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RESUMEN

Escherichia coli (STEC) ha sido aislada de bovinos y ovinos, especies
consideradas reservorios para la infeccibn en humanos, sin embargo, pocos
reportes indican que estas pueden causar dafio a los animales. Los reportes de
aislamiento de cepas STEC de ovinos son escasos y sefialan su papel como
reservorio. El objetivo de este estudio fue realizar la caracterizacion de STEC
en corderos y determinar su posible asociacion con la presentacion de cuadros
de diarrea, asi como conocer el posible papel zoonético de estas cepas. El
estudio se realizdé en una explotacion dedicada a la cria intensiva de corderos.
Se muestrearon 60 corderos con diarrea y 30 corderos sanos. Se aislaron 5
colonias lactosa positivo y se les realizé la identificacion bioquimica, se
identificaron los genes de virulencia stx1, stx2, eaeA y hlyA por la técnica de
PCR, se evalu6 la capacidad citotoxica sobre cultivo de células Vero y se
tipificaron serolégicamente. De 424 cepas de E. coli trabajadas 69 (16.3%)
presentan genes stx, 34 fueron aisladas de corderos con diarrea y 35 de
corderos sin diarrea; El 40 % de los corderos con diarrea y el 53 % de los sin
diarrea fueron positivos a cepas STEC, el analisis estadistico mediante la
prueba X?, demostré6 una mayor la proporcién en los animales sin cuadro
clinico (p<0.05). El 94% de las cepas fueron fermentadoras de sorbitol, 21% de
las cepas STEC presentaron el gen eaeA y 43 % el hlyA. Los serotipos
identificados con mayor frecuencia en los corderos con diarrea, fueron
0104:H7 (14%), O26:H-, O117:H7, O165:H- y ONT:11 (5% c/u); en los sin
diarrea los serotipos fueron 0O123:H- (20%), O165:H45 (14%) y O104:H7 y
0146:H21 (8% clu). Por otro lado no se encontrd correlacion entre las cepas
STEC aisladas con la presencia de diarrea en corderos. El resultado indica que
no se pueden asociar las cepas STEC con la presencia de diarrea en corderos.
La presencia de STEC en corderos con y sin diarrea, demuestran que estos
pueden actuar como reservorios de la bacteria en México y actuar como fuente
de contaminacion para el humano.



ABSTRACT

Escherichia coli (STEC) has been isolated from bovines and ovine, both
species considered as reservoirs of the humans infection. Although, only few
reports suggest the participation of these pathogens in the animals illness, the
STEC strains isolation from ovines support their function as a reservoir. In this
study was performed the isolation and characterization of E. coli strains from
lambs with and without diarrhea to know their possible association in the lambs
diarrhea. The study was conduced in an intensive production lambs folk, fecal
samples from 90 animals 60 with diarrhea and 30 healthy lambs were analyzed.
Five lactose positive colonies from each sample were isolated, these were
identified by biochemical test and the identified as E. coli were analyzed by
PCR assay to determine the presence of stx1, stx2, eaeA and hlyA genes. The
production of toxins was evaluated on Vero cells cultures and the strains
serotypes were determined using specific rabbit serum. A total of 424 E. coli
were identified from both animal groups, in 69 (16.3%) of the strains (34 and 35
with and without diarrhea respectively) was determined the presence of stx
genes. The statistic analysis of the gene positive strains show a significant X
test (p<0.05) in the proportion of animals without diarrhea when both groups
where compared. In STEC strains also were identified the eaeA (21%) and hlyA
(43%) genes. The serotypes 0104:H7 (14%), O26:H-, 0117:H7, O165:H- and
ONT:11 (5% each) in without diarrhea lambs and 0123:H- (20%), 0165:H45
(14%), O104:H7 and O146:H21 (8% each) from sick animals were the more
common. Although the results are showing that STEC strains are not
associated with diarrheal disease in lambs, their existence in the lambs feces
confirm their participation as reservoirs and a possible source of the STEC
strains transmission to humans in Mexico.



1. INTRODUCCION

En los estados de México, Jalisco y Michoacdn se ha incrementado el
namero de explotaciones ovinas de tipo empresarial, con sistemas de produccion
intensiva (Cuellar y col., 2005).

Los sistemas de produccidon intensivos son aquellos en que
independientemente de los objetivos del mismo, la produccion animal se
desarrolla al limite de la capacidad fisiolégica de la especie y la cria como la
engorda se realizan al ritmo mas intenso posible, en estos se combina la
capacidad de conversion de los ovinos y su eficiencia reproductiva. Una ventaja
de estos sistemas es que la produccion de corderos se mantiene constante a
través del afio (Ortiz, 2004).

Sin embargo, bajo estas condiciones se incrementa el porcentaje de
mortalidad en corderos, ya que se aumenta la densidad de animales en
confinamiento, se facilita la transmisiébn de microorganismos entre animales y
estos estan sometidos a fuertes condiciones de estrés, lo que lleva a una mayor
incidencia de enfermedades contagiosas, principalmente antes y después del
destete, los cuadros de enfermedad mas importantes son los problemas
respiratorios (neumonias) y los gastrointestinales (diarreas) (Moreno y col., 1996).

Las diarreas son una de las principales causas de enfermedad y mortalidad
durante las primeras semanas de vida en la mayoria de las especies animales, las
causas de esta, son generalmente multifactoriales y pueden estar asociadas a
factores ambientales, nutricionales y agentes infecciosos, estos Ultimos pueden
ser virales, bacterianos y/o parasitarios (Blood y col., 2007).

Entre los agentes bacterianos uno de los mas comunmente asociados a
cuadros de diarrea en los animales domésticos es Escherichia coli.

La tipificacion seroldgica de esta bacteria se realiza en base a sus antigenos
de superficie O (somatico), H (flagelar) y K (capsular), segun Kauffman (1944), en
la actualidad se conoce un total de 181 antigenos O, con los que se define el
serogrupo, la combinacion especifica de antigenos O y H, define el serotipo de
una cepa aislada, para lo cual existen 56 antigenos H. El serogrupo y serotipo no
confieren virulencia, pero tienen importancia epidemiologica ya que correlacionan

con clonas especificas de virulencia, (Nataro y Kaper, 1998). Asi mismo, E. coli es



una especie bacteriana versatil, y algunos serotipos pueden contener y expresar
diferentes factores de virulencia y exhibir patogenicidad, (Naylor y col., 2005).

En base a los factores de virulencia que poseen, las cepas de E. coli que
causan diarrea se han clasificado como: E. coli enterotoxigenica (ETEC), E. coli
enteropatdgena (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC) y E. coli productora de toxina de
Shiga o enterohemorragica (STEC/EHEC), (Nataro y Kaper, 2005), las principales
caracteristicas de los grupos de E. coli causantes de diarrea se muestran en la
Tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas de los diferentes grupos patégenos de E. coli

diarreagénicas.

Abreviatura Definicion Enfermedad
E. coli ETEC E. coli que produce toxinas denominadas Diarrea acuosa
Enterotoxigenica termo estable (St) y termo labil (Lt). aguda.
E. coli EPEC E. coli que produce lesion “attaching and effacing” Diarrea aguda
Enteropatégena (A/E) y por lo general contienen un factor de adherencia codifica o persistente.
en un plasmido y producen bundle-forming pilis (BFP).
E. coli EAEC E. coli que produce un patrén de adherencia agregativa Diarrea acuosa
Enteroagregativa en cultivo celular. aguda
0 persistente.
E. coli EIEC E. coli que comparte determinantes Diarrea acuosa a
Enteroinvasiva de virulencia con Shigella spp. menudo disenteria.
E. coli DAEC E. coli que exhibe un patrén de adherencia difusa en Diarrea aguda
de adherencia difusa cultivo celular. o persistente.
Diarrea, colitis
E. coli EHEC E. coli que produce Verotoxina hemorragica(CH),
Enterohemorragica STEC o toxina de Shiga. sindrome urémico
VTEC hemolitico
(SUH)
Tomado y modificado de Molbak y Scheutz, 2004.
Las cepas E. coli enterohemorragicas producen una

enteritis hemorragica, también han sido llamadas E. coli productoras de
verotoxina (ECVT), o productoras de toxina de Shiga (STEC), por la produccion
de una potente citotoxina, dentro de este grupo el serotipo O157:H7 es el mas
reconocido en todo el mundo y ha sido el prototipo de investigacion (Molbak y

Scheutz, 2004).



Konowalchuk y col., 1977, describieron el efecto citopatico irreversible
caracteristico sobre cultivo de células Vero (células de rifibn de mono verde
africano) producido por extractos filtrados de cultivos de E. coli, aisladas de nifios
con diarrea. Por su parte O’'Brien y col., 1982, aislaron y caracterizaron una
citotoxina producida por la cepa H30, (026:H11) aisladas por Konowalchuk y
encontraron similitud entre esta y la toxina Shiga (Stx) producida por Shigella
dysenteriae tipo 1, y que era neutralizada por anticuerpos anti-Stx, posteriormente
se reconocio la existencia de dos tipos de toxina Stx1 y Stx2 0 Vix1l y Vix2, las
cuales son antigénicamente diferentes. De esta forma el término E. coli
Verotoxigenica (VTEC) 6 productora de verotoxina (Vtx) es derivado de las
observaciones de Konowalchuk y col., 1977, mientras el término E. coli productora
de toxina de Shiga (STEC), es derivado de lo demostrado por O Brien y col.,
1982.

El principal factor de virulencia de las bacterias STEC es la produccion de
una o ambas toxinas de Shiga (Stxl y/o Stx2), las cuales se encuentran
codificadas por genes presentes en bacteriofagos y cuyo receptor es el
Globotriosilseramido (Gb3), La toxina Stx1 producida por STEC es idéntica a Stx
producida por S. dysenteriae tipo 1, ésta es altamente conservada, en cambio
Stx2 presenta variantes las cuales se han denominado Stx2c, Stx2v, Stx2d y
Stx2e (Nataro y Kaper, 1998; Paton y Paton, 1998%).

Estas toxinas actian sobre las células blanco por inhibicién de la sintesis
proteica, al unirse a la fraccion 60S del ribosoma, con lo que provocan la muerte
celular, (Sandving, 2001). Estudios realizados por Samuel y col., 1993, trabajando
con roedores, demostraron que la Stx2 tiene una toxicidad hasta 400 veces mayor
gue la Stx1.

Estas bacterias pueden presentar otros factores de virulencia, como la
capacidad de producir la lesion “ataching and effacing” (A/E) mediada por las
proteinas Intimina/Tir, ésta incluye la intima adherencia al enterocito con
modificacion del citoesqueleto, produciendo la formacion del denominado pedestal
de actina y la produccion de una hemolisina la cual es codificada por genes
presentes en el plasmido pO157 (Paton y Paton, 19982).

Este grupo de bacterias esta involucrado en la manifestacion de dos
sindromes clinicos en humanos, que afectan diferentes sistemas del organismo,

colitis hemorragica (CH) y sindrome urémico hemolitico (SUH), la mayor parte de



las observaciones de estos sindromes se han hecho con cepas STEC del serotipo
O157:H7. El SUH se define por una triada de anemia hemolitica, trombocitopenia
y falla renal (Nataro y Kaper, 1998).

Sin embargo, en animales, so6lo se han descrito enfermedades como
disenteria en terneros y la enfermedad de los edemas en cerdos, pero la
informacion en otras especies es limitada (OMS, 1998; Molbak y Scheutz, 2004).

Actualmente para la clasificacién de las bacterias de este grupo patdégeno
existen diferentes criterios dependiendo el autor consultado, la siguiente
clasificacion es propuesta por Wittam, 1998:

E. coli enterohnemorragica EHEC,: Se usa para referirse a cepas O157:H7
gue poseen los factores de virulencia Toxinas Stx1 y Stx2, adherencia A/E, y un
plasmido de 60 MDa. el cual esta implicado en la produccién de una hemolisina y
gue fueron aislados de casos de CH o SUH.

EHEC, no O157: Este se refiere a cepas que poseen los factores de
virulencia antes mencionados y han sido implicadas en casos de CH o SUH, pero
gue pertenecen a serotipos diferentes a O157:H7, tal es el caso de los serotipos
026:H11, O26:H-, O111:H-, O103:H2, O103:H-, entre otros.

El término STEC se utiliza en forma general para referir a las cepas
productoras de toxina de Shiga, sin embargo es muy comun que se utilice para
referirse a cepas que tienen uno o los dos genes para toxina y que pueden o no
presentar los genes para A/E y/o el plasmido, éstas ocasionalmente pueden estar
implicadas en casos de enfermedad.

La distribucién de E. coli O157:H7 y otras STEC es mundial, en paises con
sistemas de vigilancia las infecciones por STEC varian y reflejan diferencias en
incidencia, actividad diagnéstica y reportes. Se han reportado altas incidencias en
regiones de Canada, Escocia y Argentina, en paises europeos y EUA, el rango
anual de incidencia es de 1 a 4 casos por cadal00,000 habitantes. El verano es la
época en que se presentan la mayor parte de casos de enfermedad en humanos,
siendo los nifios los principales afectados. El diagnéstico de STEC no O157 se
realiza en pocos laboratorios por lo que puede estar subdiagnésticada (Molbak y
Scheutz, 2004).

La principal fuente de STEC se consideran los animales en particular los
rumiantes, principalmente el ganado bovino (OMS, 1998), sin embargo, se han
aislado de una gran variedad de animales domeésticos incluidos ovejas, cerdos,



cabras, perros, gatos y conejos, mayoritariamente de animales sanos (Paton y
Paton, 1998% Nataro y Kaper, 1998).

La transmision de cepas STEC ocurre principalmente por alimentos, agua y
por contacto persona-persona, aunque la mayoria de los casos se han asociado a
la ingesta de alimentos contaminados, principalmente alimentos de origen animal,
carne de res, leche y queso, otros alimentos que se han identificado como fuentes
de infeccion son los que se consumen crudos como el salami o los jugos de fruta
mal pasteurizados (OMS, 1998), ademas de un gran niumero de vegetales como
lechugas, espinacas, alfalfa y algunas frutas, sin embargo, la verdadera causa en
estas se considera la contaminacion con materia fecal de bovino (Nataro y Kaper,
1998).

Debido a que el serotipo O157:H7 es el mas importante y se han
desarrollando técnicas de mayor sensibilidad para aumentar la posibilidad de
identificar bacterias de este serotipo, como el uso de medios selectivos, técnicas
inmunolégicas como la separacion inmunomagnética y técnicas moleculares
como PCR (Paton y Paton, 1998%). Asi mismo se han desarrollado diferentes
modelos en animales para tratar de entender la patogénesis de la bacteria (Naylor
y col., 2005).

Sin embargo, no solo el serotipo O157:H7 es considerado patégeno, existen
otros serotipos que se han asociado a casos de enfermedad tanto en el hombre
como en animales. Existen evidencias que sugieren que el ovino puede presentar
susceptibilidad a los efectos de las toxinas de Shiga, Hoey y col., 2003,
identificaron el receptor Gb3 para Stx en intestino delgado de bovino, estos
autores sugieren la posible susceptibilidad de los rumiantes a los efectos de estas
toxinas. Por otro lado Magne y col., 2006, demostraron que la Stx induce
apoptosis en granulocitos de ovino y bovino, lo que indica que el papel de las

STEC en los rumiantes no esta bien determinado.



2. ANTECEDENTES

E. coli ha sido reconocida como parte de la microbiota normal de animales
domésticos y de vida libre desde principios de los 1900s, siendo los rumiantes
considerados como los reservorios mas importantes (Naylor y col., 2005).

La identificacion de E. coli STEC se puede hacer mediante métodos
tradicionales, como con las técnicas moleculares mas actuales. El aislamiento
mediante uso de medios selectivos y la identificacion basada en las
caracteristicas bioguimicas es importante para determinar género y especie.

La estrategia para el aislamiento de cepas O157:H7 es el uso de medios
selectivos, basados en las caracteristicas bioquimicas de este tipo de bacterias,
como la incapacidad de fermentar el sorbitol, no fermentar la ramnosa y no
producir B-D-glucoronidasa, para lo que se realiza el sembrado en placas de agar
Sorbitol Mac Conkey (S-MAC) (Nataro y Kaper, 1998).

El problema con el aislamiento de cepas STEC no 0157, es que estas no
presentan caracteristica bioquimicas que las diferencien de otras E. coli de la
biota normal, por lo que algunos autores como Blanco y col., 1996, recomiendan
seleccionar hasta 10 colonias para identificacion bioquimica de rutina de E. coli.

La tipificacion serolégica es reconocida por muchos autores como un
mecanismo muy importante para identificar una cepa patégena de E. coli, pero la
realizacion de esta es imitada ya que son pocos los laboratorios que cuentan con
la capacidad para realizarla (OMS, 1998).

Para detectar la produccion de Stx, se pueden utilizar ensayos en cultivo de
células Vero, que se considera la prueba de oro para confirmar cepas productoras
de toxina. Sin embargo, las pruebas serologicas como ELISA, agiliza la deteccién
de Stx, asi como la aglutinacion en latex, en la que se utilizan perlas de latex
sensibilizadas con anticuerpos anti-Stx1 y anti-Stx2 (Paton y Paton, 19982).

Para realizar la identificacibn de genes de virulencia, se utilizan métodos
moleculares basados en el DNA, como la hibridacién en fase sélida (colony blot) o
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que en la actualidad es
la mas utilizada para identificar genes de virulencia en bacterias patdogenas.

Se han disefiado diversos ensayos con varios genes (Multiplex) donde se
determina la presencia de algunos de los involucrados en la virulencia del grupo

STEC, tal es el caso de los disefiados por Paton y Paton, 1998° y 2002, con los
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cuales se determina la presencia de los genes para stx 1, stx 2, eaeA,
enterohemolisina hlyA, rfb O111 y rfb O157 (porcion de antigeno O), o como el
desarrollado por Lépez y col., 2003, que determina la presencia de siete factores
de virulencia de diferentes grupos patégenos de E. coli.

Actualmente se conocen alrededor de 400 serotipos O:H STEC, sin
embargo, el asociado a enfermedad en humanos es el O157:H7 y el diagndstico
de éste, basado en sus caracteristicas bioquimicas particulares, sugiere la
subestimacion de la prevalencia de otros serogrupos STEC asociados a
enfermedad en humanos como: 026, 091, 0103 y O111 entre otros (Paton y
Paton, 1998% Molbak y Scheutz, 2004).

En muchas partes del mundo se ha identificado la presencia de cepas STEC
asociadas a animales, aislandose de muestras de diferente origen tanto de
materia fecal como de productos y subproductos de origen animal, se han aislado
de muestras fecales de bovinos de engorda en Argentina (Podola y col., 2004),
vacas lecheras en EUA (Seongbeom y col., 2006) de carne de res en diferentes
etapas de la cadena en todo el mundo, (Hussein y Bollinger, 2005), también en
Argentina se han realizado aislamientos a partir de animales silvestres y
mamiferos no domeésticos en cautiverio (Leotta y col., 2006). Los reportes de
México se han realizado determinando la prevalecia del serotipo O157:H7 con
una prevalencia del 1.25 % en bovinos y del 2% en cerdos (Calaway y col., 2004).
Varela y col, 2007, realizaron el aislamiento de cepas STEC a partir de canales de
bovinos en un rastro municipal del estado de Jalisco, con una prevalencia del
2.7% de cepas 0O157:H7 y de 5% para cepas O157:H-, asi mismo reportan un
20.5% de aislamiento de cepas STEC no O157. Por su parte Valdivia y col., 2000,
reportan la asociacion de cepas E. coli O157:H- y rotavirus, en un brote de
diarrea en becerros en el Estado de México.

En México no se tienen reportes de aislamiento de cepas STEC a partir de
muestras de ovinos, sin embargo en diferentes partes del mundo esta especie
animal es calificada como reservorio de cepas STEC no 0157 (Beutin y col.,
1993).

Por otro lado se puede aislar cepas E. coli O157:H7 a partir de muestras de
ovino y la frecuencia de aislamiento es mayor en la época de verano durante los

meses de junio y agosto (Kudva y col., 1996). En un trabajo previo, estos mismos



investigadores demostraron en un modelo ovino, que es posible la transmisién de
0157:H7 de corderos infectados a otros no infectados (Kudva y col., 1995).

Betuin y col., 1993, determinaron la prevalencia de STEC en 7 especies de
animales domeésticos (bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, caninos felinos y aves),
la mayor frecuencia de aislamiento se observé en ovinos (66.6%), cabras (56.1%)
y bovinos (21.8%), los serotipos encontrados son muy variables, pero en ovinos y
caprinos fue posible aislar cepas de diferente serotipo en muestras de un solo
individuo.

La presencia de cepas STEC en ovinos ha sido sefalada en Estados
Unidos, Australia, Noruega, Brasil, Espafia, y Suiza donde se reportan prevalecias
del 29 al 51%, aislandose principalmente de animales sanos por lo que los ovinos
se han considerado reservorios de las bacterias y se relacionan a la enfermedad
en humanos (Kudva y col., 1997; Bettelheim y col., 2000; Urdahl y col., 2001;
Vettorato y col., 2003; Rey y col., 2003; Zweifel y col., 20042, 2004").

La proporcion de genes que codifican para Stx encontrados en cepas de
origen ovino han sido: stx1+stx2 en un rango de 48 a 53 %, stx1 de 11 a 43% vy el
gen stx2 tiene presencia solo de 4 a 21%. Los genes eaeA y hlyA en cepas de
origen ovino ocurren con proporciones de 0 a 13% y de 30 a 80%
respectivamente, todos estos trabajos fueron realizados en corderos sanos,
(Kudva y col., 1997; Bettelheim y col., 2000; Urdahl y col., 2001; Vettorato y col.,
2003; Rey y col., 2003; Zweifel y col., 2004").

Beutin y col., 1995, encontraron diferentes tipos de Stx2 en las diferentes
especies, sin embargo, en las cepas aisladas de ovinos, encontraron diferentes
tipos de Stx2 y el 1.4% de las cepas que estudiaron presentaban el gen eaeA,
por lo que concluyeron que las cepas aisladas pueden presentar baja virulencia
para el humano. Por otro lado Wales y col., 2005, encontraron que la capacidad
de producir lesion A/E de las cepas STEC es un mecanismo para la persistencia
de estas en borregos.

En general cuando se analizan cepas de origen ovino se identifican una gran
variedad de serogrupos y serotipos, los serotipos mas frecuentemente reportados
en ovinos y que se han relacionado con enfermedades como SUH y HC son:
O5:H-, 026:H11, O75:H-, O76:H19, 091:H-, 0O103:H-, 0O103:H2, 0O121:H10,
0128:H2, 0146:H21, O157:H7, O163:H19, O174:H8 y ONT:H-, (Bettelheim y col.,
2000; Kim y col., 2003; Vettorato y col., 2003; Rey y col., 2003; Zweifel y col.,
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2004b). Asi mismo es comun que en los trabajos realizados en ovinos se
identifiqguen serotipos que se han reportado previamente como STEC.

Diferentes investigadores como Zweifel y col., 2004b y Rey y col., 2003,
han aislado una gran variedad de seropatotipos. La gran importancia de conocer
tanto el serotipo como los genes de virulencia con que cuenta una cepa
bacteriana nos da una idea mas clara del potencial patdgeno que esta puede
desarrollar.

Los niveles de colonizacion en diferentes animales que aparecen en la
literatura, varian ampliamente estos pueden tener diferentes explicaciones, por un
lado tanto cepas que se encuentran colonizando y cepas de transito, pueden
aparecer con una frecuencia similar pero la eliminacién en heces es mayor en las
cepas que se encuentran colonizando (Betuin y col., 1997). Un aspecto técnico,
ya que la tasa de aislamiento de STEC puede estar afectada por el nimero de
colonias estudiadas de cada animal (Notario y col., 2000), por lo que algunos
autores recomiendan seleccionar al menos 10 colonias.

En corderos con diarrea se tienen pocos reportes, el primero en 1996 por
Blanco y col., quienes aislaron cepas STEC solo en el 4% de los corderos
diarreicos que analizaron, por lo que sugieren que este tipo de bacterias no estan
relacionadas con la presentacién de diarrea.

En este mismo sentido, Orden y col., 2003, aislaron cepas STEC tanto de
corderos con diarrea como de corderos sin diarrea y encontraron una mayor
frecuencia de aislamiento en los corderos sin diarrea que en los con diarrea, 24 y
16% respectivamente. Mientras en contraparte, en 2008, Bat y col., reportan el
aislamiento de cepas STEC en mayor proporcion (17.5%) en corderos con diarrea

gue en corderos sin diarrea (8.5%).



3. JUSTIFICACION

En México, una de las principales causas de mortalidad en corderos
criados bajo sistemas de produccion de tipo intensivo, son las diarreas, sin
embargo, al no realizarse diagndsticos de laboratorio confirmatorios, estos
cuadros pueden ocultar la participacion de E. coli productoras de toxina de Shiga,
en estas patologias.

Los trabajos que se han realizado en México se han encaminado a
determinar la presencia de cepas 0157:H7, en bovinos, porcinos y humanos,
pero no se tiene informacion respecto a la situacién en ovinos y es importante
conocer la situacion de cepas STEC en esta especie; que se considera uno de los
reservorios mas importantes de la bacteria de riesgo para el humano.

Por otro lado la frecuencia de aislamiento de cepas STEC es mayor en
ovinos comparado con la observada en bovinos, aunque existen menos estudios.
El papel de las cepas STEC en casos de diarrea en ovinos ha sido poco

estudiado.
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4. HIPOTESIS
Los corderos criados en sistemas de produccién intensiva de México, estan

colonizados por cepas productoras de toxina de Shiga (STEC) patdégenas las

cuales se encuentran involucradas en desarrollo de cuadros de diarrea.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Conocer si la frecuencia de aislamientos de E. coli productora de toxina de
Shiga (STEC), esta relacionada a la presencia de cuadros de diarrea en corderos

criados en un sistema de produccion intensiva.

5.2. Objetivos Particulares

5.2.1. Realizar el aislamiento e identificacion de E. coli productora de toxina

de Shiga (STEC) a partir de muestras de heces de corderos con diarrea y sin

diarrea, de un rebafio en produccién intensiva.

5.2.2. Conocer si existe relacion entre la frecuencia de aislamiento de E. coli

productora de toxina Shiga con la presencia de diarrea en corderos.
5.2.3. Determinar si la presencia de los genes de virulencia stx 1, stx 2,
eaeA y hlyA en las cepas de E. coli aisladas, se encuentra asociada con la

presentacion de diarrea en corderos criados de manera intensiva.

5.2.4. Determinar si los serogrupos y serotipos de las cepas STEC se

encuentran relacionados con la presencia de cuadros de diarrea.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Explotacion.

El presente trabajo se realiz6 en una explotacién ubicada en el municipio de
Arandas en el estado de Jalisco.

El municipio de Arandas se localiza en el centro oriente del estado, en las
coordenadas 20° 36’ 30” a 20° 54’ 30” de latitud norte y 102° 00’ 45” a 102° 37’
00” de longitud oeste a una altura de 2,000 metros sobre el nivel del mar.

Tiene una superficie de 1,238.02 km?, se encuentra limitado al norte por los
municipios de San Miguel el Alto, San Julian y San Diego de Alejandria; al sur con
Jesus Maria, Ayotlan y Atotonilco; al este con el municipio de Jesus Maria y el
estado de Guanajuato; y al oeste con Tepatitlan de Morelos y Atotonilco.

Arandas cuenta con un clima que se clasifica como semi-seco con invierno
seco y semicalido, sin cambio térmico invernal definido. La temperatura media
anual es de 19° C. y una precipitacion media de 888.1 milimetros, con régimen de
lluvias en los meses de junio a septiembre. Los vientos dominantes son en
direccion sureste. El promedio de dias con heladas es de 31.8 al afio.

El Mezquite es una explotacion intensiva de tipo empresarial la cual se

dedica a la cria y engorda de corderos para el abasto y pie de cria.

6.2 Muestreo.

El nimero de corderos a muestrear se determind mediante el calculo del
tamafio de una muestra (p) de acuerdo con Lemeshow, 1990, considerando la
proporcion observada por Blanco y col., 1986.

En la explotacion se manejan dos naves destinadas a la etapa de lactancia
en las que se realiza el mismo manejo productivo, al momento del muestreo se
contaba con un aproximado de 1700 corderos. Se muestrearon 60 corderos con
diarrea, 35 en la nave 1y 25 en la nave 2 y 30 corderos sin diarrea (clinicamente
sanos), 20 en la nave 1y 10 en la nave 2. La edad promedio de los corderos al

momento del muestreo fue de 7 semanas.
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Las muestras se tomaron directamente del recto del animal con hisopos
estériles y se sembraron en medio Cary Blair, se mantuvieron en cajas térmicas
con refrigerantes para transportarlas al laboratorio, donde se trabajaron. Las
muestras fueron tomadas en un solo dia, 24 horas después llegaron al laboratorio,

donde fueron trabajadas.

6.3. Aislamiento y Conservacion.

Las muestras se sembraron en placas de agar Mac Conkey (BIOXON®),
incubadas a 37° C por 24 horas.

Se seleccionaron 5 colonias lactosa positivas y se sembraron en placas de
agar soya tripticaseina (TSA) (BIOXON®) y fueron incubadas a 37° C durante 24
horas.

Se realiz6 el sembrado de las cepas por duplicado (una para trabajar y otra
de reserva) conservandolas en viales de vidrio con medio especial para
almacenamiento, con: 5 g de Bactopeptona (BIOXON®), 1.5 g de agar
bacteriolégico (BIOXON®) y 100 ml de agua destilada.

La solucion se clarificd a ebullicion por 2 minutos, se dispenso en los viales
(5 ml.) se colocé la tapa y se esterilizaron 15 |b por 15 min. Se dejaron enfriar en
inclinacion.

Las cepas se sembraron en esterilidad por estria y se cerraron con tapa de
plastico y retapa de aluminio. De esta forma se mantuvieron a temperatura

ambiente, reduciendo el riesgo de contaminacion.

6.4. Identificacion bioquimica.

Se formaron 5 grupos con 1 cepa de cada muestra (grupos A, B, C, Dy E).

Se realiz6 la identificacion bioquimica de las cepas con las pruebas: ureasa
(caldo Urea BIOXON®), citrato (Medio Citrato de Simmons BIOXON®), rojo de metilo
y Voges-Proskauer (Medio MR/VP BIOXON®), motilidad, indol, ornitina
descaboxilasa (Medio MIO BIOXON®), lisina descarboxilasa, producciéon de SH»
(Medio LIA MERCK®), fermentacién de azlcares y producciéon de SH, y gas (medio
TSI MERCK®), y fermentacion de sorbitol.
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Los medios se prepararon segun la recomendacion de los fabricantes, se
realiz6 el sembrado de las cepas por duplicado. La interpretacion de las pruebas
se efectué segun Mac Faddin, 1984 vy la identificacion bacteriana basada en los
criterios de Cowan y Steel, 1979.

En esta etapa se utilizaron como cepas control positivo Escherichia coli
EDL933 EHEC (0O157:H7) donada por el laboratorio de Salud Publica de la
Facultad de Medicina UNAM y una cepa de Proteus spp aislada como

contaminante en un trabajo previo.

6.5. Identificacion de genes de virulencia por PCR.

Para las siguientes técnicas se realiz6 el resembrado de las cepas del vial
de trabajo en placas de agar TSA para corroborar su pureza antes de comenzar

los procedimientos.

Lisado celular para obtencion de la muestra de DNA segun Paton y Paton,
1993.

De los cultivos en TSA se tom6 una asada fue resuspendida en 1ml de agua
desionizada en microtubos de 1.5ml, se homogeniz6 por agitacidon en vortex, se
calenté en bafio maria a ebullicion durante 15 minutos, se mantuvo en hielo
durante 10 minutos y fue centrifugada a 14000 rpm en microcentrifuga 16K de
BIO-RAD®; el sobrenadante se utilizo6 como muestra de DNA, se mantuvo en

congelacion a -20° C hasta su uso.

Las cepas E. coli se organizaron en grupos de 10 cepas cada uno, con la
finalidad de realizar el lisado celular y la técnica de PCR por grupo, al detectar
grupos positivos a cualquiera de los genes, se realizaria el PCR a las cepas de
en forma individual, por lo que se realizé simultdneamente el lisado celular a cada

una de las cepas.
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PCR para determinar genes de virulencia por grupos.

Se realizo la técnica de PCR multiplex para identificar los genes stx1, stx2 y

eaeA en los grupos de 10 cepas siguiendo el protocolo descrito por Lopez y col.,

2003.

Cada reaccion de 25ul contenia: 2.5ul Buffer (10mM Tris HCI, 50mM KCI)
10x, 1l de MgCl, 50mM, 2ul de dNTP’s (dATP, dTTP, dGTP y dCTP) 200uM,
3.5ul de una mezcla de los 3 pares de iniciadores 1nM (tabla 2), 13.8ul de H20

para PCR, 0.2ul de Taq Polimerasa y 2ul de DNA (lisado). Todos los reactivos

utilizados fueron de la marca INVITROGEN®. Basado en el trabajo de Lépez y col.,
2003, la proporcion de los iniciadores fue: stx1 37.5%, stx2 25%, eaeA 37.5%.

Tabla 2. Iniciadores utilizados en PCR

Factor de virulencia Nombre

Secuencia del iniciador Tamafio de Referencia
amplificacion pb

Shiga Like stx1F
Toxin 1 Stx1R
Shiga Like Stx2F
Toxin 2 Stx2R
“attaching eaeAF
and effacing” eaeAR
Enterohemolisina hlyAF
hlyAR

F: 5°CTG GAT TTA ATG TCG CAT AGT G% 150 Lépez y col.
R: 5’AGA ACG CGC ACT GAG ATC ATC3’ 2003.
F: 55GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC3’ 275 Lopez y col.
R: 5TCG CCA GTT ATC TGA CAT TCT G3’ 2003.
F: 5GAC CCG GCA CAA GCA TAA GC3 387 Lopez y col.
R: 5°CCA CCT GCA GCA ACA AGAGG3’ 2003.
F: 5GCA TCA TCA AGC GTA CGT TCC3’ 534 Paton y Paton
R: 5" AAT GAG CCA AGC TGG TTAAGC T3 1998b.

Se realiz6 PCR utilizando un termociclador PTC-100™ MJ RESEARCH, Inc.

Las condiciones de ciclado fueron:
1.- 5 minutos 94° C.
2.- 2 minutos 50° C.
3.- 0.45 minutos 72° C.
4.- 0.45 minutos 94° C. 35 ciclos
5.- 0.45 minutos 50° C.
7.- 10 minutos 72° C.
8.-4°C .
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Separacion electroforética de los amplificados del PCR.

La separacion de los amplificados se realiz6 mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2%.

Preparacion del gel de agarosa 2%

. 0.6g de agarosa

« 30 ml de Tris-acetato EDTA TAE 1x.

. La solucion se clarificé a ebullicion por 1-2 min.

. Se dejo enfriar aproximadamente a 39° C.

. Se depositd en la camara para electroforesis (Se utilizé6 una camara
Horizon 58 GIBCO BRL® con peine de 14 pozos).

. Una vez formado el gel se retir el peine y se agregé TAE 1x hasta
cubrir el gel.

Las muestras de los amplificados se depositaron en los pozos en el siguiente
orden: pozo 1 se coloco 10 ul del marcador de tamafio molecular 123 bp DNA
Ladder INVITROGEN®, pozos 2-12 muestras problema, pozo 13 el amplificado del
control (-) y pozo 14 amplificado del control (+). En cada pozo se depositaron 8 pl
del amplificado mas 2 pl de amortiguador de corrimiento Blue Juice 2x
INVITROGEN®.

El corrimiento electroforético se realiz6 a 87 volts por 20 min. utilizando una
fuente de energia Model 250 GIBCO BRL®.

Los geles fueron tefidos por inmersion en una solucién de bromuro de etidio
1mg/100 ml. por 15 minutos, se visualizaron y capturaron las imagenes en un

equipo transluminador UV con procesador de imagen SYNGEN®.

PCR para determinar genes de virulencia en cepas por separado.

En el ensayo grupal, “en pool” todos los grupos resultaron positivos, al
menos para un gen, por lo que se realizdé el PCR duplex a todas las cepas por

separado, bajo el mismo protocolo, utilizando una mezcla de los iniciadores stx1
60% y stx240%.
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A las cepas positivas al menos a un gen de toxina se les realiz6 PCR para
determinar la presencia del gen eaeA ademas del gen hlyA por separado,

siguiendo el mismo protocolo.

6.6. Prueba de citotoxicidad

Para evaluar la citotoxicidad de las cepas STEC sobre células Vero se

realizé la técnica “agar overlay method” descrito por Parreira y col., 2003.

Muestra bacteriana.

Se sembraron las muestras STEC aisladas y las cepas control en placas de
TSA incubadas a 37° C por 24 h, para confirmar su pureza.

Los cultivos limpios se utilizaron a partir de las placas de TSA.

Cultivo celular.

Se utilizaron células Vero (células de rifibn de mono verde africano), las
cuales fueron donadas por el laboratorio de Morfologia Veterinaria y Biologia
Celular de la FES-C UNAM.

Las células se cultivaron en medio minimo esencial (MEM) EAGLES
(SIGMA®) suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) (SIGMA®) incubadas a
37° C en una atmosfera al 5% de COs.

Se realizaron cultivos en placas de 24 pozos de 16mm de didmetro NUNC®
con 0.5 ml de cultivo celular por pozo, se incubaron a 37° C durante 24 a 48 horas

hasta obtener una monocapa.
Cobertura de agar.
La cubierta de agar se preparé de la siguiente forma:

Para 100 ml. de solucion:
90 ml de MEM, 1g de agarosa ultrapura y 10 ml de SFB.
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Se disolvid la agarosa en 10 ml de MEM vy se esterilizo a 15 Ibs por 15 min,
los 80 ml de MEM restantes y el SFB se mantuvieron en bafio Maria a 44° C, se
temperd la agarosa y se mezclaron las tres soluciones manteniéndolas a 44° C.

Se retiré el medio de las placas con las células y cada pozo se lavé una vez
con 1ml de MEM sin SFB. Se dispens6 en 1ml de la solucion de agarosa y se dej6
solidificar a temperatura ambiente.

Se revisé la integridad de la monocapa en un microscopio invertido.

Inoculacioén

Se realizé la inoculacién de la placa, tomando 2 pozos para cada cepa,
inoculando con una colonia de cultivo en la superficie de la capa de agar,
utilizando un asa bacterioldgica de platino. Se realiz6 la inoculacién de las cepas
problema y las control. Una vez inoculadas, las placas se incubaron a 37° C en
atmésfera 5% de CO, durante 24 a 48 h.

Interpretacion de la técnica.

Las placas inoculadas se revisaron cada 24 h. en un microscopio invertido
evaluando el estado de la monocapa. Se interpreté como positivo cuando se
presentd perdida de la monocapa con aparente destruccion celular y negativo

cuando esta se mantuvo integra.

6.7. Tipificacién seroldgica de las cepas STEC.

Preparacion del Antigeno (Ag) somatico (O).

Como en todos los ensayos para verificar la pureza de las cepas se
resembraron en gelosa sangre y agar Mac Conkey.

Confirmada la pureza se sembraron por extensién en tubos 16x150 con TSA
inclinado, incubandose a 37° C durante 24 h.

El Ag se obtuvo siguiendo el protocolo descrito por Orskov y Orskov, 1984.
Para cosechar el cultivo bacteriano se adicionaron 10 ml de solucion salina

fisiol6gica (0.085%) a los tubos, para desprender el cultivo.
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La solucion resultante se colocé en tubos de 16x150, se taparon
individualmente y se calentaron a vapor fluyente durante 1h estos fueron fijados
con 2 partes de formalina al 0.6%.

Obtencién del Ag flagelar (H).

Las cepas se sembraron en un medio semisoélido en tubos de rosca con tubo
Craige incluido. Se incubaron a 30° C durante 15 dias o hasta que la muestra
saliera a la superficie fuera del tubo Craige.

Se tomé una asada de la superficie, fuera del tubo Craige, sembrandose en
caldo de Peptona biotriptasa (BIOXON®) al 2% pH 7.2 y se incubaron a 30° C por

24 h. Se agregaron 2 partes de formalina 0.06% como fijador.

Identificacion del serotipo de los aislados.

La serotipificacion de las cepas STEC se realizé siguiendo el procedimiento
empleado en el laboratorio de Salud Publica de la Facultad de Medicina de la
UNAM, de acuerdo con Orskov y Orskov, 1984 y utilizando los sueros especificos
(SERUNAM-México®) obtenidos en conejos Nueva Zelanda blancos, se evaluaron
181 Ags O y 56 Ags H. Las reacciones de aglutinacion se realizaron en

microplacas de 96 pozos de fondo redondo (NUNC®).

Reaccion de aglutinacion para Ag O.

Se colocaron 50 ul de cada uno de los antisueros anti O, utilizando un
dispensador automatico posteriormente se agregaron 50 pl del Ag O, se
colocaron en columnas de 9 microplacas, se recubrieron con plastico adherente y
se incubaron a 50° C durante 24 h.

Se considerd un resultado positivo cuando se formé una pelicula de malla
(aglutinacién), y negativo a la formacién de un botén en el fondo del pozo
(precipitacion).

Algunos Ag’s presentaron reaccion cruzada, se registraron los sueros y la

intensidad con la que reaccionaron.
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Se realiz6 una reaccion de aglutinacion con diluciones de los sueros. Se
prepararon diluciones dobles de los sueros de 1:100 hasta 1:12800 para descartar
o disminuir las reacciones cruzadas.

En los casos en que seguian ocurriendo respuestas cruzadas se realizé una
evaluacion de aglutinacion con diluciones de los sueros puros.

Se prepararon diluciones dobles de los sueros, de 1:50 a 1:6400, definiendo
el Ag somatico con el suero que mayor titulo presentd o bien con el de mayor

homologia con el titulo del suero homadlogo.

Reaccion de aglutinacion para Ag H.

Para determinar el Ag H se realiz6 una reaccion de aglutinacién con los
sueros anti H, utilizando el mismo procedimiento que para el Ag O, con la

diferencia de que la incubacion se realiz6 a 50° C por 2 h.

6.8 Analisis de resultados.

Se realiz6 el anélisis mediante prueba de Xi? con un nivel de significancia de
95%, para determinar si existia correlacién entre la presencia de los genes de
virulencia y la condicién de colonizacion por cepas STEC, con la presencia del
cuadro de diarrea.

Se realiz6 el analisis de prueba de hipoétesis (significancia 95%) para 2
proporciones, comparando las frecuencias de aislamiento, presencia de genes y
sus combinaciones, presencia de serotipos y proporcion de corderos colonizados
con cepas STEC de E. coli en corderos con diarrea y corderos sin diarrea,

utilizando el paquete estadistico Microsoft Excel.
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7. RESULTADOS
7.1 Aislamiento e identificacion de E. coli en corderos con y sin diarrea.

De los 90 corderos muestreados (60 con diarrea y 30 sin diarrea), se
aislaron 5 colonias lactosa positivas por cordero, para obtener un total de 450
colonias.

De los corderos con diarrea (300 colonias lactosa positiva), se confirmaron
bioguimicamente como E. coli 286 cepas, por otro lado en los corderos sin diarrea
(150 colonias lactosa positivas) se confirmaron 136 cepas de E. coli.

Por identificacion bioquimica resultaron 7 aislamientos del genero Yersinia
spp., 4 Klebsiella spp., 3 Enterobacter spp., 2 Proteus spp., 2 de Hafnia spp. y 10

cepas no pudieron ser identificadas.
7.2 Genes de virulencia.

Los 422 aislamientos de E. coli se analizaron por la técnica de PCR y se
identificaron 69 cepas (16%) que presentaban uno o ambos genes que codifican
para la toxina Shiga (STEC). De los corderos con diarrea fueron aisladas 34
(12%) y de los corderos sin diarrea 35 (26%).

El analisis estadistico por prueba de Xi’ demostré que no existe relacién
(p>0.05), entre el numero de cepas STEC aisladas en los dos grupos de corderos,
con la presencia de diarrea. La diferencia entre las frecuencias de aislamiento de
cepas STEC, demostrd que estadisticamente la proporcién de cepas aisladas fue
mayor en los corderos sin diarrea que en los corderos con diarrea (p<0.01),
(Tabla 3).
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Tabla 3. Frecuencia de aislamiento de cepas STEC
identificadas por PCR en corderos con y sin diarrea.

Cepas E. coli (n) Cepas STEC (%) (p<0.01)

Corderos con 286 34 (12) a
diarrea
Corderos sin diarre 136 35 (26) b
Total 422 69

Nota: Letras diferentes en la columna indican diferencia estadistica.

En 24 (40%) de los 60 corderos con diarrea se aislé por lo menos una cepa
STEC y en los 30 sin diarrea 16 (53%), al realizar el andlisis estadistico no se
encontré diferencia (p>0.05) entre las proporciones observadas en los dos grupos
(Tabla 4).

Tabla 4. Proporcién de corderos positivos a cepas STEC
identificadas por PCR.

Corderos Corderos positivos Frecuencia p<0.05
muestreados a cepas STEC (%)
Corderos 60 24 40 a
con diarrea
Corderos 30 16 53 a
sin diarrea
Total 90 40

Nota: Letras diferentes en la columna indican diferencia estadistica.
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De 34 cepas STEC aisladas de los corderos con diarrea, 10 (30%),
presentaron solo el gen stx1, 9 (26%) el gen stx2 y 15 (44%) presentan los genes
stx1y stx2.

En los corderos sin diarrea 7 (2%) demostraron el gen stx1, 17 (48%) el gen
stx2 y 11 (32%) ambos genes.

Tabla 5. Frecuencia de genes de virulencia encontrados por PCR en corderos con
diarrea y corderos sin diarrea.

Corderos con diarrea Corderos sin diarrea
Genes Cepas (n34) Frecuencia Cepas (n35) Frecuencia p<0.05
(%) (%)
stx1 10 30 7 20 aa
stx2 9 26 17 48 aa
stx1+ stx2 15 44 11 32 aa
eaeA 10 30 5 14 aa
hlyA 15 44 21 60 aa

Nota: Letras diferentes en la fila indican diferencia estadistica.

Se determinaron los genes eaeA y hlyA en las cepas positivas a genes para
Stx. De las cepas aisladas de corderos con diarrea 10 (30%) presentan el gen
eaeAy 15 (44%) el gen hlyA y de las de corderos sin diarrea 5 (14%) contenian el
gen eaeAy 21 (60%) el gen hlyA (Tabla 5).

El andlisis estadistico indicé que la presencia de los genes que codifican
para las toxinas Stx1 y Stx2 y su combinacion fue independiente de la presencia
de diarrea en los corderos. Comparando la proporcion de cepas con genes para

Stx, no existid diferencia entre los dos grupos (p>0.05).
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7.3 Genotipo (combinacion de genes de virulencia).

Algunos autores como Vettorato y col., 2003, utilizan el término genotipo
para referir a las diferentes combinaciones de genes que se presentan en una
cepa aislada.

En el grupo de corderos con diarrea se encontraron nueve de los 12
genotipos posibles mientras en el grupo de corderos sin diarrea se encontraron
ocho.

En los corderos con diarrea los genotipos que se aislaron con mayor
frecuencia fueron el stx1 + stx2 en 10 de 34 cepas (29%), stx2 en 5 (15%) v el
genotipo con menor frecuencia fue stx2+ hlyA con solo 1 de 34 cepas (3%).

En los corderos sin diarrea el genotipo con mayor frecuencia fue stx2+hlyA
en 10 de 35 cepas (29%), stxl y stx1+ stx2 + hlyA en 6 cepas (17%) por cada
uno, mientras que los genotipos stx1+ eaeA + hlyA y stx1l+ stx2 + eaeA + hlyA
solo fueron aislados en 1 cepa (3%).

En el analisis estadistico solo se encontré diferencia en el genotipo stx2 +
hlyA, el cual se aislé con una mayor frecuencia en el grupo de corderos sin
diarrea (p<0.05), tabla 6.

Tabla 6. Genotipos de cepas STEC aisladas en corderos con diarrea y corderos
sin diarrea.

Corderos con

Corderos sin

diarrea diarrea
Genotipo No. de % No. de % p<0.05 Total
cepas cepas

stx1 3 9 6 17 aa 10
stx1+hlyA 3 9 0 0 aa 2
stxl+eaeA+hlyA 4 12 1 3 aa 5
stx2 5 15 4 11 aa 9
stx2+hlyA 1 3 10 29 ba 11
stx2+eaeA+hlyA 3 9 3 9 aa 6
stx1+stx2 10 29 4 11 aa 14
stx1+stx2+hlyA 2 6 6 17 aa 8
stx1+stx2+eaeA+hlyA 3 9 1 3 aa 4
Total 34 100 35 100 69

Nota: Letras diferentes en la fila indican diferencia estadistica.
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Analizando la combinacién de los genes stx2 y hlyA, independientemente de
la presencia de los otros dos genes, se observa en el grupo de corderos sin
diarrea una mayor proporcion 20 de 35 (57%) de aislamientos, que en el grupo de
corderos con diarrea 9 de 34 (26%) (p<0.01).

De las 69 cepas STEC, 65 (94%) fueron sorbitol positivas y solo 4 (6%)
resultaron negativas. La tabla 7 muestra la proporcion de cepas que presentaron
la incapacidad de fermentar el sorbitol.

Tabla 7. Cepas sorbitol negativo aisladas de ovinos.

Corderos con Corderos sin
diarrea % diarrea %
(n = 300) (n=150)
E. coli sorbitol
negativo 17 0.06 15 0.1
STEC sorbitol
negativo 3 0.01 1 0.006

7.4 Citotoxicidad

De las 34 cepas STEC aisladas de corderos con diarrea 32 (94%),
produjeron citotoxicidad en cultivo de células Vero, contra 33 de 35 (94%) del
grupo sin diarrea.

De las cepas del grupo de corderos con diarrea que no produjeron
citotoxicidad en cultivo celular, una contenia los genes stxl + eaeA + hlyA y la
otra presentd solo el gen stx2, las cepas aisladas de corderos sin diarrea

presentaron el gen stx1 (tabla 8).

7.5. Serogrupos y serotipos.

En la tipificacion serolégica de las 69 cepas STEC, se encontraron 27 (O)
serogrupos y 38 (O:H) serotipos diferentes.

Los serogrupos O8, 0104, 0123, 0139, 0146, O176 y OR, se encontraron
en los dos grupos.

En las 34 cepas de corderos con diarrea se identificaron 20 serogrupos y 26

serotipos diferentes. Cinco cepas presentaron el serotipo O104:H7, los serotipos
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026:H-, O117:H11, O165:H- y ONT:H11 fueron identificados en 2 cepas cada uno
y 21 serotipos se presentaron en una sola cepa.

En las 35 cepas STEC de corderos sin diarrea, se identificaron 14
serogrupos y 17 serotipos. Los serotipos de mayor frecuencia fueron el 0123:H-
en 7cepas y O166:H45 en 5, O104:H7, O146:H21 en tres, O115:H45, O123:H10,
0148:H- y OR:H- en dos cepas cada uno y 9 serotipos més fueron encontrados
solo en una cepa (tabla 8).

Los serotipos 0O104:H7, 0123:H-, 0146:H21, OR:H- se encontraron en
ambos grupos.

En la tabla 8 se presentan los serogrupos Yy serotipos identificados el las
cepas STEC aisladas de corderos con diarrea y corderos sin diarrea.

7.6. Seropatotipos.

Autores como Rey y col., 2003, y Zweifel y col., 2004b, utilizan el término
seropatotipo para referirse a la asociacion entre el serotipo y la presencia de
genes de virulencia.

En las 34 cepas STEC aisladas de corderos con diarrea se encontraron 29
seropatotipos. Los serotipos 0104:H7, O165:H- y ONT:H11 presentan 2
diferentes combinaciones de genes. En este grupo el seropatotipo aislado con
mayor frecuencia fue O104:H7 stx1+stx2 en 4 cepas, el O26:H- stx1+ hlyA y
0117:H7 stx2 en dos cada uno, ademas de 26 seropatotipos que solo se
identificaron en una cepa.

En el grupo de corderos sin diarrea, se encontraron 23 seropatotipos, los
serotipos 0104:H7, 0123:H-, 0123:H10, 0146:H21, 0148:H- y 0166:H45
presentaron 2 diferentes combinaciones de genes. En este caso, los
seropatotipos aislados con mayor frecuencia fueron el O123:H- stx2 + hlyA con 4
cepas, el 0123:H- stx1+stx2+hlyA y el 0166:H45 stx1,con tres cepas cada uno y
se identificaron 5 seropatotipos con 2 cepas y 15 con solo una cepa todos los

seropatotipos de cepas STEC aisladas se presentan en la tabla 9.
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Tabla 8. Serogrupos y serotipos de Escherichia coli identificados en aislados
obtenidos de corderos con y sin diarrea.

Corderos con diarrea

Corderos sin diarrea

Serogrupos Serotipos No. Serogrupos Serotipos No.
cepas cepas
o7 O7:H9° 1 08 0O8:H7°¢ 1
08 08:H21" 1 015 015:H45 2
023 023:H7?, 2 020 020:H4° 1
023:H12°
026 026:H-° 2 0103 0103:H", 2
0103:H2°
041 041:H21° 1 0104 0104:H7? 3
045 045:H12 1 0123 0123:H-?, 9
0123:H10?
055 0O55:H19° 1 0124 0124:H10° 1
0104 0104:H7?, 6 0128 0128:H2? 1
0104:H162
0115 0115:H34° 1 0139 0139:H- 1
0117 O117:H72 2 0146 0146:H212 3
0118 0118:H12° 1 0148 0148:H-°, 3
0148:H32°
0123 0123:H-? 1 0166 0166:H45° 5
0139 0139:H21°¢ 1 0176 0176:H23° 1
0146 0146:H212 1 OR OR:H-° 2
0165 0165:H-" 2
0173 0173:H23° 1
0176 0176:H25° 1
0177 O177:H11 1
ONT ONT:H-°, 3
ONT:H112
OR OR:H-°, 4
OR:H11",
OR:H12?,
OR:H19?
Total 20 26 34* 14 17 35%*

* Aisladas de 24 corderos.

** Aisladas de 16 corderos

H- No mdvil

NT No tipificable

R Rugosa

Los serotipos en negritas se identificaron solo
en una cepa.
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Tabla 9. Serotipos y genes de virulencia en cepas de Escherichia coli aisladas de
corderos con y sin diarrea.

Corderos con diarrea Corderos sin diarrea
Serotipo  stxl stx2 eaeA hlyA Total Serotipo  stxl stx2 eaeA hlyA Total
O7:H9 + o+ o+ 4 1 08:H7 + 4 1
08:H21 + 1 015:H45 + 2
023:H7 + + 1 020:H4 + 1
023:H12 + + 1 0103:H- + + 1
026:H- + + 2 0103:H2 + + + 1
O41:H21  + 1 0104:H7 + o+ + 2
045:H12 + + 1 0104:H7 + 1
O55:H19 + 1 0123:H- + + 4
0104:H7  + + 1 0123:H- + o+ + 3
0104:H7 + + 4 0123:H10 + + 1
0104:H16 + + 1 0123:H10 + 1
O115:H34 + + + 1 0124:H10 + + 1
O117:H7 + 2 0128:H2 + + 1
0O118:H12 + + 1 0139:H- + + 1
0123:H- + + 1 0146:H21 + + 2
0O139:H21 + + 1 Ol46:H21" + 1
0146:H21 + 1 0148:H- + + + 1
0165:H- + + + 1 0148:H- + + 1
0165:H- + + + + 1 0148:H32 + + 1
0173:H23 + 1 0166:H45  + 3
0176:H25 + + + 1 0166:H45  + + 2
0177:H11" + + 4+ 1  0176:H23" + 1
ONT:H- + + + + 1 OR:H- + + 2
ONT:H11 + + 1
ONT:H11 + + 1
OR:H- + + 1
OR:H11 + + 1
OR:H12 + 1
OR:H19’ + 1
H- No movil.
NT No tipificable.
R Rugosa.

" Negativas a citotoxicidad en células Vero.
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7.7. Corderos colonizados.

En este estudio se calificd a un individuo, del cual por lo menos 2 de las 5
cepas aisladas son del mismo serotipo como colonizado, siguiendo los criterios
de Betuin y col., 1997.

En el grupo de corderos con diarrea, 8 individuos presentaron mas de una
cepa positiva a los genes de toxina (STEC), pero solo 4 presentaron mas de una
del mismo serotipo. En el grupo sin diarrea, 10 animales presentaron mas de una
cepa positiva y 6 se consideraron colonizados con mas de 1 cepa del mismo
serotipo tabla 10. El numero de corderos colonizados, por cepas del mismo

serotipo, fue mayor (p<0.05), en el grupo de corderos sin diarrea.

Tabla 10. Corderos colonizados en los dos grupos.

Corderos con diarrea Corderos sin diarrea

Corderos (n) 60 30

Corderos colonizados
por cepas de un mismo 4(7)b 6 (20) a
serotipo (%)

Serotipos 026:H-, O104:H7, 0O15:H45, 0123:H-,
0O117:H7, O165:H-. 0146:H21, O166:H45.

Nota: Letras diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica p<0.05

Los serotipos presentes colonizando al menos un individuo en el grupo de
corderos con diarrea fueron: O26:H-, 0O104:H7,0165:H-,0117:H7 y en el grupo
sin diarrea son los serotipos: 015:H45, 0123:H-, 0146:H21, O166:H45.
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7.8. Identificacion de cepas STEC en las dos naves de produccion.

El muestreo se realizd en 2 naves (alojamientos) de produccion, en la tabla
11 se muestran los serotipos de los aislamientos.

En la nave 1 se identificaron 21 serotipos diferentes, mientras que en la 2 se
aislaron 20. En la nave 1 el serotipo O166H:45 se identifico6 con mayor frecuencia
con 5 cepas, mientras que los serotipos 0104:H7, y O123:H- fueron los de mayor

frecuencia en la nave 2 y los Unicos que se encontraron en las dos naves.

Tabla 11. Serotipos encontrados en las 2 naves muestreadas.

Nave 1 Nave 2

Serotipo Cepas Serotipo Cepas

O8:H7 1 O7:H9 1
08:H21 1 026:H- 2
O15:H45 2 O55:H19 1
020:H4 1 0104:H7 6
0O23:H7 1 O117:H7 2
023:H12 1 0118:H12 1
0O41:H21 1 0123:H- 7
045:H12 1 0123:H10 1
0O103:H- 1 0124:H10 1
0103:H2 1 0139:H21 1
0O104:H7 2 0146:H21 4
0104:H16 1 0148:H- 2
O115:H34 1 0148:H32 1
0123:H- 1 0165:H- 2
0128:H2 1 0176:H25 1
0139:H- 1 OR:H- 3
0166:H45 5 OR:H11 1
0173:H23 1 OR:H19 1
0176:H23 1 ONT:H- 1
0177:H11 1 ONT:H11 2
OR:H12 1

Total 27 41

31



En la tabla 12 se muestran los serotipos aislados con mayor cantidad en las
dos naves, En la nave 1 los serotipos O103:H2, O104:H7 y O166:H45 se aislaron
al menos en 2 corderos, por otro lado el serotipo O104:H7 fue aislado en las dos
naves tanto en corderos con diarrea como en corderos sin diarrea. Los sertipos
0123:H-, 0146:H21, O148:H-, ONT:H11 y OR:H- fueron los que se encontraron
en al menos dos corderos en la nave 2. A excepcion del serotipo ONT:H11, los

demas presentan una mayor presencia en corderos sin diarrea.

Tabla 12. Serotipos con mayor frecuencia en las dos naves muestreadas.

Navel Nave 2
Serotipo CsD/35 CD/20 Serotipo CsD/25 CD/10
0103:H2  2(5) 0 0104:H7 3(12) 2(20)
0104:H7  1(2.8) 1(5) 0123:H- 3(12) 0
0166:H4E  4(11) 0 0146:H21 2(8) 1(10)
0148:H- 2(8) 0
ONT:H11 0 2(20)
OR:H- 2(8) 1(10)

CsD: Corderos sin diarrea.
CD: Corderos con diarrea.
(%)
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8. DISCUSION

Los rumiantes en general y principalmente bovinos y ovinos se consideran el
principal reservorio para cepas de E. coli productoras de toxina de tipo Shiga
(STEC) (Paton y Paton, 1998%). En este sentido se han realizado numerosos
trabajos, en los que se intenta demostrar el papel de los ovinos como reservorio
de cepas STEC incluido el serotipo O157:H7.

En el presente trabajo se procur6 el aislamiento de coliformes, a partir de
muestras de corderos con y sin diarrea, para determinar la posible relacion entre
la frecuencia de aislamiento de cepas STEC con el cuadro de diarrea. El 93% de
las cepas aisladas, se confirmaron como E. coli, el 7% restante correspondieron a
otros géneros bacterianos, Proteus, Yersinia, Klebsiella, Enterobacter y Hafnia.

La frecuencia de aislamiento de cepas STEC (positivas al menos a un gen
para Stx por PCR) fue de 16%, semejante a lo reportado por Kudva y col., 1997,
en USA, quienes encontraron una frecuencia del 15 % de estas cepas en
corderos sanos. En este caso los aislamientos se realizaron en corderos con y
sin diarrea con una frecuencia de 12% y 26% respectivamente, la frecuencia en
los corderos sin diarrea fue mayor (p<0.05), lo que sugiere que no existe una
asociacion entre la frecuencia de aislamiento y la presencia de diarrea en los
corderos, sugiriendo que esas cepas no serian diarreagénicas para ovinos en la
edad estudiada, resultados que contrastan con lo encontrado por Bhat y col.,
2008, en la India que reportaron 17.5% en corderos con diarrea y 8.53% en
corderos sin diarrea (p<0.05), que por el contrario sugieren que existe una
asociacion entre las cepas STEC y la presencia de diarrea. Por otro lado se tiene
conocimiento de que otros patdgenos intestinales pueden involucrarse en casos
de diarrea en corderos (Mufioz y col., 1996; Wani y col., 2004). Asi mismo no se
puede descartar la presencia de otros grupos diarreagénicos de E. coli, los cuales
no fueron evaluados en el presente trabajo.

Considerando la edad de los corderos muestreados (7 semanas) y la
condicion de cria, estabulacidon permanente, que facilita la transmision de
microorganismos, las frecuencias observadas pueden considerarse bajas, pero
confirmaron lo sefialado en cuanto al caracter de portador de los corderos y los
riesgos consecuentes de Salud Publica. Los aislamientos de STEC en mayor

cantidad de animales “sanos”, sin diarrea, en forma semejante a lo sefalado por

33



otros autores, indica que estos patdgenos no serian tales para la especie, al

menos en animales de la edad y condicion productiva de los muestreados.

Es importante notar que la mayoria de los investigadores reportan la
prevalencia de STEC en ovinos, como la proporcién de corderos positivos a cepas
STEC. En este estudio el 40 % de los corderos con diarrea resultaron positivos
cepas STEC, a diferencia de las frecuencias reportadas por autores espafoles de
solo el 4.8% (Blanco y col., 1996), 4.1% (Mufioz y col., 1996) y 3.1% (Orden y
col., 2003), quienes trabajaron con corderos con diarrea. Las diferencias en las
frecuencias pueden estar relacionadas a la edad de los corderos estudiados,
Orden y col., 2003, reportaron que la eliminacion de cepas STEC en heces, es
mayor en los animales adultos (33%) que en los corderos (3.1%) y trabajaron con
corderos menores de 4 semanas, 2 a 3 semanas mas joévenes que los del
presente trabajo (Orden y col., 2003; Rey y col., 2003). EI manejo productivo que
predomina en Espafia son sistemas en los que la madre es separada de los
corderos durante el dia para alimentarse (Ganzabal y Mottonsi, 1991), mientras
qgue los corderos de este trabajo, permanecen hasta el destete mas de 6 a 7
semanas, junto a la madre en condicion de encierro permanente, siendo la madre
la principal fuente de infeccion, lo cual explicaria que los corderos de este estudio,
presenten una eliminacion parecida a la sefialada para los ovinos adultos.

El 53% de los corderos sin diarrea en este estudio fueron positivos a cepas
STEC, semejante a lo observado en otros paises, que reportan proporciones de
ovinos sanos positivos a cepas STEC, del 35% (Rey y col., 2003) y del 13.8%
(Orden y col., 2003) en corderos de Espafa, el 67% en Alemania (Beutin y col.,
1993), el 44.6% en Australia (Belttelheim y col., 2000) y del 52% en Brasil
(Vettorato y col., 2003), estos tres ultimos en ovinos adultos.

Kudva y col., 1996 y 1997, han determinado que en los meses de verano
entre junio y agosto, en los que la humedad ambiental se incrementa, la
frecuencia de aislamiento de cepas O157:H7 es mayor que en los meses de
invierno, el muestreo en este trabajo se realiz6 en el mes de junio, cuando las
condiciones de humedad son mayores en la region donde esta ubicada la
explotacion, quizas esta condicion favorecio los aislamientos.

Kudva y col., 1995 y 1996, también mencionan que el tipo de alimentacién

gue reciben en las diferentes estaciones del afio influye en la frecuencia de
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aislamientos, en el invierno, época en que se necesita suplementar con
concentrados, es la temporada en que encuentran una menor frecuencia de
aislamientos. En este estudio, la calidad y el tipo de alimento fue constante
durante todo el afio, por lo que la condicion nutricional no influyé en la proporcion
de corderos positivos a cepas STEC, en todo caso se podria esperar un mayor
porcentaje de aislamientos en rebafios con problemas de alimentacion.

La mayoria de los reportes de cepas STEC aisladas de ovinos, indican
mayor frecuencia de la combinacion de los genes, stx1l y stx2, Bhat y col., 2008,
reportan en corderos con y sin diarrea un 45.7% de cepas con sxtl y stx2, 42.8%
solo con stxl y 11.4% con stx2; Vettorato y col.,, 2003, en corderos sanos
encontraron 50% stx1+stx2, 38.1% stx1 y 11.9 % stx2, Rey y col.,, 2003,
encontraron algo parecido con 53% stx1+stx2, 43% stx1 y 10% stx2 y Zweifel y
col., 2004b, con 53% stx1+stx2, 25% stx1 y 21% stx2, resultados similares a lo
encontrado en las cepas identificadas en corderos con diarrea en este estudio, el
44%, presentaron stx1+stx2 el 30% stx1 y el 26% stx2. En los corderos sin diarrea
el 48% de las cepas presenta stx2, 32% stx1+stx2 y 20% stx1. Estos resultados
contrastan con lo reportado por otros investigadores quienes mencionan que la
toxina mas importante en aislamientos de ovinos es la Stx1 (Brett y col., 2003),
Wieler y col., 1998, describen una asociacion entre la presencia de la toxina Stx1
y la presencia de diarrea. No se encontré diferencia en la frecuencia de cepas con
los genes stx entre los grupos de corderos con y sin diarrea (p>0.05), por lo que
no se puede atribuir su presencia a alguno de estos genes.

La identificacion de los genes que codifican para intimina (eaeA) y
enterohemolisina (hlyA), solo se realiz6 a las cepas que presentan genes para las
toxinas Stx. El 30% y 14% de las cepas STEC aisladas de corderos con y sin
diarrea fueron positivas al gen eaeA, y contrastan con las reportadas por otros
autores como Orden y col., 2003, quienes encontraron el gen eaeA solo en 2.9%
de las cepas STEC, Bhat y col., 2008, de la misma forma reportan 2.8% de cepas
eaeA’. Se ha sugerido que la presencia de este gen en algunas cepas STEC es
necesaria para producir CH y/o HUS, (Paton y col., 1996), por lo que se considera
gue las cepas eaeA son de menor virulencia. Bajo este criterio, las cepas aisladas
tendrian mayor capacidad patdgena, dada la proporcion de cepas con el gen
eaeA. Sin embargo, se han reportado algunos casos de HUS, causados por

cepas STEC eaeA- (De Acevedo y col., 1994, citado por Orden y col., 2003), por
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lo que de no ser indispensable este gen para producir enfermedad, las cepas sin
gen eaeA deben ser consideradas de riesgo.

Por otro lado, Wales y col., 2005, sefialan que la capacidad de producir
lesion A/E, de las cepas STEC, es un mecanismo para la persistencia de estas en
borregos.

La frecuencia de cepas STEC con el gen hlyA en corderos con diarrea fue
de 44% y del 60% en los sin diarrea. Otros investigadores han encontrado
proporciones semejantes, 33% en Brasil (Vetoratto y col., 2003); del 47% (Rey y
col.,, 2003) y 60% (Orden y col., 2003) en Espafia; hasta del 80% en la India
(Bhat y col., 2008), por lo que se considera mas frecuente encontrar cepas
positivas al gen hlyA que al gen eaeA. Tomando en cuenta lo reportado por Betuin
y col., 1989, que observaron una fuerte asociaciébn entre la presencia de
enterohemolisina con la produccion de Stx en cepas asociadas a enfermedades
diarreicas, se podria pensar que la presencia del gen hlyA representaria una
mayor oportunidad de aislar estas cepas en corderos con diarrea, sin embargo, no
existio diferencia (p>0.05) en la frecuencia de este gen en los dos grupos
muestreados, suponiendo que la presencia del gen hlyA no se relaciona con la
presencia de diarrea en corderos.

Con la determinacion de los genes eaeA y hlyA se encontraron diferentes
combinaciones de genes de virulencia (genotipo).

Los genotipos mas frecuentemente aislados en cepas de ovinos
clinicamente sanos han sido stx1+hlyA (Djordjevic y col., 2001 y Zweifel y col.,
2004a), stxl+stx2+hlyA (Vetoratto y col., 2003; Rey y col., 2003; Zweifel y col.,
2004b).

El genotipo stx2+hlyA se observdé con mayor frecuencia en el grupo de
corderos sin diarrea (p<0.05), lo que indica que estos genes no tienen influencia
en la presentacion de diarrea en los ovinos. Por lo tanto la presencia de los genes
de virulencia y los diferentes genotipos observados, no se relacionaron con la
presentacion de casos de diarrea en los corderos de este trabajo. Sin embargo
cabe sefalar que 3 cepas (9 %) STEC aisladas de corderos con diarrea, asi como
una cepa (3%), de las aisladas de los corderos sin diarrea, poseen todos los
genes que se determinaron en este estudio, lo que hace suponer que estas tienen

una capacidad patdgena de riesgo para el humano.
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Solo el 6% de las cepas STEC no fermentaron el sorbitol. Un estudio
realizado en Chile mostr6 que el 100% de las 19 cepas aisladas de pacientes con
SHU, independiente del serogrupo, no fermentaron el sorbitol (Ojeda y col., 1995).
La frecuencia de cepas STEC, sorbitol negativo, fue muy baja en el presente
estudio, por lo que la caracteristica de no fermentar el sorbitol, no resulta un
referente confiable para la identificacion de cepas STEC, coincidiendo con Notario
y col., 2000, en Argentina, quienes encontraron que alrededor del 60% de las
cepas STEC (incluidas cepas 0157) fermentaban el sorbitol en aislados de
diferentes especies.

El 94% de las cepas STEC de este estudio, produjeron citotoxicidad en
células Vero, lo que indica que estas bacterias expresan el o los genes para Stx
gue poseen. Otros autores que han realizado la evaluacion de las cepas STEC
aisladas de ovinos, mediante citotoxicidad en cultivo de células Vero, han
observado una proporcién alta de cepas que producen citotoxicidad, desde 82%
(Kudva y col., 1997), 86% (Djordjevic y col., 2001), 93% (Betuin y col., 1989),
hasta 100% (Vettorato y col., 2003; Orden y col., 2003; Mora y col., 2005). Sin
embargo, no se pudo establecer si el efecto citotoxico, se deba exclusivamente a
la accion del la Stx, ya que no se realizd la neutralizacion con anticuerpos
especificos anti-Stx1 y anti-Stx2, para determinar cual de las toxinas fue la
causante del efecto citotoxico y si otro factor de virulencia pudo determinar el
efecto en los cultivos, como ocurre con el “cytotoxic necrotizing factor” CNF o el
“cytolethal distending toxin” (CLDT), (Oseck, 2001; Bielaszewska y col., 2004), la
presencia de los genes que codifican para estos factores de virulencia no se
determind y no se puede descartar su presencia en las cepas estudiadas.

Solo 4 cepas resultaron negativas a la prueba de toxicidad, dos aisladas del
grupo con diarrea presentaron los genes stxl1+eaeA+hlyA y stx2 respectivamente
y dos en los sin diarrea presentaron solo el gen stx1, se puede deducir que estas
cepas, a pesar de tener los genes, no los expresaron bajo las condiciones del
trabajo y es posible se trate de cepas con mutacién en los genes, que estén
regulados genéticamente, bien la bacteria no tenga la capacidad de exportar la
toxina (Karch y col., 1992).

El serotipo se considera como la caracteristica mas consistente para la
identificacion de bacterias patdogenas (Orskov y Orskov, 1984). En otros paises se
han reportado una gran variedad de serotipos en cepas aisladas de ovinos, los
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mas frecuentes son: O5:H-, O91: H-, O117:H-, O123:H-, 0128:H2, O146:H8 y
0146:H21 (Kudva y col., 1997; Bettelheim y col., 2000; Rey y col., 2003; Vettorato
y col. 2003; Orden y col., 2003; Zweifel y col., 2004). De los anteriores serotipos
en el presente estudio, se aislaron el 0123:H-, 0128:H2 y O146:H21 , en el grupo
de corderos con diarrea los serotipos que se aislaron con mayor frecuencia fueron
0104:H7, O26:H-, O117:H- O165:H-, ONT:H11, y en el grupo sin diarrea O123:H-,
0166:H45, 0104:H7, O146:H21, O115:H45 y O148:H-. Los serotipos O104:H7 y
0123:H- se identificaron en corderos con Yy sin diarrea, estos dos serotipos han
sido reportados en aislamientos de ovinos, bovinos y humanos (Bettelheim, 2003).
Por otro lado se lograron identificar 15 serotipos que no han sido reportados como
STEC.

Tomando en cuenta exclusivamente los serogrupos identificados, se puede
observar que varios de éstos se han clasificado dentro de otros grupos patégenos
(Tabla 13).

Tabla 13. serogrupos identificados asociados a otros grupos patégenos.

Corderos con diarrea Corderos sin diarrea
Serogrupo Grupo Patégeno Serogrupo Grupo Patégeno
asociado asociado
o7 Meningitis /sepsis, EIEC o8 ETEC
o8 ETEC 015 ETEC
026 EPEC, EAEC 020 ETEC
055 EPEC 0124 EIEC
0115 ETEC 0128 EPEC, EIEC
0139 ETEC 0139 ETEC
0173 ETEC 0148 ETEC
0166 ETEC

Tomado de Orskov y Orskov, (1992), Levine, (1987), Lior (1994) y Nataro y Kaper (1998).
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El hecho que los genes que codifican para las toxinas Stx se encuentren en
fagos, permite que se encuentren cada vez mAas serotipos con estos genes
(Schmidt, 2001). En este trabajo se consideraron cepas del grupo STEC, a las
gue presentaron los genes que codifican para los factores de virulencia del grupo.
Sin embargo, al no haberse realizado la identificacion de los genes de virulencia
de otros grupos diarreagénicos, se abre la posibilidad de que las cepas
identificadas como STEC, también presentaran genes de virulencia de otros
grupos.

En el presente trabajo se pudieron aislar cepas de 10 serotipos que se han
relacionado con casos de HUS: 08:H21, O26:H-, 0103:H-, O103:H2, O118:H12,
0165:H, ONT:H-, OR:H- y OR:H11, (Bettelheim, 2003).

El no haber identificado cepas del serotipo O157:H7, puede ser un reflejo de
la baja prevalencia del serotipo en México y de que no se dirigié el estudio en
forma intencionada a este serotipo, incluyendo medios selectivos y de
enriquecimiento, asociados a técnicas de separacion inmunomagnética.

El término seropatotipo se utiliza para referirse a la asociacién entre el
serotipo y los genes de virulencia, en el presente trabajo se pudieron identificar
algunos serotipos que presentan diferente combinacién de genes, lo que hace
mas amplia las caracteristicas de las bacterias identificadas.

Se identificaron cepas de serotipos relacionados a casos de HUS, como
026:H- aislada de un cordero con diarrea, que presentaron los genes stx1 y eaeA,
otro serotipo, el O103:H2, aislado de un cordero sin diarrea, también ha sido
relacionado a casos de HUS y mostr6 todos los genes de virulencia determinados
en este trabajo, lo que hace suponer que esta seria una bacteria potencialmente
patdgena, de la misma forma que las cepas aisladas del seropatotipo O165:H-
stx1 + stx2 + eaeA + hlyA asi como el seropatotipo ONT:H- stx1 + stx2 + eaeA +
hiyA.

El hecho que de un animal se haya identificado mas de una cepa STEC del
mismo serotipo, sugiere que el mismo se encuentra colonizando al individuo. En
este trabajo se identificaron en ambos grupos de corderos animales que
presentaron una mayor eliminacion de bacterias (2 o0 mas) del mismo serotipo.

Los serotipos identificados colonizando el grupo de corderos con diarrea
fueron: 026:H-, O104:H7, O165:H-, O117:H7, de los cuales 0O26:H- y O165:H-
han sido reportados de casos de SUH, en el grupo sin diarrea los serotipos
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015:H45, 0123:H-, 0146:H21, O166:H45, se encuentran colonizando al menos a
un animal, de estos el 0123:H-y el 0146:H21, han sido aislados del humano.

La diversidad genética y seroldgica, de las cepas de transito aisladas de
ovinos, puede ser el resultado de la presencia de bacteriofagos que infectan
cepas de E. colino STEC en el intestino de los animales (Betuin y col., 1997).

Betuin y col., 1997, consideran que la principal fuente de bacteriofagos en
un individuo son las cepas STEC que lo colonizan, ya que muchos de los
animales que analizaron presentaron cepas con el mismo genotipo. En este
estudio, algunos de los serotipos que se identificaron colonizando, muestran
diferente genotipo. Probablemente se necesite analizar mas individuos, asi como
cepas por individuo, para encontrar menos heterogeneidad en los resultados de
trabajos como este.

Considerando las naves de produccion muestreadas, se encontré que solo
los serotipos O104:H7 y O123:H- estaban presentes en ambas, lo que puede
indicar que el contar con personal independiente para cada nave tiene un impacto
sanitario considerable y se podria descartar la posibilidad de que los encargados
de las naves actien como trasmisores de este tipo de bacterias. Este resultado
contradice lo mencionado por Kudva y col., 1995, quienes no descartan la
posibilidad de que roedores que transitan de un alojamiento a otro pueden ser
posibles vectores de la bacteria.

En las dos naves, la mayoria de los aislados corresponden a serotipos
diferentes, en la nave uno O103:H2, 0104:H7 y O166:H45 se aislaron al menos
de dos corderos, mientras en la nave dos los serotipos 0O123:H-, O146:H21,
0148:H-, ONT:H11 y OR:H- fueron aislados de 2 o mas corderos. Esto puede, en
cierta medida, apoyar lo sefialado por Kudva y col., 1995, respecto a la posible
transmision horizontal de un animal infectado a otro no infectado, autores aislaron
de ovinos no inoculados con E. coli O157:H7, cuando fueron alojados en el mismo

corral con animales inoculados 21 dias antes con este serotipo.
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9. CONCLUSION

Se realiz6 el aislamiento de Escherichia coli STEC tanto de corderos con y
sin diarrea, resultando mayor el nimero de aislamientos de cepas STEC en los
animales sin diarrea (p<0.05), por lo que al parecer estas bacterias no se
encuentran asociadas a la presentacion de diarrea en corderos. Tampoco existié
asociacion entre los serogrupos y serotipos aislados y el cuadro de diarrea en
corderos criados de manera intensiva.

La presencia de los genes de virulencia stx 1, stx 2, eaeA y hlyA vy las
diferentes combinaciones de estos en las cepas STEC fue parecida en corderos
con y sin diarrea, por lo que tampoco se encuentra relacionada con la presencia
de diarrea.

Dado no encontrar relacion entre la frecuencia de aislamiento, genes de
virulencia asi como serogrupos y serotipos con la presencia de diarrea, estas
cepas no presentan un papel patdégeno sobre los corderos. Sin embargo a pesar
de no encontrar cepas O157:H7 se encontraron otros serotipos relacionados a
enfermedad SUH, principalmente, lo que indica que los corderos son reservorios

de estas cepas para su trasmision.
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STEC

EHEC
ETEC
EPEC
EIEC

EAEC

DAEC

Stx
Stx1
Stx2
stx1
stx2
eaeA
hlyA
Gb3
AJE
CH
SUH

Ag

ABREVIATURAS

Shiga toxin-producing Escherichia coli (E. coli productora de
toxina de Shiga).

Enterohemorrhagic Escherichia coli (E. coli enterohemorragica).
Enterotoxigenic Escherichia coli (E. coli enterotoxigenica).
Enteropathogenic Escherichia coli (E. coli eneropatogenica).
Enteroinvasive Escherichia coli (E. coli enteroinvasiva).
Enteroaggregative Escherichia coli (E.coli enteroagregativa).

Diffusely Adherent Escherichia coli (E. coli difusamente
adherida).

Toxina de Shiga.

Toxina de Shiga 1.

Toxina de Shiga 2.

Gen que codifica para la toxina Stx1.

Gen que codifica para la toxina Stx2.

Gen que codifica para la proteina Intimina.
Gen que codifica para la enterohemolisina.
Globotriosilseramido.

Lesion “attaching and effacing”.

Colitis hemorragica.

Sindrome urémico hemolitico.

Antigeno.
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