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Escherichia coli puede producir diversos tipos de citotoxinas,
entre ellas las que tienan efecto sobre células Vero (VT) son de
las mis estudiadas y han sido asociadas a enfermedades como el
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH),la Colitis heworr&gica, 1la
Enfermedad Edenatosa Porcina (EEP) y la Enfermedad Edematosa Bovina
. La patogénia de los problemas antes mencionados no ha podido ser
deducida en su totalidad, principalmente por no contar con un
modelo animal que reproduzca las enfermedades adecuadamente.

El objetivo general del trabajo fue establecer un modelo
animal en el laboratorio para el estudio de cepas citotéxicas de
EBscherichia coli asociadas al SUH y a un brote de diarreas en
terneros.

Se lograron reproducir la mayor parte de los signos asociados
a Colitis hemorrfgica y SUH en el modelo en conejo mediante el
aislamiento "in situ" del apéndice cecal. Los signos se
desarrollaron répidamente, 2~5 dias, en forma severa y consistieron
primordialmente en diarrea hemorrégica, deshidratacién, dafio ranal
Yy anemia por destruccién intravascular. Las cepas inoculadas
provocaron destruccién de linfocitos, edema, congestién, hemorragia
e infiltracién linfocitaria en el sitio de inoculacién.

El modelo permitié deducir la patogenia de las ECVT como una

absorcién de la toxina a nivel intestinal con diseminacién
sanguinea teniendo efectos citot6xicos en el tejido intestinal, en
rifitn y provocando una hemélisis intravascular.

En el trabajo se aislaron cepas ECVT de bovinos y se asociaron
a enteritis y colitis hemorrfgica en los terneros, no existié
asociacién con la infeccién con Rotavirus bovino detectada con una
frecuencia de 32.5% ; comportandose la infeccién por Escherichia
coli como una probable infeccién primaria.




INTRODUCCION

I.CLABIFPICACION DB Escherichia coli

Tradicionalmente se ha dividido a las cepas de Escherichia
coli productoras de diarrea en cinco grupos: (6,16,63,64,65,67).

A. Enterotoxigénica (ETEC).- que se caracteriza por producir
enterotoxinas termol&bil (LT) , termoestable (ST) o ambas, la
informacién genética para ambas enterotoxinas se encuentra en
plasmidos, se incluyen varios serotipos y son causa principal de
diarrea del viajero y diarrea en lactantes en los paises
subdesarrollados.

8. Bateroinvasiva (BIRC).- invaden la mucosa intestinal de manera
semejante a Shigella dysenteriae, provocando disenteria , esta
capacidad invasiva depende de un pl&smido de aproximadamente 140
MDa, el cual codifica para la producci6én de varias proteinas de
Membrana Externa (OMP) involucradas en la invasién.

C. BEnteropatégena (EPEC).- el mecanismo de patogenicidad no esté
aGn bien establecido, es un grupo involucrado en brotes de diarrea
en nifios, hay estudios que sugieren que la adherencia a la mucosa
intestinal puede ser el mecanismo por medio del cual se causa dafio
a los tejidos, este grupo se ha subdividido de acuerdo al patrén de
adherencia que presentan en cultivos celulares.

D.Enterchemorrfgica (ECBH).- en las cuales la produccién de
citotoxinas (con capacidad de destruir células eucariéticas) es el
mecanismo de patogenicidad, adem&s de que no producen ST ni LT y no
son invasivas (16). Causan cuadros como colitis hemorr&gica (CH) y
sindrome urémico hemolitico (SUH), el sgerotipo O157:H7 fué el
primero involucrado, pero actualmente se han relacionado a los
serotipos 0111:H~- y 026:H11.

B. Bnteroadherente (BAEC).- se han identificado por su capacidad
unica de adherencia a células Hep-2, no elaboran enterotoxinas,
citotoxinas, no invaden células epiteliales y sus propiedades de
adherencia se han relacionado con la presencia de pl&smidos.

En el 4&rea veterinaria 1las cepas de Escherichia coli
productoras de problemas gastrointestinales se clasifican como
EnteropatSgenas, independientemente del mecanismo de patogenicidad
que presenten (5,27,29).

Los cuadros clinicos que suelen presentarse en bovinos son:
Sepzicinico, Enterotéxico y Enterotoxémico (Enfermedad edematosa
bovina)



Escherichia coli produce una serie de toxinas bien
caracterizadas como las enterotoxinas, las citotoxinas y también
otro tipo de toxinas 11 d Factor Citotéxico Necrotizante
(CFN 1 y CFN 2), el cufl causa necrosis en piel de conejo y células
multinucleadas, con redondeamiento, en cultivo de tejidos (células
HeLa, CHO o Vero) las cepas productoras de este CNF se han aislado
de nifios y bovinos (30,62).

lLas citotoxinas producidas por Escherichia coll han sido
llamadas Verotoxinas por su efecto citotéxico sobre células Vero o
tanbién como toxinas semejantes a Shiga por su semejanza antigénica
con la toxina producida por Shigella dysenteriae tipo I, de tal
forma que es comGn la denominacion de VT o SLT (Shiga Like Toxin)
(51).

Estas toxinas VT son codificadas en el gend bacteriano por
la lisogenizacién con bacteriéfagos, de los cuales se han estudiado
principalmente dos tipos que son diferentes tanto morfolégicamente
CcOmO genotipicamente al mediar dos toxinas con diferencias
antigénicas, estos dos fagos, al igual que sus toxinas, se han
llamado VT1 (SLT I) y VT2 (SLT II) (14). Los fagos anteriores han
sido extraidos de una cepa del serotipo 0157:H7 aislada de un brote
de enfermedad en el humano y nombrada como 933 y han sido
introducidos en una cepa de Escherichia coli de lahoratorio llamada
K12 C600 con lo cual se obtuvieron las lisogenizadas 9333 y 933w
productoras de VT1 y VT2 respectivamente (50). La citotoxina VT2v
esta codificada a nivel de cromosoma (79).

En la actualidad se asocia a todas las diferentes toxinas VT
descritas como una familia con relaciones antigénicas entre ellas
(50). De tal forma que se han descrito los siguientes tipos de
toxinas: VTrl, VT2, VT2v (VT2e, VTE), VT2ha y VT2hb (28,77).

IIXI.BL SINDROMNE UREMICO NEMOLITICO (SUR)

Es una enfermedad que ataca en la nifiez y que se caracteriza
por provocar falla renal aguda, anemia hemolitica microangiopética,
uremia y trombocitopenia ( 20,32,75). Existe una fuerte correlacién
entre el SUH y la infeccién con ciertos serotipos de Escherichia
coli que tienen como caracteristica comGn la produccién de una
potente citotoxina VT (2,31,32,47,48,75,77). Otras bacterias
productoras de toxinas lenejant-l . talbiin han sido involucradas,
como Shigella dysenteriae, Streptococcus pneumoniae
campylobacter. Del mismo modo se han involucrado otras situaciones
clinicas diferentes a las infecciosas como causa del SUH. (47).

La aparicién del SUH se considera como una de las
manifestaciones de enfermedad producidas por cepas de Escherichia
coli productoras de VT y se les asocia como una de las causas mas
frecuentes de SUH en Norteamerica (7).

Se ha implicado al bovino como un reservorio del principal
serotipo asociado al SUH, habiéndose aislado frecuent
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citotéxicas a partir de leche (5), carne fresca de bovino, cerdo,
aves y carnero (14,15) y se ha demostrado que algunas de las cepas
aisladas de bovinos tienen los genes y producen las toxinas VTl y
vT2 (30,65,77).

La asociacién de la produccién de VT con factores de
atherencia bacteriana no se ha dado en forma sostenible , por
ejemplo en Brasil se han determinado prevalencias altas de bovinos
gue tuvieron cepas productoras de VT, sin embargo no presentaron
factores de adherencia clésicos (F41, K99) y se demostré un factor
de adherencia nombrado EAF 44 (80). En otros casos de aislamientos
a partir de bovinos no se ha podido correlacionar con algtn factor
de adherencia especifico (14).

IV.ENPRRMRDADES XN ANINALRS

En animales infectados, naturalmente o en el laboratorio, la
infeccién con Escherichia coli productora de citotoxinas se ha
asociado principalmente a cilego y colon distal; observéndose
erosién y tilceras al sitio de unisén, los enterocitos se presentan
cuboidales y no parece haber predisposicién por algdn tipo de
célula. También se aprecia edema extenso y erosién, Glceras y
hemorrégias en el sitio, el aspecto de la diarrea ha sido llamado
“digsenteriforme” (30,28).

En bovinos se estudi6 una diarrea disenteriforme en
infecciones por cepas EPEC gue no produjeron VI, y no existid
respuesta a la terapia de 1liquidos, transfusiones de plasma
antibiéticos y electrolitos en 4 animales observados (43). Existe
86810 un reporte de enfermedad en bovinos, de la cual se aislé una
cepa 0157:H7 pero en otros casos de bovinos con diarrea, positivos
a cepas productoras de VT, se han identificado diferentes serotipos
involucrados (14).

V.MODRLOS AMIMALRES

Se han realizado experimentos para estudiar los mecanismos de
patogenicidad de las bacterias que participan en el SUH en los que
se ha pretendido reproducir la enfermedad en animales de
laboratorio y domésticos.

El empleo del conejo como modelo parte de los experimentos
descritos por Sherman en 1988 en los cuales se inocularon
diferentes serotipos de Zscherichia coli productoras de VT por via
intragéstrica, aunque los rassultados no mostraron evidencias de
SUH, en algunos casos se presentd diarrea no hemorrfgica a los
siete dias postinoculacién (64).

Las observaciones de dafio a células endoteliales y
microangiopatia, similares a las observadas en humanos,
desarrolladas después de la inyeccién parenteral de VT en conejos,
as{ como la selectividad de los tejidos involucrados, fundamentan
la hipStesis de gque estos dafios se producen por accidén directa de
la toxina sobre ciego y encéfalo. Ademés las células endoteliales
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sintetizan el factor de coagulacién VIIY , cuya anormalidad parece
conducir a trombocitopenia (33,52,56,75).

En un modelo en caninos desarrollado previamente (24), se
administraron cultivos de cepas citotoxicas en un segmento aislado
de intestino delgado y se mantuvo durante 14 dias,los animales
desarrollaron diarrea, en algunos casos hemorr&gica, coagulacién
intravascular y fen6meno de Shawrz, baja de la haptoglobina libre,
hemosiderosis, cilindruria, necrosis hepStica y lesién en el
segmento intestinal . El fenémeno fué mas aparente al inocular la
cepa 933 y la cepa productora de VT2 (933W) que al utilizar la cepa
productora de VT1.

Las cepas 0157:H7 inoculadas en cerdos gnotobiontes produjeron
una diarrea secretora (33,43), observindose que las bacterias
colonizaban el colon y el ciego en forma difusa con "attaching and
effacement® y demostr&ndose gue los enterocitos se afectaban en
grados diferentes y sufrian desprendimiento de la mucosa; ademis el
mesenterio se encontraba con edema marcado e inflamacién supurativa
en la mucosa y submucosa (21). El1 mismo modelo presentd algunas
cepas ECEH penetrando a la mucosa y la l&mina propia del intestino
(76) .

Al administrar intrag&stricamente extractos del sobrenadante
de cepas 0157:H7 en cerdos, se produjo diarrea de tipo secretor y
se observan cambios histolégicos como apoptosis (21). Estos mismos
cambios se observaron en asas ligadas de conejo inoculadas con el
serotipo 0157:H7 (66). Contradictoriamente, cuando se inocularon
cepas VT1 y VT(~) (obtenidas por mutacién espontfnea) o una cepa
VT(-) silvestre, en cerdos gnotobiontes se produjeron las mismas
lesiones que las paternas por lo que VIl y VT2 aparentemente no son
escenciales para desarrollar diarrea ni "attaching and effacement"
lo que hizo poco claro el papel de las toxinas en el SUH (21).

Algunos autores concluyeron que el cerdo no fué& un modelo Gtil
para reproducir las lesicnes al utilizarlo como modelo de SUH con
cepas O157:H7 (74).

Por otro lado se ha sugerido (6) que la uremia posterior a
dafio renal severo, puede causar trastornos en la funcién de las
plaquetas y de otros factores involucrados en la hemostasis, por lo
que una secuencia de eventos asociados al SUH puede ser asociada a
un dafio directo sobre las plaquetas y después efectos hemost&ticos,
o bien a un dafio previo renal con uremia y secundariamente cambios
en hemostasis.

VI.LESIONES PRIMCIPALES

Las lesiones identificadas en la CH producida en condicones
naturales en el humano y las observadas en los diferentes modelos
animales desarrollados, se encuentran inicial y predominantemente
a nivel del intestino, con destruccién de enterocitos leve,
infiltrado mononuclear y polimorfonuclear en la regién y , a veces,
con fusién de las vellosidades intestinales. Dichas lesiones pueden
ser confundidas' con las producidas por alqunos agentes virales
tales como la Gastroenteritis transmisible del cerdo (GET) o el
Rotavirus en diversas especies. Este dltimo agente al ser muy
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frecuente como causa de infeccién en aninales domésticos y producir
lesiones semejantes, puede causar interferencia en el anflisis de
la patogenia, cuando se desarrolla un modelo animal; es por tanto
i-gort:gt- describir algunas de las particularidades de 1la
nfeccidn.

VII.ROTAVIRUS

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae, contienen
una doble cadena de RNA que consiste de 11 segmentos. Esta
estructura ha servido como método de identificacién puesto que al
correr electroforéticamente al RNA, este se separa en once
segmentos con corrinientos definidos, siendo este método el que ha
servido como diferenciacién taxonémica y epidemiolSgica en
infecciones en animales domésticos (1).

La superficie antigénica es muy compleja y se han clasificado
en:

Serotipos.- en funcién de pruebas de neutralizacién de virus y el
antigeno responsable de las diferencias observadas es una
Glicoproteina de superficie.

Grupos.- tomando en cuenta antigenos de superficie y corrimiento
electroforético, existen actualmente del grupo A al E.

subgrupos.~ la especificidad antigenica est& asociada al gen 6.

Las infecciones en animales domésticos estan restringidas al
tracto intestinal dando consecuencias de falta de absorcién al
producir disminucién del tamafio de la vellosidad y fusién de las
nismas (30).

En el caso de los bovinos, se han descrito infecciones en las
cuales todos los diagnésticos realizados pertenecen al mismo
electroferotipe, o a patrones diferentes lo que depende del autor.
Asi mismo existen reportes de una mayor prevalencia del grupo A en
casos de bavinos. En los bovinos pueden causar infecciones
asintométicas o verdaderas diarreas con una pérdida abundante de
liquido y desbalance electrolftico . La diferencia en presentacién
depende de la virulencia de las cepas, edad del bovino, estado
inmunolégico, désis del in6culo, estres ambiental, asi como
infecciones asociadas. En un estudio de 35 explotaciones , la
prevalencia de infecciones por Rotavirus fue de un 23% y se
determind que en terneros de una semana de edad fue comGn encontrar
infecciones asociadas incluyendo 1la presencia de cepas de
Escherichia coll enterotoxigénicas (230).



OBJETIVO

I.JUSTIPICACIONS

En la actualidad no se cuenta con un modelo animal en el que
se presente las lesiones entéricas y sistémicas asociadas con el
SUH del ser humano.

Las lesiocnes en bovinos producidas por cepas citotéxicas de
Escherichia coli, no han podido ser analizadas, observandose al
bovino tan s6lo como un reservorio para la infeccién en el humano.
Al mantener los mismos serotipos y tipos de VT gque el humano es
posible que en ambos se presenten lesiones parecidas al ser
mediadas por las mismas toxinas.

IX.RIFOTESIS DR TRABAJO:

- Es posible desarrollar un modelo en conejos que permita
evaluar y reproducir el efecto toxigénico que media las lesiones de
Escherichia coli citotéxicas aisladas de humanos con SUH y de
bovinos con Colitis hemorr&gica. El efecto toxigénico se observara
por la evaluacién de:

La formula roja y las plaquetas en la biometria hem&tica para el
proceso de Anemia y trombocitopsnia respectivamente.

La haptoglobina serica y hemoglobina plasmitica para la hemblisis
intravascular.

La urea y creatinina serica para el dafio Renal

La necrépsia e histologia para las lesiones asociadas al SUH,
colitis hemorr&gica y enteritis bovina.

~ Existe asociacién en las lesiones intestinales producidas
por la infeccién por Rotavirus y cepas citotéxicas de Escherichia
coli en un brote de enfermedad en terneros en una explotacién.

IXI.OBJETIVO GEMERAL:

Establecer un modelo animal en el laboratorio para el estudio
de cepas citotéxicas de Escherichia coli asociadas al SUH y a un
brote de diarreas en terneros.

IV.OBJRTIVOS EBPECIFICOS:

1.-Desarrollar y evaluar un modelo animal en conejo para el estudio
del efecto de las cepas citot8xicas asociadas al Sindrome Urémico
Hemolitico en humanos y a la infeccién intestinal en los bovinos.
2.-Analizar la asociacién entre las lesiones Macro y Microscépicas
del intestino y la presencia de Escherichia coli citotéxicas en el
modelo en conejo .

3.-Determinar la presencia de Escherichia coli citotoxicas y de
Rotavirus en un brote de diarrea en terneros de una explotacién.
4.~Analizar la relacién entre la presentaciébn de Escherichia coli
citotéxicas y Rotavirus como factor de riesgo y como causantes de
las mismas lesionas intestinales en los bovinos.
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MATERIAL Y METODOS
I.MODRLO AMIMAL

Se utilizaron 21 conejos Nueva Zelanda de aproximadamente 1.5
Kg de peso obtenidos de la Granja de Cunicultura de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan UNAM.

Los animales se mantuvieron en jaulas durante 7 dias previos
a la operacién para su observacién y evaluacién. Se alimentaron con
alimento comercial (Purina) y agua a libre acceso durante todo el
experimento.

Los conejos fueron rasurados en la regidn abdominal, se les
administré 0.2 mg de atropina por via intramuscular y 0.3 ml de
Antihistaminico (Histafin) por via subcutanea

A.Anestesia.~
Los animales se anestesiaron mediante tres formas diferentes
para seleccionar la mejor y m&s Gtil :

1) Pentobarbital con una dosis de 0.8-1.0 ml por via
intraperitoneal y se dosificaron en el transoperatorio de acuerdo
al comportamiento clinico.

2) Cloroformo por via respiratoria hasta efecto anestésico
3) Rompum (2 mg/Kg) y Ketamina (10 mg/Kg) por via endovenosa

B.Cirugia.~

Se realizé una incisién medial, por linea blanca, a 4 cm de la
punta del esternén de aproximadamente 4 cm de largo. Se localizé el
ciego y se expuso depositfindolo sobre gasas humedecidas, se
delinité el extremo final del saco ciego y respetando la irrigacién
se le hizo un corte transversal (Figura 1).

El extremo proximal del saco ciego se suturé mediante una
técnica invaginante de "jarreta" empleando primero una técnica de
sutura tipo cushing y posteriormente una tipo Conell (61).

El extremo distal, que se mantuvo con su irrigacién y unién a
peritoneo, se lavé utilizando solucién salina estéril hasta que el
contenido del saco se obtuviera sin residuos, en este momento se
cambiaron los campos y el material de cirugfa, posteriormente se
procedis a realizar una sutura tipo invaginante con doble linea de
gutura (Cushing-Conel) . Un poco antes de concluir la segunda
sutura se inoculs 1 ml del cultivo bacteriano, conteniendo aprox.
5 X 10° u.f.c./ ml. En todo el proceso se respetd la irrigacién
propia en ambas partes del ciego (Figura 1).

Posteriormente se procedié a lavar y desinfectar la regién
para cerrar la cavidad abdominal.

No se utilizé tratamiento con antibioticos por via sistémica,
en algunos casos sblo se empled desinfeccién local de la incisién.



Figura 1.- Esquema de la regién cecal trabajada en
los conejos. (A) irrigacién arterial, (V) venosa,
(ApC) extremo cerrado del apéndice cecal, (C) inicio
del ciego, (M) unién peritoneal a intestino delgado.

c.Cepas de Refersncia.-
Se utilizaron las siguientes cepas de referencia:

1.-Escherichia coli:
H30 (026:H1l1) y 933 (0157:H7) productoras de SLT1 y SLTII

933J productora de SLTI
933W productora de SLTII
K12 €600 cepa apatégena (11) empleada como un testigo
negativo
Todas estas cepas fueron donadas por el Laboratorio de
Microbioclogia Veterinaria de la Escuela Nacional de Ciencias

Biolségicas (ENCB).

2.-Linea Celular:
Células Vero (Células de rifisn de mono verde africano), pase
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3.~Cepas Virales:
Rotavirus de Simio cepa SAll.
Donada por el Lab. de Virologfa de la ENCB

Las cepas bacterianas aisladas y de referencia se conservaron
en medio de mantenimiento (agar soya tripticasa, Bioxon) a 4° C
hasta su uso.

D.-DISEHO RIPERIMEMTAL.~

1.-0btencién del indculo:

Las cepas de Egcherichia coli de referencia y la 375RPS
(obtenida de los bovinos) se inocularon en 5 ml de caldo soya
tripticaseina (Bioxon) estéril, se incubaron a 37° ¢ durante 18 h
y directamente se tomd un 1 ml para inocular., La concentracién
celular bajo estas condiciones fue de aprox. 10' bacterias por ml.
El medio ha sido previamente probado como adecuado para la
produccién de citotoxinas (57). Posterior a la inoculacién de los
conejos, los cultivos fueron ensayados sembr&ndolos sobre agar
sangre de carnero al 10% (Bioxon) para corroborar pureza del
cultivo y se les cuantificé la cantidad de citotoxina presente.
Formacién de los Grupos experimentales.-

2.-Lotifticacién:

Se operaron un total de 19 conejos, los cuales fueron
seleccionados al azar, para administrarles el tratamiento bajo el
siguiente esquema:

Grupo Control: 2 conejos inoculando 1 ml. de caldo soya
tripticaseina estéril en el extremo distal, aislado del ciego
(segmento ciego)

Grupo Testigo Negativo: 2 animales inoculando un cultivo de la cepa
K12 C600, cepa de referencia, apatégena.

Grupo I.- 7 conejos inoculando la cepa 933 , cepa de referencia
productora de ambas citotoxinas.

Grupo II.- 2 animales inoculando la cepa 933J productora de
citotoxina SLTI.

Grupo III.- 4 conejos administrando la cepa 933W, productora de
citotoxina SLTII.

Grupo IV.- 2 conejos con la cepa 375RPS citotéxica aislada en el
presente trabajo.

3.Bvaluacién experimental:

Previo a la operacién y durante el periodo de 7 dias de
observacién, cada animal fue sangrado por la vena yugular y se
realizaron las pruebas siguientes: biometria hem&tica, cuenta de
plaguetas, hemoglobina plasmitica, haptoglobina sérica, urea,
creatinina, deshidrogenasa l&ctica, creatinfosfoquinasa y
transaminasa glutémico pirdvica.

Los animales fueron diariamente evaluados en forma clinica ,
en algunos casos se tomaron muestras de sangre y orina durante la
fase experimental y en todos los casos se tomaron muestras de



sangre previo a la necropsia y de orina, tejidos y contenido del
segnento aislado durante la necropsia.

A partir de las muestras de sangre se realizaron las
deterainaciones antes mencionadas.

Al contenido del segmento aislado, se le realizé siembra en
los medios de agar sangre al 10%, Mac Conkey y EMB, se incubaron a
379 C durante 24h y se realizé la identificacién bioquimica de las

P sospech de Escherichia coli y 1a identificacién
presuntiva de cualquier otro aislamiento.

Los tejidos colectados en la necropsia consistieron en
segmento cecal aislado, ciego, intestino delgado porcién duodeno
ileon, rifién, bazo y encéfalo. Los érganos se inspeccionaron
durante la necropsia y fueron inmediatamente fijados en formalina
amortiguada al 10% y posteriormente incluidos en parafina. Los
cortes se realizaron de 5u de espesor y se tifieron mediante
hematoxilina y eosina para posteriormente montarlos con resina.

B.PRUSBAS DB PATOLOGIA CLINICA.-

1.-Biometria Nemftica:
Se realizé la determinacién de cuenta de eritrocitos,
hemoglobina total, hematocrito, indices de Wintrobe, recuento de

plaquetas, r to de 1 itos y ta diferencial de
leucocitos utilizando la metodologia rutinaria en el laboratorio
(72).

2.~Naptoglobina sérica:

Bisicamente se siguié la metodologia descrita en Sonnenwirth
y col. en 1983 (70):
1.-Amortiguador de &cido férmico 0.5M pH 3.7
2.=-S0l. NaCl 0.15M
3.~S0l. de Cianometahemoglobina 60mg/dl.

Té&cnica:
Tubo Problema: 1.8 ml de Sol. de NaCl
0.2 ml de suero problema
1.0 ml de Sol. de Cianometahemoglobina
Se mezcld y dejé reposar 10 min.
2.0 ®ml de Amortiguador de Formato
Tubo blanco: 1.8 ml de Sol. de NaCl
1.0 ml de Sol. de Cianometahemoglobina
2.0 ml de Amortiguador de Formato
Se mezclS y dejé reposar 10 min
0.2 ml de suero problema
Célculos:

Se dejaron reposar los dos tubos durante dos horas a temp.
ambiente, se leyé la absorvancia (As) del tubo problema contra el
blanco a 407 y 380 nm.

(A8407-A8380) x 455 = Haptoglobina (mg/dl)

Medidos por equivalentes de Cianometahemoglobina

3.~-Hemoglobina sérica:
Se utilizd la técnica d ita en S wirth 1983 (70).
El plasma se diluyd 1:2 con agua destilada (o una mayor
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dilucién si los valores eran elevados.)

4.~Ures sérica:
Se utilizé la metodologfia de Diacetil Monoxima (Bioxon) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante.

S.=Creatinina sérica:
Se realizd mediante la metodologia de Jaffes usando &cido
picrico alcalino tal y como se describe en (13,70).

é.~Transaminass Glutémico Pirdvica:
Se utilizé un equipo comercial (SIGMA) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

7.-Creatinfosfoguinasa (CPK):

Se empled un equipo comercial (Merck) de cinética U.V.
optimizada, se utilizé una temperatura de 370 ¢, cubetas de lcm y
la longitud de onda usada fue 365 nm.

8.-Deshidrogenasa léctica:
Se siguié la técnica colorimétrica de SIGMA, leyendo a 550 nm
y utilizando una curva de calibracién previamente preparada.

F.VALORES NORMALES DE LAS DETERMIMACIONES EN SAMGRE.-

Los valores normales para la poblacién trabajada fueron
calculados tomando como base las determinaciones preoperatorias
practicadas a cada animal, calculando la media y desviacién
estandard y expresando el rango normal como la media +/- 1 desv.
estandard.

G.METODOS ESTADISTICOS.-

El disefio experimental se realizé en forma aleatoria.

Se utilizé6 el programa estadistico STATGRAPHICS para el
cllculo de los parimetros de estadistica descriptiva, asi como para
la prueba no paramétrica de An&lisis de Varianza en una via por el
Método de Kruskal-Wallis. La interpretacion del An&lisis de
varianza se realizé de acuerdo a Daniel (12).
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IXI.OBPTENCION DE MUESTRAS A PARTIR DE LOS BOVINOS

Las cepas de Escherichia coli aisladas y usadas en el presente
trabajo se obtuvieron a partir de muestras de una explotacién de
bovinos que se dedica a la produccion de animales cuya ﬂna].idad
zootecnica es la produccisén de ganado de engorda y lechero,
en la explotacién se desarrollan los anizales hasta su etapa
productiva y a &s son utilizados para 1a obtencién de leche o
bien son vendidos como pie de cria. Estos animales son criados en
forma cerrada pues pricticamente no hay entrada de animales nuevos
a la explotacién y en un ciclo completo puesto que en la misma
explotacién se lleva a cabo todas las etapas de la produccidn. Asi
mismo, dentro de las instalaciones se 1lleva un programa de
trasplante de embriones y mejoramiento genético.

El motivo de la consulta fue por un cuadro de diarreas severas
con una mortalidad y morbilidad altas gue se tenia en la sala de
lactancia.

Se utilizaron un total de 96 bovinos pertenecientes a un hato
ubicado en el Municipio de Tepotzotlan, Méx. Los animales se
encuentran en una explotacién de tipo intensivo, existiendo areas
separadas para cada fase del proceso ( lactancia, recria, engorda,
gestacién y partos), la alimentacién es a base de concentrados
elaborados en el mismo rancho y henificados comprados fuera.

El &rea de lactancia tiene instalaciones separadas del resto
de la explotacién mediante el uso de muros de concreto, tapetes
sanitarios y personal exclusivo del &rea contando con un buen
manejo higiénico. En este lugar se reciben los animales el dia del
parto y se introducen en Jjaulas 1levantadas del piso (con
separacién entre cada una de 1 metro aprox.) y se alimentan
durante tres dias con calostro, obtenido de la madre o de otras
hembras , posteriormente se cambia a leche colectada en la
explotacién. El calostro se administra tal y como es colectado de
las hembras al parto, empleando recipientes lavados y desinfectados
con desinfectante comercial a base de compuestos iodados. La leche
es separada de la linea de ordefio mec&nico a partir del tanque de
recoleccién primario y sin tener ningtn tratamiento es administrada
a los becerros durante toda la etapa de lactancia.

Se tomaron muestras de heces a un total de 84 animales del
&rea de Lactancia (1-15 dias de edad) y 12 animales adultos
pertenecientes al &rea de Recria y desarrollo I ( aproximadamente
1 a 1.5 afios de edad)

Las muestras de heces fueron recolectadas en condiciones de
agepsia utilizando frascos de vidrio estériles , empleando un
hisopo estéril para tomar las muestras directamente del ano del
animal y fueron almacenadas en refrigeracién hasta su estudio.

A.Datos de Patologia.-

Los datos de los principales hallazgos a la realizacién de la
necropsia fueron obtenidos en algunos casos en forma directa (5
casos) y en otros fueron proporcionados por el Médico Veterinario
encargado del &rea (25 casos).

Los 6rganos seleccionados a partir de los animales en los que
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se presencié la necropsia fueron obtenidos durante la misma y
tomando como criterio aguellos que presentaran lesién y en todos
los casos intestino, abomaso, y ocasionalmente, bazo y

ganglios linf&ticos; se cortaron fragmentos de aprox. 1.5 cm’. y se
depositaron en formol al 10% amortiguado (formalina)

Se realizaron cortes mediante inclusién en parafina, de 5 u de
espesor, de los tejidos fijados previamente con formalina
amortiguada . Se tifieron por la técnica de hematoxilina y eosina
para posteriormente ser montados con resina (Sigma).

B.Examen coproparasitoscépico.-

Las muestras fueron procesadas para su examen directo mediante
sedimentacién en solucién salina o mediante la técnica de flotacién
(25) para su evaluacién microscépica en busca de par&sitos.

C.Aislamjentos bacteriolégicos.-

Se utilizaron un total de 49 muestras de excremento
provenientes de 37 becerros y de 12 animales adultos.

Las muestras de heces fueron sembradas, sin ningtn tratamiento
previo, sobre placas con agar Eosina Azul de Metileno, agar
Mac.Conkey, agar Campy Bac, agar Verde Brillante, agar Salmonella
Shigella y caldo Selenito (BIOXON) los cuales fueron incubados a
372C durante 24 h, posteriormente se revisaron y se evalub el
crecimiento. O bien se realiz6 una resiembra a las 18 h de
incubacién, a partir del caldo Selenito, sobre medio de agar Verde
Brillante.

Para la identificacién de las bacterias crecidas se utilizaron
las siguientes pruebas bioquimicas: TSI, LIA, Citrato, Urea, MIO,
Catalasa, Oxidasa, Voges Proskauer y Rojo de metilo, realiz&ndose
e interpret&indose en forma rutinaria (17).

D.~Caracterisacién de las cepas aisladas .-

1.~Determinacién de la capacidad hemolitica de las cepas aisladas:

La produccién de hemolisinas en 100 de las cepas seleccionadas
al azar, fue evaluada realizando un cultivo durante 18 h en caldo
soya tripticasa de cada una y resembrindolas por estria Gnica
sobre cajas con medio de agar sangre de carnero al 5 %, se
incubaron durante 24h. y se observé la aparicién de la zona de
hem6élisis tipo Beta alrededor de la estria.

IXII.OBTEMCION DE LA TOXINA.

Basicamente se sigui6 la metodologia descrita por Konowalchuk
y col. (36), con ligeras modificaciones:

Una colonia de cada una de las cepas se colocd en 5 ml de
caldo soya tripticaseina (Bioxon) estéril (CST), se incubé durante
24 h a 378C y el cultivo obtenido se centrifugé a 17000 g durante
30 min. en una centrifuga refrigerada (Sorvall) , se separ$ el
sobrenadante el cual fue posteriormente filtrado usando filtros de
0.45 u (Millipore). El filtrado asi obtenido se utilizé para los
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ensayos subsiquientes.

A.Identificacién de la toxina semejante a Shiga.-

Se obtuvieron cultivos a un 100% de confluencia de células de
rifisn de mono verde africano (Vero), pase 146, con Medio Minimo
Esencial (MEM) en botellas de 50 cm?’, se tripsinizaron (Tripsina,
Sigma, al 0.05%) y se resuspendieron en medio MEM, Suero Fetal de
Ternera (GIBCO) (SFT) al 10%, ajustando a una concentracién celular
de 10° células por nl, de esta suspensién se colocaron 100 ul en
cada pozo de una microplaca de 96 pozos, las placas se incubaron en
atmésfera hGmeda con 5% de CO, hasta tener confluencia del cultivo
celular. En este momento se agregaron 100ul de un filtrado obtenido
del sobrenadante de las cepas en ensayo crecidas durante 24h a
379C (57).

Las placas se incubarcon durante 72h, realizando observaciones
diarias de la posible aparicién del efecto citop&tico. E1 efecto
consistidé en destruccién del monoestrato celular (36,57).

B.Cuantificacién é¢ la Verotoxima (VT).-

Se realizé siguiendo la metodologia anteriormente descrita (
24,42 ), pero el sobrenadante de los cultivos previamente filtrado
fue diluido decimalmente en amortiguador de fosfatos (PBS) y
posteriormente se agregaron 100 ul de cada dilucién por pozo de
la microplaca.

Este ensayo se realizd para las cepas testigo y la cepa 375RPS
aislada de 1los bovinos, utilizadas en el modelo animal y
seleccionadas por dar un efecto citopfitico en forma r&pida en la
prueba de identificacién de la toxina.

IV.IDENTIFICACION DE ROTAVIRUS

Se utilizé la metodologia descrita en el Manual de Virolegia
de la Escuela Nacional de Ciencias Biol&gicas IPN (1).

A.Bxtraccién del RMA viral.-~

En un tubo Eppendorf se adicionaron aproximadamente 0.2 ml de
materia fecal, o del cultivo celular conteniendo el virus y un
volumen igual de la solucién de liberacibn ( SDS 6%, EDTA 36mM y
Beta Mercaptoetanol al 0.6%) . Se agitd la muestra en un Vortex
durante 30 seg. y se agregé 0.3 ml de Fenol saturado
haciendo otro ciclo de agitacién. Hecho lo anterior se agregaron
0.5 ml de la mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (25:1 vol/vol) y
se realizé otro ciclo de agitacién.

El tubo se centrifugé en una microcentrifuga (Beckman) durante
2 min. para separar la fase acuosa de la orginica.

La fase acuosa se mantuvo a -20¢C hasta su corrimiento
electroforético.

B.-Corrimiento electroforético.-

Se utiliz6 un Gel espaciador de Poliacrilamida al 5 ¢ y un Gel
concentrador de Poliacrilamida al 3 §&
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Después de solidificado el gel se procedié a colocar 80 ul de
la fase acuosa de la extraccién y se le agregaron 20 ul de la
mezcla glicerol azul de Bromofenol, se homogenizé y de esta mezcla
se colocaron 50ul en cada pozo del gel.

Las condiciones de corrimiento fueron de 20mA/200V hasta la
entrada de las muestras al gel espaciador, después se aumentd a
40mA hasta la salida del colorante.

El gel se reveld de la siguiente manera:
1.-Se sumergié el gel durante 30 min. en la solucién de etanol al
20%, &cido acético al 1% (v/v)
2.-Se lavs el gel tres veces con agua desionizada.
3.-Se colocd el gel en sol. de hidré6xido de sodio 1.5M -
fgrmaldehido 0.2M (v/v) hasta la aparicién de las bandas de RNA
viral.
4.-Se eliminé la sol. de revelado y se agregd &cido acético al 1%
para detener la reaccién.

S.- Se secd el gel empleando un secador de geles marca LKB.

C.Anflisis gréfico del Gel.-

El gel se fotografi6 con pelicula Kodalith de alto contraste
a trans-iluminacién .

En otros casos el gel se rastred mediante un rastreador para
computadora y la imagen digitalizada fue analizada sobre el monitor
de 1la computadora para la comparacién de los patrones de
corrimiento.
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RESULTADOS
I.MODRLO ANIMAL

A.Bvaluacidn de la Técnica Quirdrgica.-

El mejor método de anestesia fue el de Pentobarbital por via
intraperitoneal debido a ser f&cil de administrar y dosificar y con
periodos de anestesia de al menos 30 min. En el caso de cloroformo
inhalado, se observd que no se pudo controlar el efecto
adecuadamente, pues el animal entr6 en paro respiratorio
fa&cilmente. La combinaciSn Rompum Ketamina no fue adecuada debido
a que el efecto tiene una duracién aproximada de 15 min., 1la
redosificacién por via intravenosa es dificil y se tiene que
realizar en periodos cortos.

La zona del ciego adecuada para la cirugia fue su regién
terminal, de aproximadamente 5 cm de longitud, que tiene un aspecto
totalmente diferente al del resto del ciego. Esta regién va
disminuyendo de longitud conforme el animal es de mayor edad,
tendiendo a desaparecer en animales de 6 meses o m&s de vida.

La técnica de sutura que di6 mejores resultados para la parte
proximal de ciego, fue la de anudacién completa antes del corte
transversal y sobre esta una sutura invaginante tipo jareta. Para
el extremo proximal se utilizé6 una sutura invaginante tipo Cushing
y después una tipo Connell (16).

Los animales se recuperaron en aproximadamente 2 h después de
la cirugia y después desarrollaron una cicatrizacién y evolucién
postoperatoria adecuada. La alimentacién con sé6lidos se dié al
segundo dia siendo aceptada r&pidamente y los animales testigo se
lograron mantener hasta 4 meses después de operados sin cambios
clinicos ni patolégicos aparentes.

B.Rangos normales para las determinaciones sanguineas practicadas.-
Los resultados de las pruebas de laboratorio preoperatorias se
muestran en la Cuadro N 1. En dicho cuadro, sélo se muestran los
rangos normales, calculados como la media +/- 1 desviacién
estandar.
Estos valores fueron muy parecidos con los reportados en la
bibliografia (19) para los conejos

16



CUADRO N2 1
VALORES NORMALES ENCONTRADOS EN LOS CONEJOS
PARA LAS DETERMINACIONES EN SANGRE

DETERMINACION RANGO NORMAL* UNIDADES
Eritrocitos 5.12 - 6.27 millones/mm3
Hemoglobina 7.7 - 9.5 g/dl
Hematocrito 25.6 = 31.9 L]
Plaguetas 225 - 598 miles/mmn3
Leucocitos 6.24 - 9.21 miles/mm3
Linfocitos 35 - 74 L3
Monocitos 0 - 2 %
Neutréfilos 24 - 59 3

N. segmentados 23 - 57 %

N. en banda [ - 3 3
Eosinéfilos 0 ~ 3 L
Baséfilos 0 - 1 3

Urea 22.0 =~ 32.3 mg/dl
Creatinina 0.30 - 0.73 mg/dl
Hemog.plasmtica 2.9 - 14.1 mg/dl
Haptoglobina serica 50.6 =~ 103,1 mg/dl
TGP 11 - 31 U/ml
LDH 217 - 377 U/ml
CPK 108 - 217 u/l

Se refiere a los valo,

y son expresados como la media +/- 1 desviacién est&ndar

N.- Neutré6filos, TGP.~

transaminasa glutémico pirdvica,

Deghidrogenasa l&ctica, CPK.- Creatin fosfogquinasa
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C.Bvaluacién del modelo animal.-

1.~Datos clinicos y de patologia.

A continuacién se describen brevemente los datos clinicos y
lesiones mas importantes encontrados en los animales inoculados ,
las principales lesiones a la necropsia (NP) asi como en el estudio
histolégico de los o6rganos estudiados (HP) . Los aparatos ,
sistemas u Srganos gue no presentaron cambios patolégicos aparentes
(SCPA) no se mencionan.

TESTIGOS NEGATIVO (animales 1 y 2):

Los animales presentaron buena recuperacién de la anestesia,
la ingestién de agua fue préacticamente de inmediato a 1la
recuperacisn de la anestesia y la ingestién de alimento semi-sélido
al segundo dia post-operatorio, la ingestién del alimento s6lido se
realizé desde el cuarto dia de la operacién. No se presentd
signologia durante el periodo de observacidn que fue en un caso de
un mes Y en el otro de dos meses.

Conejo 1.- Testigo negativo

NP.- Segmento inoculado: color blanco, menor tamafio, irrigado,
salida de contenido seroso de color blanco. Resto de los Srganocs
SCPA.

HP.-Segmento inoculado.- Atrofia leve de 1la mucosa ,
infiltrado de polimorfonucleares, escasos mononucleares y
eritrocitos en la submucosa.En higado en algunos conductos biliares
se apreciaron focos de infiltrado mononuclear, en higado y rifién
congestién leve, en encéfalo congestién leve e infiltrado
mononuclear perivascular muy escaso y poco frecuente.

CONEJO 2.- Testigo negativo.

NP.- Escasa cantidad de adherencias en peritoneo en la reqgién
del segmento operado, el segmento estaba de color blanco y con
contenido color amarillo ligerante viscoso.

HP.- Segmento igual al caso 1, el resto de los 6rgancs sin
cambios patolégicos aparentes.

CEPA K12 (Cepa no patégena), animales 3 y 4:

El comportamiento clinico fue igual a loa testigos negativos.
El tiempo de Eutanasia fue de 45 dias y de tres meses
respectivamente.
Conejo 3.~ Cepa K12

NP.~ Igual al caso 2

HP.=- Igual al caso 2
Conejo 4.~ Cepa K12

NP e HP.- Igual al conejo 2 para el segmento, pero sin
adherencias a peritonec
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CEPA 933 (Productora de VTl y VI2) animales: 7,8,9,10,11,12,21.-

Los animales mostraron buena recuperacién de la anestesia,
excepto el N2 8, todos los animales presentaron diarrea
hemorrégica entre los dos a cuatro dfas. Los animales presentaron
depresién severa , emaciacién y deshidratacién severas desde el
tercer dia y disnea al cuarto dfa . La cianosis marcada, sobre todo
en las orejas, se present5 en cinco de los seis animales que se
recuperaron de la anestesia. La muerte se presents a los 2 (N2 12
y 21), 5 (animales 7 y 10) y 8 dias (Nt 11) después de operados. No
se encontraron variaciones de temperatura rectal durante el
experimento, al final, en el periodo de agonia se presentd
hipotermia moderada.

El animpal Ne 9 sobrevivié hasta 20 dias, cuando fue
sacrificado, en el dia 1 y 2 después de operado mostrd signos de
diarrea hemorrfgica y depresién leve, recuperfindose clinicamente a
los 5 dfas de operado.

Conejos 7 y 8.- Cepa 933

NP.- El ciego presentaba petequias en su superficie y el
contenido era muy acuoso. se localizé un pequefioc absceso,
circunscrito en la regién del segmento resecado.

HP.~ Encéfalo.- en algunos vasos se encontré material anhisto
eosinéfilo dentro de los mismos (hemélisis)

Segmento.- Infiltrado de mononucleares abundante, Escasos
polimorfonucleares, abundantes eritrocitos, zonas ulceradas en la
mucosa. Se observé una disminucién de 1la poblacién celular de
linfocitos en forma marcada y un infiltrado perivascular en la
submucosa, formado de linfocitos maduros.

Intestino grueso.- Congestién y hemorragia, exudaciédn de PMN,
GR, en algunas regiones dilatacién de vasos linf&ticos y
acumulacién de mononucleares en la submucosa

Bazo.~ En la pulpa roja aumento de macréfagos y pigmento ocre
en elloes
Conejo 10.- Cepa 933

NP.- Se presentSé diarrea hemorrigica severa 4 dfas post-
operado. Peritonitis grave, ruptura del segmento probablemente en
el transquirurgico

HP.-Seqnento inoculado.-infiltrado de polimorfonucleares en

a osa y s8erosa, disminucién de linfocitos en la
-ublucona (regién de las placas) con zonas de ulcera en la mucosa.

Intestino delgado.- congestion severa, escaso infiltrado de
linfocitos en la submucosa, dilatacién de algunos linf&ticos.

Intestino grueso igual que el conejo 7 y 8
Conejo 11.- Cepa 933

NP.~- present$ diarrea hemorrigica. El segmento inoculado de
color azul, distendido, contenido hemorr&gico. Liquido seroso en la
cavidad abdominal.

HP.~Segmento inoculado.- congestion y hemorragias severas,
infiltrado de polimorfonucleares leve en la mucosa, linfocitos en
la submucosa y serosa, dilatacién de linfaticos.

Bazo.-igual conejo 9.

Encefalo.- edema perivascular leve.
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Conejo 12.- Cepa 933

NP.~ Segmento inoculade congestién severa, dilatacién,
contenido hemorr&gico. Manchas petequiales en intestino delgado con
predominio en ileon, el ciego con contenido acuoso color verdoso .

HP.~ Las lesiones fueron iguales al conejo 9
Conejo 21.- Cepa 933

NP.- diarrea sanguinolenta. ciego.-contenido acuoso de color
rojizo, segmento cecal con contenido caseoso color blanco
Intestino delgado.- la mucosa estaba enrojecida, en algunas zonas
contenido hemorr&gico. Bazo.~ pequefio y de color cobre.
HP.~ congestidn en la mucosa de intestino delgado.

El resto de los Srganos presentaron lesiones similares a los
conejos anteriores.

CEPA 933J ( Cepa K12 Productora de VTl), animales N@ 15 y 20 :

En un animal (N2 20) mse presenté depresién , anorexia y
diarrea hemorr&gica leve desde el segundo dia ; la nuerte se
presentd al cuarto dia. El otro animal presents la misma signologia
pero desde el cuarto dia y la muerte se present$ a los siete dias
pos-operacién.

Conejo 20.~- Cepa 9337

NP.- diarrea hemorrfigica. Ciego : hemorragias petequiales y
sufusiones, contenido liquido color verde en el ciego.
Bazo.~ de menor tamafio, color rojo intenso.

Segmento cecal.- contenido hemorrégico severo.

HP.~ las lesiones en segmento, bazo, duodeno, ciego fueron
similares a las descritas para los conejos inoculados con la cepa
933, pero con menor intensidad.

Conejo 15.- mismas lesiones que el conejo 20

CEPA 933W (Cepa K12 productora de VT2), animales 16, 17, 18 y 19:

Los animales presentaron anorexia severa desde el tercer dia.

Se presentd diarrea acuosa: leve en un caso y severa en los
otros tres animales. En estos tres casos se observé posteriormente
diarrea hemorr&gica severa. El otro animal presento desde el tercer
dia diarrea hemorrigica severa.

Los animales presentaron parilisis del tren posterior en forma
savera en tres animales y leve en otro animal que evolucions en dos
casos a par&lisis general.

En general los signos fueron m&s severos que los animales
inoculados con las cepas 933J y muy parecidos a los inoculados con
la cepa 933.

Conejo 16.- Cepa 933W

NP.-Pobre estado de carnes, anorexia, no presenté diarrea
aparente.

Contenido amarillento en ano. Aumento de volumen severo a
nivel duodenal con contenido acuoso , zonas de hemorragia
(sufusiones) en la serosa de todo el duodeno. En estémago habia
Glceras severas en la mucosa.

Segmento aislado con contenido casecso blanco.
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HP.~- Vejiga urinaria.- congestién moderada
Ciego.- atrofia de vellosidades y congestién.

Intestino.- congestién, acumulos de mononucleares discretos,
destruccién de vellosidades, eritrocitos en la 1luz.

ciego.- congestién leve.

Rifisn y encéfalo.- congestién leve

Segmento.- Infiltrado mononuclear moderado en la mucosa, atrofia de
la mucosa moderada, salida de eritrocitos a la luz.

Conejo 17.- Cepa 933W

El animal presenté parflisis del tren posterior , diarrea poco
abundante sanguinolenta, después pardlisis general y problema
locomotor.

NP.-Salida de contenido intestinal en la zona del segmento
liliado, con ruptura aparente y secuestro por fibrina de la misma
regidn.

HP.- Encéfalo.- vasos sanguineos con eritrocitos hemolizados
(contenido anhisto eosinéfilo).

Rifidn, Intestino grueso, vejiga congestién leve
Conejo 19.~ Cepa 933W

NP.~ Diarrea de color ligeramente rojo (sanguinolenta) en la
regién perianal, intestino delgado con aumento de volumen y
contenido acuoso color amarillo, Zonas de hemorragia de
aproximadamente 1 cm en intestino . Segmento cecal.- contenido
blanquecino caseoso.

HP.- Igual que el 16

CEPA 375RPS.-Conejos N® 5y 6,

La cepa 375 RPS (5) fue aislada de un caso de bovino con
cuadro sugestivo de problema citotéxico.

En ambos animales operados se presento anorexia y depresién
moderada durante tres dias posteriores a la cirugfa, diarrea acuosa
moderada en ambos animales y hemorr&gica leve en uno de los
conejos. Los animales murieron a los 8 y 10 dias postinoculacién.
Conejos 5 y 6 .- Cepa 375RPS

NP.- Moderada cantidad de adherencias en intestino grueso en
la regién del segmento operado, el segmento estaba muy atrofiado.
se observd contenido intestinal semi-diarreico en la regién anal.

HP.- el segmento presentd atrofia moderada e infiltrado severo
de polimorfonucleares, escasos mononucleares Yy moderados
eritrocitos. Se aprecié disminucién de la cantidad de linfocitos en
la submucosa.

Las lesiones a la necropsia observadas en los animales control
negativo se encontraron Gnicamente en el segmento aislado el cual
mostrd a los 15 dias atrofia leve (disminucién del tamafio) que a
los 30 dias fue mis marcada adquiriendo una consistencia m&s firme
de lo normal pero manteniendo el aspecto de saco ciego. En todo el
perfodo la irrigacién no se perdid y el contenido encontrado fue de
un ligquido seroso (7 dias), seromucoso (15 dias) o levemente
caseificado a los (30 dias).

El apendice cecal aislado presentd una histologia propia,
conteniendo una mucosa de epitelio cubico simple, que en algunas
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regiones se aplana y gue presenta proyecciones , gque incluyen a la
subnucosa y que recuerdan estructuras glandulares  (Figura N 2. ).
En la B8e pr actimulos de linfocitos gue se disponen
en estructuras esféricas en dos ubicaciones, unas mis profundas y
una cercanas a la serosa del &rgano.

FIGURA N9 2 .- Microfotografia de las imagenes histolégicas del
apéndice cecal. Tincién H.E. i
Se observa la Mucosa (M), Submucosa (SM), Actimulos linfoides
(L) y la serosa del tejido (S).
A.~ Animal no inoculado (100X).
B.- conejo inoculado con la cepa 9337 (50X).
C y D.- Animal inoculado con la cepa 933J (400X) (100X}.
E.- animal inoculado con la cepa 933 (1000X)







2.-Resultados de laboratorio:

Los resultados de los anélisis de laboratorio practicados
posteriormente a la operacién se aprecian en la Cuadro N2 2

El comportamiento gr&fico de los resultados m&s significativos
con respecto al tiempo de experimentacién se observa en la Figura
N2 3 para urea y creatinina , en la Fiqura N? 4 para hemoglobina
plasmé&tica y haptoglobina sérica y en la Figura Ne5 para los
valores de eritrocitos y hemoglobina total.

La agrupacién de los datos de urea y creatinina se debié a que
estos dos par&metros son indicativos de una insuficiencia renal, en
la Pigura Nf 3 se aprecia que los promedios de los animales
inoculados con las cepas 375RPS, 933, 933W y 933J tienen un aumento
grifico en su comportamiento con respacto a los conejos inoculados
con la cepa K12 o a los consjos testigos; ademés los incrementos
son paralelos entre urea y creatinina lo que indica una urémia y
creatinémia renal (o post-renal).

En el caso de la Figura N@ 4, se graficaron juntos los valores
para la hemoglobina plasmética y la haptoglobina sérica, esto se
hizo en funcién de que estos dos valores son indicativos de una
destruccién del eritrocito de tipo intravascular, el comportamiento
gréfico fue alterado para los valores de los animales inoculados
con las cepas 933, 9337 y 933W si se compara con los inoculados con
la cepa K12 o los testigos; asi mismo se aprecia que los valores de
hemoglobina y haptoglobina tienen una relacién inversamente
proporcional, situacién que est§ de acuerdo al dafio hemolitico
intravascular.

En la figura N2 5, s5lo se graficd el valor de hemoglobina y
cuenta total de eritrocitos por ser los m&s representativos de las
alteraciones observadas en la biometrfa hemftica.

CUADRO N2 2
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS EN SANGRE PRACTICADAS
DESPUES DE LA CIRUGIA

ABREVIATURAS:

N2 .- Identificacién de los conejos

TTO.~- tratamiento inoculado en el apéndice cecal

GR.=- eritrocitos ; Hb.- hemoglobina total; Hto.- hematocrito;
GB.- leucocitos; L.-linfocitos; M.-monocitos; N.- heteréfilo
(neutr6f£ilo); E.- eosin6filo; B.~ bas6filo; Bd.- bandas;

S.=- segmentados; CREAT.- creatinina sérica, HbP.- hemoglobina
plasmitica; HAPT.- haptoglobina sérica; TGP.- transaminasa
glutdmico pirGvica; LDH.- deshidrogenasa lictica; CPK.- creatin
fosfoquinasa.
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CUADRO N2 2
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS EN SANGRE PRACTICADAS
DESPUES DE LA CIRUGIA

Ne TTO TIEMPO GR Hb Hto PLAQUETAS GB
dias %104 /mm3 g/dl 4 %103 /mm3 /mm3
1 NEG. 0 520 7.8 26.3 800 6500
15 559 9.1 34.8 790 9750
30 539 7.9 26.7 530 8500
2 NEG. [} 630 9.7 31.6 250 5800
15 595 13 47.1 220 6050
30 650 10 33.3 320 8000
3 Kil2 0 550 8.1 27.3 670 8350
4 490 7.6 25 550 11000
21 645 11.8 41.5 180 8350
4 K12 /] 480 7.3 24.1 350 8000
4 495 10.3 37.3 340 11400
21 545 11 36.8 250 7650
& 37S5RPS (1] 620 9.3 31.4 470 9900
3 310 5.6 16 387 10200
7 290 5.3 15.5 530 7650
6 375RPS ] 600 9.2 30.4 700 9850
3 377 6.2 16.6 430 12000
8 324 5.1 15.9 410 7400
7 933 [+] 495 7.6 24.8 280 5250
3 220 5.6 17 170 9000
5 162 5 15 290 8900
8 933 1] 523 7.7 26.3 506 5350
no se recupero de la anestesia
9 933 579 8.9 29.1 710 8450
sobrevivio hasta 20dias
10 933 1] 658 10.1 33.4 309 7850
3 461 7.1 26.6 200 13950
5 310 4.8 15 300 12000
11 933 o 635 9.4 34.5 260 7750
3 495 9.1 36.2 220 5450
S 460 8.7 32 350 7000
7 178 3 12 300 9500
12 933 (1] 477 7.4 24 530 9350
2 279 4.2 16 700 9000
21 933 Q 518 7.9 25.9 190 9450
20 © 9337 4] 637 9.4 31.6 200 8350
: 3 190 4.3 9 800 12000
15..933J [+] 567 8.3 28.5 229 7000
: S 422 7.8 22 450 8500
16 . 933w [+] 598 9.2 30.2 287 5100
3 400 6.3 22 190 12000
. B 5 J20 4.7 18 400 11200
17 933W - 1] 541 8.4 26.9 310 8000
L 3 571 10.8 39.7 250 11050
) 4 420 10.2 34.7 560 13000
18 933w 1] 539 8 27.4 444 7750
e 3 398 6.5 21 120 7500
. 5 207 4.3 11.5 341 10000
19 933w o 650 9.9 32.8 320 8800
. 3 396 6.8 19.2 300 9000
5 208 3.7 10.8 180 6500



CUADRO N2 2 (continuacién)

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS EN SANGRE PRACTICADAS
DESPUES DE LA CIRUGIA

Na TTO TIEMPO GB L M N E B Bd S
dias /mm3 E % L 3
1 NEG. ] 6500 17 0o 78 5 1] 4 74
15 9750 16 1 77 6 o 1 76
3o 8500 36 1 70 3 [+] 1] 70
2 NEG. 0 5800 45 0 52 3 1] 2 50
15 6050 56 1 41 2 ] 1 40
io 8000 47 1 50 2 o 1 49
3 K12 ] 8350 65 2 32 1 [+] ] 32
4 11000 40 1 55 4 ] 4 51
21 8350 33 o 87 o] [+] 1 86
4 K12 [1] 8000 29 2 59 [+] ] 1 58
4 11400 65 1 34 (4] V] (1] 34
21 7650 62 0 28 ] ] ] 38
5 J375RPS ] 9900 54 0 46 o 4] 2 44
3 10200 68 1 26 [+] ] 5 21
7 7650 50 0 48 o 0 2 46
6 375RPS 0 9850 59 1 38 2 0 1 37
3 12000 75 0o 22 0o 0 3 19
8 7400 60 2 36 1 ] 1 35
7 933 L] 5250 67 1 29 3 1 1] 29
3 9000 50 3 45 2 ] [J] 45
5 8900 23 8 68 1 0 6 62
8 933 0 5350 79 3 15 3 0 [+] 15
no se recupero de la anestesia
9 933 8450 4 42 4 0 3 39
sobrevivio hasta 20 dias
10 933 ] 7850 49 0 49 2 1 2 47
3 13950 16 0 83 1 [+] 4 79
5 12000 28 2 68 2 (1] 3 65
11 933w 0 7750 96 o] 4 0 0 (4] 4
3 5450 63 2 33 2 1] 2 a1
5 7000 43 0 51 6 0 3 48
7 9500 48 2 50 ] 0 1 49
12 933 V] 9350 66 2 30 2 0 2 28
: 2 9000 45 5 50 [} [} 4 46
21 933 0 9450 69 0o 31 0 0 2 29
20 9337 0o 8350 7 1 22 0 [} 4] 22
T 3 12000 65 3 32 o ] 1 31
15 9337 0 7000 39 0 57 4 0 4 53
PR 5 8500 46 3 so 1 o 0 50
16 - 933W /] 5100 56 0o 42 271 2 40
S 3 12000 35 2 60 2 1 2 58
: i : 5 11200 40 0 56 4 0 2 54
17 933w 0 8000 33 3 61 3 [\] 3 58
3 11050 36 0 64 o0 4 60
4 13000 29 1 65 4 1 3 62
18 933w 1] 7750 29 1 67 3 [} [} 67
3 7500 20 4 70 6 [+] 4 66
L] 10000 31 1 68 0 0 1} 68
19 933w [} 8800 63 0 36 1 0 0 36
3 9000 52 2 40 4 2 0 40
S 6500 31 3 63 3 0 3 60



CUADRO N2 2 (continuacién)
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS EN SANGRE PRACTICADAS
DESPUES DE LA CIRUGIA

Ne TTO TIEM.UREA CREAT. Hb HAPT. TGP LDH CPK
dias mg/dl mng/dl mg/dl mg/dl U/dl UI/L u/L
1 NEG, [+] 20 0.75 10 54 12 200 180
15 17.1 0.6 4 50 20 330 110
30 25 0.5 12 55 22 350 109
2 NEG. o 27 0.9 3 67 4.9 250 220
15 29.1 0.7 13 75 16 220 175
30 33 0.3 5 69 25 300 170
3 K12 o 29.7 0.69 7 83 18 300 179
4 35.4 0.3 8 110 30.5 400 120
21 24.5 0.45 15 68 20.5 220 70
4 K12 ] 28 0.7 5 81 36 350 160
4 16.5 0.3 6 97 27 258 176
21 24.2 0.45 5 110 18 330 180
5 375RPS ] 26.3 0.39 23 32 17 425 30
3 59.3 1.2 205 12 28 267 115
7 76 1.9 175 23 41 330 187
6 375RPS o 18.6 0.27 10 77 11 275 180
3 45 0.9 146 3 9 255 110
8 84.3 1.8 183 18 35 380 130
7 933 0 25 0.29 4 7 25 400 240
3 125 2 650 o 48 1200 150
5 305.7 2.52 178 6 33 600 185
8 933 ] 30 0.67 8 50 35 350 196
no se recupero de la anestesia
9 933 28.1 0.55 2 100 39 275 170
sobrevivio hasta 20 dias
10 933 0 39 0.32 2 120 15 300 200
3 73 2.04 200 16 28 670 59
5 103.8 2.9 380 L 20 450 70
11 933« 1] 29.2 0.6 6 110 8 375 150
3 56 0.3 15 159 23 185 75
5 87.2 0.7 29 30 12 250 110
7 136.6 2.5 180 2 37 330 80
12 933 [ 30.2 1 12 52 11 300 100
2 205 3.8 75 12 28 450 159
21 933 ] 25.4 0.3 3 92 28 100 114
20 933 1] 29.9 0.42 11 74 17 300 108
3 125.7 3.7 400 5 37 620 135
15 9337 4] 18 0.34 8 76 25 275 110
S 42.6 0.99 45 13 54 290 175
16 933W ] 28 0.44 19 140 27 joo 85
3 98 1.7 40 40 18 270 58
L 110 2.5 170 11 29 380 200
17 933w o 35.7 0.52 16 43 14 3aso 208
3 112.8 1.82 130 20 22 450 176
4 136.6 1.98 180 12 19 536 210
18 93IW [«] 20.9 0.38 5 64 33 150 227
3 76.8 0.9 8 36 26 220 100
S 89 1,7 118 28 41 270 76
19 933W o 27.4 0.31 7 75 26 375 195
3 156.9 2.7 62 )] 11 300 95
S 140.6 3.3

a8 17 27 360 205



FIG. 3.-VALORES PROMEDIO PARA LAS DETERMINAC IONES
DE UREA Y CREATININA POSTEAICRES A LA CIRUGIA

mg/dl (Creatinina) mg/dl CUres)
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FiG. 4,-VALORES PROMEDIO PARA LAS DETERMINACIONES
DE HEMOGLOS INA PLASMATICA Y HAPTOGLOBINA
POSTERIORES A LA CIRUGIA
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12

Bwrro

Ber

Q
NEG. K12 933 933833w 37SAPS
TRATAMIENTO
HBP.~Hemogloblrma plesmatica

Los valores son as medias para los diferentes
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FIG. 5.-VALORES PROMEDIO PARA LAS OETERMINACIONES
EN LA BIOMETRIA HEMAT ICA POSTERIORES A CIRUGIA

HaCgrdl) GRCmI | lon/mm3)

%]
[

LT VI
TRATAMIENTO

GR.-eritrocitos
HB.-hemoglobina total

a) EXAMEN GENERAL DE ORINA.- En 1a orina de los animales testigo e
inoculados con la cepa K12 no se encontraron alteraciones
significativas. En los casos inoculados con la cepa 933, 933W y
9337 se pudo analizar la orina en la mayoria de los casos a la
necropsia por toma directa de la vejiga (por puncién con jeringa).
En estos casos, la orina presento marcada cantidad de hemoglobina,
no se detectaron eritrocitos ni mas de 5 leucocitos por campo en la
orina y se encontraron abundantes cilindros granulosos y hialinos
asf como cantidad moderada de células renales, estos hallazgos
fueron mucho mas marcados para los animales inoculados con la cepa
933,

b) BACTERIOLOGIA.- Los resultados del aislamiento bacteriolégico
practicado al contenido del segmento operado fueron los siguientes:

TESTIGOS NEGATIVO: Se aislé microbiota normal bacteriana en
cantidad escasa, compuesta por enterobacterias y escasas colonias
sugestivas de Escherichia coli.

INOCULADOS CON LA CEPA K12: Se aisldé microbiota normal
bacteriana con un 15 % aproximadamente de bacterias lactosa
negativos, las cuales bioquimicamente fueron Escherichia coli ,
fenotipo de la cepa K12.

INOCULADOS CON LA CEPA 933: En todos los casos se aisld una
marcada abundancia de cepas bioquimicamente y morfolégicamente
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tipicas de Escherichia coli-. ;

INOCULADOS CON LA CEPA''933J: Se aislé cultivo bacteriano con
un 50% de colonias ' lactosa negativo, biogquimicamente fueron
Escherichia coli, el resto del cultivo no se ‘identificé pero
correspondian a microbiota normal, enterobacterias. .

INOCULADOS CON LA CEPA 933W: E1 50% del crecimiento
bacterioldgice correspondié con cepas lactosa negativo con
actividad bioquimica de Escherichia coli (las cepas 933j y 933W se
derivan de la cepa K12, lactosa negativo)

INOCULADOS CON LA CEPA 375 RPS.-~- El cultivo fue
predominantemente de flora normal bacteriana, no se identificé
predominio alguno de colonias sospechosas de Escherichia coli

Estos resultados sugieren que las cepas inoculadas en el
segmento persistieron hasta la necropsia de los animales, excepto
en el caso de los animales inoculados con la cepa aislada de
bovinos.

D.ANALISIS ESTADISTICO.-

En el Cuadro Nf? 3 se resumen los resultados para la diferencia
entre medias entre los animales operados y los valores considerados
previamente como normales para la poblacién, se utilizé el paquete
estadistico STATGRAPHICS con un nivel de significancia de 0.05

La prueba se realizé para todas las determinaciones sanguineas
practicadas, sin embargo solo se muestran las gque han sido
implicadas en el SUH o en los modeloa animales previamente
trabajados.
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CUADRO Ne 3
ANALISIS ESTADISTICO DE 1058 RESULTADOS PARA LAS DETERMINACIONES
SANGUINEAS PRACTICADAS A LOS CONEJOS

DETERMINACION ESTADISTICO DE NIVEL DE
PRUEBA SIGNIFICANCIA

ERITROCITOS 12.8195 0.02513
HEMATOCRITO 11.7634 0.03818
HEMOGLOBINA TOTAL 11.0623 0.05015
LEUCOCITOS TOTALES 2.5374 0.7704
PLAQUETAS 6.4210 0.2673
UREA 20.3408 0.0011
CREATININA 15.6243 0.0080
HEMOGLOBINA PLASMA 18.6088 0.0023
HAPTOGLOBINA 15.43%0 0.0086
TGP 7.1796 0.2076
LDH 3.7185 0.5906
CPK 2.3908 0.7928

Las prusbas de HipStesis fueron realizadas con el paquete
STATGRAPHICS, utilizando una prueba de una via de tipo Kruskal-
Wallis y un modelo de X? (12).

Los valores de p 0.05, son estadisticamente significativos.
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II.BOVINOS TRABAJADOS

A. 8$1IGMOS Y LESIONES EMN LOS BOVINOS.~-

Se trabajaron un total de 84 becerros (1 a 15 dias de edad) de
la sala de lactacién y 12 animales adultos, en un periodo
aproximado de un afio.

El cuadro clinico que se presentd en el &rea de lactancia
consistié de diarrea hemorr&gica, con casos en los cuales la sangre
en las heces era completa , deshidratacién severa, en algunos casos
signos de pataleo , torticolis y muerte rdpida, afectando animales
entre 1 y 20 dias de edad. También se observé poca o nula respuesta
al tratamiento con antibiéticos de amplio espectro.

Las lesiones de los becerros en los 15 casos en que fue
posible realizar la necropsia consistieron de :

Enteritis hemorr&gica ( a nivel de fleon y ciego) , dlceras en
abomaso, intestino grueso y/o intestino delgado (yeyuno ileon) .

Algunos animales presentaron distensién de las asas
intestinales con acumulacién de liquido y sangre (en cantidad
escasa) y se observé edema subcuténeo y edema gdstrico. Estas
lesiones se presentaron en forma aislada o combinadas con las otras
lesiones descritas.

B.RISTOPATOLOGIA. ~

Las principales lesiones histolégicas encontradas en los
bovinos fueron:

Enteritis no supurativa, con destruccién marcada de
vellosidades y en algunos casos fusién de las mismas con cantidad
variable de infiltrado mononuclear. algunas células de la submucosa
presentaron pigmento ocre . A diferentes niveles del intestino
delgado .

Ulceras en abomaso e ileon, con infiltrado polimorfonuclear y
tibrina en la superficie.

En los exdmenes coproparasitoscépicos realizados, no se
observaron formas parasitarias; asi mismo en los cortes
histolégicos no existié evidencia de coccidiosis.

En algunos casos se aprecié que la pulpa blanca del bazo
estaba con poca cantidad de células linfoides.

En algunos 6rganos revisados, como rifisn, encéfalo, higado y
pulmén, no se encontraron cambios histopatolégicos o bien se
encontraron lesiones leves, de tipo supurativas, focales, con
infiltrado de neutréfilos en forma discreta, que no tuvieron una
relacién aparente en forma directa con el cuadro clinico entérico
observado.

C.AISLAMIENTOS BACTERIOLOGICOS.-

Los aislamientos bacteriolégicos fueron negativos para
bacterias patégenas cl&sicas como Salmonella, Shigella o
Campylobacter . En todos los 37 becerros y 12 adultos, se
desarrollaron colonias sugestivas de Escherichia coli sobre EMB,
las cuales tenian brillo met&lico, color verde, bordes enteros,
umbonadas, superficie lisa y consistencia butirosa. Las colonias
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fueron probadas bioguimicamente y se seleccionaron cinco colonias
de cada auestra de heces analizada, las cepas seleccionadas del
aislamiento presentaron los resultados mostrados en el cuadro N4
, e®stos resultados correspondieron con los reportados para
Escherichia coli (17).

CUADRQ N¢ 4
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS REALIZADAS A
LAS CEPAS AISLADAS Y TOMADAS COMO CRITERIO DE SELECCION

PRUEBA RESULTADO
INDOL +
ROJO DE METILO +
VOGES PROSKAUER -
CITRATO -
MOVILIDAD +
LACTOSA +
UREASA -
AC. SULFIHIDRICO -
(A% prusbas y Yecturas de resultados e reallzaron de acuerdo a

Rdwars y col. (17).

D.IDENTIPICACION DB ERMOLISIMAS.~

Los resultados de la determinacién de hemolisinas en 100 de
las 113 cepas de Eacherichia coli aisladas fueron: 4 cepas beta
hemoliticas, entre ellas un 3 fueron cepas que ademés produjeron
citotoxina SLT (citotdéxicas) y una dentro de las cepas no
citotéxicas. Dado gue los porcentajes son similares y bajos, no
parece existir una relacién aparente entre 1la produccién de
citotoxina y la de hemolismina, los resultados se muestran en el
cuadro Ne S,

CUADRO N® 5
FRECUENCIA DE CEPAS DE Escherichia coli BETA
HEMOLITICAS AISLADAS EN TERNEROS

B Hem6lisis ©
CEPAS CITOTOXICAS @ 5% (3/60)

CEPAS NO CITCTOXICAS 2.5 % (1/40)
aluado sobre Agsr sangre de carnero al 5%
Se muestra el porcentaje en relacién a la produccién de
citotoxina ( cepas hemoliticas/ cepas citotéxicas)
(2) Determinado sobre células Vero.
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B. EVALUACION DE VEROCITOTOXIINAS.

El total de cepas de Escherichia coli trabajadas en este
experimento fue de 113 y los resultados de la identificacién de 1la
citotoxina se muestran en la Figura N2 6 . En este anflisis s6lo se
consider$ las cepas aisladas de la sala de Lactancia dado que en
las cepas aisladas a partir de adultos no se encontraron cepas
citot6xicas, ademés de encontrarse clinicamente sanos.

El efecto citotéxico observado sobre los cultivos de células
Vero fue de la misma intensidad (destruccién total del monoestrato
celular) y rapidez que el de la cepa 933 (productora de SLTI y II)
empleada como testigo positivo este efecto se presents desde las 24
h. de incubacién y a las 48 h la destruccién del cultivo celular
fue total. En algunos ensayos se pudo apreciar un efecto citoténico
(redondeamiento sin 1lisis) sobre las cé&lulas a las 24 h de
observacién, las cuales posteriormente eran lisadas ( efecto
citotéxico).

Para evaluar el n(mero de casos (animales) positivos se
considerd como positivo si al menos en una de las cepas probadas
del aislamiento se detectaba la presencia de citotoxina en el
ensayo cualitativo. Los resultados de este anilisis se muestran en
la Figura N® 7 . Como se aprecia, la frecuencia de animales con
cepas citotéxicas fue elevado en la sala de lactancia (86.5 §%).

FIG. &.-FRECUENCIA DE CEPAS POSITIVAS
A LA PRODUCCION DE CITOTOXINA

POSITIVAS C63. )
72

NEGATIVAS (36,.3%)
41

Se cormidero e) total de capes Slelsdes (me11Y)
Ef enamyo as reaitro sctre calvias Vero
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FIG. 7.-FRECUENCIA DE CASDS POSITIVDS A AL
MENDS UNA CEPA CITOTOXICA AlSLADA

POSITIVOS 06.5%)
32

HEGAT IVOS (13.3%)
s

56 conldero un caso PoEitivo 8l &f meTs ww
Gt fas capas mlsladee fus cltstoxfom

En el cuadro N2 6 , se presentan los resultados de la
cuantificacién de la toxina para las cepas 933, 933W y la cepa
375RPS (aislada de un caso). Los resultados son promedio de dos
determinaciones separadas y se expresan como dbsis citoté6xicas al
50% en cultivo celular (DC50%/ml), definidas como el inverso de la
dilucién que alGn presenta efecto citop&tico al menos en el 50% del
monoestrato celular bajo las condiciones de la prueba. Los
resultados obtenidos concuerdan con los reportados por otros
autores para las cepas de referencia (57), para la cepa aislada de
bovinos, el resultado fue casi la mitad de produccién que para las
cepas testigo.

CUADRO N9 6
CUANTIFICACION DE LAS CITOTOXINAS PRODUCIDAS
POR LAS CEPAS EMPLEADAS

CEPA TOXINA PRODUCIDA TITULO (DCypy/ml)
933 VPl y VT2 5.0 x 10°
933 W VT2 8.5 X 10*
933 J VTl 7.0 X 10
375 RPS VTl y/o VT2 1.8 x 10*
DCy .~ DOsis citotbdxicas al 50% en cultivo de células Vero.

El titulo se expresa como el inverso de la dilucién maxima que
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causé al menos un 50% de lisis del cultivo celular.

P.IDEMTIFICACION DR ROTAVIRUS.-

En los animales del &rea de lactancia, en 27 muestras de heces
(32.5 8) se identific6 un patrén electroforético correspondiente a
rotavirus (electroferotipo) ; en la Figura N2 § se mueatran algunos
de los electroferotipos encontrados y que correspondieron al del
virus SAll usado como patrén, con algunas variaciones menores en
las bandas de RNA, incluso las variaciones de corrimiento no fueron
constantes en los casos ni en los anflisis realizados en
diferentes tiempos dentro de la explotacién.

]

FIGURA N& 8.~ Electroforésis en geles de
Poljacrilamida de las muestras de heces de algunos
de los bovinos analizados.

Se empleS la cepa SAll de rotavirus como testigo
(carril 1).

Por otro lado en la Figura Ne 9, se muestra gque en 57
muestras (67.5%) de heces no se observd algin electroferotipo
sugestivo de rotavirus . En el caso de las 12 muestras de adultos,
resultaron también negativas a la prueba.
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FIG. 9.-FRECUENCIA DE RDTAVIRUS BOVIND
EN LA SALA DE LACTANCIA

NEGATIVO (67.5)
3?

POSITIVO (22,90
27

'S¢ RiII3w 1 tecnics o slectrefermis
on goian @ Pyl incrilanics & PArLir ¢ ’les Necws

El andlisis de la distribucién de casos positivos con respecto
al tiempo se cbserva en la Figura N2 10 , en ella se aprecia que
los casos positivos a rotavirus fueron disminuyendo con el tiempo,
con el consiguiente aumento de los negativos, asi mismo se indica
el mes 5, en el que se empezd a utilizar una vacuna a virus
inactivado, aplicado por via intramuscular a las hembras, 15 a 20
dias antes del parto.

La relacién de infeccifn con Rotavirus y presencia de cepas
citotoxicas en los bovinos se observa en la Figura N9 11 , se
aprecia que el mayor porcentaje de relacién lo tienen los casos
negativos a rotavirus y positivos a citotoxinas (62% ), y el menor
porcentaje los casos en que fueran negativos a ambos agentes.
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FIG.10.-FRECUENCIA MENSUAL DE ROTAVIRUS
IOENTIFICADOS POR ELECTROFORESIS EN PAGE
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FIG. 11.-RELACION DE LA PRESENTACION DE ROTAVIRUS
CON CEPAS CiTOTOXICAS EN TERNEROS .
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El c&lculo de las medidas de riesgo para los eventos de que
los animales tengan cepas citotéxicas y/o Rotavirus de acuerdo a
Morton ( 73 ) fueron:

Riesgo relativo = Rotavirus 0.0 ; ECVT 0.387

Riesgo atribuible = Rotavirus 0.24 ; ECVT 0.380
Esto nos indica que aparentemente no existe relacién (factor da
riesgo) entre la infeccién con rotavirus y la infeccién con cepas
citotéxicas, asi mismo no encontramos casos en donde s6lo se
presentar& rotavirus sin cepas citotéxicas al mismo tiempo.
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DISCUSION
X.MODBLO ANIMAL:

A.Téonica Quirurgica.-

Los conejos anestesiados mediante pentobarbital por via
intraperitoneal , tuvieron el mejor comportamiento en el
transquirurgico. El1 efecto del cloroformo por via respiratoria fue
severo y condujo a paro respiratorio, existiendo reportes de la
susceptibilidad alta al compuesto por los conejos, por otro lado el
efecto con Ketamina y Xilacina fue de corta duracién, lo que se
puede deber al metabolismo m&s r&pido que presenta esta especie con
respecto a otros animales.

El tiempo aproximado de cirugia fue de 30 min y el paso de
lavado del segmento intestinal, aunque no exhaustivo, si fue
adecuado, pues en los animales control no se encontraron evidencias
de contaminacién en el segmento.

El an&lisis de los valores obtenidos para las pruebas de
laboratorio, realizadas antes de operar a los conejos , indica una
concordancia alta con respecto a los valores normales reportados
por otros autores (19) . El valor normal, promedio, obtenido para
1la determinacién de haptoglobina sérica fue de 50.6-103.1 mg/dl y
para la hemoglobina plasm&tica fue de 2.9-14.1 mg/dl, estos datos
no fueron encontrados en la bibliograffa consultada por lo gue no
se pueden realizar comparaciones en la especie, sin embargo
concuerda con lo reportado para los caninos en un estudio similar
(24) .

La patogenia del SUH no eatd bien establecida, los signos de
urémia, anemia microangiop&tica, trombocitopenia y falla renal que
se presentan en conjunto pueden tener un mismo mecanismo de dafio el
cual se produce al mismo tiempo o bien pueden tener mecanismos
secuenciales (uno como consecuencia de otro) (6,38).

La eleccisn del conejo y la técnica quirdGrgica como modelo
animal fue basado en los siguientes puntos:

a) El conejo es un animal m&s f&cil de manejar y mantener gque
los caninos.

b) Algunos autores (24) sugieren que en los modelos animales
empleados previamente (cerdo y conejo) una influencia pudiera ser
el poco tiempo de permanencia de las cepas y/o la toxina en el
tracto digestivo, por ello se realizé una cirugia que permitiera la
sobrevivencia del animal por periodos de tiempo mayores y que a la
vez prolongara el contacto con las toxinas. El modelo se desarrollo
en forma parecida al modelo descrito previamente en ratas para
ensayar otros fenfmenos (59).

c).- En los experimentos anteriores (24), se considers que se
requiere una absorcién y transporte sanguineo de la toxina a los
érganos blanco por lo que se decidié que el segmento intestinal
deberia conservar su irrigacién.
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B.Absorcién de la Toxina.- ;

Se ha sugerido que las Verotoxinas en el SUH tienen ‘una
absorcién hacia la sangre (toxemia) ' que- desarrolla: trombosis
microvascular, por efecto citot6xico ‘o: citop&tico sobre el
endotelio o por agregacién de las plagquetas (21,42).

En el modelo trabajado, se observé que en varios de los casos
se present6 diarrea hemorrdgica, considerando que la bacteria fue
colocada en un segmento aislado y gue la Gnica comunicacién hacia
el intestino fue por sangre, podemos sugerir que la toxina tuvo que
ser absorbida, transportada via hem&tica y producir su efecto en
las regiones intestinales no inoculadas. La diarrea hemorré&gica,
comprobada por la reaccién del excremento con la benzidina, indica
un papel directo de las toxinas en esta signologia.

Algunos datos previos que apoyan esta absorcién y efecto
vascular provienen del modelo descrito en el cerdo (21) en el cual
la cepa 933 colonizé el ciego y el célon produciendo necrosis de
enterocitos, descamacién, inflamacién supurativa del ciego y colon
Y edema del mesocolon, en algunos casos la colonizacién llegé hasta
ileon. En otro trabajo, utilizando cerdos libres de patégenos
especificos, los cuales fueron inoculados con dosis diferentes de
SLT IIv, purificada y 1libre de endotoxina, por via i.v.,
desarrollaron edema y hemorragia de diferentes partes del tracto
gastrointestinal y cerebelo, pero no diarrea, las lesiones
microscépicas estuvieron asociadas a dafio vascular y el efecto
dependié de la dosis administrada (42).

En otro modelo experimental realizado en el cerdo, también se
observé que la pérdida de los genes que codifican para SLTII
condujo a una pérdida de la capacidad de producir lesiones (21).

C.Efectos en Hemostésia.-

En el modelo desarrollado en el presente trabajo se pudieron

observar los signos clinicos de hemorrigia, las lesiones de dafio
endotelial y las hemorragias histolégicas; sin embargo 1la
disminucién del nGmero de plagquetas circulantes no fué
estadisticamente significativo entre los diferentes grupos
experimentales trabajados. Las posibles explicaciones a este
fenémeno pudieran ser:
a) Una capacidad mayor de almacén de plagquetas en los conejos que
compensan eficientemente la disminucién.
b) Un menor efecto de las toxinas VT scbre las plaquetas en- el
conejo (susceptibilidad de especie). o '
c) La técnica de cuantificacién de plaquetas-es: muy imprecisa -lo
que genera una mayor variacién de los datos,-por.lo que:en grupos. -
pequefios, la prueba estadistica sea no 81gn1ficat1va Lo} 3
apoyado en que el comportamiento de tromboci ope
grificamente et
d) La rapidez y gravedad de los signos y lesiones, asociadas ‘a un
mayor efecto endotelial que .de coagulacién intravascular, -no
permitieron apreciar la trombocitopenia._'
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D.-Bfectos hemoliticos.-

En eventos hemoliticos intravasculares, la hemoglobina libre
(Hb) es captada en primera instancia por la haptoglobina (Hp), la
cual es sintetizada en higado, formindose un complejo Hb-Hp que es
llevado al higado para su degradacién, si el proceso de hemélisis
intravascular es muy severo o continuo, los niveles de haptoglobina
se saturan y se activan simultineamente otros procesos de
compensacién para evitar la pérdida de hierro y el ac@mulo de
hemoglobina en plasma. La hemoglobina libre que no es captada se
filtra por via renal y puede aln ser reabsorbida y catabolizada por
las células tubulares, si se excede esta capacidad (90-100mg/dl)
aparece hemoglobinuria (34,35,66,68).

En cuadros hemoliticos severos se produce, histolégicamenmte,
acmulos de hemosiderina, principalmente en células del sistema
reticulo endotelial y tubulos renales. As{ mismo, se ha reportado
c(]ue en las crisis hemoliticas se pueden encontrar cilindruria

30,61).

En todos los casos inoculados con cualquiera de las cepas
productoras de citotoxina se pudo apreciar una baja de 1la
haptoglobina sérica, en realidad la disminucién se refiere a la
haptoglobina libre, no unida a hemoglobina, que eventualmente queda
como tal después de que la mayor parte se une a la hemoglcbina
libre durante la crisis hemolitica intravascular. Este fenémeno,
asociado al aumento de hemoglobina plasm&tica, sugieren fuertemente
un evento hemolitico intravascular severo.

R.~Bfectos sobre el Sistema Nervioso.-

Los conejos trabajados presentaron un cuadro nervioso
caracterizado por par&lisis del tren posterior y anemia clinica con
anorexia y disnea terminal.

En cerdos con VTEC (enf. edematosa) se produce ataxia y
confusion mental (65) y en nifios afectados por SUH, las lesiones en
sistema nervioso central se han relacionado con la mortalidad
observada (39,76,78).

Francis y col. (21) describieron signos clinicos y lesiones del
SNC de cerdos gnotobiontes infectados con 0157:H7 y SLTII que las
involucra en la patogénia, sin embargo no en todos los casos
desarrollaron este cuadro, pero si en todos los inoculados con la
cepa 933 se presentd edema del colon.

Se ha observado efecto citotb&xico, enterotéxico, paridlisis y
letalidad asociados a las toxina VT1 y VI2 purificadas de la enf,
del edema (65) y la toxina de Shiga (44) , efectos que se ha
pensado sean mediados por el receptor Globosil-gangliosido GB3
(44) . Aungue en un trabajo se sugirié que parte de los signos son
asociados a la produccién de toxina ST (49).

En otro estudio, la toxina de Shiga causé efectos enterotéxico
y neurotéxico en conejos, mediado por el receptor celular GB3 (44).

En algunos experimentos se han administrado sobrenadantes con
toxina VT por via endovenosa en conejos y ratones, present&ndose la
muerte a las 30-48 h y a los 2-6 dias post-inoculacién
respectivamente con una manifestacién de par&lisis de miembros
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posteriores (49).

Fujji y cols (23) encontraron un efecto neurotoxico severo al
administrar cepas productoras de ¥T2v por via intrag&strica en
ratones.

Para la toxina VT, la secuencia del receptor en intestino es
Gal 4Gal 4 Glc Cer; estos receptores se encuentran en el conejo
(44) y también se ha determinado que en el conejo el receptor GB3
aparece a los 16 dfas de edad en el intestino lo que explica el
efecto enterotéxico. Observéndose que la cantidad de GB3 se
incrementa hacia el destete, a diferencia con otras especies
animales como el ratén que al nacimiento tiene GB3 pero su cantidad
se disminuye al destete , esto probablemente sea regulade por
hormonas (68).

Lo anteriormente to fund ta el hecho de que las
lesiones y signos nerviosos encontrados en los conejos en el
presente trabajo, se pueden deber a un efecto directo de la toxina
sobre el SNC, después de su absorcién en el segmento inoculado.

Este efecto sobre el SNC puede estar mediado por una lesion
vascular previa como lo sugiere Fujii y col. (23) autores que
incluso trabajaron con la cepa 933W usada en el presente trabajo,
asi mismo notaron efectos directos de la toxina sobre las neuronas
posteriormente al dafio endotelial e incluso relacionaron 1la
presencia de receptores para VI2 sobre las neuronas.

Nuestros datos sugieren un efecto sobre el SNC de los conejos,
observandose lesiones vasculares y las neuronas de aspecto normal,
resultado que es debido a las téchicas empleadas para la evaluacién
del dafio neuronal en las cuales no se utilizé inmunocitoquimica ni
microscopia electrénica.

F.Rfectos digestivos.-

La administracién por via oral en cerdos gnotobiontes (74),
desarrollé diversos grados de diarrea (no hemorr&gica) con lesiones
de erosién hasta dGlceras intestinales sobre todo en intestino
grueso. Las bacterias se encontraron proliferando en los focos de
necrosis o en la ldmina propia asociadas a los vasos sanguineos,
estas lesiones s8son similares a las producidas por cepas
enteropatégenas de Escherichia coli {75). En otro modelo en cerdo,
inoculando por via endovenosa la toxina purificada, se observd
lesién de destruccién de enterocitos a nivel de ciego y colon
asociada a necrosis vascular (42).

La localizacién de las lesiones a nivel de colon en el SUH y
los hallazgos en los experimentos previamente realizados por otros
autores (8,14,47,48,74), nos sugieren gue en el conejo y otras
especies animales el principal sitio de accién de la toxina es el
intestino grueso, aunque esta puede ser absorbida en intestino
grueso y delgado.

El modelo desarrollado, en el que gse observé un efecto a nivel
de intestino delgado en un 8itio comunicado tan solo por via
circulatoria del sitio de inéculo, sugiere que la toxina es
absorbida, llevada por el torrente circulatorio y fijada en
receptores intestinales los cuales se encuentran en el lado basal
de las células (l&mina propia) lo gue implicaria una polarizacién

43



del enterocito como lo demostrado previamente por Wick (79); con lo
que desencadenan una diarrea tipo secretora. Por otro lado deben
existir receptores vasculares, que explican el efecto de
congestién, hemorragia y diarrea hemorrigica observada en algunos
animales.

El efecto local, en el segmento inoculado, fue muy severo
existiendo destrucclén de la mucosa, proceso supurativo y salida de
fibrina a la 1luz, a diferencia del efecto observado en otras
porciones intestinales no inoculados, esto hace pensar que en el
efecto local participan no solo el factor toxina VT, sino otros
factores que acrecentan la lesién observada. Sobre esto, se ha
observado que muchas de las cepas VTEC tienen un efecto directo
sobre el enterocito de "attaching and effacement" fenémeno asociado
al hecho de adherirse a la célula, asi como el posible papel de la
endotoxina, otras toxinas o la posibilidad de una penetracién a la
lfmina propia. Fratamico y col (22) observaron, en un modelo en
conejo con administracion intrag&strica, 1la vacuolizacién y
picnosis nuclear de los enterocitos gobre todo a nivel de intestino
grueso, este fenémeno no se aprecib en el segmento inoculado pero
si en forma leve en el intestino con secrecién.

Al respecto, cabria hacer la pregunta ¢ si la toxina es
liberada por la bacteria en la luz intestinal, o se reguiere un
evento previo de penetracién bacteriana hacia la lamina propia con
una posterior liberacién de la toxina a este nivel ?, en el modelo
desarrollado el factor de permanencia en la luz intestinal puede
favorecer ambas condiciones al romperse el movimiento tipico del
intestino y crear condiciones que permiten una cierta atrofia del
epitelio, lo que se demuestra por el efecto de atrofia observado en
los testigos negativos.

El sitio de inoculacién presenta una imagen histolégica
caracteristica de areas linfoides, sobresaliendo el hecho de que la
conformacién recuerda el aspecto de nédulos linfoides en los que se
pueden distinguir con facilidad una zona medular y una cortical en
contacto intimo con formaciones del tipo de las criptas, esta
agrupacién linfoide disminuye en la zona limite con el ciego,
después de la cual el aspecto es como placas de Peyer
caracteristicas. (Figura N2 2).

La inoculacién provocd una destruccién en las areas linfoides
n&s profundas, con pérdida de linfocitos pero a la vez existié una
afluencia de linfocitos, provenientes aparentemente de otros sitios
hacia las traveculas de conjuntivo, espacios perivasculares y la
serosa de la regién. Ademds el bazo de algunos de los animales
presenté una disminucién marcada en el tamafio y en las regiones de
pulpa blanca. Estos fendmenos sugieren un efecto citoté&§xico de la
toxina sobre los linfocitos, situacién que a la fecha no ha sido
reportada.

El elucidar el mecanismo exacto, puede encaminarse por el uso
de anticuerpos marcados,dirigidosi contra‘ la toxina y contra 1la
bacteria y utilizar una técnica lnmunohzstoqulmica para seguir los
eventos en los tejidos de-: los cone]os,i en forma parecida a lo
realizado por Fujii y col (23). i S
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G.Efectos sobre el Rifi6n.-

La lesién renal observada y confirmada por los hallazgos en el
ex&men general de orina durante el presente trabajo, implica un
efecto sobre la parte cortical del rifién, la salida de cilindros y
proteina nos indica dafioc glomerular, por otro lado la salida de
hemoglobina 1libre por 1la orina se asocié a una hemélisis
intravascular previa, asi mismo la uremia y creatinemia observada
sugieren un fenémeno de insuficiencia renal asociado a la regién
cortical del rifisn, pudiendo ser a nivel de ovillo renal, c&psula
o glomerulo. Los hallazgos previos de la existencia de receptores
para la toxina en rifién, a nivel glomerular, explicarian este hecho

El dafio glomerular no se ha observado en cerdos con EEP ni en
cerdos inoculados con cepas 0157:H7 ,lo que les sugirié a 1los
autores que el efecto en el SUH pudiera ser por una trombosis
fibrinosa (21).

Koster y col. en 1978 (37) propusieron una secuencia de
eventos para explicar el dafio renal, consistente en una lesién
trombotica microangiop&tica, coagulopatia intravascular y falla en
la microcirculacién renal. Dichos dafios los justificé como un
fenSmeno de Shwartzman asociado a la absorcifén de endotoxinas en
intestino, asi mismo menciona que no se observaron bacterias a
nivel renal ni complejos inmunes o anticuerpos a nivel renal.Por
otro lado Chandra y col (8) postulan, adem&s de los fenSmenos
mencionados anteriormente, la participacién de dep&sitos de fibrina
y plaquetas a nivel de endotelio vascular renal como una posible
explicacién de una falla renal por baja en la perfusién asociada al
SUH. El1 modelo realizado no descarta la posible absorcién de
endotoxina a nivel intestinal, sin embargo en los estudios
histolégicos realizados no se identificaron lesiones compatibles
con un fenémeno de Shwartzman. Asf mismo, las cepas 933W y 933J son
derivadas de una cepa K12 C600 apat&gena, rugosa (incompleta en
LPS) (11,71) lo que descartaria en cierta forma el efecto mediado
por LPS, sin embargo la endotoxina, que reside en el Core y Lipido
A esta presente en las cepas K12 C600 no pudiendo diferenciar entre
este efecto y la posibilidad de algGn otro factor (78) que
provoquen alguna respuesta como la endotoxina en los conejos.

En los terneros afectados y analizados en el presente trabajo,
se observd edema del rifién y vejiga lo que sugiere gue en las cepas
exiastan factores que modifican la capacidad de permeabilidad
vascular

En otro trabajo (47) se sugiere que en vista de que la corteza
del rifion humano expresa la glicoproteina GB3, este 6rgano es el
m&s afectado por contar con los receptores adecuados para la unién
de las verocitotoxinas, este autor sugiere que una vez que se
produce el dafio celular por la toxina bacteriana , se disparan
diferentes mecanismos de dafio endotelial generalizado en los
6rganos involucrados . El dafio endotelial "dirigido™ puede tener
también explicacién por existir receptores especificos para 1la
toxina sobre ciertos vasos sanguineos, como lo sugerido para la
toxina SLT IIv y el GB4 (42).

Dentro de este dafio pudiera estar involucrado el sistema
inmune, sin embargo en el modelo ensayado en este trabajo, las
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lesiones fueron muy répidas, 2-4 dias, lo que' descartaria un
posible papel inmunoléqlco asociado.

La otra explicacién de dafio endotellal est& en el fenémeno de
lesién, coagulacién intravascular y:liberacién ‘de sustancias de
inflamacién,. éste efecto se observé:.'en’el modelo en caninos
descrito previamente (24), sin embargo ‘en’ el conejo no se pudo
apreciar una trombocitopenia ya que la alteracién de las plagquetas
en los conejos inoculados, no fué estadisticamente significativa (
p=0.26) .

Asi mismo, los diferentes efectos sobre el aparato urinario
pueden estar basados en la diferente cantidad de GB3 a nivel renal
presente en cada especie animal (44,53), fundamentalmente en la
zona glomerular, en el modelo desarrcllado se pudo apreciar que el
conejo dié un efecto renal mas marcado que el reportado para el
cerdo y, en base a la bibliografia, que este efecto pudiera ser por
la mayor cantidad de GB3 a nivel glomerular, principalmente del
lado capilar.

H.8ignos de Anemia.-

La anemia desarrcllada en los conejos fue debida a una
hem6lisis intravascular lo que quedé demostrado por los datos de:
disminucién de haptoglobina libre, hemoglobinuria y no aparecer
evidencias de bilirrubinemia ni ictericia. Esta hemblisis puede
estar asociada a:

a) Receptores sobre el eritrocito para la propia toxina dado que se
ha demostrado que el receptor GB3 esta en el eritrocito del ser
humano (3,44).

b) La absorcién, en intestino de alglin otra sustancia, diferente a
las verocitotoxinas, con actividad hemolitica.

Como se pudo demostrar las cepas 933 y 933W tuvieron el efecto
m&s marcado sobre los conejos.Este resultado es acorde a lo que se
observé anteriormente empleando el modelo en canino y a 1lo
reportado por algunos autores que mencionan que la citotoxina VT2
al parecer es la que tiene efectos mayores (23,24,49,66).

En el caso de la cepa 375RPS ensayada, se puede deducir que el
efecto fue débil, incluso ligeramente menor al efecto producido por
la cepa 9337 productora de VT1, adem&s las cantidades de citotoxina
producidas por las cepas usadas fueron m&s bajas en la cepa 375RPS
aislada en el trabajo a partir de bovinos, en base a lo anterior se
puede sospechar que la cepa 375 RPS produce VTl o bien que se
requiere algGn otro factor asociado a la bacteria que estéd presente
en las cepas 933 pero no en la 375RPS.

I.Patogénia en el modelo.-

En base al anilisis anterxormente expuesto es posxble deducir
una probable patogénia en.’la: ,1nfecci6n por Escherichia coli
enterotoxemica (ECVT, ECEH), .de’ la ‘siguiente manera:

El evento es iniciado por:la roducciénide la toxina en la luz
intestinal, evidentemente: estowe avorecido ‘por las condiciones
microambientales del intestinoly. ‘ubicado‘a nivel de :intestino
grueso por existir en ese lugar:los receptores aproplados para el
fenémeno de adherencia bacterlana.s‘= ;
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La VT son absorbidas a nivel cecal, probablemente en
agociacién con una invasién por la bacteria hasta la l&mina propia
del O6rgano, de esta forma la toxina alcanza el torrente
circulatorio para ser diseminada en todo el organiamo.
Evidentemente existen receptores para el efecto citotéxico a nivel
de Placas de Peyer o ntdulos linfoides, endotelio vascular y
eritrocito, fundamentalmente.

Las diferencias en la gravedad de los signos encontrados
pueden estar explicadas en el tipo de toxina (VI1 o VT2), la
cantidad de toxina producida (moderadas o altas productoras) y/o
por la asociacién con otros productos de la bacteria (LPS, CFN,
etc).

II.BNFERNEDAD EN 1OS BOVINOS

En el &rea de la explotacién trabajada se encontré que el
cuadro clinico de diarreas, en diferente presentacién, era
inusualmente severo, debido a que la morbilidad estaba en un 80% y
la mortalidad llegaba a alcanzar en algunas semanas tazas de hasta
60% (datos tomados de los registros clinicos en la explotacién) ,
por otro lado el indice de letalidad estaba en un 60% lo que
demostrS la gravedad del problema. Los animales no respondian a la
administracién de antibiéticos, ni a la terapia de resatitucién de
liquidos a la que eran sometidos por via endovenosa, ello sugeria
un agente no bacteriano como etiologia del problema. Adenmés,
tomando en consideracién el curso, el periodo de incubacién tan
corto y que el problema se presentd primordialmente en los primeros
cinco dias de edad, sugerfa una etiologia viral o enterotoxémica.
El otro factor importante fue el hecho de que las lesiones a la
necropsia se ubicaron casi exclusivamente en el aparato digestivo
y las lesiones histolbgicas fueron compatibles con un cuadro de
etiologia viral con enteritis no supurativa, o en algunos casos de
etiologia téxica presentandose enteritis con destruccién de
vellosidades pero sin proceso inflamatorio severo , parecido al
descrito en la bibliografia (30) .

En base a lo anterjor se procedié a realizar el diagnéstico
diferencial del problema. El eliminar etiologias de patégenos
clésicos bacterianos como Salmonella (10) fue muy contundente,
puesto que en todas las muestras trabajadas en ningQn caso se
obtuvo desarrollo de este tipo de bacterias . Aungue los animales
fueron tratados con antibiéticos por via parenteral y este hecho
pudiera interferir con el aislamiento bacterioldgico, el
crecimiento en las cajas de cultivo en todos los casos incluyé
bacterias consideradas de la microbiota normal.

A.Cuadro por ECVT.-

La posibilidad de un cuadro por Verotoxinas fue deducida de
los siguientes factores:
1.-La enteritis hemorr&gica severa que ha sido asociada a cepas de
Escherichia coll productoras de citotoxinas potentes tanto en el
humano como en el bovino (24,53).
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2.-Los signos nerviosos presentados por los terneros durante el
cuadro

3.-La negatividad a pruebas serolégicas en busca de anticuerpos
anti Diarrea viral bovina o Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR)
practicadas a los mismos animales en otro estudio paralelo.
4.~Reportes previos (5,9,37) al respecto de gque las fuentes de
contaminacién de cepas de Escherichia coli 0157 identificadas como
causantes de infeccién para el humano, fueron hamburguesas de carne
de bovino, ademis de gque se encontré6 una correlacién alta entre
consumo de leche bronca y brotes de Sindrome Urémico Hemolitico
(SUH) y Colitis hemorr&gica (CH).

5.-Se han sugerido a los bovinos como reservorios probables de las
cepas de Escherichia coli 0157 productoras de verotoxinas
(20,37,40,65,81).

6.-Las VPEC se han asociado con signos de diarrea, disenteria y
enfermadad del edema (18,65,81).

En el aislamiento bacteriolsgico se seleccionaron cepas de
Escherichia coli que presentaran un patrén de pruebas biogquimicas
tipico (Cuadro N94). Sin embargo, se debe considerar que este
patrén puede variar para alunas de las pruebas, fenb6meno que se ha
observado en trabajos previos, en donde a partir de cepas de
Escherichia coli aisladas de lechones se observé una variacién en
el patrén de pruebas bioquimicas tales como ureasa, movilidad,
indol, ornitina (73). Asi mismo, el punto anterior es reforzado por
1o reportado por Fratamico y col (22) los cuales aislaron cepas de
Escherichia coli ureasa positivas a partir de cerdos y de bovinos
(39)y por la relacién que tienen las cepas no fermentadoras del
sorbitol con la produccién de Verotoxinas (74); contradictoriamente
a el aislamiento de cepas sorbitol positivo y productoras de VT
(8); o los datos de que en cepas de origen humano aisladas del
aparato urinario, la fermentacién del Dulcitol puede ser un
marcador de patogenicidad (60).

Sin embargo, en base a la frecuencia alta (63.7 & ) con la que
se demostré la produccién de citotoxinas en las cepas aisladas
durante el presente trabajo, se puede pensar que las cepas
citotéxicas de bovinos tienen un comportamiento biogquimico tipico
de la especie Escherichia coli.

Este Gltimo dato concuerda con reportes previos (65), en los
cuales se ha encontrado una prevalencia alta de cepas VT+ en
bovinos que en muchos casos va a la par con la portacién de
factores auxiliares de virulencia, como el K99, F41 y K88 entre
otros, sin describirse comportamientos bioguimicos atipicos en las
cepas probadas (54).

Strockbine y col. en 1986 (67) usaron el término SLTI y SLTII
para denotar a las toxinas VT1 y VT2 respectivamente. Actualmente
se conoce que VTl y VT2 se codifican en fagos y se han mapeado los
genes y creado sondas contra ellas (61,65).

La toxina VT1 se neutralizé con anticuerpos anti-toxina de
shiga y adem&s la citotoxina VI2 se identificé en cepas 0157, de
casos de SUH y CH, por Scotlan (65).

De bovinos se han aislado cepas productoras de VTl (demostrado
por neutralizacién con anti-shiga), aunque después se demostrd que
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no siempre era VTl sino tambi&n VT2 (65).

Otros autores encontraron que todas las ECVT de bovinos
hibridizan con VT1 o VT2 (principalmente VT1) (67) y en el campo se
han encontrado que producen una, pero no ambas, toxinas.(61).

Las cepas VT aisladas de bovinos pertenecen a varios
serogrupos y se han aislado tanto de enfermos como de sanos (67).
Los serogrupos 0157, 026, 0153 y Ol1ll1 se han aislado de bovinos y
de humano (26,65).

Asi mismo se han aislado cepas O157:H7 a partir de cerdos
(65,67), aunque algunos otros autores difieren puesto que no las
han encontrado con frecuencia en los animales (14).

Un punto a considerar, es el hecho de que el serogrupo no
necesariamente tiene una correlacién con la virulencia, siendo éste
un factor mas bien asociado a una mayor frecuencia de aislamientos
de cepas con serogrupos particulares; mas bien existe asociacién de
ciertos pl&smidos presentes dentro de la bacteria con el serogrupo
expresado (5).

Al realizar la evaluacién de la presencia de citotoxinas
mediante cultivo celular y comparar el efecto con los testigos
empleados, se pudo apreciar un efecto de la misma intensidad y
severidad en las cepas aisladas con respecto a los testigos
positivos. cConsiderando que las cepas empleadas como testigo
pertenecen al grupo de altas productoras de citotoxinas se puede
asumir que las cepas en estudio fueron altas productoras de VT.
Previamente se ha reportado gue los titulos de produccién de
citotoxina est&n entre 160 y 156,250 unidades citotéxicas por ml.
en cultivos celulares (uccc), para aislamientos de bovinos, a
diferencia de los porcinos en los que son de 10 a 160 ucce (57). Lo
cual esta de acuerdo a los datos encontrados en este trabajo en los
gue se obtuvieron cerca de 10° uccc para la cepa aislada de bovinos
Yy en la que se cuantificé la produccién de citotoxina.

En bovinos se han aislado cepas que producen un factor
citotéxico necrotizante (CNF), aunque se requiere mayor
investigacién para evaluar su poder patSgeno debido a que las cepas
productoras de CNF se han aislado tanto de animales enfermos como
de sanos (26,63). Este factor causa la aparicién de células
multinucleadas grandes, sobre cultivos de células HelLa, CHO o Vero
(24) y malformaciones en células Vero (26).

Durante el desarrollo de la prueba de efecto citotéxico sobre
células Vero se ob vé en alg cultivos un efecto citoténico
(como el descrito para la enterotoxina LT) con algunas células con
malformaciones; dicho efecto pudiera ser debido al factor CNF
previamente descrito, o a la produccién de LT.

La frecuencia de cepas positivas a la produccién de la
citotoxina fue de 63.7 & (Figura 6) , este valor es alto comparado
con lo reportado por varios autores en otros paises (14,43,61,65),
sin embargo la frecuencia es predecible considerando el tipo de
explotacién en la que el confinamiento es severo . Para este mismo
punto, se ha reportado que las poblaciones microbianas pueden
persistir por largos periodos en condiciones que permitan 1la
permanencia con hospederos susceptibles; en el &rea trabajada
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siempre existian animales , debido a que los partos no son
programados y el ingreso de lactantes al 4&rea es. permanente,
imposibilitando la despoblacién e higiene completa en el lugar.

Si consideramos el nimero de casos positivos, tomando en
cuenta que al menos una de las cepas aislada produce toxina,
existié un alto nGmero de animales (86.5%) infectados (86.5% Figura
7). Este fenémeno no necesariamente indica enfermedad en cada
animal del cual se logré aislar las cepas citotéxicas, puesto que
incluso algunos autores (54) mencionan que las cepas citotéxicas se
ajislan de animales aparentemente sanos. Sin embargo, asociandolo a
los signos clinicos predominantes en los animales se puede deducir
su implicacién en el cuadro de diarrea hemorrigica con pobre
respuesta al tratamiento de antibiéticos.

B.Rotavirus. -

Los datos obtenidos en el presente trabajo, con relacién al
diagnéstico de rotavirus, indican que no se encontraron casos de
positividad s6lo al agente viral y que el mayor porcentaje de casos
correspondié al de Rotavirus negativo/ VT positivos. Los datos
anteriores parecen indicar la posibilidad de que al menos en la
explotacién de bovinos analizada, la infeccién por cepas VT
positivas no requiere una infeccién previa por rotavirus, fenémeno
muy interesante debido a que muchos autores (4,20,29,30) implican
una infeccién viral previa a una infeccién bacteriana, observandose
que existio un factor de riesgo pequefio, calculado segln Morton
(45), por la infeccib6n por rotavirus y que el factor de riesgo es
mayor con una infeccion por cepas productoras de VT que asi puede
predisponer a la infeccién viral.

La relacién entre la presentacién: de: rotavirus y las cepas

citotéxicas aisladas de los terneros fue predominantemente de casos
con cepas VI+ sin evidencias de rotavirus,‘con:un 62%, en contraste
con la frecuencia en la que se encontraron ambas etiologias que fué
de un 24% . Los cilculos del Riesgo atrlbuible (RA) , del Riesgo
relativo (RR) y del indice de rlesgo e ambos ‘factores nos
indican que :
a) .- El porcentaje de riesgo de presentar infeccxbn con Rotavirus,
atribuible a presentar cepas citotéxicas esidel: 100%
b).- No existié Riesgo de tener cepas VT.;| ‘se tiene Rotavirus.
Estos datos sugleren que el cuadro.clinicoiobservado pudo deberse
a la presencia de cepas citotéxicas solamente, sin’ existir una
infeccién viral primaria y por otro’lado.al no encontrarse animales
positivos s6lo a rotavirus y a los cdlculos de RR y RA, se puede
deducir que la infeccién por rotavirus.bovino puede ser secundaria
a la infeccién con cepas citotéxicas.’ Relacionando este hecho, con
el fenémeno del efecto citolitico sobre:los linfocitos intestinales
observado en los conejos, se podria  pensar en algGn papel
inmunosupresor de las toxinas. VT sobre. el intestino que a su vez
fuera el responsable de una  mayor susceptibilidad a la infeccién
con los agentes virales que ‘en: ese momento circulen en la
explotacién.

En la explotacién trabajada se tuvo la oportunidad de realizar
algunas técnicas de control  después de conocer este diagnéstico.
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Para ello se administré vacuna de rotavirus bovino y anacultivo de
cinco cepas de Escherichia coli citot6xicas aisladas a las hembras
gestantes, con ello se pudo observar, posteriormente, que se
presentd una disminucién altamente significativa de la morbilidad
y mortalidad generales en el Area de lactancia. Estos resultados
contirmaron la participacién de cepas VT+ asociadas a rotavirus en
el cuadro clinico observado.

Sin embarqgo, dado qgue se realizé el manejo de vacunacién y
bacterinizacién pricticamente al mismo tiempo, no fue posible
separar el efecto etiolégico de ambos agentes.

Estos antecedentes sugieren que las cepas citotéxicas son
agentes primarios de infeccién y toxemia neonatal en bovinos y a la
vez refuerza el posible papel de los bovinos como reservorios de
cepas citotéxicas que afectan al humano produciendo SUH como lo
reportado previamente (5).
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