/09
2
% UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

“FRECUENCIA DE ALGUNOS SEROTIPOS

PATOGENOS DE ESCHERICHIA COLI EN

LECHONES CON DIARREA EN 4 GRANJAS
DEL ESTADO DE YUCATAN"

TESIS DE LICENCIATURA

Que para obtener el Titulo de
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

presenta

MARIO RAMON HEREDIA NAVARRETE

ASESOR: JAVIER FLORES ABUXAPQUI

México, D. F. 1988



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE.

PAGINA
1. RESUMEN : : SR B
II. INTRODUCCION 2
ITI. MATERIAL Y METODOS 9
IV. RESULTADOS | ST
V. DISCUSION L2l "

VI. LITERATURA CITADA ST



I. RESUMEN

"FRECUENCIA DE ALGUNOS SEROTIPOS PATOGENQOS
DE Escherichia coli EN LECHONES CON DIARREA
EN & GRANJAS DEL ESTADO DE YUCATAN".

AUTOR: MARIO RAMON HEREDIA NAVARRETE

ASESOR: JAVIER FLORES ABUXAPQUIL

Con el propésito de conocer la frecuencia de algunos
serotipos patdgenos de £. coli, se realizd un muestreo
bacteriolégico de las heces de 100 cerdos con diarrea de
1 a 8 dias de nacidos.

Las muestras previamente identificadas y conservadas
en tubos de ensayo con solucidn salina estéril como medio
de transporte, fueron trasladadas al laboratorio de Bac—~ .
teriologia del Centro de Investigaciones Regionales "Dr.
Hideyo Noguchi" de la Universidad Auténoma de Yucatéin ,
en donde se aisid E. coli en el 1007 de 1los animales
muestreados v mediante la prueba de serotipificacién, se

identificé al serotipo 08 como el (nico serotipo poten—

cialmente patdgeno presente, con una frecuencia del 8%.



II. INTRODUCCION

En produccidn animal, dentro del rengldén porcicola,
las diarreas de los lechones constituven sin lugar a du-
das un problema muy importante, presentidndose con una
frecuencia que va desde el 10 hasta el 80%, dependiendo
de las condiciones zoosanitarias y de los programas de
medicina preventiva existentes en las granjas (8,17,30,
31). En la actualidad los porcicultores ya han tomado
conciencia de las pérdidas econdmicas, pues el nimero de
bajas que les ocasionan las enfermedades diarreicas, so-
bre todo las que se presentan en las primeras semanas de
vida, suelen ser considerables (aproximadamente de un
10%Z), (8,11,30).

En Yucatan®, la diarrea en lechones recién nacidos
‘'se presenta en casi todas las granjas en donde se ven
afectadas el 907 de las camadas y la mortalidad en algu-

nas de ellas llega al 45% o mas.

Las causas de la diarrea en lechones son numerosas

y pueden ser de tipo infeccioso o no infeccioso (27).

* Comunicaci6n Personal. M.V.Z. Rosado M.R.: Subgerente Técnico del

Fideicomiso Henequenero en el €da. de Yucatdn. Area Porcinos.



Ademas intervienen otros factores predisponentes pa-
ra la presentacién de la diarrea como: una deficiente
conducta materna, incapacidad de amamantar de la cerda,
una pobre condicidén general de la camada y factores es-
tresantes tales como: humedad, corrientes de aire, en-—
charcamientos, frio, falta de espacio y en general, con-

diciones sanitarias deficientes (13, 14, 15, 20, 26, 30).

La colibacilosis es una enfermedad infecciosa aguda
v algunas veces altamente fatal de los cerdos lactantes,
que se caracteriza por diarrea acuosa de color blanco
amarillento, v que con frecuencia se acompafia de septice-
zia (5, 8, l4). Se cree que E. coli es el factor etiolé-

gico principal de ésta enfermedad. (5, 9, l4).

E. coli es un huésped habitual del tracto digestivo
de los mamiferos vy aves, v algunas cepas patdgenas causan
,problemaé gastrointestinales tanto en los animales como
en el hombre. (1, 4, 5, 7, 8, 14, 17, 25, 28, 32).

La Escherichia coli, es una bacteria Gram negativa
en forma de baston, posee tres antigenos de superficie:
0O (somitico), K (capsular), H (flagelar). (1, 4%, S, T,
3, 14, 17, 25, 28, 32).



A) ANTIGENOS SOMATICOS

En la fase lisa son termoestables, localizados en
la superficie, son complejos lipopolisacédridos consisten-
tes en (i) Lipido A (responsable de la toxicidad), (ii)
oligosacirido que forma el centro de la molécula, y (iii)
polisacdrido O especifico (base quimica de la especifici-
dad antigénica O0). Dado que los antigenos O estdn estruc-
turados por varios componentes se les llama grupos 0. Al-
gunos grupos O distintos pueden compartir componentes an-—
tigénicos lo que resulta en reacciones cruzadas. Los gru-
pos QO se numeran del O1 al 0167' pero, dado que cuatro
han sido retirados del esquema diagndstico de E. coli, el
nimero total es de 163. (4, 5, 17, 25, 32).

B) ANTIGENOS K

Son polisacaridos provenientes de la cdpsula. Se les
ha identificado del Kl al 59, pero los K88 ¥ K99 no son

componentes de la céapsula sino de las fimbrias, por lo
tanto son de naturaleza glucoproteica. (4, 5, 17, 25, 32)

Los antigenos K inhiben la aglutinacidén de organis-
mos vivos por el suero anti Q homélogo. Esta inhibicidn
desaparece al calentar los cultivos a 100°C o 121°C. Se
han separado por la diferente termolabilidad de su capa-
cidad de: (1) aglutinar bacterias, (ii) inducir la forma-

cién de aglutininas, (iii) combinarse con aglutininas.



Dicha diferenciacién permite clasificarlos en tres tipos:
L, B y A. Cuando los cultivos tienen -antigenos K, L o B
y se calientan a 1009%C durante una hora, pueden ser aglu-
tinados .por sueros anti O, pero diches cultivos va no
pueden ser aglutinados por sueros anti ¥, (sin embargo
la antigenicidad de los tipos B no se destruye completa-
mente a 1009C). (25)

Por otro lado, la capacidad del antigeno L para com-
binarse con anticuerpos también se destruyve a 1009C,
mientras que el antigeno B conserva ésta habilidad ain
después de calentarse a 120°C. (25)

El tipo A conserva su poder de a-glutinacién y anti-
genicidad después de calentarse a lOOQC.. pero no a 1219C.
(25)

C) ANTIGENOS H FLAGELARES

Estos son termoldbiles (inactivados a 1002C v se
asocian con los flagelos en cepas méviles; son monofdsi-
cos, de naturaleza protéica y se reconocen 30 distintos

(H - Hyp). (25) .

Se han identificado serolégicamente 163 cepas E. co-



1i de las cuales unas pocas ocasionan diarrea en lecho-
nes, siendo los serogrupos 0O mds importantes en esta en-

fermedad los siguientes: 0, 05, Qs Ogs Oy, 044 Oaqs

0 0

45" %4 %96 C101° O108* 115* O119v O138* O1390 Y1an-

0 (1, 5, 6, 8, 17, 23,27, 30, 32)

147 %149 %157
Los serogrupos'O,K de'E. coli mas frecuentemente en-
contrados (1, 5, 7, 8,-17,.19, 22, 24, 32), en diarrea

neonatal del lechdn son los siguientes:

0 K Kggab
K87 KBSac
rggs: Ksgac

; Kgl K88ac
§ - gsap %agab
‘i;'f K89 K88ac
 €'  i K91 Xagac
,‘0157 e K'v17' K88ac

zy:los més frecuentes en la diarrea del destete (1, 5,
7, 8, 17, 19, 22, 24, 32) son:



138 81

%1 Kgsap
01 Kgsac
0149 Koy Kagac

En el Edo, de Yucatdn el diagndstico bacterioldgico
de las heces de cerdos comn diarrea, realizado por el De-
partamento de Patologia Animal de la S.38.R.H. (Secretaria
de Agricultura y Recursos Hidrdulicos) indica que E. coli
se encuentra en un porcentaje importante, pero no se lle—-
van a cabo pruebas seroldgicas (serotipificacién), i

bioldgicas de los aislamientos.

-

HIPOTESIS
La presencia de los serotipos 08’ 0141, 0147, 0149‘,

¢} de E. coli en el tracto intestinal es un factor de

157’
riesgo para el desarrollo de diarrea en lechones neona-

tes.

* OBJETIVO

Determinar la frecuencia de los serotipos 08', ,0141‘, .

0 de E. coli en 100 lechones neonatos con

147+ Y149 ¥ 0157



diarrea de cuatro granjas del Estado de Yucatin en el pe-
riodo comprendido del 1 de Enero al 31 de Mayo de 1987.



III. MATERIAL Y METODOS

[y

De 100 lechones de 1 a 8 dias de nacidos, gque cursa-
ron con un cuadro diarreico, se recolectaron muestras de
materia fecal con hisopos estériles en forma directa (via

rectal), 25 muestras por cada granja.

Lo anterior se realizd en las siguientes granjas:
"Ricalde", "Sta. Lucia", "Pizarro" "San Antonio”, ‘ubi-i. -
! :

cadas las dos primeras- en el municipio de Motul v ias

restantes en el municipio de Conkal, Edo. de Yucatén}‘ﬁpnm

mds de 80 vientres cada una.

Las muestras se conservaron en tubos de ensayo con’
solucién salina fisioldgica estéril como medio de trans-
porte, para ser trasladadas al laboratorio de Bacteriolo-
gia del Centro de Investigaciones Regionales "Dr. Hidevo

Noguchi', de la Universidad Auténoma de Yucatén.

Con el mismo hisopo se sembrd en placas de agar Mc
Conkey y agar EMB (Agar de Eosina y Azul de Metileno) ex-
tendiendo por estria cruzada y se jincubaron a 372C duran-

te 24 hrs.

Se seleccionaron las colonias fermentadoras de' lac--

tosa para resembrar’ en tubos de TSI (agar de hierro yi
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triple azdcar), MIO (medio de movilidad, indel y ormiti-

na), LIA (agar de hierro y lisina), agar sangre de carne-

ro 5%, agar urea de Christensen, agar citrato de Simmons,

agar fenilalanina, caldo rojo de fenol y lactosa, caldo

rojo de metilo y Voges ~ Proskauer. Se incubd a 379C du~-

rante 24 horas al cabo de las cuales se realizé la lectu-

ra y se compard con el cuadro siguiente (25):

RESUMEN DE LAS REACCIONES BIOQUIMICAS DE ESCHERICHIA.

PRUEBA

Reduccibn de
nitratos

oF

Praduccién de gas
a partir de la
glucosa.

ONPG (Orto-Nitrofe-
nil-Beta~D-galac-
topirandsido)

Lactosa

(Soijka, W.)

REACCION TIPICA

+

Fermentativa

OBSERVACIONES

Todas las cepas reducen
los nitratos a nitritos.

Tadas las cepas hidroli~
zan la glucosa por reac~
ciones de fermentacidn.

No es raro encontrar ce~
pas anaerogénicas (Alre~
dedor del 7% de las ce~
pas son anaerogénicas).

Solo pocas cepas dan una
reaceidn negativa.dlca~
lescens dispar (in-
cluide ahora en el gru-
pe Escherichia) es
ONPG.

Pueden encontrarse cepas
que no fermenten la lac-



PRUEBA

Manitol

Dulcital

Sucrosa
Salicina

Inositol

Adonitol

Maltosa

Produccidn de
Indol

Rojo de Metilo

Voges - Proskauer

Crecimiento en
Citrato de' Sodio

REACCION TIPICA

11

JBSERVACIONES
tosa o lo hagan muy len-
tamente,

Solo alrededor del S0%
e las cepas fermentan
el dulcitol.

Entre el 45 y el 87%
fermentan Sucrosa y Sa-
licina.

La fermentacién del Ino-
sitol acurre muy raramen-
te.

Entre el 6 y el 10% de
las cepas fermentan el
Adonitol,

La mayoria de las cepas
fermentan la maltosa en
1 a 2 olas; pocas cepas
1o hacen después (3 &
mas glas).

Pueden encontrarse cepas
negativas.

Casi todas las cepas son
positivas,

Cepas positivas son ra-
ras.



PRUEBA REACCION TIPICA

Crecimiento en me- -
dio KCN.{Cianuro
de Patasio).

Ureasa -

Licuefaccidn de -
la gelatina

Produccién de HZS -

Desaminacidn de -
fenilalanina a
acido fenilpirdvico

Malonato de sodia +

Descarboxilacidn d
de la lisina

Descarboxilacidn d
da la ornitina

12

OBSERVACIONES

S6lo alrededor del 1% de
las cepas de £. coli
crecen en este medio.

Se han reportado cepas
capaces de hidrolizar la
urea.

Algunas cepas pueden,
ocasionalmente, hidroli-
zar la gelatina.

Muy pocas cepas producen
sulfuro de hidrdgeno.

Todas las cepas son ne-
gativas, esta prueba es
(til para hacer la dife-
renciacién entre Pro-
teus spp.(positivo a
la prueba) y otros miem-
bras de la familia bac-
teriaceae. .

Aproximadamente 23% de
las cepas son positivas.

Aproximadamente el 72%
de las cepas son pasiti-
vas al ler. dia, el 14%
al 20. o 3er. dia.

Aproximadamente el 4% de
las cepas son pasitivas
en el ler, dia y el 40%
al 20. a 3er. dia.
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PRUEBA REACCION TIPICA 0BSERVACIONES

Motilidad + Aproximadamente el 70%
de las cepas son mdviles

+ = Reaccion positivaj - = Reaccién neqativa; d = diferentes tipos bio-
quimicas.

La tipificacidén seroldgica se hizo de la siguiente
manera:
1,~ Preparacién del Antigeno somético 0.

Se usaron 5 cepas de £. coli (08, 0141, 0147, 0149,

0157) proporcionadas por el Dr. C. D. Murphy, del Natio-

nal Veterinary Services Laboratories, ‘de imes, AIowé,—'
E.U.A. o

Cada serotipo se cultivd en agar sangre a 379C. il
dia siguiente una porcidn de la colonia "lisa" (no aglu-
tinable en solucién salina al 0.85%) se inoculd en caldo
nutritivo y se incubd a 379C durante 18 horas, al cabo
de las cuales se calentd el cultivo a 1009C por 2 horas
y 30 minutos (esto se hizo para inactivar los antigenos
L v B, asi como los H fimbriales). il enfriarse se con-
servd con formalina (se adiciond 0.5 ml de formalina por
cada 10 ml de cultivo hervido). Solo se usaron las sus-

pensiones 0 que no autoaglutinaron (25)

2.~ Produccién de antisueros contra Antigeno somatico 0.
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en conejos.

La suspensién O (indculo) se inyecté a conejos en
la vena marginal de la oreja en las siguientes dosis:
0.2, 0.4, 0.8 y 1.6 ml con tres dias de intervalo. Se
sangraron los conejos a blanco 7 dias después de la Glti-
ma inveccién. Después de separar el suero, se preservd
en solucién salina fenolada (por cada 10 ml de suero se
afiadié 0.5 ml de fenol salina al 5%). El titulo del anti-
suero O se determind contra una suspensidn O homéloga me-

diante la prueba de aglutinacién en tubo. (25)

3.- Se prepard un antisuero O polivalente con los seroti-

pos Ogs 0141+ Opa7r Orug ¥ 0151

Se puso 1 ml. de cada antisuero en un frasco ‘con: 20 -
ml de fenol salina al 0.25Z (dilucién final 1:25). ,,,(}25), 

4,~- Determinacién de Antigenos O (Prueba de Agluciriaéién
en tubo). o ,
a) Preparacidén de la suspensién 0 (Antigeno 0):

Con las cepas aisladas se prepararon cultivos de 18
horas en agua peptonada y se calentaron a 100¢C por una
hora y después de enfriarse se usaron como suspensién 0
para determinar los antigenos O de cepas con antigenos
K de los tipos L y B. Estos se observan en la mavoria de

las cepas y el calentamiento a 1002C es suficiente para
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destruir la incapacidad de aglutinacién del antigeno 0.
Algunas cepas, sobre todo las que pertenecen a los grupos

08’ 09, 0101, con frecuencia poseen el antigeno K del ti-

po A, y para destruir la incapacidad ie aglutinacién, se
pusieron las suspensiones en autoclave (121°C por 2 horas
y 30 minutos). (25)

La determinacién del antigeno 0 se realizd en tres
fases: '
FASE T
(Antisuerc O polivalente):

Se puso en tubos de ensayo 0.3 ml. del antisuero po-

livalente (08, 0141, 0147, Ole' 0157) mas 0.3 al. de ca-

da suspensidn de antigeno a probarse, por tubo. Como con-
trol negative, en un tubo de ensayo se pusoc 0.3 ml. de
cada suspensitén O (cultivo liquido hervide) mas 0.3 ml.
de solucién salina vy se incubd en bafio maria a 30°C du-

rante 18 horas. (25)

FASE II
(Antisueros O individuales, diluides 1:100):

Los antigenos gque aglutinaron con el antisuero 0 po-
livalente se probaron con la suspensidén O monovalente

(individual) de la misma forma que va se indicé. (25)
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Los antigenos que resultaron negativos con el poli-

valente, se probaron con el antigeno 08' que se asocia

con frecuencia con el tipo A del antigeno K, incubando
18 horas. (25)

FASE ITI
(Titulacidn)

Con las cepas que aglutinaron en la fase IT (los an-
tigenos que aglutinaron con antisuero O monovalente), se
procedid a realizar diluciones al doble a partir de 1:20,
para probar con el antisuero positivo, incubando durante
18 horas. (Al realizar la lectura, los antigenos que ob-
tuvieron un titulo de 1:320 o mds se consideraron como

pertenecientes a ese grupa 0). (3, 25)
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IV.. RESULTADOS

Se aislé Escherichia coli en todos los animales

muestreados.

En el cvadro No. 1 se expresan los titulos de los
Antisueros contra el ig (antigeno) somdtico de las 5 ce-
pas control empleadas, obtenidos por inmunizacidén de co-

nejos. Como se puede ver los serotipos Ol&l' 01&7’ 0157,
dieron un titulo de 1:5,120 (60%), el O8 y 0149 tuvieron
1:10, 240 (40%). '

De 100 cepas de E£. coli aivslya'dasrjv' _probadas con el
Antisuero polivalente (08, 0141 v,"v: 0147, 0149;, ] 157) me-~ ’
diante la técnica de aglutinadiéﬁl'en""tu'bb', 14 ‘fueron po-

sitivas y 86 negativas. (Cuadro ¥o. 2)

De éstas 14 positivas con suero polivalente, sblo.
8 tuvieron titulos superiores a 1:320 (57.15%), v 6 tu-
vieron titulos inferiores (42.85%) al ser probadas contra
los sueros monovalentes. De éstas 3 cepas Positivas todas

correspondieron al serotipo 08 (100%). (Cuadro No. 3)
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Cuadro No. 1

E. coli, segin titulo mds alto de anticuerpos

Titulo Titulo de anticuerpos aglutinantes
mas alto de en suero de conejos
Anticuerpos inoculados con cepas de E. coli Totales
Serotipos
08 0141 0147 @149 0157 No. 1

1: 5,120 - 1 1 - 1 3 50.00
1: 10,240 1 - - 1 - 2 40.00
Totales 1 1 1 1 1 5 }100.00




Cuadro No. 2

Cepas aisladas de Escherichia coli, segin
Aglutinacidén con Antisuero Polivalente

Aglutinacidn Ceoas aisladas
con de
Antisuero Escherichia coli
folivalente
No. 1
Pasitivas 14 14.00
Negativas 36 36.00
Totales 100 100.00
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CAuadro No. 3

Cepas de Escherichia coli con Aglutinacién polivante
positiva, segin Tipo de Antisuero Monovalente vy Titulo
mis alto de Anticuerpos

Tipo Cepas de Escherichia coli 'con
de - ;
Antisuera Aglutinacifén Positiva Polivalente
Monovalente Titulo mas alto de Anticuerpos Totales

1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280] Na. b4

08 - - - - 1 6 1 81 =0.00
a14y 1 - - - - - - 1 5.25
0147 3 - - - - - . 3| 18.75
0149 - 2 2 - - - - 4] 25.00
0]ms? - - - - - - - - -
Totales 1 5 2 a 1 B 1 16 [ 100.00
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V. DISCUSION

Los serotipos que con mayor frecuencia se involucran
como responsables de cuadros diarreicos en cerdos recién

nacidos en tado el mundo son: 08, 045, 0138' 01&1' 0147,

0 y 0 Existen reportes de la enfermedad proceden~

149 157 °
tes de Canadd, Estados Unidos, Reino Unido, Rusia, Dina-
marca, Irlanda, Suecia, Sudifrica, Australia, Taiwan ¥
Alemania entre otros. (1, 3, 6, 7, 8, 12, 17, 19, 22, 32)

De éstos, ei 0141 parece ser el mds frecuente en Ca-

nadd v los Estados Unidos (32). Sin embargo, ésto ha ido

cambiando con el tiempo; hacia 1978 el 0,, era el mis

frecuente en Estados Unidos, en tanto que para :198l:i.el _ ;'~

0 era el predominante (32).

101

Los lechones recién nacidos que no reciben suficien-~ e

te calostro, son mds susceptibles a cualquier tipo de co~

libacilosis (13, 17, 32). Sin embargo, Lecce y Reep re-

fieren que los lechones recién nacidos que no reciben ca-

lostro, son mds susceptibles a las cepas de E. coli se-
rotipo 08 (5, 12, 17).

Tomando como positive un titulo igual o mayor a -
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1:320, se encontrd que en el 87 de los cerdos muestreados

el serotipo 08 estaba presente en sus heces. Este resul-

tado no se puede discutir con otros trabajos nacionales
acerca de la prevalencia de serotipos patdgenos de £. co-
1i en los cerdos recién nacidos, ya que no se encontrd

ninguna publicacidén al respecto.

En este trabajo, ain cuando se haya recuperado E.
coli de serotipo O8 , no es posible atribuirle la etiolo-
gia del cuadro diarreico, hasta no demostrar si produce
toxina(s) v si pueden adherirse al epitelio intestinal
(Antigeno K88 Y, (1,22). La relacién que existe entre la
produccidn de enterotoxinas y la presencia de los antige-
nos K88’ K89y P987 en las cepas enterotoxigénicas, permi-
ten que éstas se adhieran y colonizen el epitelio intes-
tinal de los cerdos, provocadndoles diarrea (1, 6, 8, 9,
14, 18, 19, 22, 32). ’

Es necesario completar este estudio realizando de-
teccién de toxinas en estas cepas, pues es posible que
cepas toxigénicas no aglutinen con los serotipos comunes

y viceversa.

Asimismo, si las cepas toxigénicas no poseen el an-

tigeno KBS » dificilmente podrdan causar cuadro diarreico,
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por lo cual se impone su deteccidn en estos aislamientos.

Debe considerarse este trabajo como un estudio pre-
liminar sobre prevalencia de serotipos patdgenos de £,
coli en cerdos con diarrea en nuestro medio y que puede
completarse con la deteccién de factores adhesivos y to-

xinas.
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