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Abstract

An outbreak of dysenteric diarrhoea in calves of 1 to 20 days of age, with an acute course
characterized by gastroenteric oedema, nervous signs and antibiotic treatment failure was studied. Tests
for parasite, bacteria and rotavirus were carried out. Escherichia coli verotoxin producing strains
(verotoxin or Shigarlike toxin, STX) were positive in 63.7% of the E.coli isolates, corresponding to 86.5%
of the diseased animals. Rotavirus was detected in 24% of the sick calves by PAGE eetrophoresis, and
differences in the RNA migrating patterns were present. In all animals positive to rotavirus, E.coli STX
strains were identified. The percentage of cdculated risk was 100% where E.coli STX infection could
induce rotavirus, meanwhile STX strains infection remained independent from the vira disease. These
results point out that E.coli STX gtrains could be the primary aetiological agent of neonatal toxaemia on
caves, and strongly reinforce the importance of the bovines as reservoirs of these citotoxic bacteria
involved in the human haemolytic uremic syndrome.
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Resumen

Se estudio un brote de diarrea hemorrégica en becerros de 1 a 20 dias de edad, de curso agudo,
con edema gastrointestinal, Signos nerviosos y sin respuesta a tratamiento con antibiéticos. Se redlizaron
estudios parasitolégicos, bacterioldgicos e identificacion de rotavirus. Se determind en las cepas de
Escherichia coli aidadas la capacidad de producir citotoxinas sobre células vero. El 63.7% de las cepas
adadas de E.coli resultaron verocitotoxicas (productoras de toxina vero o de toxina shiga, Stx), estas
cepas se aidaron del 86.5 % de los animaes afectados. En 24% de estos animales se determiné la
presencia de rotavirus mediante electroforesis en PAGE. Se encontraron variaciones en la movilidad
electroforética de las bandas. Todos los casos con identificacion de rotavirus correspondieron con la
presencia de cepas de Escherichia cali productoras de toxina siga (STEC) en € intestino. El porcentgje de
riesgo calculado, de presentar infeccion con rotavirus atribuible a lainfeccion con E.coli STX, fue de 100,
no existio, en cambio, riesgo de presentar cepas STX s se presentaba una infeccion primaria con
rotavirus. Los datos sugieren que las cepas citotdxicas son agentes primarios de infeccion y toxemia
neonatal en bovinos, a la vez, se refuerza @ probable papel de los bovinos como reservorios de cepas
citotoxicas que afectan a humano y determinan € sindrome urémico hemalitico.

Palabras clave DIARREA EN BECERROS, E. COLI VEROCITOTOXICA, SINDROME
UREMICO HEMOLITICO DEL HUMANO, INTERACCION ROTAVIRUS - E. COLI,
ZOONOSIS.

Recibido € 18 de octubre de 1999 y aceptado €l 26 de abril de 2000.

" Facultad de Estudios Superiores Cuauititlan, Universidad Nacional Auténoma de México, Departamento de
Ciencias dela Salud Animal, km 2.5 Carretera Cuautitlan - Teoloyucan, Cuautitlan Izcalli, 54700, Estado de
México, México. 58-72-46-46.

" EscuelaNaciona de Ciencias Bioldgicas, Departamento de Microbiologia, Carpio y Plan de Ayaa, Col. Santo
Tomés, 06400, México, D. F.



I ntroduccion

Tradicionamente las cepas de Escherichia coli productoras de diarrea se han dividido en cinco
grupos. Enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatdégena (EPEC), enteroadherente
(EAEC) y enterohemorrégica (ECEH).*®

En € grupo de las enterohemorragicas, la produccién de verocitotoxinas (STX) con capacidad de
destruir células eucaridticas, representa e principal mecanismo de patogenicidad, estas cepas no producen
toxina termoestable (ST) ni termol&bil (LT) y no son invasivas? Estas bacterias han cobrado gran interés
en los Ultimos afios por |os cuadros que determinan en e humano en paises desarrollados, particularmente
el conocido como sindrome urémico hemolitico (SUH) y su vinculaciéon con € consumo de aimentos
contaminados, especialmente cérnicos de origen bovino.™

En animales infectados natura o experimentalmente, las lesiones producidas por cepas de E.cali
productoras de citotoxinas, ocurren principalmente en ciego y colon distal; con presencia de erosiones y
Ulceras, histol6gicamente los enterocitos se presentan cuboidales y no parece existir predisposicion
particular por agun tipo de c8ula en la mucosa. También se puede observar edema extenso, erosiones,
Ulceras y hemorragias en otros stios del tracto gastrointestinal, sin que se demuestre colonizacion
bacteriana, el aspecto de la diarrea ha sido definido como "disenteriforme”.* >

Los cuadros clinico-patologicos que se presentan en bovinos por estas cepas de E.coli son:
septicémico, enterotdxico y enterotoxémico (enfermedad edematosa bovina). A pesar de que se aidan
frecuentemente cepas ECEH, productoras de STX, en bovinos, son pocas las comunicaciones en las que
se les ha podido asociar con cuadros clinicos entéricos. En un caso se estudié un cuadro de diarrea
disenteriforme con identificacion de cepas EPEC que no produjeron STX; los cuatro animales
involucrados no respondieron a la tergpia de liquidos, €eectralitos, transfusiones de plasma y
antibiéticos,™ mientras que en otros trabgjos en que se estudiaron situaciones de diarrea y enfermedad
entérica en bovinos, en un caso se aidé una cepa de E.coli perteneciente a serotipo O157:H7 y en otro se
aislaron cepas productoras de STX y seidentificaron distintos serotipos.”

La patogenia y patologia de estas cepas citotoxicas de E.coli en & bovino no ha sdo
completamente esclarecida. El problema se ha estudiado fundamental mente considerando al bovino como
un reservorio y fuente de infeccion para € humano, a través de los dimentos contaminados, dado que se
han identificado |os mismos serotipos bacterianos y tipos de STX en ambas especies’®

Los rotavirus pertenecen ala familia Reoviridae, su genoma esta formado por once segmentos de
doble cadena de ARN. Esta particular estructura permite su reconocimiento diagnéstico por eectroforesis
(dlectroferotipo) e incluso su caracterizacion taxondmicay epidemiol dgica.® ™2

Las infecciones por rotavirus en animales domésticos estan restringidas a intestino delgado
(yeyuno-ileon) y determinan trastornos en la absorcién de nutrimentos a producir disminucion del
tamafio y fusion de las vellosidades.™ En los bovinos se han descrito infecciones en las cuaes todos
los diagndsticos correspondieron a un mismo electroferotipo™ o a patrones diferentes™ Se ha
comunicado mayor prevalencia del grupo A en los bovinos en donde pueden causar desde infecciones
asintomaticas hasta cuadros de diarrea con pérdida abundante de liquido y desbalance electrolitico . La
diferente presentacion se atribuye a la variacion en la virulencia de las cepas, edad de los animales,
estado inmunol 6gico, dosis infectante, estrés ambiental, asi como infecciones asociadas. En un estudio
de varias explotaciones, la incidencia de infecciones por rotavirus varié del 7% al 11%, con 26.9 % de
aislamientos positivos, y se determind que en terneros de una semana de edad fue comin encontrar
infecciones asociadas que incluyen |a presencia de cepas de E.coli enterotoxigénicas.’® Por otra parte,
se ha puesto en duda la importancia de los rotavirus como agentes primarios en las afecciones
diarreicas, particularmente por lo que se ha observado en cerdos.*”*® No se han informado casos de
asociacion de infecciones por rotavirus'y por Escherichia coli productoras de STX.



En este trabgjo se demuestra la presencia de cepas de E.coli citotdxicas y de rotavirus asociadas
con un brote de diarrea hemorragica en terneros, se analiza la relacion entre estos agentes como factor de
riesgo y como determinantes de lesiones intestinales en |os bovinos.

Material y métodos

En un hato ubicado en & municipio de Tepotzotlan, Estado de México, México, se presentd un
brote de diarrea en las areas de lactancia. La explotacion es de tipo intensivo, en areas separadas para cada
fase de desarrollo (lactancia, recria, engorda, gestacion y parto), la alimentacidn consistia de concentrados
elaborados en la misma unidad o de origen comerciad, y henificados comprados fuera de la explotacion;
los animal es pertenecian arazas puras (Holstein y Suizo) y a cruzas (Suizo—Cebuino-Holstein). El érea de
lactancia donde se presentd € problema tenia instalaciones separadas ddl resto de la explotacion , muros
de concreto, con tapetes sanitarios y persona exclusivo para élla. En lainspeccion se constaté que contaba
con un buen manegjo higiénico genera.

Se examinaron 96 muestras de heces, 84 correspondieron a becerros de uno a 20 dias de edad del
area de lactancia, que presentaban, o habian presentado, diarrea hemorragica; 12 se colectaron a azar de
animaes adultos, clinicamente sanos, pertenecientes a area de recriay desarrollo |, de entre 1y 1.5 afios
de edad, durante un periodo de 11 meses.

Las muestras de heces fueron recolectadas con hisopos estériles en frascos de vidrio en
condiciones de asepsia, directamente del ano de los animaes, posteriormente fueron amacenadas en
refrigeracion hasta su estudio.

Los datos de los principaes hallazgos a la necropsia se obtuvieron en agunos casos en forma
directay en otros fueron proporcionados por € médico veterinario encargado del area.

Histopatologia

Durante la necropsia se tomaron muestras para realizar estudios histolégicos de los 6rganos que
presentaron lesiones macroscopicas, y en todos los casos de intestino delgado (yeyuno-ileon) y abomaso.
Las muestras se fijaron en formol amortiguado a 10%, para su posterior inclusién en parafina. Se
redizaron cortes de 5 mde espesor, que se tifieron con la técnica de hematoxilinay eosinay se montaron
con resina, seglin técnicas de ruting, para su observacion a microscopio.

Examen coproparasitoscopico
Para su evauacion microscopica en examen directo las muestras fueron procesadas mediante la
técnica de flotacion, en busca de parésitos o sus formas de desarrollo y reproduccion.®

Aidamientos bacteriol 6gicos

Las muestras de heces se sembraron, sin ningun tratamiento previo, sobre placas con agar eosina
azul de metileno, agar Mac Conkey, agar Campy Bac, agar verde brillante y agar Salmonella-Shigella,”
|las cuales fueron incubadas a 37°C durante 24-48 horas. Asimismo, se inoculé un tubo con caldo selenito’
que seincubd 18 h y se resembr6 sobre agar Mac Conkey. Al findizar € periodo de incubacion, las cgjas
se revisaron y se evalud € crecimiento bacteriano. Para la identificacion bacteriolégica se utilizaron
pruebas bioguimicas interpretadas en forma rutinaria® %

Cepas dereferencia

Se utilizaron las siguientes cepas de referenciac E.coli 933 (O157:H7) productora de “Shiga like
toxin1” (SLTI) y SLTII ; E.coli 933J productorade SLTI; E.coli 933W productorade SLTII y E.coli K12
C600, cepa avirulenta empleada como testigo negativo. Para evduar € efecto toxigénico se utilizaron
céulas vero (células de rifion de mono verde africano) en su pase 146.

Para establecer |os patrones electroforéticos del rotavirus se utiliz una cepa de rotavirus de ssimio
(SA11) como referencia.

" Bioxon



Las cepas de E.cali, células y d virus fueron donadas por los laboratorios de Virologia 'y de
Microbiologia Veterinaria de la Escuda Nacionad de Ciencias Bioldgicas, del Ingtituto Politécnico
Nacional (ENCB-IPN).

Obtencion delatoxina

Parala obtencion de la verotoxina, se coloco una colonia de cada una de las cepas problemaen 5
ml de caldo soya tripticaseina estéril (CST), se incubd durante 24 h a 37°C. El cultivo obtenido se
centrifugd a 17 000 g durante 30 min en una centrifuga refrigerada,” se separé & sobrenadante y se filtré
con 0.45 m”™ El filtrado que se obtuvo se utilizé para los ensayos subsiguientes de citotoxicidad sobre
céulasvero®®

I dentificacion de la toxina semejante a Shiga

Los cultivos con 100% de confluencia de cdulas de rifidbn de mono verde africano (Vero), pase
146, mantenidas en medio minimo esenciad (MEM) en botellas de 50 cm?, se trataron con tripsina a
0.05% y se resuspendieron en MEM con suero fetal bovino al 10%, gjustando a una concentracién celular
de 10° células por ml. De esta suspension se colocaron 100 m en cada pozo de una microplaca de 96
pozos, las placas se incubaron a 37°C en amdésfera himeda con 5% de CO, hasta tener 70% de
confluencia ddl cultivo celular. Posteriormente se agregaron 100 mi dd filtrado obtenido de las cepas
problema. Las placas se incubaron durante 72 h y se redlizaron observaciones diarias de la posible
aparicion del efecto citopético que caracteriza alas toxinas SLT. 2 %%
| dentificacion derotavirus

Para el corrimiento electroforético se utilizd un gel espaciador de poliacrilamidaa 5 % y un gel
concentrador al 3%. Las condiciones de corrimiento fueron de 20mA/200V hasta la entrada de las
muestras a gel espaciador, después se aumentd a 40 mA hasta la salida del colorante. El gel se revel6
mediante tincion con solucion de nitrato de plata'y posteriormente se secd empleando un secador de geles
marca LKB." El gel se fotografié con pelicula Kodalith de alto contraste a trasiluminacion.

Pruebas seroldgicas

A los animaes en estudio se les readlizaron pruebas de seroneutrdizacion para determinar la
presencia y cantidad de anticuerpos contra € virus de la diarrea vird bovina (DVB) y € de la
rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR). Estos estudios fueron realizados en @ Centro de Diagndstico en
Saud Animal (CENASA).

Analisis estadistico
El calculo de las medidas de riesgo atribuibley relativo fue redlizado de acuerdo con Morton.?

Resultados
Signosy lesiones en los bovinos

El signo clinico que se observé en forma dominante en los becerros de 1 a 20 dias de edad fue la
diarrea hemorragica. En 60% de los casos las heces presentaron sangre completa y los animales una
deshidratacion severa. En 70% de los casos se observaron signos nerviosos con pataleo, torticolis y
muerte rdpida. El cuadro clinico con diferente presentacion resultd inusuamente severo, con una
morbilidad de 80% y una mortaidad que alcanzd 60%. Los animaes no respondieron a la administracion
de antibidticos por viaora y endovenosa, ni alaterapia de restitucion de liquidos por via endovenosa ala
que fueron sometidos.

Las lesiones en los 15 casos en que fue posible redizar la necropsia consistieron en enteritis
hemorragica en ileon y ciego y Ulceras en abomaso, intestino delgado (yeyuno-ileon) e intestino grueso.

" Sorvall.
~ Millipore.
" Sigma.



Diez animales presentaron distension de las asas intestinales con acumulacion de liquido y sangre
en cantidad escasa. En 14 animales se observo edema subcuténeo y géstrico.

Histopatologia

Las principales lesiones histoldgicas encontradas en los 15 bovinos fueron: enteritis no
supurativa, destruccién marcada de enterocitos con acortamiento y necrosis de las vellosidades. En cinco
casos se presentd fusidén con infiltrado de mononucleares en la submucosa; algunas céulas de la
submucosa presentaron pigmento ocre. En 13 animales se observaron Ulceras en abomaso e ileon, con
infiltrado polimorfonuclear y fibrinaen la superficie.

En 12 casos la pulpa blanca del bazo presentaba una menor cantidad de células linfoides,
comparada con € aspecto que presenta en animales sanos.

En @ rifion, encéfalo, higado y pulmdn, no se encontraron cambios histopatol 6gicos relevantes,
s0lo se observaron lesiones leves, focales, de tipo supurativo, con infiltrado discreto de neutréfilos en
pulmaon.

Examenes parasitoscopicos
En los exdmenes coproparasitoscopicos redizados no se observaron estructuras parasitarias; en
los cortes histol 6gicos tampoco existid evidencia de coccidiosis u otra parasitosis.

Aidamientos bacteriol 6gicos

Los intentos de aidamientos bacterioldgicos fueron negativos para bacterias enteropatdgenas
como Salmonella, Shigella o Campylobacter. En las muestras de heces de los 84 becerros y 1os 12 adultos
se desarrollaron colonias sugestivas de E.coli sobre EMB.

Evaluacion de verocitotoxinas
Por el procedimiento anterior, se seleccionaron 480 cepas de E.coli a partir de los cultivos, 420 de
lactantes y 60 de animales adultos.

De los 420 primoaid amientos seleccionados de |os becerros, 268 cepas resultaron verocitotdxicas
(63.8%), mientras que de las 60 cepas seleccionadas de los primoaidamientos de animaes adultos,
ninguna resultod verocitotoxica.

El efecto citotdxico presentado por los sobrenadantes de las 268 cepas, sobre los cultivos de
céulas vero fue cuditativamente de la misma intensidad, destruccién total del monoestrato celular y
rapidez, que € de la cepa 933 (productora de SLTI y I1) empleada como testigo positivo. Este efecto se
present6 desde las 24 h de incubacion y alas 48 h la destruccion del cultivo celular fue total. En agunos
ensayos se pudo apreciar un efecto citoténico (redondeamiento sin lisis) sobre las cdlulas alas 24 h de
observacion, posteriormente se lisaban (efecto citotdxico).

Para evaluar d nimero de animales positivos, se consider6é como positivo € que d menos en una
de las cepas probadas del aidamiento se demostrara la presencia de citotoxina en € ensayo cudlitativo.
Los resultados de este andlisi's mostraron que de las 84 becerras andizadas, 71 fueron positivos (84.5%).

En & Cuadro 1 se presentan los resultados de la cuantificacion de la toxina para las cepas 933,
933W, 933Jy la cepa 375RPS, una de las cepas aidada de los terneros. Los resultados son promedio de
dos determinaciones separadas y se expresan como dosis citotoxicas a 50% en cultivo ceular
(DC50%/ml), definidas como € inverso de la dilucidon que alin presenta efecto citopdtico al menos en
50% dd monoestrato celular bajo las condiciones de la prueba. Los resultados obtenidos en cuanto a la
produccion de toxina para la cepa aidaday probada fue casi 1a mitad de la produccién que para las cepas
testigo.



| dentificacion derotavirus

En 27 de las 84 muestras de heces de los animaes en lactancia (32 %), se identifico un patrén
electroforético de ARN correspondiente a rotavirus (electroferotipo); en la Figura 1 se muestran algunos
de los eectroferotipos encontrados, que correspondieron con € del virus SA11 usado como patron de
referencia, con algunas variaciones menores en las bandas de ARN; estas variaciones de corrimiento no
fueron constantes en los casos de los andlisis redlizados en diferentes tiempos dentro de la explotacion.
Las 12 muestras de adultos resultaron negativas ala prueba.

El andlisis de la distribucién de casos positivos con respecto a tiempo se observa en la Figura 2.
Se puede apreciar que los casos positivos a rotavirus fueron disminuyendo con e tiempo, con €
consiguiente aumento de los negativos. Se indica e mes cinco, en € que se empez0 a utilizar una vacuna
con virus inactivado,” aplicada por viaintramuscular alas hembras gestantes, 15 a 20 dias antes del parto.

La relacion entre infeccion por rotavirus y aidamiento de cepas citotoxicas en los becerros se
observa en la Figura 3, se aprecia que € mayor porcentgje de relacion lo tienen los casos negativos a
rotavirus'y positivos a E.coli citotoxicas.

El calculo de las medidas de riesgo para los eventos de que los animales tengan cepas de E.
coli citotoxicas STEC (EC) o rotavirus fueron de: Riesgo relativo = rotavirus 0.0; EC = 0.387; riesgo
atribuible = rotavirus 0.24; ECVT 0.380. Lo anterior indica que en este cuadro no existio relacion
(factor de riesgo) entre la infeccion por rotavirus y la infeccion con cepas citotdxicas. Por otra parte,
Nno se encontraron casos en donde solo se presentara rotavirus sin cepas citotoxicas al mismo tiempo.

Discusion

El curso de la enfermedad con un corto periodo de incubacién, que principalmente afectaba a los
becerros en los primeros cinco dias de edad, con disenteria y signos nerviosos, sugeria en principio un
agente no bacteriano y hacia presumir la posibilidad de un agente viral 0 una condicién enterotdxica como
etiologia del problema. A la necropsia, las lesiones se ubicaron cas exclusivamente en e agparato
digestivo, las observaciones histoldgicas resultaron compatibles con un cuadro de etiologia viral, con
enteritis no supurativay destruccién de vellosidades sin un proceso inflamatorio severo.

Por otra parte, las marcadas dteraciones vasculares en € tracto digestivo, que determinaban la
disenteria, con gagtritis y enteritis necrético-hemorrégica ulcerativa, sugerian un cuadro tdxico o
enterotoxémico, que resultaba semgante al descrito en la bibliografia para las infecciones por E.coli
citotxicas."® 2 Los resultados de | os estudios bacteriol 6gicos eiminaron la posibilidad de otros patdgenos
bacterianos que pudieran haber dado un cuadro semejante, aunque la edad de los becerros afectados y las
caracteristicas del mismo no correspondieran completamente con lo observado, como pudiera haber sido
e caso de Salmondla.’® ** Estos resultados se consideran confiables, dado que en ninguna de las 84
muestras trabgjadas se obtuvo desarrollo de este tipo de bacterias. El hecho de que los animaes habian
sido tratados con antibiéticos por via parentera pudo haber interferido con € adamiento de los
patégenos, sin embargo, en todos los casos ocurrid e crecimiento de bacterias consideradas de la
microbiota normd y de E.cali, lo que reduce esta posibilidad.

Los resultados negativos obtenidos en las pruebas seroldgicas en busca de anticuerpos contra los
virusde DVB eIBR, permitieron eliminar estas posibles etiologias.

La posibilidad de que € cuadro estuviera relacionado con cepas de ECEH verotoxigénicas se
presumié en funcién del cuadro clinico patolgico caracterizado por la disenteria con signos nerviosos, la
presencia de gastroenteritis necrético-hemorragica severay € edema del tracto digestivo, elementos que
en bovinos y humanos han sido atribuidos a efecto de las citotoxinas de las cepas de ECEH.* " #1125 %30
% Ademés se tomd en cuenta que los bovinos son considerados e principa reservorio y fuente de

" Rotavirus vacune Norden Lab.



infeccion, por estas cepas ECEH 0157, para € hombre, a través de alimentos contaminados -carnicos y
|&cteos-, que provocan colitis hemorrégicay € sindrome urémico hemolitico.* > 8 %16

Al redizar la evaluacion de la presencia de citotoxinas mediante cultivo celular y comparar €
efecto en los testigos empleados, se pudo apreciar un efecto de la misma intensidad y severidad en la cepa
aidada de los bovinos, respecto de los testigos positivos. Si se toma en cuenta que las cepas empleadas
como testigo pertenecen a grupo considerado como atas productoras de citotoxinas, se puede asumir que
las cepas aidadas en este caso pertenecen d mismo grupo. Se han natificado titulos de produccion de
citotoxina de entre 160 y 156 250 unidades citotoxicas por ml en cultivos celulares (uccc), para los
aidamientos de E. coli de origen bovino, mientras que en e caso de los cerdos, éstos han sido del orden de
10 a 160 uccc.® Lo anterior coincide con los titulos demostrados en este trabgjo, en que se obtuvieron
cerca de 10° ucce parala cepa aisada, en la que se cuantific la produccion de citotoxina

Durante e desarrollo de la prueba de efecto citotoxico sobre células Vero, se observo en algunos
cultivos un efecto citotonico, como e descrito para la enterotoxina LT, con adgunas células con
malformaciones; dicho efecto pudiera deberse a factor citotxico de necrosis (CNF) descrito en cepas de
E.coli,®*® o efectivamente alapresenciade L T.

Si comparamos |o descrito por otros autores en otros paises,” & 1 1% 3 |a frecuencia de cepas
positivas a la produccién de citotoxina encontrada en este trabgjo fue dta (63.8%); sin embargo, S s
considera € tipo de explotacion evaluada en la que € confinamiento era de densidad dlta, parece ser que
esto dltimo fue la condicién que presumiblemente facilitd la transmisién del agente. Por otro lado, €
programa de pariciones en esta explotacion determinaba el ingreso permanente de becerros a érea de
lactancia, por lo que siempre existian animales en ellay no era posible € vaciado y la higiene completa de
las instalaciones contaminadas. La imposibilidad de practicar € “vacio sanitario” aunado a la presencia
permanente de animaes susceptibles, probablemente también ayudo6 a la persistencia y transmision del
agente.

S se considera € nimero de casos positivos determinados, como aguellos en los que d menos
una de las cepas aidada, identificada y seleccionada produjo toxinag, € nimero de animales infectados fue
muy alto (86.5%); ademés, no todos €elos desarrollaron cuadro clinico y ya ha sido comunicada la
posibilidad de aidar cepas de ECEH de animales aparentemente sanos.” ** * * Sin embargo, s la
identificacion de cepas de E. coli STX en dta proporcion y con un nimero elevado de animales
infectados, se asocia con los signos clinicos predominantes en los animales afectados y se correlaciona
con lamorhilidad apreciada en la explotacion, se puede deducir su efecto en @ cuadro de disenteria grave
y explica la fdta de respuesta a tratamiento con antibiéticos una vez establecido € cuadro
enterotoxémico.®

La relacion entre la presentacion de rotavirus y las cepas citotoxicas aidadas de los terneros fue
predominantemente (62%) de casos con cepas VT+, Sn evidencias de rotavirus, en contraste con la
frecuencia en que se encontraron ambas etiologias (24%). Los cdculos del riesgo atribuible (RA), de
riesgo relativo (RR) y del indice de riesgo entre ambos factores indican que € porcentgje de riesgo de
presentacion de una infeccion por rotavirus, atribuible a la presencia de cepas citotoxicas es de 100 y en
contraste no existe riesgo de E. coli STX en unainfeccion por rotavirus. Estos datos indican la posibilidad
de que a menos la infeccidn por cepas STX positivas no requiera de una infeccion previa por rotavirus,
situacion que contrasta con la propuesta de otros autores que consideran a la infeccion virad como evento
previo a la infeccion bacteriana® ** ** ¥ y parece apoyar la posicion de quienes consideran que €
incremento en la eliminacion de rotavirus podria ser secundario a otras ateraciones fisiopatol égicas en €
intestino, tal como se ha propuesto para los cerdos.”’ El factor de riesgo calculado para la infeccion por
rotavirus fue peguefio, mientras que resulté mayor € de una infeccion por cepas productoras de STX,
afirmando la posibilidad de que ésta si puede predisponer a la infeccion vird, o d menos a una mayor
multiplicacion del agente.

En un modelo de infeccion experimental con cepas ECEH en conejos, se ha observado un posible
efecto citotéxico sobre los linfocitos de la mucosa intestina,® que podria determinar algin efecto



inmunosupresor local o sistémico y una mayor susceptibilidad a la infeccién y multiplicacion de agentes
viraes que circulan en la explotacion.

Los resultados de este trabgjo indican que las cepas de E. coli STX son agentes primarios de
cuadros enterotoxemicos en becerros y refuerzan € papel de los bovinos como reservorios de cepas
citotdxicas que pueden afectar a humano.® %
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FIGURA 1. Electroforesis en geles de poliacrilamida de algunas de las muestras de heces de bovino analizadas.
Se utilizaron geles de poliacrilamida a 3% como concentrador y al 5% como espaciador, € revelado se realizé
con nitrato de platay se fotografié con pelicula Kodalit de alto contraste a transiluminacion.
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Figura 2. Frecuencia mensual de Rotavirus en la sala de
lactancia
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Figura 3 .- Relacién de la presentacion de los Rotavirus con las cepas de Escherichia coli productoras de
Verotoxina (VT).

Cuadro 1.
Citotoxinas producidas por las cepas de Escherichia coli empleadas en el estudio
Cepa Toxina Producida** Titulo (DC50%/ml)
933 VT 1ly VT2 50x 10°
933w VT2 8.5x 10*
933J VT1 7.0x 10°
375RPS* VT1ly/oVT2 1.8 x 10°

DC50% .- Dosis citotdxicas en 50% del cultivo de cdlulas Vero. El titulo se expresacomo € inverso dela
maxima dilucion que causo a menos € 50 % de células lisadas

* Cepaaidladaen el presente estudio.

** Toxina Shiga 6 Verotoxinal o2 (VT)
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