Burnset al., 1989). Los rotavirusdel grupoA son los

mejor conocidosy los más frecuentementeasociadosa las diarreasen el hombrey los
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animalesrecién nacidos.Tienenun antígenocomún o de grupoy, a su vez, se dividen en 9

serotipos.Los restantesgrupos,que no compartenel antígenocomúndel grupoA, por lo que

no sedetectancon los ensayosinmunológicosconvencionales(ELISA, lE) desarrolladospara

la detecciónde los rotavirusdel grupoA (Bridger, 1980; Saifet al.. 1980),seconocencomo

rotavirusatípicos.Estosrotavirus atípicossehanestudiadomucho menosque los del grupo

A dado que no se replicanfácilmenteen cultivos celulares.

Los rotavírus asociadosa las diarreasneotalesde los rumiantespertenecena los

serogruposA y B, si bien los del grupoA sonmásimportantesdinicamentey presentanunas

prevalenciasde infecciónmáselevadas(Snodgraseí al., 1977a;Snodgrassy Gray, 1977;Ihara

et aL, 1983; Chaseyy Bands, 1984; Chaseyy Davies, 1984; Fijtman et al., 1987; Iheil y

McCloskey, 1989).En ovinos y caprinosexistenpocosestudiossobrela prevalenciade cada

uno de estosgrupos.No obstante,segúnlos resultadosde algunosestudiosla prevalenciadel

grupoB podríaserimportante,almenosen algunospaíses.Así, porejemplo,Chaseyy Banks

(1984)en un estudiorealizadoen Inglaterray Galessobre138 casosde diarreaen corderos

detectaronratavirusdel grupo B en 17 casosy, sin embargo,en ningún caso detectaron

rotavirus del grupo A. Por otra parte, en hecesde ganadocaprino no se han detectado

rotavirus diferentesal grupo A, pero se han encontradoprevalenciasaltas de sueroscon

anticuerposfrente al grupo E (Brown et al., 1987).

La infeccióncon rotaviruspuedeserasintomáticao dar lugara sintomatologíaclínica

de intensidadvariable(Tzipori et al., 1980b;Crouchy Acres, 1984;Dea£L~~ 1985; Bridger

y Pocock, 1986).En ternerosse ha descritoque las variacionesen la presentaciónclínica de

la enfermedaddependende una seriede factoresque incluirían la virulenciade la cepade

rotavirusimplicada,la dosisinfectante,la edaddel hospedador,la existenciade infecciones

mixtas, las condicionesmedioambientalesy de manejo adversasy el estadonutricional e

inmunitario de los animales(Mebus et al., 1977; Acresy Babiuk. 1978; McNu]ty y Logan,

1983; Radostitsy Acres, 1983; Tsunemitsuet al., 1989).

La receptividad a la infección por rotavirus, al igual que sucedecon los otros

enteropatógenosasociadosa las diarreasneonatales,disminuyecon la edad. Tzipori et al.
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(1981d) en corderosgnotobióticosinfectadosexperimentalmentecon rotavirus pusieronde

manifiesto que los animales de 4 o más días de edad desarrollabansólo una infección

subclínica,mientrasque los corderosde 2 díasdesarro]labanla enfermedad.En otro estudio,

Snodgras~ (1976a)infectaroncorderosgnotobióticosel primeroy el décimosegundodía

de vidacomprobandoqueen los primerosseproducíadiarreay deshidratacióngrave,mientras

que en los infectadosel décimosegundodía de vida únicamenteaparecíauna diarrea leve.

Además, en los corderosinfectadasel primer día de vida eliminabanvirus por las heces

durante6-7, en tanto que los infectadosel décimosegundolo hacíansolo uno o dos días.

La presentaciónclínica de la infecciónpor rotavirussecaracterizapor diarreaacuosa

intensa, anorexia,depresióny deshidratación,y, en los casos más graves, los animales

mueren.Las lesionesoriginadaspor los rotavirusselimitan generalmenteal intestinodelgado

dondeinfectanlas célulasapicalesde las vellosidadesintestinales.Estooriginala destrucción

de las célulasepitelialesmadurasque son sustituidaspor células inmaduras(Moon, 1978;

Woodey Crouch, 1978;Woodeet al., 1978; Argenzio, 1985).Las vellosidadesseatrofian y

se reducen las funciones absortivasy enzimáticasdesencadenandola diarrea por un

mecanismode mala digestióny malabsorción(Moon, 1978;Woodey Crouch, 1978; Woode

et al., 1978).

La sintomatologíay las lesionesoriginadaspor los rotavirusatípicosson similaresa

las inducidaspor los rotavirusdel grupoA (Bohí al 1982; Askaay Bloch, 1984;Chasey

y Banks, 1986),exceptoen la formación de sincitiosen las célulasepitelialesinfectadasque

seconsideraunalesión específicade los rotavirusdel grupoB (Chaseyy Banks, 1986).

La participaciónde otros virus distintosa los rotavirusen las diarreasneonatalesde

corderosy cabritosseha descritoen muy pocoscasos.Los coronavirus,queconstituyenuna

de las principalescausasde diarreaenganadovacuno,sehan detectadomuy ocasionalmente

en ovinos y caprinos(Tzipori , 1978; Snoodgrass , l98Ob; Pass al 1982; Nagy

, 1983).Porotraparte,en dos estudiossehan detectadoastrovirusen corderosafectados

de diarrea(Snodgrassy Gray, 1977b;Wray al 1981).
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El protozooCryptosporidiumspp. fue consideradopor primeravez como un agente

causalde diarreaen un ternero por Pancieraet al. en 1971. Posteriormenteseha asociado

a gastroenteritisy diarreaen una granvariedadde especiesanimalesy en el hombre(Holland,

1990). En los primerostrabajosse discutíasu papelcomoagentepatógenoprimario en los

procesos diarreicos debido a que frecuentementese detectaba asociado a otros

enteropatógenostanto en terneros(Meuten et al., 1974; Pohlenzet al., 1978b; Snodgrasset

al 1980b)como en corderos(Barker y Carboneil,1974; Eergetal., 1978). Actualmente,los

estudios epizootiológicos y experimentalespermiten considerarlecomo un importante

enteropatógenoasociadoa las diarreasneonatalesde los rumiantesrecién nacidos(Holland.

1990). C. yarvum es la especie que origina gastroenteritisy diarrea en los animales

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

Aunque la infeccióncon Crvntosporidiumspp. habíasido descritaen corderoscon

diarreapor Barker y Carbone]len 1974 y por Berg ci al. en 1978, la primera asociación

causalcon la diarreaen corderosfue estableciday comprobadaexperimentalmenteen 1981

porTzipori et al. (198lb). En cabritosla infecciónporCrvutosuoridiumspp. se describiópor

primeravez por Masonet al. en 1981 y posteriormentese denunciaronotros brotes(Tzipori

et al. 1982b; Matoveloet al., 1984; Nagy etal. 1984; Rossangioet al., 1987).

En Españala primera descripción de la infección por Crvvtosuoridium spp. en

corderosy cabritosreciénnacidosfue realizadapor Rojo Vázquezet al. en 1985.Los trabajos

publicadosposteriormentehanpuestode manifiestounaampliadistribucióngeográficade esta

parasitosisen nuestropaís y unastasasde prevalenciamuy elevadas(Gonzalez-Hidalgoy

Respaldiza-Cardeñosa,1987;Rojo Vázquez, 1987; Villacortaet al., 1987; Clavelet al.,

1989; GomezBautistaetaL, 1989).

La criptosporidiosis se presenta únicamente en animales recién nacidos o

inmunocomprometidos.Experimentalmentese ha comprobadoque existendiferenciasen la

receptividada la criptosporidiosisrelacionadascon la edadde los animales:las infecciones

realizadasel primer díade vida danlugaraperiodosde incubaciónmáscortos,patenciasmás

largasy cuadrosclínicosmásgravesquelas realizadasen la segunda,tercerao cuartasemana
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de vida (Tzipori et aL, 198 Ib; Anderson, 1982); los corderosde un mes de vida pueden

infectarsepero no desarrollansintomatologíaclínica y la eliminación de ooquistesen las

hecesdurasólamenteuno o dos días (Tzipori et al., 198 ib). No obstante,los corderosson

receptivosa la criptosporidiosisduranteperíodosmás largos que a la diarreaoriginadapor

la infección con rotaviruso Escherichiacoli enterotoxigénico(ECET) (Tzipori etal, 1981).

Los cuadrosmásgravesseproducenen corderosde 5 díasde edad (Tzipori et al.. 1 981d y

1982, Anderson,1984), mientrasque la diarreaoriginadapor rotavirusy ECET seproduce

en corderosmenoresde 2 díasde vida (Tzipori et al., 198 íd).

La sintomatologíaclínica originada por C. oarvum no presentacaracterísticas

especificas.La diarreaes el signo más constantey se acompañade anorexia,depresión,

deshidratación,emaciacióny, en los casosmásgraves,de la muertede los animales(Tzipori

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

En los animalesmuertosse observamacroscópicamentedistensióndel abomaso,con

presenciade leche coagulada,y un contenido intestinal acuoso y amarillento. La mucosa

intestinal se encuentra hiperémica, pero no hemorrágica, y las lesiones se limitan

generalmenteal intestinodelgadoaunqueel ciegopuedeaparecerdilatadoy con contendio

líquido. Los gánglios linfáticos mesentéricosestánaumentadosde tamaño,congestivosy

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

Las lesioneshistológicassecaracterizanpor atrofia y, frecuentemente,fusión de las

vellosidades.En las vellosidadesafectadasel epitelio columnarestásustituido por células

inmadurascuboideso redondeadas.Entre las vellosidadesse observanadheridosdistintos

estadosde desarrollodel parásito(Pohlenzet al., 1978ayb; Angus etal. 1982; Tzipori et al.,

1983; Anderson, 1984; Heme al 1984; Argencio et al., 1990). Las lesionesafectan

generalmenteal intestinodelgadoen suparte distal, yeyunoe íleon, aunquetambiénpueden

apareceren el intestino grueso, fundamentalmenteen ciego y colon, donde la imagen

histopatológicaes similar (Hemeet al., 1984).

Los mecanismospor los cuales C. parvum provoca la diarrea no se conocen
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totalmente.Las lesioneshistopatolégicasobservadasen el intestinodelgadoinducenla pérdida

de funciónde las vellosidadesoriginandoalteracionesde la digestióny de la absorciónde los

nutrientes(Tzipori, 1988).

La participaciónde E. coli enterotoxigénico(ECET) y otrasestirpesde E. coli en las

diarreasneonatales,al serel objeto de estudiode estatesis,serevisa detalladamenteen los

siguientesapartados.

La intervenciónde otras bacteriasdistintasde E. coli en la etiología de las diarreas

neonatalesde los pequeñosrumiantesno se ha establecidocon claridad.Así, porejemplo,

Salmonellaspp.y Clostridiumperfringenssehanasociadoa cuadrosentéricosen los corderos

y cabritosreciennacidos,perono suelenconsiderarsecomo agentesetiológicosdel ‘síndrome

diarreico del recién nacido’ debido a que originan procesoscon característicasclínicas y

epideniiológicasbien definidasy a que su participación no se limita al periodo neonatal

(Tzipori, 1985).

En el diagnóstico etiológico de brotes diarreicos neonatalesen rumiantes con

frecuenciasedetectaninfeccionesmúltiplescon dos o másenteropatógenos.En los estudios

de campolas infecionesmixtas generalmentese asociana cuadrosmásgravesy a tasasde

mortalidadmásaltasque cuandose detectaun solo agente(Snodgrassetal., 1986, Reynolds

et al., 1986).

Diferentesinfeccionesexperimentalesrealizadasen terneroscon ECET y rotavirus

sugieren la existenciade un efecto sinérgico por el que los rotavirus favoreceríanla

colonizaciónporECET sin agravarlos síntomasde la enfermedad(Dubourghiergj~j, 1978;

Gouetet al., 1978; Runnelset al., 1980b;Tzipori et al., 198le). No obstante,en otro estudio

llevado acabo en ternerosHall et al. (1988a)observaronque, más que un efecto sinérgico,

la coinfección con varios enteropatógenosoriginaba un efecto aditivo de las alteraciones

producidasen diferentestramosintestinalesquedesencadenabanun cuadrode malabsorción.

En condicionesde camposólo ocasionalmentesehan descritoinfeccionesmúltiples

9
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en corderos(Anderson,1982; Ramisseet al., 1984) y cabritos(Nagy etal., 1983, 1984 y

1987; Sanfordet al., 1991).Por lo tanto, la importanciay difusión de las infeccionesmixtas

en estosanimalessedesconoce.

Las posiblesinteraccionesentreECET, rotavirusy Crvptosporidiumencorderossehan

investigadoexperimentalmenteen tres trabajos.Tzipori etal. (1981d)empleandocorderos

gnotobióticosencontraronque los animalesde 4 o másdíasno desarrollabansintomatología

clínica cuandose infectabanconECET o con rotaviruspor separadoni cuandose infectaban

conjuntamenteconambosagentes.Además,los corderoseranreceptivosa la diarreainducida

por Crvptosporidiumspp.hastaal menoslos 6 díasde edad,pero la infección conjuntadel

parásitacon ECET a con ratavirusno agravabala sintomatologíaclínicani las lesiones.

Wray etal. (1981, 1984) observaronque la coinfección el primer día de vida de

corderos privados de calostro con ECET y rotavirus, a las mismas dosis utilizadasen

infeccionessimples,producíaunamortalidadmayora la inducidapor las infeccionessimples,

aunqueno influía en la duraciónde la diarrea.La discrepanciade estosresultadoscon los

obtenidospor Tzipori 4..4. (1981d)posiblementese debaa la diferenciade edad de los

animalesutilizados.

¡.3. ESCHERICHIA COLI

E. coli esun bacilocorto,Gram-negativo,no esporulado,móvil o inmóvil y anaerobio

facultativo pertenecientea la familia Enterobacteriaceae

.

El hábitatprimariode E. coli esel tractogastrointestinal,y principalmenteel intestino,

de los mamíferosy las aves.La bacteriaseencuentramuy difundidaen la naturaleza,sobre

todo en el suelo, el agua y los alimentos, generalmente como consecuenciade

contaminacionesfecales.

E. coli colonizay seestableceen el tracto intestinalen las primerashorasde vida de

los animales.La mayoríade las cepasno sonpatógenasy formanpartede la flora saprofita
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normaldel intestino,pero determinadasestirpesposeendistintos“factoresde patogenicidad”

que les confieren la capacidadde producir diferentesprocesosclínicos tanto en el hombre

como en los animales:infeccionesentéricas,septicemias,infeccionesdel tracto uninario,

mamitis, infeccionesde heridas,meningitis, etc.

Desdehacemuchosañoslas investigacionesse hanorientadohacia la diferenciación

entrelas cepaspatógenasy las comensales.Un primer avanceimportanteen estesentidofue

la clasificación serológica propuestapor Kauffman en 1947 basadaen los antígenos

superficialesde la bacteria.Estosantígenossonlos O o somáticos,que sonlipopolisacáridos

complejos (LPS) que forman parte de la membranaexterna, constituyenla endotoxina

bacterianay no se inactivana 1210C, los K o capsulares,que son polisacáridosácidosque

forman una envoltura o cápsulaalrededorde la bacteria,y los H o flagelares,que son de

naturalezaproteica y se inactiva a 1000C. Hasta el momento se conocenal menos 171

antígenos0, 103 antígenosK y 56 antígenosH. Cadaserotipovienedefinido porsufórmula

O:K:H y, aunqueexitenmultitud de serotiposdistintos,cadauno de los procesosproducidos

por E. coli seasociaa un númerorelativamentereducidode serotipos(Morris y Sojka 1985).

De ahí el interés, desdeel punto de vista epidemiológicoe incluso diagnóstico, de esta

clasificaciónserológica.

Los distintos serotipos,además,tienen cierta especificidadde hospedador.Así, por

ejemplo, los serotiposque originan enfermedadesen el hombreson distintos de los que

ocasionanprocesospatológicosen los animalesdomésticosy, entreestos,son diferenteslos

serotiposimplicadosen enfermedadesdel cerdo de los que ocasionanprocesospatológicos

en ternerosy corderos.No obstante,los serogruposimplicadosen enfennedadesde terneros

y corderosson los mismos (Sojka, 1971; Monis y Sojka 1985; Wray y Monis, 1985).

En las últimas décadaslas investigacionesse han centradoen buenamedida en el

estudiode los factoresque determinanla patogenicidadde las estirpesde E.coli implicadas

en los diferentesprocesospatológicos.Los factorespatogénicosmejor conocidoshastala

fechapuedenclasificarseen dos grandesgrupos: la expresiónde factoresde colonizacióny

la producciónde toxinas.
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1.3.1. ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR E. COLI EN LOS ANIMALES

DOMÉSTICOS

Los procesosproducidos por E. coli en los animales domésticosse denominan

tradicionalmente colibacilosis. En función de la presentación clínica y las lesiones

anatomopatológicassereconocendosformasprincipales,queafectanfundamentalmentea los

animalesjóvenes,una entéricay otra sistémica.La bacteriaproducetambiénmamitisen las

vacas(Monis y Sojka 1985).

La colibacilosisentéricapuedea suvez subdividirseen dossíndromesprincipales:la

diarreacolibacilar, tambiéndenominadadiarreaneonatalpor E. coli, y la toxemiacolibadilar.

En ambos casos hay una intensa proliferación en el intestino de las cepas de E.coli

implicadas,pero las bacteriaspermanecenlocalizadasen el tracto intestinal, aunqueen los

estadiosterminalespuedeninvadir otros órganos.

La diarreaneonatal,queesla colibacilosisentéricamásfrecuente,estáocasionadapor

cepasde E. cali productorasde enterotoxinaslas cualesdan lugar a un aumentoneto de

secreción de líquidos a la luz intestinal. De la diarrea neonatal y de los factores de

patogenicidadde las cepasresponsablesnosocupamosampliamentemás adelante.

La toxemiacolibacilar es un procesoocasionadopor la absorciónde la endotoxina

(LPS) que puedeestarasociadoacepasde E. cali enterotoxigénicaso no enterotoxigénicas.

Los animalesmuerenrepentinamentesin otrasmanifestacionesclínicas.Estaenfermedadno

es frecuente en los terneros,corderosy lechonesrecien nacidos,pero es un problema

importanteen los cerdostras el destete.En estaformaentéricase incluye la enfermedadde

los edemasdel cerdo.

En la colibacilosissistémica,que afecta frecuentementea terneros,corderosy aves,

las bacteriasatraviesanla mucosaintestinalo respiratoriay pasanal torrentecirculatorio.Esta

invasiónpuededar lugara unainfeccióngeneralizada(septicemiacolibacilaro coisepticemia)

o a infeccioneslocalizadastales como meningitis y/o artritis en terneros y corderos y
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aerosaculitisy pericarditisen las aves.

En el ganado vacuno la forma sistémica generalmente afecta a animales

hipogammaglobulinémicosen los primeros días de vida. El proceso es agudo y

frecuentementemortal.Los animalesafectadospuedenpresentardiarreaantesde morir pero

éstano esconstante.En algunosanimalesel procesoseprolongay las bacteriasselocalizan

con predilecciónen las articulacionesy las meningescausandopoliartritis yio meningitis.

La colibacilosissistémicaen los corderospresentaunascaracterísticasmuy similares

a la de los terneros.Ademáslos serotiposresponsablesson los mismosque los que afectan

a los corderos:078:K80 (el más frecuente),0137:K79, 015:K, 035:K, 0115:K, 0117:K98,

0119:K, 026:K60 y 086:K61 (Monis y Sojka 1985).

Los mecanismosde patogenicidadde las cepassepticémicasno se conocencon

precisión.No obstante,un alto porcentajede las cepasaisladasde terneros,corderosy aves

portan un plásmido que codifica la colicina y y otras cepasprocedentesde ternerosy

corderostienenotro plásmidodenominadoVir (Smith, 1974).La presenciade estosplásmidos

seha relacionadocon la capacidadde las cepasparaproducir septicemia.

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

DIARREA

Las estirpesde E. cali capacesde producir diarreaconstituyenun grupo heterogéneo

en función de los factoresde patogenicidadqueexpresan,de los mecanismosde interacción

con la mucosaintestinal, de los cuadrosclínicos que originany de los serotiposa los que

pertenecen.Atendiendoaestascaracterísticas,Levine,en 1987,clasificólas cepasde E. cali

capacesde producir diarreaen el hombreen cuatrocategoríasprincipales:enterotoxigénicas

(ECET), enteroinvasivas(ECEI), enteropatógenas(ECEP) y entrohemorrágicas(ECEH)

(Levine, 1987). Este autor consideróademásuna quinta categoríapeor definida a la que

denominó E. coli enteroadherentes(ECEA) (Levine, 1987), y que posteriormentese ha

denominadopor otros autoresE. cali enteroagregativos(Vial etal., 1988).
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El grupo de ECET esel mejor conocidoy en él se incluyen las cepasque producen

enterotoxinas(quesonlas quedesencadenanladiarrea)y que generalmenteposeenunao más

fimbrias por las que sefijan a los enterocitos.

LasestirpesdeECEI invadeny proliferanenlas célulasintestinales,fundamentalmente

del colon, originando un cuadrodiarréico clinicamente similar al producido por Shigella

dvsenteriae(DuPont, 1971). La capacidadinvasiva, al igual que en Shigella, reside en la

presenciade un plásmido de 140 MDa (Harriset al., 1982) quecodifica la producciónde

variasproteínasexternasde membrana,semejanteso idénticasa las de Shi2ella(Hale et al.,

1983).Las cepasde ECEI generalmenteson inmóviles y no fermentanla lactosalo que las

asemejatambiéna Shiaella. Además,ambasbacteriasmuestranmuchasreaccionescruzadas

entresus antígenosO (Edwardsy Ewing, 1972; Orskovet al., 1977).

La categoríadeECEPincluyedeterminadosserotiposquefueronepideniiológicamente

responsabilizadosde gravesepidemiasde diarreainfantil en los años50 (Neteretal., 1955)

y que, posteriormente,se comprobóque no producíanenterotoxinasni poseíancapacidad

invasiva(Sacka al., 1975,Grosset al., 1976,Echevarriaa al., 1976,Goldschmid y DuPont,

1976, Gurwith et al., 1977). La capacidadpatógenade estos serotipos se comprobó

experimentalmenteen voluntarios, en los que producían diarrea por un mecanismo

desconocidohastaentonces(Levine et al., 1978).

Lascepasde ECEPseadhiereníntimamenteala membranade los enterocitos(Levine

y Edelman,1984) y producenuna lesión ultraestructuraltípica denominadade adhesióny

borrado(‘attaching-effacing”),que secaracterizapor la destrucciónde las microvellosidades

sin que existapenetraciónen los enterocitos(Polotskyet al., 1977).

Cravioto et al., en 1979, observaronquelas estirpesde ECEPtenían lacapacidadde

adherirsea Jas células Hep-2 en cultivo celular. Posterionnentese comprobó que esta

capacidadsedebíaa un factor de colonización,al que sedenominófactor de adherenciade

ECEP (EAF, en sus siglas inglesas),que estabacodificado por un plásmido de 60 MDa

(Baldini et al., 1983).Nataroetal., en 1985,dividieron lasestirpeshumanasde ECEPen dos
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clasesen función del modelo de adherenciade las bacteriasa las células Hep-2: la clase1

presentaun modelo de adherencialocalizado y la claseII un modelo difuso o no adherente.

En 1982,Riley ~ describieronun brotede colitis hemorrágicaclínicamentedistinto

de los originadosporShi2ella o las estirpesde ECEI. El agentecausalera unacepade E.coli

del serotipo 0157:147,serotipoque no se habíareconocidopreviamemtecomo causantede

diarreaen el hombre.Posteriormentesecomprobóque dicho serotipoproducíatambiénen

el hombreel síndromeurémicohemolítico(HUS,cn sussiglasinglesas)(Karmali et al., 1983)

y queel serotipo026:Hll eraclínicay epidemiológicamentesemejanteal 0157:147(Levine

1987). Ambos son los serotiposclásicosdel grupo de ECEH. Las estirpesde estegrupo

aisladasdel hombre producen potentescilotoxinas (denominadasverotoxinas o toxinas

semejantesa la Shiga)activasen las célulasVero y HeLa (Jonhsonet al., 1983) y poseen

un plásmido de 60 MDa que codifica la expresiónde una fimbria que media la adhesióna

las células intestinalesHenle 407 en cultivo celular (Karch et al., 1987). Al igual que el

grupo de ECEP, las cepasde ECEH se adhierenintímamente a la mucosaintestinal y

producenunalesión semejante(Tzipori 4.ft, 1986).

Aparte de la clasificación de Levine, en la literatura se empleancon más o menos

frecuenciaotrasdenominacionesparareferirsea gruposde estirpesde E. cali patógenospara

el hombrey los animales.Entreellascabedestacarlas siguientes:E. coli “attaching-effacing”

(ECAE), queincluye las cepascapacesde adherirsea la mucosaintestinaly producirla típica

lesión de borrado,E. cali verotoxigénicos(ECVT), que englobalas estirpesproductorasde

verotoxinasy E. cali necrosantes(ECNT), que comprendelas cepasproductorasde factores

necrosantescitotóxicos.

En el casode las cepasde E. coli productorasde diarreaen los animalesdomésticos,

la clasificaciónde Levine, como seexponea continuación,esaplicablesólo parcialmente.

La importanciade las estirpesde E. cali enterotoxigénicas(ECET) como agentes

causalesde diarreasneonatalesen rumiantesy cerdosestáampliamentereconocida.De hecho,

fue en medicinaveterinariadondeprimero se descubrióel mecanismopatogénicode las
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estirpesenterotoxigénicas:Smith y Halís, en 1967, demostraronque inyectandofiltrados de

cultivo de cepasde E.coli aisladasde diarreasde lechonesseproducíauna acumulaciónde

líquidos en el intestinode los cerdosinoculados(Smithy Halís, 1967a).Tambiénen cepas

aisladasde cerdossedecribió el primer antígenofimbrial (KSS) (Orskov et al., 1961) y su

asociacióncon la capacidadde las cepasque lo expresabande proliferar en el intestino

delgado(Moon et al., 1972). Mástarde,se demostrólaproducciónde enterotoxinasen cepas

de origen humano(Sack~ 1971 yDeanetal., 1972), muy semejantesa las de las cepas

porcinas(Gilí eta].,1981) y la expresiónde antígenosfimbriales (Evans~LgJ, 1975).

En los animalesdomésticos,sin embargo,no sehan encontradocepasqueposeanel

mecanismoenteroinvasivo,aunquese ha descritouna cepade E. coli aisladade un ternero

con diarreacon capacidadinvasiva(Pohí ~ 1983).

Porotra parte,en medicinaveterinariael término enteropatógenoshistóricamentese

ha utilizado para referirse a las estirpesde E. coli que producíancolibacilosis entéricae

incluso sistémica(Holland, 1990). Por lo tanto, dicha denominaciónaplicadaa las cepas

animalesno ha tenidotradicionalmenteel caracterrestrictivoy bien definido del casode las

estirpeshumanas.

No obstante,en los últimos años se ha encontradoen animalesafectadosde diarrea

la lesión típica de adhesióny borrado (Cantcyy Blake, 1977; Hall et al., 1985; Moxley y

Francis, 1986). Asimismo,tambiénse hanaisladode distintos animalesdomésticosestirpes

de f~sQii productorasde citotoxinas: verotoxinasy factorescitotóxicos necrotizantes(De

Rycke, 1991; Blancoet al., 1992c). Aunquealgunasde estascaracterísticaspermitiría, en

principio, catalogaríascomoECEPo ECEH segúnla clasificaciónde Levine, con frecuencia

se acostumbraa referirse a ellas con la denominaciongenéricade “no-enterotoxigénicos”

(Okerman,1987;Holland, 1990)paradiferenciarlasde lasestirpesenterotoxigénicasclásicas

bien conocidasen los animales.Pensamosque, al menospor el momento,estecriterio es

adecuadopuestoque los estudiossobredichasestirpesanimalesson todavíalimitados.
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1.4. E. COLI ENTEROTOXIGENICOS (ECET)

1.4.1. Factoresde patogenicidad

Las cepasde ECET poseendos propiedadesfundamentalesque les confieren la

capacidadde originardiarrea:la expresiónde factoresde colonización,a travésde los cuales

se unen a la mucosaintestinal, y la elaboraciónde enterotoxinasque alteranel transporte

intestinal de aguay electrolitos.

1.4.1.1. Factoresde colonización de la mucosaintestinal: fimbrias

1.4.1.1.1.Concepto

Los factoresde colonizacióndescritoshastael momentoen las cepasde ECET son

estructurasfilamentosas,no flagelares, de naturalezaproteica situadasen la superficie

bacterianay denominadasfimbrias (Gastray De Graaf, 1982; Klemm, 1985; Hirsh, 1985;

Moon, 1990; Blancoet al., 1991).Ya en 1908 Guyot describiólas propiedadesadhesivasde

determinadascepasde E. coli por su capacidadpara aglutinar los eritrocitos de distintas

especiesanimales.Perofue en 1955 cuandoDuguid et al. establecieronla correlaciónentre

las propiedadesadhesivasde E. coli y la presenciade apéndicesfilamentososno flagelares

observadospormicroscopiaelectrónicaa los quedenominaronfimbrias (Duguidetal. 1955)

El términoadhesinaseaplicaacualquiercomponentesuperficialbacterianoquemedia

la adhesiónespecíficaa las membranasde células cucariotasy no presuponeninguna

estmcturaen particularni ninguna funciónespecíficaen la infección (Parryy Rooke, 1985).

Las adhesinasque promueven la colonización de tejidos del hospedadadorpor un

microorganismose consideranfactores de colonización. Las fimbrias, por lo tanto, son

adhesinascon estructurafilamentosa.

La presenciade determinadasadhesinasfimbrialesen las estirpesde ECET, tanto de

origen humanocomo animal, se asociacon la capacidadde las cepasque las expresande
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adherirsey proliferar en el intestino (Gaastray De Graaf, 1982). Estosantígenosfimbriales

son, por lo tanto, factoresde colonización. Sin embargo,las fimbrias tipo 1, pesea ser

adhesinasde E. coli queintervienenen la unión a distintostipos de células,no seconsideran

factoresde colonización,dadoquesuintervenciónen la infecciónno estáclara(Moon, 1990).

En principio se pensó que las fimbrias eran antígenoscapsularesy por eso se

denominaroncon la letra K (p.e. K88 y K99). Paraevitar la confusióncon los auténticos

antígenoscapsulares,Orskov et aL, en 1977, propusieron denominar a los antígenos

fimbrialescon la letra F: el K88 pasóa denominarseF4, el K99 F5 y el 987PF6 (Orskov et

al., 1977).

1.4.1.1.2.Especificidad de hospedador.

Los antígenosfimbriales descritoscomo factoresde colonizaciónen las cepasde

ECET presentanciertaespecificidadde hospedador.Así, porejemplo,los antígenosfimbriales

queexpresanlas estirpesqueoriginandiarreaen el hombresondistintosde los queexpresan

lascepasqueproducendiarreaen los animales.Y en estosúltimos sondiferenteslas fimbrias

expresadaspor las cepasde origen porcino de las encontradasen las cepasprocedentesde

ternerosy corderos,excepciónhechade las fimbriasPS (K99) y F41 que seencuentrantanto

en lascepasde ECET aisladasde los rumiantescomoen las de origenporcino(Gaastray De

Graaf, 1982).

En las estirpesde ECET de origen animal sepresentanfundamentalmentelas cuatro

fimbrias siguientes:F4, F5. FÓ y F41. Algunasde las característicasde estasfimbrias, y de

las encontradasen las cepasde origen humano,sedetallanen la tabla 1. La primerafimbria

descrita,hallada en cepasde E.coli procedentesde cerdoscon enteritis, fue la F4 (K88)

(Orskov et al., 1961).Más tardese describieronla ES (K99), en cepasenterotoxigénicasde

ternerosy corderos(Smith y Linggod, 1972), la Fá (987P),en estirpesde ECET de cerdos

que no expresabanla F4 (K88) (Nagyetal., 1976 y 1977),y la F41, que seencontróen la

cepa de origen bovino B41 conjuntamentecon la F5 (K99) (Monis et al., 1980a).

Posteriormente,se aislé unamutantede estacepa(B4lm) quesólo expresala fimbria F41
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(Morris et al., 1982). Las fimbrias F5 y F41 se presentantambiénen cepasde ECET de

origenporcino (Moon et al., 1977 y Mons et al., 1983a,respectivamente).De la fimbria F4

seconocentres variantesantigénicas:KB8ab, KSSac y KSSad(Orskavet al., 1964, Orskov

et al., 1977, Mooi y de Graaf, 1979).

Las fimbrias descritasen las cepasde ECET de origen humanosedenominanCEA

(“colonization factor antigens”) (Levine, 1987). El primer factor de colonización fimbrial

descritoen las cepasde ECET de origen humanosedenominóCFA/I (Evanset al., 1975,

1978b). Más tardesedescribióun segundofactor de colonización,antigénicamentedistinto

al anterior,el CFA/II (Evansetal., 1978a).Estesegundofactorde colonizaciónestáformado

por tres antígenossuperficialesdistintos, CS1, CS2 y CS3 (Craviotoet al., 1982, Smyth,

1982),que puedenexpresarseen diferentescombinaciones(Smyth, 1982),si bien el CS3 está

presenteen todaslas cepasde ECET queexpresanel factor de colonizaciónCFAIII (Levine,

1987).Más tardese describieronlos factoresde colonizaciónCFA/III (Hondaet al., 1984)

y CFAIIV, esteúltimo se halló en la cepaE8775(Thomasetal., 1982).El CFA/JV, al igual

que el CEA/il, está formado por tres antígenossuperficialesdistintos: CS4, CS5 y C86

(McConnellet al., 1985).

1.4.1.1.3.Características comunes.

Las fimbrias son apéndicesfilamentosossuperficialesde distribución peritricaen la

superficiecelular.Sudiámetrooscilaentre2 y 7 nm. La morfologíade las fimbriaspuedeser

como varillas rígidasde un diámetrode 7 nro aproximadamente(fimbrias), o como hebras

ondulantesde un diámetrode 2 nm (fibrillas). La primeramorfologíala presentanla mayoría

de las fimbrias de origen humano y la de origen porcino Fá, mientras que la segundala

presentanla mayoríade las de origen animal (F4, F41)(Klemm, 1985).

Todasellasson proteicasconstituidaspor subunidadescuyospesosmolecularesvarian

desde14 a 31 kDay suelenestarcodificadaspor plásmidos,exceptola FÓ y la F41 que son

de codificación cromosómica.Las fimbrias se expresanin vitro cuando las bacteriasse

cultivan a 370C pero no cuando se hacea 180C, y exceptola FÓ poseenla capacidadde
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aglutinarlos eritrocitos de determinadasespeciesanimalesen presenciade D-manosa.La

expresiónde estos factoresde colonización se asociaa determinadosserotiposde ECET

(Moon, 1990; Blancoet al., 1991).

TABLA 1. Factoresde colonizacióndescritosen las estirpesdeECET

Antígeno fimbrial Pm (Kda) Diámetro (nm) Origen

CFAII (F2) 15,5 6-7 Humano

CFA/II (F3) CS1 16,3 6-7 Humano

C82 15,3 6-7 Humano

CS3 14,7 2-3 Humano

CFA/III 18 6-7 Humano

CPA/IV C84 17 6-7 Humano

CSS 21 6-7 Humano

CS6 14,5-16 2-3 Humano

KSS (FI) 23,5-26 2,1 Porcino

1(99 (PS> 18,5 4,8 Porcino,bovino, ovino, caprino

987P(FÓ) 20 7 Porcino

F41 29,5 3,2 Porcino,bovino, ovino

En los últimos añossehanencontradonuevosantígenosfimbrialesencepasde

de origen porcino cuya intervencióncomo factores de colonización todavía no

esclarecidocompletamente.Estos nuevos antígenosson el F42, encontrado en

productorasde STa (Yano etal., 1986), el C51541, descritoen cepasproductorasde

STb del serotipo 08:KX1O5 (Broeset al., 1988 y 1989), y el PCFO14I, hallado en

enterotoxigénicas(STa~STb~) del serotipo0141:K85ab{Kennan y Monckton, 1990).

ECET

se ha

cepas

LT y

cepas

Las fimbrias F17, CS31A y 1161, descubiertastambién recientementeen cepasde

origen animal,setratanen el apartadodedicadoa las estirpesde E. coli no-enterotoxigénicas.
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1.4.1.1.4.Fimbrias encontradasen las cepasde ECET de origen ovino y caprino:

F5 y F41

En las cepasde ECET que originan diarreaen los corderosse han detectadolas

fimbrias PS (Smith y Lingood, 1972)y F41, estaúltima en asociacióncon la F5 (Woodward

y Wray, 1990), mientras que en las cepasque producen diarrea en los cabritos se ha

encontradola F5 (Nagy et al., 1987)

La fimbria F5 fue descritapor primeravez por Smith y Linggooden 1972como un

antígenocapsular(K) comúna cepasenterotoxigénicasde ternerosy corderos.Inicialmente

sedenominóKco (Smithy Linggod, 1972) y posteriormentK99 (Orskovet al., 1975). En los

intentos inicialesde purificar estafimbria a partir de la cepaenterotoxigénicaB41 (Monis

et al., 1977) y de un E. coli K-12 que conteníael plásmidoque la codifica (Isaacson,1977)

se obtuvieron resultadosdiscrepantesatendiendoal punto isoeléctrico y a las propiedas

hemaglutinantesen presenciade D-manosadel material purificado. Mástardesecomprobó

que el material purificado a partir de la cepaB41 conteníados componentes:uno catiénico

y otro aniónico (Monis et al., 197Sb). La fimbria ES se correspondíacon el componente

catiónico(Morris et al., 1980a),mientrasque el componenteaniónicoseidentificócomouna

nuevafimbria, que se denominóF41 (Monis At~ 1982).

La fimbria PS estácompuestaporsubunidadesproteicasde 18,5 kDa y con un punto

isoeléctricode 9,5. Observadapormicroscopiaelectrónicatieneunaestructurafibrilar con un

diámetrode 4,8 nm (De Graafet al., 1980). El antígenoF41 tiene un punto isoeléctricode

3,2, estáformado por subnidadesproteicasde 29,5 kDa y poseeuna estructurafibrilar con

un diámetro de 3,2 nm (Morris , 1982). Ambas fimbrias poseen propiedades

hemaglutinantesen presenciade D-manosa:la PS aglutinalos eritrocitosde caballo y oveja

mientrasy la F41 los de cobayay humanosy débilmentelos de caballoy oveja(De Graaf

y Roorda, 1982).

Las cepasde ECET que expresanla fimbria PS se adhiereny colonizanel intestino

tanto de ternerosy corderos(Smith y Lingood, 1972; Isaacsonet al., 1978; Monis et al.,
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1982)como de cerdos(Smith y Huggins,1978; Monis et aL, 1982). Aunqueel papel de la

fimbria F41 como factorde colonizaciónestámenosdefinido(Moon, 1990),debidoa quela

mayoríade las cepasde ECET que lo expresanlo hacenconjuntamentecon la ES o poseen

el gen que codifica a estaúltima (Moseleyet al., 1986). En estudiosexperimentalesse ha

demostradoque la cepade origen porcino 1706 (0101:F41),queexpresala fimbria F41 pero

no la F5 in vivo, colonizael epitelio intestinal y producediarreaen corderos(Morris et al.,

1983b).

La colonizaciónpromovidapor las fimbrias FS y F41 tiene lugaren la parteposterior

del intestinodelgado,yeyuno e íleon, de terneros,corderosy cerdos(Smithy Lingood, 1972,

Isaacsonet al., 1978, Monis et al., 1982, Smith y Huggins,1978),a diferenciade las cepas

que expresanla fimbria F4 que colonizan el intestino delgadoanterior de los cerdos

(Hohmann y Wilson, 1978, Smith y Halís, 1967a). Esto parecedeberse,más que a la

distribución de receptoresen el intestino,a las condicionesde bajo pH de la parteanterior

del intestinoque inhiben la expresiónde las fimbrias ES y F41 pero no la de la F4 (Francis

et al., 1989).

La capacidadde las cepasde ECET que expresanel antígenofimbrial F5 de inducir

diarrease restringea los 4-5 primerosdías de vida tanto en ternerosy corderos(Smith y

Halis, 1967a)comoen lechones(Runnelsetal., 1980). Estarestriccióna los primerosdías

de vida ha sido comprobadaexperimentalmenteen corderos(Tzipori , 1981a,Wray £t

al., 1984).

La expresiónde las fimbrias F5 y F41, al igual que la de] resto de las fimbrias

descritascomo factoresde colonizaciónen los animalesdomésticos,seasociaa un número

reducidode serogrupos(Gaastray de Graaf, 1982). Las estirpesde ECET que producen

diarrea en los ternerosy corderospertenecena los mismos serotipos(Sojka, 1971). La

expresiónde la fimbria F5 en lascepasde ECET de origen bovino seasociaa los serogrupos

08, 09, 020 y 0101 (Orskov et al., 1975; Moon et al., 1976; Myers y Guinée, 1976; Acres

al 1977;Isaacsonet al., 1978;Guinéey Jansen,1978;Lariviére et al., 1979; Mainil et al.

,

1990).Las cepasde los serogrupos09 y 0101 suelenexpresarconjuntamentelas fimbriasPS
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y F41, mientrasque las de los serogrupos08 y 020expresansólo la PS (Mainil et al., 1990).

Las cepasde ECET de origen porcino queexpresanlos antígenosfimbrialesF5 y F41

pertenecenigualmentea los serogrupos08, 09, 020 y 0101, y al serogrupo064 que expresa

ambosconjuntamente(Fairbrotheret al., 1988b, Sóderlindet al., 1988, Blancoet al., 1991).

La expresióndel antígeno F5 guardauna estrechacorrelacióncon la capacidad

enterotoxigénicade lascepasquelo expresan(Guineey Jansen,1979, Lariviere et al., 1979,

Sherwoody Snodgrass,1983). Las cepasde ECET que expresanla fimbria PS y/o la F41

producenla enterotoxinatermoestableSTa,quepuedeestarcodificadaporel mismoplásmido

que codifica la fimbria FS o por un plásmidoindependiente(Harnetty Gyles, 1985).

1.4.1.2. Enterotoxinas

Las cepasde ECET que originandiarrea en el hombrey en los animalesproducen

enterotoxinasque alteranel transporteintestinal de aguay electrolitos(l-lolgren, 1985).En

función de su estabilidadal calorlas enterotoxinasseclasificanen dos grupos:termolábiles

(LTs), queseinactivancon un tratamientoa 600C durante30 minutos,y termoestables(STs),

que no seinactivana 1000C durante30 minutos.Las característicasde estasenterotoxinasse

resumenen la tabla 2.

1.4.1.2.1.Enterotoxinastermolábiles(LTs)

La LT clásica,hoy denominadaLT-I, es una proteínade elevado peso molecualr

(85.000-90.000Da), inmunogénicay funcionalmenterelacionadacon la toxina del Vibrio

colera(CT) (Richardsy Douglas,1978; Spangler,1992).Sin embargo,a diferenciade la CT

estácodificadapor un plásmido(So et al., 1978; Dallasetal., 1979).

La LT, al igual que la CT, actúasobrelos enterocitosactivandola adenilatociclasa,

lo que produceun aumentode AMPe y como consecuenciaun aumentonetode la secreción

de aguay electrolitos a la luz intestinal (Evanset al., 1972; Moss y Richardson,1978; Gilí
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y Richardson,1980).La LT y la CT estánformadasporunasubunidadA y cinco subunidades

iB (Gilí al 1971). La toxina seune a travésde las subunidadesiB a los receptoresOMI

gangliósidode la membranade los enterocitos(van Heyningen,1974; Moss et al., 1979). A

continuación,la subunidadA penetraen los enterocitosy se libera el fragmentoAl que se

une al NAD y catalizala ribosilación del ADP provocandoel aumentode concentración

intracelulardel AMPc (Gilí y Richardson,1980).

Se conocendos variantesde la LT clásicao LT-I: la LTh, de origenhumano,y la

LTp, de origen animal.Estasvariantespresentanalgunasdiferenciasantigénicasy genéticas

(Hondaet al, 1981;Finkelsteinet al., 1987b)pero tienenprácticamentela mismaestructura

molecular,idénticaa la de la CT (Sixma et al. 1991),y ambasseneutralizancon el suero

preparadofrentea la toxina del cólera(Hondaet al., 1981; Clementsetal., 1982; Gearyet

al., 1982; Belisle et al., 1 984ay b; Finkelsteninet al., 1987a).

En 1983 sedescubrióun nuevotipo de enterotoxinatermolábil, que, aunqueteníauna

estructuray una actividadbiológica semejantesa la LT clásica,no se neutralizabacon el

sueroproducidofrente a la toxina del cólerani con los suerosanti-LTh o anti-LTp (Green

et al., 1983; Guth et al., 1986a). Estaenterotoxinase denominóLT-II y la clásicapasoa

denominarseLT-I (Pikecteí al., (1986).Sehandescritodosvariantesantigénicasde laLT-II:

LT-lIa y LT-lIb (Guthetal., 1986b,Holmeset al., 1986),que a diferenciade las LT-J están

codificadaspor genescromosómicos(Picket al 1986). La LT-IIa se ha purificado e

identificadocomo una proteínade 87.000Da de pesomolecularformadapor una subunidad

A y cinco subunidadesB (Holmeset al., 1986).

Las LT-I y las LT-II producenel mismoefectocitopáticoen las célulasadrenalesY-1,

caracterizadopor redondeamientode las células, y activan la adenilatociclasaen cultivo

celular (Holmeset al., 1986; Picket et al. 1986; Changet 1987).

La LT-I la producenfundamentalmentelas cepasde ECET de origenhumanoy las

de origen porcino que expresanel antígenofimbrial F4 (Gaastray De Graaf, 1982; Levine,

1983). Tambiénse ha descritola producciónde LT-I ocasionalmenteen cepasde ECET
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aisladasde rumiantes(Mainil et al., 1986),sin embargo,no seha demostradola patogenicidad

de estascepasen los rumiantes.En algunascepasde ECET de rumiantes tambiénse ha

descrito la producciónde LI-II (Sherwaodet al., 1983; Blanca, 1991). Seriwatanael al.

(1988), utilizando sondasde DNA, comprobaronque la mayoríade las cepasde origen

humanoqueoriginabanredondeamientode las célulasY-l producíannLT-I, mientrasquelas

de origen bovino producíanLI-II. No obstante,la intervenciónde las LI-II en la patogenia

de la diarreatodavíano seha establecido.

TABLA 2 . Característicasde las enterotoxinasde los ECET de origenhumanoy animal

LTd LT-II ST-I (STa) ST-II (STb)

LTs STs

Pesomolecular(Kda) 85-90 87 1,9 5

Inmunogenicidad Sí Haptenos

Codificación Plasmídica Cromosómica Plasmídica Plasmidica

Subunidades A(1):B(5) A(1):B(5> No No

Receptores GangliósidoGM1 Desconocidos

Acción molecular Adenilato ciclasa Guanilatociclasa Desconocida

Efectomolecular AumentoA=vlPc ¡ Aumento GMPc Desconocido

Actividad intestinal Hipersecreción

Actividad
biológica

Asa
intestinal

ligada

Cerdoslactantesy detetados,
conejos

Cerdaslactantesy Cerdoslactantes,
conejos destetadosy

conejos
Ratones
lactantes

No Sí No

Efecto citopáticoen
líneascelulares

Y-1, CHO, VERO No

Neutralizacióncon
sueroanti-CT

Sí No

Origen Humano, 1-luinano,
porcino bovino

Hnmano,Porcino, Humano,
Bovino y ovino Porcino

Asociacióncon
antígenosfimbriales

F4 No FS,F6, F41 FS,F6
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¡.4.1.2.2.Enterotoxinas termoestables(STs)

Las STs son toxinas de bajo pesomoleculary resistentesa temperaturasde 1000C

durante30 minutos.Constituyenun grupoheterogéneode toxinasqueseclasificanatendiendo

asusolubilidaden metanoly a suactividaden distintasespeciesanimalesen dosgrupos:STa

(ST-I) y STb (ST-II) (Burgesset al., 1978).

La STa es solubleen metanoly activa en el intestino de lechonesy ratonesrecién

nacidos(Gianella,1976;BurgessetaL, 1978).Existendosformasgenéticamenterelacionadas

pero distintas de STa: la STa-I (STI-P) y la STa-II (STI-H). La primera de ellas está

compuestapor 18 aminoácidosy la producenlas cepasenterotoxigénicasde origen humano

y animal (Moseley etal., 1983b; Sekizaki £L4~ 1985). La STa-II se compone de 19

aminoácidosy solamentela producenlas cepasde origenhumano(Moseleyet al., 1983a).La

STa actúa activando el enzima guanilato ciclasa lo que produce un aumento de la

concentraciónintracelularde GMPc y, como consecuencia,un aumentoneto de la secreción

de aguay electrolitosa la luz intestinal. (Guerrantet al., 1980; Deyfrus et al., 1984).

La STa laproducencepasde ECET queexpresanlos antígenosfimbriales F5y/o F41

y FÓ (Gaatray De Graaf, 1982).

La STb o metanolinsolubleesactivaen cerdosdestetadosperono en el ratónlactante

(Burguesset al., 1978). Se componede 71 aminoácidosy se hadetectadoexclusivamenteen

cepasde ECET de origen porcino (Leeet al., 1983; Picket et al., 1983). Su mecanismode

acción sedesconoce.

1.4.2. Patogenia

Los reciénnacidosseinfectanpor vía oral en las primerashorasde vida a partir del

ambientecontaminado,fundamentalmentelos pezonesde la madreo las tetinasde lactancia

artificial. Las bacteriasseadhierena lamucosaintestinala travésde las fimbrias,paralas que

existen receptoresespecíficosen los enterocitos,evitandoasí su eliminación con el flujo
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intestinal por los movimientosperistálticos(Moon et al., 1979; Cheneyet al., 1980). La

colonizaciónen los rumiantestienelugaren el intestinodelgadoposterior,fundamentalmente

en yeyunoe íleon (Isaacsonet al., 1978, Morris et al., 1982).

Las bacteriasse multiplican intensamentey elaboranlas enterotoxinas(en el caso de

las cepasde ECET de rumiantesla STa). Las enterotoxinasseliberan a la luz intestinal y se

unena receptoresespecíficos de los enterocitos.Los dos tipos de enterotoxinasalteranel

transporteintestinal de aguay electrolitosproduciendoun aumentonetode secrecióna la luz

intestinal. El movimiento de aguaa travésdel epitelio intestinal sedebefundamentalmente

a gradientesosmóticoscreadospor el transporteactivo de electrolitosde un lado a otro de

la membranade los enterocitos.La LT actúasobrela ATPasaproduciendoun aumentode la

concentraciónintracelularde AMPc. Estenucleótidoesun mediadoren la secreciónintestinal

que actúaestimulandola secreciónde ionescloro, que arrastranosmóticamenteaguaen las

criptasintestinales,e inhibiendo la absorciónde clorocopuladoal sodioen las celulasde las

vellosidadesintestinales.La STa aumentala concentraciónintracelularde GMPc que actúa

de igual modo que el AMPc. No obstante,el GMPc es menos efectivo que el AMPc

estimulandola secreciónen las criptasintestinales(Holgrem,1985).La diarreahipersecretora

origina acidosismetabólicay choquehipovolémico.

1.4.3. Epizootiología

Al igual que el resto de los agentesparticipantesen el síndromediarreicodel recien

nacido, las estirpesde ECET se transmitenpor la vía fecal-oral. Los animalesenfermos

eliminan altas concentracionesde bacteriaspor las heces,a partir de las cualesse contagian

directa o indirectamenteotros animalessensibles.Las madresy los animalesjóvenessanos

pueden actuarcomo portadores.

1.4.3.1. Receptividad.

Especie. Como se mencionó anteriormente,las cepasde ECET muestrancierta

especificidadrespectodel hospedador.Las cepasde ECET de origen porcinono reproducen
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la enfermedadexperimentalmenteen los ternerosy corderos(Smith y Halís, 1967a).Sin

embargo,las estirpesde ECET de origen ovino producendiarreaen los ternerosy viceversa

(Smith y Halís, 1967a;Smith y Linggood, 1972).Estaespecificidadse debeprobablemente

a la presenciao ausenciaen la mucosaintestinal de las distintas especiesde receptores

específicospara los distintos antígenosfimbriales (Laux et al., 1986; Dean et al., 1989;

Conwayet al., 1990; Tencbergetal, 1990).

Lascepasde ECET de los rumiantesexpresanlos antígenosF5 y/o F41 y elaboran

STa (Smith y Linggood, 1972; Isaacsonet al., 1978; Sherwoodet al., 1983; Mainil et al.

,

1986 y 1990; Woodwardy Wray, 1990; Blanco, 1991; Woodwardet al., 1992). Aunquese

ha descritoel aislamientode cepasde E. coli queexpresano portanlos genesque codifican

el antígenoFÓ (Isaacsonet al., 1978; Mainil et al., 1986 y 1990; Wray et al., 1992) y las

toxinasLT y STb (Sherwoodet al., 1983;Mainil et al., 1986y 1990;Woodwardetal., 1992)

no seha demostradosu patogenicidadparalos rumiantes.

Edad. La resistenciaa la infección aumentacon la edad. En los corderosse ha

demostradoexperimentalmenteque las cepasde ECET originandiarreaen los 3-4 primeros

días de vida (Tzipori etal., 1981; Wray etal., 1984), aunquelos animalespuedeninfectarse

a edadessuperiores.

Estado inmune. Los recién nacidos que no han recibido calostroo en los que la

absorción de inmunoglobulinascalostralesha sido insuficiente son más receptivos a la

infección con ECET y al desarrollode la diarrea.Experimentalmentese ha reproducidola

diarreainoculandopor vía oral corderosrecién nacidosquehabíanrecibido calostro(Smith

y Halís, 1967a;Smith y Lingood, 1972; Acreset al., 1975; Acresy Radostits,1976; Sojka

et al., 1978). Sin embargo,fueron necesariasdosis de 109~101o UFC, concentracionesque

probablementeno se danen infeccionesnaturales(Acres, 1985).En los corderosprivadosde

calostro dosis inferiores (10~-10~) inducían diarrea experimentalmente(Wray etal., 1981,

1984).
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1.4.3.2. Prevalenciade la infección por ECET en corderosy cabritos

En las especiesovina y caprina son muy escasoslos estudiosepizootiológicos la

participaciónde las estirpesde ECET en los procesosdiarreicosde los reciénnacidos.Como

seexpusoanteriormente,las cepasde ECETqueoriginan diarreaen los pequeñosrumiantes

pertenecena los mismosserogruposy expresanlos mismosfactoresde patogenicidadque las

queproducendiarreaen los terneros(Morris y Sokja, 1985;Wray y Monis, 1985;Woodward

y Wray, 1990).

Aunquegeneralmenteseconsideraquelas estirpesde ECETsonunaimportantecausa

de diarreay mortalidaden los ovinos y caprinos(Kimberling, 1988), los escasosestudios

etiológicosy epidemiológicosrealizadosen los pequeñosrumiantesen estasespecies,basados

en la detecciónde los factoresde patogenicidad(el antígenoF5 y la entertoxinaSTa), indican

que la prevalenciade la infección por cepasde ECET es relativamentebaja. Nagy etal.

(1983) en un estudiorealizadoen Hungríaen ganadoovino detectaronel antígenofimbrial

F5 en el 5,7% de las cepasaisladas.Estosautoresno estudiaronla producciónde STa. Fassi-

Fehri (1988), en Marruecos,deteetóel antígenoF5 en el 10% de las cepasde origen ovino.

No obstante,menos de la terceraparte de estas las F5~ eran productorasde STa. En

Inglaterra, entre las cepasde origen ovino estudiadaspor Wray etal. en el período

comprendidoentre1986 y 1991, la frecuenciade deteccióndel antígenoF5 varió del 16% en

1988 al 3,3% en 1990, aunquesolamenteel 1,5% del total de los aislados producíaSTa

(Wray et al., enviadoa publicar).

En la especiecaprinalos escasosdatospublicadosindican que la prevalenciade la

infecciónporECETesmuchomenor.En Francia,Yvoreet al. (1984)no detectaronla fimbria

F5 en ningunade las cepasaisladasde los 2.137cabritosestudiadosy Nagy (1987), en

Hungría,tan sólo detectaronel antígenoF5 en 3 cepasaisladasde otros tantoscabritos,dos

de los cualesestabansanos.

En nuestropaís, en los estudiosrealizadospor Muñoz (1992)en la Comunidadde

Castilla-Lean,de 276 cepasde E. coli aisladasde corderosy cabritossanosy diarreicos
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solamenteuna de origen ovino era productora de STa, a pesar de que un porcentaje

relativamenteelevadode las cepaseranfimbriadas.

1.4.4. Cuadro clínico y lesiones

La diarreaproducidapor las estirpesde ECET en los rumiantessueleinicarse a las

24 horas de vida de los animales.El signo predominantees una diarrea acuosade color

amarillento a grisáceo, que se acompañade depresión,anorexia, hipotermia e intensa

deshidratación(Kimberling, 1988). La morbilidad puedesermuy alta y la mortalidadvaría

del 15 al 75% (Sojkaet al., 1979). Sin tratamientolos animalesmuerenen 24-36horascomo

consecuenciadel choquehipovolémico y la acidosismetabólicadescompensada(Holland,

1990).

Lo más característicoen la necropsiade los animaleses la ausenciade lesiones

específicas(Sojka et al., 1979). El abomaso,el intestino delgado(especialmenteel íleon) y

el intesino gruesopresentanun contenidoliquido amarillentoo grisáceo.La paredintesinal

puede presentarcongestióny los ganglios mesentéricosestán aumentadosde tamaño

(Kimberling, 1988). Las lesiones histológicas también son mínimas, siendo los más

característicola observaciónde una capa de bacteriasadheridasal borde del epitelio del

yeyuno e íleon (Holland, 1990).

1.4.5.Diagnóstico

PuestoE. coli es un habitantenormal del intestino,su aislamientode las heceso del

contenidointestinal de los animalesafectadosde diarreano es suficienteparaestablecerel

diagnóstico.Este se basaen la diferenciaciónde las cepaspatógenasde las saprofitas.Las

cepasde ECET que originan diarrea en los animalesdomésticospertenecena un número

limitado de serotipos.Debidoa ello, antesdel descubrimientode losfactoresde patogenicidad

queposeenlas estirpescapacesde originar diarrea,la diferenciacónentrelas cepaspatógenas

y comensalesse hacíaatendiendoa su serotipificación(Holland, 1990). En la actualidadel
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diagnósticosebasaen la detecciónde los factoresde patogenicidad.

1.4.5.1.Detecciónde las fimbrias

La mayoríade las cepasde ECET de los rumiantesexpresanlos antígenosfimbriales

FS y/o F41. La expresiónde estosantígenosin vitro depende,al igual queparaotrasfimbrias,

de la temperaturade incubación(seexpresana 370C pero no a 180C -Orskov ~ 1975,

Burrows et al., 1976-), y de la composición del medio (Guineeet al., 1976). Los medios

enriquecidosreprimen su expresión,especialmenteaquellosque contienenel aminoácido

alanina.El medio indicadoparasuexpresiónesel Minca IsoVitalex, un medio mínimo que

reprimela expresiónde la cápsula.Los antígenosF5 y F41 se detectanpor aglutinacióncon

suerosabsorbidos,producidos frentea bacteriasvivas, (Orskov et al., 1975; Moon et al.,

1976)o con anticuerposmonoclonales(Monis et al., 1985b;Thomsy Roeder,1988;Thorns

et aL, 1989).

Puestoque sehademostradouna estrechacorrelaciónentrelaexpresióndel antígeno

F5 y laproducciónde enterotoxinas(Guineey Jansen,1979;Lariviere et al., 1979,Sherwood

ct al., 1983), la deteccióndel antígenoF5 se ha utilizado como un método indirecto de

detecciónde las cepasde ECET en estudiosepizootiológicosrealizadosen ganadobovino

(Mariel al 1981; Pohí al 1984; Contrepoisel al., 1985; DeRyckeet al., 1986),ovino

(Nagy et al., 1983)y caprino(Yvore et al., 1984; Nagy al 1987).

Las fimbrias también puedendetectarsein situ en corteshistológicos de intestino

utilizando anticuerposmareadoscon fluoresceinao peroxidasa.

1.4.5.2. Deteccióndeenterotoxinas

Los primerosmétodosde detecciónde las LTs consistíanen ensayosin vivo, como

la inoculaciónen asa intestinal ligada de conejo (Moon et al., 1970). Posteriormentese

utilizaron determinadaslíneascélularesen las que las LTs, al igual que la CT, inducenun
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efecto citotónico caracterizadoporel redondeamientocelular:célulasadrenalesY1 (Sack y

Sack, 1975), células de ovario de hamsterchino CRO (Ouerrantet al., 1974) y célulasde

riñón de mono verdeafricanoVERO (Sperirset al., 1977).

En la actualidadla detecciónrutinaria de las LTs se realiza fundamentalmentepor

técnicas inmunológicas y, entre ellas, la más empleadaes el ensayo inmunoenzimático

(ELISA) (Holgrem y Svennerholmm,1973 y 1978; Yolken et al., 1979; Hondaet al., 1983;

Svennerholmy Wildund, 1983). Otras técnicasinmunológicasmenos empleadasson la

inmunohemólisispasiva,la aglutinación con partículasde latex y el radioinmunoensayo

(Evansy Evans,1977, Greenberget al. 1977, Brilí et al., 1979, Towin et al., 1979, Serafim

et al., 1981, Shah et aL, 1982, Ito et al., 1983).

La pruebaclásica para la detección de la STa es el ensayobiológico en ratones

lactantes(Deanet al., 1972).Basandoseen lacapacidadde laSTa de funcionarcomohapteno

al ligarla auna proteínaportadora,sehan descritometódosinmunológicosparasu detección.

Se trata fundamentalmentede ensayosinmunoenzimáticos(ELISAs), algunosde los cuales

han sido comercializados,si bien, debido a su alto coste, todavía no suelen utilizarse

rutinariamenteen los estudiosepidemiológicosen Veterinaria (Ronnberg etal., 1984;

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

La STb se detectapor el ensayoen asa intestinal ligada de cerdo, aunqueen la

actualidadseha desarrolladoun ELISA (Handí et al., 1988).

Recientementesehanconstruidosondasde DNA parala detecciónde las toxinasLT,

STa y STb (Holland, 1990).

1.4.6.Prevención

En estudiosexperimentalesrealizadosen ternerosseha comprobadola eficaciade la

inmunidad pasiva, obtenida a través del calostrode madresvacunadas,para prevenir las

infeccionesporECET (Myers et al., 1973; Newmanet al., 1973).Asimismo, en infecciones
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naturalesse ha encontradouna reducciónen la morbilidad y mortalidad de los terneros

nacidosde madresvacunadas(Wilson y Jutila, 1975 a y b; Varga y Farid, 1975; Acres y

Radostits,1976; Myers, 1976).

La vacunaciónde las madresen el último tercio de la gestacióninducela formación

de anticuerposfrentea los antígenosfimbrialesnecesariosparala colonizaciónintestinalpor

ECET. Estosanticuerpospresentesen el calostroejercenun efectoprotectorlocal inhibiendo

la adhesiónde los ECET al epitelio intestinal (Nagy etal., 1978; Acresset al., 1979; Monis

et al., 1980b;Acress, 1985; Jayappaet al., 1985).

Los tipos de vacunasdesarrolladosfrentea la infecci6nporECET incluyen bacterinas

quecontienenuna mezclade los serotiposmásfrecuentementeasociadosa la diarreade cada

especieanimaly preparadosconteniendolos antígenosfimbrialespurificados.En las primeras

la proteccióninducidase atribuyeno sólo a la formaciónde anticuerposfrentea los antígenos

fimbriales sino también a los producidos frente a los antígenossomáticosy capsulares

(Tzipori, 1985).

En condicionesde campo,sin embargo,la vacunaciónno siempreha dado buenos

resultados(Soderlindet al., 1982; Wray etaL, 1985; Tzipori, 1985).Los fallos vacunalesse

atribuyen a la etiología multifactorial del síndromediarreico del recién nacido,a que las

estirpesde ECET implicadasen un brotepuedenexpresarfactoresde virulenciadistintosde

los vacunalesy a que la vacunacióncon determinadosantígenospuedeejerceruna presión

selectivaque determinelaemergenciade estirpesde ECET que expresenotros antígenos.

El tratamientoantibiótico de los animalesinfectadosexperimentalmenteconcepasde

ECET reducela mortalidady la duraciónde la diarrea (Bywater, 1977). Sin embargo,en

condicionesde campola antibioterapiaejerceun escasoefecto beneficiosodebido,además

de a las posiblesresistencias,a la etiología multicausaldel síndromey a la influenciaque

ejercenlos factoresmedioambientalesy de manejoen el desarrollode estosprocesos(Wray

y Monis, 1985). El control de los brotesdebeincluir un tratamientosintomáticoy medidas

higiénicas(Roussely Brumbaugh,1991).
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1.5. E. COLI NO-ENTEROTOXIGENICO

Bajola denominacióngenéricadeE. coli no enterotoxigénicosseincluyenenmedicina

veterinariaun grupoheterogéneode cepasde E. coli capacesde originardiarreao septicemia

en los animalesdomésticosy que,lógicamente,no poseenlos mecanismosde patogenicidad

de las cepasenterotoxigénicas(Okerman,1987, Holland, 1990) (Ver el apartadodedicadoa

la clasificación de las cepasde E. coli productorasde diarrea).

En el ganadobovino, al igual que en el hombre,se han encontradodeterminadas

estirpesde E. coli que seadhiereníntimamentea la mucosaintestinal originandola lesión

histológicade borrado(Canteyy Blake, 1977;Chanteret al., 1984; Moxley y Francis, 1986;

Popsichilet al., 1987; Jankeet al., 1989).Estasestirpes,queseasociana diarreay disentería

(Chanteret al., 1984 y 1986; Hall et al., 1985; Schoonderwoerdet al., 1988; Pearsonet al.,

1989; Wray et al., 1989), reproducenlas lesiones y la enfermedaden infecciones

experimentalesen terneros gnotobióticos y privados de calostro (Hall et al., 1985;

Schoonderwoerdet al., 1988; Wray et al., 1989).Estegrupode estirpessc conocecomo E

.

coli” attaching-effacing”(ECEA).

Asimismo, en los animalesdomésticosse han encontradoestirpesde E. coli que

poseendeterminadosfactoresde patogenicidadrelacionadoscon la capacidadde originar

procesosentéricos.Algunasde estascepasexpresanfimbrias distintasde las clásicas,como

la CS31A (Contrepoisetal., 1986),la FIÓS (Fairbrotheret al., 1986) y la F17 (Pohí et al.,

1984 y 1986; Contrepoiset al., 1985; Morris et al., 1987). Otras estirpesproducentoxinas

activas en cultivo celular: verotoxinas(Kashiwazaki et al., 1980; Blanco et al., 1983b;

Dobrescu,1983; Smithet al., 1983; Gonzalezy Blanco,1985 y 1989; Sherwood al 1985;

Mohammadet al., 1986; Balodaet al., 1987; Orskov et al., 1987; Blanco al 1988) y

factorescitotóxicosnecrotizantes(Gonzalesy Blanco, 1985; McLaren y Wray, 1986; De

Ryckeet al., 1987; Blancoet al., 1988). Estasestirpestoxigénicasse conocencomo 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 estáninterrelacionados.Así, por ejemplo, la

mayoríade las estirpesde ECEA producenverotoxinasaunqueno pareceque estastoxinas

seanesencialesen la patogeniade la lesión (Tzipori et al., 1987, Hall et al., 1988).

Los mecanismos patogénicos de la mayoría de las cepas de E. coli no

enterotoxigénicasse desconocen,como se desconocetambiénel grado de participación de

estasestirpesen los procesosentéricosde los animalesdomésticos(Holland, 1990).En los

corderosy cabritosse han descritocepasde E. coli que originan la lesión de adhesióny

borrado (Jankeet al., 1989),cepasverotoxigénicas(Mohammadet al., 1986; Balodaet al.,

1987) y cepasproductorasde CNF (De Rycke et al., 1987).Sin embargo,hastael momento

sonmuy pocoslos estudiosrealizadossobrela patogenicidadde estasestirpesy sobresu

importanciarelativaen la etiologíade las diarreasneonatalesde los pequeñosrumiantes.

A continuaciónserevisanlos gruposde E. coli no enterotoxigénicosdescritosen los

rumiantes,haciendoespecialreferenciaa los factoresde patogenicidadque expresan.

1.5.1. E. coli ‘attaching-effacing (ECEA)

Canteyy Blake, en 1977, describieronun brote de diarreaen conejosde laboratorio

que seasociócon el serotipo015:NM (RDEC-l). Estascepasno enterotoxigénicasinducían

en el intestinodelgadoy en el gruesouna lesiónhistológicacaracterizadapor la apariencia

festoneadairregularde la capaepitelial que los autoresdenominaronde adhesióny borrado

(“attaching-effacing’ en inglés). Las bacterias se adhieren estrechamentea las

microvellosidadesde los enterocitosoriginano su desaparición,seguidade descamación

epitelial, atrofia de la vellosidad y diarreapor malabsorción.En estudiospostenoresse

comprobóque estetipo de infecciónestabaampliamenteextendidaen los conejoslactantes

y de cebo tanto en Europacomo en EstadosUnidos.Actualmente,las cepasde ECEA se

consideranuna importantecausa de diarrea tanto en conejos lactantescomo de cebo

(Okerman,1987; Peeterset al., 1988).

Posteriormente,la lesión típica sedescubrióen ternerosen diferentespaises,el Reino

35



Introducción

Unido (Chanteret al., 1984),EstadosUnidos (Moxeley et al., 1986) y Alemania(Popischil

et al., 1987), y tambiénen lechones,en corderosy en perros(Jankeet al., 1989).Asimismo,

se comprobóque determinadascepasde los serotipos05 y 0111,que se asocianasíndromes

disentéricosen terneros(Chanteret al., 1984; Schoonderwoerdet al., 1988), originab~ la

lesión de adhesióny borradotanto en infeccionesnaturalescomo experimentales(Hall et al.,

1985; Chanterel al., 1986). Aunqueestascepasproducenverotoxinas,estastoxinas no

parecen ser esencialesen la patogeniade la lesión. En efecto, Tzipori et al. (1987)

comprobaronen infeccionesexperimentalesrealizadasen cerdosgnotobióticosque la diarrea

seasociabaa la lesiónde adhesióny borradopero no a la producciónde VT. Asimismo, Hall

etal. (1988) reprodujeronla lesión con cepas de E. coli no verotoxigénicasen cerdos

gnotobióticos infectadosexperimentalmente.Este hecho parececonfirmarseen al menos

algunasinfeccionesnaturales,puestoque se han aisladocepasde E. coli de terneroscon

diarreaque originanla lesión histológicapero no producenVTs (Pearsonet al., 1989).

Estirpesde ECEA sehan aisladode ternerosde 2 díasa 1 mes de edad(Hall et al.,

1985; Jankeet al., 1989) y de corderosde 1 semana(Jankeet al., 1989). En los terneros

afectados se produce disentería,caracterizadapor diarrea mucosa y en algunos casos

sanguinolenta(Chanteret al., 1984 y 1986; Jankeet al., 1989).Los corderosen los que se

ha descritola lesión procedíande una explotacióncon un historial clínico de muertespor

neumonía y diarrea (Janke et al., 1989). En la necropsiade los animales infectados

naturalmenteseobserva,macroscópicamente,hiperemiadel intestino y petequias,e incluso

hemorragias,en la mucosa(ChanteretaL, 1984; Hall et al., 1985) o, en algunoscasos,un

contenidointestinal amarillento y ausenciade sangre(Pearsonet al., 1989). Las lesiones

afectanal intestinogrueso.fundamentalmenteal ciegoy al colon (Hall et al., 1985; Moxley

y Francis. 1986; Mainil et al., 1987; Schoonderwoerdet al.. 1988) pero tambiénse han

descritoinfeccionesnaturalesen las que las lesionesmás gravessselocalizabanen el fleon

(Pearsonet al., 1989).
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1.5.2. E. coli que expresanlas fimbrias F17, CS31A y F165

En los últimos añossehan descritoen cepasde E. coli enterotoxigénicas(ECET) y

no enterotoxigénicas,aisladasde animalesdiarreicos,nuevosantígenosfimbrialesquesehan

relacionadocon la patogenicidadde las cepasque los expresan.Estasnuevasfimbrias sonla

147 (Pohíet al., 1983;Contrepois~.4,1985),la CS3IA (Contrepoiset al., 1986; Girardeau

et al., 1988) y la 11165 (Pohíet al., 1986; Fairbrotheret al., 1986).

El antígenoCS31A se describió originalmenteen cepasde E. coil que originaban

diarrea y septicemia en terneros (Contrepois~L~Q 1986) y posteriormenteen cepas

enterotoxigénicasde origenbovino del serotipo 08:K85 que expresabanconjuntamenteel

antígenoPS y producíanSTa (Girardeauet al., 1988).

La fimbria CS31Aestáformadapor subunidadesproteicasde 29 kDa y codificadapor

un plásmidode 105 MDa. Estafimbria estáinmunológicay estructuralmenterelacionadacon

la F4 (Girardeauet al., 1988).Observadapormicroscopiaelectrónicamuestrauna estructura

fibrilar de 2 nm de diámetro (Girardeanet al., 1988). Aunque las cepasde E. coli que

expresanla fimbria hemaglutinanlos eritrocitosde variasespeciesen presenciade D-manosa

y se adhierena las vellosidadesintestinalesde terneroin vitro, Girardeauet al. (1988)

comprobaronque el antígenopurificado no presentadichaspropiedadeshemaglutinantesni

adhesivas.Estos autoreshan sugerido que dichas característicaspuedendebersea otras

adhesinasfimbriales codificadaspor genescromosómicosque esténpresentesen las cepasde

E. coli CS3lA* estudiadasporellos. En estudiosposterioresKorth etal. (1991)donaronun

fragmentode ADN quecodifica un determinanteantigénicorelacionadocon las fimbrias F4

y F41 y que mediala expresiónde la fimbria CS31A y comprobaronquela expresiónde esta

fimbria confiere a las bacteriasla capacidadde adherirsea las célulasintestinalesHenle407

en cultivo celular y que. sin embargo,no intervieneen la hemaglutinaciónmanosa-resitente

propia de las cepasde campo.

La inoculaciónoral de cepasde E. coli no enterotoxigénicasCS31A~ produce en

ternerosprivadosde calostrolos síntomasde una septicemiahiperaguda,caracterizadapor

37



Introducción

neumonía,edemade los riñones y de la vesículabiliar y muerte en menos de 48 horas

(Contrepoisffl~, 1986). No obstante,puestoque las cepasCS31A~expresanigualmente

otros antígenosfimbriales conocidos como factores de colonización (F5) u otros no

caracterizadosy con propiedadesadhesivas,su papel como factor de patogenicidaden las

enfermedadesentéricasde los rumiantesestápor determinar.

En cepasde E. coli del serogrupo0115 se ha descritoel antígenofimbrial F165

(Fairbrotheret al., 1986).Deesteserogruposehan aisladocepasenterotoxigénicasde cerdos

con diarrea (Renault et al., 1978) y cepas no enterotoxigénicasasociadasa enteritis y

septicemiaen cerdosy terneros(Glantzet al., 1966y 1967; Pohí~L4~ 1986; Fairbrother et

al., 1989). Las cepas enterotoxigénicasdel serotipo01 15:K”V165” producenSTb y no

expresanlas fimbrias clásicasni la FlÓS y, aunquecolonizanel intestino delgadode cerdos

privados de calostro infectadosoralmente,no siempreinducendiarrea (Fairbrotheret al.

,

1989). Sin embargo,cepasno enterotoxigénicasdel mismo serotipoque expresanla fimbria

F165producensepticemiaen cerdosinfectadosexperimentalmentey seadhierena la mucosa

intestinal (Fairbrother et al., 1989).

El antígeno F165 tiene una estructura fibrilar con un diámetro de 5-8 nm y, en

realidad,setrata de un complejoformado pordos subunidadesproteicasde 19 y 17,5 kDa

dc peso molecular que se denominan, respectivamente, FI 65~ y FI 652 (Fairbrother etal.,

1988). La subunidad F1651 es la responsable de las propiedadeshemaglutinantes(Harelet al.

,

1992).

En estudios sobre la intervención de esta fimbria en la patogenia de la septicemia

originada por las cepas que la expresan en cerdos gnotobióticos, Ngeleka et al. (1993)

recientemente han comprobado que esta fimbria no interviene en la colonización de la mucosa

intestinal ni en el paso desde el epitelio a la submucosa y posteriormente a los ganglios

linfáticos. No obstante,los resultadosobtenidossugierenque esta fimbria confiere a las

bacteriasla capacidadde sobreviviry multiplicarse en el torrentecirculatorio.

El antígenoF17 sedescribióen cepasde E. coli aisladasde ternerosdiarreicosbajo
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la denominación de FY en Francia (Girardeau et al., 1980) y de Att 25 en Bélgica (Pohí et

al 1982). Posteriormente se comprobó, por ensayos immunológicos (Monis et al., 1985b)

y por su composiciónaminoacídica(Lintermans et al., 1988a), que se trata del mismo

antígeno.

El antígeno fimbrial F17 ha sido purificado y caracterizado como una proteína fimbrial

formada por subunidades proteicas de 20 kDa de peso molecular y con un diámetro de 3-4

nm (Lintermans et al., 1988a). La expresión de esta fimbria confiere a las bacterias la

capacidad de adherirse a los enterocitos de ternero in vitro, y esta adhesión se inhibe con el

sueroanti-F17. La fimbria purificadano aglutinaen presenciade D-manosalos eritrocitos

humanos(de los gruposA, B y O) ni los de ternera,oveja,poííoo cobaya(Lintermanset 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

antígenosfimbrialesF5 y/o F41 y producenSTa y en cepasno enterotoxigénicas(Pohí et al.,

1984 y 1986,Contrepoiset al., 1985, Monis et al., 1987).Inicialmentese describieroncepas

productorasde STa que expresabanúnicamenteel antígenoF17 (Pohí et al., 1982), sin

embargo,mástardesecomprobóque estascepasenterotoxigénicasexpresabanel antígeno

F5 (Pohí et al., 1984b). RecientementeGulati et al. (1992) han descritoen la India cepas

aisladasde ternerosdiarreicosproductorasde STaen el ensayoen ratónlactantequeexpresan

el antígenoF17 y que, sin embargo,no expresanla fimbria F5 ni la F41.

Las cepasF17~ seaislande animalesdesdelos primerosdíasde vida hastaun mesde

edad.No obstante,las cepasde ECET que expresanla fimbria F17 se aislan de terneros

menoresde tres díasde vida (Contrepois~L4~ 1985, Mons et al., 1987).

La patogenicidadde las cepasde E. coli que expresanel antígenoF17 todavíano se

ha determinado. La fimbria F17 parece contribuir en las estirpes de ECET que la expresan

conjuntamentecon la F5 y/o la F41 ala colonizacióndelintestinodelgado(Moon, 1990).En

efecto,en infeccionesexperimentalessehacomprobadoquela presenciade anticuerposfrente
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a los antígenosF5 y F41 en el calostrono es suficientepara prevenirla infecciónpor las

cepasde ECET que expresanlos antígenosF5, F41 y F17, mientrasque la presenciade

anticuerposfrente a las tres fimbrias parececonferir la protecciónsuficiente(Contrepoisy

Guirardeau, 1985).

Por otro parte, las cepas no enterotoxigéncas Fl7~ se han asociado a diarrea y

septicemiaen terneros(Pohí et al., 1984 y 1986). Estascepas se aislan en porcentajes

superioresde animalesdiarreicosque de no diarreicos(Pohí etal., 1984). Pohí et al. (1987)

estudiaron134 cepasde E. coli F17~ de varios paísesde Europay Japóny encontraronque

el 45% de las cepasproducíanaerobactinay presentabanresistenciaal suero,dosfactoresde

patogenicidadrelacionadoscon la capacidadde las cepasde E.coli de originar septicemia.

Además,recientementeseha encontradouna cepade origen bovino F17~ no enterotoxigénica

ni verotoxigénicaque producela lesión de adhesióny borrado (Hall ~ 1988).

Los serogrupos más frecuentes entre las cepas no enterotoxigénicas F17 aisladas en

distintospaíseseuropeosy en Japónson el 08, 09 y 0101, serogruposa los queclásicamente

pertenecenlas estirpesde ECET de los rumiantes.Además,sehan descritolos serogrupos01,

011, 015, 017, 035, 078 y 086. No obstante,un númeroelevadode cepasno sontipificables

(Morris et al., 1987; Pohí et al., 1987).

En nuestro país Blanco (1991) aisló cepas de E. coli Fl7~ de terneros diarreicos y

sanosen un elevadoporcentaje(20%). Ningunade las cepasaisladasporesteautorproducía

STa y solamenteuna producíaLT y tres CNF2. Los serotiposmás frecuentesfueron el 08,

09, 01,017,023 y 0153.

1.5.3. E. cali verotoxigénicos(ECVT)

1.5.3.1. Verotoxinas (VTs)

Las verotoxinas,llamadasasí porque tienen actividadcitotóxica en las celulasVero,

fuerondetectadasinicialmenteen cepasde E.coli enteropatógenas(ECEP) aisladasde casos

40



Introducción

de diarrea infantil (Konowalchuck et al., 1977).

Konowalchucket al. (1977) detectaronla presenciade una toxina que destruíalas

célulasVero en los filtrados de cultivos de la clásicacepaenteropatógenahumanaH30

(026:HlI), de otrasseis cepasaisladasde enteritis infantil, de una cepaasociadaa diarreaen

cerdoslactantesy de dos cepasaisladasde quesos.Ningunade estascepasproducíaLTs ni

STs.El efectocitopáticoproducidoen las célulasVeropor 8 de estas10 cepasseneutralizaba

con el suero producido frente a la verotoxina de la cepaH30, pero no así el de las dos

restantes.

O’Brien et al., en 1982, comprobaron que determinadas cepas de E. coli

enteropatógenasparael conejo,que originabanla lesión de adhesióny borrado (Canteyy

Blake, 1977), y variascepasde ECEPde origen humanoproducíanunatoxina semanjantea

la de Shigella dvsenteriae tipo 1, a la que denominaron toxina ‘shiga-like’ (SLT). Al igual

que la toxina de Shi2ella, la SLT era citotóxica para las células HeLa, enterotóxica en el asa

intestinal ligada de conejo y letal y paralítica para el rau5n. Además, su actividad se

neutralizaba con el suero monoespecífico producido frente a la toxina Shiga. Más tarde se

comprobóque las VTs y las SLTs eranlas mismastoxinas(O’Brien et al., 1983).

Shihella dvsenteriaeorigina en el hombre la denominadadisenteríabacilar. Esta

bacteriaes enteroinvasivay elaborauna toxina proteica,descritapor primera vez en 1903

como letal para el conejo. En los años40 se comprobó que, además,era citotóxica para

algunaslíneascelularesde mamíferos,y en 1956 queeraenterotóxicaen asaintestinal ligada

de conejoy paralíticay letal parael ratón y el conejo (O’Brien y Holmes,1987).

Scotlandetal. (1985) describieronen cepasdel serotipo0157, asociadoal síndrome

urémicohemolítico(HUS) y a la colitis hemorrágica(HC), un segundotipo de VT (VT2) que

no era neutralizable con el antisuero frente a la toxina shiga ni con el suero producido frente

a la VT de la cepaH30. Los investigadoresdenominarona estaúltima VTl y VT2 a la

descubiertapor ellos. Quedabademostrada,porlo tanto, la heterogeneidadde las VTs, lo cual

ya habíasido sugeridopor Konowalchucken 1977 cuando las describiópor primeravez.
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Stockbineet al. (1986) identificaron los dos fagosque codifican las toxinasVTl (SLT-I) y

VT2 (SLT-II) en la cepa933 (0157:H7)y comprobaronque ambastoxinas erancitotóxicas

paralas líneascelularesVero y HeLa,paralíticasy letalesparael ratóny enterotóxicasen asa

intestinal ligada de conejo.

Las cepasde E. coli de los serotiposasociadosa la enfermedadde los edemasdel cerdo

producenuna variante antigénicade la VT2, denominadaVTe o SLT-IIv (Blanco et al.,

1983b; Smith et al., 1983; Marqueset al., 1987),que no escitotóxicaparalascélulasHeLay

que es el anteriormentedenominadoprincipio de la enfermedadde los edemas(EDP)

(McLeod y Gyles, 1990).

La VTl (SLT-I) se ha purificado a partir de las cepas humanas H30 (026:Hll) y 933

(0157:87)comprobándoseque tiene una estructurade subunidadesidénticaa la de la toxina

shiga,una subunidadA y cinco subunidadesB. También el pI, la estabilidadal calor y las

actividadesbiológicas eran identicasa las de la toxina shiga, pero el pesomolecularera

distinto (O’Brien y La Veck, 1983). La composiciónaminoacídicay la secuenciade las

subunidadesA y iB de ambastoxinassonsimilarespero no idénticas(Stockbineet al., 1987

y 1987bis).

Head al (1988) purificaronn la VT2 (SLT-II) a partir de la cepahumanaE32511

(0157:8-). La VT2 presentadiferenciasen sus actividadesbiológicascon la VTl: esmenos

activa en las células VERO y la dosisletal-SO para el conejoes mucho mayor. Además,

inoculadaenconejosproduceunaevidentececitishemorrágica,mientrasque la VI’1 origina

una diarreamoderadano sanguinolenta.Downeset al. (1988) tambiénpurificaron la VT2 a

partir de cepasdel serotipo 0157:87 encontrandoque su punto isoeléctrico era 5,2, a

diferencia del valor hallado (6,5) por Head etal. (1988). Por otra parte, Padhye etal. (1986)

purificaron una VT a partir de la cepa 932 (0157:H7), aislada de un caso de colitis

hemorrágica y de la que se había indicado que produccía SLT-I y SLT-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 purificadaporestosautoresno tiene estructurade subunidadesy produce

hemorragiasen el colon de ratonesinoculadosintraperitonealmente(Padhyeetal., 1987).

42



Introducción

El mecanismode acciónde estastoxinasen las célulaseucariotassesuponeque es

el mismo que el de la toxina shiga: las subunidades B se unen a un receptor glicolipídico

GB3 (Lingood et al., 1987; Waddell etal., 1988), mientras que la subunidad A inhibe la

síntesisproteicaen las células eucariotas,probablementepor inactivacióncatalítica de la

subunidad60S 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

prácticamente todos los animales domésticos. En medicina humanase ha descrito la

producción de VTs en cepas de ECEP(Konowalchuck et al., 1977; O’Brien et al., 1982) y

en las cepas del serotipo 0157:H7,que estanintegradasel grupo de ECEH y producenel

síndromeurémicohemolítico (Karmali et al., 1985) y la colitis hemorrágica(Riley et al.,

1982). También elaboran verotoxinas las cepas de los serotipos 01 13:H21 (Jonhson et al.,

1987) y 0111:NM (Marques et al., 1986) asociadas igualmente al síndrome urémico

hemolítico.

En los animalesdomésticosse han aislado cepas de E. coli productoras de VTs de

cerdosdiarreicosy afectadospor enfermedadde los edemas(Kashiwazakiet al., 1980y 1981;

Blancoet al., 1983b;Dobrescu,1983; Smith et al., 1983y 1988; Gonzalezy Blanco, 1985;

Hampson et al., 1986), de ternerosafectadosde diarrea(Sherwoodet al., 1985; Mohammad

et aL, 1985 y 1986; Orskov et al., 1987; Borczyk et al., 1987; Blanco et al., 1988 y Gonzalez

y Blanco, 1989) y de disentería (Chanter etaL, 1986; Moxley y Francis, 1986; Mainil et al.

,

1987), de corderos(Balodaet al., 1987; Dom et al., 1989)y de cabritos(Mohammadet al.

,

1986).

Las cepas de ECVTde origen bovino producen VTL (Sherwood etaL, 1985; De

Rycke et al., 1987) y VT2 (Smith et al., 1988) aunque no se ha descrito la expresión conjunta

de ambas toxinas por una misma cepa.

Aunque el serotipo más frecuente de las cepas de ECVT de origen humano es el
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0157:H7,sehademostradolaproducciónde VTsen al menos29 serogruposdistintos(Levine

et al., 1987; Smith y Scotland, 1988). El serotipo0157:H7 se ha aislado de terneros con

diarrea(Orskov al 1987; Blancoet al., 1988; Gonzalezy Blanco, 1989),de carnefresca

(Doyle y Schoeni, 1987) y de leche no pasteurizada(Borzcyk etal., 1987), por lo que se

considera que el ganado bovino podría actuar de reservorio de estas cepas patógenas para el

hombre. Sin embargo,el serotipo 0157:H7 también se ha aisladode productosde origen

porcino, ovino y aviar (Doyle y Schoeni, 1987), por lo que es posibleque estosanimales

actúan también como reservorio (Karmali, 1989).

Las cepas de ECVTde origen bovino pertenecen al menos a 13 serogrupos diferentes,

entre ellos algunos como el 026, el 0111 (Sherwoodet al., 1985; Smithet al., 1988),el 0128

y el 0157 (Orskov et al., 1987; Blanco et al., 1988; Gonzalez y Blanco, 1989) se han

encontradotambién en cepashumanas.No obstante,un porcentajerelativamenteelevadode

cepasde ECVT aisladasde rumiantesno sontipificables (Sherwoodet al., 1985; Smith al

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

1.5.3.3. Asociación con la enfermedad

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

E. coli que producen distintosprocesospatológicostantoen e] hombrecomoen los animales

domésticos no está totalmente esclarecido.

La producción de Vis es una característica común de los serotipos de E. coli

implicados en el síndrome urémico hemolítico (HUS), la colitis hemorrágica (HC) y la

púrpura trombótica trombocitopénica del hombre (Riley et al., 1983; Karmali ~ 1983 y

1985b, Pai et al., 1984) y que constituyen el grupo denominado ECEH(Levine, 1987).

La inoculaciónde estastoxinasen conejosorigina lesionesvascularessimilaresa las

quesedesarrollanen los pacientescon HUS y HC (Richardson~¡ii~~1987). LaVil produce

diarreamoderaday parálisisen conejos,mientrasque la VT2 origina diarrea sanguinolenta

comoresultadode unaintensacecitis,clínicay anatomopatológicamentesemejanteala colitis
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hemorrágicadel hombre(1-leadet al., 1988).

Por otraparte,las estirpesde ECERposeenotrascaracterísticascomunes,distintasde

la producciónde Vis, como son la presenciade un plásmido de 60 MDa que codifica la

expresión de un antígeno fimbrial que posiblementemedia la adhesión a las células

intestinalesHenle 407 (Karch et al., 1987). Se ha observado,asimismo,que las cepasde

ECEH se adhierenestrechamentea los enterocitosoriginandola lesión histopatológicade

adhesióny borrado(Tzipori etal., 1986).Tzipori etal.(1987)investigaronexperimentalmente

en cerdosel posible papeljugado en la patogeniade la diarrea por el antígenofimbrial

codificado por el plásmido y por la Vi comprobandoque ni la Vi ni la presenciadel

plásmido de 60 MDa erannecesariosparael desarrollode la diarrea, sin embargo,estase

asociabasiemprecon la presenciade la lesión histopatológicade adhesióny borrado.

Laenfermedadde los edemasdel cerdoseasociaa determinadosserotiposde E. coli

queproducenunavarianteantigénicade la VT2 (Vie). La inoculaciónde la toxina reproduce

la sintomatologíaclínica, caracterizadapor edemasperiféricosy trastornosnerviosos,y las

lesionesvascularescaracterísticasque son similaresa las observadasen el HUS.

En estudios realizados en diferentes paises se han encontradofrecuencias de

aislamientode cepasde ECVT de ternerosdiarreicosmuy variables:1% en Canadá(Mainil

et al., 1987),3% en Francia(De Rycke al 1987)y Reino Unido (Sherwoodet al., 1985),

20% en España(Blancoet al., 1988; Blanco, 1991)y 28% en Sri-Lanka(Mohammadet al.,

1985).No obstante,tambiénsehan aisladocepasdeECVí con elevadafrecuenciade terneros

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

Chanteret al. (1984), en el Reino Unido, describieronun brote de disenteríaen

ternerosproducidoporunacepade E. coli atípica(S102-9).Estacepaperteneceal serotipo

05:K-:H-, esureasapositivay anaerogénica,reproducelaenfermedaden ternerosgnotobiótios

(Chanteret al., 1984) y origina la lesión histológicade adhesióny borradoen el colon y el

recto (Hall et al., 1985). Posteriormentese comprobóque estacepade E. coli produceVi

en las líneascelularesVero y HeLay originala lesiónde adhesióny borradoen infecciones
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experimentalesrealizadasen ternerosconvencionales(Chanteret al., 1986).

En Canadá también se ha aislado una cepa verotoxigénica del serotipo 0111:NM de

terneros con disentería en los que se observaban las lesiones de adhesión y borrado

(Schoonderwoerd ~ 1988). La inoculación de esta cepa en terneros privados de calostro

reprodujola lesión característicapero no los síntomasde la enfermedad.

Mainil etal. (1987)reprodujeronlas lesionesde adhesióny borradoperono ladiarrea

en terneros privados de calostro infectados experimentalmente con cepas productoras de Vil

y VT2. Sin embargo,Wray etal. (1989) reprodujeron la enfermedad y las lesiones en terneros

convencionales privados de calostro inoculados con cepas productoras de Vil y VT2. Sin

embargo, en los terneros que habían recibido calostro no consiguieron reproducir la

enfermedad ni las lesiones.

1.5.4. E. coli productores de CNF (ECNT)

1.5.4.1. Factores citotóxicos necrotizantes.

El denominado factor citotóxico necrotizante (CNiF), que origina multinucleación y

agrandamiento de las células Vero y HeLa y necrosis en la piel de conejo, se describió por

primeravezen cepasde E. coli aisladasde casosde enteritisinfantil (Caprioli et al., 1983).

En los animalesdómesticosse han aisladocepasproductorasde CNF de lechones

afectadosde diarrea,primeroen Espafla(Gonzalezy Blanco, 1985) y posteriormenteen el

Reino Unido (McLaren y Wray, 1986), y de terneros afectados de diarrea en Francia (De

Rycke et al., 1987) y en España (Blanco et al., 1988).

Esta nueva citotoxina, hoy denominada CNF1, es una proteína de 115 kDa (Caprioli

et al., 1984, De Rycke et al., 1989).

De Rycke etal., en 1987, describieron un tipo distinto de efectocitopáticoen célula
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HeLa inducido por los extractos sonicados de cepas de E. coli aisladas de terneroscon diarrea

y de la cepa de referencia del plásmido Vir (S5). Previamente se conocía que esta última

cepa,aisladade un corderocon septicemia,producíauna toxina letal parael ratón (Lopez-

Alvarez et al., 1980; Smith, 1978). Este nuevo factor citotóxico, aunque es distinto, está

inmunológicamenterelacionadocon el CNF descritoporCaprioli et al. y, dadoque también

induce necrosis en la piel de conejo (Blanco et al., 1988), se denominó CNF2, reservándose

la denominación de CNF1 al descrito anteriormente. El CNF2está codificado por el plásmido

Vir de la cepa de referencia 55 (Oswald et al., 1989) y es una proteína de 110 kDa (Oswald

et al., 1989; Oswald y Rycke, 1990).

1.5.4.2. Asociación con la enfermedad

La asociación de las cepas de ECNTcon infecciones intestinales y extraintestinales

en el hombre(Caprioli etaL, 1983 y 1987; Alonso et al., 1987; Blanco et al., 1990; Cherefi

et al., 1990) y en los animalesdomésticos(Blancoet al., 1985; McLareny Wray 1986; De

Rycke et al., 1987; Blanco et al., 1988) así como las propiedades necrotizantes y letalesde

los CNFs en animales de experimentación sugieren que estas nuevastoxinaspodríanjugarun

papel en la patogenicidad de las cepas que las producen.

Estudios experimentales realizados en corderos de 7 a 10 días de edad inoculados

intravenosamente con la toxina purificada a partir de la cepa BM2-I, aislada de enteritis de

terneros, demuestran que esta toxina es letal y neurotóxica para los corderos y que reproduce

la sintomatología clínica de depresión y diarrea mucosa observada en terneros y las lesiones

consistentesen congestióny hemorragiasen el sistemanerviosocentral,necrosiscoagulativa

del miocardioe hipersecreciónmucosaen el tracto gastrointestinal(De Rycke, 1990).

Estirpes de ECNTse han aisladocon unafrecuenciarelativamenteelevadade terneros

diarreicos(DeRyckeetal., 1987;Blancoet al., 1988)perotambiénde ternerossanos.Blanco

(1991), en un estudio realizadoen Galicia, aisló cepasde ECNT del 21% de los terneros

afectados de diarrea y del 35% de los sanos, lo que, según el autor, podría indicar que las

estirpesde ECNT forman parte de la flora normaldel intestinodel ganadobovino.
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Las cepasde ECNT que se asociancon infeccionesextraintestinalesen el hombre

generalmenteproducenCNN, mientrasque las estirpesde ECNí de origenbovino aislados

de animalesdiarreicos,septicémicosy sanosgeneralmenteproducenCNF2 (BlancoeL al.,

1988; Blanco, 1991). En los estudios realizados por Blanco et al. en Galicia, el 96% de las

cepas de ECNTaisladas producían CNF2, mientrasque únicamenteel 4% producían CNF1

(Blanco et al., 1988; Blanco, 1991). Estas últimas pertenecían a los mismosserotiposquelas

cepas de ECNTde origen humano (Blanco et al., 1990), en tanto que las productoras de

CNFl pertenecían a 12 serogruposdistintos de los anteriores.No obstante,el 12% de las

cepas resultó no tipificable. Estos investigadores encontraron una asociación estadísticamente

significativa entrela producciónde CNF2 y la producciónde colicinas,que es una de las

característicasfrecuentesde las cepassepticémicasde E. coli (Said et al. 1988),por lo que

sugieren que las cepas de E. coli productoras de CNF2 podrían estar implicadas en los

procesossepticémicosde los ternerosrecién nacidoshipogammaglobulinémicos(Blancoet

al 1992h).

Recientemente Wray ~ (1989)han descritoun brote de disenteríaen ternerosde

14 meses de edad asociado a una cepa hemolítica de E. coli del serotipo 02 productora de

CNFy que expresa el antígeno fimbrial FG. Las lesiones observadas eran las de una colitis

hemorrágica.

1.5.5. E. coli septicémicos.

Los factores de patogenicidad descritos en las cepassepticémicasde E. coli se

relacionan con la presencia de plásmidos.Determinadosplásmidoscodifican la producción

de colicina V (plasmidos Col. y), una proteína con actividad antimicrobiana producida por

una elevada proporción de cepas de E. coli aisladasde infeccionesextraintestinalesdel

hombre y de los animales (Smith, 1974). La actividad que la colicina V pueda tener en

célulasencariotasha sido poco estudiada.

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

de la colicina V no es esencial para la acción patógena de las cepas de E. coli que la
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producen(Binns et al., 1979; Quakenbushy Falkow, 1979; Williams y Warner, 1980). No

obstante,los plásmidosquecodificansu produccióncodificantambiénotraspropiedadesque

contribuyen a la patogenicidad de las cepas como la producción de aerobactina, el aumento

de supervivencia en el suero, la resistencia a la fagocitosis, y la adherenciaa células

intestinales(Williams, 1979;Binns et al., 1979;Braun, 1981;Clancyy Savage,1981;Warner

et al., 1981).Algunos de los primerosestudiosindicanque las cepasproductorasde colicina

y poseenmayorcapacidadde sobreviviry colonizarel intestino(Smith y Huggins, 1978).

Los plásmidos que codifican la producción de colicina V constituyen un grupo

heterogéneo en tamaño, composicióngenética,capacidadde conjugacióny expresiónde

factores de patogenicidad. No todos codifican los factores de patogenicidad anteriormente

mencionados. Excepto la producción de aerobactina, que es común a casi todos ellos, la

frecuencia y combinación de los otros fenotipos entre los plásmidos Col, Y se desconoce

(Waters y Crosa, 1991).

Recientemente Fernandez-Berasetal. (1990) han comprobado que el genotipo colicina

y es predominantemente cromosómico en las cepas de E. coli de origen humano aisladas de

proceso diarreicos y predominantementeplasmídico en las aisladas de infecciónes

extraintestinales.

La aerobactina es un sistema de captación de hierro (Stuart et al., 1980; Williams y

Warner, 1980) que está relacionado directamente con la vimíencia de las cepas de E. coli

capacesde originarinfeccionesextraintestinales(Willimas, 1979).La concentraciónde hierro

disponible en los líquidos extracelulares de los vetebradoses muy inferior a los

requerimientos nutricionales de las bacterias (Martinez etaL, 1990). Aunquelas cepasde E

.

£~Ji.producen una enterobactina, que es también un agente quelante del hierro, se suponeque

la producción de aerobactina confiere a las cepas de L,~ii que la producen una ventaja

selectiva para multiplicarse en condiciones restrictivas de concentración de hierro (Der

Vartanian, 1988, Ford et al., 1988). La aerobactina, a diferencia de la enterobactina, se recicla

después de la liberación del hierro en el interior de las células(Braun al 1983; Williams

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

está codificada por genes cromosómicos (Valvano y Crosa, 1984; Marolda et al., 1987>.

Además del plásmido col. y, Smith (1974) describió otro plásmido independiente,

denominado plásmido Vir, que codifica la producción de una toxina letal y de un antígeno

superficial (Lopez-Alvarez y Gyles, 1980). La transferencia del plásmido Vir por conjugación

confiere a las cepas receptoras las propiedades letales atribuidas a la toxina Vir (Smith, 1974).

Las cepas que poseenel plásmido Vir producenla muertepor septicemiade los terneros

convencionalesprivadosde calostro(Smith, 1978).El plásmidoVir esmuchomenoscomún

entre las cepas de E. coli que los plásnaidosCol. V y solamenteseha detectadoen cepasde

E. coli aisladasde terneros y corderos (Wray y Mons, 1985). La toxina Vir induce

alteracionesmorfológicasen las líneascelularesVero y Reíay esprobablementeidénticaal

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

La septicemia colibacilar afecta generalmente a los terneros y corderos

hipogammaglobulinémicos. En los corderos suele presentarse en animales de 2 a 3 semanas

de vida y generalmenteesde cursofatal. El procesopuedeacompañarsede diarreaperoesta

no es constante (Kimberling, 1988). Las estirpessepticémicasde E. coli pertenecena un

número limitado de serotipossiendoel más comúnen los ternerosy corderosel 078:K80

(Wray y Morris, 1985).

1.6. PROPIEDADES HEMAGLUTINANTES DE E. COLI

Las primeras adhesinas descritas en cepas de E. coli fueron las hemaglutinantes

(Guyot, 1908). Posteriormente se comprobó que la capcidad hemaglutinante se debía a

determinados antígenos 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 hemaglutinanción que producen se inhiba o no en presencia del

monosacárido D-manosa (Duguid et al., 1955). Una misma cepa puede expresar
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hemaglutininasmanosa-resistentesy manosa-sensibles.

La hemaglutinación 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 mayoría de las fimbrias que actuan como

factores de colonización aglutinan los eritrocitos de una o generalmentevarias especies

animales en presencia de D-manosa (Jones y Rutter, 1974; Orskov et al., 1975; Tixier y

Gouet, 1975; Burrows et al., 1976; Evans et al., 1977; Orskov y Orskov, 1977; Morris et al.,

1977 y 1978; Smyth etal., 1979; Thorne et al., 1979; Back et al., 1980; Levine et al., 1980;

Deneke et al., 1981; De Graaf y Roorda, 1982), lo que permiteclasificarlasen distintos

modelos de hemaglutinación (Evans £L4~ 1979 y 1980; Blanco~ 1985, Gonzalezy

Blanco, 1985b; Bijísma y Frink, 1987).

No obstante,algunasde 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 además otros antígenos, probablemente

fimbriales, que son los responsables de dicha activiad (Girardeau et al., 1988, Korth et

al.,1991). Asimismo, la fimbria Fi? purificada no tiene activad hemaglutinante manosa-

resistente(HAMR) (Lintermanset al., 1988a),aunquesí suelentenerlalas cepasde campo

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

El estudio de la actividad HAMRha permitido detectar nuevos antígenos superficiales,

todavía no caracterizados, en cepas de E. coli de origen animal aisladas de procesos

diarreicos. Así, por ejemplo, De Avila et al., (1988) en Brasil describieronun antígeno

superfical en cepas de E. coli aisladas de cebús afectados de diarrea que hemaglutinaba los

eritrocitos de oveja, cerdo y caballo en presenciade D-manosay teníaunaestructurafimbrial

de 2-3 nm de diametro observado por microscopia electrónica. También en Brasil, Yano et
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al., (1988) encontraron en cepas verotoxigénicas de origen bovino, que mostraban actividad

HAMRcon eritrocitos humanos del grupo A, un antígeno que denominaron factor de

adherencia EAF-44. Las bacterias que lo expresaban se adherían difusamente a las células

Hep-2 y, observadas por microscopia electrónica, mostraban en su superficie estructuras

semejantes a las fimbrias. Recientemente, Varga (1991) han descrito otro antígeno fimbrial

en cepas de E. coli aisladas de terneros diarreicos que hemaglutinaban en presencia de D-

manosalos eritrocitosde ternera.

Blanco etal. (1988) comprobaron que una elevada proporción de cepas productoras

de CNFtenían activiad HAMRy recientementehan indicadoquecepasdeE. coli productoras

de CNF2 expresan un antígeno (823) distinto del pilus Vir (Blanco etal., 1 992b).

La expresión 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-resistentes que son no

fimbriales (Labigne-Roussel et al., 1984; Williams et al., 1984; Nowiiki et al., 1990; Aubel

et al., 1991). En estudios de inmunomiscrocopía electrónica se ha observado que algunas de

estas adhesinas no fimbriales rodean a las bacterias a modo de cápsulas (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 cápsulas podrían 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 antígeno

C53 que forma parte del complejo CFAIII (Cravioto et al., 1982; Smyth, 1982) y que, aunque

inicialmentese describió como no fimbrial (Mullany etal., 1983), tiene una estructura fibrilar

con un diámetrode 2 nm (Levine et al., 1984). Igualmente,la fimbria F4 de origen porcino

se describió originalmente como una masa de finos filamentos (Stirm et al., 1967) y

postenormentecomo fibrillas de 2 nm de diámetro (Gaastray De Graaf, 1982). Las

estructuras de estas dimensiones no son fáciles de observarcon las técnicas de tinción

ordinarias utilizadas en microscopia electrónica.
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Planteamientoy Objetivos

La explotación de ganado ovino y caprino tiene una gran importancia dentro de la

producción ganadera en España.Los factores que condicionan la productividad de las

explotacionesovinas y caprinasson múltiples y, entreellos, cabedestacarla incidencia de

procesosinfecciososy parasitarios.

Entre los procesos patológicos que afectan a los corderos y cabritosrecien nacidos,

las gastroenteritis infecciosas son los más frecuentes y los que ocasionan mayores pérdidas

económicas. La etiología de estos procesos es multifactorial y pluricausal. En su presentación

y evolución intervienen,ademásde las variacionesindividualesde los animalesy de los

factores ambientales y de manejo, múltiples agentesinfecciosos,entrelos que seincluyen

bacterias, virus y parásitos, que pueden presentarse en infecciones simples o mixtas.

El conocimiento de los enteropatógenos que puedanestarimplicadosen la etiología

de los procesos diarreicos neonatales de los pequeños rumiantes, de la prevalencia e

importancia relativa de cada uno de ellos e incluso de las interacciones que puedan existir

entre los diferentesagentesesfundamentalparaorientarel diagnosticoy paraestablecerlas

medidasterapéuticasy profilácticas adecuadas.

En las últimas décadasse han realizado numerososestudios etiológicos y

epidemiológicossobre los procesosdiarreicos neonatalesde los terneros y lechones.

Comparativamente,sin embargo,son muy escasoslos estudiosrealizadosen las especies

ovina y caprina,de tal maneraque, en general,tiendea asumirsequelos agentesinfecciosos

implicados en las diarreasneonatalesde los pequeñosrumiantesson los mismos que

intervienenen estetipo de procesosen los terneros.

E. coli se ha consideradotradicionalmenteuna de las principalescausas,sino la

principal, de los procesosdiarreicosneonatalesde los corderosy cabritos.No obstante,al

igual que sucedecon el resto de los enteropatógenos,la información disponible sobresu

incidenciaen los pequeñosrumiantesy sobrelas característicasde las estirpesimplicadases
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muy limitada.

Este estudio, que forma parte de un proyecto más amplio sobre la etiología y la

epizootiología de las diarreasneonatalesde los pequeñosrumiantes,seplanteocon el objetivo

básicode investigarla participaciónde los diferentesgruposde estirpesde E. coli patógenos

descritoshastael momentoen los animalesdomésticos.Ello implica considerar,porunaparte,

las estirpes de E. coli enterotoxigénicas (ECET), que son las mejor conocidas y prácticamente

las únicasimplicadashastael momentoen las diarreasneonatalesde los pequeñosrumiantes,

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. Gómez

Bautista,estudiarun buen número de brotes diarreicosen explotacionesovinas y caprinas

ubicadasen la zonacentrode España.De las muestrastomadasen los diferentesbrotesse

aislarían cepasde E. coli parasu posteriorcaracterización.

La caracterizaciónde las estirpesde ECET sebasadaen la detecciónde fimbrias (F5

y F41) y de enterotoxinas (STa y Li). En las estirpes no enterotoxigénicas se investigarían

distintas características que se han asociado con la patogenicidad de las cepas, como la

producción de citotoxinas (verotoxinas y factores citotóxicos necrotizantes), la expresión de

antígenos superficiales distintos de las fimbrias clásicas y la producción de colicinas.

Por otra parte, se investigaría la capacidad hemaglutinante de las cepas aisladas con

los eritrocitos de distintas especies animales como un método indirecto de conocer sus

propiedadesadhesivasy de orientar el estudio de posiblesnuevosantígenossuperficiales,

distintos de las fimbrias clásicas, que pudiesenestarrelacionadoscon la capacidadde las

cepas de colonizar tejidos del hospedador.

Por último, se estudiaría la sensibilidad de las cepas de E. coli a distintos

antimicrobianos.
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111.1. RECOGIDA DE MUESTRAS DE CAMPO

Duranteel períodocomprendidoentreenerode 1989 y diciembrede 1991 seestudiaron

diferentesbrotesdiarreicosde animalesrecién nacidosen explotacionesde ganadoovino y

caprino. Las explotacionesestabanubicadasen la zonacentrode España,principalmenteen

la Comunidadde Madrid y en menormedidaen las comunidadesde Castilla-LaManchay

Castilla-León.

En la tabla 3 se especifica la localizaciónde los brotes estudiados,el número de

animalesadultosque integrabancadarebaño,el númerode animalesmenoresde 4 semanas

en el momento de la toma de muestras así como el número de animalesde los que se

recogieronmuestrasfecalesen cadabrote. Seestudiaronun total de 51 brotes diarreicos, 38

en explotacionesde ganadoovino y 13 en rebañosde caprino. En 17 de los brotesovinos

(correspondientes a 11 explotaciones) y en 8 de los caprinos (7 explotaciones)la toma de

muestras fue realizadadirectamentepornosotrosen las explotaciones.Dichasexplotaciones

figuran con un asterisco en la tabla 3. En el resto de los casos la toma de muestras fue

realizada, siguiendo nuestrasindicaciones,por los profesionalesclínicos que ademásse

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

En todos los casos se recogió personalmente o a travésde los profesionalesclínicos

la información concerniente a las característicasclínicas del brote diarreico, las tasasde

morbilidad y mortalidad de los animales menoresde 4 semanas,características de la

explotación, manejo de las animales,etc. En la figura 1 semuestrala fichamodelo utilizada

para recabar dicha información.

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

animalesmuestreados.De cadaanimal se tomabanmuestrasparainvestigarla presenciade
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los tres tipos posibles de enteropatógenos implicados: bacterias (E.colb, virus (rotavirus) y

parásitos (Crvntosporidium sp.). Las muestras destinadas a los estudios bacteriológico y

virológico se recogían con hisoposrectalesestérilesy las muestrasutilizadasparael análisis

parasitológico con un guantede plásticodesechable.Con cadamuestraseadjuntabaunaficha

en la que se especificabanlos datos del animal del que procedía:la especie(cordero o

cabrito), la edad,el estadogeneral,el aspectode las heces,los tratamientosrecibidos,etc.

(ver fig. 1).

En los casos en que fue posible se realizó en nuestrolaboratorio la necropsiade

algunos de los animales con síntomas clínicos, previo sacrificio por exanguinación. En estos

casos sc recogieron muestras, también por triplicado, de distintas porcionesintestinalesy

víscerasinternas.El númerode animalesen los que se realizó la necropsiafiguran entre

paréntesis en la tabla 3.
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MARREAS MXONATXLES D~ ?EQIYE9OS 3OT~ASTES

CASO :i~, FECHA:

~¶UES2RAS: Des disonos rectales por cada animal. Animales de O a l~ ¿las.

REHITvW

POtBLO

EnLOrAcION:

:~S de aflItales ACtIvad TIce Ordedo __________

orIno__________ .ecOC IntensÉ-yo Manual

ca,rrOO carne extensivo__ mecanito____

ndice ce certilidad • Alimenrao:Ot

-

Mortalidad le recreo nacidos____________ pastoreo__________

Abortos____________________________________ ______________

XntecelC!1t55 c~..SiCO5_________________________________________________________________

Tacurac:oOCSl

Tratan lentos:

Lactancia Paridera

Maoe;oa sancronroada__

artf ictal no

nc madres:

ojeteO_______________

teO:oacrones

N~ A2IIMAIES =tPECTAÉOS: 55 AzLAC.cc NXC~ OS____________

M~ XNWMAIZS ¶YEROOS:___________________________________

MANTO TIEZÍFC 5101 ~O7 EI~EZO LA DIARREA___________________________

ME ELIDES ESTAS LOS ANIMALES CON MARISA____________________

MUESTRA N~:________

Cortero caerito Desde cuindo tiene diarrea:__________________________

Edad___________________ Ea tomado calostro? EL MO Antes de 12 horasPEl ~O

Etebre SI___ Mo________ Estado general - -

Mamatts cacreIl MO Parco simple____ ;emelar____

Acocoto heces COLOR OLOR DONSISTE::CIA

1000tOta veraces toedora • acuosa

bisneuccina sangiuinoienta Ecido_______ semillaulda

amarillenta negruaca nutrido normal_______

-tESCRA M~:

Corcar, flor: te Oeste ou¿n¿etiene •iia~a’

LIad______________________ Ea tomado calostro? SI 20 Antes le 12 horas?SI MO

ecre St____ Estado ~enera:____________________________________________

Mamitis osar’ SI MO Parto simole____ ¿anclar_____

Acocoto neces ••;OL•CR OLOR •CDNSISTSXOIA

rocotora rercoca madera_______ acuosa

ilnnaued:na san~,i:OOteflta acrIe________ jemhiiontta__

amarr>.eOtA__ flegrizOs.______ ouar:c.e_______ corra’________

MUESTRA 5~t

Cartero caOrIta Oeste cuanto treme alarrea?______________________________

Edad___________________ la tomado calostro? SI CO .tntes te deras’SI IZO

Fiebre sí MO_______ Estado generar—-..

Mamitis madre EL :iO__ Parto simple — ganelar____

Acocoto heces COLOR OLOR CONSIS’1’Z~OIA

incolora___ verdosa____ :nodora acuosa

dlaoo~secita sangiuinoleota Ecido semilíOti~d5__

anarallenta negruzca____ cútr:de normal

Figura 1. Ficha modelo utilizadapara recoger la información concerniente a las característicasde cadabrote
diarreico estudiado.
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TABLA 3. Brotes diarreicos estudiados.

LOCALIDAD N” adultos de 1. N’animales N’ animales
explotación menoresde 4 misestreados

semanas

Brotesdiarreicosenexplotacionesovinas

Madrid
Mesó,, <le Braojos

villaituevadel Pardillo 1

villanuevadel Pardillo 2

valdeolmos

Cenicientosl

villa,tuova del Pardillo 3~

villanuevadel Pardillo 3’

El Alamo’

Cenicientos2

Alcobendas

Alcalá de Henares’

Alcalá de IIenares

ColmenarViejo’

Villanuevadel Pardillo 3’

Burgos

Pinilla de Barruecos

1-lontoriadel Pinar

huertaAbajo

Navasdel Pinar

villahoz

Segovia

Segovia

Arn’uña’

Santiustede S.i.Barnista’

Aldeasuena

Puentesadeode F.

Segovia

Adrados

Armada

Aldea del Codonal

Fnentepiñel

Carboneroel Mayor

valladolid

Cocegesdel Monte

Toledo

Puebla deMontalbán1”

Puebla de Montalbán 2~’

Ciudad Real

Los Pozuelos deCalatrava

los Pozuelosde Calatrava

Cuenca
Mazarulleque’

Guadalajara

Molina deAragón

Albacete

Tinarejos’

N’ de hrotes:38(17’)

loo

600

950

500

500

500

460

500

550

1100

1100

160

500

R

a
a
R

loo

30

80

60

loo

30

180

100

30

540

20

40

60

160

60

150

120

8

43

4

5
2

23

27
4

8(1)’

7

15

39

lo

12(1)

2

1000

600

250

250

300

500

600

loo
30

180

60

50

130

5

6

10

3

2

3

4

4

6
375

350

275

300

250

2000 230

50(1)

22(2)

19

24(l)

500 100

50

13

6

8000 1000

N’ de corderos:

3 7(2)

426
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TABLA 3 (continuación). Brotes diarreicos estudiados.
LOCAI.IDAII) N

0 adultos dela N’animales
explotación menoresde 4

semanas

N0 animales
muestreados

Brotesdiarreicosen explotacionescaprinas

Madrid
San Mames 450 100 7

S.Martin de Valdeiglesias

Villanuevadel Pardillo’

200

15 7

4

4

Pelayosde la Presa

Robledodc Chaveta’

200 6

270 248

1(1)

12

Brunete ¡

RobledodeChavela 250 80 3

Toledo

Navalermosa 150 60 4

Hormigos’

Talaverade la Reina’

170

200

29

18

Hormigos’ 16

Ciudad Real

Aprobadolos Montes’

La Solana’

1200 80

500 50

30

16

N’ debrotes:13(8’) N’ de cabritos: 142

Explotacionesmuestreadasdirectamente.En el momentode la tomade muestras.
- No seobtuvieronestosdatos.

Entreparéntesisnúmerodc animalesen los que serealizó la necropsia.

En los brotesestudiadosserecogieronmuestrasfecalesde animalesdesdelas primeras

horashastala cuartasemanade Vida. No obstante,la mayoríade los animalesestudiadosse

hallabanen las dos primerassemanasde vidadebido a que la diarreasolíainiciarseentrelos

4t50 día y pensistirhastalos l5o~21o día de vida de los animales.

La mayoría de las muestras recogidas procedían de animales afectados de diarrea, si

bien, la clasificación en animales afectados se bacía atendiendo exclusivamente a la

consistencia de las heces. En algunos casos,serecogieronmuestrasde animales en los cuales

la consistenciade las heces no estabaalteraday se clasificaron como animalessanos.

Generalmente,setratabade animalesen los primerosdías de vida, esdecir, menoresde la

edaden la que solíainiciarse el procesodiarreicoen la explotación.

En la tabla4 seresumeelnúmerototal de animalesde los queserecogieronmuestras

en los 51 brotes estudiados.Se obtuvieronmuestrasfecalesde 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. Número de animales afectados y sanos de los que se obtuvieron muestras.

N” brotes
diarreicos

N0 animales N0 Total
animales

Afectados sanos

Ovino 38 391 35 426

Caprino 13 128 14 142

Total 51 519 49 568

El estudio parasitológico fue realizado por Mercedes Gómez Bautista y su equipo de

la Unidad de Parasitología de nuestro Departamento y el virológico por María Muñoz en el

Departamento de Patología Animal 1 de la Facultad de Veterinaria de Léon.

111.2. AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CONSERVACIONDECEPASDE

E. COLI

.

111.2.1.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 día de su obtención o de su llegada al laboratorio en el medio

selectivo para enterobacterias agar McConkey (DIFCO). Después de la incubación de las

placasa 370C durante 18 horas, se seleccionaban colonias de cada tipo morfológico distinto

y se resembraban en agar base para sangre (DIFCO) suplementado con un 5% de sangre de

camero (OXOID).

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

de hemólisis.
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111.2.2.-Identificación.

La identificaciónde E.coli se realizó mediante un método rápido que se basa en la

determinaciónde tres pruebasbioquímicas:la fermentaciónde la lactosaen agarMcConkey,

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

La capacidad de fermentar la lactosase detectabaen el agarMcConkey (DIFCO)

utilizado para el aislamiento. En este medio, las colonias fermentadoras de la lactosa aparecen

de color rosa, debido a la calda localizada del pH y a la absorción del indicador rojo neutro,

y generalmente rodeadas de una zona rosada debido a la precipitación de las sales biliares que

contiene el medio. La lectura de las placasse realizabaa las 18 horasde incubación.

La actividad 8-glucuronidasa y la producción de indol se determinaban por una prueba

conjunta en tubo (I+G). Esta prueba consiste en enfrentar una suspensión densa de bacterias

con un sustrato cromógeno del enzima (el ácido B-glucopiranósido urónico ligado al grupo

para-nitrofenil) y con el aminoácido L-triptófano.

Para la realización de la prueba I÷Gse preparaba una solución conteniendo por ml de

PBS, pH 7,5, 0,5 mg de para-nitrofenil-f3- glucopiranósido urónico (SIGMA) y 7 mg de L-

triptófano (SIGMA). La solución se esterilizaba por filtración y se conservaba a 40C basta el

momento de su utilización.

En el momento de realizar la prueba, la solución se distribuía asépticamente en tubos

de vidrio estériles en vójumenesde 250 ~il. Estos tubos se inoculabancon los aislados

haciendo una suspensión densa de bacteriasa partir de su crecimientoen agarsangre.La

lectura se realizaba despuésde una hora de incubaciónen un bañoa 440C (Iritani e Inzana,

1988).

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

amarillo intenso en el medio que se debe al desdoblamientodel enlacedel grupo para-
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nitrofenil. En una reacción negativa el medio permanece incoloro. Para revelar la producción

de indol se añadía una gota de reactivo de Kovac. La formación de un anillo rojo en la

superficie indica una reacción positiva.

Las cepas lactosa (McConkey), j3-glucuronidasa e indol positivas se identificaron como

E.coli. La actividad j3-glucuronidasa es casi específica de E.coli. Solo algunas cepas de

Sbigella y Salmonella son tambiénpositivas.

Teniendoen cuentaque un tanto por ciento de cepasde E.coli son~glucuronidasa

negativas,especialmentelas cepasverotoxigénicasdel serotipo0157 (Thompsonetal., 1990),

y que algunas cepas de E.coli lactosa negativas han sido relacionadascon procesos

patológicos (Chaniíer et al., 1984), en todos los aisladosque resultaronnegativosa uno de las

tres pruebasestudiadasseconfirmó su identificaciónpor pruebasbioquímicasclásicaso por

el sistemacomercial Api-20E segúnlas instruccionesdel fabricante.

En la prueba de I+G se utilizaron como testigos 6 especies de enterobacteriascuya

identificación se confirmó por pruebas bioquímicas clásicas. Las especies utilizadas fueron

E.coli, Salmonella enterica sp arizonae, Shigellasonnei,Klebsiellapneumoniae,Enterobacter

cloacaey Proteusmirabilis

.

111.2.3.Conservación,

Los aislados identificadoscomo E. coli se conservabancongeladosa -200C. La

composición del medio utilizado para congelar las cepas es la siguiente

Triptona (DIFCO) 10 g

Lechedescremada(Nestlé) 20 g

Glicerina(PANREAC) 80 ml

Aguadestilada 320 ml

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

a 1100C durante 10 minutosy sedistribuíaen tubosestérilesen volúmenesde 3 ml.
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La conservación de las cepas se realizaba preparando suspensiones densas de bacterias

a partir del crecimiento en agar sangre al 5% y procediendo a su inmediata congelación

a -200C.

Cada cepa se congelaba por duplicado asignándole un número de referencia y las letras

CL o CK según la especie de la que había sido aislada (ovino o caprino respectivamente).

Cuando las cepas se precisaban para estudios posteriores se descongelaban y se sembraban

en un medio general o en agar McConkey.

111.3. DETECCION DE LOS ANTíGENOS FIMBRIALES F5, F41 Y F17 POR

AGLUTINACION EN PORTA CON SUEROS POLICLONALES

111.3.1. Producción de suerospoliclonales monoespecíficosfrente a las fimbrias

F5, F41 y F17

Los sueros policlonales frente a los antígenos fimbrialesFS, F41 y F17 se obtuvieron

por hiperinmunización en conejos con cepas de referencia para cada antígeno cultivadas en

medios que favorecen la expresión de las fimbrias. La especificidadde los suerosfrente a

cada fimbria se obtenía absorbiendolos sueroshiperinmunescon sus cepashomólogas

cultivadas a 18’C durante 48 horas para eliminar los anticuerpos producidos frente a antígenos

de la paredcelular,de la cápsulae intracelulares(Orskov et al., 1977) y, en algunos casos,

con cepas heterólogas cultivadas a 370C que dan reacciones cruzadas debidas a antígenos

distintosde los deseados.

En la tabla 5 se especifican las características de las cepas utilizadas. Las cepas B41,

Moon 1676 y Al la
2 se utilizaron para la producción de los sueroshiperinmunesfrentea las

fimbrias PS, F41 y F17 respectivamente. La cepa enterotoxigénica B41, de origen bovino, es

la cepa de referencia para el antígeno fimbrial PS pero también expresa el antígeno Rl. La

cepa B4lm es una mutante de laboratorio de la cepa B41 que solo expresa el F41. Como se

detallamás adelante,estacepase utilizó paraabsorberlos anticuerposproducidosfrenteal

antígenoF41 del suerohiperinmuneproducidofrentea la cepaB41 y obtenerasí un suero
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específico frente al PS (Mons et al., 1983). La cepa 39a da reacciones cruzadas con el suero

hiperinmune producido frente a la cepa Al la2 debidas a antígenos distintos del F17

(Contrepois et al., 1985).

TABLA 5. Cepas de referencia utilizadas para la producción de sueros policlonales
monoespecíficosfrentea los antígenosfimbriales F5, F41 y F17.

Cepa Serotipo Fimbrias Toxinas Origen

B41 O1O1:K- F5,F41 STa Bovino

B4lm O1O1:K- P41 STa Laboratoria]

Moon 1676 0101:K30 F41 STa Bovino

Alía. O1Ol:K32:H9 FS,F41,F17 STa Bovino

39a

111.3.1.1. Producción de sueros hiperinmunes en conejos

Para la producción de cada suero se utilizaron dos conejos adultos de raza Nueva

Zelanda. Dos días antes de la primera inoculaciónse sangrabanlos animalespara obtener

sueropreinmune.

Los inóculos consistían en suspensiones de bacterias vivas obtenidas a partir del

crecimiento de las cepas de referencia B41, Moon 1676 y Al 1a2 en el medio Minca-

IsoVitalex (Minca-Is) que favorece la expresión de los antígenos fimbriales (Guinée et al.

,

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

Casaminoácidos(DIFCO) 1 g

KH2PO4 1,36 g

Na,HPO4.2H20 10,1 g

soluciónde sales 1 ml

Agar (DtPCO) 12 g
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La composición de la solución de sales por litro de agua destilada es la siguiente:

MgSo,.71-120 10 g

MnCl,.4]-I,O 1 g

FeCI3.6H20 0,135 g

CaCI3.2H20 0,4 g

Una vez disuetos los componentes el medio se esterilizaba en autoclave a 121
0C

durante 20 minutos. El medio esterilizado sedejabaenfriar hastauna temperaturade 500C

y se añadía asépticamente JsoVitaleX (BBL) al 1% (y/y).

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

Ls a 370C durante 18 horas se ajustaban a una concentración aproximada de 4,5 x ío~ UFC/ml.

La inoculación de los conejos se realizaba por vía intravenosa en la vena marginal de

la oreja. En la tabla 6 se detalla la pauta de inoculación utilizada que se basa en la descrita

por Sojka (1965). Los conejos recibían dos inoculaciones semanales con un intervalo de 3

días. La dosis inicial era de 0,1 ml de inóculo. En las inoculacionessucesivasse iba

duplicando el volumen de inóculo hasta llegar a 1,6 ml en la quinta inoculación. Después de

esta inoculación se esperaba una semana y se repetía la misma dosis. Al cabo de 5-6 días de

esta última inoculación se sangraban los conejos para la obtención de los sueros. Estos se

conservaban congelados a -200C.

TABLA 6. Pauta de inoculación de los conejos para la producción de los sueros
hiperinmunes.

Día O 1’ inoculación 0,1 ml

Día 3 2’ inoculación 0,2 ml

Día 7 3’ inoculación 0,4 ml

Día 11 4’ inoculación 0,8 ml

Día 15 5’ inoculación 1,6 ml

Día 21 6’ inoculación 1,6 ml
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Los suerosse titulaban frentea las cepashomólogascultivadasen Minca-Is a 370C

durante18 horas.La titulación serealizabaen placasmicrotiterhaciendodiluciones dobles

del suero en volúmenes de 25 pl y añadiendo 50 ¡.11 de la suspención bacteriana

correspondientea una concentraciónaproximadade 4,5 x io~ UFC/ml. Las placas se

incubabana 370C durante2 horasal cabode las cualesse realizabala lectura.El titulo se

considerabala dilucción másalta que dabaaglutinacióncompleta.

111.3.1.2.-Absorciónde los sueroshiperinmunes.

La especificidadde los suerosfrentea los antígenosfimbrialesseobteníaabsorbiendo

los sueroshiperinmunescon los cultivos adecuadosen cadacasopararetirar los anticuerpos

producidosfrentea los demásantígenosexpresadospor las cepasutilizadasparasu obtención.

En la tabla7 sedetallanlas cepasy condicionesde cultivo utilizadasparala absorciónde los

antígenosno específicosen cadasuero.

Cadasuerose absorbíaen primer lugarcon su cepahomólogacultivadaen Minca-Is

a 180C durante48 horas. A estatemperaturasereprime la expresiónde las fimbrias y, por

lo tanto, seretiran de los suerossolamentelos anticuerposproducidosfrentea los antígenos

somáticos,capsulares,flagelarese intracelulares(Orskov et al., 1975).

Paraobtenerel sueroespecíficoanti F5, el suerohiperinmuneobtenidocon la cepa

B41 seabsorbióademáscon la cepaB4lm cultivadaen Minca-Is a 370C durante18 horas,

lo quepermiteeliminarlos anticuerposproducidosfrenteal antígenoF41 (Morris et al., 1983).

En el casodel sueroanti-F17fue necesarioabsorberel suerohiperinmunecon las cepasB41

y 39acultivadaen Minca-Isa370C durante18 horas.La primerade estasabsorcioneselimina

los anticuerposfrente a los antígenosF5 y F41 y la segundaelimina reaccionescruzadas

debidasa antígenosdistintosdel F17 (ContrepoisetaL, 1985).

La absorcionesserealizabanrecogiendoel crecimientode los cultivos adecuadoscon

soluciónsalina-fenolal 0,25%y añadiendolosa 1 ml del suerocorrespondiente.Despuésde

incubarla suspensióna440C durantedoshorassecentrifugaba(900g X 30 mm) y serecogía
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el sobrenadante. Este suero quedaba generalmente diluido 1:1<) y se conservaba congelado a

-200C.

Con el fin de comprobar si los anticuerpos no específicos habían sido eliminados se

realizaban tras cada absorción controles de aglutinación en porta con las cepas empleadas en

cada caso.

TABLA 7. Obtención de suerosmonoespecíficosfrentea los antígenosfimbriales F5, F41
y FU: cepasy condiciones de cultivo utilizadas para la absorber de los sueros hiperinmunes
los anticuerpos producidos frente a los antígenos no deseados.

Sueros anti Anticuerpos presentes en los
sueros hiperinmunes frente a los
antígenos

Absorciones

Cepa Condiciones dc

cultivo

Anticuerpos

absorbidos
F5 Somáticos

010]

B41 180C,48b Somáticos

Fimbriales

FS,F41

B4lm 370C,lSh P41

1-41 Somáticosy capsulares

O1O1:K31

Moon
1676

180C,48h Somátícosy
capsulares

Fimbriales

F41

FIl Somáticos,capsulares,
flagelares

0101:K32:H9

Alía
2 18

0C,48h somáticos,
capsulares,
flagelares

Fimbriales

FS,F41,F17

B41 370C,lgb P5 y F41

Otros 39a 370C,lSh Reacciones
cruzadas
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111.3.1.3. Comprobación de la especificidad delos suerospoliclonalesmonoespecíficos.

La especificidad de los suerospoliclonalesproducidosfrente a las fimbrias F5, F41

y F17 se comprobaba por aglutinación en porta con 15 cepas de referencia de E. coli. Las

cepas utilizadas y sus características más relevantes se detallan en la tabla 8. Las

aglutinaciones se realizaban con cultivos de las cepas en Minca-Is y en agar sangredecarnero

al 5% a 370C durante18 horas.La lecturade las aglutinacionesserealizósegúnel criterio

siguiente:

negativa
débil +

moderada ++

fuerte

Las cepas utilizadas para este estudio fueron cedidaspor los Drs. Wray (Central

Veterinary Laboratory de Weybridge, Reino Unido), Contrepois (Institut Nacional de la

Recherche Agronomique, Francia) y Blanco y González (Departamento de Microbioloxía y

Parasitoloxía de la Facultad de Veterinaria, Lugo).

TABLA 8. Cepas de referencia utilizadas parael control de la especificidadde los sueros
policlonalesproducidosfrentea las fimbrias F5, F41 y F17.

Cepas Serotipo Fimbrias Toxinas Ori2en

B41 0101:K- FS,F41 STa Bovino

B44 09:K30 F5,F41 STa Bovino
483 09:K35 F5,F41 STa Bovino
B44m 09:K30 PS STa Bovino
B80 020:K17 PS STa Bovino
513 08:K85 PS STa Ovino
B4lm O]0l:K- F41 STa Bovino
Moon 1676 0]0]:K30 F4] STa Bovino
Moon 1751 O1O1:K27 P41 STa Bovino

503/86 0149:K91 F4 LT,STa Porcino
NR3 0138:K81 P4 LT Porcino

NR246 O8:K87 ¡‘4 LT Porcino
Aa 0141:KS5ab STa Porcino

Sz-S-22 08:K85 ¡‘6 STa Porcino

Alla, O101:K32:H9 F5.P41.F17 STa Bovino
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111.3.2. Estudio de la prevalencia de las fimbrias F5, F41 y F17 en las cepasde

E. coli aisladas.

La detección de las fimbrias PS, F41 y F17 en las cepas de E. coli aisladas de los

procesosdiarreicosestudiados se realizó por aglutinación en porta con los sueros policlonales

monoespecifícos.Las cepassecultivaban en Minca-Is a 370C durante 18 horas para favorecer

la expresión de los antígenosfimbriales. Se resembrabandirectamenteen estemedio a partir

de su crecimiento en el medio agar McConkey utilizado para el aislamiento o se

descongelabany sesembrabanpreviamenteen agarMcConkey.

Las aglutinacionesserealizabanen portaobjetosde cristal limpios y desengrasados

haciendosuspensioneshomogéneasde los cultivos sobregotas de 20 ~.tlde los sueros.La

lecturase realizabatras rotar el porta duranteun minuto. La apariciónde grumos blancos

indica una reacción positiva. Las cepas autoaglutinantesse detectabanenfrentandolas

suspensionesbacterianascon solución salinaal 3,5%. En cadaensayose utilizaron como

testigospositivoslascepasde referencia513, B4lm y Al 1a
2 queexpresanlas fibrias PS, F41

y Fi? respectivamente(tabla 8).

111.4. DETECCION DE LAS FIMBRIAS FS Y F41 CON EL REACTIVO

COMERCIAL FIMBREX

En las cepas de ~g~ji que resultaron autoaglutinantes con los sueros policlonales así

como en todas aquellas en las que se detectó algún factor patogénico se utilizó el reactivo

comercial FIMBREX(CN.L.-LAT 01-04) para detectar las fimbrias PS y F41 (Thoms et al.

,

1989).

Esta prueba comercial utiliza anticuerpos monoclonales frente a las fimbrias PS y F41

copulados a partículas de latex azules de 0.8 sm de diámetro como reactivo de aglutinación.

La prueba incluye un testigo positivo, consistente en una suspensión del antígeno

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

suero de ratón normal.
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Las aglutinaciones se realizaron según las instrucciones del fabricante, mezclando

volúmenes iguales de los reactivos y de suspensiones bacterianas sobre cartones blancos

revestidos con plástico. La lectura se realizaba después de rotarlos durante 2 minutos. La

formación de grumos azules indicaba una reacción positiva.

111.5.DETECCIONDE LA ENTEROTOXINA TERMOESTABLESTaPOREL

ENSAYO EN RATON LACTANTE (ERL).

La detecciónde la enterotoxinatermoestable(STa) serealizó por el ensayoen ratón

lactantedescritooriginalmentepor Dean et al. (1972) con algunasde las modificaciones

introducidaspor Blancoetal. (1983a) y Sriranganathany Burger (1987).

111.5.1.Detecciónde STaencepasde E. coil aisladasde campo

La producciónde STa se estudióen todaslas cepasde E.coli en las que se había

detectadola expresiónde la fimbria F17 y en 127 de las aisladasde animalesmenoresde 7

días, de las cuales 115 habíansido aisladasde otros tantos animalesafectadosy 12 de

animalessanos.

El ensayosebasaen la capacidadde la STa de inducir acumulaciónde líquido en el

lumenintestinal de los ratoneslactantes.Los ratonesseinoculabancon los sobrenadantesde

cultivos de las cepasde E.coli en el medio líquido Casaminoácidos-Extractode Levadura

(CA-YE) (Alderettey Robertson,1977 y Evans et al., 1983) que contienepor litro de agua

destilada:

Casamino~cidos(DIECO) 20 g

Extracto de Levadura (flECO) 6 g

NaCI2, 5g

KJ-IPO, 8,7 g

Sales traza 1 ml
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La solución de sales traza se prepara disolviendo en 100 ml de H2504 (0,001 N): 5

g de MgSO4.7H20,0,5 g de MnCl2.4H20 y 0,5 g de FeCl3.6H20.

Unavezdisueltostodoslos componentesdel medio, seajustabaelpH a 7,5 con NaOH

(SN) y seesterilizabaen autoclavea 121
0C durante15 minutos.

Las cepasde E.coli se cultivabanen 4 ml del medio CA-YE contenidosen tubos de

2<) ml durante18 horasa 370C con agitación(160rpm). Los sobrenadantesserecogíanpor

centrifugación(900 x g, 30 minutos) y se utilizaban en el mismo día parael ensayoo se

conservabancongeladosa -200C. En el momentodel ensayose añadían40 pl de Azul de

Evansal 2% (plv) en PBS (pH 7,5) por ml de sobrenadante.

La detecciónde STa serealizabaen ratoneslactantesde las razasNMR-I, BALB-C

y SWISS mezcladosal azar (Blanco et al., 1983a). Cadarazase manteníapor separadoen

unidades de cría formadas por un macho y tres hembras. Las camadas de distintas madres y

razas se mezclaban el mismo día del ensayo. Se utilizaban ratones menores de 4 días,

generalmente en el tercer día de vida, los cuales se separaban de las madres cuatro horas antes

del ensayo y se mantenían a temperatura ambiente hasta el momento de la inoculación

(Sriranganathan y Burger, 1987).

El sobrenadante de cada una de las cepas se ensayaba en lotes de 3 ratones. Cada

ratón se inoculabacon 0,1 ml del sobrenadantevía oral usandouna sondagástrica.Después

de la inoculaciónse mantenían4 horasa temperaturaambiente(200C) y a continuaciónse

sacrificabanpor dislocacióncervical.En cadaensayoseutilizabancomo testigo positivo el

sobrenadantedel cultivo de la cepaenterotoxigénicaS13 y como testigo negativoel medio

líquido CA-YE estéril.

La acumulaciónde liquido en el intestinode los ratonesdebido a la actividadde la

STaseestimaporel denominadocoeficientede deshidratación.Dicho coeficienteseobtiene

calculandola relaciónentreel pesode los intestinosde cadalote y el pesodel restode los
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cuerpos.El pesode los intestinossehallabarestandoal pesototal de los cuerposel pesodel

resto de los cuerposuna vez realizadala diseccióndel paqueteintestinaldistal al estómago.

Coeficientes Pesototal de cuerpos- Pesodel resto de cuerpos

deshidratación=
Pesodel restode los cuerpos

111.5.2.Determinaciónestadísticade los valoresde los límites mínimo positivo y

máximo negativode los coeficientesde deshidratación

La intensidadde la respuestaa la actividadde la STa dependede la dosisde toxina

inoculada(Deanet al., 1972)pero tambiéndel estadonutricionalde los ratones(Sringanathan

y Burger, 1987)y del métodode diseccióny pesadautilizados(Blancoet al., 1983a),esdecir,

de las condicionesde realizacióndel ensayopropiasde cadalaboratorio.

Por lo tanto, para determinarlos valoresde los limites mínimo positivo y máximo

negativode los coeficientesde deshidrataciónen nuestrascondicionesde trabajo, se realizó

el estudioestadísticode los coeficientesobtenidoscon 14 cepasde rumiantesconocidas:7

cepasenterotoxigénicasproductorasde STa y 7 no enterotoxigénicas.En la tabla 9 figuran

las cepasempleadasy algunasde suscaracterísticas.Estascepasfueron cedidaspor los Drs.

Wray (Central Veterinay Laboratory de Weybrige, Reino Unido), Contrepois(Institut

Nacional de la RechercheAgronomique,Francia)y Blanco y Gonzalez(Departamentode

Microbioloxía y Parasitoloxíade la Facultadde Veterinaria,Lugo).

Los ensayosen ratónlactantecon las 14 cepasconocidasserealizaronpor triplicado,

de tal maneraque seobtuvieronparacadacepatres valoresdistintos correspondientesa los

coeficientesde deshidrataciónde los 3 sobrenadantesensayados.Con estos tres valoresse

calculó, paracadauna de las cepas,la media aritmética(X), su error estándar(Sm) y el

intervalo de confianzadel 95% (IC-95%). Asimismo, secalculó la mediaaritmética(X), el

error estándar(Sm) y el intervalo de confianzadel 95% (IC-95%) de los dos gruposde

74



Material y métodos

valoresobtenidos,esdecir,del grupode valorespositivoscorrespondientesa los coeficientes

de deshidrataciónobtenidoscon los 21 sobrenadantesde las 7 cepasproductorasde STay del

grupode valoresnegativoscorrespondientesa los coeficientesde deshidrataciónde los 21

sobrenadantesde las 7 cepasno enterotoxigénicas.

TABLA 9. Cepasutilizadasparala determinaciónde los limites máximopositivo y mínimo
negativodel ensayoen ratón lactanteutilizado parala deteccionde la STa.

CEPA SEROTIPO TOXINA ORIGEN

813 08:K85,F5 STa Ovino

B41 O1O1:E5,P41 STa Bovino

B4]m O101:F41 STa Bovino

B44 09:K30,F5,F41 STa Bovino

B44M 09:K30,F5 STa Bovino

B80 020:K17,PS STa Bovino

483 09:K35,PSF41 STa Bovino

S5 O15:KtH21 CNF2 Ovino

RVC-330 078:K80 Bovino

RVC-95 026:1(60 Bovino

RVC-4925 08:1(87 Bovino

711+ CNF2 Bovino

7]]- Bovino

BM2-I CNF1 Bovino

El valor mínimopositivo parael ensayoseconsideróel límite inferiordel JC-95%de

los valorespositivosy el valor máximo negativoel limite superiordel IC-95% de los valores

negativos.Los coeficientesintermediossecondideramnestadísticamentedudosos.
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111.6. DETECCION DE VEROTOXINAS (VTs), FACTORES CITOTOXICOS

NECROTIZANTES (CNFs) Y ENTEROTOXINAS TERMOLABILES (LTs) POR EL

ENSAYO EN LA LíNEA CELULAR VERO.

En todaslas cepasde E. coli aisladasde los brotesdiarreicosestudiadosse investigó

la producciónde verotoxinas(VTs), factorescitotóxicosnecrotizantes(CNFs) y enterotoxina

termolábil (LT) por el ensayoen la línea celular Vero (células de riñón de mono verde

africano).Estemétodoestábasadoen el descritopor Konowalchucket al. (1977) y permite

la detecciónde los tres tipos de toxinaspor la distintasalteracionesque inducenen estas

celulas.Las VTs, precisamentedenominadasasíporejercerun efectocitotóxico en las células

Vero, originanla muertecelular en 24 a 72 horas(Konowalchucket al.,1977). La LT, sin

embargo,induceun efectocitotónicoqueda lugara alteracionesmorfológicascaracterísticas

(Speirset al., 1977).El denominadofactorcitotóxico necrotizante(CNF) inducealteraciones

morfológicas caracterizadaspor agrandamientocelular y formación de células gigantesy

multinucleadas(Caprioli et al., 1983).

111.6.1.-Mantenimiento de la línea celular Vero.

Parael mantenimientode la línea celular Vero se utilizó el Medio Mínimo Esencial

(MEM, GIBCO) suplementadocon un 5% de suerofetal bovino (SFB). A este medio se

añadíauna soluciónde antibióticoscomercial(Antibiotyc-Antimicotyc, GJBCO)paraobtener

una concentraciónfinal de:

Penicilina 100 UI/mí

Estreptomicina 100 ng/ml

Fungizona 25 pg/ml

Las célulasse manteníanen frascosde cultivo celularde 75 cm2 con 20 ml de MEM-

SFRy sesubcultivabana unarelación 1:3 dos vecespor semana.Parala tripsinizaciónde las

monocapasse utilizaba una solución de tripsina-EDTA. Estase preparabaa partir de una

soluciónmadre(1 Ox) que contienepor litro de aguadestiladadesionizada
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NaCí (MERCK) 80 g

KCl (MERCK) 4 g

glucosa(MERCK) 10 g

tripsina 1:250 (DIFCO) 5 g

EDTA (MERCK) 2 g

CO3HNa(MERCK 5,8 g

Antibióticos (GIBCO) 4 ml

Unavezdisueltostodoslos componentesse esterilizabapor filtración y seconservaba

a-20
0C. Estasoluciónmadresediluía 1:10 en aguadestiladadesionizadaestérilantesde su

utilización. Por lo tanto, la concentraciónfinal de tripsina eradel 0,05% y la de EDTA de

0,02%-.

Despuésde tripsinizar y resuspenderuna monocapade célulasVero, unaparte de la

suspensiónseutilizabaparael mantenimientode la líneacelulary laotrasediluía con MEM-

SFB hastaobteneruna concentraciónde 5 x ío~ cels/mlparaserutilizada en el ensayo.

111.6.2.-Ensayoen la línea celularVERO.

La detecciónde las toxinas se realizabaen sobrenadantesde cultivos de las cepas

tratadoscon Polimixina B que facilita la liberación de proteínasdel espacioperiplásmico

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

Las cepasde E.coli secultivabanen 4 ml de medio CA-YE, pH 7,5, contenidosen

tubosde 20 ml durante18 horasa 370Ccon agitación(160 rpm). La inoculaciónde los tubos

serealizabaa partir del crecimientoen medio sólido tomandopor barrido una porción de

cultivo (Karmali et al., 1985a).

Tras las 18 horasde incubaciónseañadíana los cultivos 10.000U/ml de polimixina

B y seincubaban4 horasmása 370C. A continuaciónsecentrifugabana 900 x g durante20

minutosy los sobrenadantesobtenidosse utilizabanpara el ensayoen el mismo día o se

conservabancongeladosa -200C.

77



Material y métodos

El ensayoparala detecciónde las toxinas se realizabaen placasmicrotiter de 96

pocillos (Costar). La suspensiónde células Vero a una concentraciónde 5x104 cels/ml se

distribuíaen la placamicrotiteren volúmenesde 190pl porpocillo. Cadapocillo seinoculaba

con 1<) pl de sobrenadantey cadasobrenadanteseensayabapor duplicado.

Las placas se incubaban a 370C con 5% de CO
2 y la lectura se realizaba con

microscopio invertido a las 24, 48 y 72 horas.En algunoscasosla lectura de las placasse

realizabadespuésde teñir las célulascon cristal violeta al 5% (p/v). Despuésde retirarel

medio, las células se fijaban con metanoldurante5 minutosy se teñían con cristal al 5%

durante45 minutos.A continuaciónselavabancon aguadestiladay se dejabansecaral aire.

En cadaensayose utilizaron como testigospositivos las cepasde E.coli P3 (Vr),

H296 (LP), BM2-I (CNF) y 711+ (CNF2fl cedidaspor los Drs Wray (CentralVeterinary

Laboratory, Reino Unido) y de Rycke (Institut National de la RechercheAgronomique,

Francia).

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

La producciónde Colicina V, consideradacomo un marcadorde patogenicidad,se

investigó en 224 de las cepasde E. coli aisladas.Deellas66 eranaisladosen los quesehabía

detectadola expresión de la fimbria F17 o la producción de algunas de las toxinas

investigadas.Las 158 cepasrestantesseseleccionaronal azar,utilizandounatablade números

aleatorios,entrelos aisladosen los que no se habíadetectadola expresiónfimbrias ni la

producciónde toxinas.

La detecciónde cepasde E.coli productorasde Colicina V serealizó porel método

de doble capadescritooriginalmentepor Frederiq(1964).

En el ensayose utilizaron como cepasindicadorasla C- 104, sensiblea todas las

colicinas,y la RVC-330(078:K80, Col. V~) productorade Colicinay. Además,comotestigos

positivo y negativose utilizon las cepasRVC-330y la B188 respectivamente.
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Las cepas de E.coli seleccionadasy las dos cepas utilizadas como testigos se

sembrabanen 3 ml de caldo nutritivo (DIECO) y se incubabana 370C durante3 horas.A

partir del crecimientoen medio liquido, se resembrabanen dos placasde agar nutritivo

(DIFCO) depositandouna gota de cultivo con una asa de platino. En cadauna de las dos

placassesembraban22 cepasproblemay las dosutilizadascomotestigo. De estaforma se

obteníapor duplicadoel crecimientode las 24 cepas.Las placasde Petri utilizadaserande

cristal, de 11 cm de diámetro,y contenían15 ml de agarnutritivo.

Las bacteriascrecidasdespuésde incubar las placasa 370C durante 18 horasse

exponiana vaporesde cloroformodurante30 minutosdepositando1 ml de cloroformosobre

un papelde filtro siltuado en la tapade las placasinvertidas.Despuésde retirarel papelde

filtro, las placassedejabanabiertasal aireuna hora paraeliminarlos restosde cloroformo.

A continuaciónse añadíaa cadaplacauna segundacapade 8 ml de agarnutritivo, fundido

y estabilizadasu temperaturaa 550C, y se dejabana temperaturaambientedurante4 horas

paraque difundieranlas colicinas.

Despuésde las 4 horas,unade las placasse sembrabapor inundacióncon un cultivo

en caldonutritivo de la cepaindicadoraC-104 y su duplicadocon la cepaindicadoraRVC-

330. Se dejabanreposardurante20 minutosy despuésde retirarel caldoseincubana 370C

durante18 horas.

La producciónde colicinasen cadade lascepasse detectabapor la apariciónalrededor

de las mismasde una zona de inhibición del crecimientode la cepaindicadoraC-104,

sensiblea todaslas colicinas. Si el crecimientode la cepaRVC-330 no era inhibido el tipo

de colicina producidoeraColicina V.
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111.8. ESTUDIOS DE HEMAGLUTINACION MANOSA-RESITANTE (HAMR)

Y MANOSA-SENSIBLE (HAMS) DE CEPAS DE E.COLI

.

111.8.1.Estudio de la capacidadHAMR y HAMS de célulasenteras.

La capacidadde E. coli de aglutinarlos eritrocitos de diversasespeciesanimalesse

correspondeen muchos casoscon la presenciade fimbrias. Estas se clasifican por su

capacidadhemaglutinanteen manosa-sensibles(MS) o manosa-resistentes(MR) segúnsea

inhibida o no la hemaglutinaciónen presenciadel monosacáridoD-manosa.La HAMR con

eritrocitosde diversasespeciesanimalespermiteclasificar las cepasde E. coli en distintos

modelosde HA que puedencorrespondersecon la presenciade distintas adhesinas(Duguid

etal., 1955).

El estudiode los modelosde HAMS y HAMR se realizóen las mismas224 cepas

seleccionadasparael estudiode la producciónde colicina V. Recordemosque de las cepas

seleccionadas66 eran aisladosen los que se habíadetectadopreviamentela expresiónde

fimbriaso la producciónde toxinasy las 158 restantesseseleccionaronal azarentrelascepas

en las que no sehabíadetectadola presenciade estosfactorespatogénicos.

Para el estudiode la HAMS seutilizaroneritrocitosde cobaya y parael estudiode

la HAMR eritrocitosde cobaya,caballo,oveja,poíío, terneray humanosdel grupoA. A partir

de la sangreextraídade las distintasespeciesanimalesen tuboscon anticoagulante(EDTA)

seseparabanlos eritrocitosporcentrifugación,se lavabantres vecescon PBS 0,02M, pH 7,5

y sediluían al 3% (y/y) en PBS. Estassuspensionesde eritrocitosseconservabana 40C basta

una semana.

Las cepasde E.coli secultivabanen Minca-Is (Guinéeet al., 1977)a 370C durante18

horas.A partir del crecimientoen estemedioserealizabansuspensionesdensasde bacterias

en tampónfosfato sódico0,02 M, pH 7,5, paraobteneruna concentraciónaproximadade íO~

UFC/ml.
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Las hemaglutinacinesserealizabansegúnel métodode Evanset al. (1977)en portas

de cristal rotándolosmanualmente.Para el estudiode la HMvIR se añadían25 jil de la

suspensiónde bacterias,25 pl de una soluciónal 1,5% de D-manosaen PBS y 25 pl de las

suspensionesde eritrocitos al 3% de las distintas especies.La HAMS se investigabadel

mismo modo sustituyendola soluciónde D-manosapor PBS. Trasrotar los portasdurante2

minutos a temperaturaambiente se hacía una primera lectura de los resultados. A

continuación,los portassemanteníana 4”C durante2 minutosy sehacíala lecturadefinitiva.

En algunas de las cepas HAMR positivas se investigó también la capacidad

hemaglutinantede las bacteriascrecidasa 1 80C durante48 horas,temperaturaque inhibe la

expresiónde las fimbrias.

111.8,2.Estudio de la actividad HAMR de los extractos térmicos de cepasde E

.

coIl HAMR positivas.

Parael estudiode la actividadHAMR de susextractostérmicosseseleccionaroncepas

de E. coli representativasde cadauno de los distintosmodelosde HAMR obtenidosen el

apartadoanterior. A partir del crecimientode cadacepaen una placade Minca-Is a 370C

durante18 horasserealizabansuspensionesdensasde bacterias(lOo UFC/ml) en 0,5 ml de

PES y se sometíana un tratamientotérmico de 60”C durante20 minutos en baño con

agitación.El sobrenadante(extractotérmico) y el sedimentoseseparabanporcentrifugación

a 8.000x g durante20 minutos.El sedimentoseresuspendiaen 0,5 ml de PBS (Stirm et al.

1967).

Las hemaglutinacionesserealizabanen placasmicrotiter de 96 pocillos con fondo en

V (Jonesy Rutter,1974) haciendo,en primerlugar, diluccionesal dobleen volúmenesde 25

pl de PBS, poruna parte,de los sedimentosresuspendidosy, por otra, de los sobrenadantes.

A continuaciónseañadían25 pl de la solución de D-manosay 25 pl de una suspensiónde

eritrocitosal 1% (y/y). La incubaciónde las placasserealizabaa 40C durante18 horas.El

título seconsiderabala dilución másalta que dabahemaglutinacióncompleta.
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111.9. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

En 92 de las cepas de E.coli aisladas se estudió su sensibilidad a distintos

antimicrobianos.De ellas, 49 eran cepasen las que sehabíadetectadola expresiónde la

fimbria F17 o la producciónde algunatoxina. Las 43 cepasrestantesseseleccionaronalazar,

utilizando una tabla de númerosaleatorios,entrelas cepasen las que no se habíandetectado

estosfactorespatogénicos.

Las pruebasde sensibilidadserealizaronpor la técnicadedilución en agarsiguiendo

la metodologíarecomendadapor el NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory

Standars,1990).

En la tabla 10 serelacionanlos antimicrobianosutilizados,y se indican su actividad

o potenciay los solventesy diluyentesutilizados paracadauno de ellos.

111.9.1.Preparación de las diluciones de los antimicrobianos en placa.

Paraprepararlas dilucionesde los antimicrobianosse partíade una solución inicial

de cada antimicrobianocon una concentraciónde 2.560 pg/ml o UI/mí. La cantidad de

antimicrobianonecesariaparaobtenerla concentracióndeseadaseobteníasegúnla fórmula:

Peso(mg)= Volumen(mí) x Concentración(i.tg/ml

)

Actividad (pg/mg)

A partir de las solucionesinicialesde cadaantimicrobianosepreparabandiluciones

al doblesegúnel esquemade Eriesony Sherris(1971)modificado,como seindica en la tabla

11. De esta forma se obtenía una batería de 13 tubos conteniendo concentraciones

decrecientesde antimicrobianodesde2.560hasta0,62 ~tgo UFml.
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TABLA 10. Antimicrobianos utilizados.

ANTIMICROBIANO POTENCIA SOLvENTE DILUYENTE

Atnoxieilina (1NDIJKERN)

Ampicilina ((lEMA)

Cefaclor (Lilly, S. A.) 95,6 % Agua destilada

Cefalexina (Antibióticos, 5. A.)

Cefamandol(Lilly, 5. A.)

Cefazolina (Antibióticos, 5. A.)

Ceftizoxima (SmithRIme & Frenh,

SAE.)

Cefuroxima (GLASO) (GLASO)

Ciprofloxacina clorhidrato(BAYER)

Cloranfenicol (FLURA)

Colistina sulfato(MEIJI 5EIKA

KAN1-LA)

Doxiciclina (INDUKERN)

Enoxacina (AI,MIRALL)

Enrofloxacina (BAYER)

Estreptomicina sulfato (Antibióticos,

SA.)

Centan,icina sulfato (INDUKERN)

Kanamicina sulfato (RASFLER)

Nalidíxico, ácido (SERVA)

Neotnicinasulfato(INDUKERN)

Oxiletraciclina base (IMPEX

QUíMICA)

Oxon/lico, ácido (INDUKERN)

Pipemidico,ácido (ALMIRALL)

PolimixinaB (SIGMA)

SparfJoxacina (R1-IONE)

Sulfadoxina (INDUSTRIAS CMB)

Sulfadimeroxina (INDUKERN)

Sulfarneracina ácida(INDUKERN)

Tetraciclina clorhidrato (INDIKERiN)

93,7 %

86%

91,8 %

87,3 %

94,9 %

80,7 %

99 %

710

Mg ¡mg

850 UI/mg

91,57 %

99,2 %

735 U/mg

601 R]M

76%

99%

694 U/mg

89,1 %

100 %

85,64 %

7610 U/mg

100%

99,5 %

100%

100 %

98,6 %

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

¡/2 volómende

Alcohol metilico

Agua destilada

1/2 volómende

1/2 volumen de

1/2 volómende

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

SosaCIN

Agua destilada

Agua destilada

agua caliente,0,IN sosa

agua caliente, sosa0,IN

agua caliente, Sosa0,1N

agua caliente, sosaO,IN

Sosa,0,LN

1/2 volómen aguacaliente,sosa0IN

Agua destilada

1/2 volómende aguacaliente, soga0,IN

1/2 volómen de aguacaliente,sosa0,IN

1/2 volómende aguacaliente,SosaO,IN

1/2 volómende aguacaliente,Sosa0,IN

Agua destilada

99,2 %

98,2 q
0

Tampón fosfato

~1arnpónfosfato

0,IM, pH 6

0,IM, pH 8

Tampónfosfato

Tampónfosfato

O,IM, pH 6

0IM pH 6

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada

Agua destilada
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TABLA 11.Preparación de las
Sherrismodificado(1971).

diluciones de antibióticos segúnel esquemade Ericson y

Preparaciónde las dilucciones. Concentración
~‘g.o U/ini

Concentración final en placa.

solución madre (20 ml de solvente) 2.560 256

4 ml (2.560)’ + 4 ml 1.280 128

2m1(2.560)+ 6m1 640 64

2 ml (2.560)+ 14 ml 320 32

4m1(320) + 4m1 160 16

2m1(320) + 6m1 80 8

2m1(320) +14m1 40 4

4m1(40) + 4m1 20 2

2m1(40) + 6m1 10 1

2m1(40) + 14m1 5 0,5

4m1(5) + 4m1 2,5 0,25

2 ml (5) + 6 ml 1,25 0,125

2 mí(S) + 14 ml 0,62 0,062

* Concentracióndel tubo a partir delcual se realizabanlas siguientesdilucciones.

Paraprepararlasplacasseutilizabael medioagarMueller-Hinton(DIFCO). Después

de rehidratary disolverel medio, seesterilizabaen autoclavea 1210Cdurante20 minutosy

se dejabaestabilizarsu temperaturaa 440C manteniendoloen un baño. A continuaciónse

añadíanen placasde Petri 2 ml de la dilución correspondientede antimicrobianoy 18 ml de

agarMueller-Hinton. Semezclabanhaciendorotar lasplacasconmovimientoscircularesde

derechaa izquierda y viceversa, y se dejabanenfriar a temperaturaambientehastaque
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solidificaseel agar.De estamanera,la concentraciónfinal de antimicrobianoen cadaplaca

era la décimaparte de la concentraciónen los tubos (tabla 9). Las placasse preparaban

siempreen el mismo día en que iban a serutilizadas.

111.9.2. Inoculación de las placas.

Parala realizaciónde las pruebasde sensibilidadlas cepasde E.coli se cultivabanen

4 ml de caldotripticasa-soja(TSB, DIFCO), inoculadostocandoligeramentecon el asa de

platino 4-5 coloniasa partir del crecimientode las cepasen medio sólido, y se incubabana

37”C durante2 horas.En estetiempode incubaciónaparecíauna turbidezvisible equivalente

al tubo 0,5 de la escalade McFarlandquesecorrespondecon unaconcentraciónaproximada

de í0~ UFC/ml.

Las placasde agarcon las distintas dilucionesde antimicrobianoseinoculabancon

un replicadorde Steers(Steerset al., 1959), que permite la inoculación simultáneade 32

cepas.En cadapocillo del replicadorse depositaban450 pl de soluciónsalinaestéril y 50 pl

del crecimientode las cepasenel medio líquido TSR queseencontrabanen faselogarítmica

(l0~ UFC/ml). De estaformalos inóculosquedabandiluidos 1:10 (l0~ UFC/ml). Puestoque

el replicadorutilizado depositabade 1 a 2 pl del inóculo de cadapocillo en la superficiedel

agar, se obteníafinalmente un inóculo de aproximadamenteío~ UFC de cadacepaen la

superficiede las placas.

En cadaseriede placascorrespondientea un antimicrobianoseiniciabala inoculación

por la de más baja concentraciónde antinúcrobiano.Al principio y final de cadaserie se

inoculaba una placa conteniendo20 ml de agarMueller-Hinton sin antimicrobianocomo

testigosde crecimiento.

111.9.3. Incubación y lectura de las placas.

Las placasinoculadasse dejaban a temperaturaambientehastaque se absorbíael

inóculo en el agary a continuaciónseincubabana 370C durante18 horas.
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Despuésde la incubaciónsedeterminabala concentraciónmínimainhibitoria (CMI)

de cada uno de los antimicrobianospara cadacepa.Esta se define como la dilución de

antimicrobianomásbajaque inhibe el crecimientobacteriano,despreciandola presenciade

una únicacolonia o un ligero halo originadopor el inóculo.

Con las CMIs de las 92 cepasestudiadassedeterminabanlas CMI-50 y CMI-90 para

cadaantimicrobianoque se definencomo la concentraciónde antibicrobianoque inhibe el

crecimientodel 50% y el 90% de las cepasrespectivamente.

El punto de ruptura (break point”) se define como la concentraciónde un

antimicrobiano,específicaparacadauno de ellos, a partir de la cual se considerancomo

resistentesa los microorganismosque puedancreceren ella o en unaconcentraciónsuperior.

111.10. DETECCION Y CARACTERIZACION DE ANTíGENOS

SUPERFICIALES DISTINTOS DE LOS ANTíGENOS F5, F41 Y F17 EN CEPAS DE

E. COLI HAMR POSITIVAS

111.10.1.Cepasutilizadas

Teniendoen cuentaque un elevadonúmerode cepasde E.coli en las queno sehabían

detectadola expresiónde las fimbrias PS, F41 ni F17, presentabanel fenotipoHAMR~, se

investigó la posible asociaciónentre la hemaglutinaciónmanosa-resistente(HAMR) y la

expresiónde nuevosantígenosfimbriales.Paraello seseleccionarontres cepasde E.coli (CL-

168, CL-245 y CL-686), cadauna de un modelo distinto de hemaglutinación,cuyosextractos

térmicospresentabanactividadhemaglutinantemanosa-resistentecon los eritrocitoshumanos

del grupoA.

111.10.2.Obtención de los extractostérmicos

A partir del crecimiento de las cepasen una placade Minca-Is a 370 ~ 180C se

realizabansuspensionesdensasen 0,5 ml de tampónfosfato sódico50 mM, pH 7,2, y se
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manteníanen un baño a 600C durante20 minutos con agitación. Despuésde centrifugara

8.000 x g durante10 minutosserecogíael sobrenadantey se utilizabaparalos ensayoso se

conservabacongeladoa -200C (Stirm al 1967).

Estosextractostérmicosseconcentrabanpor precipitacióncon sulfatoamónicoal 20%

de saturación antes de realizar un análisis electroforético de proteínasen geles de

poliacrilamidaen presenciade dodecilsulfatosódico(SDS-PAGE).El sedimentoobtenidotras

la precipitaciónse resuspendíaen PBS, pH 7,2, y sedializaba frenteal mismo tampón.La

concentraciónfinal de proteínaen los extractososcilabaentre0,4 y 0,7 pg/j.tl de muestra.

111.10.3.Producción de antisueros

La producciónde sueroshiperinmunesfrentea lascepasseleccionadasserealizó del

mismo modo descritoen el apartado3.1.1. La especificidadde los suerosfrente a los

antígenosque se expresanexclusivamentea 370C seobteníaabsorbiendoloscon sus cepas

homólogascultivadasa 180 durante48 horas.Estos suerosabsorbidosse denominabancon

la letra 5 seguidadel númerode la cepahomóloga.En los casosque se estimó oportuno,de

acuerdo con las reaccionesde aglutinación, estos sueros 5 se absorbieroncon la cepa

heterólogacultivada a 370C con la que dabanreaccionescruzadas.

111.10.4.Observaciónde fimbrias por microscopiaelectrónica

Paradetectarla posiblepresenciade estructurasfimbrialeslas bacteriasseobservaron

pormicroscopiaelectrónicamediantetinción negativa.A partir del crecimientoen Minca-Is

a 370 ~ 180C durante18 ó 48 horasrespectivamente,sepreparabansuspensionesdensasde

bacterias(l0’~ cels/ml aproximadamente)en agua de peptonaestéril con o sin un 4% de

formaldehído(bacteriasfijadaso sin fijar). Estassuspensionessediluían 1:4 en aguadestilada

y sedepositabauna gotasobreunarejilla de microscopiaelectrónicarevestidacon Formvar.

Despuésde 3 minutos seretirabael excesode liquido con papel de filtro y se realizabala

tinción negativacon ácidofosfotungsticoal 1% durante30 ó 60 segundos(McConnellet al.,

1981).
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Las observacionesde microscopia electrónica se realizaron en el Centro de

MicroscopiaElectrónicade la U.C.M. El microscopioelectrónicode transmisiónutilizado fue

el modelo ZEISS 80KV EM 902.

III.1O.5.Análisis de proteínas mediante electroforesisen gelesde poliacrilamida

en presenciade dodecilsulfatosódico (SDS-PAGE)

El análisis electroforéticode proteínasde los extractostérmicos y de los antígenos

semipurificadosserealizósegúnel sistemade electroforesisdiscontinuodescritoporLaemmi

(1970)utilizando gelesverticalesde 0,75 mm de espesor.

Las electroforesisse realizaronen unacubetade electroforesismodelo Mini-Protean

II (Bio-Rad), que permitela preparaciónsimultáneade dos gelesverticalesde 0,75 mm de

espesor.

111.10.5.1.Preparaciónde los geles

En la tabla 12 sedetallala composiciónde los gelesde empaquetamientoy separación

utilizadosindicandola concentraciónfinal en los gelesde cadauno de los componentesy las

cantidadesnecesariasde cadauno de ellos parapreparar5 ml del gel de empaquetamiento

y 10 ml del gel de separación.AmbosgelesconteníanSDS al 0,1%queseañadíaa partir de

unasoluciónmadreal 10%. Paraprepararel gel de empaquetamientoseutilizabaun tampón

Tris-HCI, lM, a pH 6,8, mientrasque parael gel de separaciónseempleabaa pH 8,8.

La concentraciónfinal de acrilamidaera del 3% en el gel de empaquetamientoy del

14% en el de separación.Ambos geles se preparabana partir de una solución inicial de

acrilamidaal 30% con la siguientecomposición:

Acrilamida (Bio-Rad) 30 g

N,N’ metilcnbisacrilainida(Bio-Rad) 0,8 g

Agua destilada(volúmenfinal) 100 ml
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Una vez mezcladoslos componentes,estasoluciónse filtraba a travésde un papel

Whatmann0 1 y sealmacenabaa40C en un recipientede vidrio oscuro.

El sistema catalizador utilizado para la polimerización de la acrilamida fue el

persulfatoamónico-N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina(PSA-TEMED).El persulfatoamónico

(PSA) se añadíaa partir de una solución al 10% (p/v) preparadaen el momento de su

utilización.

En el momento de prepararlos geles, se mezclabanlos componentesdel gel de

separacióny seañadían5 ml entrelos cristalespreviamentemontados.En el bordesuperior

se añadíaaguadestiladacon el fin de conseguirun borde liso y evitar el contactocon el

oxígeno atmosféricoque podría interferir en la polimerización.Esta tenía lugar en 30-45

minutos.

Una vezpolimerizadoel gel de separaciónseretirabael aguadel bordesuperiory se

lavaba con agua destilada.Se mezclabanlos componentesdel gel de empaquetamientoe

inmediatamentese añadía 1 ml en el borde superiordel gel de separación.Se aplicabaun

peine de 0,75 mm de espesorpara la formación de 10 pocillos en el gel y se dejaba

polimerizardurante45 minutosaproximadamente.

TABLA 12. Composiciónde los gelesde poliacrilamidade empaquetamientoy separación
utilizadosen el sistemade electroforesisdiscontinuoen condicionesdesnaturalizantes(SDS-
PAGE).

Componentes Gel de empaquetamiento

Concentación final volumen
(mí)

0,50

Gel de separación

Concentración final volumen

(mi)
4.66

3,75

t4% 3%

0,375M

O,125M

0,1% 0.1%

75,4% 14,4%

Acrilamida-bisacrilamida30%

TampónTris-HCI, 1M. pH 8,8,

TampónTris-HCI. 1M, pH 6,8. 0,63

505-10% 0,05 0,1

Agua destilada 3,77 1,44

Persultafatoamónico (PSA) 10% 0,05 0,05

TEMED 0,004 0,005
~~ tinal de cada uno de los componentesen los geles.

Volumen en ml de cadauno de los compenentesnecesarioparapreparar5 ml del gel deempaquetamientoy 10 ml del gel
de separacion.
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111.10.5.2.Preparaciónde las muestras

Las muestrasanalizadasmedianteelectroforesiseranlos extractostérmicos(600C, 20

mm.) de las cepasde E.coli seleccionadas,concentradosporprecipitacióncon sulfatoamónico

y dializadas,y los antígenossemipurificadosa partir de la cepaCL-168.

Antes del análisiselectroforéticode las muestrasse añadíaa cadauna la cantidad

adecuadadel tampónde muestraparaobtenerunaconcentraciónfinal aproximadade proteína

de 0,2-0,4 .tg/pl. La composicióndel tampónde muestraera la siguiente:

Tris IICI 0,125M,pH 6,8 25 ml

SDS-10% 2,5 g

Sacarosa30% (p/v) 7,5 g

2 mercaptoeranol10% (y/y) 2,5 ml

Azul de Bromofenol 0,005 %

Las muestrasdisueltascon el tampónse sometíana un tratamientotérmicode 1000C

durante3-5 minutosparaasegurarla completadesnaturalizaciónde las proteínas.

Como marcadorde pesosmolecularesse utilizó el preparadocomercial Pre-Stained

SDS-PAGEStandarsLow Range(Bio-Rad) que contienelas siguientesproteínas:

Proteínas Pm

FosforilasaB 106.000

Albúmina séricabovina 80.000

Ovoalbúmina 49.000

Anhidrasacarbónica 32.000

Inhibidor de tripsina 27.000

Lisocima 18.500

111.10.5.3.Aplicación de las muestrasy electroforesis

Como tampónde electroforesisse utilizaba Tris-glicina,pH 8,3, (0,025M tris, 0,192

M glicina y 0,1% SDS).
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Las muestrasseaplicabanen volúmenesde 10 pl en cadauno de los pocillos del gel

de empaquetamiento.Inicialmentese aplicabauna corrientecontinuade 50 V durante1<)

minutos o el tiempo necesario para la concentraciónde las muestras en el gel de

empaquetamiento.A continuación se aplicaba una corriente de 125 V durante

aproximadamente60 minutos parael desarrollode la electroforesisen el gel de separación.

La electroforesisfinalizabacuandoel marcador(azul de bromofenol)llegabaal borde inferior

del gel.

111.10.5.4.Teñidoy conservaciónde los geles

La visualizaciónde las bandasde proteínaserealizabatiñendolos gelesde separación

con azulde CoomasieR-250. En algunoscasosseteñíatambiénel gel de empaquetamiento

paracomprobarsi las proteínashabíanentradoen el gel de separación.

La solución de teñido utilizada conteníaazul de CoomasieR-250 al 0,1%, ácido

acéticoglacial al 10% y metanolal 3% en agua destilada.Los gelesse manteníanen esta

solucióndurante30 minutos.A continuaciónsedesteñíanhastaobtenerun fondotransparente

de los gelescon una solución de desteñidoque conteníaácido acéticoglacial al 7,5% y

metanol al 7,5%.

La conservaciónde los gelesse realizabasumergiendolosdurante30 minutosen una

solución conservadoraque conteníaetanol al 30%, ácidoacéticoal 10% y glicerol al 10%.

Seguidamentese depositabansobreun soportede vidrio y se cubríancon papelde celofán

humedecidoen la solución conservadora.En estascondicionesse manteníana temperatura

ambientehastasu completadesecación.

Ademásdel sistematradicional de electroforesisdescritoanteriormente,tambiénse

utilizó el sistemade electroforesissemiautomáticoPhastSystem (Pharmacia),para cuya

realizaciónse siguieron las instruccionesdel fabricante. En estecaso se emplearongeles

ultrafinos (45 x 35 x 0,5 mm) con un gradiente de concentracióndel 8 al 25% de
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poliacrilamida en condiciones desnaturalizantescon SDS (Phast Gel Gradiente 8-25,

Pharmacia).

111.10.6.Detecciónininunoenzimáticade proteínassobresoportesde nitrocelulosa

(‘immunoblotting”)

111.10.6.1.Electrotransferenciadeproteínasdesdegelesde poliacrilamdia(SDS-PAGE)

a soportesde nitrocelulosa

Parala deteccióninmunoenzimáticade las proteínasde los extractostérmicosy los

antígenossemipurificados,estassetransferíandesdelos gelesde poliacrilamidaamembranas

de nitrocelulosasegúnla técnicadescritapor Towin etal. (1979).

La electrotransferenciase realizabaen una cubetade transferenciamodelo 20()5

Transphord(LKB). El tampónde transferenciautilizado eraun tris-glicina-metanol,pH 8,3,

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

Inmediatamentedespuésde la separaciónelectroforéticade proteínasen un gel de

poliacrilamidaen condicionesdesnaturalizantes(SDS-PAGE), se situabael gel sobreuna

membranade nitrocelulosa(Membranfilter BA 85, Renner)previamenteequilibradaen

tampónde transferencia.Esteconjuntogel-membranasesituabaa su vez entredospapeles

de filtro equilibradoen el mismo tampón y a continuaciónseintroducíaen la cubetade

transferenciacolocandoel gel del lado el cátodoy la membranadel lado del ánodo.En estas

condicioneslas proteínasmigrandesdeel polo negativoal positivo.

La electrotransferenciase realizabaa una intensidadde corrienteconstantede 0,3

amperiosdurante4 horas. Una vez realizadala electrotransferenciade las proteínasa la

membrana,cuyaeficaciasecomprobabatiñendolos gelescon azulde Coomasie,seprocedía

al lavadode la misma. El lavadoserealizabasumergiendola membranatres vecesdurante

5 minutoscon agitaciónen una solucióncon la siguientecomposición:
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NaCí 8,76g

Tween20 5 ini

Agua destilada 11

111.10.6.2.Deteccióninmunoenzimáticade proteínas.

La inmunodetecciónde las proteínassobrelas membranasse realizabacon los sueros

absorbidosespecíficosfrente a los antígenosdeseados.Estos suerosse utilizaban a una

dilucción 1/500. Como conjugadose utilizaba suero anti-inmunoglobulinasde conejo,

obtenidoen cerdo, marcadocon peroxidasa.

La membranade nitrocelulosa,unavez lavada,sesumergiaen tampónfosfato sódico

0,OlM, pH 7,3, conteniendoTween-20al 0,5% (tampónde bloqueo)durante30 minutosa

temperaturaambientecon agitaciónsuave.A continuaciónse dejabareaccionarconel suero

deseadodiluido en tampónde bloqueo,durante4 horasatemperaturaambienteconagitación

suave.

Transcurridoestetiempo selavabade nuevo la membranay seañadíael conjugado

diluido 1/1000en soluciónde lavado.Se dejabareaccionardurante90 minutosy sevolvía

a lavar la membranade la misma forma.

El reveladode la membranaserealizabasumergiendolaen una soluciónde sustrato.

Estase preparabaen el momentode su utilización añadiendoa 100 ml de tampón fosfato

sódico0,O1M, pH 7,3, 50 mg dediaminobencidinay 100 jil de peróxidode hidrígenoal 33%.

La reacciónsedeteníalavandola membranacon aguadestilada.

111.10.7.Senilpurificación del antígenoLC168 a partir de la cepa CL-168.

La semipurificacióndel antígenoLC168 serealizó segúnel métodode De Graaf y

Roordaparala purificaciónde fimbrias (1982).
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111.10.7.1.Obtencióny extraccióndel antígenoLC168 a partir de la cepaCL-168.

Parala obtencióndel antígenoLC168 separtíade un cultivo de la cepaCL-168 en

10 litros de un medio líquido minimo esencial(MLM) a 370C durante18 horasconagitación

constante.El medio MLM contienepor litro de aguadestilada:

KH
2PO4 3 g

Na2HPO.2H20 7,5 g

NaCí 0,5 g

NH4CI 1,0 g

MgSO4.7H20 0,12 g

CaCl.2H20 0,011 g

FeSO4,7H20 0,005 g

Unavezdisueltostodoslos componentesseesterilizabaen autoclavea 121
0C durante

20 minutos, se dejaba equilibrar la temperaturaa 500C en baño y se añadíaglucosa

esterilizadapor filtración a una concentraciónfinal de 0,5%.

El sedimentobacterianoobtenidoporcentrifugacióndel cultivo a 8.000 x g durante

30 minutosseresuspendíaen tampónfosfato50 mM, pH 7,2, conteniendourea2 M (PBSU),

de tal maneraque la concentraciónde célulasde la suspensiónbacterianasecorrespondiese

con una D.O.=l00 a 660 nm.

La extacciónde los antígenossuperficialesproteicosse realizabapor tratamiento

térmico de la suspensiónbacterianaa 600C durante20 minutos en baño con agitación

constante(150 r.p.m.) ( Stirm et al., 1967). Despuésde este tratamiento térmico se

centrifugabaa 30.00()x g durante15 mm., obteniendo,por un lado, el sedimentocelulary,

porel otro, el sobrenadantequeconteníalas proteínassuperficialesextraídasde las bacterias.
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111.10.7.2.Precipitacióncon sulfato amónico.

El sobrenadanteobtenido despuésde la última centrifugaciónse dividió en tres

fraccionesde igual volumen.Estasfraccionesseprecipitaroncon sulfato amónicoadistintas

concentracionesde saturación:10% (fracción A), 20% (fracción E) y 60% (fracción C). El

sedimentoobtenidopor centrifugaciónde cadauno de ellasseresuspendíaen 2 ml de PESU

y se dializabafrentea estemismo tampón.

Dado que en el análisis electroforéticose encontróque las tres fraccionestenían

proteínasmayoritariasde semejantemovilidadelectroforética,sereunieronlas tressoluciones

parasu posteriorprocesado.

111.10.7.3.Cromatografíade gel filtración en columna(SepharosaCL 4B).

Las tres solucionesproteicas obtenidaspor precipitacióncon sulfato amónico y

dializadassereunierony se aplicarona unacolumna(1,5 x 90 cm) de cromatografíade gel

filtración (SepharosaCL 4B, Pharmacia).Estegel tieneun rango de separaciónmolecularde

60 a 20.000kilodaltons.

La columnade cromatografíaseequilibrabapreviamentecon tampónfosfato 50 mM,

pH 7,2, conteniendourea2 M , y seeluia con estemismo tampóna un flujo constantede 10

ml/hora.El cromatogramaseobteníamidiendola absorbanciade las fraccionesobtenidasa

280 nm. Asimismo secomprobaqué fraccionesmostrabanactividadhemaglutinantemanosa-

resistentecon los eritrocitoshumanos.

111.10.7.4.Tratamientocon deoxicolatosódico(DOC).

Las fraccionescon actividadHAMR con eritrocitoshumanossereunierony setrataron

con deoxicolatosódico (DOC) pararetirar restosde membranas(Korhonenet al., 1980).El

deoxicolato sódico (DOC) se añadía a una concentraciónfinal del 0,5% (p/v) y, a

continuación,estapreparaciónsedializabafrentea tampónfosfato 50 mM, pH 7,2, sin urea,
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durante72 horasa 40C. El sobrenadanteobtenidopor centrifugacióna 30.000x g 15 mm.,

o fracciónDOC-soluble,sedializabaextensamentefrentea tampónfosfato 50 mM y frente

a aguadestilada.El dializadoseconcentrabaporliofilización y seresuspendíaen 0,5 ml de

aguadestilada.

111.10.8.Estudio de la prevalencia de los antígenosLC168 y LC686 en las cepas

de E.coli aisladas de los procesosdiarreicos estudiados

La detecciónde estosantígenosserealizó en todaslas cepasde E.coli aisladaspor

aglutinaciónrápidaen portacon los suerosespecíficosfrentea dichosantígenosdiluidos 1/20.

Las cepasde E.coli aisladassedescongelabany resembrabanen McConkey. Despuésde la

incubaciónde las placasa 370C durante18 horasseseleccionaban10 ó 12 coloniasde cada

cepa,seresembrabanen Minca-Is y se incubabana 370C durantetoda la noche.Las cepas

autoaglutinantessedetectabancon soluciónsalinaal 3%.
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Resultados

IV.1. RECOGIDA DE MUESTRAS DE CAMPO

En la figura 2a se representagráficamentela distribución por edadesde los 568

animalesde los que se obtuvieronmuestrasfecalesparala realizaciónde esteestudio.En la

tl2ura los animalessehan agrupadopor semanasde vida. Teniendoen cuentaque, como se

indicó en el apartadode material y métodos,se recogieronmuestrasmayoritariamentede

animalesquepresentabansíntomasde diarreaen el momentode tomarlas muestras(5 19/568).

y que estasolía iniciarseen el 40 día de vida y persistirhastalos j50 o 210 días, la mayoría

de los los animalesde los que seobtuvieronmuestrasestabanen las dosprimerassemanas

de vida. De los 568 animales,365 se hallabanen la segundasemanade vida y 153 en la

primera,mientrasque los 50 restanteserananimalesen la terceray cuartasemanasde vida.

N9 animales

200 -. 153

loo

Li SANOS

Figura 2a. Distribución de los animalesestudiadospor semanasde edad.
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N2 corderos
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Figura 2W Distribución de los corderosestudiadospor semanasde edad.
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Figura2c. Distribución de los cabritosestudiadospor semanasde edad.
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Estadistribución mayoritariaen la segundasemanade vida fue mucho más marcada

en el casode los cabritosdadoquede los 142 cabritosde los queserecogieronmuestras.117

estabanen la segundasemanade vida (figura 2c). En el caso de los corderos,de los 426

animalesestudiados276 eran animalesen la segundasemanade vida y 137 en la primera

(figura 2b).

Todos los animalessanosde los que se recogieronmuestrasse hallabanen las dos

primerassemanasde vida (figura 2a). El 77,55% (38/49) de elloserananimalesmenoresde

cinco días de vida, edada la que solía iniciarseel proceso.

1V2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CEPAS DE E.COLI

.

En la tabla 13 seexponenlos resultadosde la detecciónde la actividaddel enzima13-

glucuronidasay de la producciónde indol de las 6 especiesde enterobacteriasutilizadascomo

testigosen la pruebarápidade idendt’icaeiónl-i-G . La actividad>3-glucuronidasase detectó

en la cepade E.coli y en la de Shigellasonnei en la primerahora cuando se incubabana

440C, y en la segundahora cuandose hacía a 370C. Las otras especiesde enterobacterias

siguieronsiendo negativasa estapruebaa las 24 horasde incubación.

TABLA 13. Resultadosde la pruebade identificaciónrápida1+0 de las 6 especiesde enterobacteriasutilizadas
como testigos.
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La producciónde indol solamentesedetectóen E.coli. La reacciónpositiva aparecía

despuésde unahora de incubacióntanto a 440 como a 370C.

De acuerdocon estosresultados,parala identificaciónde los aisladosde campopor

la prueba de 1+0 se eligió la temperaturade incubación de 440C por ser la que daba

reaccionesmás intensasen un hora.

Los resultadosde la identificaciónde los aisladosde campocon la pruebade 1+0 se

detallan en la tabla 14. De los aislados fermentadoresde la lactosa, 670 resultaron 13-

glucuronidasae indol positivos en la pruebade 1+0 y, por lo tanto, se identificaroncomo

E.coli. De los aisladoslactosapositivosque resultaronnegativosa unade las dos pruebas,se

identificaroncomo E.coli, por pruebasbioquímicaso porAPI-20E, 26 cepas¡3-glucuronida

negativas y 1 cepa indol negativa. En total se identificaron como E.coli 697 cepas

fermentadorasde la lactosa.

TABLA 14, Resultados de la identificaciónde los aisladosde campo

Fermentación
lactosa

Prueba de I+G N0 cepas de E.co¡i identificadas

B-g¡uc. indol por I+G por API-
20E

TOTAL

+ + + 670

702

+ + -

+ . + 26

+ + 5 5

En 5 aisladoslactosanegativossedetectóla producciónde ¡3-glucuronidasae indol

y su identificacióncomo E.coli se confirmó porel sistemaAPI-20E. En total se identificaron

como E.coli 702 de las cepasaisladas,de las cuales27 eran negativasa una de las dos

pruebasde 1+0 y 5 no fermentabanla lactosa.Por lo tanto, la sensibilidaddel método de

identificaciónbasadoen estastres pruebasfue del 95,44%.
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De las 702 cepasde E.coli aisladas,8 (1,13%)fueron hemolíticasen agarsangrede

cameroal 5%

En la tabla 15 se indica el númerode cepasde E.coli aisladasde corderosy cabritos

afectadosde diarreay sanos.De las 702 cepasidentificadascomo E.coli, 495 seaislaronde

corderosy 207 de cabritos.De las 495 cepasde origen ovino, 430 se aislaronde animales

diarreicosy 65 de animalessanos,mientrasquede las 207 de origencaprino,187 seaislaron

de animalesdiarreicosy 20 de animalessanos.

TABLA 15. NÚmero de cepasde E.coli aisladasde animalesafectadosde diarreay sanos.

N0 de cepasaisladasde animales Total

Afectados Sanos

OVINO 430 65 495

CAPRINO 187 20 207

TOTAL 617 85 702

IV.3. DETECCION DE LAS FIMBRIAS FS, F41 Y FU EN LAS CEPAS DE

E.COLI AISLADAS DE CAMPO

IV.3.1. Especificidad de los suerospoliclonales absorbidos

En la tabla 16 se muestran los resultados de las reacciones de aglutinación de los

suerospoliclonalesmonoespecíficosproducidospornosotrosfrentea las fimbrias F5, Ml y

FI? con las 15 cepasde referenciautilizadascomo testigos. Estos suerosdetectaronlos

antígenoscorrespondientesen las cepas homólogascultivadasa 370C tanto en el medio

Minca-Is como en agarsangre,si bien, las reaccionespositivasfueron muchomásintensas

y rápidasa partir delcrecimientoen Minca-Is. Ninguno de los suerosreaccionócon las cepas

de referenciaque expresabanlos antígenosF4 o Fá.
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TABLA 16. Reaccionesde aglutinación de los sueros policlonales monoespecfficosproducidos por nosotros
frentea las fimbrias F5, F41 y F17 con las cepasde referenciautilizadas como testigos.

Negativa:-,positivadébil:-i-. positivamoderada:++,positiva tberte:.s-+-i-
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IV.3.2. Detecciónde las fimbrias FS,F41 y F17 en los aisladosde campo.

La expresiónde las fimbriasF5y F41 no sedetectó,poraglutinaciónen portacon los

suerospoliclonales,en ningunade las 702 cepasde E.coli aisladasde campo.No obstante.

8 de las cepas (1,13%) resultaron autoaglutinantescon dichos sueros. Estas cepas

autoaglutinantesse estudiaron,asimismo, con la pruebacomercial FIMBREX resultando

negativas3 de ellas y 5 autoaglutinantes(0,71% del total).

La fimbria F17, sin embargo,se detectéen 33 de las 702 cepasde E.coli, lo que

suponeel 4,7% de los aislados(tabla 15). El porcentajede cepasF17~ entrelas aisladasde

corderosfue del 3,03%(15/495)y del 8,69%(18/207)entrelas aisladasdecabritos(tabla 15).

En ningunade lascepasFl7~ sedetectéla expresiónde las fimbrias ES ni F41 con los sueros

policlonalesmonoespecíficosni con el reactivocomercialFDVIBREX. Las cepas33 Fl7~ se

aislaron de otros tantos animales, todos ellos afectados de diarrea. La frecuenciade

aislamientofue del 3,83%de los corderosdiarreicosy del 14,06% de los cabritosdiarreicos

(tabla 15).

TABLA 17. DetecciÓnde la Fimbria Fil en cepasde E.coli aisladasde corderosy decabritos.

N0 cepas N0 (% cepas N0 de animales % de animales
aisladas F17 positivas estudiados diarreicos

(diarreicos/sanos) infectados”

OVINO 495 15 (3,03) 426 (391/35) 3,83

CAPRINO 207 18 (8,69) 142 (128/14) 14,06

TOTAL 702 33 (4,7) 568 (519/49) 6.35

* % calculadorespectoal númerode cepasaisladas.
** % calculadorespectoal númerode animalesdiarreicosestudiados.

Las 33 cepas de E.coli que expresabanel antígenoF17 se aislaron de animales

afectadosde diarrea,de edadescomprendidasentre los 5 y los 30 días. En la figura 3 se

muestrala distribución de las cepasF174 porsemanasde edadde los animalesde los que se

aislaron.Como puedeobservarse,la mayoría de las cepasse aislaron de animalesen la

segundasemanade vida: 12 de las 15 cepasovinasy 17 de las 18 caprinas.Las 3 cepas
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restantesde origen ovino procedíande animalesen la it 3~ y 40 semanasy la restantede

caprino de un animal en la 30 semanade vida.

N2 de cepas Fi 7 positivas

20

15

10

5

o

¡ Cepas caprinas

Cepas ovinas

Cepas ovinas Li Cepas caprinas

Figura 3. Distribución de las cepasF17~por semanasde edaddelos animalesde los que fueron

aisladas.

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

IV.4.1. Determinación de los valores de los límites mínimo positivo y máximo

negativo de los coeficientesde deshidratación.

Para determinar los valores de los límites mínimo positivo y máximo negativo de los

coeficientesde deshidrataciónen nuestrascondicionesde trabajo seutilizaron 14 cepas de

referenciade origen bovino y ovino: 7 productorasde STa y 7 no productoras.De cadauna

de ellasseensayarontressobrenadantesobtenidosindependientemente.En la tabla 18 figura

1 2 [ 3 1 4

o
1

¡ 17 1 0

12 1

Semanas de edad
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la mediaaritméticay la desviaciónestandarde los coeficientesde deshidrataciónobtenidos

paracadauna de las cepasde referenciacon los tres sobrenadantesensayados.

TABLA 18. Coeficientesde deshidrataciónobtenidoscon las cepasde referenciaSTa~y SIaL

Cepa STa Media ±D.E.

+

+

+

+

+

+

+

813

att

B41m
BM

B44m

Ego
483

SS

RVC-330

RVC-95

RVC-5925

711+

711-

BM2-I

N0 de
sobrena
dantes

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3
3

3

3

3

0,136

0,142

0,115

0,153

0,181

0,133

0,174
0,062

0,068
0,073
0,067
0,065
0,072

0,059

±0,010

±0,013

±0,001
±0,007
±0,007
±0,007
+ 0011

±0,002
t 0,007
±0,006
±0,006

±0,002
±0,006

±0,002

DE, desviaciónestandar.

Analizandoglobalmentelos resultados,los valoresde los coeficientesobtenidoscon

los 21 sobrenadantesde las 7 cepasenterotoxigénicasdieronuna mediaaritméticade 0,148

±0,023.El intervalode confianzadel 95% (IC-95) paraestegrupode valores fue de 0,102-

0,194 (0,148 ± 0,46). Con el grupo de valores de los 21 coeficientesde las 7 cepasno

productorasde STa se obtuvo una media aritmética de 0,067 ± 0,006 y un intervalo de

confianzadel 95% de 0,055-0,079(0,067±0,012).

De acuerdocon estos resultados,el límite inferior positivo del ensayose estableció

en 0,102 y el límite superiornegativoen 0,079. Los valores intermediosse consideraban

estadísticamentedudosos.
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IY.4.2. Detecciónde STa en cepasde E.coli aisladasde campo

En la figura 4 se muestra la distribución de los coeficientes de deshidratación

obtenidoscon los 149 aisladosde campoensayadosy con las 14 cepasde rumiantes utilizadas

como testigos.Los resultados obtenidoscon los aisladosde campo se han diferenciado en dos

gruposen la figura 4. En uno de ellos seincluyen las 33 cepasen las que previamentese

habíadetectadola fimbria F17 y en el otro las 127 cepasrestantesen las que no sehabía

detectadoningunade las fimbrias estudiadas(NF) y que habíansido aisladasde animalesde

edadescomprendidasentre las primerashorasde vida y una semana.Como seobservaen la

figura, los coeficientessedistribuyenendosgruposde valoresclaramentediferenciados.Los

valorespositivoscorrespondena los 21 sobrenadantesde las 7 cepasproductorasde STa de

referenciacuyo límite inferior positivoera de 0,102.

N9 coeficientes
70

60

50 —I

j/s’

40

30 ¡

20

10~
O

0.041-0.06

• ~i~i

0,071-0,08 0.101-0,110 0,141-0.15 0,181-0,140

— Copas de campo NF L,,W Cepas de campo Fi] Cepas de referencia

Figura 4. Distribución de los valoresde los coeficientesdedeshidrataciónde 160 cepasaisladasde campo(33

cepasF17 y 127 cepasno fibriadas) y de las 14 cepasde referencia.
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Los coeficientesde 151 de las 160 cepasde campoestudiadasfueron menoresque el

limite superiornegativodel ensayoy, por lo tanto, las cepasse consideraronno productoras

de STa. No obstante,los coeficientesde deshidrataciónde 9 de las cepasde campoestudiadas

fueron superioresa 0,079 pero inferiores a 0,102. Despuésde repetir el ensayoen dos

ocasionesmás con cadauna de las cepasseconsideraronno productorasde STa puestoque

en ningún casose obtuvieronvaloressuperioresa 0,09 y tampocoseobservóa simple vista

dilatacióndel intestinode los ratoneslactantes.

JV.5. DETECCION DE VEROTOXINAS (VB), FACTORES CITOTOXICOS

NECROTIZANTES (CNFs) Y ENTEROTOXINAS TERMOLABILES (LTs) POR EL

ENSAYO EN LA LíNEA CELULAR VERO

Los resultadosde la detecciónde cepasde E.coli productorasde verotoxinas(VT),

factor citotóxico necrotizante(CNF) y enterotoxinatermolábil (LT) en el ensayoen células

Vero se detallanen la tabla 19. Laproducciónde verotoxinassedetectóen los sobrenadantes

tratadoscon polimixina B de 11 de las 495 cepasaisladasde corderos(2,22%)y de 5 de las

207 cepasaisladasde cabritos(2,41 %). En total, 16 de las 702 cepasensayadas(2,27%)eran

productorasde verotoxinas.

TABLA 19.DetecciÓn de verotoxinas(VT), factorcitotóxiconecrotizante(CNF) y enterotoxinatermolábil (LT)
en cepasde E.coli aisladasde campopor el ensayoen líneacelularVero.

Origen de las
cepas

Ntcepas
ensayadas

N0(%) de cepas productoras de

VT CNF LT

CORDEROS 495 11(2,22) 7 (1,41) 4 (0,80)

CABRITOS 207 5 (2,41) 5 (2.41) 1 (0.48)

TOTAL 702 16 <2,27) 12 (1.70) 5 (0,71)

Las alteracionesmorfológicas característicasinducidas por el factor citotóxico

necrotizante(CNF) en las célulasVero sedetectaronen los sobrenadantestratadosde 12 de

las cepasde E.coli (1,70%):7 de las 495 aisladasde corderos(1,41%)y 5 de las 207 aisladas

de cabritos(2,41%).
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Los sobrenadantestratadoscon polimixina B de 5 de las 702 cepasensayadas(0,71%>

originaron en las células alteracionesmorfológicas semejantesa las inducidas por el

sobrenadantetratado de la cepaH296, productorade enterotoxinatermolábil utilizada como

testigo positivo. Esteefecto era termolábil, puestoque despuésde un tratamientot&mico de

800C durante30 minutoslos sobrenadantesno inducíanalteraciónalgunaen las célulasVero.

En las figuras 5a, 5b y Sc semuestranlas alteracionesinducidasen las célulasVero

por los sobrenadantesde tres cepasaisladasde campo productoras,respectivamentede

verotoxinas,factorescitotóxicosy enterotoxinatermolábil.
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Figura ib. (‘¿luías Vero: electocuotóxicoinducido por el sobrenadarnetratadocon polirnixina O (le la cepa de

campo(‘1~ C45, característicode los laclores citotoxicosnecrotizantes.Finción: cristal violeta al 5%,
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IV.5.1. Origen de las cepasproductorasde citotoxinas

En las figuras 6a, 6b y 6c semuestrala distribuciónde las cepasproductorasde VT,

CNF y LT por semanasde edadde los animalesde los que fueron aisladasy la presenciao

no de diarrea en los mismos.Todas las cepasproductorasde verotoxina se aislaron de

animalesen la primeray segundasemanasde vida (figura óa). Comoseobserva,las 8 cepas

verotoxigénicasseaislaronde animalessanos,todosellos en la primerasemanade vida. La

edadmediade los corderossanosde los que seaislaroncepasverotoxigénicasera de 3 días,

y de 2 díasla de los cabritos.De las 8 cepasverotoxigénicasaisladasde animalesafectados,

6 correspondíana animales en la segundasemanade vida y las 2 restantesa animalesen la

primerasemana(figura 6a).

N2 cepas VT+

AFECTADOS Li SANOS

Figura 6a. Distribución de las cepasproductoras de verotoxinas(Vr) segúnlas semanasde edady lapresencia

o no de diarrea en los animalesde origen.

o
6

Semanas de edad
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Las cepasproductorasde CNF seaislaronde animalescon de diarreade hasta21 días

de edad(figura 6b), exceptouna cepaprocedentede un cabrito sanode menosde 24 horas

de vida. La mayoríade las cepas(7/12) procedíande animalesen la segundasemanade vida.

La edadmediade los corderosy cabritosde los que seaislaronlas cepasproductorasde CNF

fue de 12,5 y 6,5 días respectivamente.

N2 cepas CNF+

KSANOS ¡
~AFECTADOS;

1 3 •• 4

2
2

2
2

¡¡

de edad

2 __

o
7 ¡

Semanas

AFECTADOS Li SANOS

Figura 6b. Distribución de las cepasproductoras de factores citotóxicosnecrotizantes (CNV) segúnlas semanas

de edady la presenciao no de diarreaen los animalesdeorigen.

De las 5 cepasproductorasde LI, 4 se aislaronde animalesen la primerasemanade

vida, como seobservaen la figura 6c. De estas4 cepas,3 procedíande corderossanosde 5

díasde edady la cuartade un cabrito de 2 díasafectadode diarrea.La ceparestantese aislé

de un corderode 15 días afectadode diarreaen el momentode la toma de las muestras.
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N2 cepas LT+

AFECTADOS Li SANOS

Figura<le. Distribución de las cepasproductorasde enterotoxinastennolábiles(Lp) segúnlas semanasde edad

y la presenciao no de diarreaen los animalesde origen.

IV.6. RESULTADOS DE LA DETECCION DE CEPAS DE E.COLI

PRODUCTORAS DE COLICINA y

En la tabla 20 se muestranlos resultadosde la detecciónde cepasproductorasde

colicinas. De los 224 aisladosde campoestudiados,e] 44,19%producíancolicina y y e]

6,25% otrascolicinas.De las 156 cepasovinas ensayadas,64 (41,02%)produjeroncolicina

V y 12 (7,69%) otrascolicinas.De las 64 cepascaprinas,35 (51,47%)eranproductorasde

colicina V y 2 (2.94%)producíanotrascolicinas.

Semanas de edad
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TABLA 20. Resultados de la detección de cepasde E.coli productoras de colicina y y de otras colicinas.

N0 de cepas
ensayadas

OVINO

CAPRINO

TOTAL

156

68

224

N0(%) de cepasproductoras de

Colicina y Otras coljcinas

12 (7,69)

2 (2,94)

14 (6,25)

Comoseindicó en el apartadode materialy métodos,entrelas 224 cepasinvestigadas,

se incluyeron las 33 en las que se detectéla fimbria Fi?, las 16 verotoxigénicas,las 12

productorasde CNF y las 5 productorasde LT. Las 158 cepasrestantesseseleccionaronal

azarentre los aisladosen los que no se habíadetectadola expresiónde las fimbrias ni la

producciónde las toxinasestudiadas(cepasNFNT). La distribuciónde cepasproductorasde

colicirta V y de otras colicinas en los distintos grupos de cepasde E.coli estudiadosse

muestraen la figura 7.

cepas oohcína* (%)

Otras Coliciflas

Figura 7. Distribución porcentualde las cepasproductorasde colicinas en cadauno de los grupos de cepas

estudiados:Fil’ , verotoxigénicas(VI), productorasde CNF (CNF), productorasde enteroroxinas termolábiles

(LI) y cepasno fibriadas y no toxigénicas(NFNT).

64 (41,02)

35(51,47)

99 (44,19)

loo -Y’

60

46,82

— Colicina
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El porcentajede cepasproductorasde colicinay fue superioren los gruposde cepas

fimbriadasy toxigénicas(=50%)que en el grupode cepasen las que no sehabíadetectado

ninguno de estos factores(41,13%).De las cepasverotoxigénicas,el 56,25%(9/16) eran

productorasde colicina V y el 31,25% (5/16) producíanotras colicinas. De las 12 cepas

productorasde CNF el 50% (6/12) producíancolicinaV y el 50%restanteerannegativas.La

producciónde colicina V sedetectóen 3 de las 5 cepasproductorasde LI. La producción

de colicinas distintas de la colicina y se detectó solamenteen los grupos de cepas

verotoxigénicasy N’FNT, en porcentajemuy superioren las primeras(31,25% y 5,69%

respectivamente)(Figura 7).

IV.7. RESULTADOS DE HEMAGLUTINACION MANOSA-RESIISTENTE

(HAMR) Y MANOSA-SENSIBLE (HAMS).

IV.7.1. Resultadosde la HAMR y HAMS con célulasenteras.

En la tabla21 seexpresanel númeroy el porcentajede cepasque resultaronpositivas

en los estudiosde hemaglutinaciónmanosa-resistente(HAMR) y hemaglutinaciónmanosa-

sensible(HAMS) en cada uno de los grupos de E. coli investigados.De las 224 cepas

estudiadas,el 43,30%aglutinó los eritrocitosde diversasespeciesanimalesen presenciade

D-manosa (HAMR~). Sin embargo, los porcentajesde cepas HAMR positivas variaron

notablementeen los distintos grupos así, por ejemplo, de las 16 cepasverotoxigénicas

solamente3 (18,75%)presentabanhemaglutininasmanosa-resistentes,mientrasque el 50%

de las cepasproductorasde CNF y el 84,84%de las cepasque expresabanla fimbria FI?

resultaronHAMR positivas.De las 5 cepasproductorasde LI, 2 eranHAMR positivas.Por

último, el 36,50%de las 158 cepasseleccionadasal azarentrelos aisladosen los que no se

había detectadola expresiónde fimbrias ni la producción de las toxinas (cepas NFNT)

presentabanhemaglutininasmanosa-resistentes.
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TABLA 21. Resultadosde los estudiosde HAMR y HAMS en los distintos grupos de cepasde Ecoil.

Cepasde E.coli N0 (%~ de cepas de E.coli

HAMR positivas’ HAMS positivas2

VT (n=16) 3 <18,75) 5 (31,25)

CNF (n=12) 6 (50,00) 5(41,66)

LT (n=5) 2 (40,00) 3 (60,00)

FU (n=33) 28 (84,84) 13 (39,39)

NFNT’ (n=158) 58 (36,70) 55(38,81)

Total (n=224) 97 (43,30) 81(36,16)

Porcentajescalculadosrespectoal número(n) de cepasde cadagrupo.
Cepashemaglutinantesen presenciade 0-manosaconeritrocitosde diversasespeciesanimales.

2 Cepascuyacapacidadhemaglutinanteconeritrocitos de cobayaera inhibida por el monosacáridolYmanosa.
NFNT. Cepas de E.coli seleccionadasal azarutilizando unatablade númerosaleatoriosentrelos aisladosque

no expresabanlas fnnbrias ni producían las toxinas estudiadas.

La presencia de hemaglutininasmanosa-sensibles(HAMS), relacionadacon la

expresiónde la fimbria tipo 1, sedetectóen el 36,16%de las 224 cepasestudiadasen total.

Los porcentajesen los distintosgruposfueron del 31,25%de las verotoxigéncias,el 41,66%

de las productorasde CNF, el 60% de las productorasde LI (3/5), el 39,39%de las F17* y

el 34,81% de las cepasNFNT (tabla 21).

La expresiónde hemaglutininasmanosa-sensiblesesindependientede la expresiónde

hemaglutininasmanosa-resistentes.Por lo tanto, las cepasde E.coli puedenpresentarcuatro

fenotiposdistintosatendiendoa lasreaccionesdehemaglutinación:HAMR~-HAMSj HAMR~-

HAMS~, HAMR-HAMS~ y HAMR-HAM&. En la figura 8 se muestrala distribuciónde las

cepasde cadagrupoen los cuatro fenotiposposibles.En el grupode cepasverotoxigénicas

el fenotipomás frecuentefue el no hemaglutinante(HAMR-HKMS): 10 de las 16 cepasno

expresabanhemaglutininas manosa-resistenteni manosa-sensibles.Entrelas cepasproductoras

de CNF los fenotiposmás frecuentesfueron el HAMR-HAM& (5/12) y el HAMR~-HAMS

(4/12). Las 5 cepasproductorasde LT se distribuyeroncasipor igual en los 4 fenotiposde

hemaglutinación.
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Cepas (%)

HAMR+HAMS- IX HAMR+HAMS-*

Z~j HAMH-HAMS+ IX HAMR-HAMS-

Figura 8. Distribución de las cepasde cadauno de los gruposestudiados(verotoxigénicas,productorasde CNIF,

productorasde LI, F174 y no toxigénicasy no firnbriadas -NFNT-) en los 4 fenotipos de hemaglutinación.

Sin embargo,entre lascepasfimbriadas(Fl7~) los fenotiposmás frecuentesfueron los

hemaglutinantes:16 de las 33 cepasFl7~ expresabanhemaglutininasmanosa-resisíentes

exclusivamente(HAMR~-HAMS) y 12 expresabanconjuntamentehemaglutininasmanosa-

resistentesy manosa-sensibles(HAMR~-HAMS).

En el grupode las 158 cepasNFNT, seleccionadasal azarentrelas queno expresaban

las fimbrias ni producían las toxinas estudiadas,el fenotipo más frecuente fue el no

hemaglutinante(781158).No obstante,un númerorelativamenteelevadode cepasexpresaban
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hemaglutininas manosa-resistentesexclusivamente (35/158) o conjuntamente con

hemaglutininasmanosa-sensibles(23/158).

IV.7.2. Modelosde HAMR de las célulasenteras

Las 97 cepasHAMR positivaspuedendistribuirseen cinco tipos o modelosdistintos

de hemaglutinaciónde acuerdo con las especiesde procedenciade los eritrocitos que

aglutinan (tabla 22). Las cepas del tipo 1 aglutinaban,en presenciade D-manosa, los

eritrocitosde terneray los humanosdel grupoA, las del tipo JI los eritrocitoshumanosdel

grupo A y las del tipo III los de ternera(tabla 21). En el tipo IV han incluido las cepas

hemaglutinantesmanosa-resistentescon los eritrocitosde oveja, bien exclusivamente(IVa)

o bien conjuntamentecon los humanos(IVb). La única cepa del tipo y aglutinabaen

presenciade manosalos eritrocitosde cobayaexclusivamente.

TABLA 22. Distribución de las cepasde Ecoil HAMR positivasen modelosde l-IAMR.

Tipos
HAMR

Eritrocitos de (‘) N0 cepas
(n=97)

% cepas
HAMR~

respecto

Co Ca 0v Po Te 1-fin

- - - - + + 30 3092

II - - - - - + 36 3711

III - - - - + - 24 24,74

IVa - - + - - - 1 1,03

lVb - - + - - + 5 5,15

y - - . . - 1 113

*C<): cobaya.Ca: caballo,0v: oveja,

n, númerode cepasHAMR positivas.

El modelo II fue el másfrecuente(3

seguido del modelo 1 (30,92%) y del III

frecuentes:6,18%y 1,03%respectivamente

Po: poUo. Te: ternera.Hm: humanadel gmpo A. V: variable.

7,11%)entrelas 97 cepascon actividadHAMR,

(24,74%). Los modelos Pv’ y V fueron poco

(tabla 22).
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En la tabla 23 semuestrala distribuciónde las cepasHAMR positivasde cadauno

de los gruposde cepasestudiadosen los 5 tipos hemaglutinantes.No seencontróunarelación

clara entrela expresionde factorespatogénicosy el tipo de HAMR al que pertenecíanlas

cepaspositivas.No obstante,de las 28 cepasFl7~ HAMR~ 16 pertenecíanal tipo 1(53,57%)

y 11 al tipo 111(39,28%).Por lo tanto, el 78,78%de las cepasF17 aglutinabalos eritrocitos

de ternera. Los modelosmásfrecuentesentre las 158 NFNT fueron el 11 (30/158) y el 1

(13/158), esdecir, el 74,13%de las estascepasaglutinabalos eritrocitoshumanosdel grupo

A.

TABLA 23. Distribución de las cepasde cada uno de los grnpos de cepas de E. coli estudiadosen losdistintos
modelosde HAMR.

N0 Cepas
HAMR

N0 de cepas de los modelos de HAMR

1 II III IVa IVb V

VT 3 0 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 11 0 0 1

N?FNV 58 13 30 11 0 4 0

NFNT, cepasdeE.coli seleccionadasal azarutilizando unatablade
no expresabanla fimbrias ni producíanlas toxinas estudiadas.

IV.7.3. Actividad hemaglutinanteen presenciade D-nianosa

extractostérmicos(ET) de las cepasde E.coli HAMR

númerosaleatoriosentrelos aisladosque

(HAMR) de los

En la tabla 24 se exponenlos resultadosdel estudio de la capacidadHAMR de los

extractostérmicosde las 97 cepasde E.coli que expresabanhemaglutininasmanosa-resistentes

en sus célulasenteras.Los extractostérmicos(El) de 7 de las 30 cepasdel tipo 1, 17 de las

del tipo II y una de las del tipo IV mostrabanactividadhemaglutinanteen presenciade D-

manosa(HAMR) con los eritrocitoshumanos.En total aglutinaronlos eritrocitoshumanosen

presenciade D-manosalos extractostérmicos de 25 de las 71 cepasque presentabandicha

capacidaden sus células enteras(35,21%). En las 46 cepasrestantes,cuyos ET fueron
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negativos,la actividadhemaglutinantesemanteníaen el sedimentobacterianoresuspendido

despuésdel tratamientotérmico.

TABLA 24. Resultadosdel estudio de
actividadHA,MR en sus célulasenteras.

la actividad HAMR de los extractos térmicos de las 97 cepascon

Tipo de HAMR N0cepas
HAMR

N0 de cepas cuyosET fueron HAMR positivos con
eritrocitos de’

Hm Te 0v Co

1 (Em.Te> 30 7 0

1

* ET: extractostérmicos.
¡ Entre paréntesis:eritrocitos con
humanosdel grupo A, Te: ternera.

los que teníanactividad HAMR las cepasde cadatipo de HAMR. Hm:
0v: oveja,Co: cobaya.

Ningunade las 54 cepascon actividadHAMR con los eritrocitos de terneraen sus

célulasenteras,30 del cipo 1 y 24 del III, mostró dichaactividaden sus extractostérmicos.

La actividad HAMR con los eritrocitos de ternerase mantuvo en todos los casosen los

sedimentosbacterianosresuspendidosdespuésdel tratamientotérmico (tabla 24).

De las 6 cepasdel tipo IV solamenteuna mostró actividad HAMR en su extracto

térmico con eritrocitos de oveja.El ET de estacepaaglutinó tambiénlos eritrocitoshumanos

(tabla 24).

Ninguna de las 25 cepasde E.coli cuyos extractos térmicos mostraban actividad

HAMR con eritrocitoshumanospresentabahemaglutininasmanosa-resistentesen suscélulas

enterascuandose cultivabana 180C durante48 horas.
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IV.8. SENSIBILIDAS A LOS ANTIMICROBIANOS

Los resultados delestudiode la sensibilidadde 92 de las 702 cepasde E.coli aisladas

frente a 29 antimicrobianosse muestran en las tablas 25 a la 31. En cada dilucción de

antimicrobiano se indica el número de cepas para las cuales dicha dilucción era la

concentraciónmínima inhibitoria (CMI) y el porcentajede cepassensiblesa dichadilución

(porcentajeacumulativo).En la tabla31 seespecificanlas concentracionesmíminasde cada

antimicrobianoque inhibenel 50 y el 90% de las cepas(CMI-50 y CMI-90) y el porcentaje

de cepasque resultó sensiblea cadaantimicrobíanosegúnel criterio de la NCCLS.

De la 92 de cepasde E.coli, el 44,56% y el 50% resultaronsensiblesa la ampicilina

y a la amoxicilina respectivamente(tabla 31). Parainhibir el crecimientodel 50% de las

cepas,las concentracionesmínimasde antibióticonecesarias(CMI-50) fueronde 8 pg/ml para

la ampicilinay de 4 pg/ml parala amoxicilina,mientrasque parainhibir el crecimiento del

90% de las cepas,las concentracionesmínimas (CMI-90) fueron de 256 pglml para la

ampicilinay de 512 pg/ml o concentracionessuperiorespara la amoxicilina (tablas25 y 31).

A las cefalosporinasde primera generación,cefalexina y cefazolina, resultaron

sensiblesel 62,21%y 98,91%de las cepasrespectivamente(tabla 31). Las concentraciones

mínimasde estosantimicrobianosparainhibir el 90% de las cepasfueron de 8 pg/ml parala

cefalexinay 2 ~igml para la cefazolina. El 71,73% de las cepasfueron sensiblesa la

cefuroxima,el 73,91%al cefamandoly el 98,91% al cefaclor. Las CMI-90 fueron de 8 pg/ml

paralos dosprimerosy de 1 pg/ml parael cefaclor.La cefalosporinade tercerageneración

probada,la ceftizoxima, inhibió el crecimientodel 100% de las cepas de E.coli a la

concentraciónde 1 gcg/ml. Concentracionesigualeso inferioresa 0,062pg/ml de ceftizoxima

inhibieron el 90% de las cepas.

El 26,08% de las cepasresultaronsensiblesa la polimixina mientras que fueron

sensiblesa la colistina el 100% de las cepasestudiadas(tablas26 y 31).
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El 27,17% de las cepas resulté sensible a la estreptomicinay el 51,08% a la

kanamicina,mientrasque el 80,43%lo fueron a la gentamiciriay el 69,56%a la neomicina.

El crecimientodel 90% de las cepasse inhibía aconcentracionesde =512U/ml (CMI-90) de

estreptomicina.=512~.tg/mlde kanamicina, 16 vg/ml de la gentamicina y 64 U/ml de

neomicina(tablas27 y 31).

El 95,65% de las cepas resultó sensibleal ácido nalidíxico. Las 92 cepasfueron

sensiblesal resto de las quinolonas.El crecimientodel 100% de las cepasse inhibía a

concentracionesinferiores de 1-2 pg!ml de las quinolonasfluoradas. La enoxacinay la

enrofloxacinainhibían el crecimientode las 92 cepasde E.coli a concentracionesde 0,25 y

0,5 pglml respectivamente,mientrasque la esparfloxacina y la ciprofloxacina lo inhibían a

concentracionesigualeso inferioresa 0,062 .tglml (CMI-100) (tablas28 y 31).

E] 8,69% de las cepas resultaron sensibles a la sulfadoxina, el 9,78% a la

sulfadimetoxinay el 7,60% a la sulfametacina.La CMI-50 fue igual o superiora 512 ¡.tg/ml

con las tres sulfonamidasprobadas(tablas29 y 31).

El 27,17% de las cepas se mostraron sensiblesa la tetraciclina, el 3,26% a la

oxitetraciclinay el 20,65%a la doxiciclina. El 50% de las cepasseinhibía a concentraciones

de 128 gg/ml de tetraciclina,de 512 ng/ml o mayoresde oxiretraciclinay de 16 pg/ml de

doxiciclina (CMI-50) (tablas30 y 31).

Resultaronsensiblesal cloranfenicolel 10,86% de las cepas.La CMI-50 fue de 128

gg/ml y la CMI-90 de 256 vg/ml (tablas30 y 31).
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Resultados

TABLA 31. Concentracionesmínimasinhibitorias de los distintosantimicrobianos.

Antlinicrobiano Puntode CMI~
rnptura Rango 50% 90%

Cepas sensibles
(%)

Ainpiciina

Anoxicilina

Cefalexina
Cefazolina

Cefurox lina

Cefaclor

Cefamandol
Ceftizoxima

Polimixina E

Colistina sulfato

Estreptomicina
Kanamicina
Gentamicina
Neomicina

Nalidixico
Pipemídico
Oxonflico
Enox acina

Enrofloxacina

Espartioxacina

Ciprofloxacina

Sulfadoxina

5
5
5
Cloranfenicol 10.76

Tetraciclina 27,17

Oxitetraciclina 3,26

Doxiciclina 20,65

* Concentraciónde antlinicrobiano a partir de lacual seconsiderancomoresistentesa los microorganismosque
puedan crecer en ella o en una concentración superior.
** Concentracionesmimimas inhibitorias de los antimicrobianos expresadas en pg/ml excepto para la
doxiciclina, estreptomicinasulfato, neomicinay polirnixina B que se expresanen U/ml.
~ Concentraciónmínimadeantibicrobianoqueinhibe el crecimientodcl 50% (CMI-50) y del 90% (CMI-90)
de las cepas.

8

8

8

8

8

8
8

8

8

8

32

16

4

32

16

16

16
‘3

2

2

1

256
256

256

2/38

8

4

4

‘4

=0,062-=512

l-=512

0,125-128

0,5-16

1-16

=0,062-8

0,125-64
=0,062-1

=0,062-8

=0,062-0,25

l-=512

0,5-=512

0,125-64

0,25-256

1-64

0,5-8
0,125-1

=0,062-0,25

=0,062-0,5

=0,062

=0,062

16-=512
2-=512

16-=512

0,25-256

2-=512

1 -=512

2-=512

0, 125-=512

44,56

50,00

62,21
9891

71,73

98,91
73,91

loo
26.08

loo
27,17

51,08

80,43

69,56

95,65
100

100

100

100

loo
100

8,69

9,78

7,60

8

4

4

1

4

1
2

<0 062

8

0,125

64

8

2

2

2

0 25

<0062

=0,062

=0,062
=0,062

=512

=512

=512

8

16

128

=512

16

256

=512

8

2

8

1
8

<0,062

8

0,125

=512

=512

16

64

8
4

0,5

0,125

<0,062

<0,062

<0,062

=512
=512

=512

128

256

256

=512

128
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IVa. DETECCION Y CARACTERIZACION DE ANTíGENOS

SUPERFICIALES DISTINTOS DE LOS ANTíGENOS FS, F41 Y F17 EN CEPAS DE

E. COLI I-IAMR POSITIVAS.

IV.9.1. Característicasde las cepasseleccionadas.

En la tabla 32 sedetallanlas característicasde las cepasseleccionadasparael estudio

de la posiblepresenciade nuevosantígenosfimbriales en las cepasde E.coli aisladasde los

procesosdiarreicosestudiados.Las tres cepas,CL-686, CL-168 y CL-245, aglutinabanlos

eritrocitoshumanosdel grupoA en presenciade D-manosacuandosecultivabana 37”C pero

no cuandola incubaciónse realizabaa 180C. Estas hemaglutininasmanosa-resistentesse

extraían de las células por trataminetotérmico a 600C durante20 minutos. Los títulos de

HAMR de los extractostérmicoscon eritrocitoshumanosfueron 1/1536parala cepaCL-686.

1/96 parala CL-168 y 1/48 parala CL-245. Cadauna de las cepaspertenecíaa un modelo

diferentede hemaglutinacién:la cepaCL-686 al tipo 1, la CL-168 al tipo II y la CL-245 al

tipo IV (tabla 32).

TABLA 32. Características de las cepasselecciondasparael estudiode la posiblepresenciade nuevosantígenos
fimbriales.
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Las tres cepasse aislaronde corderosdiarreicosde cinco díasde edady procedíande

explotacionesdiferentes.Ningunade ellasexpresabalos antígenosfimbrialesF5, F41 ni F17

ni producíalas enterotoxinasclásicas(STa o LT) ni verotoxinay solamentela cepaCL-245

producíaCNF en los ensayosen células Vero (tabla 32).

IV.9.2. Reaccionesde aglutinaciónde las tres cepasseleccionadascon los sueros

policlonales.

En la tabla 33 se indican los resultadosde las reaccionesde aglutinaciónde las tres

cepasseleccionadascon los suerospoliclonalesproducidosen conejoa partir de suspensiones

de bacteriasvivas (suerosOK). Como era de esperar,cada cepacultivada a 37 o 180C

reaccionabacon su suero homólogo OK. Las cepasCL-168 y CL-686 dabanreacciones

cruzadascuandose cultivabana 37’C pero no cuandola incubaciónserealizadaa 18<’C. La

cepaCL-245 cultivadaa ambastemperaturasreaccionabatambiéncon el sueroOK-686, sin

embargo,la cepaCL-686 no dabareaccionescruzadascon el sueroOK-245 a 37 ni a 180C

(tabla 33).

TABLA 33. Reaccionesde aglutinaciónde las cepasseleccionadasparael estudiode antígenossuperficiales,
cultivadasa 37 y 180C, con los suerospoliclonalesproducidosen conejoantes(suerosOK) y después<sueros
S) de ser absorbidoscon suscepashomologascultivadasa 180C durante48 horas.

Cepasde E.coli SuerosOK Sueros 5

686 168 245 686 168 245

Cultivadasa 370C, 18
hrs.

CL.686 + + - + + -

CL-168 + + - + +

CL-245 + - + - - +

Cultivadasa 180C, 48
his.

CL-686 + - - - - -

CL-t68 - + - - - -

CL-245 + - + - - -

Despuésde absorberlos sueroscon sus cepashomélogascultivadasa 180C (sueros

5) no se daban reaccionescruzadas entre las cepascultivadasa 18’C (tabla33). Sin embargo,
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como cabíaesperar,las reaccionescruzadasentre las cepasCL- 168 y CL-686 persistían

cuando la incubación de las mismas se realizaba a 370C, puesto que los anticuerpos

producidosfrentea los antígenosque solo seexpresana 370C no habíansido eliminadosde

los sueros.

Paracomprobarsi las reaccionesde las cepasCL-168 y CL-686cultivadasa 370Ccon

sus sueroshomólogossedebíanexclusivamentea antígenoscomunesa ambaso si además

estabanpresentesantígenospropiosde cadacepa,seabsorbióexhaustivamenteel sueroS-168

con la cepaCL-686 cultivada en Minca-Is a 370C y el sueroS-686 con la cepaCL-168

cultivada a 370C. Estos sueros se denominaronB-168 y C-686 respectivamente.Los

resultadosde las reaccionesde aglutinacióncon dichossuerosse muestranen la tabla 34. El

suero8-168 seguíareaccionandocon sucepahomólogacultivadaa 370C. Es decir,el suero

8-168 detectabaantígenossuperficialesde la cepaCL-168 que seexpresana 370C pero no

a 180 y que no son comunes a la cepa CL-686. Estos antígenos se denominaron

provisionalmente LC168. El sueroC-686 seguíareaccionandocon sucepahomólogadespués

de la absorciónde los anticuerposproducidosfrentea tos antígenoscomunescon la cepaCL-

168. Por lo tanto, este suero detecta antígenosespecíficos de la cepa CL-686 que

denominamos LC686.

TABLA 34. Reaccionesde aglutinacióndespuésde absorberlos suerosS con la cepabeterólogacon la que
teníanreaccionescruzadascultivadaa 370C.

Sueros Cepascultivadas a 370C en Minca-Is, 18 br.

CL-686 CL- 168

B-168 +

0.686 +

El sueroB-168 se obtuvo absorbiendoel suero S-168 con la cepaCL-686 y el suero C-686 se obtuvo
absorbiendoel sueroS-686con la cepaCL-168.
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IV.9.3. Estudiosdemicroscopiaelectromca.

En los estudiosde microscopiaelectrónicaseobservóen las célulasde lacepaCL-168

la presenciade estructurasfilamentosasno flagelaressemejantesa fimbrias de 4-7 nm de

diámetro (figuras 9 y 10). Estas estructurasno se observaroncuando las bacteriasse

cultivaban a 180C. En las células de las cepasCL-686 y CL-245 cultivadasa 37’C no se

observaronestructurasfilamentosas.

La observaciónpormicroscopiaelectrónicade la cepaCL-359, una cepaaisladade

campoqueexpresael antígenoFí? y queno reaccionabacon los suerosB168 ni C686,revelé

la presenciade estructurasfliubriales rígidasde 3-4 nm de diámetro(figura 11).
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Figura9 Microscopiaelectrónicade la cepade campoCL- 168 cultivadaenMinca-Is a 37”C durante18 horas

Las bacterias se tiñeron negativamentecon ácido fosfowngsúcoal 1%. X 50.000.Barra=lSpm.
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Figura 10. Microscopiaelectónicade la cepade campoCL-168 cultivadaen Minca-Isa 370C durante18 horas.

Las bacteriassc tiñeron negativamentecon ácidofosfowngsticoal 1%. X 30000. Ban’a=25pm.
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FiQura II. Microscopiaelectrónicade lacepade campoCL-359 cultivadaen Minca-Isa 370CduranteLS horas.

Las bacteriasse tiñeron negativamentecon ácidofosfotungstico¿U 1%. X 50,000. Barra=lSpm.
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IV.9.4. Análisis de proteínasde extractos térmicos bacterianosen geles de

poliacrialamidaen presenciade SDS (SDS-PAGE)y deteccióninmunoenzimáticasobre

soportesde nitrocelulosa« timmunobloting”).

El análisiselectroforéticodel extractotérmico de la cepaCL-168 cultivadaa 370C,

precipitadocon sulfato amónicoal 20% de saturacióny dializadofrentea tampónfosfato 50

mM, pH 7,2, reveló la presenciade dos bandasproteicasmayoritariascomoseobservaen la

figura 12 (carril b). Los pesos molecularesestimadossegúnla mobilidad electroforética

relativade estasbandasfúcron 19.500y 38.900 Da.

El perfil electroforéticodel extracto térmico de la cepaCL-686, obtenido en las

mismascondiciones, fue claramentedistinto al de la cepaCL-168, exceptoparauna banda

polipeptidicade pesomolecularestimadoen 38.900Da (figura 13, carril c). No se observó,

sin embargo,en el extractode la cepaCL-686 bandamayoritariaalgunaa la misma distancia

de migraciónelectroforéticaque la bandaproteicade pesomolecularaproximadode 19.500

Dapresenteen el extractode la cepaCL-168 (figuras 12 y 13). En el extractotérmico de esta

cepaseobservóla presenciade unabandamayoritariade pesomolecularestimadoen 40.700

Da (figura 13).

Porotraparte,en el extractotérmico de lacepaCL-168 cultivadaa 180C no sedetecté

la presenciade bandamayoritariaalgunacon la misma mobiidadelectroforéticaque la banda

de menorpesomolecularpresenteen el extracto térmico de la mismacepacultivadaa 370C

(figura 13, carril d).

En la figura 14 se muestranlos resultadosdel análisisen SDS-PAGEde los extractos

térmicosde las cepasCL-82 (carril b) y CL-158 (carril c) en las que previamentesehabía

detectadola expresióndel antígenoLC168 medianteaglutinacióncon el sueroB-168. En los

extractos de ambascepas se observóla presenciade una bandaproteica de movilidad

electroforéticasemejantea la bandade 19.500Da de la cepaCL-168.
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En los ensayosde deteccióninmunoenzimática de las proteínasdel extractotérmico

de la cepaCL- 168 cultiva a 370C transferidasa soportesde nitrocelulosa,el suero S-168

reaccionócon las dos bandasmayoritariasde pesosmolecularesaproximadosde 19.500 y

38.900 Da (figura iSA, carril b) mientrasque el suero B-168 reaccionésolamentecon la

bandade menorpesomolecular(figura 15B, carril c).

De las bandaspolipeptídicasobservadasen el análisis en SDS-PAGEdel extracto

térmico de la cepaCL-686 cultivadaa 370C, solamenteunade pesomolecularaproximado

de 40.700Da reaccionócon el sueroC-686 en los ensayosde deteccióninmunoenzimática

de las proteínastransferidaa membranasde nitrocelulosa(figura 16B, carril d).

IV.9.5. Semipurificacióndel antígenoLC168a partir de lacepadeE.coli CL-168.

La extracciónde las proteínassuperficialesde una suspensiónbacterianadensade la

cepaCL-168 serealizépor tratamientotérmico a 600C durante20 minutos.Despuésde este

tratamientotérmico el sedimentobacterianoobtenidoporcentrifugaciónno reaccionabacon

el suero B168, ni hemaglutinabalos eritrocitos humanosen presenciade D-manosa.Sin

embargo, la actividad hemaglutinantemanosa-resistente(HAMR) se mantenía en el

sobrenadante.

La figura 17 muestralos resultadosdel análisisen SDS-PAGE(PhastSystem)de las

proteínasprecipitadascon diferentesconcentracionesde saturaciónde sulfatoamónicoapartir

de tres fraccionesde igual volémendel sobrenadante,resuspendidasen PBSU y dializadas

frentea esemismo tampón.En las tres se observóen el gel de separaciónla presenciade dos

bandas mayoritaria a la misma distancia de migración electroforética y varias bandas

minoritarias. Por lo tanto, no se observarondiferencias significativas en el patrón de

migración electroforéticade las proteínasprecipitadascon diferentes concentracionesde

sulfato amónico.Debidoaello, sereunieronlas tressolucionesdializadasy seaplicarona una

columna de gel filtración.
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En el cromatogramaobtenido tras la elucción de la columna de gel filtración con

tampón fosfato 50 mM, pH 7,2, conteniendourea 2 M, se detectó una fracción proteica

mayoritaria o pico de absorbancia máxima a 280 nm (figura 18). Las fracciones

correspondientesa estepico mostrabanactividadhemaglutinantemanosa-resistentecon los

eritrocitoshumanos.

0,2

0,15

o,í H’

Absorbenciaa 280 nm

0,05

y’

10 15 20 25

Número de fracción
30 35

Figura 18. SemipurificacióndelantígenoLCIÓS: cromatograde gel filtración en columnade SepliarosaCL-4B

de la fracción proteicaobtenidaa partir de la cepaCL-168 cultivadaa 370C, 18 horas,portratamientoténnico

(600C,20 mm.) y precipitacióncon sulfato amónico.Eluccióncon tampón fosfato50 mM, pH 7,2, conteniendo

urea2M. Absorbanciaa 280 nm.
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Despuésdel tramíentocon deoxicolatosódico y las sucesivasdiálisis, el análisis de

las proteínasconcentradaspor liofilización en gelesde pollacrilaniidaal 14%en condiciones

desnaturalizantes(SDS-PAGE) reveló la presenciade dos bandas mayoritariasde pesos

molecularesaproximadosde 19.500 y 38.900 Da. Estosresultadosse muestranel la figura

19 (carril a). En los ensayosde deteccióninmunoenzimáticade proteínassobresoportesde

nitrocelulosa,el suero B-168 reaccionóexclusivamentecon la banda de peso molecular

aproximadode 19.500 Da como se observaen la figura 20 (carril c). Sin embargo,el suero

5-168 reaccionócon las dos bandas(figura 20, carril f).

Las proteínassemipurificadasmostraronactividadhemaglutinantemanosa-resistente

con los eritrocitoshumanosdel grupo A, con un título de 1/2048.
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IV.9.6. Prevalenciay característicasde las cepasde E.coli que expresanel

antígenoLC168.

En la tabla 35 se detallanlos resultadosde la deteccióndel antígenosLCl6S, por

aglutinaciónen porta con el sueroB-168, en las 702 cepasde E.coli aisladasde corderosy

cabritos.La expresióndel antígenoLC168 se detectóen 108 de las 702 cepasaisladas

(15,38%).No obstante,es precisodestacarque el porcentajede cepasaisladasde corderos

LC168~ (18,58%)fue tres vecessuperioral de las cepasLCl68’~ procedentesde cabritos.El

antígenoLC686 se detectóen 52 de las 702 cepasaisladas(7,4%).

TABLA 35 Resultadosde la detecciónde los antígenosLC168 y LC686 en las cepasde E. coli aisladasde
corderos y cabritos.

N0 de cepas N0 de cepasLC16S % de cepas LC168
aisladas positivas positivas

OVINO 495 95 18,58

CAPRINO 207 13 6,28

TOTAL 702 108 15,38

En la figura 21 se muestrala distribuciónde las 95 cepasLC168~ de origen ovino

segúnla edaden semanasy la presenciao no de diarreaen los animalesde los se aislaron.

De las 95 cepasovinas,85 (89,47%)seaislaronde animalesafectadosde diarrea.Las edades

de estosanimalesestabancomprendiadasentrela primeray cuartasemanasde vida, si bien,

la mayoríade las cepas(58/85) seaislaronde animalesen la segundasemanade vida. Las

10 cepasprocedentesde corderossanos,se aislarontodasellas de animalesen la primera

semanade vida: 6 cepasde otros tantoscorderosde 3 díasde edadde unamismaexplotación,

3 de corderosde 4 díasde otra explotacióny la restantede un corderode 1 día de edad.

De las 113 cepasLC168 positivasde origen caprino. 12 seaislaronde animalesen la

primerasemanade viday unade un cabrito en la segundasemanay todasellasprocedíande

animalesafectadosde diarrea(figura 22).
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N~cepas [0168+

Figura 21. Distribución de las cepasLCl68 positivaspor semanasde edady presenciao no de diarreaen los
corderosde origen.

N~ cepas L0168+

SANOS

Figura 22. Distribución de las cepasLC16S positivassegúnsemanasde edady presenciao no de diarreaen los
cabritosde origen.
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En la tabla 36 semuestranlos resultadosde la deteccióndel antígenoLC1ÓS en las

cepasqueexpresabanla fimbria F17 y en las productorasde lasdiferentestoxinas.En la tabla

figura asimismolaedadde los animalesde los que seaislaronlas cepaspositivasy si estaban

o no afectadosde diarrea en el momento de tomar las muestras.De las 33 cepasF17

positivas,6 expresabanigualmenteel antígenoLC168. Estas6 cepasseaislaronde un cordero

y de 5 cabritos,todos ellos mayoresde 7 díasy afectadosde diarreaen el momentode tomar

las muestras.

TABLA 36. DeteccióndelantígenoLC168 en las cepasque expresabanla fimbria F17 y en lasproductorasde
VT, CNF y LT.

Cepasde E.coli N0 de cepas
LC168~

Procedencia

F17 (n=33) 6 4 cabritosafectadosy en la Y semanade vida
1 cabritoafectadoy en la 3~ semana
1 corderoafeadoy en la 2~ semana

VT (n=16) 2 1 cordero sano y de un día de vida
1 cordero afectado y en la Y semana

CNF (n=12) 1 1 corderoafectadoy en la Y semanade vida

LT (n=5) O

Dos de

de un cordero

Solamenteuna

se aisló de un

productorasde

IV.9.7.

hemaglutinante.

las 16 cepasverotoxigénicasexpresabanel antígenoLC168 y procedíanuna

con diarrea de 10 días y la otra de un corderode un día de edad y sano.

de las 12 cepasproductorasde CNF expresabael antígenoLC 168. Estacepa

corderocon diarrea de 8 días de vida. Finalmente,ningunade las 5 cepas

LT expresabanel antígenoLC168.

Relación entre la expresión del antígeno LC16S y la actividad

En la figura 23 semuestranlos resultadosde la deteccióndel antígenoLC 168 en las

224 cepasen las que se investigó la capacidadhemaglutinanteagrupadaspor el tipo de

hemaglutinación manosa-resistente(HAMR) que presentaba(1 a V) o porno mostraractividad
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hemaglutinanteen presenciade D-manosa(cepasHAMR). La expresióndel antígenose

detectóen 16 de las 30 cepasdel tipo 1 (que hemaglutinanen presenciade D-manosalos

eritrocitoshumanosdel grupo A y los de ternera)y en otras 10 de las 36 del tipo II (que

aglutinanlos eritrocitoshumanosexclusivamente).De las 24 cepasdel tipo III (que aglutinan

en presenciade D-manosalos eritrocitosde terneraexclusivamente),2 expresabanel antígeno,

mientrasque de las 6 del tipo IV (que aglutinanlos eritrocitos de ovejay/o los humanos)

otras2 cepasfueron positivas.No se detectóla expresióndel antígenoen la única cepadel

tipo V (aglutinantecon los eritrocitos de cobaya).Por último, de las 127 cepasque no

mostraronactividadhemaglutinanteen presenciade D-manosa(HAMR-), 8 expresabanel

antígeno.

En la figura 24 se muestrala distribuciónde las 71 cepasHAMR con los eritrocitos

humanos en las que se estudió la capacidadhemaglutinantede sus extractos térmicos en

presenciade D-manosaen función de si dichosextractosfueron o no hemaglutinantesy de

que expresaseno no el antígenoLC168. De las 25 cepascuyos extractosaglutinabanlos

eritrocitos humanos en presenciadel monosacárido(Br), 8 expresabanel antígeno. No

obstante,13 de las 46 cepascuyosextractosno eranhemaglutinantes también expresabanel

antígeno LC168.
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N~ cepas
127

Tipo de HAMR

~ [0168+— [0168-

Figura23. Relaciónentre la capacidadHAMR y la expresióndel antígenoLC168 en 224 cepasde E. coli.
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Figura24.Relaciónentrela capacidadHAMR delosextractosténnicos(ET) y la expresióndel antígenoLC16S.
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Discusión

1. E. coli enterotoxigénicos(ECET).

La caracterizaciónde las cepasde ECET en esteestudiose ha basadoen la detección

de los antígenosfimbriales FS y F41 y de la producciónde enterotoxinas.Las estirpesde

ECET que originan diarrea en los corderosy cabritosson las mismas que afectana los

terneros.De hecho,las cepasde ECET de origen ovino y caprinopertenecena los mismos

serogruposy expresanlos mismos factoresde patogenicidad(factoresde colonización y

enterotoxinas)que las cepasde ECET de origen bovino (Morris y Sojka, 1985; Wray y

Monis, 1985; Woodwardy Wray, 1990).Además,experimentalmenteseha comprobadoque

las cepasenterotoxigénicasde origen ovino son capacesde originar diarrea en los terneros

y viceversa(Smith y Halís, 1967a;Smith y Linggood, 1972).

La mayoríade las cepasde ECET de origenbovino expresanel antígenoF5 y/o el Ml

y producenla enterotoxinaSTa (Isaacsonet al., 1978; Sherwoodet al., 1983; Mainil et al.,

1986. 1990; Woodwardy Wray, 1990; Blanco, 1991; Woodward et al., 1992). Aunqueen

algunascepasde origen bovino se ha detectadola producciónde las toxinas STb y LT

(Sherwoodet al., 1983; Woodwardetal, 1992) y de la fimbria F6 (Isaacsonet al., 1978;

Wray et al.. 1992)o los genesque codificandichosfactoresde patogenicidad(Mainil cí al.,

1986 y 1990). estascepasson infrecuentesen los ternerosy no seha establecidorelación

algunaentreel aislamientode estascepasy la presentaciónde diarreaen los animales.

Los estudios realizadospor Mainil et al. (1986 y 1990) con sondasde DNA que

permitíandetectarlos genesde las toxinasSTa-H,STa-P,STb y LT y de las fimbriasF4, FS,

FÓ y F41 han confirmado que, genotípicamente,la mayoría de las cepasde ECET de

rumiantes son F5 y STa positivas. La STa que producíanestascepasera la de origen animal

(STa-?).No obstante,algunascepasbovinasportabanlos genesquecodifican las toxinasSTb

y LT y la fimbria Fá (1986y 1990). SegúnMainil et al. estascepaseran posiblementede

origen porcino, aisladasaccidentalmentede terneros,puesto que pertenecena serotipos
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frecuentesen el ganadoporcino.Porotraparte,experimentalmenteseha comprobadoquelas

cepasL~ aisladasde cerdoseranpatógenasparaestosanimalespero no paralos ternerosni

los corderos(Smithy Huggings, 1978).

Duff y Hunt (1989)aislaroncepasde E. coli F6 positivasdel serotipo0101:K103 de

dos corderosde 4 díasde edadafectadosde septicemia.La posible patogenicidadde estas

cepaspara los corderosse desconoce.Los autoresconsideranque estascepaseran muy

posiblementede origen porcino dado que los corderosse alojaron en corrales donde

previamentesehabíanalojadocerdasy sus camadas.

En las cepas de ECET aisladas de rumiantes se ha establecidouna estrecha

correlacciónentrela expresióndel antígenoF5 y la producciónde enterotoxinas(Guineey

Jansen,1979; Lariviere et al., 1979; Sherwoodet al., 1983).Debido a ello, y al igual que en

otros estudiosepidemiológicosrealizadosen ganadobovino (Martel et al., 1981; Pohíet al.,

1984; Contrepois et al., 1985; De RyckeetaL, 1986), ovino (Nagy et al., 1983)y caprino

(Yvore cí al., 1984; Nagy~LPJ~~1987), en nuestroestudiose investigó en todas las cepas

aisladasla expresióndel antígenoES como un método indirecto de detecciónde las cepas

enterotoxigénicas.

Ningunade las cepasaisladasen estetrabjode corderosy cabritosdiarreicosy sanos

expresabalos antígenosfimbriales ES o Ml. Considerandoestos resultadosnegativos y

teniendoen cuentaque en los rumiantesse ha demostradounacierta restricciónde las cepas

de ECET F5~STa~a los primerosdíasde vida, se investigó la producciónde la enterotoxina

STaúnicamenteen las cepasde E. coli aisladasde animalesafectadosde diarreamenoresde

7 díasy en las cepasprocedentesde animalessanosmenoresde 4 días.

Ningunade las cepasensayadasen ratoneslactantesprodujo STa. Inicialmente,los

coeficientesde deshidrataciónde 9 de las cepasdieron valoressuperioresa 0,079,es decir,

superioresal límite inferior de los valoresnegativos.No obstante,en ensayossucesivos,los

valoresobtenidoscon estas9 cepasnuncafueronsuperioresa 0,102,el límite inferir positivo.

Ademásen ningúncaso se observóa simple vistadilatación de los intestinosde los ratones
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lactantes Por lo tanto, estasnuevecepasse consideraronfinalmenteno productorasde STa.

El 3,13% del total de las cepasestudiadas(22/702) expresabael antígenoF17. No

obstante,ningunade las cepasF17~dio resultadopositivo en el ensayoen ratón lactante,por

lo que se consideraronno enterotoxigénicas.Estosresultadosse discutenmás ampliamente

en el apanadodedicadoa las cepasde E.coli no enterotoxigénicas.

Aunquegeneralmentese consideraqueE. coli es una importantecausade diarrea y

mortalidad en los ovinos y caprinos (Kimberling, 1988), los estudios etiológicos y

epidemiológicos realizados en estos animales son muy escasos.Probablementela idea

generalizadasobrela elevadaincidenciade lacolibacilosisentéricaen los pequeñosrumiantes

proceda de referencias de hace algunas décadas, la mayoría de ellas anteriores al

descubrimientode los factoresde patogenicidadde los ECET (enterotoxinasy factoresde

colonización),en las que el diagnósticode la diarreasebasabaen las característicasclínicas

y anatomopatológicasdel procesoy en el aislamientode E. coli en proporcioneselevadasdel

contenido intestinal de los animalesafectados(Marsh y Tunnicliff, 1938; Volkova, 1940;

Roberts,1957; Terlecldy Shaw, 1959; Hugheset al.. 1962; Kateret al., 1963; Gates, 1977).

Así, por ejemplo,en un estudiorealizadopor Gates(1977)enunaunidadde experimentación

ovina, las lesionesanatomopatológicasindicabanquela colibacilosisera la causa del 45,9%

y dei 37,6% del total de las muertesacaecidasen corderosde 1 a 30 díasen los años 1975

y 1976 respectivamente.La mayoríade las muertesfueron atribuidasa la forma entéricade

la enfermedad.

Sin embargo,en los escasosestudiosrealizadosen explotacionesovinasy caprinas

basadosen la deteccióndel antígenoES y en la producciónde STala prevalenciade estirpes

de ECETencontradafue muchomenor.Nagyetal. (1983),en Hungría,detectaronel antígeno

ES en el 5,7% de las cepasovinas investigadas,si bien, estos autoresno estudiaronla

producciónde STa. Fassi-Eehriet al. (1988), en Marruecos,detectaronel antígenoES en el

10% de las cepasde origen ovino, sin embargo,menosde la tercerapartede estascepasF5~

producían STa. En Inglaterra,de acuerdocon las investigacionesde Wray etaL,enel período

comprendidoentre 1986 y 1991 la frecuenciade deteccióndel antígenoES en cepasovinas
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osciló desde un 16% en 1988 a un 3,3% en 1990 (Wray g~j~ enviadoa publicar). Sin

embargo. únicamente el 1,5% del total de los aisladosproducíanSTa.

En cuanto a la especiecaprina, los escasosdatos publicados indican que la prevalencia

de las cepasde ECET es mucho menor. Yvore etal. (1984), en Francia,no detectaronel

antígenoES en ninguna de las cepasaisladasde 2.137 cabritosestudiados y Nagy et al.

(1987), en Hungría, tan solo detectaronel antígenoF5 en cepasaisladasde 3 cabritos,dos

de los cualesestabansanos.

Muñoz (1992), en un estudiorealizadoen la Comunidadde Castilla-Leon,encontró

sólo unacepade E. coil de origen ovino, de 276 aisladasde corderosy cabritosafectadosde

diarreay sanos,productorade STa, a pesarde queun porcentajerelativamenteelevadode las

cepaseranfimbriadas.

La prevalencia de las estirpes de ECET F5~-STa~en los terneros recién nacidos varía

desdeporcentajesrelativamenteelevados(15-41%)en algunosestudios(EEUU, Canadá,Sri-

Lanka, Turquía, Francia, Bélgica) a porcentajesmucho menores (0-5%) en otro casos

(Inglaterra,Escocia,Francia,Japón)(revisadopor Blanco et al. 1992c).Blanco et al. en dos

estudiosrealizadosen Galicia encontraronunaprevalenciade cepasde ECET F5~-STa~de

tan solo el 1% y 0% en ternerosafectadosde diarreay del 3% en ternerossanos(Blanco et

al.. 1988b;Blanco, 1991).

No obstante,la prevalenciade las estirpesde ECET en los rumiantesbasadaen la

deteccióndel antígenoES y en la producciónde STa podría estarsubestimada.En efecto,

Ansarietal. (1978)utilizando un ensayoen asaintestinalligadade corderoscomprobaronque

el 37% de las cepasaisladasde hecesde corderosafectadosde diarreaproducíanacumulación

de líquidos en la luz intestinal.Los autores,sin embargo,no determinaronsi la enterotoxina

producida por las cepas positivas en el ensayo era la STa. Determinadas cepas

enterotoxigénicasde origenporcinoproducenun segundotipo de enterotoxinatermoestable,

la STb. que no esactiva en el ratón lactantey que inicialmente se detectabamedianteun

ensayoen asaintestinal ligadade cerdos(Gonzalezy Blanco, 1985c).
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A pesarde que en esteestudiono sedetectaroncepasde ECET F5~STa~,el 0,71%de

las cepasinvestigadas(5/702) produjeronuna toxina termolábil que originabaen la línea

celularVero un efectosemejanteal inducidopor la LT. EstascepasLT~ secorrespondencon

unasfrecuenciasde aislamientoen los animalesestudiadosdel 0,25% y del 0,78% en los

corderosy cabritosdiarreicosrespectivamentey del 8,7% en los corderossanos.

Estosresultadosson similaresa los descritospor otros autoresen corderosy terneros:

Muñoz(1992),en unainvestigaciónrealizadaen corderosy cabritosen Castilla-León,detectó

cepasLTt en el 1,3% de los corderosestudiados;Sherwoodetal. (1983) aislaron cepas

productorasde LT del 0,3% de los ternerosafectadosde diarreay del 5,45% de los sanos;

Blanco(1991),enestudiosrealizadosen Galicia,detectócepasLI~ en el 0,3%de los terneros

estudiados.Sin embargo,Mohainadetal. (1985)en Sri-Lanka aislaroncepasLT~ del 11%

de los ternerosafectadosde diarreay del 11% de los sanos.

No hemosrealizadoensayosinmunológicosparadeterminarsi la LT producidapor

estascepases la LT-I o la LI-fl. Sin embargo,la LT-I es infrecuenteen los aisladosde

rumiantes(Mainil et al., 1986, 1990; Woodwardy Wray 1990; Wooodwardet al., 1992).

SeriwatanaeL al. <1988) utilizandosondasde DNA comprobaronquela mayoríade las cepas

de origenbovino cuyossobrenadanesoriginabanredondeamientoen lascélulasY-1 producían

LI-II. La LI producidapor las cepasde E. coli aisladasde ternerosy por Sherwoodet al

.

(1983) y Blanco(1991)y de corderospor Muñóz (1992)era la LT-II.

Recientementese ha descrito en cepasde E. coli de origen humano aisladasde

diarreasla producciónde una nuevacitotoxina, la CLDT (Johnsony Lior, 1987 y 1988).

Aunqueestatoxina no ha sido todavíacaracterizadani seconocesupapelen la patogenicidad

de E. coli, produceen las líneascelularesVero, HeLa, Hep2y CHO, pero no en la Y-l, una

distensióncelulary su degeneraciónprogresivadespuésde 96-120horasde incubación.Este

efectopuedeconfundirseen las primeras24 horasde incubacióncon el efectooriginadopor

la LT quees por el contrariocitotónico.
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2. E. coli no enterotoxigénicos(NO-ECET).

2.1. Aislamiento de cepasF17’

El antígenofimbrial F17 sedescribióporprimeravez en cepasde E. coli aisladasde

ternerosen Francia(Girardeauet al., 1980)y Bélgica (Pohí et al., 1982)y posteriormentese

ha encontrado,tambiénen cepasprocedentesde terneros,en otros países(Morris et al., 1987;

Shimizuet al., 1987; Blanco, 1991; Gulati et al., 1992).Las estimesde E. coli Fl7~ pueden

presentardos fenotiposdistintos: uno enterotoxigénicoy otro no enterotoxigénico(Pohíet al.

.

1984, 1987; Contrepois ci al., 1985; Morris et al., 1987; Blanco, 1991). Las cepas

enterotoxigénicasproducenSía y expresan,ademásde la fimbria F17, la F5 (Pohí et al.

,

1984; Contrepoiset al., 1985) y/o la F41 (Morris et al., 1987). Pohí et al. , en 1982,

afirmaronhaberaisladocepasSTa~Fl7~F5’peroposteriormentecomprobaronque,en realidad,

dichascepasexpresabanel antígenoF5 (Pohíet al., 1984).Hastala fecha,únicamentesehan

descritodos cepasde E. coli STa~Fltque no expresabanla fimbria F5 ni la F41 (Gulati et

al. 1992).

En los pequeñosrumiantes, que nosotros tengamosconocimiento, sólo se han

encontradodoscepasde E. coli Fl7~, ambasno enterotoxigénicas:una de ellas fue asilada

porRamisseet al. (1984)de un corderocon diarreay laotra(queeratambiénF4lt) porCard

et al. (1987) de un cabrito afectadode diarrea que, además,eliminabaCrvntosporidium

yarvum

.

En nuestro estudiose ha detectadola fimbria F17 en un porcentajerelativamente

elevado de las cepasde E. coli investigadas:el 3.03% de las cepasaisladasde corderos

(15/495)y el 8.69% de las aisladasde cabritos(18/207)(Cid , 1993).Esteesel primer

trabajo en el que se describeel aislamientocon cierta regularidadde cepasFl7~ de los

pequeñosrumiantes.

Las cepasF17~ aisladasen esteestudiono expresabanlos antígenosF5ni F41 y, como

erade esperar,no producíanSTa.Por lo tanto, las cepasseconsideraronno enterotoxigénicas.

157



Discusión

La frecuenciade aislamientode cepasFl7~ no enterotoxigénicasde corderosy cabritos

escomparablea la descritapor otros autoresen ganadobovino: Monis et al. (1987), en el

Reino Unido, y Gulati al (1992), en la India, detectaronel antígenofimbrial F17 enel 3.4

y el 5% respectivamentede las cepasbovinasestudiadas.

Las 33 cepasFl7~ se aislaronde otros tantosanimalesdiarreicos.Dicho de otro modo,

se aislaron cepasP17~ del 3,83% de los corderos(15/391) y del 14,06% de los cabritos

(18/128)afectadosde diarreainvestigados.En ganadobovino Contrepoisetal. (1985), en un

estudiorealizadoen Francia,y Shimizu et al. (1987), en otro realizadoen Japón,aislaron

cepasde E. coli Fl7~del 5,3 y el 5% respectivamentede los animalesestudiados,Frecuencias

de aislamientobastantemáselevadas,sin embargo,han sido descritaspor Pohí et al. (1984)

en Bélgica, quienesencontraroncepasFl7~ en el 15% de los ternerosdiarreicosestudiados

y en el 3% de los sanos,y por Blanco(1991) en Galicia, quien detectóestirpesFl7~ en el

31% de los animalesdiarreicosanalizadosy en el 15% de los sanos.En uno de los brotes

diarreicos de ganadocaprino investigadosen este trabajo (Hormigos 1) la frecuenciade

aislamientode E. coli F17~ fue del 26% de los animalesestudiados

En ningunade las cepasde E. coli aisladasde animalessanosse detectóla fimbria

FI?. Debido al escasonúmerode muestrasprocedentesde animalessanosanalizadas,no fue

posibleestablecerestadísticamentesi existíauna asociaciónentrela infeccióncon estascepas

y la presenciade diarrea.No obstante,variosautoreshanindicadoquelas cepasPl7~, al igual

que otros agentesenteropatógenosasociadoscon lasdiarreasneonatales,se aislantambiénde

animalessanos(Pohí et al., 1984; Morris et al., 1987; Blanco, 1991).

La edadde los animalesde los que seaislaronlas cepasFl7~ oscilabaentrelos 5 y

30 los díasde vida. En los terneroslas cepasde E. coli F17~ enterotoxigénicas(F5~STa~)se

aislaronde animalesmenoresde 3 días de edad, mientrasque las no enterotoxigénicasse

aislaronde animalesmayores(ContrepoisetaL, 1985; Monis et al., 1987).

158



Discusión

El posiblepapelde la fimbria Fi? como factor de patogenicidad asicomo su posible

intervenciónen la patogeniade la diarreano han sido todavíaesclarecidos.No obstante,la

fimbria Ff7 parececontribuir a la capacidadde las estirpesde ECET (F54STa4) que la

expresande colonizar el intestino delgado de los terneros (Moon. 1990). En efecto, la

presenciade anticuerposfrente a los antígenosES y F41 en el calostro parece no ser

suficienteparaprotegera los ternerosde la infecciónexperimentalcon cepasde ECET F5~

F4l~ Fl7~, mientras que la presenciade anticuerposfrente a los tres antígenosfimbriales

parececonferirprotecciónsuficenteparaprevenirla infección(Contrepoisy Girardeau,1985).

Por otra parte, las cepasde E. coN Fl7t no enterotoxigénicasse han asociadoa

procesossepticémicosen el ganadobovino (Contrepoiset al., 1985; Pohí et al., 1986).Pohí

etal. (1986) estudiaron134 cepasFIt no enterotoxigénicasde origenbovino aisladasen

diferentespaísesy comprobaronque el 45% de ellasproducíanaerobactinay presentaban

resistenciaal suero,doscaracterísticasde las estirpessepticémicasde E. coli.

En nuestroestudiono seencontróuna correlaciónabsolutaentre la expresiónde la

fimbria Ff7 y la producciónde colicina V, si bienun porcentajeelevadode las cepasFf7

aisladas(51,5%) producíandicha colicina. Esto podría indicar que estas cepaspodrían

intervenir tambiénen procesospatológicosextraintestinalesen los pequeñosrumiantes.No

obstante,esprecisoteneren cuentaque la colicina V no seconsideraen si misma un factor

de patogenicidadde E. coli sino un marcadorde patogenicidad(Said eL al.. 1988). Esta

proteínabactericidaestácodificadapor un grupoheterogéneode plásmidos(plasmidosCol.

V) que codifican ademásotros factores de patogenicidadrelacionadoscon las cepas

septicémicasde E. coli, como son la producciónde aerobactinay la resistenciaal suero

(Water y Crosa, 1991). Pohí et al. (1986) consideranque no existe correlaciónentre la

presenciade estosfactoresde patogenicidado la producciónde colicina V y la expresiónde

la fimbria Fi?: de las 27 cepassepticémicasestudiadaspordichos autores,todasproducían

aerobactinay eranresitentesal suero,sin embargo,sólo el 63% producíancolicina V y tan

sólo 3 (11%) expresabanel antígenoFf7.

‘59



Discusión

La fimbria F17 tambiénse ha detectadoen unacepade E. coli de origen bovino no

enterotoxigénicani verotoxigénicaqueproducíala lesión típica de adhesióny borradoen

cerdosgnotobióticos infectadosexperimentalmente(Hall et al., 1988a). Consideramosque

antesde sacaralgunaconclusiónsedanecesariodisponerde otros hallazgossimilares.

El antígenoF17 purificadono muestraactividadhemaglutinantecon los eritrocitosde

ternera,de oveja,de cobaya,de pollo ni del hombre(Lintermanset al., 1988a). Sin embargo,

la presenciade hemaglutíninasmanosa-resistentespareceseruna característicafrecuentede

las cepasde E. coli Fl7~aisladasde terneros(Shimizu eL al., 1987; Blanco, 1991). Las cepas

F17~ de origen bovino aisladaspor Shimizu eta]. (1987) en Japónmuestrabanactividad

HAMR con los eritrocitos de terneramientrasque la mayoría de las aisladaspor Blanco

(1991)presentabanactividadHAMR con los eritrocitosde ternera(17%) o con los de ternera

y humanos(77%).

El 84,84%(28/33) de las cepasde E. colí Fl7~ de origen ovino y caprinoaisladasen

esteestudiopresentabanactividadHAMR. La mayoríadeestascepas,al igual quelas aisladas

por Blanco (1991),mostrabanactividadHAMR con los eritrocitosde ternera(tipo III) o con

los de terneray humanos(tipo 1) (39,28%y 53,57%,respectivamente).Aunqueestosmodelos

de HAMR fueron los más frecuentes,las 28 cepasHAMR~ se distribuyeronen 4 modelos

distintosde hemaglutinación.Por lo tanto, estasadhesinasHAMR presentesen las cepasde

E. coli F17~ parecenconstituir un grupoheterogeneo.

Nosotros hemos comprobadoque la cepa 39a, utilizada para absorberel suero

policlonal producidofrente a la cepaFlt de referencia(Al la,), con la que da reacciones

cruzadasdebidasa antígenosdistintos del F17 (ContrepoisetaL, 1985), tiene actividad

HAMR con los eritrocitos humanosdel grupo A y con los de ternera. Sin embargo,los

extractostérmicos(600C, 20 minutos)de estacepa,al igual que los de lascepasF17* de este

mismo modelo de hemaglutinación(tipo 1) y los de las que aglutinanexclusivamentelos

eritrocitosde ternera(tipo III), no muestrandichaactividadHAMR. Por lo tanto,creemosque

la actividadHAMR de las cepasF17~ aisladaspor nosotrospuededebersea adhesinasno

fimbriales.
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La expresiónde adhesinasdistintasdel antígenofimbrial F17 en cepasde campode

origen bovino ha sido descritaporotros autores.Así, porejemplo,el 5% de las cepasde E

.

coli aisladaspor Shimizu ~Lk~ (1987) expresabanademásel antígenoCS3I. Pohí et al.

(1986) detectaronla expresiónconjuntade los antígenosF17 y F165en cepassepticémicas

de E. coli de origen bovino. El 74% (89/119) de las cepasFi?’ aisladaspor Blanco(1991)

expresabanun antígenodistinto del F17denominadoB59a.Monis et al. (198Sa) comprobaron

que las cepasde referencia25KH9 (Att-25~) y 28a (FY) expresabanademásdel antígeno

común FI? antígenosexclusivosde cadauna de ellas.

La cepade campoCL-359 que expresael antígenoFI? y quetineneactividadHAMR

con los eritrocitos humanos y de ternera(tipo 1) observadapor microscopiaelectrónica

presentaunasestructurassuperficialesrígidas de 3-4 nm de diámetroque probablementese

correspondencon el antígenofimbrial F17, puestoque dicho antígenoha sido purificado y

caracterizadocomo unaproteínafimbrial formadapor subunidadesde 20 Kd y de 3-4 nm de

diámetro(Lintermanset al., 1988a).

2.2. Aislamientode estirpesde E. coli toxigénicas.

2.2.1. Aislamientode cepasde E. coli productorasde VT (ECVT).

Aunqueocasionalmentesehanencontradocepasde E. coli productorasde verotoxinas

(ECVT) tanto en corderos (Baloda et al., 1987; Dom et al., 1989) como en cabritos

(Mohammad al 1986),no sehanpublicadoestudiosepidemiológicossobrela prevalencia

de estasestirpesde E. coli en los pequeñosrumiantes.De acuerdocon los resultadosde este

estudio, la infección con cepasde ECVI en los rebañosovinos y caprinosde la zonacentro

de Españaesrelativamenteinfrecuente.Tan sólo el 2,2% de las cepasde origen ovino y el

2,4% de las de origen caprino eranproductorasde VT. Estos porcentajesson ligeramente

inferioresal 4,8%encontradoporMuñoz (1992)en 227 cepasde E. coli aisladasde corderos

en la Comunidadde Castilla-León.

En los estudiosrealizadosen ternerosrecién nacidos en diferentespaisesse han
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encontradoprevalenciasde la infección con cepasde ECVT diferentes:del 1-3% en Canadá

(Mainil et al., 1987),Francia(De Ryckeet al., 1987)y ReinoUnido (Sherwoodet al., 1985),

del 20% en Galicia (Blancoet al., 1988b)y del 28% en Sri-Lanka(Mohammadet al., 1985).

Las 16 cepasverotoxigénciasaisladasprocedían:la mitad de animalesdiarreicosde

4 a 15 díasde vida y la otramitad de animalessanostodosellos menoresde 4-5 díasde vida,

edad a la que solía iniciarse la diarrea en los brotes clínicos estudiados.No se siguió la

evolución clínica de los animalessanosde los que se aislaroncepasde ECVT. Por lo tanto,

se desconocesi estos animales padecieronposteriormenteun procesodiarreico. Aunque,

aparentemente,la proporciónde cepasaisladasde animalessanos(8/49) fue muy superiora

la de cepasaisladasde animalesdiarreicos(8/519), consideramosque estosresultadosdeben

interpretarsecautelosamente.No hemos considerado oportuno realizar un análisis de

sign~~~ic’aciónestadísticapor las siguientesrazones:las poblacionesde animalesafectadosy

sanosestudiadassondifícilmente comparablesdebidoal escasonúmerode animalessanos,

la toma de muestrasse realizó en un único momento, no se hizo un seguimientode los

animalessanosen los quesedetectaroncepasde ECVT y la distribuciónde los animalespor

edadesen la población sanay enfermaeramuy diferente.

En investigacionesrealizadasen ganadobovino, distintos autores han descrito el

aislamientode cepasde ECVT de animalessanos(Mohammadet al., 1985;De Ryckeet al.,

1987; Borczyk et al., 1987; Wells et al., 1991; Blanco, 1991).Mohammadetal. (1985), en

un estudio realizadoen Sri-Lanka,aislaroncepasde ECVT de ternerosdiarreicosen una

proporciónsignificativamentesuperiora la obtenidaen animalessanos.Por el contrario,

Blanco(1991)en Galicia detectóestirpesde ECVT en el 9% de los ternerosdiarreicosy en

el 19% de los sanos,siendoestadiferenciaestadísticamentesignificativa.Esteautorconsidera

que es posible que las cepasde ECVT formenparte de la flora normal del intestino de los

bovinos.

Por otra parte, algunasde las cepasde ECVT aisladasde ternerospertenecena los

mismosserogruposque las estirpesverotoxigénicasde origenhumano(Sherwoodet al., 1985;

Orskov etaL, 1987; Smith etaL, 1988; Blanco et al., 1988b; Gonzalezy Blanco, 1989;
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Blanco, 1991). Esto, unido al hecho de que se han aisladocepasde ECVT del serotipo

015RH7,patógenoparael hombre,de productosde origen bovino (Doyle y Schoeni,1987;

BorzcykSLgfl, 1987),ha llevado a distintosautoresa considerara la especiebovinacomo un

reservoriode estirpesde ECVT patógenasparael hombre (Borzycket al., 1987; Gonzalezy

Blanco, 1989; Blancoet al., 1988b; Blanco,1991). En nuestroestudiono seha determinado

el serotipo de las cepasde ECVT aisladasy, por lo tanto, desconomcemossi en los ovinos

y caprinosse presentanlos serotiposhumanos,No obstante,pareceprobableque así sea

puestoque tambiénse han aisladocepasde ECVT pertenecientesa serotiposhumanosde

productosde origen ovino (Doyle y Schoeni,1987).

Determinadascepasverotoxigénicasde los serogrupos05 y 0111 sehan asociadocon

un proceso de disenteríaen los terneros (Chanter etal., 1984; Chanter al 1986;

Schoonderwoerdet al., 1988),en los queoriginanla lesióntípicade adhesióny borradotanto

en infeccionesnaturalescomoexperimentales(Hall etal., 1985; Chanteret al., 1986). No

obstantela producciónde VI no pareceseresencialparael desarrollode la lesión.En efecto,

Tzipori ~u4.(1987) comprobaron,en infecciones experimentalesrealizadasen cerdos

gnotobióticos, que la diarrease asociaa la lesión de adhesióny borrado pero no a la

producciónde VT y Hall ~j,..4.(1988a) reprodujeronla lesión en cerdos gnotobióticos

infectadosexperimentalmentecon cepasde E. coli no verotoxigénicasde origenbovino.Wray

etal (1989)reprodujeronla enfermedady las lesionesen ternerosconvencionalesprivados

de calostrocon cepasproductorasde VII y de VT2.

El 87,5% de las cepas de ECVT aisladaspor nosotrosprodujeronalgún tipo de

colicina: el 56,25%producencolicina V (9/16) y el 3 1,25%otrascolicinas (5/16).

Las estirpesde ECVT de origen animal constituyenun grupoheterogéneoen cuanto

a los serogruposa los quepertenecen,al tipo de verotoxinaque producen(VII, VT2, VIe),

a los procesosclínicos a los que seasocian(diarrea,disenteríay enfermedadde los edemas

del cerdo)y a la presenciade determinadascaracterísticasrelacionadascon la patogenicidad

de E. coIl. como son la producción de colicina V, las propiedadeshemaglutinantes,la

adhesiónin vitro a células intestinalesy la presenciade plásmidosde diferentestamaños
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(Dom et al., 1989).

Es posible que determinadascepasverotoxigénicasde origen animal en las que

concurranotros factoresde patogenicidad,fundamentalmentela capacidadde originar las

lesionesde adhesióny borrado,puedanjugarun papelen los procesospatológicosintestinales

de los animales,al igual que ocurreen el hombrecon las cepasverotoxigénicasdel grupode

ECER,mientrasque,al mismo tiempo,otrasestirpesde ECVT de origenanimalformen parte

de la flora intestinalnormal de los animales,seano no patógenasparael hombre,

2.2.2. Aislamientode cepasproductorasde CNF (ECNT).

Estirpesde E coli productorasde CNF (ECNT) sehan aisladoconunafrecuenciaalta

de ternerosafectadosde diarrea:en un estudiorealizadoen Francia(De Ryckeet al., 1987)

sedetectaronen el 14 % y en dos estudiosllevadosa cabo en Galicia en el 18 y el 21% de

los ternerosdiarreicosestudiados.En los pequeñosrumiantesexistenmuy pocosdatossobre

la prevalenciade las cepasde ECNT. En el Reino Unido en los años1990 y 1991 sedetectó

la producciónde CNF en el 9% de los aisladosde origen ovino (Wray et al., enviado a

publicar). En nuestroestudioel 1.4% de las cepasde origen ovino y el 2.4% de las de origen

caprinoprodujeronCNF. Segúnestosresultadosla infeccióncon estirpesde ECNT parece

ser infrecuenteen lasexplotacionesovinas y caprinasde la zonacentro de España.

La detecciónde los CNFs, que son toxinas asociadasa las células,generalmentese

realizaa partir de extractossonicadosde cultivos bacterianos(Caprioli et al., 1983; DeRycke

et al., 1987; Blancoet al., 1988b).En nuestroestudio,sin embargo,se han utilizado, al igual

queparaladetecciónde las VTs y las LTs, sobrenadantesdecultivos bacterianostratadoscon

polimixina B (10.000U/mí) durantecuatrohorasa 370C. El tratamientocon polimixina B es

eficazparaliberarproteínasintracelularesde las bacteriasgram-negativasy ha sido utilizado

para potenciar la liberación de VTs del espacioperiplásmico de las células al medio

extracelullar(Karmali al 1985a). Blancoetal. (1992b) han descritorecientementeuna

modificacióndel métodode detecciónen la líneacelularReíabasadaen el tratamientode los

cultivos bacterianosconmitomicina C. Estemétodoparecesermásespecíficoy sensibleque
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el ensayoen la línea celularVero de los extractossonicados.lambién es posibleque la

sensibilidaddel métodoutilizado pornosotrosseamenor.Sin embargo,la bajafrecuenciade

aislamientode cepasCNF’ en esteestudio no pareceque seadebidaa la posible menor

sensibilidaddel método,puestoque Wray~jft.(enviadoa publicar) utilizando estemismo

métododetectaronun 9% de cepasovinas productorasde CNF.

De las 12 cepasde ECNT aisladas,11 procedíande animalesdiarreicosy la restante

de un cabrito sanode menosde 6 horasde vida. En el estudiorealizadopor Blanco(1991)

en Galiciaen el períodocomprendidoentre 1986y 1991 se aislaroncepasde ECNT del 21%

de los ternerosdiarreicos y del 35% de los sanos,siendo estadiferenciaestadisticamente

significativa.Esteautorcomprobó,asimismo,quela mayoríade las cepasde ECNT de origen

bovino producíanCNF2 y que existíauna asociaciónestadísticaentrela producciónde esta

toxina y la producciónde colicinasdistintasde la colicinaV. El investigadorsugiereque las

cepasde ECNT productorasde CNF2 podríanestarimplicadasen los procesossepticémicos

de los terneroshipogammaglobulinémicos.En nuestroestudiono sehanrealizadoensayosde

seroneutralizacióny, por lo tanto, se desconoceel tipo de CNF que producenlas cepas

aisladas.

El papelque las cepasde ECNT puedendesempeñaren la patogeniade los proceso

intestinalesde los rumiantesrecién nacidos todavíano ha sido establecido.Oswald et al.

(1989)demostraronque el CNF2 estácodificadoporel plásmidoVir de la cepade referencia

55 aisladapreviamentede un corderocon septicemia(Smith, 1974).Las cepasde E. coli que

poseenel plásmido Vir producenunatoxina letal (Smith, 1974)y un antígenode superficie

(Lopez-Alvarezy Gyles, 1980) y se aislande procesossepticémicosde corderosy terneros.

Porotraparte,el CNFI, aunqueparecesermás frecuenteentrelos aisladosde origenhumano

(Blanco, 1991), también lo producencepasde E. coli de origen bovino (De Ryckeet al.,

1987; Blanco, 1991). Esta toxina inoculadaintravenosamenteen corderosde 7-10 días de

edadorigina en los animalesdiarreamucosay trastornosneurológicos(De Rycke, 1990).

3. Sensibilidad a los antimicrobianos.

165



.1

Discusión

El tratamientoantibióticode los procesosdiarréicosde los reciénnacidoscontribuye

a reducir la mortalidad de los animalesy la duración del cuadro clínico de diarrea. Sin

embargo,la antibioterapiano resultasiempreeficaz debidofundamentalmentea la etiología

pluricausalde estosprocesos,en los quepuedenestarimplicadosCryptosporidiumy rotavirus,

y al rápido desarrollo de resistenciaspor parte de las cepas de E. coli frente a los

antimicrobianosutilizados(Wray y Monis, 1985).El uso indiscriminadoe irracionalde los

antimicrobianosen el tratamientode los procesosdiarreicos acentúael problema de las

resitencias.

En este trabajo se ha investigadola sensibilidadde 92 cepasde E. coli, todasellas

aisladasde corderosy cabritosdiarreicos,frente a 29 antimicrobianoselegidosatendiendoa

su amplia difusión en el tratamientode los procesosdiarreicoso a su recienteintroducción

en medicinaveterinaria.Los antimicrobianosa los queresultaronsensiblesun mayornúmero

de cepas fueron las quinolonas, sobre todo las quinolonas fluoradas (100%), y las

cefalosporinas(62-100%), mientrasque las sulfamidas(7-9%) fueron los antimicrobianos

frentea los cualesresultaronsensiblesun menornúmerode cepas.Los altosporcentajesde

cepas resistentesa las sulfamidas y a las tetraciclinasencontradosse deben con toda

probabilidadal uso habitualde estosantimicrobianostantoen el tratamientocomoinclusoen

la prevenciónde los procesosdiarreicosen las explotacionesovinasy caprinas.Estoselevados

procentajesson equiparablesa los descritospor otros autoresen cepasde E.coli de origen

bovino: dei 67 al 87% de las cepaseranresistentesa las a las tetraciclinasy del 73 al 92%

lo erana las sulfamidas(Sherwoodet al., 1983; Pohí et al., 1991; Blancoet al.. 1993).

La mayoría de las cepasresultaronsensiblesa las cefalosporinasensayadas.Los

porcentajesde sensibilidadoscilarondesdeel 62% frente a la cefalexina,una cefalosporina

de primera generación,hastael 100% frente a la ceftizoxima, una cefalosporinade tercera

generación.En estudiosrealizadoscon cepasbovinas también se han descritoporcentajes

bajosde cepasresistentesa las cefalosporinas:Pohí etal. (1991),en Francia,encontraronun

4% de cepasresistentesen el grupo de estirpesF5’~ y un 11% en el Flt y Blanco et al.

(1993) hallaron un 13% de cepasresistentesa las cefalosporinasde primerageneración,un

2% a las de segunday todaslas cepasfueronsensiblesa las de tercerageneración.
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Las quinolonasfluoradascontituyenun grupo de potentesantimicrobianosde amplio

espectroque desde su introducción en los años80 en medicina humanahan demostrado

poseerunaexcelenteactividadfrentea las bacteriasgram-negativasincluidaE. coli. El 100%

de las cepasde origen ovino y caprinoestudiadasresultaronsensiblea las cuatroquinololas

fluoradasensayadas:enoxacina,enrofloxacina,esparfloxacinay ciprofioxacina.Al igual que

lo descritopor Visser£LI (1991)en cepasde E. coli de origen humano,concentraciones

igualeso inferioresa0,062 pg/ml inhibieronel crecimientodel 90% de las cepas,exceptoen

el casode la enoxacinacuyaCMI-90 fue 0,125 gg/ml.

Este grupo de antimicrobianos se han introducido recientementeen medicina

veterinariay no pareceque su uso estetodavíamuy difundido en los animalesde renta.El

único trabajo,quenosotrostengamosconocimiento,enel que seha investigadolasensibilidad

de cepasde origen animal frente a una quinolonafluorada, la enrofloxacina,fue publicado

por Pohí ~~gf (1991), quienesincluyeronen su estudiocepasde E.coli de origen bovino,

porcino y aviar. Un porcentajerelativamenteelevadode las cepasde origenbovino estudiadas

por estosautoresresultaronresistentesa la enrofloxacina:el 28% de las cepasde E. coli FI 7~

y el 7,7% de las septicémicas.No obstante,todaslas cepasdel grupo de E. coli ES” fueron

sensibles.En cepasde E. coli de origen humano se ha indicado que la sensibilidada las

quinilonas fluoradasdisminuye en las cepasresistentesal ácidonalidíxico (Barry y Fuchs,

1991). Este hechopodríaexplicar las diferenciasentre los resultadosde esteestudioy los

halladospor Pohí et al. (1991)en cepasbovinas,puestoque el 31 % de las cepasbovinas

F17~, cl 19% de las septicémicasy el 13 % de las F5~ fueron resistentesal ácidonalidíxico,

mientrasque el 95,5 % de las cepasestudiadaspor nosostrosfueron sensibles.

En el grupode los aminoglucósidosestudiadoslos porcentajesde sensibilidadde las

cepasvariarondesdeel 27% frentea la estreptomicinahastael 80% frentea la gentamicina.

Estosresultadosson análogosa los obtenidospor otros autoresen cepasde origen bovino y

en los que también los mayores porcentajesde cepas resistentescorrespondierona la

estreptomicinay los menoresa la gentamicina(Sherwoodet al., 1983; Pohí et al., 1991;

Blancoet al., 1993).
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Considerandopor separadolos cuatro gupos de cepasestudiadas(F17’, verotoxi-

génicas, productorasde CNF y no fimbriadas y no toxigénicas -NFNT-), los mayores

porcentajesde cepassensiblesfnznte a los antimicrobianosensayadossedetectaronen el de

las verotoxigénicas.Porel contrario, Gonzalezy Blanco(1989)en aisladosde origen bovino

detectaronmayoresporcentajesde cepasresistentesentrelas cepasverotoxigénicasque entre

las productoresde CNF y las no toxigénicas.

En generalpuededecirsequelas cepasde origenovino y caprinoestudiadasresultaron

sensiblesen porcentajesrelativamentebajosa los antimicrobianosmáscomúnmenteutilizados

en el tratamientode los procesosdiarreicoscomo sonlas sulfamidas(<10%), las tetraciclinas

(<30%) y la estreptomicina(<30%). Sin embargo,resultaronsensiblesen porcentajesmuy

elevadosa los antimicrobianosde usomenosfrecuenteo de recienteintroducciónenmedicina

veterinariacomo son las cefalosporinas,sobre todo la cefalosporinade tercerageneración

ceftizoxima(100%), las quinolonas(>95%), sobretodo las quinolonasfluoradas(100%)y la

gentamicina(<80%) cuyo uso es infrecuentedebido a su elevado coste y a que su

administraciónvía parenteralexigemayormano de obra.

4. Nuevosantígenos.

Al estudiarlas propiedadeshemaglutinantesde los aisladosde E. coli en presencia

de D-manosacon eritrocitos de distintas especiesanimalesse comprobóque un porcentaje

relativamenteelevadode ellosaglutinabalos eritrocitoshumanosdel grupoA. Estacapacidad

hemaglutinantede los eritrocitos humanos se debía, al menos, a dos tipos distintos de

adhesinas:unasresistentesal tratamientotérmicoa 600C durante20 minutosy otrasextraibles

de las célulasbacterianascon dicho tratamientotérmico.La tercerapartede las cepasHAMR~

con los eritrocitos humanosposeíanestesegundotipo de hemaglutininasy en todas estas

cepasse comprobó que dichasadhesinasse expresabana 370C pero no a 180C. Además,

ningunade ellasexpresabalos antígenosF5, F41 ni F17.

La capacidadHAMR de las estirpesde E. coli sedebeen muchoscasoa la presencia

de antígenossuperficialesproteicosde estructurafimbrial (Duguid al 1955) que actúan
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como factoresde colonización.De hecho,lamayoríade los factoresde colonizacióndescritos

en cepasde E. coli, tanto de origen humanocomo animal, poseenactividad HA.MR con

eritrocitosde distintasespeciesanimales(De Graaf y Roorda, 1982).

En nuestroestudiosehan detectadodos antígenos,el LC168 y el LC686, distintosde

los antígenosfimbriales ES, F41 y Fí?. El estudioinicial de las característicasantigénicasde

las cepasde E. coli CL-168 y CL-686, ambascon actividad HAMR con los eritrocitos

humanosdel grupo A extraiíble por tratamientotérmico, demostróque estascepasposeían

antígenoscomunesque se expresabana 370C pero no a 180C, puesto que los sueros

policlonalesproducidos frente a cadauna de ellas y absorbidoscon su cepahomóloga

cultivada a 180C (suerosS168y 5686) reaccionabancon ambascepascuandosecultivaban

a 370C pero no cuandose cultivabana 180C. No obstante,ambascepasexpresabanademás

antígenosexclusivosde cadauna de ellas,puestoque despuésde absorberexhaustivamente

los suerosS168y S686con suscepasheterólogas(suerosB 168 y C686respectivamente)cada

uno de los suerosreaccionócon su cepahomólogapero no con la heteróloga.Por lo tanto,

el sueroB 168 detectabauno o varios antígenosexclusivosde la cepaCL- 168, mientrasque

el sueroC686 detectabauno o varios antígenosexclusivosde la cepaCL-686.

De acuerdocon los resultadosde las electroforesisen condicionesdesnaturalizantes

(SDS-PAGE)de los extractostérmicosde las cepasCL-168 y CL-686 y posteriordetección

inmunoenzimáticacon los sueros5168 y B168, un antígenopresenteen la cepaCL-168 que

no compartecon la cepaCL-686, y que denominamosLC168,secorrespondecon unabanda

proteicade un pesomolecularaproximadode 19.500daltons.El análisiselectroforéticode

los extractostérmicosde la cepaCL-168 reveló la presenciade dos bandasmayoritariasde

pesosmolecularesaproximadosde 38.900 y 19.500 daltons. Sin embargo,en el análisis

electroforéticode los extractostérmicosde la cepasCL-686 no se detectóbandaalgunade

movilidad electroforéticasemejantea la de menorpesomolecularde la cepaCL-168, pero

seobservóuna bandade movilidad electroforéticasemejantea la de 38.900daltonsde esta

última.

El suero S168 reaccionóen los ensayosde inmunodetección con las dos bandas
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mayoritariasobservadasen los extractostérmicosde la cepaCL-168, mientrasque el suero

B-168 reaccionóexclusivamentecon la bandade menorpesomolecular.El análisis electro-

forético de los extractostérmicosde varios aisladosde campoconfirmó la presenciade la

banda de peso molecular aproximado de 19.500 daltons en todos los extractos

correspondientesa las cepasque previamentehabíanreaccionadocon el sueroB 168 y la

ausenciade dicha bandaen los extractosde las cepasque habíansido negativascon dicho

suero.

Por otra parte, un antígeno exclusivo de la cepa CL-686, denominado LC686,

probablementese correspondecon una bandaprotéicade peso molecular aproximadode

4(3.700daitons, puestoque, en los ensayosde inmunodetección,el suero C686 reaccionó

exclusivamentecon una bandade ese pesomolecularpresenteen los extractostérmicosde

la cepaCL-686. No obstante,es posibleque tanto el sueroB168 como el C686 reaccionen

en las células enterascon otros antígenosno extraíblespor tratamientotérmico suavedado

que setrata de suerospoliclonalesproducidosfrentea las célulasenteras.Ahora bien, estos

posiblesantígenosse expresaríansolo a 370C y seríanexclusivosde cadauna de las cepas,

puestoque los suerosB168 y C686 se obtuvieronabsorbiendoexhaustivamentelos sueros

policlonales con sus cepas homólogascultivadas a 180C y con las cepas heterólogas

cultivadasa 370C.

En las bacteriasde la cepaCL-168 cultivadasa 370 se observaron,por microscopia

electrónica,unasestructurassuperfialessemejantesa fimbrias de 4-7 nm de diámetro. Sin

embargo,dichasestructurasno seencontraronen las mismasbacteriascultivadasa 180C ni

en las de la cepaCL-686. Estasestructuraspodríancorrespondersecon el antígenoLCl6S,

puestoque esteantígeno,al igual que la mayoría de las fimbrias descritashastael momento,

se expresaa 37’C pero no a 180C, se extrae de las células bacterianaspor tratamiento

térmicos a 600C durante 20 minutos, es de naturalezaproteica y está formado por

subunidadescuyopesomolecular(aprox. 19,5 Kda)esequiparableal delrestode las fimbrias

descritas(entre 17 a 31 Kda). No obstante,paraconfirmar esteextremoesnecesariorealizar

estudiosde inmunomicroscopíaelectrónica
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El antígenoLCÓS6 presenteen la cepa CL-686 no parece,en principio, que sea

fimbrial, puestoqueno se ha observadopor microscopiaeletrónicaestructurassemejantesa

fimbrias en las bacteriasde dicha cepa. Además,el pesomolecular de la bandaproteica

reconocidapor el sueroC686 en los extractostérmicos de la cepaCLÓSÓ es de 40.700

daltons,superiora los pesosmolecularesde las fimbrias descritashastael momento.Otros

autoreshan descritoen cepasde E. coli la expresiónde adhesinasno fibriales. No obstante,

es preciso recordarque algunos antígenosclasificadosen la actualidadcomo fimbrias se

describieroninicialmentecomo no fimbriales comprobandoseposteriormenteque setrataba

de tinos filamentosde 2-3 nm de diámetro(Gaastray De Graaf, 1982; Levine et al., 1984;

Orskov et al., 1985; Girardeauet al., 1988).

La cepaCL-245,que al igual que la CL-168 y CL-686 poseeactividadHAMR con

los eritrocitos humanosque se extrae por tratamiento térmico suave, poseeuno o varios

antígenosqueseexpresana 37 perono a 180C y que no estánrelacionadoscon los antígenos

LC168 ni LC686. La cepaCL-245 no fermentala lactosa,es hemolíticay ademásproduce

CNF.

Recordemosquela cepaCL-168 mostróactividadHAMR con los eritrocitoshumanos

del grupoA y que dichaactividad,al igual queel antígenoLC168,seextraíapor tratamiento

térmico a 600C durante20 minutos.A pesarde que dichacepase seleccionóparael estudio

de posiblesnuevosantígenosdebido a sus propiedadeshemaglutinantes,la expresióndel

antígenoLC168 no guardauna relacióndirectacon la actividadHAMR de lascepasque lo

expresan.En efecto,el sueroE168, queesespecíficoparael antígenoLC168, agludnó13 de

las 46 cepascuyos extractostérmicos no mostrabanactividad HAMR con los eritrocitos

humanosy 6 cepascuyas células enterasno aglutinabanen presenciade D-rnanosalos

eritrocitosde ninguna de las seis especiesutilizadas.

El antígenosemipurificadoa partir de la cepaCL-168 por gelfiltración y tratamiento

con deoxicolatosódicoteníaactividadHAMR con los eritrocitos humanos.Sin embargo,en

el análisis electroforéticodel preparadosemipurificadose observaba,ademásde la banda

propiadel antígenoLC168, otra bandamayoritariade pesomolecularaproximadode 38.900
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daltonsque, en los ensayosde inmunodetección,reaccionabaconel suero5168 pero no con

el sueroB 168, específicopara el antígenoLC 168. Por lo tanto, es posibleque la actividad

HAMR de la cepaCL-168 y del semipurificadose debaa otras adhesinasde naturaleza

proteicao no. De hecho, el suero S168que reconoce,ademásdel antígenoLC168, otros

antígenosdistintosinhibe la actividadHAMR con los eritrocitoshumanosde la preparación

semipurifica. Desafortunadamenteno pudo comprobarsesi el suero B 168, que detecta

específicamenteel antígenoLC1Ó8, inhibía o no la actividad HAMR de la preparación

semipurificada,dado que el propio suero tenía actividad hemaglutinante,probablemente

debidaa la presenciade antígenosliberadosde la cepa CL-686 con la que se absorbió

repetidamente.Algunos de los antígenosfimbriales descritosen cepasde E. coli de origen

animal, como el C53lA y el Fi?. no poseenactividadhemaglutinanteaunquelas cepasde

campoquelos expresansuelenmostraractividadHAMR (Girardeauet al,, 1988; Korth et al.,

1991; Lintermanset al., 1988). Dehecho,la mayoríade las cepasde campoaisladaseneste

estudioque expresabanel antígenoFi? poseíanactividadHMvIR.

El antígenoLC168, detectadoen nuestroestudioenel 15% de los aisladosde campo,

esdistinto de los antígenosF5 y F41, los antígenosfimbriales que expresanlas estirpesde

ECET de los rumiantes,dadoque los suerosespecíficosfrente a estosantígenosfimbriales

no reaccionaroncon ningunade las cepasLCl68~ y que el sueroB168 no reaccionócon las

cepasde referenciaque expresanlos antígenosF5 y/o F41.

En los últimos añosse han descrito en cepasde E. coli enterotoxigénicasy no

enterotoxigénicasaisladasde rumiantes los nuevosantígenosfimbriales siguientes:el Fi?

(Pohí et al., 1983; Contrepoiset al., 1985),el CS3lA (Contrepoiset al., 1986; Girardeauet

al., 1988)y el F165 (Pohíet al., 1986;Fairbrotheret al., 1986).El antígenoFi?. que también

seha detectadoen esteestudioen cepasde origen ovino y caprino,esunaproteínaformada

porsubunidadesde 20 Kda y poseeestructurafimbrial de 3-4 nm de diámetro(Lintermans

et al., 1988). Aunque6 de las cepasF17~ aisladasen esteestudioreaccionarontambiéncon

el sueroB168, el antígenoLC168 es distinto del Fi? puestoque, poruna parte,las 27 cepas

Fl7t restantesno reaccionaroncon el sueroB168 y, porotra, el sueroanti F17 no reaccionó

con 102 cepasque expresabanel antígenoLC168. Además, las estructurassemejantesa
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fimbrias observadaspor microscopiaelectrónicaen la cepaCL- 168 son morfológicamente

distintasa la estructurafimbrial rígidade 3-4 nm de diámetrocaracterísticadel antígenoFi?

y observadatambiénen esteestudioen una cepade campoFl7t

A pesarde queno sehanrealizadoestudioscomparativoscon los antigenosfimbriales

CS31A y F165, por no disponer de las cepasde referencia,pensamosque, dadas las

característicasdescritasde estosantígenos,el antígenoLCI6S estambiéndistinto de ellos.

En efecto,el antígenoCS31A seha caracterizadocomo una proteínafimbrial formadapor

subunidadesde 29 Kda y de 2 nm de diámetro (Girardeauet al., 1988), característicasque

no coincidencon las del antígenoLC168, y el F165 es,en realidad,un complejo antigénico

formadopor dos subunidadesprotéicasde 19 y 17,5 Kda y de estructurafimbrial de 5-8 nm,

mientrasque el antígenoLC168 secorrespondeúnicamentecon una bandade 19,5 Kda. No

obstante,paraconfirmar nuestrasospechaesprecisorealizarestudiosinmunológicos.Estos

estudios nos permitirían, asimismo, comprobarsi el antígeno LCIÓ8 tiene relaciones

antigénicascon algunode los otros dos.

Algunascepasde E. coli que originansepticemiaen ternerosy corderosposeenel

plásmido Vir (Smith, 1974) que codifica, ademásde una toxina, un antígenosuperficial

denominadoantígenoVir (Lopez-Alvarezy Gyles, 1980).Esteantígenono seha caracterizado

completamente.sin embargo,Contrepoiset al. (1986)detectaronen SDS-PAGEde extractos

térmicos de la cepa de referenciapara el plásmido Vir SS (015:K+:H21) una banda

correspondientea un polipéptido de 20 Kda. que probablementese correspondecon el

antígenoVir. A pesar de que este peso moleculares semejanteal del antígeno LC 168

detectadopor nosotros,pensamosque, tambiénen estecaso,setrata de antígenosdistintos,

puestoque el sueroB 168 no aglutinó la cepade referenciaSS.

El antígenoLC168 esrelativamentefrecuente(15%)entrelas cepasde E. coli aisladas

de corderosy cabritosen esteestudio,aunquelas estirpesqueexpresanesteantígenoparecen

estar mucho más difundidasen la cabañaovina (18,5%) que en la caprina (6,28%). La

mayoríade las cepasLC168~ seaislaronde animalesdiarreicosy en la segundasemanade

vida.
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Por el momento desconocemossi el antígeno LC168 juega algún papel en la

patogenicidadde las cepasquelo expresan.Esteantígenoposeecaracterísticascomunesa la

mayoríade los antígenosfimbriales descritoshastael momentopor lo que probablementese

trate de un antígenofimbrial. Los antígenosfimbriales constituyenfactoresde patogenicidad

esencialesen las cepasde E. coli capacesde originar diarrea.A travésde ellos las células

bacterianasse unen a receptoresespecíficos de la mucosa intestinal evitando así su

eliminación con el flujo intestinal por los movimientos peristálticos y permitiendo la

multiplicación de las bacteriasen el intestino (Moon, 1990; Blanco et al., 1991). Los

antígenosfimbriales también parecenjugar un papel importanteen las cepasde E. coli

capacesde originarsepticemiaen los rumiantes.Así, porejemplo,la expresióndel antígeno

F165 en cepassepticémicaspareceestarrelacionadacon la capacidadde dichas cepasde

sobreviviry multiplicarseenel torrentecirculatorio (Ngelekaet al., 1993).En cualquiercaso,

son necasariosestudiosposterioresque permitancompletarla caracterizacióndel antígeno

LC168 y determinarsu posible papelcomo factor de patogenicidad.Estosson los objetivos

prioritarios de nuestraspróximasinvestigaciones.

5. Características de los procesosestudiados: análisis global de los resultados.

En estaTesis se ha investigadola participaciónde los diferentesgruposde estirpes

de E. cdi descritoshastael momentoen los animalesdomésticos.No obstante,el estudiose

enmarcaen un proyecto mucho más amplio sobrela etiología y la epizootiologíade los

procesosdiarreicos de los corderosy cabritosrecién nacidosen el que se ha investigado

tambiénla participaciónde otros enteropatógenoscomo Cryptosporidiumspp. y rotavtrus.

La infección por Crvntosnoridiumspp. se detectó en todos los brotes diarreicos

estudiadosexceptoen tres(dos de ganadoovino y uno de caprino),si bien,en estostrescasos

únicamente se analizaron una o dos muestras. La prevalencia de la infección por

Crvptosnoridiumspp. en los corderosy cabritosafectadosde diarreaen el momento de la

toma de muestrasfue del 81 y del 74% respectivamente(Troncoso,1992). Sin embargo,en

ninguno de los brotes diarreicosestudiadossedetectóla eliminaciónde rotavirus(Troncoso,

1992>.
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Ya se indicó anteriormenteque, de acuerdocon los resultadosde este estudio, la

participaciónde las estirpesde ECET en los brotesdiarreicosestudiadosfue practicamente

nula. Este hecho no resulta sorprendenteteniendoen cuentaque los procesosdiarreicos

producidospor las estirpesde ECET afectana los animaleshastalos 4-5 dias de vida (y

especialmentea los menoresde 2 dias) y queen los brotesestudiadosla diarreasolíainiciarse

a los 4-5 díasde vida y alcanzabalas mayorestasasde morbilidad en la segundasemanade

vida de los animales.Pensamos,por lo tanto, que, aunquelas estirpesde ECET puedenser

una causaimportantede diarreaen los corderosy cabritosmenoresde 2 días, comose ha

indicado tambiénen el ganadobovino (Sherwoodet al., 1983),no se asociana los típicos

problemasdiarreicos observadosen las explotacionesovinas y caprinasque afectana los

animalesentrelos 4 y 15 los díasde vida.

A lo largo de la discusiónseha insistidoen que detemimandasestirpesde E. coli no

enterotoxigénicasson capacesde originar diarreay disenteríaen los animalesdomésticos

tanto en infeccionesnaturalescomo experimentales.La producción de citotoxinas y la

expresión de determinadosfactores de adhesión se consideran posibles factores de

patogenicidad,sin embargo, los mecanismospatogénicosde las estirpes de E. coli no

enterotoxigénicasen los animalesdomésticosno han sido esclarecidos.

En nuestro estudio se han detectadocepas de E. cok no enterotoxigénicasque

presentanalgunasde las característicasconsideradascomo posiblesfactoresde patogenicidad,

como la produciónde citotoxinas(VT y CNF) y la expresióndel antígenoF17. Tambiénse

ha detectadola expresiónde un antígeno,distinto de los decritoshastael momentoen las

cepasaisladasde rumiantes,queparaceestarampliamentedifundidoentrelos aisladosovinos

y caprinosy que podría ser un nuevo Cactorde colonización. Asimismo, una proporción

elevadade las cepasen las que no sedetectaronlos factoresde patogenicidadinvestigados

producíancolicina V, consideradacomo un marcadorde patogenicidadrelacionadocon las

cepasde E. coli capacesde originanprocesossepticémicos.

La posible participacion de estasestirpesno enterotoxigenicas,u otras todavíapor

descubrir,en los procesosdiarreicosneonatalesde los ovinos y caprinos,biencomo agentes
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únicos o en combinación con otros enteropatogenos, precisa ser investigada

experimentalmente.Pensamosque, en principio, deberíadarseciertaprioridad a las estirpes

de ECAE. Estascepas,al igual que Cryptosporidivm spp.,producenlas lesionestípicasen

el intestinogruesoaunquetambiénpuedeafectarseel intestinodelgado(Wray ~ 1989).

Las lesionesintestinalesen los animalesinvestigadospornosostrosafectabanhabitualmente

tantoal intestinodelgadocomo al grueso,por lo queesposibleque las cepasde ECAE esten

implicadasen el síndromediarreico de los corderosy cabritos.De hecho, en uno de los

animalesen los que serealizó la necropsisseobservópor microscopiaelectrónicala típica

lesión de adhesióny borrado (Troncoso,1992).

En el diagnósticoetiológicode los procesosdiarreicosneonatailesde los rumiantescon

frecuenciase detectaninfeccionesmúltiplescon dos o másenteropatógenos.En los estudios

de camporealizadosen el ganadobovino, las infecionesmixta generalmentesehanasociado

con cuadrosclínicos másgravesy con tasasde mortalidadmásaltasquecuandosedetectaba

un sólo agente(Snodgrasset al., 1986, Reynoldset al., 1986). No obstante,en los escasos

estudiosde campo realizadosen los pequeñosrumiantessólo ocasionalmentesehandescrito

infeccionesmúltiples en corderos(Anderson,1982, Ramisseet al., 1984) y cabritos(Nagy

et al., 1983, 1984y 1987, Sanfordetal., 1991).Por lo tanto, la importanciay difusión de las

infeccionesmixtas en estosanimalesse desconoce.

Por el momento los pocostrabajosexperimentalesrealizadospara investigar las

posiblesinteraccionesentrediferentesenteropatógenosse hancentradoen ECET y rotavirus

en los ternerosy en ECET, rotavirus y Crvntosnoridiumspp. en los corderos.

Diferentesinfeccionesexperimentalesrealizadasen terneroscon ECEI y rotavirus

sugieren la existencia de un efecto sinérgico por el que los rotavirus favoreceríanla

colonizaciónpor ECET sin agravarlos síntomasde la enfermedad(Dubourghieret al., 1978,

Gouetet al., 1978,Runneis~ 1980b. Tzipori et al, 1981c).No obstante,en otro estudio

llevado a caboen ternerosHall et al. (1988a) observaronque,más queun efecto sinérgico,

la coinfección con varios enteropatógenosoriginaba un efecto aditivo de las alteraciones

producidasen diferentestramosintestinalesque desencadenabanun cuadrode malabsorción.
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Las interaccionesentre ECET, rotavirus y Crvptosyoridium en corderos se han

investigadoexperimentalmenteen tres trabajos.Tzipori et al. (1981d)empleandocorderos

gnotobióticosencontraronque los animalesde 4 o másdíasno desarrollabansintomatología

clínicacuandoseinfectabancon ECET o con rotaviruspor separadoni cuandoseinfectaban

conjuntamentecon ambosagentes.Además,los corderoseranreceptivosa la diarreainducida

por Crvntosnoridiumspp. hastaal menoslos 6 díasde edad,pero la infecciónconjuntadel

parásitocon ECET o con rotavirus no agravabala sintomatologíaclínica ni las lesiones.Por

su parte.Wray et al. (1981, 1984) observaronque la coinfecciónel primer día de vida de

corderosprivados de calostro con ECET y rotavirus, a las mismas dosis utilizadas en

infeccionessimples,producíaunamortalidadmayora la inducidaporlas infeccionessimples,

aunqueno influía en la duración de la diarrea.La discrepanciade estos resultadoscon los

obtenidospor Izipori ~L¿. (1981d) posiblementese debaa la diferenciade edadde los

animalesutilizados.

leníendoen cuentalos resultadosde este trabajo,y los obtenidosporel equipo de la

Dra. Gómez Bautista sobre la prevalencia de la infección con Crvntosooridium spp.,

consideramosque,entrelas posiblesinfeccionesmixtasquepuedenpresentarseen los brotes

diarreicosque afectantípicamentea los corderosy cabritosa partir de los 4-5 díasde vida

hastala tercerasemana.habríaque destarcarfundamentalmentela de Crvptosporidiumspp.

con estirpesde E. coli del grupo heterogeneode no enterotoxigénicas.Nuestrosproximos

objetivoscontemplanla investigaciónexperimentalde estainfección mixta.
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Conclusiones

1. Las estimesde E. coli enterotoxigénicas(ECET) F5~ y/o F4USTa~parecentener

una participaciónescasao nula en los típicos procesosdiarreicosque afectana los corderos

y cabritosrecién nacidosen la zonacentrode España.

2. Un bajo porcentaje(el 0,7%)de las cepasde E. coli aisladasde corderosy cabritos

afectadosde diarreaproducenunatoxina termolábil queoriginaen lascélulasVero un efecto

citopático semejanteal inducido por las enterotoxinastermolábiles (LTs) producidaspor

estimesde ECET de origen porcino y bovino.

3. Cepas de E. coli que expresanel antígeno fimbrial Fi? se aislan con cierta

regularidadde corderosy cabritosafectadosde diarreade edadescomprendidasentre los 5

y los 30 días,siendo más frecuenteel aislamientode estascepasen los cabritos(8,6%) que

en los corderos(3,03%).

4. Las cepasde E. coli F17” aisladasde procesosdiarreicosde los pequeñosrumiantes

no pertenecenal grupo de estirpesde ECET. Una elevadaproporciónproducecolicina y

(51,51%)y muestraactividadhemoaglutinantemanosa-resistente(HAMR) (84,84%).

5. La infección con cepasde E. coli verotoxigénicas(ECVT) y productorasde CNF

(ECNT) en los rebañosovinos y caprinos de la zona centro de Españaes relativamente

infrecuente.La frecuenciade aislamientode las cepasde ECVT fue del 2.2% en los corderos

y del 1,4% en los cabritos,mientrasque la de las cepas de ECNT fue del 1,4 y 2,4%

respectivamente.

6. La producciónde colicinasesunacaracterísticafrecuenteentrelas cepasde ECVT

(87,5%) aisladasde procesosdiarreicos, lo que podría indicar que las cepasde ECVT

intervienenen los procesosextraintestinalesen los pequeñosrumiantes.

7. Las cepasde E. coli aisladasde procesosdiarreicosde corderosy cabritos son
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sensiblesen porcentajesmuy elevadosa los antimicrobianosde usoinfrecuenteo de reciente

introducciónen medicinaveterinaria,comolagentamicina,las cefalosporinasy las quinolonas

fluoradasmientrasquesonsensiblesenporcentajesrelativamentebajosa los antimicrobianos

más comunmenteutilizados en el tratamientode estos procesos,como las sulfamidas,las

tetraciclinasy la estreptomicina.

8. La capacidadhemaglutinantemanosa-resístente(HAMR) con eritrocitoshumanos

y/o de terneraesuna característicarelativamentefrecuente(40,17%)de las cepasde E. coli

aisladas de procesos diarreicos de los pequeños rumiantes, siendo dicha actividad

independientede los factorespatogénicosque expresandichascepas.

9. Unaproporciónrelativamenteelevada(15%> de las cepasde E. colí aisladasde los

procesosdiarreicosestudiadosexpresanun antígenosuperficíal,alque hemosdenominado

LCIÓS, distinto de las fimbrias F5, F4l y F17. Este antígenoseexpresaa 370 pero no a

180C, seextraepor tratamientotérmico suavey secorrespondecon una bandaproteicade

aproximadamente19.500Da de pesomolecular,característicasque le asemejanalas fimbrias

conocidas.

10. El antígenoLCl6S no es hemaglutinante,si bien, un porcentajerelativamente

elevadode las cepasque lo expresansi tienenestacapacidad.

180



VII. BIBLIOGRAFLX



Bibliografía

ACRESS,5. D. 1985.EnrerotoxigenieE. coli infectionsiii newborncalves:areview.J. Dairy Sel.68: 229-256.

• ACRES, 5. D.. BABIUK, L. A. 1978. Srudics on rotaviral anribody in bovine serumand lacteal secreticus,
using mdoimmunoassay.1. Am. Vet. Med. Assoc. 173: 555-559.

• ACRES.S. O., ISAACSON, R. E., BABIUK, L. A., KAPITANY, L. A. 1979. Immunizationof calvesagainst
enterotoxigeniecolibaciHosisby vaccinatingdamswitb puritied K99 antigenami whole ccli bacterias.Infection
and linmunity. 25: 121-126.

ACRES,5. D., LAING, C. J., SAUNOERS,J. T., RADOSTITS,O. M. 1975.Acule undifferenbatedneonatal
diarrhoeain bef calve, 1. Occurrenceanddistribution of infectiousagenrs.Can. .1. Comp.Mcd. 39: 116-132.

ACRES, S. D., RADOSTITS,O. M. 1976.The efficacy of a modified Uve reo-LUce virus vaccineand E, coli
bacrerinfor prevcntioi~ of acuteundifferentiatedneonataldiarrhocaof bccf calves.Can.Ver. 1. 7: 197-212.

ACRES, 5. K., SAUNDERS,.1. R., RADOSTITS, O. MO. 1977.Acune undifferenciatedneonataldiarrbeaof
beefcalves:t.he prevalenceof cnrerotoxigenicE.coli. reo-I~e(rota)virasami ot.bcrenteropathogensin cow-calf
herds. Can. Vet. J. 18: 113- 121.

ALDERITE, 1. E., ROBERTSON.O. C. 1977. Nutririon ami enterotoxinsynrhesisby enteroroxigenicslrains
of Eseherichiacoil: Definedmediumfor producrionof hear-stableenterotoxin.Infection andImmunity. 15: 781-
788.

ALONSO, M. P., BLANCO, J., BLANCO, M., GONZALEZ, E. A. 1987. Frcquentproductionof toxins by
Escherichiacoil strains isolatedfrom human urinaiy tract infecrions.FEMS Mierobiol. Lea. 4:391-396

.

ANDERSON. B. C. 1982.Cryptospoñdiosisin Idaholambs: naturalandexperimentalinfections..1. Am. Vel.
Mcd. Ass. 181: 151-153.

ANDERSON.B. C. 1984. Locadonof cyptosporidia:a review of the literatureand experimentalinfccdonsin
calves. Am. J. Vct. Res. 45: 1474-1477.

• ANGlAS. K. E. , TZIPORI, 5.. GRAY, E. W. 1982. Intestinal lcsions in SPE lambs associaredwith a
Crvvrosnoridiumfroro calveswith diarrhea.Vet. Parbol. 19: 67-68.

ANSARJ. M. M., RENSI-IAW, lxi. W.. GAYES, N. L. 1978. Colibacillosis ir neonatal Iambs: onserof
diarrbocaidiseaseandisolationandcharacterizationof enterotoxigenieE. coil from enrericandsepticaemicforms
of Wc disease.Am. 1. Vet. Res. 39: 11-14.

ARGENZIO, R. A. 1985. Pathophysiologyof neonaralcalf diarrbca.Ver, Clin. Nortb Am. Food Anim. Pract.
1: 461-469.

ARGENCIO, R. A., ILíACOS, J. A., LEVY, M., MEUTEN, O. .1., LECCE, J. O., POWELL, O. W. 1990.
Villous arrophy, crypt hyperplasia, cellular infiltrarion and impaired glucose-Na absorprion in enteric
cryptosporidiosisof pigs. Gastroenterology.98: 1129-1140.

• ASKAA. 1?, BLOCH, B. 1984. Infection in piglerswirli a porcineroravirus-Ukevirus. Experimentalinoculation
ami ultrastructuralexanxination.Arct. Virol. 80: 291-303,

181



Bibliografía

AUBEL, D., DARFEUILLE-MICI-IAUD, A., JOLY, B. 1991.New adhesivefactor (antigen8786) Qn a human
enterotoxigenieE. colí 0117:114sirain isolatedin Africa. lnfect. Immun. 59: 1290-1299.

BACK, E., MOLLBY, R., KAIJSE,E., STINTZING, O., WADSTROM,T., HABTE, 0. 1980.Enterotoxigenic
E. coil andothcrgraro-negativebacteriaof infantile diarrhea:surfaceantigens,hemagglutínins.colonizatonfactor
anrigen,and Ioss of enterotoxigenicity.1. lnfet. fis. 142: 318-327.

BALDINL M. M., KAPER, 4.8., LEVINE, M. M., CANDY, D.C. A., MOON, 11. W. 1983.Plasmidmediated
adhesionin enteropatbogenicE. coli. J. Pediatric.Gastroenterol.2:534-538

.

• BALODA, , 5. 8., YUK. Y. K., KROVACEK, K., SETHI, 5. K., WADSTROM, 1. 1987.Detectionof Shig-
likc (SLT) toxins of enteropathogenicE. coli (EPEC)of human,porcine,calf. andlamb origin ou VeroandHeLa
53 ceIl: a comparativestudy. Zbl. Bakt. Hyg. A. 264: 33-40.

• BARRER 1. K., CA1{BONELL, P. IL, 1974.Cryptosnoridiumagni sp. n, from lambs, andCryptosvoridium
bevis sp. n. from a calf witb observationson the oocyst.A. Parasitndkd.44: 289-298.

BARRY, A. L., FUCI-IS, P. C. 1991. In vitro activities of spartloxacin, tosutioxacin, ciprofloxacin. and
Fleroxacin.Anrimicrobial agentsandChemotberapy.35: 955-960.

BELISLE, 8. W., TWIDDY, E. M., HOLMES, R. K. 1984a.Characterizationof monoclonalantibodiesto heat-
labile enterotoxinencodedbyapíasmidfromaclinical isolateof Escherichiacoli.Infect. lmmun.43: 1027-1031.

BELISLE, E. W., TEDDY, E. M., HOLMES, R. K. 1984 b. Monoclonalantibodieseith anexpandedrepertoire
of speciflcitiesandpotentneutralizingactivity for Esclierichiacoli heat-labilcentcrotoxins.Infect. linmun. 46

:

759-764.

HERO. 1. E., PETERSON,A. C.. FREEMAN, T. 4>. 1978. Ovine cryptosporidosis.J. Am. Vet. Med. Assoc.
173: 1586-1587.

• BIJLSMA, 1. 0. W., FRIK, J. E. 1987. 1-Iaemagglutinationpatternsof Wc different variantsof E. coli 1(88
anúgenwith porcine, bovine, guineapig, chicken, ovine andequineerythrocytes.Res. Vet. Sci. 43: 122-123.

BINNS MM., DAVWS, K. L., HARDY, 1<. G. 1979.Clonedfragmentsof Wc plasmidCoIV,I-K94 specifying
virulenceami sertmi resistarce.Nature. 279: 778-781.

• BLANCO. M. 1991. Escherichiacoli enterotoxigénicos.necrotizantesy verotoxigénicosde origenhumanoy
bovino. TesisDoctoral. Universidaddc Santiago.

BLANCO. 4., ALONSO, M. 2., GONZALEZ E. A., BLANCO, M., GARABAL, J. 4. 1990. Virnience factor
of bacteraemicE. coli witb particularreferenceto cytotoxicnecrotizingfactor(CNF) productionby P-fimbriated
strains.J. Mcd. Microbio. 31: 175-183.

BLANCO, 3.. BLANCO, M., ALONSO, M. P., BLANCO, .1. E.. GONZAIEZ, E. A., GARABAL. 1. 1. 1992a.
Characterísticsof haemolyticE. coli with particularreferenceLo productionof cytotoxic necrotizingfactor type
1 (CNFIII. Res. Microbiol, 143: 869-878.

• BLANCO. .1.. BLANCO, M., GARABAL, 4. 1., GONZALEZ, E. A. 1991. Enterotoxins,colonization factors
ami seotypcsof enterotoxigcnicE. coli from humansandanimais.Microbiología SEM. 7: 57-72.

BLANCO, E., BLANCO, M., GONZALEZ, E. A., ALONSO, M. 4>., GARABAL, 3. 1. 1992b. Comparative
evaluationof tbeetcstsfor ¡te detectionof E. coli cytotoxicnecrotizingfacrors(CNN ami CNF2> usingfiltrates
of culturestreatedwith mitomycin C. FEMS Microbiol. Lett. 69: 311-316.

182



Bibliografía

BLANCO, M., BLANCO, 4., GONZALEZ. E. A., GARABAL, 4., 1., BLANCO 1. E. 1992 c. E. coli
toxigénicosde origenbovino. Mcd, Vet. 9:199-213

.

BLANCO, 4., GONZALEZ, E. A., ANADON, R. 1985.Colonizationantigensandhemagglutinatingpatterns
of humanE. coli. Eur. 4. Clin. Microbiol. 4: 3 16-326.

• BLANCO. 4., GONZALEZ, E. A.,BERNARDEZ, 1., REGUEIRO, B. 1981 Modificación del ensayocon
ratones lactantespara la detección de la enterotoxinatermoestable(ST) Esclierichia coil. Enfermedades
Infecciosas.1:107-114

.

BLANCO, 1., GONZALEZ, E. ABERNARDEZ, 1., REGUERO,B. 1983bis.Differentiatedbiological activity
of verocytotoxins(VB releasedby humanandporcineE. coli strain.FEMS Micobiol. Lett. 20: 167-170.

BLANCO, 4., GONZALEZ, E. A., BLANCO, lvi., ALONSO, M. 4>., HARBADILLO, M. J. 1988. Toxins and
serotypesof faecal non-eníerotoxigenieand non-enteropatbogenicE. coli strains causing manose-resistant
haemaggluuinabon:relation with haemagglutinauionpattems.Zentribí. Ha. 1-lyg. Abt. A. 269: 43-55.

BLANCO, 1., GONZALEZ, E. A., GARCíA, 5., BLANCO, M., REGUBIRO, E., BERNARDEZ. 1. 1988.
Productionof toxins by E. coli strain islolated from calveswit diarrhoesin Galicia(North West)Spain. Vet.
Microbiol. 18: 297-311.

BOHL, E. E., SMF, L. 4., THEIL, K. W., AGNES, A. O., CROSS, R. F. 1982. Porcinepararrotavirus:
detection,differenctiation from rotavirusandpathogenesisin gnotobioticpigs. 4. Clin. Microbiol. 15: 312-319.

BORDER,M., FIREHAMMER, E, D., SHOOP,0. 5., MYERS, L. IL. 1985. Isolationof Bacteroidesfragilis
from [hefaecesof diarrhoeiccalvesand lambs. 1. Clin. Microbiol, 21: 472473.

BORCZYK. A. A., KARMALI, M. A., LIOR, 11., DUNCAN, L. M. C. 1987. Bovine resrvoir for verotoxin-
producingEschcrichicoli 0157:H7.Lancct i: 98.

BRAUN, V. 1981.E. coli celis conraining te CoIV plasmidproduce te iron ionophoreacrobactin.FEMS
Microbiol. Lett. 11: 225-228.

BRIDOER, J. C. 1980. Detection by eleerronmicroscopoof caflciviruses, astrovirusesami rotavirus-Iike
particlesin ¡he faccesof pigletswith diarrhoes.Vet. Rec. 107: 532-533.

BRIDGER,1. C., POCOCK,D. H. 1986. Varíation iii vimíenceof bovine roravimses.4. Hyg. 96: 257-264.

BRILIL, E. M.. WASLLAUSKAS, E. IL., RICHAROSON, 5. 1-1. 1979. Adaptationof te staptxylococcal
coaggluíinauiontecbniquefor detectionof heat-labileenterotoxinofEscherichiacoli.4. Clin. Microbiol. 9:49-55

.

BRITON, C. C. 1959.Non-flagelarappendagesof bacteria.Nature.183: 482-786.

BROES, A., FAIREROTEER,4. M., JACQUES,M., LARIVIERE, 5. 1988. Isolation andcharacterizationof
a new fimbriai antigen (CS1541) from a porcineenterotoxigenicEsclierichia coli OSzKXlO5 siam. FEMS
Microbio. Lett. 55: 341-348.

BROES,A., FAJRBROTHER,.1. M., JACQUES,M., LARIVIERE, L. 1989.Requerimentfor capsularantigen
10<105 andfunbrial anúgenCS1541in ¡hepa¡hogenicityof porcineenterotoxigenieEseherichiacoli 08:10(105
strains. Can. 4. Vet. Res. 53: 43-47.

BROWN,D, W. O., BEARDS,O. M., GUANO-MU, C., FLEWEYr. T. Ii. 1987. Prevalenceof antibody tu
group E (a¡ypical) rotavirusin human ami animais.Y. Clin. Microbiol. 26: 316-319.

183



Bibliografía

• BURGESS, M. N., BYWATER. R. Y., COWLEY, C. M., MULLAN, N. A., NEWSOME, 1’. M. 1978.
Biologicalevaluationof a metanol-soluble,heat-s¡ableEsclierichiacoli enterotoxinin infant mice,pigs, rabbits,
andcalves. Infect. linmun. 21: 256-531.

• BURNS,Y. W., WAN ELCH, K., NAKAT, 5., ESWS,M. K. 1989.Characterizationof monoclonalantibodies
to humangroup Brotavirus and their use in an antigendetectioncnzymeinkediminunosorbentassay.4. Clin.
Microbiol 27: 245-239.

• BURROWS, M. R., SELLWOOD,R. GIBBONS, R. A. 1976. Haemagglutinatingand adhesiveproperties
associatedwíth che 1(99 anúgenof bovine strainsof Esclieríchiacoli. Y. Gen. Microbiol. 96: 269-275.

• CANTEY, Y. R., BLAKE, R. K. 1977.Diarrheadije to E. coli in ¡herabbit: a novelmechanisms..1. Infect. Dis.
151: 766-771.

• CARO, C. E., PERORIZET, 4. A., GEORGI, M. E., SHIN, 5. 4. 1987. Cryptosporidosisassociated ei¡b
bacterialenteritis in a goat kid. J. Am. Vet. Mcd. Ass. 191: 69-70.

• CAPRIOL!, A.. FALBO, V., RODA, L. O., RUOGERI, E. M., ZONA, C. 1983. Partial prurification and
characterizationof an E. coIl toxic factor that inducesmorphologicalceil alterations. Infect.Immun. 39: 1300-
1306.

CAPRIOLI, A., DONELLI, O., FALBO, y., POSSENTI,R., RODA, L. O., ROSCErPI,O., RUOGERI, E.
M. 1984. A ceil-division activeprotein from E. coil. Biochem.Biophys.Res. Commun.118: 587-593.

CAPRIOLI, A., FALBO, y., RUOGERI, E. M., BALDASSARJI, L., BISICCHIA, R., IPPOLITO, O.,
ROMOLI, E., DONELLI, 0. 1987. Cytotoxic necrotizing factor productionby hemolytic strains of E. coli
causíngextraintesúnalinfectíons.1. Clin. Microbio!. 25: 146-149.

• CLANCY, 4.. SAVAGE, D. C. 1981. Anotlier colicin V phenotype:in vitro adhesionof E. coli [o mouse
intestinalcpithcium. Infect. lininun. 32: 343-352.

CLAVEL, A., FLETA, 3.. CASTILLO, Y., SANCHEZ-ACEBEDO,C. 1989. Incidenciade Crvptosporidium
en heces de ovino. Comparaciónde métodosde identificación. VI CongresoNacional de Parasitologíay 1
CongresoIbérico de Parasitología.Cáceres.P. 252.

CLEARY, T. O., MATHEWSON, Y. .1., FARIS, E., PICKERNG.L. K. 1985. Shiga-likecytotoxin production
by entropathogenicE. coli serogroups.Infect. lmmun.47: 335-337.

• CLEMENTS. 4. 0., FLINT, O. C., KLIPSTE]N, E. A. 1982. linmunological and physicochcmical
eharacterizacionof heat-labileenterotoxinsisolatedfrom two stralnsof Esclierichiacoli. Infect. Immun. 38: 806-
809.

• CONTREPOIS,M., DOUBOURGUIER, H. C., PARODI. A. L., OIRARDEAU, 4 P., OLLER. 4. L. 1986.
SepricaemieE. coli andexperimentalinfectanof calves.Vet. Miaobiol. 12: 109-118,

• CONTREPOIS,M. O., GIRAROFAU, 4. 4>. 1985. Additive protectiveeffectsof cz]ostrai antipili anúbodies
in calvesexperimentailyinfectedwith enterotoxigenicE. coli. Infect. linmun. 50: 947-949.

CONTREPOIS,Nf., MARTEL. Y. L., BORDAS, C., HAYERS, E., MILLET, A., RAMJSSE,4., SENDRAL,
R. 1985. Fréquencedespili EY et K99 parmi des soucbesde Esclierichiacoli isoléesde veauxdiarrhéiquesen
France.Ann. Rech. Vet. 16: 25-28.

CONWAY, 4>. IL., WELIN, A., COHEN, 4>. 5. 1990. The presenceof K88-specifxcrecepcorsin porcine ileal

184



Bibliografía

mucusis agedependent.Infect. hnmun. 58: 3178-3182.

• CRAV’IOTO, A., GROSS,R.Y., SCOTLAND, 5. M. ROWE,B. 1979. An adbesivefactor foundin strains of
E. cdi belongíngto the tradítional infantíle enteropathogenicserotypes.CurrentMicrobíoL3: 95-99.

CRAVIOTO, A., SCOTLAND, 5. M., ROWE, B. 1982. Hemagglutinationactivity andcolonization factor
antigens1 andII enterotoxigenicandnon-enterotoxigenicstrainsof Eseherichiacoli isolatedfrom humans.fnfect.
Immun. 36: 189-197.

• CROUCI-I,C. E, ACRES, 5. 0. 1984.Prevaienceof rotavirusandcorunavirusanrigensiii ¡he t~cesof nonna)
cows. Can. Y. Comp.Mcd. 48: 340-342.

• CHANO, P. P., MOSS,4.. TWIDDY, E. M., HOLMES, R. K. 1987.Type II heat-labileenterotoxinof E.coli
activatesadenylatccyclasain human fibroblast by ADP ribosylation. Infect. Iimmun. 55: 1854-1858.

CHANTER, N., HALL, O. A., BLAND, A. 4>., HAYLE, A. Y., PARSONS,K. R 1986.Dysenteyin calvesby
an atypicalstrain of E. coli (5102-9). Ve¡. Microbiol. 12: 241-253.

CHANTER, N., MORGAN, .1. H., ERIBOER, Y. C., HALL, O. A., REYNOLDS. 0. 4. 1984. Dysenteryin
gnotobio¡ic calvescausedby atypicaiEscberichiacoli. The VeterinaryRecord.114: 71.

• CHASEY, D., BANKS, Y. 1984.The coxninonestrotavirusfrom neonatílamb diarrhoeain EnglandandWales
haveatypical electropherotypes.Vet. Rec. 115: 326-327.

CHASEY, D., BANKS, 4. 1986. Replication of atypicalovine rotavirusin smallintestineandccli culture. 11.
Gen. Virol. 67: 567-576.

CHASEY, D., DAVIIES, 4>. 1984. Atypical rotavirusesin pigs andcaule.Vet. Rec. 114: 16-17.

• CHENEY, C. P., SCHAD, P. A., FORMAL, 5. B., BOEDEKER, E. C. 1980. Speciesspecificity of in vitro
E. coli adherenceto host intestinalcdl membranesandits correlationwilih in vivo colonizationand infectivity.
Infect Immun. 28: 1019-1027.

CHEREEI, A., CONTREPOIS, M., PíCARO. E., GOULLET, DE RYCKE, 4., FMRBROTHER, 4.,
BARNOUIN, 4. 1990. Factorsand markersof vinilence in E. coli from human septicaemia.FEMS Microbiol.
Lett. 70: 279-284.

• DALLAS, W. 5., GILL, 0. M., FALKOW, 5. 1979. Cistrons encodingEsclierichiacoli heat-labile toxin. 1.
Bacteriol, 139: 850-858.

• OEA, 5., BEGIN. M. E., ARCHAMBAULT, 0., ELAZHARY, M. A. 5. Y.. ROY, R. 5. 1985. Disrincr
rotavirusesisolatedfrom asymptomaticcalves.Comeil Vet. 75: 307-318.

DEAN, A. O., CHINO, Y. C.,WILLIANS, R. O., BARDEN, L. B. 1972. Testfor EscherichiacoIl enterotoxin
using infant mice: Application in a studyof diarrheain childrenin Honolulu.Journalof InfectiusDiseases.125:
407-411.

DEAN, E. A.. WHJPP,5. C., MOON, E. W. 1989. Age-specificcolonizationof porcine intestinalepitbelium
by 987 piliated enterotexigenieE. cdi. Infect. linmun. 57: 82-87.

DE AVILA, F. A., SCHOCKEN-ITURRINO,R. P., LALLI7ER, R., FAIRBROTHER, 4. M., JACQUES,M.
1988. A new tirnbrial antigenon E. coil stralnsisolatedfrom zebu (Bosindicus)calveswith diarrhoeain Brazil.
Vet. Ree. 123: 80.

185



Bibliografía

DE GRAAF, F. K., KLAASEN-BOOR, P,, van HEES, Y. E. 1980. Purification, characterízationand partial
covalentsiructureof ¡he adhesiveantigenK99 of Eseherichiacoli. Infect. Immun, 33: 877-883.

• DE GRAAF, F. 1<., ROORDA, L 1982.Production,purification andcharacterizationof ¡te fimbrial adhesive
antigenF41 isolatedfrom ¡he calfenteropa¡hogenicEscherichiacoli strain B41M. Infect. Immun. 36: 75 1-758.

• DENEKE, C. E., TEORNE,O, M., GORBACH, 5. IL. 1981, Serotypesof auachmentpii of enterotoxingenic
E, coli isolatedfrom humans.lnfect. lmmun. 32: 1254-1260.

DE RYCKE, 4., 1990.Toxic effectsfor lambsof cytotoxic necrotisingfactor from E. coli. Res. Vet. Sci. 49

:

349-354.

DE RYCKE, 4, BERNAR, 5, LAPORTE, Y., NACIRI, M., POPOFE,M. R., RODOLAKIS, A. 1986.
Prevalenceof variousenteropathogensin ¡te fecesof diarrheicandhealthycalves.Ann. Rech.Vet. 17: 159-168

• DE RYCKE, 4., GONZALEZ, E. A., BLNCO, Y., OSWALD, E., BLANCO, M., BOIVIN, R. 1990.Evidence
for two typesof cy¡otoxicnecro¡izingfactor in humanandanimaldinical islatesof E. coli. 4. Clin. Microbiol.
28: 649-699.

DE RYCKE, Y., GUILLOT, 4. E,, BOIVIN, R. 1987. Cytotoxins in non-enterotoxigenicstmins of E. coii
isolatedfrom fecesof diarrheiccalves. Vet. Microbiol. 15: 137-150.

• DE RYCKE, 4., OSWALD, E., BOIVIN, R. 1989 bis. An in vivo assayfor ¡he detectionof cytotoxic strains
of E. coli. Ann. Rech. Vet. 20: 39-46.

DE RYCKE. 4. PHAN-THANH. L., BERNARD, 5. 1989. Imnunochemicalidentification and biological
characterizationof cytotoxic necrotizingfactor of E. coli. Y. Clin. Microbiol 27: 983-988.

• DER VARTANIAN. M. 1988. Differencesin excretion ami efficiencyof ¡he aerobactinaflé enterochelin
siderophomsin a bovine pathogenicstrain of E. coli, Infect. Immun. 56: 413418.

• DOBRESCU,L. 1983.New biological effectof edemadiseaseprincipie(Esclierichiacoli-neurotoxin)and its
useas an in vitro assayfor ¡bis toxin. Am. Y. Vet. Res,44: 31-34.

• DORN, C, R., SCOTLAND, Y. M., SMITH, E. R, WILLSHAW, O. A.. ROWE, E. 1989, Propertiesof
verocytotoxin-producingE. coli of human andanimalorigin belongin to serotypesot,her¡tan 0157:117.Epidem.
Infect. 103: 83-95.

• DOWNES, E. P,, BARREn’, T. 4., OREEN, Y. E., ALOISIO, C. H,, SP1KA, 4. 5., STOCKBINE, N, A,.
WACHSMUTH, 1. 1<. 1988. Affinity purification andcharacterizationof shig-lilce toxin II andproductionof
toxin-specificmonoclonalantibodie.Infet. Immun. 56: 1926-1933.

DOYLE. M. P., SCHON?EI, 4. L. 1987. Isolation of Escherichiacoli 0157:117from retail fresh meatsand
poultry. Appl. Environ. Microbiol. 53: 2394-2396.

• DUBOURGUIER,E. C.,GOUET,P., MANDARD, O,, CONTREPOIS,M., BACHELERIE, C. 1978.Scanning
electronmicroscopyof abomasumami intesúneof gno¡oxeniccaibesinfectedeitberwith rotavirus, coronavirus
or entcropathogenicE. coii or with rotavirusandE. coli. Ann. Rech.Vet. 9: 441451.

DUFE, 1. P., HUNT, B. W. 1989. Lambsdie from porcineE. coil. Vet. Ree. 125: 404.

DUGUID, 4. P., CLEGO, 5., WILSON, M. 1. 1979.The fimbrial andnon-fimbrial haemagglutininsof E. coli.
1. Med. Microbiol. 12: 213-227.

186



Bibliografía

• DUGUID, 1. 2., SMITH, 1. W., DEMPSTER, O., EDMIJNDS. 2. N. 1955. Non-flagellar filamentous
appendagcs(flmbriac) andhaemagglutinatingactivity in Bacteriumcoil. .fournalof PathologyandBacteñology.
70: 335-348.

• DUPONT, 11. L., FORMAL, 5. E., HORNICK, R. B., SNYDER, M. Y., LIBONAr, Y, 2., SHEAHAN, D. O..
LABRECK, E. H., KALAS, 4. 4>. 1971. Pathogenesisof Esclierchiacoli diarrhea.N. Eng1. J. Med. 285: 1-9.

• ECHEVARRíA. P. D., CHANO, C. P., SMITH. D., ANDERSON,O. L. 1976.Enterotoxigenicityami invasive
cacpacityof enteropatbogenicserotypesof E. cali. 1. Pediatrie.89: 8-10.

• EDBERO,5. C., TREPETA,R. W. 1983. RapidandEconomicalIdentification andantimicrobialsusceptibility
tcst Mcthodology for Urinary tract pathogens.Journalof Clinical Microbiology. 18: 1287-1291.

• EDWARDS,2. R., EWING, W. H. 1972.IdentificationofEnterobacteriaceae.Burgess,Mineapolis,Minnesota.

• ERICSON, 11. M., SI{ERRIS, 4. C. 1971. Antibiotic sensibitytesting. Reponof an internationalcollaborative
study. Acta Pathol.Microbio. Scand.Set. B Suppl. 217: 1-90.

• EVANS, D. 1., CHENS, L. CL, CURLIN, O. R. EVANS, D. 0. 1972. Stiniulation of adenylcyclaseby
Escherichiacoli enterotoxin.Nature (London).236: 137-138.

• EVANS, D. 1. ir., EVANS, D. 0. 1977. Inhibition of immune hemolysis:scrologicalassayfor ¡te heat-labile
enterotoxinof Esclicrichiacoil. Y. Clin. Microbiol. 5:100-105

.

• EVANS, D. O., EVANS ir., D. Y, 1978 bis. New surface-associatedheat-Iabilecolonizationfactor antigen
(CEA/Il) producedby enterotoxigenieEscherichiacali of serogroups06 and08. Infect. Inunun. 21: 638-647.

• EVANS, D. 3. ir., EVANS, O. O., DuPONT, ¡1. L. 1979. Hemaggluúnationpattemsof enterotoxigenicand
enteroparhogenicE. coli determinedwith human,bovine, chickcn andguineapig erythrocytesin dic presence
andabsenceof mannose.Infect. lunnun. 23: 336-346.

• EVANS, D. O., EVANS, O. J.. GORBACH, 5. L. 1973. Identifiction of enterotoxigenicEsclierichiacoli and
serumantitoxin activity by de vascularpermeabilityfactor assay.InfectionandImmunity. 8: 731-735.

• EVANS,D. O., EVANS. D. Y., TJOA, W. 1977. Hemagglutinationof human group A eryrbrocytesby
enterotoxigerneEsclierichia colí isolated from adults wiffi diarrhoea:Correlation with colonization factor.
Infection and linmunity. 18: 330-337.

• EVANS, D. 6., EVANS ir., D. 4., TJOA, W.S., DuPONT, H, L. 1978. Detectionaiid characterizationof
colonizationfactorof enterotoxigenieEsclierichiacoli isolatedfromadultswith diarrhea.Infect.Immun. 19: 727-
736.

• EVANS, 0.4. ir.. EVANS, O. O., YOUNG, L. 5., PITT, 1. 1980.hemagglurinationtypingof E. coli: definition
of sevenhemagglutinationtypes. lnfect. hnmun, 12: 235-242.

• EVANS, 0.0., SILVER, R. P., EVANS ir., 0.4., CHASE,D. O., OORBACI-1, L. L. 1975.Plasmid-controlled
colonizationfactorassociatedwith virníencein Eseherichiacali enterotoxigenicfor humans.Infect. lmmnn. 12

:

65-667.

• FAIRBROTHER,4. M., BROES, A., YACQUES,M., LARIVIERE, 5. 1989.Pathogenicityof Eseherichiacoli
0115:KV165” strainsisolatedfrom pigs whith diarrhoea.Am. 1. Vet. Res. 50: 1029-1036.

• FAIRBROTHER,1. M., LALLIER, R..LEBLANC, L., JACQUES,M., LARIVIERE, 5. 1988.Productionand

187



Bibliografía

purification of Escherichiacali fimbrial antigenFlÓS. FEMS Microbiol. Lett. 56: 247-252.

EAIRBROTHER, 4. M., LARIVIERE, 5., JOHNSON, W. M. 1988. Prevalenceof fimbrial anúgensand
enrero¡oxinsin nonclasicalserogroupsof E. Cali isolatedfrom newbornpigs witb dianhoea.Am. 4. Vet. Res.
49: 1325-1328.

• FAIREROTUER, 4. M., LARIVIERE. 5., LALLIER, R. 1986. New fimbrial antigenF165 from E. cali
scrogroup0115 strainsisolatedfrom piglets with diarrhoes.lnfect. limmun. 51: 10-15.

• FASSI-FEHRI,M. M., JOHNSON, O. W., TAOUEII, A., BERRADA, 4. 1988. Epidemiologyof diarrhoeadue
to E. cali and rotavinis in calvesand lambs iii Morocco. Ann. Res. Vet. 19: 59-64.

• FERNANDEZ-BERAS, M. E., KISSEL, V., LIOR, H., CABELLO, E, C. 1990. Virulence-relatedgenesin
CoIV plasmidsof E. cofl isolatedfrom blood andintestines,J, Clin, Microbio], 28: 742-746.

• FIJTMAN, N, L., BARRANDEGUY, E. M,, CORNAGLIA, E. M., SCHUDEL. A. A. 1987. Variationsand
persistencyof electropherotypesof bovine rotavirusfleid isolates.Arch. Virol. 96: 275-281.

• FINKELSTEIN, R. A., BURKS, M. E., ZUPAN, A., DALLAS, W. S.,JACOB, C. O., LUDWIG, D, 5. 1987a.
Antigenic determinantsof [hecholer/coli family of enterotoxins,Rey. Infect. Dis. 95: 490-502,

• FINKELSTEIN, R. A., BURKS,M. E,. ZUPAN, A., DALLAS, W. 5., JACOB, C. O,, LUDWIG. D, 5. 1987b.
Epitopesof ¡he cholerafamily of enterotoxins.Rey. Infect. Dis. 9S: 544-561.

• FIREUAMNIER, E. O,, MYERS, L. L. 1981. Camuvlobacterfetus subsp• jejuní: its possiblesignificance in
enteric diseaseof calvesand lambs. Am. 4. Vet. Res.42: 919-922.

• FLEWETI’, T. 11., WOODE. G. N. 1978. me rotavinise. Arch. ViroL 57: 1-23.

• POREYT.E. E. 1990.Coccidiosisandcryptosporidiosisin cheepandgoats.Adv. SheepandGoatMcd. 6: 655-
670.

• FRANCIS. D, H., AILEN, 5, D,, WHITTE, R. D. 1989. Influenceof bovineintestinalfluid on ¡he expression
of K99 pu by Esclierichiacali. Am. Y. Vct. Res. 50: 822-826.

• FRANTZ, 4. C,. ROBERISON, D, C. 1981, Inimunologica] properties of Esclierichia cali heat-stable
enterotoxins:developmentof a radioimmunoassayspecific for heat-stableenterotoxinswith suckling mouse
activity• lnttct. lmmun. 33: 193-198.

• FREDERICQ, P. 1964. Colicineset colicinogenic.Ann. lnst. Pasteur.107: 7-17.

• GAASTRA. W,, DE GRAAF, E, K, 1982.Host-specificfimbrial adbesinsof noninvasiveenterotoxigenicE.

cali stmins.Microbiol. Rey. 46: 129-161.

• GATES,N. L. 1977.Observationon lamb mortaiity atdic US SheepExperimentalStation.WestVet. 15: 5-7.

• GEARY, 5, 4., MARCHLEWICZ, B, A., FINKELSTEIN, R. A. 1982.Comparisonof lxeat-labileenterotoxins
from porcineandhumanstra’nsof Escherichiacali. Infect. Immun. 36: 215-220.

• GIANELLA, R. A., 1976. Suckling mousemodel for detectionof heat-s¡ableEsclierichiacoil enterotoxin:
characteristiesal [hemodel, lnfect. lininun, 14: 95-99.

• GIANELLA, R. A.. DRAKE, K. W•, LUTFRELL, M. 1981. Developmentof a radioimmunoassayfox

188



Bibliografía

Escherichiacali heat-stableenterotoxin:comparisonwitb [hesucklingmousebiaassay.Infect.Immun. 33: 186-
192,

• GILL, D. M., CLEMENTS, J. D,, ROBERTSON,D, C., FINKELSTEIN, R A. 1971. Subunit numberami
arragementin Esclierichiacali heaklabileenterotoxin.lnfect. lmmun.33: 677-682.

• GIILL, D. M., RICHARDSON, 5. H. 1980.Adenosinediphosphat-ribosylatianof adenylatecyclasecataiysed
by heal-labileenterotaxinof E. cali: comparisonwitb chaleratoxin. 4. Infect. Dis. 141: 64-70.

• GIRARDEAU, 4. P., DUBOURGUIER, 11. C.. CONTREPOIS, M. 1980. Attachment des E. coli
enteropa¡hogenesa la muquesemntestinale.Buil. Group. Tech.VEr. 80-4-3-190:49-49

• GIRARDEAU, Y. 2., da VARTANIAN, M., OLLIER, Y. L., CONTREPOIS,M. 1988.CS3lA, a new 1(88-
relaredfimbria] antigenon bovine cnrerotoxigenicandsepticaemicEscherichiacali simm. lnfect. linnun. 56

:

2180-2188.

• GLANTZ. P, J., KRADEL, D. C. 1967. Esclierichiacoli serogroups0115 isolamedfram animals: isaladonand
naturalcasesof disea.se.Am. 1? Vet. Res.28: 1891-1895,

• GLANTZ, P. Y., KRADEL, D. C., HOKANSON, 1. F. 1966. E, cali seragroup0115 isolaredfrom animals:
experimentalinfection of calves.Am. 4. Vet. Res.27: 1205-1209.

• GOLDSCH]MDT,M. C,, DUPONT,U. L. 1976.EnterapathogcnicE. cali, lackof correlatianof serotypewith
pathogenicity.4. lnfect. Dis. 133: 153-156.

• GOMEZ BAUTISTA, M., ORTEGA MORA. L. M., GASS, A., TRONCOSO,Y. M., ROYO VAZQUIEZ, E,
A. 1989. Epizooriologíade la criptosporidiosisen rumiantes(terneros,corderos y cabritos). VI Congreso
Nacionalde Parasitologíay 1 CongresoIbérico de Parasitología.Cáceres.4>. 253.

• GONZALEZ, E. A., BLANCO, Y. 1985a. Productian of cytotoxin VT in enteropathogenicand non-
entcropathogenicEsclierichiacali strainsof porcineorigin. FEMS Microbiol. Lett. 26: 127-130.

• GONZALEZ, E. A., BLANCO, .1, 1985b. Comparative study of inhibition of manosc-resistant
haemagglutinationcausedby CFA/I, CEA/Il, K88 and1(99-positiveE. cali strains.FEMS Micrabiol. Lea.29

:

115-121.

• GONZALEz, E. A., BLANCO. 4, 1985c.Comparisonbetweenenterataxicactivity andmethanolsolubility in
heat-stableenterotaxins.(STa andSTb fram E. cali of human,porcineand bovine origins. Sbl. Bakt. Hyg. A.
260:115-121.

• GONZALEZ, E, A., BLANCO, Y. 1987. Propiedadesde los E. cali causantesde diarreaen sereshumanos.E.
cali enterotoxigénicos(ECET), enmeroparógenas(ECEP) y enterainvasivos(ECED. Monografía u0 27 de la
Universidadde Santiagode Compostela.

• GONZALEZ, E. A., BLANCO, Y. 1989. Serotypesandantibiotic resistanceof veroroxigenic(VTEC) and
necrodzing(NTEC) E. cali strainsisolatedfrom calveswi¡h diarrhoea.1ZEMS Microbiol. Lett. 60: 3 1-36.

• GONZALEZ HIDALGO, E., RESPALDIZA CARDENOSA, E, 1987. Incidenciade la cryptosporidasisen
ovinos y caprinas.V CongresoNacional de Parasitología,Salamanca.pp. 393-394.

• GORBACH, 5, L.. KI{URANA, C. M. 1972. TaxigenieEsclieriehiacoll. A causeof infantile diarrheain
Chicago. NewEnglandJaurnalof Medicine.287: 791-795.

189



Bibliografía

• GOUET, P., CONTREPOIS, M., DUBOURGUIER, 11. C., RIOUS, Y., SCI{ERRER, R., LAPORTE, 4.,
VAUTHERST,3. F., COHEN,Y, LHARIDON, R. 1978.The experimentalproduccionof diarrboeain colastrum
deprivedaxenicandgnotoxeniccalveswith enterapathagenicE. cali, rotavirus, caronavirusmal in a combines
infectionof ratavirusandE. cali. Ann. Rech.Vem. 9: 433-440.

• GREEN,B. A., NEILL, R. 1., RUVECHAN, W. T,, HOLMES, R. K. 1983.Evidence¡bata new enterotoxin
of Escherichiacali eich activatesadenylatecyclasein eucarotictarget celís is not plasmid mediated,Infect.
fmmun. 41: 383-390.

• GREENBERG,11. B., SACK, D. A., RODRIGUEZ, W., SACK, R. B., WYAYf, R. G., KALICA, A, R..
HORSWOOD, R. L., CHANOCK, R. M., KAPIKIAN, A. Z. 1977. Microtiter salid-pliaseradioinnnunoassay
for detectionof Escherichiacali heat-labileenterotoxin.Infecí. linmun. 17: 541-545.

• GREGORY,D. W., CARDELLA, M, A., MYERS, L. IL. 1983. Lamb model in ¡he study of immunity to
enteropathogenicE. cali infections.Am. .1. Vet. Res.44: 2073-2077.

• GROSS,R. 3., SCOTLAND, 5. M.. ROWE,E. 1976.Enteratoxintesúngof E. cali causingepidemicinfantile
enteritis iii Llie U.K. Lancet. 1: 629-631.

• GUERRANT,R. L., BRUNTON, L. L., SCHNANITMAN, T. C., REBHUI’4, L. 1., GIILMAN, A. G. 1974.
Cyclic adenosinemonophosphateandalterationof Chinesehamserovary ccli morphalogy:a rapid, sensitive
in vitro assayfor ¡he enterotoxinsof Vibria caleraandEscherichicali. Infcct. linmun. 10: 320-327.

• GUERRANT,R. L., HUGHES, 4. M., CHANG, B,, ROHERTSON,D. C., MURAD, F. 1980.Activation of
intestinal guanylatecyclaseby heat-stableenterotoxinof Escherichiacali: studiesal tissuespecificity potential
receptorsand intennediates.Y. Infect. Dis. 142: 220-228.

• GUTINNE, P. A. M.. JANSEN, W. 11. 1979, Derection of enterotoxigenicityand attadhmentfactors in
Esclierichiacali scrainsof human,porcine, bovine origin: a comparacivestudy. Zbí. Sala.Hyg. Abt. Orig. A.
243: 245-257.

• GUINEE, P. A. M., VELDKAMP, J.. JANSEN,W. 11.1977.ImprovedMincamediumfar tite detectionof K99
antigen in calf enterotoxigenicstrainsof Escherichiacali. Infectianand Imimunity. 15: 676-678.

• GURWITH, M. 3., WISERMAN. D. A., CHOW, 4>. 1977. Clinical and laboratory assesmentof ¡he
pa¡hogenicityof serotypedenterapathogenicE. cali. Y. lnfect. Dis. 135: 736-743.

• GUYOT, G. 1908. Ueber dic bakterieileháemagglutinacion(balcterio-haema-agglutinatian).Zenmralblatt flir
BakteriologieParasitnkunde,lnfelctionskranklieitenund Hygiene. Abeilung Originale.47: 640-653.

• GUTH, B. E. C., PICKETT, C. L., TEDDY. E. M,. HOLMES, R. K., GOMES, T. A. T., LUvIA, A. A. M..
GRERRANT,R. L., FRANCO, EL D. G. B., TRABULSI, L, 1986a.Praductianof type 11 heat-labileentrotoxin
by Esclierichiacali isoiatedfram Toad andhumanfeces.Infect. taiman.54: 587-589.

GUTH, E. E. C., TWIDDY, E. M., TRABULSI, L. HOLMES, R. K. 1986b. Variatianin chemicalpraperties
andantigenicdcterminantsamongtype II heal-labileenterataxinsof Esciterichiacali, Infect, Immun. 54: 529-
536.

• HALE, T. L., SANSONETI’I, P. 4., SCHAD, 4>. A.. AUSTIN, 5., FORMAL, 5. B. 1983.Characterizatianof
virulenceplasmidsandplasnxid-associatedaula membraneproteinsin Shi2ellaflexneri, Shigella sonnei,and
Esciterichiacali. lnfect. limmun. 40: 340-350.

• HALL, G. A., CHANTER, N., BLAND, A. 2. 1988a.Comparisonin gnotobitotic pigs of lesionscausedby

190



Bibliografía

verotaxigenicandnon-veratoxigenieEsciterichiacali. Vet. Pathol. 25: 205-210.

• HALL, G. A., REYNOLDS,D. Y., CHANTER, N., MORGAN, Y. 11., PARSONS,K. R., DEBUEY, T. G..
BLAND, A. 4>., BR1DGER,J.C. 1985.Dysenterycausedby E. cali (S102-9)in calves:naturalandexperimental
discase.Va. Patitol. 22: 156-163.

• HALL, G. A., REYNOLDS,D. 4., PARSONS,K. R., BLANO, A. 4>., MORGAN, 4. 8. 1988b. Pathologyof
calveswith diarrhoeain southernBritain. Res. Va. Sci. 45: 240-250.

• HAMPSON, 0. 1, BETTLEHEIM, 4<, A., WrgTER, 4>. J., MARSHALL, R. HL. WILSON, Nf. W. 1986. A
comparisonof serotyping, BRENDA-typing and incompa¡abiliy grouping, and toxin testing of haemalytic
Esclicrichiacali isolatedfrom piglcts beforeandafter waning. New ZealandVet. 4. 34: 101-103.

• HANDL, C. RONNBREG,C.,NILSSON,B., OLSSON,E., .IONSSON,H., FLOCK, .1.1. 1988.Enzyme-linked
immunosorbentassayfor E. coli heat-stableenterataxinmype II. 4. Clin. Microbiol. 26: 1555-1556.

• 1-IAREL, J., FORGET. M., NGELEKA. M., JACQUES, Nf., FAIRBROTHER, 4, M. 1992. Isolation of
aditesive-defectiveTn phoA mutanmsof septicemicE, colí 0115:K-:2165.4. Gen. Microbiol. 138: 2337-2345.

• HARNET, N. M., GYLES, C. L. 1985. Linkage of genesfor heat-stableenteratoxin,drug resistance,1(99
antigen,and colicin in bovine andporcinestrainsof enterotoxigenicE. cali. Am. 4. Vet. Res.46: 428-433.

• HARRIS, Y. R., WACIvISMIJTH, 1. K., DAVIS, E. R., COHEN.M. IL. 1982.High-molecular-weightplasmid
correlateswith Esciterichiacali cnteroinvasiveness.lnfect. Injinun. 37: 1295-1298.

• HEAD, 5. C., PETRIC, Nf., RICHARDSON, 5. E., ROSCOE,M. E., KARMALI, Nf. A. 1988. Purification
andcharacterizationof Verocytotoxin2. FEMS Microbial. Lett. 51: 21 1-216.

• HEINE, 1., POHLENZ, 4. F. L., MOON, 11. W., WOODE, G. N. 1984. Enteric lesions and diarrheain
gnotobiotic calvesmoniinfectedwith Cryrnosuoridium species.4. Infect. Dis. 150: 768-775.

• l-IEYININGEN, 5., van.1974. Choleratoxin: interactionof subunitswith gansliosideGM1. Science183: 656-
657.

• HIRSH. D. C. 1985. Fimbriae: relation of intestinal bacteriaandvimíencein animals.Ad. Vct. Sci. Comp.
Mcd. 29: 207-238.

• HOLLANO, E. R. 1990. Sorneinfectius causesof diarrhoeain yonng farin animals, Clinical Microbiology
Reviews.3: 345-375.

• HALLDAY, R., WILLIAMS, M. R. 1976. Passiveimmunity in ¡he lamb. Effects of a secandfeed of
colostrumon antibadyfi-orn dic flrsr feed. Res.Vol. Sci. 21: 173-175

• HONDA. T., TSUJI, T,, TAKEDA, Y,, MIWATANI, T. 1981. Immunological nonidentiy of hcat-labile
enmeromoxinsfrorn human andporcinoenteropa¡bogenicEscbericbiacali. Infeol. Immun. 34: 337-340.

• HOHMANN, A., WILSON M. R. 1975.Adherenceof enteropathagenicEscherichiacolitointestinaiepithelium
in vivo. Infect. Immun. 12: 866-880.

• HOLGREM,4. 1985.Toxinsaffecting intestinaltransponprocesses.Tite Virulenceof E. cali. Ed.M. Sussman.

• HOLGREM, .1., SVENNERHOLM, A. M. 1973.Enzyme-linkediminunasorbentassaysfor chaleraseralogy.
Infect. Immun. 7: 759-763.

191



Bibliografía

• HOLMES, R. 4<., TWIIDDY, E. M., PICKET, C. L. 1986.Purificatianandcharacterizationof type II heat-labile
enmerotoxinof Esciterichiacali. Infect. lmmun. 53: 464-473.

• HOLLAND, R. E. 1990. Sorneinfectiuscausesof diarrheain young fannanimals.Clin. Microhial, Rey. 2:
345-375.

• HONDA, T., ARITA, M., MTWATANI, T. 1984. Characterizationof new hydrophobic pili of human
enterotoxigenicL..sQii: a possiblenew colonizamianfactor. Infect. linmun. 43: 959-965

• HONDA. T., SAMAKOSES, R., SORNCHAI, C., TAKEDA, Y., MIWATANI, 1. 1983. Detectionby a
staphylococcalsoagglutinationtestof hcat-labileenterotoxin-producingenterataxigenicEscherichiacali. J. Clin.
Microbiol. 17: 592-595.

• HOPKINS, E. M., DEAN, D. F., GREEN, W. 1984. Failure of passivetranfer in calves:comparisanof fleid
diagnosúcmethods.Mad. Vet. Pract. 65: 625-628.

• ROlASE, 1. A. 1978. [Economicimpac¡of ratavirusami omiter neonataldiseaseagentsof animais.J. Am. Vet.
Mcd. Assoc.173: 573-576.

• HUGHiES.IL. E., l-IEATH, G. B. 5., BARR, M. 1962.Diseasesassociatedwith E. coli in lambs. Vet. Rec. 74

:

350-351

• [RARA, T., SAMIEJIMA, HT., KUWAHAR, H., TMIMA, Nf. 1983. Isalationof new serotypesof bovine
rotavirus. Mcli. Virol. 78: 145-150.

• IINGLIS. Ji 5. 5. 1960. The relationshipof husbandryta calf scaurs:a review.Vet. Rec. 72: 1174-1177.

IP, 5. Nf., CRICHTON, 4>. B., OLD, D. C,, DUGUID,4.4>. 1981.Mannose-resistantandelutinghaemaglutining
and fimbriae in E. ccii. Y. Med. Microbio!. 14: 223-226.

• IRITANI. B., INZANA, 7. 4. 1988. Evaluation of a rapid tube assay for presumptiveidentification of
Escherichiacoli fram Veterinary Speciirnens.Jaumalof Clinical Microbialogy.26: 564-566.

• ISAACSON, R. E. 1977. 1(99 surfaceantigenof Escúcricitíacotí: purilication andpartía] characterization.
Infect. Irnmun. 15: 272-279.

• ISAACSON. R. E., MOON, H. W., SCHNEDER,R. A. 1978.Distributian andvirnience of E. cali in [he
small mntesunesof calveswitb ancA without diarrhoea.Am. Y. Vet. Res. 39: 1750-1755,

• ISAACSON, R. E.. TICHTER. 4>. 1981. E. coli-987P pilus: purification and pardal characterization.4.
Sacíeriol. 146: 784-789.

• 170, T.. KLJEAHAR, 5., YOKOTA, 7. 1983. Au¡oma¡icandmanuallatex agglutination¡estafor measurement
of cholera toxina andheat-labileenterotoxinof Escherichiacali. Y. Clin. Microbiol, 17: 7-12.

• JACKSON, Nf. 4>,, NEILL, R. 3., O’BRIEN, A. D., HOLMES, R. 4<., NEWLAND, 4. W. 1987. Nucleotide
sequenceanalysisandcomparisonof ¡be structuralgenefor Shiga-Iiketaxin 1 andShiga-liketoxin II encoded
by bacreriapitagesfram Eseberictiacali 922J. FEMS Microbiol. Len. 44: 109-114.

• JACKSON, Nf, 4>,, NEWLAND, 4, W., HOLMES, R. 4<., O’BRIEN, A. D. l9S7bis. Nucleotidesequence
analysis ancA comparisonof te siructural gene for Shiga-like toxin 1 and Shiga-like taxin II encodedby
bactcriophagesfrom Esclierichiacali. Microb. Patitogenesis.2:147-153.

192



Bibliografía

• JAYAPPA, H. G., GOODNOW, R. A., GEARY, 5. 4. 1985. Role of E, cali type A pilus in colonizationof
porcineileum ancAits protectivenaaireas a vaccineantígenin controliingcolibaciliasis.lnfect. irnmun. 48: 350-
354.

• IONES, G. W., RUTTER, Y. M. 1974. Tite associaiionnof K88 antigenwirh haemagglutinatingactivity in
porcinestrains of Eseherichiacali. Journalof GeneralMicrobio]ogy. 84: 135-144.

• JONGSON,W. M., LIOR. 11, 1987. Responseof ChineseHamsterOvarycelis to a cytolethaldistendingtoxin
(CLDT) of E. cali andpossiblemissinterpretationas heat-labileenterotoxin.FEMS Microbiol. Lett. 43: 19-23,

• JONGSON.W. M., LIOR, 11. 1988.A new heat-labile cytalethaldistendingtoxin (CLDT) producedby E. cali
isolated from clinical material. Micrabial. Pa¡hog.1:103-113.

• JONHSON, W. M., LIOR, H., BEZANSOM, G. 5. 1983. Cytotaxic E, cali 0157:H7 associatedwimh
hemorraghiccolitis in Canada.Lancet.1: 76.

• KARCH. E., HEESEMAN, Y., LAUES, R., O’BRIEN, A. D., TACKET, C. O., LEVINE, M. Nf. 1987 . A
plasmidof enterohemorraghicE. cali 0157:147 is required for expresionof a new fimbrial antigen ancA for
aditesionto epitelial cdus. Infect. immun. 55: 455-461.

• KARMALI, Nf. A. 1989. Infection by Vcrocytotaxin-producingE. coli. Clin. Microbial. Rey,2:15-38

.

• KARMALI, Nf. A., PETRIC,Nf., LIM, C.,CI-IEUNG, R., ARBUS, G. 5. 1985. Sensitivemembodfor detecting
low numbersof verotoxin-praducingEscliericixiacali in mixed culturesby useof colony sweepsancA polymyxin
extractionof verotaxin. Jaumalof Clinical Microbiology. 22: 614-619.

• KARMALI, Nf. A., PETRIC, M., LIM, C., FLEMING, P. C., ARBUS, G. 5., LIOR. H. l9SSbis. The
associatíonbetweenídiapathicitemolytícurcmicsyndromeandinfection by verotaxin-praducingEsciterichíacoli

.

1. Infect. fis. 151: 775-782.

• KARMALI, Nf. A., STEELE,B, T., PETRIC,Nf., LIM, C. 1983.Sporadiccasesof hemolytic uremicsyndrome
associacedwith fecal cytotoxin ami cytotaxin-producingEschericbiacoli. Lancec. i: 619-620.

• KASHIWAZAKI, M,, OGAWA, T., ISAYAME, Y, AKAJKE, Y., TAMURA, 4<. SAKAZAKL R, 1980.
Detectionof Vero cytotoxic strains of Esciterichiacali isalated from diseasedanimais. National lns, Anim.
Health Quanerly.20: 116-117.

• 4<ASHIWAZAKI, M., OGAWA, T., NAKAMLTRA. 4<., ISAYAME, T. TAMURA, 4<. SAKAZAKI, R~ 1981.
Verocytotaxin producedby Escherichiacali strins of animal origin. National Institute of Animal Health
Quarterly.21: 68-72.

• KATER, .1. C., DAVIS, E. A., HAUGHEY, 4<. 0., ¡IARTLEY. W. 1. 1963. E. col! infection iii lambs. New
ZealandVeis j. II: 32-38.

• KAUFFMAN, E, 1947.The serologyof tite cali group..1. laimunal. 57: 71-100.

• KENNAN, R. M., MONCKTON, R. 4>. 1990, Aditesive ñmbriaeassociatedwith porcine enterotoxigenic
Escherichiacali of ¡he 0141 serotype.1. Clin. Microbiol, 28: 2006-2011.

• KIMBERLING, C. V, 1988. ‘Diseasesof nursing lambs’. En: JensenandSwift’s diseasedof sheep.Leaand
Febiger, Philadelphia,Pp. 73-124.

• KLEMIvI, P. 1985.Fimbria] adbesinsof Escberichiacali. Rey. Infect. Dis. 7: 321-340.

193



Bibliografía

• KONOWALCHUCK, 4., SPEIRS,4. 4., STAVRIC, 5. 1977. Vero responseto a cytatoxin of EsciteuichiacoIl

.

Infeebonand Irnmunity. 18. 775-779.

• KORTH, 3. 4., SCHNEIDER, R. A., MOSELEY, 5. L. 1991. An F41-K8&xelatedgeneticdetenninantof
bovine septicemicEscitericitiacali mediatesexpressianof CS31A f¡mbriae ancA aditerenceto epititelial ceis.
Infect. Iinmun. 59: 2333-2340.

• LAEMMLI, U. K. 1970. Cleavageof StructuralProteinsduring tite Assembly of [heHeadof Bacteriopitage
T4. Nature.277: 680.

• LARJVIERE, 5,, LALLIER. R., MORIN, M. 1979, Evajuation of varius metitods for te demection of
enteropaWogenicE. cali in diarrhoeiccalves. Am. 1. Vet. Res.40: 130-134.

• LAUX, D. C., McSWEEGAN, E. E., WILLIAMS, T. Y., WADOLKOWSKI, E. A., COHEN, 4>. 5. 1986.
Identificationandcharacterizationof mausesmall intestinemucosa!recpetorsfor E. coli K-12 (4<88 ab). Infect.
1¡mnun, 52: 18-25.

• LEE, C. H., MOSELEY, 5. IL., MOON, U. W., WHIPP, 5. C., GYLES,C. L., SO, M. 1983. Characteñzation
of tite geneencodingheat-stabletoxin II ancA preliminary molecularepidemiologicalstudiesof enterotoxigenic
E. cali heat-smabletoxin II praducers.Infect. linmun. 42: 264-268.

• LEVINE, M. Nf. 1987.Esciterichiacali ¡bat causediarritea:enterotoxigenic,esterapathogenic,enteroinvasive,
enterobemorrhagic,ancA enteroadherent.4. Infect. fis. 155: 377-389.

• LEVINE, Nf. Nf., BERGWIJIST,E. Y.. NALIN, D. R., WAThRMAN, E. 14., HORNICK, R. B., YOIJNG, C.
R., SCOTMAN, 5,, ROWE,B. 1978. E. cali strains¡batcausesdianhocabutdo nauproduceheat-labileor heat-
Mable entcrotaxinsandare non-invasive.Lancet.1: 1119-1122.

• LEVINE. M, Nf., EDELMAN, R. 1984. EnterapamihogenieE. coli of classicserotypesassaciatedwith infant
diarrhea:epidemiolagyandpailiagenesis.Epidemial.Rey. 6:31-51

.

• LEVINE, M. M., WU. Y., KAPER, 4. B., LIOR, 14., PRADO, V., TALIL, B., NATARO, Y., KARCH, H.
WACHSMUTH. 1. 4<. 1987. A DNA grabeto identify en¡erahemorrhagicEsciterichiacali of 0157:117ancA otiter
serotypestitat causehemorrbagiccolitis andhemolutieuremic syndrome.Y, lnfect. Dis. 156: 175-182.

• LEVINE, Nf, Nf., KAPER, 4. B.. BLACK, R. E., CLEMENTS, Nf. L. 1983,New knowledgeon pamitogenesis
of bacteria!enteric infectionsas applied¡a vacine development.Microbial. Rey. 47: 5 10-550.

• LEVINE, Nf. M., RENNELS, Nf. B., fAYA, V., HUGHES, T. 4>. 1980.Hemagglutinationandcalonization
factors in cnterotoxigenicandentcropatbogenicE. cotí ¡bat causediarrhea..1. lnfect. Dis. 141: 733-737,

• LEVINE. M. Nf., RISTAINO, 2,. MARLEY, U., SMYTH, C., KNLTrON, 5., BOEDEKER,E., BLACK. R.,
YOUNG, C., CLEMENTS, M. IL., CI{ENEY, C., PATNAIK, It 1984. Cali surfaceantigen 1 ancA 3 of
colonization factorantigenIl-pasitive enteratoxigenicE. cali: morpbolagy,purificatian,and immuneresponse
in humans.lnfect. lmmun, 44: 409-420,

• LINGOOD, C. A., LAW, 11., RICHAROSON, 5. E., PETRIIC, M., BRUNTON, Y. L., GRANDIS, 5.,
KARMALI, Nf. 1987. Glycalipid binding of natural andrecombinantEsciterichiacali producedBerotoxin in-
vftro. Y, Biol. CUero. 262: 8834-8839.

LIINTERMANS, 4>, E., 4>01W, 2., BERTELS,A., CHARLIER, G., VANDEKERCKHOVE, Y., VAN DAMME.
Y., SCHO(JP, 1., SCJ{LICKER, C., KORHONEN. T., de GREEVE, 11., VAN MONTAGU, M. 1988.
CitaracterizationancA purification of tite F17 adhesinof ¡te surfaceof bovine enteropa¡hagenicancA septicemic

194



Bibliografía

E. cali. Am. 4, Vet. Res.49: 1794-1799.

LOCKWOOD,D. E., ROBERTSON,D, C. 1984.Develapmentof a campetitiveenzymelinked immunasorbent
assay(ELISA) for E. cali heat-stableenterotoxin(STa). 4. Immunol. Med. 75: 295-307.

• LOOSMORE, R. M. 1964, Symposiumon calf diseases:epidemiology. Vet. Rec. 76: 1335-1348.

• LOPEZ-ALVAREZ, Y,, GYLES, C. L. 1980,Ocurrenceof ¡he Vir plasmidamonganimal andhumanstrains
of invasiveE. cali. Am. Y. Vet. Res.41: 769-774.

• MAINIL, 4, G., MOSELEY, 5. L., SCHNEIDER, R. A., SUTCH, 4<., CASEY, T. A., MOON, 11. W. 1986.
Hybridizationof bovine e. cali isalateswi¡t genegrabesfor faur enterataxins(STaP,STaH, STb, LT) an one
adbesionfactor (4<99). Am. 4. Va. Res.47: 1145-1148.

• MAINIL. 4, G.. BEX, E., JACQLJEMIN, E., POIIL, 4>., COUTERIE, Nf., RAECKENBEECK, A. 1990
Prevalenceof faurenterotoxin(STa?,STaH,SR,andLT)andfonradbesinssubunil(4<99,4<88,9872,ancA F41)
genesamongE. coli isolatesfrom cattle. Am, 4. Vet. Res. 51: 187-190.

• MAINE, .1. G., DUCHESNES.C. 4., WHIPP, 5. C., MARQUES,L. R. Nf., O’BRIEN, A. D.. CASEY, T. A.,
MOON, 11. W. 1981, Sitiga-like toxin productionancA attacitingeffacing acmivity of E. cali associatedwi¡b calf
diarrhea.Am. Y. Vet. Res.48: 743-748.

• MARQUES, L. R. Nf., MOORE. Nf. A., WELLS, 4. G., WACHSMUTH, 1. 4<., O’BRIEN, A. D. 1986.
Praducrionof Shiga-likc toxin by E. cali. Y. Infect. Dis. 154: 338-341.

• MARQUES, IL. R. M., PEIRIS,1. 5. M., CRYZ, 5. 1., O’BRIEN, A. 0. 1987.E. cali strainsisolatedfrom pigs
witb edemadiseaseproducea variant of Shiga-like toxine II. FEMS Micrabiol. Lett. 44: 33-38.

• MARSH. 11., TUNNICLIFE, E. A. 1938.Dyscnrry of newbornlainbs,Buil, Mantit. Agr. Exp. 683-684.

• MARTEL, J. L,, CONTREPOIS,M., DUHOURGUIER,H. C., GIRARDEAU, 4. 4>,, GOLIET, 4>., BORDAS,
C., HAYERS, F,, QUILLERIET-ELIEZ, A., RAMISSE, Y., SENDRAL, R. 1981. Fréquencede I’antiéne 1(99
et antibiorésistancechezE. coli dorígine bovine en France.Ann. Recn. Vet. 12: 253-257.

• MASON. R. W., MARTLEY, W, .7., TILT, IL. 1981, Intestinalcrypíosporidiosisin a kid goat.AnsI. Ver. 1. 57

:

3 86-388.

• MATOVELO, 1. A., LANDSVEK, T.. AMAYA POSADA, 0. 1984. Cryptosporidosísin ranzaniangoar
kid_scanningancA transmissionelectranmicroscopicabservations.Acta Ver. Scand.25: 322-326.

• MIEBUS, C. A., URDERDAHL. RN R., RHODES,M. D., TWIEHAUS, Nf. 4., 1969. Cail diarrhea(scours):
reproducedwirh a virus from a fleId outbread.Univ. Nebr. Res. Buil. 233: 2-15.

• McCONNELL, Nf. Nf., CHART, PL, REILO, A. Nf.. HIBBERD, M., ROWE, B, 1989. Characterizationof a
putativecolonization factor (PCF0166=of enrerotoxigenicE. cali of seragroup0166. Y. Gen. Microbial. 135

:

1135-1 14.

• McCONNELL, M. M., SMITH, 11. R., WILLSHAW, G. A., FIELD, A. Nf. andROWE, B. 1981. Plasmids
coding far CalonizatianFactor Antigen 1 ancA heat-stableenrerotaxinproductionisolatesfrom enterotoxigenic
E.cali: Camparisonof ¡beir properties.Infection ancA immunity. 32: 927-936.

• McCONNELL, M. M., THOMAS, L. V., DAY, N. P,, ROWE,B, 1985.Enzymelinkedimmunasarbentassay
for ¡be detecrianof aditesianfactor antigensof enteratoxigenic E. cali. 1. Infect. Dis. 152: 1120-1127.

195



Bibliografía

• McLEOD, U. L., GYLES, C. L. 1990.Purification andcharacterizatianof anEscherichiacali Sitiga-Iiketoxin
[1variant. Infect. Inmiun. 58: 1231-1239.

• McNtJLTY, Nf. 5., ALLAN, G. M., PEARSON,O. R.. MIcEERRAN, J. B., CURRAN, W. L., McCRACKEN,
R. M. 1976. Ravirus-likeagent(ratavirusfrom Iamb. Infect. Inunun. 14: 1332-1338.

• McNULTY, Nf. S., LOGAN, E. E. 1983. Longitudinalsurvey of rotavirusinfection in calves.Vet. Rec. 113

:

3 33-335,

• MEBUS. C• A., WYATI’, R. G., KAPIXIAN, A, Z. 1977. Intestinal lesionsinducediii gnotobioriccalveshy
tite virus of humaninfantile gastroentreritis.Vet. Pathal. 14: 273-282

• MELTEN, D. F., VAN KRUININGUEN, 1-1. Y., LEN, D. 1-1. 1974. Cryptosporidosisin a calÉ 3. Am. Vet.
Med. Ass. 165: 914-917.

• MOHAMMAD, A., PEIRIS, 4.5. M., WIJEWANTA, E. A., MAHALINGAM, 5,, GUNASEKARA, G. 1985.
Role of verocytotoxigenicEscliericitiacali in cattleandbuffalo calf diarrhoea,FEMS Micobial. Lett, 26: 281-
283.

• MOHAMMAD, A., PEIRIS, Y• 5. Nf., WIJEWANTA, E. A. 1986. Serotypesof verocytotoxigenicE. cali
isalatedfrom cattleancA buffalo calf diarritaes.FEMS Microbial. Letí, 35: 261-265.

• MOOI, E, R., de GRAAF, E. 4<, 1979. Isalation andcharacmerizatonof4<88 anmigens.FEMS Micrabiol. Lett.
5:17-20

MOON, 11 W 1978.Mechanismin [hepatitogenesisof diarrhaea:A review. 1. Am. Vet. Med. Ass. 172: 443-
448.

MOON, 11 W. 1990. Colanizationfactor antigensof enterataxigenieE. cali iii arúmals.Current topics in
Microb¡ology and Irnmunolagy. 151: 147-165.

• MOON, U. W., ISAACSON, R. E., POHLENZ, Y. 1979.Mechanismsof associationof enterapa¡bogenicE
coil with intestinalepithelium. Am. Y. Vel. MecA. Assoc. 172: 119-127.

• MOON. 11. W., NAGY, E., ISAACSON, R. E.. ORS4<OV, 1. 1977, Occurrenceof 4<99 antigenon E, cali
isolatedtrom pigs ancA colanizationof pig ileum by 1(99 enterataxigenicE. cali from calvesancA pigs. lnfect.
Iminun. 15: 614-620.

• MOON, U. W,, McCLURKIN, A. W.. [SAACSON,R. E., POHLENZ, 3., SKARTVEDT, 5. M., GILLE?ITE,
K• O., BAETS. A. L, 1978.Pa¡hogenicrelationshipof romavirus, Esciterichiacali. ancA o¡ber agentsin mixed
infections in calves,3. Am. Vet. Med. Assac.173: 577-583,

• MOON. 14. W,, \VHIPP, 5. C., ENGSTROM. G. W., BAETZ, A. L. 1970, Responseof ¡be rabbit ileal loop
to ceU-frceproductsfrom Esciterichiacali enteropathagenicfar xwine. J. mfcci. Dis. 121: 182-187,

• MOON, U. W., WHIPP, 5. C., S4<ARTVEDT, 5, MI. 1976.Etialagicdiagnosisof diarriteal diseaseof calves:
frecuencyancA roetitodsfor detectingenterotoxinancA ¡<99 antigenpraductionby Escherichiacali. Am. 3. Vet.
Res. 37: 1025-1029.

• MORIN, Nf. 5., LAR!VIERE, S., LALLIER, R. 1976. Pa¡hologicalancA microbiologicalobservatiansmadeon
spontaneuscasesof acute neonatalcalf diarritea.Can.4. Comp. Nfed. 40: 228-240.

• MORRIS, 3. A., CHANTER, N., SHERWOOD, D. 1987. OccurrenceancA praperties of EX’ (Att-25Y

196



Bibliografía

Escherichiacali assaciatedwith diarrhocsin calves.Ver. Ree. 121: 189-1991.

• MORRIS,4. A., SOYKA, W. Y. 1985. E. cali as a pa¡togenin animals.En Tite Vimíenceof E, cali. Ed. Nf.
Sussman.Society for Gen. Mierobiol. Academic4>ress.

• MORRIS, 4. A., SOJKA, W. 4., READY, R. A. 1985 bis. Seralagicalcomparisonof dic Escherichiacali
prototypesmrainsfor ¡he F(Y) ancA Att-25 adhesinsimplicatedin neanataldiarrhoeain calves.Res. Vet. Sci. 38:
246-247.

• MORRIS,Y, A.. STEVENS, A. E., SOJ4<A,W. 1. 1977.Preliminarycharacterizationof celí-free1(99 antigen
isolated frorn Eseherichiacali B41. Y. Gen. Micrabiol. 99: 353-357.

• MORRIS, 4. A., STEVENS, A. E., SOJ1(A, W. 4. 1978. Isoelectricpoint of ceIl-free 4<99 antigencxhibiting
itemaggluúnaringproperties.Infcct. Inunun. 19: 1097-1098.

• MORRIS,4. A., STEVENS,A. E,, SOJKA. W. 1, 1978bis.Anianicandcationiecompanentsof tite 4<99surface
antigen from Escitericitiacali B41. 4, Gen. Microbiol. 107: 173-175.

• MORRIS,4. A., THORNS, C, Y.. BOARER, C. 1985.Evaluationof a monoclonalantibodyto tite 1(99 timbrial
aditesinpraducedby Esciterichiacoli enterotaxigenicfor calves, larnbs andpiglcts. Res. Vet. Sci. 39: 75-79.

• MORRIS, .1. A,, THORNS,C., SCOTT, A. C•, 501RA, W, 4., WELL, G. A. 1982. Aditesion in vitro ancA in
vivo associatedwi¡b an adbesiveantigen(F41) praducedby K99-mutanrof ¡he referencestrain E. cali B41.
lnfect. linmun. 36: 1146-1153,

• MORRIS.J. A., THORNS,C, Y. 501RA, W. 4. 1980.Evidencefar twa aditesiveantigenson dic 4<99 reference
strain E. cali B41. Y• Gen. Microbiol. 118: 107-113

• MORRIS, 1. A., THORNS, C. J., WELLS, G. A. H., SCOTT, A. C., 501RA, W. 1. 1983. Tite Productionof
F41 firnbriae by pigletsstrainsof enrerotoxigenieEsclierichiacali diat lack4<88, 4<99and9874>fimbriae.Jaumal
of GeneralMicrobiology. 129: 2753-2759.

• MORRIS, 4. A., WELLS, G. A.. SCOTT, A. C., SOJ4<A, W, Y. 1983b. Calanizationof ¡be small inrestineof
Iambsby cnmerotaxigenicE. cali producingSIl fimbriae. Vet. Rcc. 113: 471.

• MORRIS,4. A., WRAY,C., SOYKA, W. .1. 1980b. Passiveprotectionof lambsagainstentropathogenicE. cali:
roleof antibodiesin serumancA colasinunof dams,vaccinatedwidi 4<99antigen.4. Mcd. Microbial. 13: 265-271.

• MOSELEY, 5. L., SAMADPOLTR-MOTALEBI. M., EAL1(OW, 5. 1983.Plasmid associationandnucleotide
sequencerelamionshipsof two genesencodinggeat-stableenmerotoxinproductionin Escitericitiacali 1110407.Y.
Bacteriol. 156: 441-443.

• MOSELEY, 5, L., DOUGAN, G., SCHNEII3ER.R. A., MOON, H.W. 1986.Claning of citromosamalDNA
encodingdie F41 adhesinof enrerotoxigenicEschcrichiacaliancAgenerichornolybetwccnadbesinsF4lancA4<88.
4, Bacteriol, 167: 799-804.

• MOSELEY, 5. L., GARDY,4, W., HUQ, M. 1., ECHEVARRIA, P., FALKOW, 5. 1983bis. Isolation ancA
nucleotidesequencecAetnninationof ageneencodingaheat-stableenterotoxinof Escitericitiacali.Infect. Imnun.
39: 1167-1174.

MOSS,4., GARRISON,5., HSI{MAN, 4>, H., RICHARDSON,5. 14. 1979.Gangliosidessensitizeunresponsive
tibroblast ro E. cali beat-labileenterotaxin.4. Clin. Invest. 64: 381-384.

197



Bibliografía

• MOSS, Y., RICEAROSON, 5. 11. 1978. Actívation of adenylatecyclaseby heat-labile Escherichiacali
enterotoxin.Evidencefar ADP-ribosybransferaseactiviy similar ta ¡bat of choleragen.Y. Clin. Invest. 62: 281-
285.

• MOXLEY, R. A., FRANCIS,D. 11. 1986.Naturalandexperimentalinfectianwitb an attachingancA effacing
s¡rainof E. cali in calve. Infect. Immun. 53: 339-346.

• MULLANY, P., FIELO, A. M., McCONNELL, M. M., SCOTLAND, 5. Nf., SMITH, 11. R., ROWE,B. 1983.
Expressionof plasrnidscoding for colonizationfactorantigenII (CEA/Il) andenteratoxinproductionin E. cali.
4. Gen. Micrabial. 129: 3591-3601.

• MLINOZ, M. 1992.Sabrela etiología,la epidemiologíay la clínicade las gastroenteritisneonatalesenovinos
y caprinos.TesisDoctoral.Universidadde León.

• MYERS, L. L. 1976. Vacination of cows witb an E. cali bacterínfor preventionof naturally occurring
diarrhocaldiseasein ¡beir calves,Am. 4. Vet. Res. 37: 831-834.

• MYERS, IL. L., GIREHAMMER, E. D., BORDER, Nf. Nf., SHOOP,O. S. 1984. Prevalenceof enteric
pathogensin ¡be fecesof healdiybeef calve. Am. 4. Vet. Res.45: 1544-1548.

• MYERS, L. L., GUINEE, 4>. A. Nf. 1976. Occurrenceandcharacteiisticsof enterataxigenicE. cali idolated
from calveswith diarrhoea.Infect. lmmun. 13: 1117-1119.

• MYERS. L. E., NEWMAN, E. 5., WILSON, R. A., CATEIN, Y. E. 1973. Passiveirnmunizabonof calves
againstexperimentallyinducedenteriecalibacillasisby vaccinationof dams.Am. Y. Vet. Res. 34: 29-33.

• MYERS, L. L., SHOOP, 0. 5. 1987. Antigenic characteristicsof cnterotaxigenicandnon cnterotoxigenic
isolatesof Bacteroidesfraaiis. Am. 4. Vet. Res.48: 643-645.

NAGY, B., BOZSO, Nf., PALFI, V., NAGY, Gy., SAHIBY, Nf. A. 1984.Studieson cryptosparidialinfection
of goatskids. Les maladiesde la chevre,Niort (France)INRA publi., PP. 443-351.

• NAGY, B,, MOON, 14. W., ISAACSON,R. E. 1976.Colonizationof porcineintestineby Eschericlxiacoli:ileal
colonizabanaud adflesianby pig enterapatbogensmhat lack K88 anrigenandby sorneacapsularmumants.Infect.
laimun. 13: 1214-1220.

• NAGY. B., MOON, 11. W., ISAACSON, R. E. 1977.Colonizationof porcineintestineby enterataxigenicE

.

cali: selectionof piliared forms in vivo. aditesianof piliated farmsto epi¡telial celis in vitro, ancA incidenceof
a pilus antigenamong porcineenteropathogenicE. cali. Infect. limní¡un. 16: 344-352.

• NAGY, B., MOON, G. W., ISAACSON, R. E., TO, C. C., BRINTON, C. C. 1978. Immunízationof suciing
pigs againstentrotoxigenicE. cali infection by vaccinatingdamswidi purifiedpili. Infect. lrnmun, 21: 269-274.

• NAGY, B.. NAGY, G., PALE!, V., BOZSO, M, 1983.Occurrenceof Cryptosporidios,rotaviruses,coronavirus-
like particlesancA 4<99 E. cali in goat kids and lambs. Proc. IJIrcA Int. Symp. Warld Assoc.Vet. Lab. Diagn.
Ames, Iowa, USA. PP. 525-531.

• NAGY, B., PALFI, W., NAGY, G., HAITOS, E., MERENYI. L. 1987. Infectiausgastrointestinaldiseasesof
yaung goats.Proc. IV¡b lnt. Conf. on Goats.Brasilia, Brasil. Pp. 373-388.

• NATARO, 1. 4>., SCALETSKY, 1. C. A., KAPER, 4. B., LEVINE, Nf. M., TRABULSI. L. R. 1985.plasmid-
mediatedfactor conferingdifusseandlocalizedadberenceof enterapatitagenicE. cali. Infect. Iimmun. 48: 378-
383.

198



Bibliografía

NCCLS, Natianal Committe far Cínica! Laboratary standars. 1990. Mediods far dilution antimicrobial
susceptibilitytestfar bacteriatehatgrow aerobically. AprovedStandardno. M7-A2. Villanova, Pa.

• NETER, E., WESTPHAL,O., LI3DERITZ, O., NEEDELE, M. E. 1955. Demostratianof anmibadiesagainst
cnteropa¡bogenicEsciterichiacali in seraof childrenof varius ages. Pediatrica,16: 801-808.

• NEWMAN, F. 5., MYERS, L, IL.. FIREHAMMER, B. D., CATILIN, 4. E. 1973. Preventianof experimentally
inducedentcric colibacillosis in newborncalves. lnfect. Inmuin. 8: 540-543.

• NGELEKA. M., JACQUE,Nf., MARTINEAD-DOIZE, B., DA/OLE, E., HASEL, 4., FAIRBROTHER,.1, M.
1993,Patitogenicityof anE. cali 0415:KV165’ mutantnegativefor 11165, fimbriaeiii septicemiaof gnatabiotic
pigs. lnfect. laimun, 61: 836-843.

• NORCROSS,N. L. 1982. SecretionancA camposimianof calostrumancA milk. 4. Am. Vet. Mcd. Assoc, 181

:

1057-1060.

• NOWIKI, 3., LABIGNE, A., BOSELEY, 5.. HULIL, R., HULL, 5., MOULDS, 4. 1990.TheDr hemagglutinin,
afunbrial adbesinsAFA-I andAPA-II! andF1845 firnbriae of uropadiogenicand diarrhea-associatedE. cali
belong to a famuly of hemagglutininswitb Dr receptarrecognimion.58: 279-281.

• O’BRIEN, A. O., HOLMES, R. 4<. 1987. SíxigaancA Shiga-lilce toxias, Microbiol. Rey. 51: 206-220.

• O’BRIEN, A, O., La VECK, G. 0. 1983.Purification ancA characterizationof a Sitigelladysentiriae1-hIcetaxin
producedby Eseherichiacali. Infect. Immun. 30: 170-179.

• O’BRIEN, A, D., La VECK, G. D., THOMPSON, Nf. R., FORMAL 5. 3. 1982. Productianof Shigella
dvsenmeriaetype 1-lite cytatoxin by E. cali. Y. lnfect. Dis. 146: 763-769,

• ODA, 5,. SATOH,H., SUGAWARA, T•, MATSUNAGA, N., KIJHARA, T,, 4<ATOH,4<., SHOYI, Y,, NIHEL,
A,, OHTA,M., SASAKI, Y. 1989, fnsulin-like growth factor-1, GH, insulin and glucagoncancentratiansin
bovine colosmrumandin plasmaof dairy cowsandneonatalcalvesaroundpanurition.Comp.Biochem.Pitusial.
94a: 805-808.

• ORERMAN. IL. 1987. Enreric infecmious causedby non-enterotoxigenicE. cali in anímais:occurrenceancA
pa¡hogenicitymecitanisms.A revicw. Veterinary Microbiology.11:3346.

• ORSKOV,1., ORS4<OV,E. 1977.SpecialO:K:H serotypesamongenterataxigenicE. cali s¡rains from diarritea
in adultsand citildren. Occurrenceof ¡be CF (colonizationfactor)antigenancA of hemagglutinatinabilities. Mcd.
Nficrobiol. linnunol. 163: 99-110,

• ORSKOV, 1,, ORSKOV, E., JANN, B., JANN, 4<. 1977bis. Serology, citemistry ancA genetiesof O and 4<
antigensof Esciterichiacali. BacteriologicalRevíews.41: 667-610

• ORSKOV. 4., ORSKOV, F., SMITH, U. W., 501RA, W. 1. 1975. Tite establislunentof K99, a rhennolabile,
transmissibleEsciterichiacali K antigenpreviouslycalled “Kco’, possessedby calfand lamb enterapa¡tagenic
strains.Acta Patbologicaet Microbiologica Scandinavica.383: 31-36.

• ORSKOV, 1, ORSKOV, F,, 504K>.,W, .1., LEACH 4. M. 1961.Simultaneusaccurrenceof E. cali 8 andL
antigensin swainsfram diseasedswine. Acta Padiol. Microbio!. Scand.Sect.B 53: 404-422.

• ORS4<OV. 1., OR,S4<OV,E,, SOJKA, W. JI, WITTINF, W. 1964. 4< antigensK88ab(L) andK88ac (IL) in E

.

cali. A new O antigen0147 anda new K antigen: ¡<89(3). ActaPa¡bol.Microbio. Scand.Sea.3. 62: 439447.

199



Bibliografía

• ORSKOV, E., ORSKOV, 1., VILLAR, 4. A. 1987. CatIle asresrvoir of veratoxin-producingEscitericitiacali
0157:H7.Lancetu: 276.

• OSWALD, E. DE RYC4<E, 4. 1990. A singleprotein of 110 kilodaltansis associatedwi¡b die productionof
¡temultinucleatingandnecratizingactivity codedby [heVir plasmidof E. cali. FEMS Microbial. Len. 68: 279-
284,

• OSWALD, E., DE RYCKiE, 4., GUIILLOT, 4. F., BOIVIIN, R. 1989. Cytatoxic effect of multinucleamionin
HeLacelis culturesassacíatedwith ¡he Vir plasmidin E. cali strains.FEMS Microbiol. Len. 58: 95-100.

• OSWALD, E., DE RYCKE, J. GU1LLOT, 4. F, BOIVIN, R. 1989.Cytataxiceffcctof multinucleationlii HeLa
celís culturesassociatedwitb ¡be presenceof Vii- plasmidiii E. cali. FEMS Microbiol. Len. 58: 95-100.

• PADHYE, V, V., BEERY. 4. 1., KIYI’ELL, F. BL, DOYLE, M, 2. 1987, Colonic hemorritageproducedin
mice by a uniqueVero ceil cytotoxin from an Esciterichiacali strain ¡tat causeshemarragiccolitis. 4. lnfect.
Dis. 155: 1249-1253.

• PADHYE. V. V,, KIYI’ELL, F. B,, DOYLE, M. 4>. 1986. PurificabanancA physiochenñcalpropertiesof a
unique Vero ccli cytotoxin from Escitericitiacali 0157:H7. Boicitem. Biophys. Res. Conunun.139: 424-430.

• PAl, C, 11., GORDON,R., SIMS,11. y., BRYAN, IL. E., 1984.Sparadiccasesof hemorritagiccolitis associated
wi¡b Esciterichiacali 0157:117.Aun. lntern.Mcd. 101: 738-742.

• PANCERA, R. F., THOMAS, Ii. W., GARNER, E. M. 1971. Cryptosporidialinfection in calf. Vet. Patbol,
8: 479-484.

• PARRY, 5, 14., ROOKE, D. M. 1985. Adhesinsandcolonizabanfactorsof Esciterichiacali. Tite Virulence
of E.coli, Ed. M. Sussman.

• PASS.D. A.. PENHALE, W• Y., WILCOX, G. E., BATEY, R. G. 1982. Intestinalcoranavirus-likeparticles
in sheepwi¡t diarritea.Vet. Rec. 111: 106-107.

• PEARSON,G. R.. LOGAN, E. E. 1983. The pathologyof neonatalenteritis iii calveswitb abservationson E

.

cali. ramavirusandCrvptosvoridium.Ann. Recit. Vet. 14: 422-426,

• PEARSON,G. R., WATSON, C, A., HALL, G. A.. WRAY, C. 1989.Naturalinfectian wi¡t an attachingand
ctfacing E. coil in tite small and large intestinesof a calf wii¿h cAiarrhaea.Vet. Rec. 124: 297-299.

• PEDLEY, 5., BRIOGER,J. C., CHASEY,D., McCRAE, M. A. 1986.Definitonofmwo newgroupsof a¡ypicai
rotaviruses.4. Gen. Virol. 67: 131-137,

• PENHALE, V, 4., LOGAN. E. E., SHELMAN, 1. E., FISHER. E. W., McEWEN, A. D. 1973, Observations
on tite absorbanof colastralimmunoglabulinsby tite neonatecalf ancA ¡heirsignificancein colibacillosis. Ann.
Rech.Vet. 1: 223-233.

• PICKET, C. L., TWIIDDY, E, Nf., BELISLE, B, W,, HOLMES, R. 4<. 1986. Claningof genes¡bat encadea
newheat-labile enteratoxinof E. cali. 3. Bacteriaal. 165: 348-352.

• POFIL, R, LINTERMANS, 4>., KAECKENBEEC4<,A., De MOL, 4>,, VanMYLEM, 4<., SCHOTTE,M. 1983.
Existencede differentstypesd’Escherichiacali pa¡tag~nespaurl’intestine cAn veau.Ann. M~d. Vét. 127: 37-41.

• POHL, 4>., LINTERMANS, 2., MAINIL, it, 4<AECKENBEECK, A., BERTELS, A. 1987. Etude des
phéna¡ypeset des facteursde virulence desE. cali Au-25, Ann. Med. Vet. 131: 429-439.

200



Bibliografía

• POHL, 4>., LINTERMANS, 4>., MOURY, J,, van MUYLEM, 4<., MARIN, M. 1986.Facteursde virulencechez
les Escherichiacali scpdcémiquesa saprapby¡esdi> veau.Ann. Mé4II. Va. 130: 515-520.

• POEL, 9., LINTERMANS, 9., van MUYLEN, K, 1984. Fréquencedes aditésinesK99 et AtC5 diez les
Escherichiacali du veau. Ann. Med. Vet. 128: 55-558.

• POHL, 4>,, LINTEMANS, P., van MUYLEN, 4<., SCHOTTE,Nf. 1982.Colibacillesentératoxinogénesdu veau
possedantun antigéned’attchmentcAifferent de l’antig&ne 1(99. Ann. Med. Vet. 126: 569-571.

• 4>0111,4>.,VERLINDEN. Nf., LINTERMANS, 4>., vanROBAEYS,G., SOTCKMANS, E. 1991.Antibiogrames
des entérobactériespatitogénespaurles animauxd’élevageet les pigeons,isoléesen Belgiquede 1986 á 1990.
Ann. Mcd. Vet. 135: 101-108.

• POI{LENZ, 1. E. L., BEMRICK, W. 3%. MOON, H. W., CHEVILLE, N. E. 1978a.Bovine cryptasporidiosis:
a transmissianancA scanningelectronmicroscopicstudyof somestagesin di life cyele ancA of ¡he host-parasite
relationship.Vet. Patitol. 15: 417-427.

• POHLENZ, J. F. L., MOON, H. W., CHEVILLE, N. E, BEMRICK, W. J, 197gb. Cryptosporidosísas a
probablefactor in neonataldiarriteaof calves.4. Am. Vet. Med. Ass. 172: 452-457.

• POLOTS4<Y, Y. U. E., DRAGUNS4<AYA, E. Nf., SELIVERSTOVA, V. G., AUDEEVA. T. A.,
CHAKHONTINSKAYA, M. G., KETYI, 1., VERTENYI, A., RALOVICE, B,, EMODY, IL., MALOVI4<S, 1.,
SAFONOVA,N, V., SNIGIREIJSKAYA, E. 5., KARYGINA, E. 1. 1977.Pa¡bogeniceffect of enteratoxigenic
E. cali ancA E. cali causinginfantile diarritoca.Acta Microbiol. Hung. 24: 221-236.

• PRESCOTT,1. E., MIJNROE,O. L. 1982.Carnnvlobacterjejuni enteritis in man anddomesticanimaN. .1. Am.
Vet. Mcd. Assoc. 181: 1524-1530.

• QUAKENBUSH. R. L., EALKOW, 5. 1979. Relationsitipbetweencolicin V acíivity ancA virulencein E. coli.
lnfect. Immun. 24: 562-564.

• RADOSTITS, O. M., ACRES, 5. 0. 1983. Tite canta] of acureundiffereníia¡eddiarritea of newbarnbeef
calves.Vet, Clin. Nordi Am. 5:143-155.

• RAMISSE, .1., LEPAREUR, E., POUDELET, Nf., I3REBION, Nf.. MONET, E, 1984. Mise en évidencede
ratavirusa de cryptosporidiesdansles cAiarritées des feunesagneaux.Le Poin¡ Veterinaire. 16: 73-75,

• RENAULT. L., MATHIEU, D., LE BOU}IIS. E. 1978.De¡ectingenteropa¡bogenicEsclierichiacali s¡rainsof
porcineorigin. II. CorrelationsbetweenO and4< antigensandtite enterotaxinproductianin strainsisolatedfrom
¡be piglet alterweanisn.Mi>. Recb. Va. 9: 427-432,

• REYNOLDS, D. J., MORGAN, J. H., CHANTER, N., IONES, 2. W.. BRIDGER, .1. C., DEBNEY, T. G..
BUNCH, K. 4,1986.Micrabiolagy of calf diarritoeain souWernBritain. Vet. Rec. 119: 34-39.

• RICHARD, 4<. L., DOUGLAS, 5. 0. 1978.Padiophysiologicaleffectsof Vibra coleraancA enterotoxigenicE.
coli ancA titeir en¡eroto,dnson eucarioticcelís.Microbiol. Rey. 42: 592-613,

• RICHAROSON,5. E., KARMALI, M. A., BECKER.IL, E., SMITH, C. R. 1987.Tite histopatbalogyof ¡be
bemolytic uremiesyndromeassaciatedwitit verocytotoxin-producingE. coli infections.Hun.Paibol. 19: 1102-
1108.

• RWEY, L. W., REMIS, R. 5., HELGERSON, 5. 0., McGEE. H. E., WELLS, 4. G., DAVIS, B. R.,
HERBERT, R. 4., OLCOTT, E. 5., JOHNSON,L. Nf., HARGRETT, N. T., BLAKE, 2. A., COHEN, M. IL.

201



Bibliografía

1983. Hemorragbiccolitis assaciatedwitb a tareEschericbiacoIi serotype.NewEngí. J. Med. 308: 681-685,

• ROBERTS,O. 5. 1957. E. co]i infection in lambs. Aust. Vet. 1. 33: 4345.

• ROJO VAZQUEZ, F. A., GASS, A., ALUNDA, J. M. 1985.Denunciaen Españade lacryptosporidasisovina.
IV CongresoNacionalde Parasitología,Tenerife. p. 166.

• ROJO VAZQUEZ. E. A., GASS, A., IZQUIERDO, Nf., ORTIZ MENENDEZ, 1. C. 1987. Estudiassobrela
criptosporidiosisen los pequeñosrumiantes(ovinos y caprinos>en España.Med. Vet.4: 263-270.

• RONNBERG,E., CARLSSON,3.. WADSTROM.T. 1984.Developmen¡of an enzyme-linkedimmunasarbent
assayfor detectionof E. coli heat-stableenterotoxin.FEMS Microbio!. Lett. 23: 275-279.

• ROSSANGIO,E. G., GIALLETh, L, GRELLONI, VL, FLORONI, A., RIVERO, V, B. 1987.Diagnasidi
criptosporidiosiin aicuni allevamentidell’ftalia Centrale,Riv. Zoot. VetíS: 9-15.

• RUNNELS,4>. L., MOON, 11. W,, SCHNEIDER,R. A. 1980.Developmentof resistancewidi ageta adhesion
of K99 Esciterichiacoli to isolatedintestinalepititeial celís. Infect. Iminun. 28: 298-300.

• RUNNELS, 4>. L., MOON, 11. W., WHIPP, S. C., MATHEWS, 4>. 4,, WOOD, G. N. 1980b. Interactionof
rotavirusand entera¡oxigenicE. cali (ETEC) in gnotobiotic calves,p. 343-360. In Praceedingsof ¡be Titird
InternationalSymposiumon NeonatalDiarritoca.VIDO. Saskatoon,Canada.

• SACK, R. B., GORBACH,5 L, BANWELL, Y. G., JACOBS,B., CHAT17ER.JEE,B. O., MITRA, R. C. 1971,
EnreroroxigenieEschericbiacali iso]a¡edfi-am patientswidi severecbolera-likedisease.J. infect. Dis. 123: 378-
385.

• SAC4<,R. E., HIRSCHHORN,N., BROWNLEE, 1,, CASH, R. A., WOOOWARD,W, E., SAC4<, O. A. 1975.
EncerotoxigenicE. coli-associareddiarrbeaidiseasein Apachechi]dren. N. Engí. 4. Med. 292: 1041-1045.

• SACK, O. A., SAC4<, R. IV 1975. Test far enterotoxigenicEscherichiacotí using Y1 adrenal celis in
miniculture. lnfect, Immun. 11: 334-336.

• SALO, A. Nf. W,, CONTREPOIS,Nf. G., VARTANIAN, Nf. D,, GIRARDEAU. .1. 4>. 1988. Virníencefactors
and¡narkersin E. ccii from calveswith bacreremia.Am. .1. Ver. Res. 49: 1657-1660.

• SAlE, L. 4., BOHIL, E. FI., 71-IIEIL, K. W., CROSS.R. E., PIOlASE, J. A. 1980. Rotavirus-lilce.calicivims-like,
ancA 23 tun virns-like particles associatedwith diarreain young pig. .1, Clin, Microbiol. 12: 105-111.

• SANFORD. S. E., .IOSEPHSON,6. K. A.M REHMTULLA, A. 4., BAKER, 4<, C. 1991. Cryptosporidasis,
rotaviral andcombinedcryp¡osporidialancA rataviralinfections in goatUds. Can. Vet. 1. 38: 17-28.

• SAWYER Nf., WILLADSEN, C. 14.. OSBURN, B. 1., McGUIIRE, T. C. 1977, Passiveti-anTa of colastral
immunoglobulinsfram ewe to Iamb ancA its influenceon neonatíIamb mortality. 4. Am, Ver. Mcd. Assac.171

:

1255-1259.

• SCOTLAND, 5. M., DAY, N. 2,, ROWE, B. 1980. Productionof a cytatoxin affectingVero celis by srrains
of Esciterichiacali belangingto ¡raditionalenteropa¡hagenicseragroups.EEMSMiaobiolagy Letters.7:15-17

.

• SCOTLANO, 5. Nf., SMITH, fi. R., ROWE, B. 1985.Twa dis¡inct axins active on Vero celís from E. cali
0157.Lancetl: 885-886.

• SCOTT, A. IL., LUDDINGTON, J., LUCAS, Nf., G1LBERT, E. R. 1978. Rotavinisin goats.Vet. Rec. 103

:

202



Bibliografía

145.

• SCHOONDERWOERD,M., CLARKE, R.C., VAN DERUMEL, A. A., RAWLU4<, S. A. 1988. Colitis in
calves:naturalandexperimentalinfectianwith a verotoxin-producingstrain of E. cali 0111:NM. Can.4. Vet.
Res. 52: 484-487.

• SEKIZA4<I, T., AKASJI, H., TERAKADO, N. 1985. Nucleotidesequencesof ¡be genesfar Eschericitiacali
heal-stableenterotoxin1 of bavine, avianandporcineoxigins. Am. 1. Vet. Res.46: 909-912.

• SELMAN. 1. E. 1973. Tite absorptionof colasu•alglobulius by newbomcalves.Ann. Rech. Ve¡. 4: 213-221.

• SERAFIM, Nf. B., de CASTRO,A. E, P,, LEONARDO,M. B., MONTEIR, A. R. 1981. Singleradial iromune
hemolysistestfar detectionof Escherichiacali titermolabileenterotoxin.4, Clin. Microbio!. 14: 473478.

• SERIWATANA, 1., ECHIEVARRIA, 2., TAYLOR, O, N,, RASRINAUL, L., BROWN, 4. E., PEIRIS, R. 5.
M., CLAYTON, C. IL. 1988. Type II hea¡-lab¡leenterotoxin-producingEschericlñacoll isolated froro animais
ancA humans.Infect. Immun. 56: 1158-1161.

• SHAH, 0. 3., 4<AUFEMAN, 2. E., BOUTIN, B. 4<., JOHNSON, C. 11. 1982. Oetectianof heat- labile-
enteratoxin -praducing calonies of Esciterichia cali ancA Vibrio citolerae by salid-pitase sandwich
radioimmunoassays,4. clin. Microbio, 16: 504-508,

• SI-IERWOOD,D., SNODGRASS,0. R., LAWSON, G. PI. 4<. 1983.Prevalenceof en¡erotoxigenicE. cali in
calvesin ScotlandandnorrhernEngland.Vet. Rec. 113: 208-212.

• SHERWOOO,D., SNODGRASS.O. R., O’BRIEN, A. D. 1985.Sitiga-llIce toxinproducitonframEscitericitia
cali associatedwi¡b calf diarrhoea.Vet. Rec. 116: 217-218.

• SHIMTZU, M., SAKANO, T., YAMAMOTO, 4., 4<ITAMMA, 4<. 1987. Incideneeandsome characterisúcsof
fimbriaeFY aud31A of E. cali isalatesfroro calveswidi diarrhoeain Japan,Microbiol, Inununol. 31: 417-426.

• SIXMA, T. K.. PRON4<,5. E., KAL4<, 4<. 14., WARTNA, E. 5., van ZANTEN, E. A. Nf., WITHOLT, E,,
HOL, W,G. 4. 1991. Crustal struc¡ureof a cholera taxin-relatedheat-labileenterotoxinfrarn E. cali. Nature
(London) 351: 371-377.

• SMITH. PI. W. 1974. A sercit for transmissiblepatogeniccharactersin invasivestrainsof E. cali: die discovery
of a plasmid-contralledledial characterclaselyassociated,or identicalwit colicin V. 4. Gen. Microbiol. 83: 95-
111.

• SMITH, 1-1. W. 1978. Transmissiblepatitogeniecharacterisdcinvasivesrrainsof E. cali. 4. Ant Va, Med.
Assoc. 173: 601-607.

• SMITH. H. W,, GREEN 4>.. PARSELE,Z• 1983. Vera cdl toxins in E. cali andrelated bacteria:transferby
pitageancA canjugadonand toxic actianin labaratoryanimals,chickensancA pigs. 1. Gen. Microbial. 129: 3121-
3137,

• SMITH, H. W., HALLS, 5. 1967a.Observatianby tite ligatedintestinalsegmentandoral inoculationmediods
on E. cali infection in pigs, calves,lainbsandrabbits.1. Padi. 93: 499-529.

• SMITH. 11. W., HALLS, 5. 1967. S¡udies on Escherichiacali enterotoxin. Jaurnal of Pathology ancA
Bacteriology. 93: 531-543.

• SMITH, 11. W., HUGGINS, M. 3. 1978. Tite influenceof plasmid determinedancA other citaracteisticaof

203



Bibliografía

enteropatitogenieE. cali on tileir ability to proilferate in ¡he alimentarytractsof piglets, calvesancA lambs. 4.
Med. Microbial. 11: 471-492.

• SMITH, 11W.. LINGGOOD, M. A. 4972. Furtherovservationson E. coli enterotoxinswith particularregard
ir ¡bosepraducedby atypical piglet strains ancA by calf ancA lamb strains: ¡he transmisgiblenatureof ¡bese
enterataxinsandof a 1< antígenpossessedby calf ancA lamb síraíns.1. Med. Microbio!. 5: 243-250.

SMITH, FI. R,, SCOTLAND, 5. Nf. 1988. Verocytotaxin producing strains of Esciterichiacoli • 1. Med.
Microbiol. 26: 77-85.

• SMITH, 11. R., SCOTLAND, 5. M., EILLSHAW, O. A., WRAY, C., MeLAREN, 1. M., CHEASTY, T.,
ROWE. B. 1988. Vera cytatoxin production ancA presenceof VT genesin Escitericitia cali strains of animal
irigin. 3. Gen. Microbial. 134: 829-834.

• SMYTH, C. 4. 1982. Twa manose-resis¡antitaemagglutininson enterotoxigenicEschericbiacali of serotype
06:K15:PI16or 1-1-isalatedfrom travellersancA infantile diarritaca. 4. Gen. Micrabiol. 128: 2081-2096,

• SMYTH, C. 11,, KAIJZER, B,, BACK, E., FARIS, A., MOLBY, R., SODERLIND, O., STINTAN, G.,
WADSTRO,T,, HABTE, D. 1979.Occurrenceof adhesinscausingmannose-resitan¡haemagglutinationof bavine
erythrocytesin enterotoxigenieE. cali. FEMS Microbiol. Lert. 5: 85-90,

• SNODGRASS.D. R,, ANGlAS, 4<. W•, GRAY, E. W, 1977. Rotavirus infection in lainbs: padiogenesisancA
pa¡balogy•Art. Virol. 55: 263-274.

SNODGRASS,D, R., ANGlAS, 4<. W,, GRAY, E. W,, 4<EIR, W. A. 1980. Cryptasparidiaassaciatedwi¡t
rotavirusancA E. cali in an autbreakof calf scour.Vet. Rec.. 106: 458-459.

• SNODGRASS,O. R., GRAY, E. W., 1977. DetectionancA transmissionof 30 nm virus particles(astroviruses
in faecesof lambswi¡h diarritea. A/ch. Virol. 55: 287-291.

• SNODGRASS,D. R., HERRINO, .1. A., GRAY, E. W. 1976. Experimentíarotavims infection in lambs, 4.
Comp. Padiol. 86: 637-642.

• SNODGRASS.D. R., HERRINO, 4. A., RE]]), 11. E., SCOTT, E. M. Nf., GRAY, E. W. 1980b. Virus
infectionsin cauje andsheepin Scotland1985-1978,Vet. Rec. 106: 193-195,

• SNODGRASS.D, R., MADELEY, C. R., WELLS. 4>. W., ANGlAS, 4<. W. 1977b.Humanrotavims in lambs:
infectionancA passiveprotectian. Infect. lmmun. 16: 268-270.

• SNODGRASS,0. R.. SMITH, W., GRAY, E. W., H7ERRING,4. 1976.A rotavirusin labswi¡b diarrhaea.Res.
Veis Sci. 20: 113-114,

• SNODORASS,D. R., TERZOLO, 11. R., SHIERWOOD, 0., CAMPBELL. 1., MENZIES, 1. D., SYNGE, fi,
A. 1986. Aetology of diarritoca in goungcalves.Vet. Rec. 119: 31-34.

• SO, Nf., DALLILAS, W. 5., EAL4<OW, 5. 1978. Characterizatianof Esciterichiacoil plasmaencading for
synthesisof lieat-labile toxin: molecularcloning of tite toxin de¡erminant.Infect. llmmun. 21:405-411

,

• SODERLIN]),O., OLSSON,E., SMYTH, C. 4., MOLLBY, R, 1982.Effect of parenteralvaccinatianof dams
on instestinalE. cali in pigletswidi diarrhoea.Infect. Immun. 36: 900-906.

• SODERLIND, O., THAFVELIN, B., MOLLBY, R. 1988. Virulence factors iii E. cali strains isalatedfram

204



Bibliografía

Swedishpigletswith dianitoca. 1. Clin. Microbio. 26: 879-884.

• SOJ4<A, W. 4. 1965. Escitericitia cali in Domestic Animals andPoultry. FarnhamnRaya]: Cammanwealth
Agricultura] Bureaux.

• SOJKA, W. .1. 1971. Entericdiseasein newbornpiglets,calvesancA Iambsdue to Escherichiacali. Va, Buil.
41: 509-522.

• SOJKA, W. 4., MORRIS, 4. A., WRAY, C. 1979. Enteric colibacillasis in lambswi¡h specialreferenceta
passiveprotectian of lambs against experimental infection by colastral transfer of antibodies from ewes
vaccinatedwith K99. Eorst,schrittedei- Veterinarmedizin.29: 52-63.

• SOJKA, W. 4., WRAY. C., MORRIS, 4, A. 1978. 4>assiveprotectionof lambsagains¡expweimentalenteric
colibacillosis by calastral¡rausferof antibodiesfrom 4<99-vaccinatedewes. 4. Mcd. Microbiol. 11: 493499.

• SPANGLER.3. D. 1992. Structureand functianof choleratoxin and¡herelatedE. coil bear-labileentrotoxin,
Microbiol. Rey. 56: 622-647.

• SPEIRS,.1. Y,, STAVRIC, 5.. 4<ONOWALCHIJC4<,4.1977.Assayof E.coli heat-labileenterotoxinwitb Vero
cells. InfectionanO hnmunity. ¡6: 617-622.

• SRJRANGANATHAN,N.,BURGER,D. 1987. Heat-stable(STa)enterotoxinafen¡erotaxignicEscheñchiacali:
binding of tite enteratoxinta coagulatedrnilk ancA casein.VeterinaryMicrobiology. 13: 167-178.

• STEERS,B. G., FOLTZ,L., GRAVES, S.1959.An inoculareplicatingapparatusforrautinetestingof bacteria!
susceptibilityto antibiotics. Antibiot. Chemotiter.9: 307-311

• STIRM, 5., ORSKOV,F., ORS4<OV, 1., MANSA, 3.1967.Episame-caniedsurfaceantigenKSSof Esciterichia
cali.- II. Isolation ancA chemicalanalysis.Jaurnalof Bac¡eriology.93: 731-739.

• STOC4<BUÑE,N. A., JACKSON,M. P., SIJNG, L. M., HOLMES. R. 4<., O’BRIEN, A. D. 1988.Cloning and
sequencingof ¡he genesof Shiga ¡oxin from ShigellacAvsenreriaetype 1. 4. Bacteriol. 170: 1116-1122.

• STOCKBINE.N. A.. MARQUES, L. R. M., NEWLAND. 1. W.. SMITH. 11. W.. HOLMES. R. 4<., O’BRIEN,
A. D. 1986.Twa¡oxin-convertingpliabesfi-am Esciterichiacoli 0157:147strain933 encadeantigenicallydistinct
toxins eidi similar bialogical activities. Infect. lmmun. 53: 135-140.

• STUART, 5. 4., GREENWOOD. K. T., LUXE, R. 4<. 1, 1980. Hydroxama¡e-mediatedtransponof iran
conti-o¡Ied¡y Col V pla.smid. 4. Bacreriol. 143: 3542.

• SVFNNERHOLM, A. M.. HOLMGREM, 1. 1978. ldentifzcationof Esciterichiacali heat-labileeníerataxin¡y
meansof a gangliosideinxnunasorbentassay(GM1-ELISA) procedure.Curr. Microbiol. 1:19-23

,

• SVENNERHOLM, A. Nf., LINDBLAD, M., 1985.GM1 ELISA me¡hodfordemastradonof E. cali heat-stable
enterotoxin.EEMS Microbio!. Lett. 30: 1-6.

• SVENNERHOLM, A. M., WIKLIND, G. 1983. RapidGMI-enzyme-linkedimmunosorbentasaywitb visual
readingfor identification of Esciterichiacali heat-labileenterataxin.4. Clin. Microbial. 17: 596-600.

• TABOURET, Nf., DE RYCKE, 4. 1990.Detectianof cytotoxic neaotizingfactor (CNF) in crudeextractsof
E. cali by enzyme-linkedimmnunosorbentassay.4. MecA. Microbiol. 32: 73-81.

• TENEBERG,5., WILLEMSEM 4>., GRAAF, E. 4<., KARLSSON, 4<. A. 1990. Receptor-activeglyclipids of

205



Bibliografía

epidieJial celis of ¡te sínan intestineof young andadnltpigs ta suscep¡ibilityto infectian witb E. cali. FEBS
Le¡ters,263: 10-14.

TERLECKI. 5, SPIAW, W. B. 1959. E. coli infection in lambas.Vet. Ree. 71181-182

.

THEIL, 4< PI, McCLOSKEY, C. M. 1989. Molecular epidemiologyandsubgraupdeterminationof bovine
group A rotvírusesassocíatedwith dairyandbeef calves.1, Clin. Microbiol. 27: 126-131.

• THOMAS, L. y., CRAVIOTO, A., SCOTLAND, 5. M., ROWE,B. 1982,New fimbria) antigenictype (E8775)
¡ba¡mayrepresentanewcolonizationfactor in enterotoxigenicE. coliin humans.Infect. Immun. 35: 1119-1124.

• THOMPSON,4. 5,, HODGE. D. S., BORCZY4<, A. A. 1990.RapidBiochemicaltestto identify Verocy¡otoxin-
PositiveSrrains of Esclieríchíacali seratype0157. Journalof Cínica! Microbiology. 28: 2165-2168.

• TIZAR]), 1, 1987. Veterinary Immunolagy:an introduction. 3> cd. Tite W. 8, SaundersCo. Philadelphia.171-
184,

• TOWBIN, H., STAEHELIN, T., GORDON,II. 1979.Electropboreticeansferof proteinsfram polyacrylamide
geis ¡o nitirocellulose sheets:procedureancA sorneapplications.Proc.Natl. Acad. Sci. lA. 5. A. 76: 4350-4354,

• TUORNE, O. M., DENEKE, C. E,, GORBACH, S. L. 1979. Hemaggluúna¡ionandadbesivenessof ¡oxigenic
E. cali islolatedfram humans.lnfec¡. Immun. 23: 690-699.

• THORNS,C,i., ROEDER, 4>. L. 1988. Useof a monoclonalantibody ¡o detecttite E41 fimbrial aditesinof
en¡erotaxigenicEsciterichiacali. Res, Vet. Sci. 44: 394-395.

• THORNS, C. J., 501K>., M. O.. ROEDER. 4>. L. 1989. Detecion of fimbrial aditesisusof ETEC using
monoclanalan¡ibody-basedlatex reagents.Tite VeterinayRecord.125: 91-92.

• TIXIER, G., GOUET,4>, 1975.Miseen¿videnced’unestructureagglutinantles hématiesde chevalen présenee
de marinaseet spécifiquedes sauchesd’E. colí entérotoxiquesd’origine bovine. CH. Acad. Sci, Paris. 281

:

1641-1644.

• TORRES-MEDINA, A., SCHLAFER, D. 14., MEBUS, C, A. 1985. Rotaviral andcoronaviraldiarritea.Ve¡,
Clin, NOrth Am. Foad Anim. Pract. 1: 471-493,

• TOWIN. H., STAHELIN, T., GORDON, 4. 1979.Electrophoretictransterof proteinsfrom polyacrylamidegeis
ta nftrocellulosesheets:pracedureancA sorneapplica¡ions•Proc. Natl. Acad, Sci. 76: 4350-4354.

• TRONCOSO,1. M. 1992. Crvvtosnoridiurnnarvumen la diarreaneanatalen pequeÑosrumiantesy algunos
aspectosepizooltiologicasdecryptasparidiasisencorderos.Tesisdoctoral.UniversidadComplutensedeMadrid.

• TSUNEMITSU, PI.. SHIMIZIJ, Nf.. HIRAI, T., Y14ONEMICHI. 11., 4<UDO. T.. MORIL K., ONOE, 5. 1989,
Protectionagains¡bovineratavirusesin newborncalvesby continuousfeedingof immunecolostrum.Jpn. .1. Veis
Sci. 51: 300-308.

• TZIPORI, 5, 1985. Tite relarive importanceof enrericpa¡togensaffecúngneonatesof domesticanimais.Mv.
Vet. Sci. and Comp.Metí. 29: 103-206.

• VZIPORI, 5, 1988. Cryptosparidosisin perspective,Adv, Parasitol.27: 63-129.

• TZIPORL 5., ANGlAS, 4<. W,, CAMPBELL, 1. 1982.Experimentalinfectianof lambaswitb Cryptosvaridium
isolatedfrom a humanpatientwith diarrhoea.Gut 23: 71-74,

206



Bibliografía

• TZIPORI,5., ANGlAS, 4<, W., CAPBELL, 1., CLERIHEW, IL. 1981.DiarriteaduetoCryptosporidiuminfectian
in artifiacially rearedlambs. 4. Clin. Microbial. 14: 100-105.

• TZIPORI, 5., ANGlAS, 4<. W., GRAY, E. W., CAMPEELIL, 1., ALLAN, E. 1981d. Diarritea in lambs
experimentailyinfectedwiit Crvrnosnoñdiumisolatedfrom calves.Am • 1. Vet. Res.2:1400-1404.

• TZIPORI, 5., CAMPEELIL, 1., SHERWOOD, D., SNOOGRASS,O. R. 1980. An autbreakof calf diarritoca
attributed¡acruptasporidialinfectian. Vet. Rec. 107: 579-580

• TZIPORI, 5,, KARCI•{, U.. WACHSMUTI-f, 1. 4<., ROBINS-BROWNE,R. M., OBRIEN, A. O., LIOR, H.,
COPIEN,Nf. L,, SMITPIERS, 4., LEVINE, Nf, M. 1987. Tite role of a 60 megadaltonplasmidand Shiga-like
taxios iii [hepatbogenesisof infection caused¡y enterohemorrbagicE. cali 0157:117 in gnotobiodcpiglets.
Infect. Immun. 55: 3117-3125.

• TZIPORI, 5,, LARSEN, 4., SMITH. M. LUEEL, R. 1982.Dianriteain goatkidsattributeedto Crvptosparidium
infection. Vet. Rec. 111: 35-36.

• TZIPORI, 5., MA4<IN, T. 4., SMITH, M. L. 1980.Tite clinical responseof gnotoboticcalves,pigs andIambs
ta inoculation witb human,cal!’, pig antí foal rotavirusisalates.Aust. 3. Exp. Rial. Mes. Sci, 58: 309-318.

• TZIPORI, 5., MAKIN, 4. T., SMITH, M. IL., EKRAUTIL, E. IL. 198k. Clincal manifestabanof diarrheain
calvesinfectedwith ratavirusancA enterotoxigenicE, coli. 4. Clin, Microbiol. 13: 1011-1016.

• TZIPORI, 5., SHERWOOD,O., ANGlAS, 4<. W,, CAMPBELL, 1., GORDON.M. 198la. Diarrhoeain lambs:
experimentalinfectianswith enteraaxigenicE cali RotavirusandCrvotosvoridiumsp. lnfect. Immun. 33: 401-
406.

• TZIPORI, 5.. SMITH, M., HALPIN, C., ANGlAS, 4<. W•, SHIERWOOD, D,, CAiMPBELL, 1, 1983.
Experimentalcryptasporidiasisin calves:dinical manifestationsancA patitalogicalfmdings. Vet. Rec. 112: 116-
120.

• TflPORI, 5., SMITH. M., MAKIN, T.. McCAUGHAN, C. 1978,Entericcoronavirus-likeaprticlesin shepp.
AiiM. Vet. 4, 54: 320-321.

• TZIPORI, 5,, WACHSMUTH. 1. 4<., CHAMPMAN, C., BIRNER, R.. BRITTINGHAM, 4., JACKSON, C..
HOGG,4. 1986.Pathogenisof hemorrhagiccolitis causdby E. cali 0157:117in gnoíobioticpiglets.4. Infect. Bis.
154: 712-716.

• VARGA. .1. 1991. Characterizationof a new fimbria] antigenpresentinE. cali strains isolatedfrom calves.J.
Veis MecA. E, 38: 689-700,

• VARGA, 1., FARIO. A. E. 1975.Vaccinationexperimenison preventianof E, cali diarritoeain sucklingcalves.
Acta. Veis Hong. 25: 153-161-

• VIAL, PA., ROBINS-BROWN,R.,LIOR, 11., PRADO, V., KAPER, 4. B.. NATARO, 4. P,, MANEN/AL, O..
ELSAYED, A.. LEVINE, M. Nf. 1988.Characterizatianof enteroadherent-agrega¡iveEscitericitiacali, aputative
agentof diarriteal disease.1. Infect. Dis, 158: 70-79.

• VILLACORTA, Nf. 1., PEREZdel MOLINO, M. L., ARES,M. E., BAJO, M. T., FANDINO, Nf. IL. 1987.
Epidemilogíade la cryptosporidiosishumanay animal en Galicia. V CongresoNacional de Parasitología.
Salamanca.PP. 157-158.

• VISSER, Nf. R., ROZENBERG-ARSKA, M., BEUMER, 14., HOEPELMAN, 1. M., VERHOEE, .1. 1991.

207



Bibliografía

Comparaúveinvito antibacterialactivity of sparfloxacin(AT-4140; Rl’ 64206>,a newquino¡one.Andmicrobial
agentsancA Chemodierapy.35: 858-868.

• VOLKOVA, A. A. 1940.Bacteriumcali infection in lambs. Vet. Buil. 10: 578.

• WADDELL, T., JifA]), S., PETRIC, M,, COHEN, A., LINGWOOD, C. 1988. Globouiosy] cerarnideis
specificallyrecagnizedby ¡beEsciterichicali verocytotoxin2, Biocitem. Biophys.Res.Cammun,152: 674-679.

• WALTNER-TOEWS,D, 5., MARTIN, 5. W., MEE4<, A. 14. 1986.An epidemiologicalstudyof selectedcalf
paritogenson 1-folstein daíry farmasin southwesternOntario, Can.1. N/eL. Res. 50: 307-313.

• WARNER, PL E., WILLIAMS, P, H.. BINDEREJE. A,. NEILAN]), 3. B, 1981. CoIV plasmid-specif¡ed
acrobactinsyn¡besisby invasive strainsof E. cali. lnfect. laimun. 33: 540-545.

• WATERS, V. L., CROSA,1, 1-1. 1991. Colicin \f virulenceplasmids.Mícrobiol. Rey. 55: 437-450.

• WELLS, 1. 0., CHIPMAN, IL, D,, GREENE,4<. D., SOWERS,E. G., GREEN,E. PI.. CAMERÚN, O. N,.
DOWNES. E, 4>., MANTIN, M. L. GRIFEIN, 4>. M., OSTROFE.5. Nf., POTTER, Nf. E., TAUXE, 1*. V.,
WACHSMUTH. 1. 4<. 1991. Isalatianof E. cali serotype0157:117and otiter shiga-liketoxin praducingE. cali
fi-am dairv carde, 1, Clin. Microbial. 29: 985-989.

• WILLIANS, 4>. 14, 1979. Novel iran uptakesystemspecifxedby CoIV plsarnids:an importantcompanentin
¡be virulenceof invasive strains of E. cali. Infect. Iromun.26: 925-932.

• WILLIAMS, P. H., KNUTTON, 5., BROWN, M O. Nf., CANDY, D. C. A., McNEISH, A. 5. 1984.
Characterizationof nanftmbrial manase-resistantprotein hemagglutininsof twa E. cali strains isolated fi-am
infents wieh enteritis.Infect. hnmun. 44: 592-698.

• W]LLIANS, P. 14., WARNER, PU. 1980,Cal y p]asmid-media¡ed,calicinW-independen¡iran uptakesys¡em
of invasivestrains of E. cali. Infect. lmmun. 29: 411-416.

• WILSON, R, A., JUTIiLA, Y. W. 1975a.Experimentallyneonatalcolibacillosisin cows. 1. Serologicalstudies,
lnfect. lmmun. 13: 92-99•

• WILSON, R. A., JUTILA. 1. W. 1975b.Expwerimentalneonatalcolibacilosisin cows. II, Irumunoglobulin
classesinvolved in protection. Infect. laimun. 13: 100-107.

• WOODE, O. N., CROUCH,C. E. 1978.Naturally occurringandexperimenralallyinducedrotaviral infections
of domesricancA laboratory animals.4. Am. Vet. MecA. Assoc. 173: 522-526,

• W’OODE, O. N., SONES.3.. J3RIDGER.1. 1975.Levetsof colostralanlibodiesagaínstneonatalcal!’ cAían-itaca
virus. Vet. Ree. 97: 148-149.

• WOODE, C. N.. SMITH, C., DENNIS, Nf. 1. 1978, Intestinaldamagein rotavirusinfectedcalvesassessed¡y
D-xylose malabsorption.Vet. Ree. 102: 340-341.

• WOODWARD, M. 4., CARROLL, 4>. 1., WRAY, C. 1992. Detectionof entero- andveracyto-toxingenesin
E. cali fram diaurhoealdiseasei animalsusing tite polymerasechain reaction. VeL. Microbiol. 31: 251-261,

• WOODWARD, Nf. 4., WRAY, C. 1990. Nine DNA probesfor detection of toxin and aditesin genesin
Esciterichiacali isolatedfi-am diarritael diseasein animals.Vet. Microbio. 25: 55-65.

• WRAY, C., DAWSON, M., AESHAR, A., LUCAS, M. 1981.ExperimentalE. cali ancA rotavirusinfection in

208



Bibliografía

lambs. Res. Veis Sci. 30: 379-381.

• WRAY, C., DAWSON, M., AFSHAR, A., SOJKA, W. J. 1984.Expweimentaidiantoeain lambs. Zbl. Vet.
Mcd. B. 31: 381-390.

• WRAY, C., MIcLAREN, 1., PEARSON, C. R. 1989. Occurenceof attaching-effacing”lesionsin ¡he small
intestineof calvesexpweimentallyinfectedwidi bovineisolatesof verocytotoxicE.coli. Vet. Rec. 125: 365-368.

• WRAY, C., PIERCY, D.W.T.. CARROLL, P. 4., (3OHNSON, C. T., HIGGINS, R. 4. 1992. Bavine
haemontagiccolitis associatedwith CNF ancA F6t (9864>) E. cali. Vet. Rec. 131: 220,

• WRAY, C., MORRIS, 4. A. 1985. Aspectsof coibacillasisin farm anjinals.3. Hyg. Camb. 95: 577-593.

• WRAY, C., THOMLINSON, 3. R. 1975. Eactorsinfluencingoccurrenceof colibacillosisin calves.Ve¡. Rec.
96: 52-56.

• YANO. T., LEITE, D. S., CAMARGO, 1.4. B., PESTANAde CASTRO,A. E. 1986.A probablenew aditesive
factor(F42) producedby enteratoxigenicEscherichiacali isalatedfrompigs. Nf icrobiol. Inununol.30: 495-508.

• YANO, T., GARCíA, M., LEITE, 0. 5., DE CAMARGO, 11, 8 , DE CASTRO, A. E. 4>. 1988.Eimbi-ia-like
adhesivefactor (EAE 44) from verocytotoxigenicE. cali of bovine origin. Res. Vet. Sci. 45: 418419.

• YVORE, 4>., ESNAULT, A., NACIN!, M., LECLERC, C., BIND, 4. IL., CONTREPOIS,Nf., LEVIEUX, O.,
LAPORTE, 4. 1984.Enqueteepidemiologiquesur les diarriteesneonatalesdes cheureauxdans les elevagesde
Touraine. Les maladiesde la chevre.collaqueinternational,Niort, France.PP.437442.

209



RESUMEN.

Las diarreasdelosreciénnacidoses uno de losprocesosmás frecuentesy la causademayarespérdidas

económicasen las explotacionesovinas y caprinas.Entre los múltiples agentesinfecciososimplicadosen su

etiología se encuentrandeterminadasestirpesde E. cali.

En esteestudiohemosaisladocepasde E. cali de brotesdiarreicosen explotacionesovinas y caprinas

de la zonacentrodeEspañaduranteel períodocomprendidaentreenerode 1989 y diciembrede 1991 y hemos

estudiadoalgunasde las característicasmás relevantesrelacionadascon la capacidadde E. cali de originar

diarrea.

En total se aislaron702 cepas(495 de origenavino y 207 caprino) dc 51 brotesdiarreicos(38 ovinos

y 13 caprinos).No sedetectóla expresióndelos antígenosfimbrialesES y E41 ni la producciónde enterotoxina

termoestable(STa), característicasde las cepasdeECET derumiantes,en ningunade las cepasestudiadasy tan

solo el 0,71% de las cepasproducíanun toxina termalábilqueorigina en cultiva celular el efectocitopático

característicosde las enterataxinastennolábiles(LTs> producidaspor detenninadasestirpesde ECET, Por Ja

tana, la participaciónde la estirpesde ECET pareceserescasaen las típicosprocesosdiarreicosqueafectana

los corderosy cabritosde 5 a 15 díasde edad.

En nuestoestudio hemosdetectadola expresiónde la fimbria E17 en un procentajerelativamente

elevadade las cepasde E. cali aisladas:el 3,03%delas cepasde origenovino y el 8,69% de las de origen

caprina. Las cepasF17 se aislarontodasellas de animalesdiarreicasde 5 a 30 díasde edad.Estascepasson

no enteratoxigénicas,unaelevadaproporciónproducecolicinaV(51,51%)y la mayoríade ellas(84,84%)tienen

actividadhemaglutinanteen presenciade D-manosa(HAMR).

De las cepasde E. cali aisladaspor nosotrosel 2,2%de las de origenovinay el 2,4% delas deorigen

caprinaprodujeronVT. La producciónCNE sedetectóen el 1,4 de las ovinas y el 2.4%de las caprinas.Las

cepastoxigénicasse aislaron tanto de animalesdiarreicoscomosanosdesdelas primerashorashastala 4

semanade vida.

La capacidadhemaglutinanteenpresenciadeD-manosa(HAMR) pareceserunacaracterísticafrecuente

entrelos aisladosde origenavino y caprino.Nosotroshemosdetectadoen cepasde E. cali de origenovino y
caprinoaisladasde los procesosdiarreicosestudiadasla expresiónde un antígenosupeffical,distino de las

fimbriasES, F41 y F17, que se correspondecon unabandaproteicade pesomolecualraproximadode 19,500

daltonsy que denominamosLC168. Este antígenopareceestarampliamentedifundido entrela cabañaovina

(18,5%)y caprina(6,28%).

En las estudiosdesensibilidada diferentesantimicrobianosunaelevadaproporcióndecepasresultaron

ser sensibles a las antimicrabianosde usa menos frecuente como son las cefalosporinas(62-100%), las

quinolonasfluoradas(100%) y la gentainicina(80%), mientrasque los pmcent~esde cepassensiblesa los

antimicrobianosmásutilizadosfueron relativamentebajos (<10% a las sulfamidasy <30%a las tetraciclinasy

a Ja estreptomicina>.
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