Frecuencia de enterotoxinas termolabil (LTh)
y termoestable (STa) en cepas Escherichia coli aisladas
de lechones con diarrea

Resumen

Se realizé un estudio para conocer la frecuencia de
enterotoxinas termolabil (LTh) y termoestable (STa)
en cepas de Escherichia coli aisladas de heces de 300 cer-
dos de 1 a 10 dias de edad que cursaron con un cuadro
diarreico. Se aislé E. coli en el 100% de los animales
muestreados. Mediante la técnica de ELISA, se detecté
la produccién de enterotoxina termoestable (STa) en
35 animales (11.6%). No se encontraron cepas de E.
coli productoras de enterotoxina termolabil (LTh). Se
recomienda la utilizacién de antisuero homélogo al
realizar la técnica de GM1-ELISA debido a que existen
diferencias inmunolégicas entre la LT humana (LTh) y
la LT porcina (LTp).

Introduccion

La industria porcina se ha visto afectada durante afnos
por el problema de las diarreas neonatales del lechén y
de los cerdos destetados precozmente.!

Dentro de las numerosas causas de diarrea de los cer-
dos lactantes, las diagnosticadas con mayor frecuencia
son las infecciosas, y de éstas, las mas frecuentes son las
bacterianas.’®!” Entre las causas de diarrea bacteriana,
Escherichia coli y Salmonella spp son las mds comunes e
importantes, aunque Clostridium perfringens, Bacteroides
Jragilis, Campylobacter spp y Yersinia enterocolitica también
han sido identificadas como causas de diarrea y de en-
fermedad entérica.’

La colibacilosis entérica se presenta tipicamente en
lechones no destetados desde las primeras 2 o 3 horas
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hasta los 10 dias de nacidos, aproximadamente.!’

La diarrea colibacilar (colibacilosis) es una enferme-
dad causada por E. coli enterotoxigénica (ETEC).
Investigaciones realizadas en cepas de E. coli asociadas
con casos individuales o brotes de diarrea en cerdos
neonatos han permitido conocer ciertos factores espe-
cificos de virulencia, que son usados para distinguir
entre cepas patégenas y comensales. Dos de los facto-
res de virulencia mis importantes identificados hasta
ahora en cepas de E. coli enterotoxigénica son: 1) la
expresion de antigenos fimbriales que permiten a la
bacteria adherirse a las células de mamiferos, y 2) la
elaboracién de una o mas enterotoxinas que inducen a
la secrecién de fluidos intestinales mediante el incre-
mento del Adenosin Monofosfato ciclico (AMPc) o del
Guanosin Monciusiato ciclico (GMPc).”

Para causar enfermedad, las cepas necesitan prolife-
rar en la parte anterior del intestino delgado y producir
enterotoxinas. Con la ayuda de los factores de
adherencia F4 (K88), F5 (K99), F6 (987P) y F14 (adhe-
sinas), las cepas de E. coli enterotoxigénica (ETEC) se
adhieren al epitelio intestinal y causan diarrea como
resultado de la produccién de enterotoxinas
termolabiles, termoestables, o ambas.1®

En los primeros estudios de cepas de E. coli en lecho-
nes con problemas entéricos se describié la frecuencia
de los grupos y las cepas que producian enterotoxinas y
factores de adherencia. Los serogrupos “O” de E. coli
identificados con mds frecuencia en diarrea neonatal del
lechén son los siguientes: 8, 45, 138, 139, 141 y 1491516

Este trabajo tuvo como objetivo determinar 1a frecuen-
ciade las enterotoxinas termolabil (LTh) y termoestable
(STa) en cepas de E. coliaisladas de 300 lechonesde 1a
10 dias de edad, con diarrea.

Material y métodos

Se estudiaron 300 cerdos de 1 a 10 dias de edad, que
cursaron con un cuadro diarreico, en granjas ubicadas
en la zona henequenera del estado de Yucatin.

La muestra se tomé en forma directa (via rectal) con
la ayuda de hisopos estériles, y se conservé en tubos de
ensaye con solucién salina estéril como medio de trans-
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porte. El procesamiento se realizé dentro de las dos
horas siguientes a partir de su recoleccién.

Aislamiento e identificacion de E. coli

Las muestras se inocularon en cajas de Petri con agar
MaConkey y con agar XLD (xilosa, lisina y desoxicolato),
las cuales se incubaron a 37°C durante 24 horas.

Se realizaron pruebas bioquimicas de fermentacion
de azicares, utilizaciéon de aminoacidos, etc., en las co-
lonias sugestivas, segin lo recomendado por la
American Society for Microbiology.®

Se utilizaron como cepas de referencia:

1) H-10407, productora de enterotoxina LT.

2) K-12, no productora de enterotoxinas LT y ST.

3) Q-20, productora de enterotoxinas LT/ST.

Deteccién de toxinas LThy STa

a) Produccion de toxina LTh. Se procesaron por separa-
do 3 cepas de E. colicon pruebas bioquimicas diferentes
por cada animal. Las cepas de E. coli problema y las de
referencia se inocularon en 3 ml de caldo infusién de
cerebro y corazén (BHI), y se incubaron durante 4 horas
a 37°C. Se tomaron 3 gotas del crecimiento, se inocula-
ron en 3 ml de caldo Evans (medio CA-YE) adicionado
con lincomicina a una concentracién de 100 tg/ml de
medio, y se incubaron a 37°C en agitacién (mezcladora
rotatoria) a 120 rpm durante 24 h. Se les anadi6
polimixina B a una concentracién de 1,000 Ul/ml de
medio, y se incubaron a 37°C en agitacién a 120 rpm
durante una hora. Se centrifugaron a 3,000 x g duran-
te 15 min. Los sobrenadantes se filtraron con filtros
bacteriolégicos de 0.45 micras de poro.>!%

b) Produccion de toxina STa. Por cada animal se toma-
ron 3 cepas de E. coli con bioquimicas diferentes y se
prepard una mezcla. Las mezclas problema y las cepas
de referencia se inocularon en 3 ml de caldo Evans y se
incubaron a 37°C en agitacién (mezcladora rotatoria)
a 120 rpm durante 24 horas. Se centrifugarona 3,000x g
durante 15 min y los sobrenadantes se filtraron con fil-
tros bacteriol6gicos de 0.45 micras de poro.?

c) Se utilizé la técnica de GM1-ELISA para la
deteccién de la toxina LT.>8!3

Se utilizaron placas de microtitulacién con pozos de
fondo plano; a cada pozo se le afadié 0.1 ml de
monogangliosido GM1* para sensibilizarlos, y se incu-
baron durante 24 h. Los sitios de unién remanentes
fueron bloqueados con 0.25 ml de albiimina sérica bo-
vina* al 1% (peso-volumeny), y se incubaron a 37°C por
30 minutos. Después del lavado, a cada pozo se le afia-
di6 0.1 ml de sobrenadante filtrado; la microplaca se
incub6 a temperatura ambiente por 1 hora. Para remo-
ver el material no fijado, se lavé 3 veces con solucién

* Sigma Chemical Co., St. Louis, MO., USA.
** Swiss Serum and Vaccine Institute, Berna, Suiza.
***Denka Seiken Ltd., Jap6n, distribuido por Oxoid Ltd.
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reguladora salina-fosfatos con 0,05% de Tween 20. Se
incub6 1 hora con 0.1 ml de suero de conejo anti-LT
1:200 (IgG de conejo para la toxina termolabil de E.
coli de origen humano**) y 0.1 ml de IgG de carnero
anticonejo conjugado con peroxidasa de rabano*. Por
altimo, se afnadio el sustrato enzimatico (H202 + OPD)
(Orto-fenilenediamina)* y se incub6 a temperatura
ambiente hasta que el color testigo positivo alcanz6 una
intensidad conveniente (de 10 a 20 minutos).

d) Para la deteccién de la toxina termoestable (STa)
se utilizé6 un ELISA comercial ***!* Se deseché el con-
tenido de la microplaca (los pozos vienen cubiertos con
toxina STa), y ésta se lav6 con la solucién amortiguadora
de lavado (PBS). Se anadieron 200 ul del extracto
bacteriano de cada muestra problema a los pozos de la
microplaca, dejando tres pozos vacios: uno para poner
200 (1 del testigo positivo, otro para poner 200 pl del
testigo negativo y el otro para poner 200 pl de caldo
Evans, al mismo tiempo se afiadieron 10 U1 del conju-
gado (anticuerpo monoclonal anti-STa marcado con
peroxidasa de rabano). La microplaca se incub6 90 min
a temperatura ambiente, al final de los cuales se lavé 4
veces (30 segundos cada vez con solucién amor-
tiguadora) y se le anadieron 100 yl de la solucién de
sustrato (OPD 1 mg/ml + H,0, al 0.01%). Se incub6 a
temperatura ambiente en la oscuridad por 30 min, y
por ultimo se detuvo la reaccién con H,SO, 1.5 N. Lec-
tura: El testigo positivo no desarrolla color, en tanto
que el testigo negativo debe desarrollar un color
amarillo.

Resultados

De los 300 animales muestreados, en todos (100%)
se aislé E. coli. Treinta y cinco animales (11.6%) tuvie-
ron cepas de E. coli productoras de toxina termoestable
(STa). Sin embargo, no se encontraron cepas de E. coli
productoras de toxina termoldbil (LTh).

Discusién

Se ha demostrado que la E. coli enterotoxigénica es
una causa importante de diarrea en cerdos neonatos.
Estas cepas colonizan el intestino delgado por medio
de uno o mas antigenos fimbriales, y junto con la pro-
duccién de enterotoxinas causan la enfermedad.

En Gran Bretaia, Woodward et al.,'® aislaron, de 686
cepas de E. coli provenientes de cerdos con diarrea, 245
(35.7%) cepas enterotoxigénicas, de las cuales 17
(6.9%) produjeron STa.'®

En un estudio realizado en Polonia por Osek y
Svennerholm,'? de 103 cepas aisladas de lechones con dia-
rrea, 71 (68.9%) fueron productoras de enterotoxina: 62
de estas cepas (87.3%) produjeron solamente LT, 7 cepas
(9.8%) produjeron STa, y 2 cepas (2.8%) produjeron
ambas toxinas.!?> Estos resultados concuerdan con los de
este trabajo en la produccién de STa.

Por otro lado, en un estudio realizado en Espana por
Gonzilez y Blanco,* en el que encontraron un 30.8%



de cepas enterotoxigénicas aisladas de lechones con
diarrea, todas produjeron STa solamente.

En Estados Unidos, Wilson y Francis'® aislaron 96%
de cepas de E. coli enterotoxigénica en cerdos con
colibacilosis, de las cuales el 47.5% produjo solamente
STa. En Canada, segiin el estudio de Harel et al.,'® de
211 cepas aisladas en cerdos con diarrea, 102 (48.3%)
poseian los genes para una o més enterotoxinas. De estas
102 cepas, 44 (43.1%) produjeron toxina STa, y sélo 3
(2.9%) produjeron toxina LT. Puede observarse que en
estos estudios hay un predominio de cepas de E. coli
productoras de STa, con cifras tan altas como el 47.5%.
Esto pudiera deberse a que todos ellos utilizaron son-
das genéticas en sus estudios, las cuales son mas
especificas y sensibles que la técnica de ELISA.

En lo que respecta a la enterotoxina LT, en este estu-
dio no se localizé ninguna cepa productora de esta
enterotoxina. Esto concuerda con los resultados de
Gonzilez y Blanco,* y de Wilson y Francis.!®

Osek y Svennerholm!? encontraron 62 cepas (87.3%)
productoras de LT, en cepas de E. ¢coliaisladas de lecho-
nes de cero a seis dias de edad, con diarrea, utilizando
la técnica de GM1-ELISA y una antitoxina LT porcina,
a diferencia de este estudio en el que se utiliz6 una anti-
toxina LT de origen humano. Se ha observado que hay
diferencias minimas en uno o dos aminoacidos en la
estructura primaria de las enterotoxinas de origen hu-
mano y porcino ® Estas diferencias, aparentemente, son
de poca importancia biolégica en el efecto que causan
en las células adrenales Y-1, no obstante, pueden cau-
sar un cambio conformacional en la estructura terciaria
de la proteina, lo que da como resultado una diferen-
cia observada inmunolégicamente en la reaccién con
el GM1-ELISA y podria explicar los resultados negati-
vos o falsos positivos que se han senalado en otros
estudios cuando usan la técnica de GM1-ELISA con
antisueros preparados con cepas de E. coli de origen
humano para detectar enterotoxinas de origen porcino.
Por lo tanto, lo mis recomendable es usar antisueros
homélogos y no heterélogos.

En conclusién, la frecuencia de enterotoxina
termoestable (STa) en cerdos neonatos con diarrea fue
de 11.6%, y no se encontré enterotoxina termolabil (LTh)
con la prueba de GMI1-ELISA. Se recomienda utilizar
antisueros homoélogos para detectar la produccién de
enterotoxina LT en cepas de E. coli de origen porcino.
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Abstract

The aim of this study was to establish the frequency
of heat-stable (STa) and/or heat-labile (LTh)-producing

E. coli in faeces from 300 diarrheic 1-10 day old piglets.
E. coli was isolated in all piglets (100%) studied. STa
producing E. coli was detected in 35 piglets (11.6%)
using the ELISA test. LTh/producing E. coli was not
detected. Due to immunological differences between
human LT (LTh) and porcine LT (LTp), it is
recommended to use homologous antiserum to
perform GMI-ELISA.
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