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1. INTRODUCCION

La ganaderia bovina a nivel mundial tiene un papel indispensable en la produccion
de alimentos de origen animal; existe un consumo per capita de carne de bovino en
América Latina y el Caribe de 18 a 19 kg/persona/afio y en México se consume 8.8
kg (OECD-FAO, 2019).

A nivel nacional en México existen sistemas de produccion de bovinos en funcién de
la localizacion geografica, siendo el sistema doble propésito el mas popular y
empleado en la parte sureste del pais. Chiapas y sus distintas regiones
socioecondmicas con potencial ganadero como la region norte, istmo-costa, frailesca
y regién centro, explotan los sistemas de produccion en los que se realiza las
actividades bajo un manejo extensivo o bien semi estabulado, obteniendo produccion
de leche y produccién de becerros, que aporta un ingreso importante en la economia
de las familias (Orantes et al., 2014).

En lo que respecta a la produccion de becerros estos pueden ser afectados en los
primeros dias de vida debido a la inmadurez del sistema inmune, aunado a un
deficiente manejo postparto y la presencia de agentes etiolégicos que causan el
sindrome de diarrea neonatal bovina entre los que destacan rotavirus y coronavirus,
protozooarios como coccidias spp y bacterianos como salmonella spp, clostridium
perfringens tipo C y E. coli. Cualquiera que sea la etiologia de la diarrea existe un
desarrollo de coliformes como E. coli en el intestino delgado de los terneros
afectados, (Spetter et al., 2015). Olguin y Bernal (2007) mencionan que E. coli
enterotoxigénico puede llegar alcanzar un 22 % de incidencia en los casos de
diarreas en becerros jovenes.

La importancia de la caracterizacion patogena de E. coli radica en la diferenciacion
de la microbiota tanto en animales como en humanos; existen cepas de importancia
en salud animal conocidas como E. coli diarreogénicas que sintetizan distintos
factores de virulencia (Rodriguez-Angeles, 2002).

Pourtaghi et al. (2015) mencionan a la E. coli enterotoxigénica y el factor de
adhesion, asi como la produccién de enterotoxinas It y st, como la principal fuente de
enfermedad en el becerro. Otra problematica de suma importancia es el patotipo de
E. coli secretora de toxina shiga, que puede causar colitis hemorragica, sindrome
urémico hemolitico (SUH) en infantes y parpura trombocitopénica (Strockbine et al.;
1986). Este tipo de bacterias, poseen genes de toxinas Shiga (stx1, stx2 y variantes)
y constituyen los principales factores de virulencia responsables de la patogenicidad
de la cepa, junto con otros 2 factores de virulencia que aumentan su patogenicidad,



el gen cromosomal (eaeA), responsable de la adherencia intima y por el gen ehxA
(Méndez et al., 2013).

Por ser la region muestreada una zona de importancia para el sector ganadero y
enfocado a la produccién de forma semi estabulada, en la que se presenta el
hacinamiento y estrés del becerro, considerados como consecuencias en la
presentacion de una mayor probabilidad de la expresién de los factores de virulencia
de E. coli de importancia en salud animal y salud publica.

1.1 Objetivos

Objetivo general

Identificar grupos patogénicos de E. coli aislados en heces de becerros bajo
sistemas de manejo doble propdsito en la region Frailesca, Chiapas.

Objetivos especificos

a) Aislar e identificar patotipos de E. coli en heces de becerros de la region
Frailesca, Chiapas.

b) Determinar la susceptibilidad antimicrobiana en las cepas de E. coli halladas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia del sector ganadero de doble propdsito en México

El sistema de produccién bovina de Doble Propoésito (DP) se considera como una de
las principales actividades productivas del sector agropecuario en México para la
produccion de leche y carne desarrollandose principalmente bajo el sistema de
manejo de pastoreo extensivo, con una ordefia manual y para el estimulo del
descenso de la leche se usa al becerro. La reproduccion es a través de cruzas entre
las razas Bos indicus x Bos taurus (F1) (Cebu x suizo; Cebu x Holandés y Cebu x
Simmental, entre otras mas). Considerado un sistema rentable y tradicional que
aporta al mercado 25 % de la leche y la produccion de carne se basa en la venta del
becerro al destete (Orantes et al., 2010)

Una ventaja del sistema doble propoésito es la adaptabilidad que se aprecia en las
regiones tropicales, entre ellas encontramos la resistencia a enfermedades
bacterianas, viricas y parasitarias, en la produccién de leche y carne que se logra del
cruzamiento de bovinos con el objetivo de mejores indices de desarrollo reflejados en
las crias, mejor eficiencia productiva y reproductiva, asi como mayor adaptabilidad al
entorno (Martinez et al., 2012, Roman-Ponce et al., 2013).

En Chiapas, la ganaderia bovina doble propésito se considera la base del sector
primario y es una actividad importante en la economia del estado. Esta actividad
concentra 90 % del valor total de la produccion pecuaria, siendo el sistema de DP el
mas representativo al ocupar 2.9 millones de hectareas equivalente al 33 % del
territorio estatal (Orantes et al., 2010).

La importancia del presente estudio se asocia a que Chiapas cuenta con el cuarto
mayor inventario bovino en México con mas de 2, 544,219 semovientes y aporta
5.4% (197,669 t) de la produccion nacional de carne de bovino, por lo que es
considerada una actividad esencial en la economia y la produccion de alimentos de
origen animal para nuestro pais (SIAP, 2018).

A nivel regional Chiapas es uno de los estados de la republica Mexicana en donde la
ganaderia bovina se considera la base del sector primario considerado como una
actividad importante en la economia del estado; esta actividad concentra 90 % del
valor total de la produccion pecuaria, siendo el sistema de doble propésito (DP) el
mas representativo al ocupar 2.9 millones de hectareas equivalente al 33 % del
territorio estatal, distribuida en sus distintas regiones socioecondémicas (Orantes et
al., 2014).



Una de las zonas de mayor importancia por la aportacioén a la produccién pecuaria
del estado es la zona Frailesca del estado de Chiapas, ocupando la segunda region
de mayor extension territorial en el estado. La zona frailesca aporta el 13.1% de los
becerros del inventario estatal y que posteriormente son exportados principalmente
para las industrias de engorda del norte y centro del pais (PGN, 2018).

2.2 sindrome de diarrea neonatal en los bovinos

La Diarrea en el becerro recién nacido es una enfermedad de suma importancia en el
sector pecuario que afecta a la produccion de carne de bovino y es considerada
como uno de los grandes retos de las empresas ganaderas y lecheras a nivel
mundial presentando una incidencia alta de morbilidad y mortalidad principalmente
en los lugares donde se aplican sistemas de confinamiento y stress (Lorenz et al.,
2011).

Spetter et al. (2015), nos describe datos de este sindrome en donde menciona que
puede afectar a becerros recién nacidos y hasta los 45 dias de vida considerandose
una patologia multifactorial en donde intervienen distintos agentes tales como virus
entre los que destacan rotavirus y coronavirus, protozooarios como coccidias spp y
bacterianos como salmonella spp, clostridium perfringens tipo C y E. coli, Cualquiera
gue sea la causa de la diarrea, esta demostrado que existe un crecimiento acelerado
de coliformes, y fundamentalmente de E. coli, en el intestino delgado de los becerros
afectados.

E. coli es considerada por muchos autores como la principal causante de la
enfermedad conocida como colibacilosis que representa fallas en la transferencia
pasiva de anticuerpos calostrales en las primeras dos semanas de vida aunado a las
condiciones ambientales y nutricionales lo que conlleva a una inmunidad deficiente
(Smith, 2012).

De acuerdo con Kaper et al. (2004) y Nguyen et al. (2010), Escherichia coli es uno de
los agentes infecciosos asociados a la diarrea neonatal y la identificacion de los
distintos genes de patogenicidad ha permitido detectar la presencia de distintos
patotipos de E. coli en los hatos ganaderos.

Umpierrez (2016), menciona la importancia de trabajos previos realizados en
Uruguay, lo que han permitido detectar la presencia de E. coli en casos de problemas
diarreicos en becerros neonatos y han sido util para tomar medidas eficientes
identificando cuales patotipos se encuentran circulando dentro de la ganaderia de un
pais, y ademas, caracterizarlos de tal forma de conocer cuales son sus propiedades
moleculares, diversidad y citotoxicidad.



De acuerdo con Olguin y Bernal (2007), los mecanismos de defensa en el bovino
recién nacido no estdn completamente desarrollados, aunado a la condicion de
inmunosupresién promovida por niveles elevados de esteroides involucrados en el
proceso del parto, el recién nacido es altamente susceptible a un amplio nimero de
patégenos, provocando morbilidad y mortalidad elevadas debido a la diarrea aguda
causada por los enteropatégenos, independientemente de la causa de la diarrea. El
problema consiste en que el becerro no es capaz de absorber fluidos del intestino o
reabsorber las secreciones del mismo, resultando en voluminosas cantidades de
heces acuosas, lo que puede conducir a la muerte del animal por la pérdida de
liquidos y desbalance electrolitico (Caffarena et al., 2016).

H Rota y coronavirus 35%
M Cryptosporidia 24 %

E. Coli 22%
B Otros 19%

llustracion 1. Principales agentes etiologicos del sindrome de diarrea neonatal
bovino. Adaptado por Olguin y Bernal, 2007.

Coura et al. (2014) define a la diarrea en el becerro y la describe como una de las
enfermedades mas comunes de terneros de hasta 30 dias de edad y es un
importante causa de pérdidas econdmicas; Su etiologia es compleja e implica la
interaccion de diversas enfermedades infecciosas, nutricionales, inmunoldgicas y
ambientales. Los principales signos clinicos son diarrea, deshidratacion progresiva,
acidosis metabolica, desequilibrio y equilibrio de electrolitos nivel de energia negativo
con o sin hipoglucemia, que tratados, conducen a la muerte del animal, destacando a
E. coli como un importante enteropatdgeno involucrado en el sindrome diarreico
(Caffarena et al., 2017).



2.3 Laimportancia de E. coli en lasalud humanay animal

E. coli es una de las bacterias que mas ha sido estudiada a nivel mundial, el
bacteriélogo aleman Theodore von Escherich, la describe por primera vez y trata de
asociarla con enfermedades diarreicas en infantes; sin embargo al encontrarla
presente en individuos sanos no le fue posible confirmar su hipotesis; afios mas tarde
con la participacion de cientificos e investigaciones respecto al tema de diarrea
infecciosa y sistémica, asi como con la ayuda de las técnicas de tipificacion moderna
y confiables se confirmd que ciertas serovariedades de E. coli presentaban
asociacion con diarrea en nifios (Margall, 1997).

La E. coli es un bacilo gramnegativo anaerobio facultativo y pertenece a la familia
Enterobactereaceae. Este microorganismo es considerado como parte de la flora
normal tanto de animales como de humanos; sin embargo, existen cepas patégenas
de importancia en salud animal y salud publica (Morales et al., 2017).

E. coli produce infecciones de importancia para la salud humana y animal en todo el
mundo, siendo una de las causas mas frecuentes de enfermedad en los terneros, la
colonizacion e infeccién por esta bacteria ocasiona alteraciones en las funciones del
intestino y ademas, aumenta el riesgo de bacteriemia y septicemia, esta bacteria
presenta la mayor diversidad de mecanismos de resistencia antimicrobiana dentro de
la familia Enterobacteriaceae, también por su capacidad para transferir genes de
resistencia hacia otras cepas o especies bacterianas (Spetter et al., 2015).

2.4 Principales patotipos de E. coli causantes de diarrea

La importancia de la caracterizacion patdgena de E. coli radica en la existencia de
cepas patdgenas de importancia en salud animal conocidas como E. coli causantes
de diarrea o diarreogénicas con sus respectivos factores de virulencia (Rodriguez,
2002).

Coura et al. (2014) mencionaron que se han identificado cinco patotipos de E. coli
relacionados a diarrea en terneros en las que se encuentran a E. coli
enterotoxigénica(ETEC), E. coli enteropatdgena(EPEC), E. coli
enterohemorragica(EHEC), E. coli productora de toxina Shiga (STEC) y E. coli
necrotoxygenic (NTEC), los patotipos diarrogenicos para humanos, como E. coli
enteroinvasiva(EIEC), E. coli adherencia difusa(DAEC) y E. coli
enteroagregativa(EAEC) aun no ha sido confirmado como causante de diarrea en
terneros, sin embargo pueden ser reservorios asintomaticos y causante de zoonosis
a través del consumo de carne de bovino o a través de heces contaminadas, lo que
justifica la importancia del estudio de todos los patotipos de E. coli.



Tabla 1. Principales caracteristicas de los patotipos de Escherichia coli
causantes de diarrea en becerros. Adaptado por Coura et al, 2014.

Patotipo Factores de virulencia Serogrupos
Adhesina Toxina

ETECa F5, F41, F17 e It- sta 08, 09, 020,
CS31A 0101

EPECD Intimina, Lpf, - 026, 0111,
lha, Efal, ToxB 0119, 0114

STECC® Saa, ToxB, Lpf, Stx1, Stx2 08, 020
lha

EHECA Intimina, Efa 1, Stx1, Stx2, 05, 026,
ToxB, Lpf, F9,  EhxA 0111, 0118,
lha 0145

NTECe P, S,F17, Afa CNF1, CNF2 01, 03, 015,

088, 0123

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), b E. coli enteropatogénica (EPEC), € E. coli

productora de toxina Shiga (STEC), d E. coli enterohemorragica (EHEC) € E. coli
necrotoxigénica (NTEC).

2.4.1 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Este patotipo se adhiere a la mucosa del intestino delgado, no la invade pero
elabora toxinas (LT y ST) que producen un problema diarreico. No hay cambios
histologicos en las células de la mucosa y muy poca inflamacion. La prevalencia de
ETEC en terneros con diarreas varia mucho geograficamente, entre los hatos y en
funcién de la edad de los animales. La prevalencia puede ser tan alta como 50-60%
en los terneros diarreicos de 3 dias de edad y soélo el 5-10% en terneros diarreicos de
8 dias de edad (Gaggianesi et al., 2016).

La prevalencia de E. coli enterotoxigénica (ETEC) varia en muchos paises de un 5 a
8% en terneros diarreicos de 3 dias de edad, por lo tanto la colibacilosis es una
causa importante de diarrea en terneros de menos de 3 dias de edad y no esta
asociado con brotes de diarrea en terneros de mas de 3 dias, la infeccién por ETEC
en terneros mayores de 2-3 dias en la mayoria de los casos se asocia con una
infeccidn con virus (Radostits et al., 2006).



Pourtaghi et al. (2015), Mencionan que las cepas de ETEC que afectan a los
becerros tienen el antigeno fimbrial F5 (K99), que les permite colonizar y proliferar en
las partes distales del intestino delgado, comenzando con la colonizacion en el ileon,
una vez establecidas en la mucosa intestinal comienzan a secretar la toxina
termoestable ST que es la causante de la secrecion de liquido desde la circulacién
sistémica al lumen intestinal resultando en grados variables de diarrea, shock y
muerte.

2.4.2 E. Coli enteropatogénica (EPEC)

Esta cepa causa diarrea en humanos, conejos, perros y caballos, al igual que la
enterotoxigénica, pero la etiologia y los mecanismos moleculares de colonizacion son
diferentes. Carece de fimbrias y no produce las toxinas ST y LT, pero utilizan la
proteina, una adhesina, para adherirse a las células intestinales. (Gaggianesi et al.,
2016).

2.4.3 E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Este patotipo es inmovil, no fermenta la lactosa. Invade el epitelio intestinal causando
dafio a través de diarrea sanguinolenta en nifios y adultos. Libera el calcio en
grandes proporciones afectando la solidificacion Osea, produciendo artritis y en
algunos casos arterioesclerosis (Gaggianesi et al., 2016).

2.4.4 E. coli shigatoxigenica (STEC)

Otra problematica de suma importancia de acuerdo a Méndez et al. 2013, es el
patotipo de E. coli productora de toxina shiga, en el humano pueden causar colitis
hemorragica, sindrome urémico hemolitco (SUH) en infantes y puarpura
trombocitopénica, codificadas por genes de toxinas Shiga (stx1l, stx2 y variantes),
constituyen los principales factores de virulencia responsables de la patogenicidad de
la cepa junto con otros 2 factores que aumentan su potencialidad, el gen cromosomal
(eae), responsable de la adherencia intima y por el gen ehxA.

Estas toxinas fueron denominadas como Verotoxinas (VT) por su efecto citotoxico
sobre células Vero (Knowalchuk et al., 1977). Ailos después, se observo que también
tenian efecto sobre células Hela, el que podia ser neutralizado por anticuerpos contra
la toxina de Shigella dysenteriae tipo 1 y se las denomind toxinas Shiga (Stx)
(O’Brien et al., 1982)



2.4.4.1 E. coli enterohemorragico (EHEC)

Existe un subgrupo denominado E. coli enterohemorragico (EHEC) que incluye a
todas las cepas que causan enfermedad en el hombre, de las cuales el serotipo
0157:H7 fue identificado como uno de los causantes del sindrome hemolitico
urémico (SUH) en nifios. Debido a su importancia, es comun clasificarlos en dos
categorias: 0157 y no-0157 (Gyles, 2010).

Este grupo es de suma importancia para la Salud Publica a nivel mundial, son
considerados patégenos emergentes que se transmiten por alimentos y se asocian a
brotes y casos de diarrea, el principal agente etiolégico del SUH es el serotipo
0157:H7 sin embargo, existen otros serotipos de STEC, tales como 026, 0103,
0111, 0145, 045, y 0121, entre otros, asociados también a enfermedad severa.
(Del Castillo, 2015).

2.4.5 E. coli septicémica

Cepas del serogrupo 078 son invasivas y la causa de septicemia en los terneros,
lechones y corderos. Sus potentes endotoxinas causan shock endotdxico con una
alta tasa de letalidad (Gaggianesi et al., 2016).

2.4.6 E. coli enteroagregativa (EAggEC)

Son llamadas enteroagregativas y halladas solo en humanos, porque tienen fimbrias
con las que aglutinan células en los cultivos de tejidos. Se unen a la mucosa
intestinal causando diarrea acuosa sin fiebre. No son invasivas, producen hemolisina
y una enterotoxina ST similar a la de las enterotoxigénicas (Gaggianesi et al., 2016).

2.5 Mecanismos de patogenicidad de E. coli

Nataro y Kaper (1998) sefalan que la patogenicidad de E. coli se presenta de
acuerdo con el grupo patégeno al que pertenecen segun la serotificacion inicialmente
establecida por Kauffman el cual desarrollé6 un esquema para la determinacién de
serogrupos Yy serotipos de E. coli a partir de la identificacion de antigenos somaticos
(O), capsulares (K) y flagelar (H) que son de suma importancia para caracterizar y
aislar casos de estudio con cuadros diarreicos de importancia epidemiolégico.

Rodriguez (2002) mencion6 que existen 153 antigenos somaticos (O), 112 flagelares
(H) y 91 capsulares (K). ElI antigeno “O” es el responsable del serogrupo; la



determinacion del antigeno somatico y flagelar (O: H) indica el serotipo, el cual en
ocasiones se relaciona con un cuadro clinico en particular.

Coura et al. (2014) Indicaron que se produce la colonizacion de las células
intestinales a través de adhesinas, que pueden ser fimbriales o no; la produccién de
diversas toxinas, que interactlian con los enterocitos de diferentes maneras, también
es una caracteristica comun de las cepas de diarrea por E. coli; algunas cepas de E.
coli interactian con el citoesqueleto de las células del intestino, modificando la
estructura de las microvellosidades de las células de vellosidades intestinales. Estos
factores de virulencia estan codificados por genes presentes en islas de plasmidos
de patogenicidad o virulencia, y pueden también ser transferidos entre cepas de E.
coli por bacteriofagos.

La pared celular se encuentra dividida en una capa de mureina y una membrana
exterior que se basa en fosfolipidos, proteinas, lipoproteinas y lipopolisacéaridos, las
cepas que presentan movilidad lo efectian a través de flagelos y tienen fimbrias que
se utilizan tanto para unirse a las células del hospedador como para realizar
intercambio de material genético entre las células bacterianas (Morales et al., 2017).

2.6 Resistenciade E. coli alos antimicrobianos

Otra problematica que se presenta en la ganaderia por parte de E. coli y que puede
ser considerado como un peligro al sector de salud publico a través de los factores
de virulencia o genes asociados que se generan, es la resistencia a los antibidticos
principalmente a los antimicrobianos betalactamicos; este es un problema debido a
las mutaciones y la capacidad de las bacterias de transferir de forma horizontal su
material genético, estableciendo una conexién entre el uso inadecuado de los
antibidticos y la resistencia de la bacteria(Mosquito, 2011).

Labro y Bryskier (2014) definen a la resistencia antimicrobiana como la capacidad
gue posee un organismo de resistir la actividad bactericida o bacteriostatica de un
agente antimicrobiano esto establece que el agente etiolégico no suspendera su
actividad de multiplicarse y diseminarse en un organismo por el efecto de dicho
tratamiento.

La resistencia bacteriana puede ser innata o adquirida. En la primera, el
antimicrobiano no tendra ningun efecto sobre ésta, ya que la bacteria no posee el
receptor o no es adecuado para que haga su efecto (Errecalde, 2004).

La resistencia adquirida, en la cual al inicio existe una poblacion bacteriana
susceptible que se vuelve resistente bajo condiciones especificas y se puede
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producir por diferentes mecanismos (Labro y Bryskier, 2014), ya sea a través de la
incorporacion de genes que codifican enzimas especificas (Tenover, 2006), bombas
de eflujo (Becerra et al., 2009) o las mutaciones que modifiquen el sitio de union del
antimicrobiano impidiendo su ingreso a la célula (Giedraitiene et al., 2011).

La transmisién de esta resistencia adquirida a otras bacterias se produce
principalmente a través de mecanismos de conjugacion mediante plasmidos,
transposones o integrones, los cuales pueden portar incluso mas de un gen de
resistencia (Schwarz y Chaslus-Dancla, 2001).

En los Ultimos afos, la resistencia a los antibioticos ha sido definida como aquella
resistencia hacia mas de una familia o grupo de antibioticos de uso comun, que
ademas debe tener relevancia clinica y epidemiolégica en animales, es un problema
potencial para la salud humana, fundamentalmente durante la interaccion de
animales de produccion que generan bacterias zoonéticas y resistentes, las cuales
facilitan la transferencia de genes de resistencia entre las bacterias del ambiente
animal y las patégenas para humanos (Spetter, 2015).

De acuerdo con los resultados de Mosquito et al. (2011). Los mecanismos de
resistencia antibiotica en E. coli hacia ampicilina, trimetropim-sulfametoxazol,
tetraciclina, cloramfenicol y acido nalidixico son gravemente serios y son
continuamente descritos en otras investigaciones similares.

Los principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos se encuentran la
produccion de enzimas conocidas como betalactamasas de espectro extendido
(BLES), especialmente en bacterias Gram negativas. Las principales familias de
BLES son las de tipo CTX-M, TEM, CMY, SHV y OXA. Estas enzimas de espectro
extendido (BLES) que tienen capacidad de hidrolizar y causar resistencia a
penicilinas, oximinocefalosporinas (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefepima) y
monobactamicos (aztreonam), pero no a cefamicinas (cefoxitina) ni carbapenémicos
(imipenem, meropenem y ertapenem), siendo inhibidas por el acido clavulanico
(Navarro et al., 2011).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacién del area de estudio

El estudio se llevd a cabo en la regidon socioeconémica VI Frailesca; en donde
predomina un clima célido sub-hiumedo con lluvias en verano que alcanzan una
precipitacion anual entre los 700 a 1200 mm, se encuentra a una altitud de 700 a
1500 m.s.n.m; posee una temperatura que oscila entre 18 a 21 °C (Garcia, 1974). La
region se distribuye en 5 municipios Villacorzo, Villaflores, La concordia, Angel Albino
corzo y Montecristo (Programa regional de desarrollo region Frailesca, 2018). De
acuerdo al padrén ganadero nacional (PGN, 2018) existe un total de unidades de
produccion pecuaria de 8282 en donde 183,840 son vientres y 67, 273 son becerros.
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107 Villa Corzo 1
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llustracion 2. Localizacion del area de estudio, region VI frailesca, Chiapas.

Se realizé un estudio transversal con un solo muestreo en el que se seleccionaron a
382 becerros de la cruza bos indicus/bos taurus de acuerdo con la férmula de
Aguilar-Barojas (2005), tomando el inventario ganadero de las unidades de
produccion pecuarias en cuanto a becerros establecido por el PGN para el 2018.

Se establecieron criterios de inclusion como son: becerros de 12 horas a 60 dias de
edad, becerros de cruzas bos-taurus con bos-indicus, becerros que pertenezcan a la
zona frailesca, Chiapas. Se incluyeron criterios de exclusibon como grandes
productores con sistemas intensivos, becerros con edad mayor a 60 dias y becerros
gue pertenezcan a otra region socioeconémica de Chiapas.
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3.2 Estimacion del tamafio de muestra
ECUACION:
Egpq A

T NET v Z%pg

Doénde:

e

*

n es el tamafio de la muestra:

Z es el nivel de confianza: 1.96

P es la probabilidad de éxito: 0.5

Q es la probabilidad de fracaso: 0.5

N es el tamano de la poblacién: 67,273
E es el error: 0.05

R/ R/ R/ R/
L X X S X R 54

X3

*

3.3 Trabajo de campo

Las muestras se recolectaron directamente del recto de los becerros, con ayuda de
hisopos estériles y fueron colocadas en medios de transporte Stuart, las muestras se
conservaron en refrigeracion, se muestrearon 76 unidades de produccion pecuario,
contemplando 5 muestras por unidad en promedio, con la finalidad de obtener una
mayor cobertura territorial y minimizar en lo posible el sesgo al momento del
muestreo en campo.

3.4 Trabajo de laboratorio

3.4.1 Cultivo bacteriolégico

Para el cultivo bacteriolégico se inoculo una alicuota de la muestra (100 pl) en agar
de Eosina y Azul de Metileno-EMB (BD-BBL), La siembra se realiz6 en forma de
estria cruzada, se realizd haciendo zig-zag obteniendo concentraciones bacterianas
diluidas,, para favorecer la separacion durante el crecimiento de las colonias.

3.4.2 aislamiento bacteriano

Los medios de cultivo fueron incubados aerébicamente a 37 °C, durante 18 h a 24 h.
Los criterios de identificacion en los medios de cultivo selectivos y diferenciales sera
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de acuerdo a la morfologia colonial siguiente: para EMB, las colonias de E. coli
presentan a la luz transmitida un centro azul-negro, rodeado de un borde angosto y
claro; y brillo metélico azul verdoso, a la luz reflejada. Los aislamientos se sometieron
a la identificacion por secuenciacion del gen rrs 16S rRNA para confirmar su
identidad.

3.4.3 Reaccion en cadenade la polimerasa

Las investigaciones de los patotipos de E. coli se realizaron con la reaccidén en
cadena de la polimerasa (PCR) como se describe a continuacion.

Se determiné el patotipo de E. coli enteroagregativa (EAEC) a través de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), se empled la técnica descrita por Cerna et al.
(2003) que amplifica los genes aap, aggR y AA probe.

Para la busqueda de genes de E. coli enterotoxigénica (ETEC) (It y st), E. coli
enteropatogena (EPEC) (bfpA y eaeA), E. coli secretora de toxina Shiga (STEC)
(stxl y stx2) y E. coli enteroinvasiva (EIEC) (ial) se empleé la técnica descrita por
Lopez-Saucedo et al. (2003).

El ADN total bacteriano se obtuvo mediante lisados bacterianos resuspendiendo 3
colonias aisladas en 1 ml. de agua desionizada (USB), hirviéndolas durante 1 min y
congelandolas hasta su uso. Se utilizé a E. coli (ATCC® 25922™) como control
negativo y como controles positivos se usaron las cepas prototipo EAEC 042
(044:H18), ETEC H10407 (O78:H11), EPEC E2348-69 (0127:H6), STEC EDL933
(O157:H7) y EIEC E11 (O124NM) del cepario UNICACH (Gutiérrez-Jiménez et al.,
2015). Las mezclas de reaccion se prepararon con 2.5 uL de Buffer 10x, 1.0uL de
MgCl2 (50 mM), 2.0 uL de dNTP’s (2.5 mM), 0.3 uL Taq polimerasa (5 U/uL), 3.5 uL
de la mezcla de iniciadores, 13.9 yuL de agua libre de nucleasas y 2 uL de lisado
bacteriano.

Las reacciones se sometieron a las siguientes condiciones de reaccion; para los
genes de EAEC: desnaturalizacién inicial a 50°C (2 min, 1 ciclo); 95°C (5 min, 1
ciclo); desnaturalizacién, alineacién y extensién a 95,55°C y 72°C respectivamente
(45 s cada temperatura, 40 ciclos) y un paso de extensién final del0 min a 72°C
(Cerna et al., 2003). Para los genes de EPEC, ETEC, EIEC y STEC las condiciones
seran: 50°C (2 min, 1 ciclo); 95°C (5 min, 1 ciclo); 95°C, 50°C y 72°C (45 s cada
temperatura, 40 ciclos); extension final durante 10 min a 72°C (Lopez-Saucedo et al.,
2003). Para ambos procedimientos se empled un termociclador mastercycler gradient
(Eppendorf ®).
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Los productos de PCR se resolvieron en un gel de agarosa al 2.3% a 100 V por 40-
60 minutos; como marcador de peso molecular (MPM) se usé la escalera de 100
pares de bases (pb) (Invitrogen). Luego del corrimiento, el gel se tifio con bromuro de
etidio (0.5 ug/ml) y se analizé en el sistema de foto documentacion Enduro™ GDS
(Labnet international).

3.4.4 Anédlisis de sensibilizaciéon a los antimicrobianos

Para el andlisis de susceptibilidad antimicrobiana se empled el método de difusion en
disco utilizando las recomendaciones de Clinical and Laboratory Standards Institute
2010. Con asa microbioldgica, se tom6 de 3 a 5 colonias iguales de la placa de
cultivo de 18 a 24 horas y se depositaron en 5 ml de medio liquido (infusién cerebro
corazoén). Se incubo a una temperatura de 35 °C durante 2 a 6 horas hasta conseguir
una turbidez del 0.5 de la escala de MacFarland, cuando la turbidez fue superior, se
realizé el ajuste necesario con solucion salina estéril. La solucién de MacFarland, se
prepar6 mezclando 0.5 ml de Cloruro de bario 0.048 M (1.175% peso/volumen de
cloruro de bario deshidratado con 99.5 ml de H2SO4 al 1% v/v (0.36 N).

Se deposito aproximadamente 100 ul de la suspension bacteriana en placas de agar
de 90 mm de Mdueller hinton estéril. Para ello, se introdujo un hisopo de algoddn
estéril dentro de la suspension y al retirarlo se presioné contra la pared del tubo para
eliminar el exceso de indculo. Se inocularon las placas de agar Miueller Hinton
completamente sin dejar ninguna zona libre. Esto se consiguid deslizando el hisopo
por la superficie del agar varias veces, rotando el hisopo por la placa para conseguir
una siembra uniforme. Se dej6 reposar las placas de 3 a 5 minutos antes de colocar
los sensidiscos.

Se colocaron los discos manualmente con pinzas estériles, se asegurd su contacto
perfectamente con la superficie del agar, por lo que se presionaron ligeramente sobre
la superficie del agar, cuidando no situarlos a menos de 15 mm del borde de la
placa, y distribuidos de forma que no se produzcan superposiciones de los halos de
inhibicion. Se incubaron las placas invertidas a 35 °C en atmosfera aerdbica de 16 a
18 horas, después de este tiempo, se midi6 el diametro de las zonas completas de
inhibicion con un vernier. Se determinaron tres categorias: sensible(S), intermedia (1)
y resistentes(R).
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4. RESULTADOS y DISCUSION

De las 382 muestras fecales tomadas en campo (los animales no presentaron
diarreas al momento del muestreo), se aislaron 186 cepas equivalentes a 48.69% de
las muestras totales y fueron sometidas a la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR); 80 cepas (43 %) presentaron por lo menos un factor de virulencia del grupo
diarreogénico y 106 muestras (57 %) fueron cepas de E. coli no diarreogénicas, es
decir no se amplificé ningun gen de patogenicidad.

Entre las cepas diarreogénicas (N = 80) el gen amplificado con mayor frecuencia fue
la isoforma stx1 (26.3 %), seguido del gen de E. coli enteropatdégeno que codifica
para la intimina con el factor eaeA con una frecuencia de 10 % (Tabla 2). Estos
resultados difieren con lo reportado por Umpiérrez (2016), en el que caracterizo a E.
coli asociada a la diarrea neonatal de terneros en Uruguay y obtuvo 298 aislados de
heces de becerros sanos y enfermos, ademas, reportd las toxinas stx1l con menor
frecuencia (1%) que lo reportado en esta tesis, stx2 no se amplificé en ninguna cepa.

Los resultados obtenidos en esta investigacion son de suma de importancia para
salud publica, Méndez (2013) menciona que la presencia de shiga toxina (stx1, stx2)
e intimina (eae A) y la enterohemolisina codificada por el gen ehxA son factores que
potencializan la patogenicidad del serotipo O157:H7.

Respecto a E. coli enterotoxigénica, quien es el principal patotipo que interviene en el
sindrome de diarrea neonatal bovina, se reporto en 9 % de frecuencia y la toxina st
se amplificd en mayor proporcién con 6 %, seguido de la toxina It con 2.7 %. Esta
baja frecuencia de toxinas sugiere la ausencia de cepas predominantes asociadas a
la diarrea neonatal.
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Tabla 2. Resultados de genes de virulencia identificados en cepas de
muestras de heces de becerros bovinos de laregion Frailesca, Chiapas.

PATOTIPOS FACTORES DE % NO. CEPAS
VIRULENCIA

ECTS 31.8 35
Stx1 26.3 29
Stx2 2.7 3
Stx1/stx2 2.7 3
ECEA 9.0 10
aap 5.45 6
Aa probe 3.63 4
ECET 9.0 10
It 2.7 3
st 6.3 7
ECEP 18.1 20
bfpA 8.1 9
eaeA 10 11
ECEI 4.5 5
ial 4.5 5
Total 72.7 80

Los resultados sobre susceptibilidad a los antibiéticos antimicrobianos de las E. coli
de un total de 186 cepas sometidas al antibiograma por difusion en disco o técnica
de Kirby-Bauer arrojaron que la mayoria fueron resistentes a uno o mas antibioticos a
excepcion de cefotaxima y norfloxacina (llustracién 3).

Los antimicrobianos a los cuales mostraron mayores indices de resistencia fueron
hacia a ampicilina (63.4 %) y sulfametropin (31.7 %), estos resultados coinciden por
los reportados por Jiménez et al. 2017, Spetter et al. 2015.

El porcentaje de resistencia menor a 12.2 % fue para los 6 antibidticos restantes.
Ademas, se observo resistencia intermedia principalmente para Netilmicina (24.4 %).
Por otro lado, se observaron altos indices de susceptibilidad para Cefotaxima (100
%), Clorafenicol (97.6 %), nitrofurantoina (95.1 %), norfloxacina (87.8 %),
ciprofloxacina (85.4 %). Los antibidticos restantes oscilaron de (73.2 %) a (31.7%) de
susceptibilidad.
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llustracion 3. Susceptibilidad antibidtica de 186 cepas de Escherichia coli. AM;
Ampicilina, CB; Carbenicilina, AK; Amikacina, GE; Gentamicina, NET,;
Netilmicina, CF; Cefalotina, CFX; Cefotaxima, CPF; Ciprofloxacina, NOF;
Norfloxacina, CL; Cloranfenicol, SXT; Trimetoprima-Sulfametoxazol, NF;
Nitrofurantoina.
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5. CONCLUSIONES

Las cepas de E. coli secretora de toxina shiga con los genes stx1 fueron las que se
amplificaron con mayor frecuencia en las heces de becerros, seguidas del gen eaeA
del grupo de E. coli enteropatdogeno. Estos resultados comprueban la presencia de
factores de virulencia de suma importancia en salud publica, porque implica un riesgo
de infecciones gastrointestinales severas en humanos.

El grupo patégeno de E. coli enterotoxigénica con los genes It y st es el principal
causante del sindrome de diarrea neonatal bovina. A pesar de que se observo una
baja frecuencia de este tipo de genes, se sugiere considerar un monitoreo constante
con el fin de estudiar el comportamiento en un lapso mayor de tiempo, para evitar
posibles brotes de enfermedad causada por ECET en los becerros de la region
muestreada.

El analisis de susceptibilidad antibiética demostré que existe una resistencia a los
antimicrobianos comunmente empleados en la clinica veterinaria como la ampicilina,
lo que sugiere establecer estrategias de rotacion de los antibidticos adecuadas para
combatir las infecciones si estas llegan a presentarse.
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