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RESUMEN

GOMEZ MERINO MARIA DANIELA. Identificacion de genes de
virulencia de Escherichia coli en lechones con diarrea en las etapas de
lactancia y destete mediante la técnica de PCR (bajo la direccion de:
Dra. Ana Maria Castro y MVZ Jorge Raul Lopez Morales)

En cerdos, la diarrea neonatal (DN) y post-destete (DPD) o colibacilosis post-
destete (CPD) origina pérdidas de gran magnitud a nivel mundial. Estas
enfermedades son causadas por cepas de E. coli enterotoxigénica (ETEC) asi
como por E. coli enterohemorragica (EHEC), siendo éstas la principal causa tanto
de diarrea como de muerte en lechones neonatos y destetados. En la actualidad
se conocen los genes de virulencia relacionados con produccion de DN y DPD, de
los cuales en México no existe informacion al respecto, por lo que se considera de
gran importancia su estudio en el pais. El objetivo del presente trabajo fue
identificar mediante el ensayo de la PCR los principales genes de virulencia
asociados a diarreas en lechones lactantes y destetados. Se analizaron 166
muestras de heces de lechones, de las cuales 113 se obtuvieron de lechones con
diarrea y 53 de lechones sin diarrea, posteriormente se biotipificaron y 150
correspondieron a E. coli. A partir de estas cepas se extrajo el ADN y se
amplificaron los genes que codifican para las toxinas LT, STa, STh, STx1, Stx2 y
las fimbrias F18, F41, F4, mediante el ensayo de la PCR sencillo y duplex. Los
productos de amplificacion fueron identificados mediante geles de agarosa al 2%.
Se utilizaron ocho cepas de referencia como controles positivos y una como
control negativo para la amplificacion de cada uno de los genes. De las 150 cepas
de E. coli 110 (73.3 %) fueron positivas para uno o mas de un factor de virulencia
de ETEC y EHEC, de las cuales 30 (52.7%) provenian de lechones en etapa de
lactancia y 41 (87.2%) de lechones destetados. De las cepas provenientes de
lechones control (sin diarrea), 39 (84.8%) presentaron alguno de los genes
estudiados.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas que afectan el aparato gastrointestinal del cerdo
han sido una de las principales preocupaciones de los Médicos Veterinarios,
debido a que originan grandes pérdidas econdmicas en las explotaciones

porcinas®

Entre los principales agentes causales de estas enfermedades encontramos al
virus de la gastroenteritis transmisible, rotavirus, Isospora suis, Clostridium

perfringes tipos A y C, Salmonella sp y Escherichia coli

La diarrea neonatal y post-destete en cerdos, es de tipo infeccioso y origina
pérdidas de gran magnitud a nivel mundial. Estas enfermedades son causadas
principalmente por cepas de Escherichia coli (E. coli) enterotoxigénica (ETEC) asi
como por E. coli productoras de Shiga-toxinas (STEC), siendo estos patotipos la

mayor causa de enfermedad y muerte en cerdos neonatos o recién destetados

(3,4,5)

Investigaciones realizadas en Europa, Asia y Estados Unidos, muestran que la

mayoria de las E. coli aisladas de lechones con diarrea pertenecen a cepas

productoras de enterotoxinas y citotoxinas © ¢ 9



La incidencia de la colibacilosis esta influenciada mayormente por el manejo de la
piara, siendo de gran importancia las condiciones de limpieza y humedad de las
instalaciones, dado que la bacteria puede diseminarse en el ambiente. Ademas,
los lechones estresados por frio 0 expuestos a condiciones adversas son mas
susceptibles de contraer la infeccidn. Los lechones infectados por E. coli

representan el principal reservorio de esta bacteria

1.1 Escherichia coli: agente causal de diarrea

Theodore Escherich, bacteridlogo aleméan, fue quién primero aislé a esta bacteria
a la cual denominé Bacterium coli commune, lo realiz6 a partir de heces de un
infante sano y propuso una posible intervencién de la bacteria en la produccion de
diarrea. La participacion de la bacteria como agente causal de infecciones
extraintestinales también fue sefialada por Escherich. Sin embargo la primera
descripcion de E. coli ocurrio en el siglo XIX, en que se pudo establecer

plenamente la participacion de la bacteria como agente etiolégico de diarrea %

De acuerdo al manual de Bergey esta bacteria forma parte de la familia
Enterobacteraceae dentro de la tribu Escherichieae; la cual incluye los géneros
Escherichia y Shigella. EI género Escherichia comprende las especies de E.coli, E.
hermannii, E. blattae, E. vulneris y E. fergusonni. Es la especie del género

Escherichia la que mejor se conoce en relacién con su capacidad patégena %%



Se caracteriza como un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo, no
esporulado, movil o inmdvil. Crece a una temperatura entre 15-45°C y con un pH
de 7.0. Las colonias en medios sélidos como agar sangre se observan redondas,
convexas, grisaceas, opacas y su apariencia puede variar de lisa a rugosa, sin
embargo en agar Mc Conckey produce colonias brillantes, circulares y rosadas
que son lactosa positivas (12, 13)

El desarrollo de métodos serologicos, ha permitido identificar un gran nimero de
serotipos de E. coli en base a la presencia de cuatro tipos de antigenos
denominados: O, K, H y F. El antigeno somatico (O), esta localizado en la pared
celular, constituyendo parte del complejo polisacaridico, de estos se reconocen al
menos 175. Del antigeno capsular (K) existen al menos 80 reconocidos. El

antigeno flagelar (H), es de naturaleza proteica y se han identificado 56 grupos. (,

13)

Las bacterias como E.coli presentan caracteristicas genéticas que les permiten
interaccionar con el hospedero y causar dafo. El grado de dafio depende de los
factores de virulencia que expresa la bacteria, entre los que se encuentran las

toxinas y adhesinas ¥

Las fimbrias (pilis) forman parte de las adhesinas bacterianas, son estructuras
piliformes que se localizan en la parte externa de la bacteria y estan formadas por

subunidades proteicas (pilina) a9



Las toxinas bacterianas pueden ser de dos tipos endotoxinas y exotoxinas. Estas
Gltimas estan constituidas por dos subunidades A y B. La subunidad B es un
pentamero que se une a receptores celulares y la subunidad A es un dimero y es

la subunidad activa ¥

Las exotoxinas se clasifican en enterotoxinas y citotoxinas. Las enterotoxinas
producen una diarrea acuosa debido a la liberacion de agua y electrolitos por parte
del enterocito, y las citotoxinas producen una diarrea inflamatoria cuyas

evacuaciones contienen moco y sangre ¥

La infeccion intestinal por E. coli se manifiesta por diarrea, y su gravedad depende
de los factores de virulencia presentes en la bacteria, asi como de la edad y el

estado inmune del hospedero .

Con base en su mecanismo de dafio, en la actualidad E.coli se ha clasificado en
ocho patotipos: E.coli enteropatégena (EPEC), E.coli enterotoxigénica (ETEC),
E.coli enterohemorragica (EHEC) o productora de Shiga-toxinas (STEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de adherencia

difusa (DAEC), E. coli uropatégena (UPEC) ™.



1.2 Escherichia coli en cerdos

E. coli es uno de los principales agentes etioldgicos de diarrea en lechones
lactantes y destetados asi como de la enfermedad del edema en cerdos después
del destete. Esta bacteria forma parte de la microbiota normal del cerdo y al igual
que en el humano existen serotipos que producen dafio tanto intestinal como
extraintestinal. Su habitat primario es el tracto gastrointestinal y su proliferacion se
produce por lo general en su paso por el intestino delgado. La transmision de
E.coli se produce principalmente mediante la via fecal-oral y por aerosoles ¢
Los largos periodos de supervivencia en el ambiente son favorecidos por las bajas

temperaturas y humedad, entre otros factores *®

La ocurrencia de la diarrea por este agente depende de la interaccion entre la
bacteria, las condiciones ambientales y ciertos factores del hospedero. La
infeccién por esta bacteria en los cerdos recién nacidos se debe principalmente a
gue encuentran una alta contaminacion ambiental, asi como en la jaula de paricién
y en la piel de la madre, y por la ingestibn de microorganismos a partir de la
microbiota intestinal de la cerda. A pesar de lo anterior, los lechones se protegen
de la infeccién por esta bacteria mediante los anticuerpos especificos presentes
en calostro y leche materna, que inhiben la adherencia de la bacteria al intestino.
Si la madre no fue expuesta a la E.coli patdgena, los anticuerpos especificos
contra esta bacteria no estan presentes en el calostro y los lechones seréan

susceptibles de infectarse 7.



La infeccion por E.coli en el cerdo puede manifestarse de diferentes formas, como
son: diarrea neonatal, diarrea en cerdos jovenes y diarrea post- destete, sin
embargo también puede presentarse la enfermedad del edema en cerdos

destetados. ¢ *®

Los principales patotipos de E.coli causantes de diarrea en la especie porcina se
clasifican en: E.coli enterotoxigénica, E.coli enterohemorragica o productora de
Shiga-toxinas, E.coli enteropatdogena, E. coli enteroagregativa E. coli
enteroinvasiva, E. coli de adherencia difusa y E. coli uropatégena, aunque las tres

ultimas no han sido estudiadas aun en cerdos @

1.3 E.coli enterotoxigénica (ETEC)

Son aquellas cepas que tienen la capacidad de sintetizar dos clases de
enterotoxinas: termolabil (LT) y termoestable. La toxina termolabil (LT) es
inactivada a 60°C durante 15 min y es de alto peso molecular. Esta toxina es
semejante en estructura y funcion a la toxina causante del colera (CT) producida
por Vibrio cholerae O1. Se conocen dos variedades de LT (LT-I, LT 1), las cuales
son antigénicamente diferentes. LT | se ha identificado en cepas aisladas tanto de

humanos como de animales y LT Il principalmente en cepas de origen animal ¢*%



La toxina LT | es dimérica, compuesta por una subunidad A y cinco subunidades
B. Las subunidades B estan arregladas en forma circular y es el componente de la
toxina que se une al receptor gangliésido GM; asi como a otras glucoproteinas de
superficie en las células epiteliales del intestino delgado. La subunidad A
compuesta por la fraccion A1y A2, es la porcion de la toxina que tiene la actividad
enzimatica, la cual activa a la adenilato ciclasa estimulando la produccion de AMP
ciclico, provocando que las células de las criptas intestinales aumenten la

secrecion de cloro, sodio, bicarbonato y agua, produciendo una diarrea acuosa **

20)

Los genes que codifican para la expresion de LT se localizan en plasmidos que
también pueden contener los genes que codifican ST y los antigenos del factor de

colonizacién (CFAs) 19,

La toxina termoestable (ST) es de bajo peso molecular y resiste una temperatura
de 100°C durante 15 minutos (1), tiene variedades que se clasifican en STa
(también llamada STI) y STb (también llamada STII). Son dos clases de toxinas no
relacionadas que difieren tanto en su estructura como en su mecanismo de accion.
Estan codificadas en plasmidos, aunque también se han encontrado en
transposones. La enterotoxina STa es producida tanto por ETEC como por otras
bacterias gramnegativas, a diferencia de STb que sdlo es elaborada por cepas de

ETEC 19



STa es un péptido de 2 KDa de peso molecular. De esta enterotoxina se conocen
dos variantes una producida por cepas de ETEC de origen porcino (STp) y otra
elaborada por cepas aisladas en humanos (STh). El banco celular de STa es la
enzima guanilato ciclasa que se localiza en la membrana apical de las células del
epitelio intestinal. La unién de STa a esta enzima ocasiona un incremento en los
niveles intracelulares de GMP ciclico, lo que estimula la secrecion de cloro y/o la
inhibicion de la absorcion de cloruro de sodio dando como resultado la secrecion

de liquido intestinal 920

A diferencia de STa que sélo causa alteraciones en el transporte de liquidos, STh
ocasiona alteraciones histolégicas que se caracterizan por pérdida y atrofia parcial
de las microvellosidades del epitelio intestinal. Esta enterotoxina estimula la
secrecion de bicarbonato de las células intestinales, incrementa los niveles de
calcio intracelular a partir de fuentes extracelulares y también se ha observado que

estimula la liberacién de prostaglandinas (PGE,) y serotonina ®.

1.4 E. coli enterohemorragica (EHEC)

Las cepas de estos cuadros tienen la capacidad de elaborar una o mas
citotoxinas. Las citotoxinas que elaboran este grupo patdgeno originalmente se
denominaron verotoxinas (VTs) por el efecto citotdéxico que causaban en cultivos
de células Vero (linea celular de rifion de mono). Posteriormente y dado que

anticuerpos anti-toxina de Shiga neutralizaban su actividad, se le denominé toxina



semejante a Shiga (SLT). Posteriormente surgio la necesidad de homogeneizar

los criterios y actualmente se le denomina STx %29,

Estas toxinas son proteinas poliméricas compuestas por dos polipéptidos, un
pentamero de adhesion formado por cinco subunidades B y una subunidad A
(fraccion enzimaticamente activa). Una vez fijjada a su receptor a través de la
subunidad B la subunidad A es internalizada en la célula blanco (endoteliales,
epiteliales y hematies que presentan en su membrana el grupo glicolipidico P1).
La subunidad A interacciona con la subunidad 60s de los ribosomas de las células
intestinales del hospedero, liberando un fragmento Al cuya actividad resulta en un

bloqueo irreversible de la sintesis proteica .

Otra propiedad de virulencia observada en este grupo de microorganismos es el
dafio conocido como adherencia y esfacelamiento (A/E) que se caracteriza por
una intima adherencia de la bacteria a la célula intestinal. Los factores de
virulencia estan codificados por un conjunto de genes tipicos de EPEC y VTEC,
contenidos en una regiéon cromosomal denominada locus de esfacelamiento del
enterocito (LEE). Dentro de esta region se encuentra el gen eae, cuyo producto es
una proteina de membrana externa denominada intimina, la cual es la responsable

de la unién de la bacteria a las células del epitelio intestinal V.

10



1.5 E. coli enteropatégena (EPEC)

Las bacterias pertenecientes a este patotipo se caracterizan por adherirse a
células Hep-2 (linea celular de carcinoma faringeo humano) formando
microcolonias. Una vez formadas las microcolonias comienza una segunda fase
de adherencia que se acompafia con la destruccion de las microvellosidades
intestinales, proceso que se ha denominado esfacelamiento. La ausencia de
microvellosidades permite a la bacteria adherirse en forma intima a receptores de
la membrana celular. Esta adherencia se lleva a cabo gracias a la expresion de
genes codificados en un plasmido de 60 mDa llamado factor adherente EPEC.
También cuenta con genes cromosomales nombrados eae A y B que operan en
combinacion con genes plasmidicos y son los encargados de codificar para una
proteina de 94 kDa llamada intimina que esta asociada a la adherencia y
esfacelamiento. La adherencia intima de la bacteria a la célula epitelial produce
cambios en el citoesqueleto lo que se traduce en la polimerizacién de filamentos

de actina por debajo de la unién de la bacteria a la célula hospedera 9

1.6 E. coli como agente etiologico de diarrea en lechones

1.6.1 Diarrea neonatal

La diarrea neonatal es una de las enfermedades mas importantes de los lechones.
Su amplia distribucion geogréfica y elevada morbilidad la convierten en una de las

enfermedades con mayor impacto econémico para la porcicultura, debido a que se

11



presenta de forma constante en todas las granjas en mayor o menor grado,
asociada a factores ambientales, tales como temperatura, humedad, sanidad y
(18)

manejo

Este tipo de diarrea se observa por lo general en cerdos de 0 a 4 dias de edad 9

La colibacilosis causada por ETEC es muy frecuente, afecta a animales de pocos
dias de edad y recién destetados. Este patotipo, puede producir por lo menos dos
grupos de enterotoxinas denominadas termolabil (LT) y termoestable (ST). La
mayoria de las cepas de ETEC aisladas de cerdos con diarrea pueden expresar
una o mas de las siguientes fimbrias F4 (K88), F5 (K99), F6 (987P), F17, F18 y

Fa1®

Los signos clinicos varian desde muerte repentina y diarrea leve sin evidencia de
deshidratacion, hasta casos en que los que la diarrea se observa profusa y liquida.
Las heces pueden observarse de color blanquecino o varios matices de marron.

La materia fecal puede escurrirse desde al ano hasta la region perineal, la cual se
observa inflamada por el contacto con la materia fecal alcalina. En brotes severos,
inicialmente los lechones pueden vomitar y a medida que la infeccidén progresa los
cerdos se observan deprimidos, inactivos, la musculatura abdominal se encuentra
flacida, los ojos hundidos, con piel aspera y reseca; estos animales suelen morir.
La cantidad de agua que se pierde por la diarrea puede ser tal que la pérdida de

peso es hasta de un 40% @

12



1.6.2 Diarrea post-destete

La diarrea por E.coli post-destete es una enfermedad transmisible mediada
principalmente por citotoxinas. También se le denomina colibacilosis entérica post-
destete @,

La morbildad puede ser de hasta un 80% o mas, pero el promedio es de 30 a
40%. El curso de la enfermedad en las piaras varia desde 4 hastal4 dias, siendo

el promedio de apenas una semana *”.

Los cerdos no destetados pueden contraer la infeccién en la paridera y pueden
llevarla a la unidad de destete. Tanto la limpieza y desinfeccion de rutina
insuficientes asi como las bajas temperaturas en la sala de destete, podrian ser

responsables del curso mas grave de la diarrea post-destete @,

El patotipo de E. coli que se ha relacionado con la diarrea post-destete es STEC,
también denominado productor de verotoxinas, a este grupo patogénico se le ha

asociado principalmente con enfermedad del edema ®

La primera manifestacion de esta presentacion es la muerte subita de uno o varios
cerdos a los dos dias después del destete, asi como bajo consumo de alimento en
los lotes de cerdos afectados ademas de diarrea acuosa. Algunos cerdos
presentan temblor de cola, temperatura rectal normal, deshidratacion, depresion,
cianosis en la punta de la nariz, orejas y abdomen, ademas de movimientos de

incoordinacion 47
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1.7 Aspectos epidemioldgicos de diarrea por Escherichia coli en

lechones

La colibacilosis porcina representa una de las principales causas de diarrea en
lechones durante las primeras semanas de vida (diarrea neonatal) o en lechones
entre 3 a 6 semanas de edad (diarrea post-destete). Ambas estan asociadas con
ciertos serotipos de E. coli, asi como con la presencia de factores de virulencia

como son fimbrias y toxinas.

La colibacilosis porcina ha sido estudiada en diferentes paises, dentro de los

cuales se encuentran: Estados Unidos, Polonia, Cuba, Argentina, Eslovaquia,

Dinamarca y China, entre otros, como se muestra en los cuadros 1y 2 ¢ 78922

23)

Cuadro 1. Prevalencia de genes que codifican para enterotoxinas en lechones de
diferentes paises.

PAIS GENES QUE CODIFICAN PARA Lechones/ Lechones/
TOXINAS Diarrea Diarrea
neonatal Post-destete

LT STa STh STx1

% % % %

ESLOVAQUIA® | 42 13 49 ND v -
POLONIA © 2250 | 7250 | 77.50 0 - v
DINAMARCA ' | 61.60 26.50 | 77.60 ND - v
CHINA @ 10 14 9 ND - v
ESTADOS © 57.70 27 72.60 ND - v

UNIDOS

ARGENTINA “9 | 2,90 | 24.50 ND ND v -

CUBA ¥ 6 61 69 ND - v

ND: No determinada
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Cuadro 2. Prevalencia de genes que codifican para fimbrias en lechones de
diferentes paises.

PAIS GENES QUE CODIFICAN Lechones/ Lechones/
PARA FIMBRIAS Diarrea Diarrea
neonatal Post-destete
F4 F18 F41
% % %
ESLOVAQUIA ® 38 9 3 v g
POLONIA © ND 61.90 ND - v
DINAMARCA ) | 44.70 = 39.30 ND - v
CHINA © 3 26.50 ND g v
ESTADOS © 64.60 @ 34.30 0.57 - v
UNIDOS
CUBA @ 0 61 0 - v

ND: No determinada

En México existen pocos estudios epidemiol6gicos sobre E. coli, dentro de ellos se
encuentran el de Romero L.R., quién realizé estudios en la granja experimental
Zapotitldn de la UNAM (Distrito Federal) con 101 cepas de E. coli aisladas de
lechones con diarrea de 8 a 10 dias de edad, identificando los siguientes
serotipos: 096, 05, 08, 06, 045, 0139, 0149, 0138, 0108 y 035 De igual
manera, en el afio de 1988 en el estado de Yucatan, Heredia N.M., realiz
estudios en 100 lechones de uno a ocho dias de nacidos, encontrando Unicamente
la presencia del serotipo 08 ?* 25 2% Sin embargo hasta el momento no se tienen
registros acerca de los factores de virulencia de E. coli que afectan a lechones en

la Republica Mexicana.
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1.8 Diagnaostico de la infeccion por E. coli

El diagndstico de la infeccion por E.coli se basa en primer lugar en los signos
clinicos y las lesiones histopatologicas. Este diagnostico es reforzado con el
aislamiento y la identificacion de la bacteria mediante pruebas bioguimicas, pero
debido a que estas pruebas son insuficientes para poder determinar los factores
de virulencia involucrados en la patogenia de la bacteria se han desarrollado
diferentes métodos para identificarlos, como son pruebas seroldgicas
(aglutinacién, inmunofluorescencia y ELISA), ensayos en cultivos celulares (en
células Vero o Hela), pruebas in vivo como la ligadura de asa o la prueba de
Sereny. Estos ensayos resultan ser muy laboriosos, por tal motivo se han
desarrollado nuevos métodos que facilitan el proceso de identificacion de genes
de virulencia como son el uso de sondas y el de la reacciéon en cadena de la

polimerasa (PCR) ¢*¥

La PCR es una técnica de biologia molecular creada en 1984 por Karry Mullis, la
cual facilita la identificacibn de microorganismos causantes de enfermedad de
forma rapida y sencilla mediante la amplificacion de un fragmento especifico de
acido desoxirribonucleico (ADN), por medio de ciclos de duplicacion repetidos

usando ADN polimerasas 2%
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Este ensayo se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para
replicar hebras de ADN, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas temperaturas
alternadas, que separan las hebras de ADN recién formadas entre si después de
cada fase de replicacion y a continuacion, dejar que se unan nuevamente para
que vuelvan a duplicarse. Los componentes requeridos para un PCR son:
iniciadores (oligonucledtidos) especificos, mezcla de desoxinucleétidos (ANTP’s),
solucion amortiguadora de la reaccion MgCl,, agua y ADN polimerasa. Lo anterior
se resume en tres etapas: desnaturalizacion, alineamiento y elongacion de los
fragmentos de ADN, cuyas condiciones seran diferentes en funcion del gen que se
desea amplificar @” 2° 3%, Estas etapas se definen en:

Desnaturalizacién: Proceso en el cual se separan las dos cadenas
complementarias de ADN blanco.

Alineamiento: Es la unidn especifica de los iniciadores y las cadenas simples de
ADN blanco.

Elongacion: La ADN polimerasa sintetiza la cadena complementaria al ADN a

partir de los iniciadores.
Esta técnica ha permitido el desarrollo de nuevos procedimientos de diagnéstico,

que faciliten la identificacion de diversos microorganismos patégenos causantes

de enfermedad, ya que es una técnica con alta sensibilidad y especificidad.
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2. HIPOTESIS

La técnica de PCR es una alternativa de diagnostico que permitira identificar los
principales genes de virulencia de Escherichia coli que codifican para fimbrias y

toxinas causantes de diarrea en lechones.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general:

Detectar los principales genes de virulencia de E.coli asociados a diarrea en

lechones durante la lactancia y post-destete.

Objetivos particulares:

Identificar mediante el ensayo de PCR si los principales genes de virulencia de
cepas de E. coli enterotoxigénicas y productoras de Shiga toxinas estan presentes

en heces de lechones con y sin diarrea (control) lactados y destetados.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Obtencion de muestras bioldgicas:

Las muestras se obtuvieron de granjas tecnificadas de cuatro estados de la
Republica Mexicana: Estado de México, Puebla, Hidalgo, Michoacan y el Distrito
Federal.

Se colectaron 166 muestras de heces por medio de hisopos rectales de lechones
lactados y destetados con y sin diarrea. De las 166 muestras de heces, 113
provienen de lechones con diarrea y 53 de lechones sin diarrea (control). Estas
muestras se procesaron en la forma rutinaria para la identificacion de especie de
enterobacterias a través del coprocultivo y mediante pruebas bioquimicas. Una
vez identificada E. coli en cada una de las muestras, a partir de estas cepas se

obtuvo el ADN.

4.2 Obtencion de ADN gendmico:

Las cepas identificadas como E.coli se recultivaron en 3 ml de caldo de soya
tripticaseina (DIBICO) ®, se incubaron durante toda la noche a 37°C hasta obtener
una densidad optica de goonm= 0.5, la cual corresponde a obtener un crecimiento
bacteriano = a 1 x 10° células por mililitro. Las bacterias se colectaron en tubos
“eppendorf’ y se centrifugaron a 1800 rpm durante 5 minutos para la obtencion de
un boton (pellet), el sobrenadante fue eliminado mediante la utilizacién de pipetas
Pasteur estériles. Posteriormente se adicionaron 200 ul de H,O libre de nucleasas
estéril para resuspender el pellet bacteriano, se sometieron a ebullicion en bafio

Maria durante 10 minutos, posteriormente se centrifugaron a 14000 rpm durante 5
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minutos, se colectaron 150 ul del sobrenadante en tubos “eppendorf’ estériles.

Este sobrenadante que es el que contiene el ADN gendmico se utilizd como

templado para la identificacion de los genes de virulencia. El procedimeinto

anterior fue realizado de acuerdo a Zhang y cols, con algunas modificaciones.

4.3 ldentificacidon de genes de virulencia en cepas de E.coli.

La identificacion de estos genes se llevdo a cabo mediante la prueba de la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) sencillo o duplex segun el caso. La

PCR se realizé utilizando como iniciadores, 8 oligonucleétidos especificos los

cuales permitieron identificar 8 genes de virulencia de E. coli. Las condiciones de

las PCRs a utilizar se tomaron de acuerdo a lo ya establecido con algunas

modificaciones. Las secuencias de oligonucledtidos de los genes que se

amplificaron se encuentran descritas en el siguiente cuadro:

CUADRO 3

Gen 6 Factor Secuencias de Primers (5'-3') N° de ascencion | Referencia
de Virulencia al Gen Bank
LT ATT TAC GGC GTT ACT ATC CTC S60731 6
TTT TGG TCT CGG TCA GAT ATG
STa TCC GTG AAA CAA CAT GAC GG M58746 31
ATA ACATCC AGC ACA GGC AG
STb GCC TAT GCATCT ACACAATC AY028790 31
TGA GAA ATG GAC AAT GTC CG
STx1 CGC TGAATGTCATTCGTCCTGC M17358 32
CTG GGT ATA GTC ACT GTC ACC
STx2 CTT CGG TAT CCT ATT CCC GG M59432 32
CTG CTG TGA CAG TGA CAA AAC GC
F18 GTG AAAAGACTAGTGTTTATTTTC M61713 33
CTT GTA AGT AAC CGC GTA AGC
F41 GAG GGACTTTCATCTTTT AG X14354 31
AGT CCATTC CAT TTA TAG GC
F4 GCT GCATCT GCT GCATCT GGTATG G AF022236 34

CCA CTG AGT GCT GGT AGT TACAGC C
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La mezcla para la realizacién de la PCR consistié de 50yl totales: 45ul del reactivo
Taq Polimerasa GENE CHOICE ® (82.5 mM de Tris-HCI (ph de 8.5), 22 mM
(NH4)2 SO4, 2.2 mM de MgCl,, 0.2% Tween 20®, 0.22 mM de dNTP’s, 0.17 U de
Taq polimeras) 1ul del cebador con sentido, 1ul del cebador antisentido y 3ul de
templado. Se utilizé un termociclador (Thermo ELECTRON CORPORATION) con

las siguientes condiciones de amplificacion.

Cuadro 4
Gen 6 Factor Producto Elongacion Elongacion
de Virulencia | amplificado | Desnaturalizacién | Alineamiento °C/ min final N° de
(pb) °C/ min °C/ min °C/ min ciclos
LT 280 94/5 59/ 1.5 72/ 5 - 30
STa 166 94/ 30 seg 60.5/ 30 seg 72/ 1
72/ 10 30
STb 278 94/ 30 seg 60.5/ 30 seg 72/ 1
72/ 10 30
STx1 302 94/ 3 60/ 1 72/ 1 55
STx2 516 94/ 3 60/ 1 72/ 1 - 55
F18 510 94/ 5 55/ 1 72/ 1 72/ 10 30
F41 431 94/ 1 53/ 2 72/ 1 72/ 10 30
F4 792 94/ 5 min 56.5/ 1 72/ 1 72/ 10 28

Los productos de amplificacion se identificaron mediante geles de agarosa
(BIOSELEC ®) TAE (Tris-Acido acético- EDTA) al 2%, utilizando un ADN 100 bp
ladder (AMRESCO ®) como marcador de peso molecular. Se utilizaron cepas de
referencia como controles positivos y negativos para cada uno de estos genes, las
cuales fueron donadas por el Laboratorio de Referencia de E. coli, de la
Universidad de Santiago de Compostela, Galicia, Espafia. Los productos de
amplificacion de PCR se visualizaron con bromuro de etidio en un transiluminador

de luz ultravioleta (UV UVP. Upland, C.A), y se registraron utilizando el sistema
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“Digidoc imaging system” (UVP, CA). Se consideré como un resultado positivo la
aparicion de una banda de un tamano igual al descrito para cada uno de los

iniciadores (cuadro 3).

4.4 Base de datos y analisis de resultados.

Toda la informacion obtenida se evalud utilizando una base de datos, en la cual se
registraron las cepas de E. coli, asi como los resultados obtenidos para cada uno
de los genes identificados. Las diferencias estadisticamente significativas entre las
proporciones de genes de virulencia en los grupos de lechones (lactancia, destete
y control) se realiz6 mediante la prueba de Ji- cuadrada (Chi- square), utilizando

una P- value < 0.05. El programa utilizado: JMP ® version 8.0.
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5. RESULTADOS

La biotipificacion de Las 166 muestras de heces de lechones permitio la
identificacién y aislamiento de 150 cepas de E. coli, de éstas, 104 provienen de
lechones con diarrea y 46 de lechones sin diarrea (control). De los lechones con
diarrea 57 cepas provienen de lechones en etapa de lactancia y 47 en etapa de

destete. Tabla 1.

Por medio de la técnica de PCR, se identificaron genes de virulencia que codifican
para toxinas y fimbrias presentes en cepas de E.coli enterotoxigénica y E coli
enterohemorragica. Para este fin se utilizaron 8 pares de oligonucleétidos
correspondientes a 5 genes de toxinas y 3 genes fimbriales, los cuales fueron
identificados como productos de PCR del tamafio correspondiente a los controles

positivos. Figura 1.

La presencia de genes de virulencia de E. coli que codifican para toxinas y
fimbrias se amplificaron mediante el ensayo de PCR en geles de agarosa al 2%.
La figura 2 muestra una banda de 280 pares de bases (pb), que corresponde al
gen que codifica para la toxina LT. En la figura 3 se muestran dos bandas de 166 y
278 pb, que corresponden a los genes que codifican para las toxinas STa y STb

respectivamente.
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De las 150 cepas de E. coli obtenidas, 110 cepas (73.3 %) fueron positivas para
uno o mas de un factor de virulencia de ETEC y EHEC (Tabla 1), de las cuales 30
(52.7%) provenian de lechones en etapa de lactancia y 41 (87.2%) de lechones
destetados. De las cepas control, 39 (84.8%) fueron positivas para alguno de los

genes estudiados. Tabla 1.

5.1 Genes que codifican para toxinas

La amplificacion de los genes mediante PCR presentd que el 65.4% (68/104) de
las cepas aisladas de lechones con diarrea fueron positivas para una o0 mas de
una de las toxinas estudiadas. En cambio el 52.2% (24/46) de las cepas aisladas
de lechones sin diarrea (control) fueron positivas para por lo menos un gen que
codifica para toxinas (Tabla 2). De los genes estudiados, el gen predominante que
codifica para toxinas, en las cepas estudiadas fue el gen STa con un 31%, seguido
de STb con un 18%, LT en 8% y STx2 con 4%. El gen que codifica para la toxina

STx1 no fue detectado en ninguna de las cepas de E. coli analizadas. Tabla 3

5.2 Genes que codifican para fimbrias

Los genes que codifican para fimbrias fueron detectados mediantes PCR en 66
(63.5%) de las 104 muestras aisladas de lechones con diarrea. En cambio 43/46
(93.5%) cepas aisladas de lechones sin diarrea (control) fueron positivas para por
lo menos un gen que codifica para fimbrias (Tabla 2). El gen predominante en las
cepas estudiadas fue el que codifica para F41 en un 59% de los aislados, seguido

de F18 y F4 en un 8% y 5% respectivamente. Tabla 3
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5.3 Etapa de lactancia

Del total de cepas de E. coli positivas para uno o mas de un gen que codifican
para toxinas de los lechones en la etapa de lactancia, 7 (12.3%) fueron positivas
para la toxina STa, 3 (5.3%) para la toxina STb y 1 (1.8%) para la toxina LT. Con
respecto a las fimbrias, el gen que codifica para F41 estuvo presente en 23 (40%)

de las cepas de E. coli, F18 en 2 (3.5%) cepas 'y F4 en 1 (1.7%) cepa. Tabla 4

5.4 Etapa de destete

En la etapa de destete el gen que codifica para STa fue identificado en 25 (53.2%)
cepas de E. coli, STb en 19 (40%), LT en 8 (17%) y STx2 en 5 (11%) cepas
bacterianas respectivamente. Con relacion a las fimbrias, el gen que codifica para
F41 se encontr6é en 28 (59%) cepas de E. coli, seguido de F18 en 9 (19%) cepas,
y por ultimo F4 con 3 (6.4%) cepas. Como puede observarse en la tabla 4, el gen
que codifica para la toxina STa y la fimbria F41 fueron los que predominaron en

ambas etapas. Tabla 4

5.5 Lechones control

Respecto a los controles, el gen que codifica para STa estuvo presente en 15
(32.7%) cepas de E. coli, STb en 5 (10.9%) cepas, LT en 3 (6.5%) cepas y STx2
en 1 (2.2%) cepa, siendo el gen STa el que se presenta con mayor frecuencia en
estas cepas. De los genes que codifican para fimbrias, el gen predominante en las

cepas estudiadas fue el que codifica para F41 con 37 (80.4%) cepas de E. coli,
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seguido de F4 y F18 con 4 (8.4%) y 1(2.2%) cepas bacterianas respectivamente.

Tabla 4

5.6 Asociacion entre genes que codifican para fimbrias y toxinas

De las cepas de E. coli estudiadas, se identificaron 19 asociaciones de genes que
codifican para toxinas y fimbrias (Tabla 5). La combinacibn de genes mas
frecuente fue STa/F41 con 17 (11.3%) cepas positivas, seguida de STa/STb/F41

con 7 (4.6%) cepas positivas.

En la etapa de lactancia se encontraron dos tipos de asociaciones entre genes
qgue codifican para toxinas y fimbrias, F41/F18 y STa/ F41, presentando 2 (3.5%) y
5 (8.7%) cepas positivas respectivamente. En cepas aisladas de lechones
destetados encontramos 16 tipos de asociacion entre genes que codifican para
toxinas y fimbrias: 5 (11%) cepas de E. coli que portan los genes STa/STb/F41, 3
(6.4%) LT/STa/F18, seguida de STa/F41, STa/STb con 2 cepas positivas cada
una. Las siguientes combinaciones solo estuvieron presentes en 1 (2.1%) cepa de
E. colii STa/STx2, F41/F18, FA41/F4, STb/F4l, STal/F41l/F4, LT/STb/F41,
LT/STa/STh/F41, LT/STa/F18/F41, LT/STa/STx2/F18/F41,
STa/STh/STx2/F18/F41, Sta/STb/F18/STx2, LT/STa/STb/F18/F41. En el grupo
control, también encontramos asociaciones de genes, siendo las mas frecuentes
STa/F41 con 10 (22%) cepas, seguida de LT/F41, STb/F41/F4, STa/STb/F41 con
2 (4.3%) cepas positivas cada una y F41l/F4, STa/STb/F41/F4,

LT/STa/STx2/F18/F4 con 1 (2.2%) cepa positiva cada una.
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5.7 Analisis estadistico

La comparacion de genes de virulencia entre cepas de E. coli aisladas de los
grupos de lechones Ilactantes y destetados, no mostré diferencias
estadisticamente significativas (p=0.3). En el caso de genes que codifican para
fimbrias (gen F) el analisis estadistico mostrd diferencia significativas (p=0.04)
entre las cepas provenientes del grupo de lechones control con respecto a las
cepas provenientes de lechones lactantes. No se observaron diferencias
significativas entre las cepas de E. coli provenientes de los grupos control y
destetados (p=0.7). Asi como entre los grupos de lechones lactantes y destetados
(p=0.8). En relacion a los genes que codifican para toxinas (Tx), el analisis
estadistico mostré diferencias significativas entre las cepas provenientes del grupo
control vs las muestras provenientes de lechones lactantes (p= 0.02). De igual
manera mostrg diferencia significativa entre las cepas provenientes del grupo de

lechones lactantes vs las muestras provenientes de lechones destetados(p= 0.00).
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6. DISCUSION

Es mundialmente aceptado que, tanto los serotipos como los patotipos de ETEC y
STEC (EHEC) son responsables de la diarrea neonatal y post-destete en cerdos.
Sin embargo, la distribucion y frecuencia de los serotipos y patotipos puede variar
considerablemente de region a region y con el transcurso del tiempo en una cierta
region ©°

Las cepas porcinas de ETEC sintetizan la toxina termolabil LT y/o las
termoestables STa y STb y expresan los antigenos de colonizacion intestinal F4,
F5, F6, F18 y F41 ©®® De acuerdo con los trabajos de J. M Fairbrother, estos
genes estan presentes principalmente en cerdos neonatos de 0 a 6 dias de edad,
y pueden presentarse en cerdos de mayor edad ®” En cambio, las cepas de
STEC (EHEC) que sintetizan las toxinas STx1, STx2 y el factor fimbrial F18, se
han aislado principalmente de cerdos destetados o con enfermedad del edema,
aungue también se ha encontrado el gen fimbrial F4 en cerdos con diarrea post-

destete & 31:33.36)

En el presente trabajo fueron investigados los genes de virulencia mas comunes
de Escherichia coli, tanto en la etapa de lactancia como en la de destete. El
87.23% de las cepas aisladas de lechones destetados fueron positivas para por lo
menos un gen de virulencia, a diferencia de los lechones en la etapa de lactancia

con un 52.63% de cepas positivas indicando que la etapa de destete presentd
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mayor proporcion de genes positivos. Lo anterior puede deberse a que los
lechones destetados carecen de anticuerpos presentes en el calostro que les
proporcionen inmunidad frente a las E. coli patdégenas, de la misma manera, la
variacion de la temperatura del medio ambiente, el estrés asociado con el cambio
de area y de dieta, pueden ser factores importantes que desencadenen la

proliferacién de E. coli patégena en el intestino. 7

En el presente trabajo se identificaron los genes de virulencia de E. coli que se
consideran dentro de los mas importantes en la produccion de diarrea en
lechones, tanto en la etapa de lactancia como en la de destete.

En las cepas de E. coli aisladas, se encontr6 que un alto porcentaje de éstas
expresaron el gen que codifica para la toxina STa (31%), tanto en lechones
lactantes como destetados. Este hallazgo concuerda con estudios realizados en
diferentes paises, como son el de Thuy N. Do y cols, en el afilo de 2006, en
Vietnam, quienes detectaron la presencia de STa en 92.1% de los aislamientos
en lechones con diarrea pre-destete; Cicuta M. E y cols, en el afio 2000 reportaron
la presencia de este mismo gen en un 24.5% de los aislamientos, siendo el gen
predominante en aislados de lechones de una semana hasta tres meses de edad.
De la misma manera en el afio 2004 los trabajos realizados por Chen X y cols, en
China, mostraron que el gen que codifica para la toxina STa fue el de mayor
prevalencia, detectandolo en un 60.5% de los aislamientos de cerdos con diarrea
post-destete ** 3738 En |os trabajos realizados por Osek. J y cols, y por Cheng. D.
y cols, el gen que codifica para la toxina STa estuvo presente en 14.58% y 72.5%

de los aislamientos respectivamente, siendo el segundo gen mas detectado en
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cerdos con diarrea post-destete , g. A diferencia de los trabajos realizados por
Vuc-Khac. H y cols, Frydendhal. K, Zhang. W y cols, Osek. J y cols y Blanco. M y
cols, quienes encontraron que el gen STb predomina en aislados bacterianos de
lechones lactantes y destetados en paises como Eslovaquia, Dinamarca, USA,

Polonia y Cuba ®© 7922

Los estudios antes mencionados revelan la gran heterogeneidad que existe con
respecto a la presencia de genes de virulencia que codifican para toxinas y
fimbrias de E. coli, y esto esta relacionado con la regién o zona geografica de

origen de los aislados.

E. coli productora de Shiga toxina, se ha asociado con colitis hemorragica y
sindrome urémico hemolitico en humanos, en cambio, en cerdos tiene una alta
implicacién en la enfermedad del edema, sin embargo también produce diarrea
post-destete, aunque no es tan comun la presencia de la toxina en esta
enfermedad ® 2%, En el presente trabajo el gen que codifica para la Shiga toxina 2,
s6lo se detectd en un 11% en cepas aisladas de lechones destetados, a diferencia
de las cepas aisladas de lechones lactantes, donde no se detect6 la toxina, lo cual
concuerda con lo anteriormente citado. Sin embargo, el gen que codifica para la
Shiga toxina 1 (STx1), no fue detectado en ninguna de las cepas estudiadas, lo
que concuerda con estudios previos realizados por Osek. J y cols, Cheng. D. y

cols., Blanco. M. y cols y Vuc- khac. H, y cols. & %822
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Los genes que codifican para las fimbria F4 y F18, han sido los mayormente
identificados en aislados de E. coli proveniente de lechones con diarrea. El gen
que codifica para la fimbria F4, es uno de los genes que con mayor frecuencia se
encuentran en aislados de E. coli provenientes de lechones de lactancia y destete
en diferentes paises como lo muestran los estudios de: Vuc- Khac. H. y cols,
Zhang. W. y cols, Frydendhal. K, Thuy. N. Do y cols.. & 793739 Asi como en lo
reportado por Darong. C y cols, Osek. J y cols, Chen X y cols, Henriques. M. Ry
cols y Goncalves. M. A. D y cols; el gen fimbrial F18, es uno de los mas comunes

e & 8 38 4041 Contrariamente a estos

en cerdos con diarrea post- destet
resultados, en el presente trabajo, el gen que codifica para la fimbria F4 solo
estuvo presente en 5% de las cepas de E. coli, siendo el menos detectado y el gen
F18 se presentod solo en 8% de las cepas. En contraste con lo antes mencionado,
el gen fimbrial F41, tiene una baja prevalencia en paises como Eslovaquia, Korea,
USA y Vietnam (Vuc- Khac. H. y cols, Lee. Sy cols, Zhang. W. y cols, Thuy. N. Do
y cols) ® ® 3742 sin embargo en el presente trabajo este gen fue el predominante
en los aislados de E. coli, dado que se identificO en un 59% de las cepas
bacterianas aisladas tanto de lechones de lactancia como destete. Esto dato en
particular tiene gran relevancia debido a que permite considerar que las cepas de
E. coli aisladas de lechones en México presentan perfiles de genes de virulencia
diferentes a los reportados en otros paises, por lo que se considera un nuevo
hallazgo con respecto a la presencia de fimbrias en cerdos, ademas de que apoya

el hecho de que la presencia de genes de virulencia en E. coli, varia con la zona

geografica donde se realiza el estudio.
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En lechones control (sin diarrea), se encontré que 39 (84.7%) de las 46 cepas de
E. coli, presentaron por lo menos un gen de virulencia, siendo los genes que
codifican para la toxina STa y el factor fimbrial F41 los predominantes (32.7% vy
80.4%) respectivamente. El hecho de que las cepas bacterianas obtenidas de
lechones control presenten genes de virulencia, puede tener diferentes
explicaciones: es probable que las bacterias de microbiota normal posean genes
de virulencia pero que éstos no se expresen, ya que estos son regulados en
coordinacion con sefiales ambientales, que controlan la expresion de genes de
virulencias en las bacterias, estas sefiales incluyen: temperatura, disponibilidad
de hierro, osmolaridad, fase de crecimiento, iones especificos como el Ca®'y el
pH. Por otro lado es sabido que las bacterias intercambian material genético a
través de los mecanismos de transduccién, transformacion y conjugacion, por lo
que bacterias patdgenas pueden transferir por estos mecanismos, factores de

virulencia a bacterias no patégenas, y estas volverse patégenas. 4 1% 4344

Lo anterior concuerda con estudios realizados por Vuc-Khac. H y cols, quienes
encontraron la presencia del gen EAST 1 en un 27% de los aislamientos de
lechones sanos, lo que refieren a una infeccién asintomatica . Contrariamente a
lo anterior, el 27% de las cepas confirmadas como Escherichia coli, fueron
negativas para los ocho genes de virulencia identificados, sin embargo esto no
implica que las cepas se consideren como no patégenas, ya que pueden presentar

otros genes de virulencia que no fueron determinados en el presente trabajo.
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A la fecha, los estudios realizados con aislados de E. coli, han mostrado, en
general, que las bacterias presentan mas de un gen de virulencia, y que hay
asociaciones de genes que se encuentran con mayor frecuencia en aislados
bacterianos de algunos paises como es la asociacion STb/ LT/F4, la cual se
presenta con mayor frecuencia en Vietnam, Australia, Dinamarca, USA, China y
Canada, y en ocasiones el gen STa puede estar presente en estas asociaciones
(STa/STb/LT/F4). Asi mismo F4, es el factor fimbrial mas cominmente encontrado
en asociacion con enterotoxinas (8 ®37:38.:45 A diferencia de estos reportes, en el
presente trabajo la asociacion predominante fue STa/ F41 con 11.33% en cepas
de E. coli provenientes de lechones lactantes, destetados y controles; y la
asociacion STa/ STbh/ F41 con 4.6% en E. coli de lechones destetados y controles.
El gen que codifica para el factor fimbrial F41 estuvo presente en todas las cepas
que poseen los genes Sta, STh, LT y STx2. La asociacion STa/ F41, también fue
encontrada en los estudios realizados por Osek. J., quien la detectd en un
aislamiento “®. Cheng D. et. al, la encontré en 4 aislamientos en cerdos con
diarrea post-destete ® Las asociaciones STa/ STb, LT/ STa/ F18, STh/ F41
estuvieron presentes en cepas de cerdos destetados con un 4.2%, 2.1% y 6.3%
respectivamente; y la asociacion LT/ F41 se presentd con un 4.3% en lechones
control. Estas asociaciones también fueron descritas por Vuc- Khac, et. al,
Frydendhal. K, Osek. J, Henriques. M. R. et. al y Goncalves. M. D. A, et. al, en

cerdos de lactancia y destete 7404146
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La discusion de los resultados no se realizé con investigaciones hechas en México
debido a la falta de publicaciones relacionadas con el tema, por tal motivo
conviene resaltar la importancia de este estudio, dado que éste, es uno de los
primeros trabajos realizados en México acerca de la deteccion de genes de

virulencia de Escherichia coli en lechones de lactancia y destete.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados indican la presencia de ETEC y STEC en los aislamientos
de cerdos con diarrea neonatal y post- destete. Siendo ETEC el patotipo

predominante.

En las cepas aisladas de lechones con diarrea se encontr6 mayor

proporcion de genes de virulencia, que en las aisladas de lechones control.

En las 150 cepas de E. coli los genes que codifican para la toxina STa y
para la fimbria F41, se presentaron en un 31% y 59% respectivamente,

siendo los predominantes.

En lechones destetados el 87.2% de las cepas fueron positivas para por lo
menos un gen de virulencia, siendo las E. coli de este grupo, las que

mostraron la mayor cantidad de genes de virulencia.

En el presente trabajo se presenta una informacion acerca de los
principales factores de virulencia de E. coli en lechones de México; sin
embargo, el nUmero de muestras es pequefio por lo que es necesario
realizar estudios mas amplios que involucren mas granjas y zonas
geogréficas, que permitan conocer la prevalencia de estos genes en la
Republica Mexicana. No obstante el conocer los principales factores de
virulencia que afectan a la especie porcina en nuestro pais, es de suma

importancia para llevar a cabo un control més eficiente de la colibacilosis.
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e El ensayo de PCR es un método de diagnéstico eficaz con alta sensibilidad
y especificidad para la deteccion de genes de virulencia de E.coli, lo que la
hace una prueba de gran importancia para el diagndstico rapido, oportuno y

certero de la enfermedad.
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9. TABLAS

Tabla 1. Porcentaje de cepas de E. coli aisladas de lechones con y sin diarrea, en
las etapas de lactancia y destete.

Cepas de E. coli
Lechones con y sin
Cepas de E. coli positivas para genes de
diarrea
virulencia (%)

LACTANCIA 57 52.63
DESTETE 47 87.23
CONTROLES 46 84.78
TOTAL 150 73.33
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Tabla 2. Namero de cepas de E. coli que presentan genes que codifican para
toxinas y fimbrias aisladas de heces de lechones con y sin diarrea.

GRUPO TOXINAS FIMBRIAS
*) () *) ()
CON 68 36 66 38
DIARREA
SIN 24 22 43 3
DIARREA
TOTAL 92 58 109 41
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Tabla 3. Porcentaje de cepas de E. coli aisladas de heces de lechones con y sin
diarrea positivas para uno o mas de un gene analizado.

Genes identificados Presencia de genes en cepas de
E. coli (%)
LT 8
Sta 31
STb 18
STx1 0
STx2 4
F18 8
F 41 59
F 4 5
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Tabla 4. Porcentaje de cepas de E. coli que presentan genes que codifican para
toxinas y fimbrias aisladas de heces de lechones con y sin diarrea, en las etapas
de lactancia y destete.

LT STa STb STx1 STx2 F18 F41

% % % % % % %

LACTANCIA 1.8 12.3 5.3 0 0 3.5 40
DESTETE 17 53.2 40 0 11 19 59
CONTROLES 6.5 32.7 10.9 0 2.2 2.2 80.4
TOTAL 8 31 18 0 4 8 59
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Tabla 5. Relacion de asociacion de genes que codifican para toxinas y fimbrias en

150 cepas de E.coli provenientes de lechones con y sin diarrea, en las etapas de

lactancia y destete.

GEN LACTANCIA | DESTETE | CONTROLES | TOTAL %

STa/STx2 0 1 0 1
STa/ STb 0 2 0 2
F41/F18 2 1 0 3
FA1/F4 0 1 1 2

STa /F41 5 2 10 17
STh/F41 0 1 0 1
LT/F41 0 0 2 2
STa/F41/F4 0 1 0 1
STb /IF41/F4 0 0 2 2
LT/STh/F41 0 1 0 1
STa/STh/F41 0 5 2 7
STa/SThb/F41/F4 0 0 1 1
LT/STa/F18 0 3 0 3
LT/STa/STh/F41 0 1 0 1
LT/STa/F18/F41 0 1 0 1
LT/STa/STx2/F18/F41 0 1 1 2
STa/STh/STx2/F18/F41 0 1 0 1
Sta/STh/F18/STx2 0 1 0 1
LT/STa/STh/F18/F41 0 1 0 1
(+) 7 24 19 50

) 50 23 27 100
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10. FIGURAS

3000 pb

1000 pb

500pb —

100 pb—

Figura 1. En gel de agarosa al 2% se observa en el carril 1: marcador
de peso molecular 100 pb. Carril 2: Gen LT (280pb). Carril 3: Gen
STa (166pb) y STb (278pb). Carril 4: Gen STx1 (302pb) y STx2
(516pb). Carril 5: Gen F18 (510pb). Carril 6: Gen F41 (431 pb). Carril
7: Gen F4 (792pb)
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12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 2. En el carril 1 se observa: marcador de peso molecular 100 pb.
Carril 12 banda de 280 pb.(muestra positiva). Carril 14: control negativo
(sin presencia de ADN). Carril 15: Control positivo.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 3. En el carril 1: marcador de peso molecular 100pb.Carril 11 a 14
bandas de 166 y 278 pb (muestras positivas). Carril 15: control positivo.
Carril 16: Control negativo (sin presencia de ADN).
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11.ANEXOS

11.1 APENDICE

CALDO SOYA TRIPTICASEINA

Poner 30g del medio (DIBICO ®) en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15
minutos. Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante un
minuto para disolverlo por completo. Distribuir en tubos de ensayo. Esterilizar a

121°C (15 Ibs de presion) durante 15 minutos.

GEL DE AGAROSA

Se utilizaron geles de agarosa al 2% (250ml).

Se disuelven 5g de agarosa (BIOSELEC ®) en 250 ml de buffer TAE 1x (Tris-
Acido acético- EDTA). Calentar hasta disolver por completo y que la disolucion se
observe totalmente transparente (libre de grumos). Dejar enfriar unos minutos y
verter 1 gota de Bromuro de etidio (0.05ug/ml). Vaciar el contenido en una base
para geles con 2 peines de 1.0 mm para 25 carriles cada uno. Dejar reposar hasta
gue se solidifique la agarosa. Como colorante de carga para las muestras se
utilizé el colorante agarose gel loading dye, 6x (amresco ®), utilizando 4 pl de
colorante por cada 20 ul de muestra, se mezcla perfectamente y se procede a la

carga en el gel.
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EDTA
186.1 g de EDTA y 20 g de NaOH. Esterilizar para la total disolucion del EDTA.

Ajustar el pH adicionando una solucion de NaOH 1M.

BUFFER TAE (Tris-Acido acético- EDTA) 50x
121 g de Tris base (amresco ®)
28.5 ml de acido acético (J.T Baker ®)

50ml de EDTA (J.T Baker ®) pH=8

Pesar la sal en un vaso, agregar los liquidos (ac. Acético y EDTA) y 250 ml de
H20 destilada. Calentar hasta que la sal se disuelva. Posteriormente verter el

contenido en un matraz aforado y agregarle H20 cbp 500ml.

BUFFER TAE 1x
980 ml de H20 destilada

20 ml de TAE 50x

BROMURO DE ETIDIO (amresco ®)

5.7 mg en 9.12 ml de H20O libre de RNAsas
Se diluye:

100 pl de Bromuro de etidio

900 pl de H20 libre de nucleasas

Se utiliza una gota por cada 50 ml de agarosa ya disuelta.
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