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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la capacidad patogénica de 5 aislados de
Escherichia coli rojo congo positivos y 5 rojo congo negativos obtenidos de aves
ligeras aparentemente sanas de 1-5 dias de edad, con la finalidad de establecer la
probable relacion entre el fenotipo rojo congo positivo y el caracter patogénico de
dichos aislados, para ello se desafiaron aves ligeras inoculandolas con los aislados
mencionados. Se formaron 12 grupos de aves, con 15 individuos cada grupo,
manteniéndolos separados con alimento comercial sin antibiéticos y agua a libre
acceso. Los grupos se identificaron con letras mayusculas de la A ala L. Los 5
aislados de E. coli rojo congo positivos se inocularon en los grupos de la A a la E,
mientras los 5 aislados de E. coli rojo congo negativos fueron inoculados en los
grupos de la F a la J. El grupo K se inocul6 con la cepa de referencia ATCC 8739
APEC y se utilizé como grupo control positivo. El grupo L inoculado con caldo de
soya tripticasa estéril se utiliz6 como grupo control negativo (Tabla 1). Los 10
aislados de E. coli a probar y la cepa de referencia ATCC 8739 fueron propagados
en caldo de soya tripticasa para la obtencion de los inéculos de desafio. El titulo
aproximado de los iné6culos fue de 1x10” UFC/mI. A las 10 semanas de edad las
aves fueron desafiadas con los 10 aislados y la cepa ATCC 8739 por via
endotraqueal. La dosis de desafio fue de 0.2 ml de inoculo/ave. El grupo control
negativo fue inoculado similarmente con caldo de soya tripticasa estéril, a razén de
0.2 ml de caldo/ave. Las aves desafiadas fueron observadas diariamente durante 3
dias post-inoculacion para registrar signos, mortalidad o cambios en el
comportamiento. Ningun ave presentd signos ni murié6 durante estos 3 dias,
cumpliéndose el tiempo de observacion las aves fueron sacrificadas
humanitariamente, practicandose la necropsia para observar lesiones. Todos los
aislados y la cepa de referencia produjeron lesiones compatibles con colisepticemia.
Las lesiones observadas fueron aerosaculitis, peritonitis, neumonia fibrinopurulenta,
edema y congestion pulmonar (Tabla 2). Para el re-aislamiento bacteriol6gico se
tomaron muestras de higado y pulmon de todas las aves inoculadas. Se obtuvieron
aislados de E. coli en cultivo puro a partir de higado y pulmén de los grupos
inoculados con los aislados de prueba, tanto de los aislados rojo congo positivos,
rojo congo negativos y del grupo control positivo. Del grupo control negativo no se
observaron lesiones, y no se obtuvieron aislados de E. coli de higado y pulmon. El
analisis estadistico nos indica que no existen diferencias de patogenicidad entre los
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aislados rojo congo positivos, rojo congo negativos y la cepa de referencia. Todos
los aislados y la cepa de referencia produjeron lesiones de colibacilosis con valores
similares y fueron recuperados de higado y pulmén (graficas 6, 7, 8, 9, 10, 11y 12).
En este trabajo el fenotipo rojo congo positivo no estuvo relacionado con la
patogenicidad de aislados de E. coli aviares.

Palabras clave: Escherichia coli, colibacilosis, patogénica, rojo congo,
caracterizacion, fenotipo, aves ligeras.
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I. INTRODUCCION

Escherichia coli es parte de la microflora normal del intestino de las aves, pero
ciertas cepas, tales como aquellas designadas como Escherichia coli patogénicas
aviares (APEC), pueden causar infecciones sistémicas o localizadas (Barnes et al.,
2003; Da Silveira et al., 2002).

Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) estan asociadas con infecciones
extraintestinales en pollos, pavos, patos y otras especies aviares, causando una
variedad de enfermedades colectivamente conocidas como colibacilosis. (Barnes et
al., 2003). La colibacilosis es una de las principales causas de pérdidas econémicas
en la industria avicola a nivel mundial (Ewers et al., 2004; Johnson et al., 2004;
Vandekerchove et al., 2004a; Cavero et al., 2009; Zanella et al., 2000).

La colisepticemia es la presentacién clinica mas importante de la colibacilosis aviar,
es caracterizada por una infeccion respiratoria inicial (aerosaculitis), seguida de una
infeccion generalizada (perihepatitis, pericarditis, peritonitis, salpingitis y septicemia)
(Dho Moulin y Fairbrother, 1999; Buxadé, 2000; Ewers et al., 2003; Dho-Moulin et
al., 2007).

Aungue la principal via de entrada es a través del tracto respiratorio, algunas cepas
tienen mayor capacidad de propagarse y colonizar fuera de éste, pueden ocurrir
infecciones ascendentes desde cloaca a oviducto, considerado el origen cloacal de
las cepas patdgenas causantes de septicemias en aves y la translocacion de E. coli
del intestino hacia el torrente sanguineo y dérganos, también contribuyen al
desarrollo y progresion de la enfermedad (Dozois et al., 1994; Nakamura et al.,
1992; Blanco et al., 1996,1998; Vidotto et al., 1997; Wooley et al., 1998; Dho Moulin
y Fairbrother, 1999; Cavero et al., 2009; Vandekerchove et al., 2004a).

Normalmente la colibacilosis suele ser considerada como una infeccion secundaria
gue aparece después de un estado de inmunosupresién causada por otras
bacterias, virus, parasitos, factores ambientales o fisiolégicos (Cavero et al., 2009;
Brée et al., 1989; Nakamura et al., 1992; Kariyawasam et al., 2002; La Ragione y
Woodward, 2002; Barnes et al., 2003; Mellata et al., 2003a, 2003b). Autores como
Nakamura et al., (1992), Barnes et al., (2003); Vandekerchove et al, (2004a, 2004c),
describen a la colibacilosis aviar como una entidad propia, defendiendo a E. coli
como un agente patégeno primario.

Un sindrome distintivo asociado con la colibacilosis fue encontrado en gallinas de
postura con una mortalidad subita, sin haber presentado signos clinicos previos de
enfermedad y sin tener efecto sobre la produccion y calidad del huevo. A la
necropsia las ponedoras presentaron lesiones indicativas de colisepticemia (Cavero
et al., 2009; Vandekerchove et al., 2004a, 2004b). La mayoria de los brotes de
colisepticemia ocurren alrededor del periodo de pico produccién de huevos y la
mortalidad puede exceder del 9% durante un simple brote (Vandekerchove et al.,
20044, 2004b).

Miguel Moises Cejudo Mendoza 1
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Las cepas patdgenas presentan caracteristicas diferenciales que no siempre
poseen los aislados comensales ni aquellas cepas con baja o0 escasa patogenicidad
(Dozois et al., 1994; Nakamura et al., 1992; Blanco et al., 1996; Vidotto et al., 1997,
Wooley et al., 1998; Dho Moulin y fairbrother, 1999). Hay estudios en los que se
indica que el 10-15% de la poblacidén de bacterias coliformes intestinales pertenece
a serotipos patdgenos (Barnes et al., 2003). Varios serotipos (incluyendo O1, O2 y
0O78) causan colibacilosis, varios factores potenciales de virulencia han sido
asociados con APEC, incluyendo adhesinas, sistemas de adquisicién de hierro,
hemolisinas y toxinas (Blanco et al., 1998; Vandekerchove et al., 2004b;
Vandekerchove et al., 2004c).

Es necesario diferenciar entre cepas comunes de E. coli y aquellas que producen
septicemias en aves domeésticas, ya que la colisepticemia es la presentacion mas
importante de la colibacilosis (Buxadé, 2000; Ewers et al., 2003; Dho-Moulin et al.,
2007). La afinidad in vitro de E. coli por el colorante rojo congo, constituye un
marcador fenotipico de la virulencia, el cual permite diferenciar presuntivamente
entre cepas invasivas y no invasivas a partir de casos clinicos de colibacilosis en
las aves (Corbett et al., 1987). El rojo congo es un colorante simple que puede ser
facilmente incorporado en un medio de cultivo agar. Algunas cepas de E. coli, asi
como otras bacterias gram negativas como Yersinia, Aeromonas, y Shigella,
activamente se unen al colorante rojo congo cuando las cepas son patogénicas
(Berkhoff y Vinal, 1986; Daskaleros y Payne, 1985, 1986; Prpic et al., 1983; Qadri
et al., 1988; Surgalla y Beasley, 1969). Las colonias de E. coli rojo congo positivas
(RC+) son rojo obscuras debido a la unién al colorante. Las colonias rojo congo
negativas (RC-) no se unen al colorante y son blanquecinas, se piensa que aquellos
aislados de E. coli que se unen al rojo congo poseen “propiedades especiales o
caracteristicas especiales” y estan asociadas con la colisepticemia (Berkhoffy Vinal,
1986; Corbett et al., 1987; Gjessing y Berkhoff, 1989).

El mecanismo por el cual se realiza la expresion fenotipica RC+, se encuentra
relacionado a la presencia de curli. Las fibras curli son adhesinas, un factor de
virulencia de E. coli que contribuye a la adhesion, internalizacion e invasion de
células eucariotas hospederas. Ademas las fibras curli estan presentes en aquellos
aislados de E. coli involucrados en la colisepticemia aviar (Gophna et al., 2001;
Provence y Curtiss, 1992,1994).

Para probar que el fenotipo RC+ de aislados de E. coli, esta relacionado con la
patogenicidad, es necesario hacer pruebas de patogenicidad in vivo, como lo es la
prueba desafio en aves. En un estudio realizado por Berkhoff y Vinal, en 1986, se
demostré una correlacion directa entre la capacidad de algunos aislados de E. coli
para unirse al colorante rojo congo y su capacidad para producir infecciones
septicémicas en pollos. Mostrando que aislados de E. coli provenientes de 6rganos
de pollos con colisepticemia fueron RC+ y causaron enfermedad al inocularse
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parenteralmente en pollos y ratones. Ademas, aislados RC- obtenidos a partir de
cloaca y traguea de pollos clinicamente normales no causaron enfermedad al
inocularse de forma similar en pollos y ratones. Estos resultados sugieren que la
unién de E. coli al rojo congo podria ser utilizada como un marcador fenotipico en
la diferenciacién de cepas invasivas y no invasivas.

Para demostrar aun mas la asociacion entre el fenotipo y la virulencia de aislados
de E. coli RC+, Gjessing y Berkhoff, en 1989, realizaron experimentos para
reproducir la aerosaculitis y la colisepticemia en pollitos de un dia de edad
expuestos a un aerosol. En 8 experimentos separados exponiendo un total de 462
pollitos a aislados RC+, la mortalidad fue de 4.11 % y la morbilidad de 13.4%. Tanto
los pollitos enfermos como los muertos mostraron lesiones de aerosaculitis
fibrinosa, pericarditis y perihepatitis. En contraste, los aislados RC-, cuando se
usaron como inoculo por aerosol en 5 experimentos adicionales con 284 pollitos,
ningun pollito murié y no se observaron lesiones.

Estos resultados claramente muestran una fuerte correlacion entre la expresion del
fenotipo RC+ y la patogenicidad de las cepas aviares de E. coli. El objetivo del
presente estudio es la caracterizacion fenotipica y patogénica de aislados de E. coli
obtenidos a partir de aves ligeras con el fin de evaluar la relacion entre el fenotipo
RC+ y el caracter patogénico de dichos aislados.

Miguel Moises Cejudo Mendoza 3
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ll. REVISION DE LITERATURA

Escherichia coli (E. coli) es la especie tipo del género Escherichia (Barnes et al.,
2003), cuyas caracteristicas generales son las siguientes:

- Bacilos Gram negativos, catalasa positivos, oxidasa negativos y lactosa
positivos.

- No formadores de esporas.

- Aerobios y anaerobios facultativos, con un amplio rango de temperatura de
incubacion.

- Inmoviles o moviles mediante flagelos peritricos.

- Necesidades nutricionales sencillas.

E. coli es la especie bacteriana predominante de la microbiota normal aerobia y
anaerobia facultativa del aparato digestivo de la mayor parte de los animales y del
hombre, por lo que se elimina en las heces al exterior (Margall et al., 1997;
Schroeder et al., 2004; Todar, 2008). Se trata, dependiendo de los serotipos, de una
de las zoonosis alimentarias mas frecuentes e importantes en el hombre debido a
la gravedad de los cuadros clinicos y al nimero de afectados, pudiendo suponer un
grave riesgo para la salud publica.

Importancia de la colibacilosis

La importancia de la colibacilosis en los animales, radica en las grandes pérdidas
econOmicas que se generan debido a la disminucion de determinados paradmetros
productivos, pérdida de peso, aumento de la mortalidad y los elevados costos de
los tratamientos (Blanco et al., 1991,1996; La Ragione y Woodward, 2002).

El criterio que se ha utilizado durante muchos afios para diferenciar E. coli
patdgenas de las comensales, ha sido la determinacion del antigeno somético, pero
ha sido necesario conocer la férmula antigénica completa, asi como la
determinacién de otras caracteristicas de virulencia, para considerar a una cepa
como patogena (Ewers et al., 2005; Todar, 2008). La mayoria de las E. coli
patdgenas pertenecen a una pequefia gama de serogrupos que incluyen O1:K1,
0O2:K1 y O78:K80 (Blanco et al, 1998; Vandekerchove et al., 2004b;
Vandekerchove et al., 2004c).

Colibacilosis aviar
La colibacilosis aviar es muy importante en las explotaciones de gallinas de postura,

ya que representa un serio problema en relacion con la salud animal, por ser una
de las principales causas de enfermedad, mortalidad y pérdidas econdmicas en las
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granjas avicolas (Ewers et al., 2004; Johnson et al., 2004; Vandekerchove et al.,
20044a). Este hecho se debe a la frecuencia con la que se presentay a la disminucion
de indices productivos y de bienestar animal. (Dho-Moulin et al., 1993; Gyles et al.,
1993; Gross et al., 1991; Barnes et al., 2003; Vandekerchove et al., 2004c; Monroy
et al., 2005).

Desde finales del siglo pasado se conoce la capacidad de E. coli de producir
enfermedades en las aves domésticas. En 1885, Theodor Escherich consiguio aislar
E. coli de muestras clinicas humanas, denominandolo inicialmente como Bacterium
coli commune (Blanco et al., 1996; Todar, 2008).

Estudios realizados en la década de 1980 sobre los mecanismos de patogenicidad
de E. coli, confirman la teoria que defiende que aquellas cepas de la microbiota
intestinal, que presenten determinados factores de virulencia serian las
responsables de provocar enfermedad (Morris y Sojka, 1985; Blanco et al., 1991).

Hasta mediados de la década de 1990, la gran mayoria de los estudios sobre
colibacilosis se centraban en la produccion de broilers. Es a partir de finales de esta
década cuando se decide ampliar el estudio de esta enfermedad, por las grandes
pérdidas ocasionadas en el sector avicola de gallinas de postura (Vandekerchove
et al., 2004c).

Se han descubierto varios genes implicados en los mecanismos de virulencia de la
bacteria, otorgando a las E. coli patdgenas la denominacion especifica de Avian
Pathogenic Escherichia coli (APEC) (Da Silveira et al., 2002).

Epidemiologia

La mayoria de los cuadros clinicos de colibacilosis son de origen respiratorio,
aunque no se descarta que algunos ocurran al atravesar las bacterias la pared
intestinal (Blanco et al., 1996; Dho-Moulin et al., 2007; Ewers et al., 2004). Mientras
la barrera de la mucosa intestinal esté intacta, la microflora normal de las aves es
probable que inhiba la translocacion de las APEC del intestino al torrente sanguineo
y Oorganos. Cuando estas barreras son dafiadas, posiblemente por el estrés que
provoca el inicio de postura o pico de produccion, las APEC pueden invadir y causar
septicemia (Zanella et al.,, 2000). Normalmente la mayoria de los brotes de
colibacilosis suelen ocurrir en el periodo del pico de produccion, donde la mortalidad
acumulada puede llegar a superar valores del 10% de la poblacién (Vandekerchove
et al., 2004a, 2004b).

La colibacilosis suele ser considerada como una enfermedad secundaria, originada
por un estado de inmunodepresion debida a enfermedades, como la bronquitis
infecciosa, Newcastle, micoplasmosis o la enfermedad de Gumboro (La Ragione y
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Woodward, 2002; Barnes et al., 2003; Mellata et al., 2003a, 2003b; Nakamura et al.,
1990; Vandekerchove et al., 2004a). La presencia de lesiones primarias, como
dafos en los cilios traqueales y alteraciones en el sistema respiratorio, facilitaria la
entrada, colonizacion y diseminacién secundaria de E. coli (Blanco et al., 1998).
Ademas de factores de origen infeccioso (virus, bacterias y parasitos), pueden
existir otros factores (factores ambientales y fisiologicos) que incrementan la
susceptibilidad de las aves para padecer una infeccion por E. coli. También puede
haber factores capaces de disminuir dicha susceptibilidad como factores
inmunoldgicos (inmunidad activa y pasiva, adicion de inmunoestimulantes) y
nutricionales (aporte de proteinas, vitamina A, D, C y E, carotenos, selenio, etc.)
(Barnes et al., 2003).

A pesar de ser considerada una enfermedad secundaria, la colibacilosis aviar puede
actuar como una entidad propia, este hecho defiende a E. coli como un agente
patégeno primario (Nakamura et al., 1992; Gross et al., 1991; Barnes et al., 2003;
Vandekerchove et al., 2004a, 2004c). Vandekerchove et al., en 2004a, lograron
reproducir experimentalmente la enfermedad en aves libres de patdgenos
especificos (SPF) mediante la inoculacion de E. coli via aérea por aerosol, en sacos
aéreos y también oralmente, determinando que los brotes con alta mortalidad no se
encuentran relacionados necesariamente con otras enfermedades predisponentes,
confirmando que las APEC pueden actuar como patégenos primarios.

Ademas ocurren infecciones ascendentes desde cloaca a oviducto, considerado el
origen cloacal de las cepas patdgenas causantes de septicemias en aves. Las
cepas patdgenas presentan caracteristicas diferenciales que no siempre poseen los
aislados comensales ni aquellas cepas con baja 0 escasa patogenicidad (Morris y
Sojka, 1985; Dozois et al., 1994; Nakamura et al., 1992; Blanco et al., 1996; Vidotto
et al., 1997; Wooley et al., 1998; Dho Moulin y Fairbrother, 1999). Hay estudios en
los que se indica que el 10-15% de la poblacién de bacterias coliformes intestinales
pertenece a serotipos patégenos (Barnes et al., 2003). Se sabe que las cepas
patogénicas pueden diseminarse ampliamente por la formacion de polvo vy
aerosoles a partir de las heces contaminadas y adherirse a las células del epitelio
del tracto respiratorio superior mediante fimbrias F1, iniciandose la colonizacién
bacteriana. E. coli persistira por largos periodos fuera del organismo de las aves en
ambientes secos, en condiciones polvosas y puede contaminar ademas el agua de
bebida (Dozois et al., 1994; McPeake et al., 2005).

En las aves, las zonas de intercambio de oxigeno de los sacos aéreos y de los
pulmones son dos puntos altamente susceptibles a la colonizacion e invasion
bacteriana, debido a la inexistencia de macrofagos alveolares que puedan contener
la infeccion a este nivel y a que la barrera existente entre la region capilar aérea y
la sangre es extremadamente delgada (Blanco et al., 1996; Mellata et al., 2003a,
2003b). Posteriormente se produce la diseminacion de E. coli a través del torrente
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sanguineo y la colonizacion de érganos internos, gracias a la capacidad de adhesion
mediada por fimbrias P (que se expresan en el tracto respiratorio inferior y en los
organos internos), es decir, en fases mas avanzadas de la infeccién (Barnes et al.,
2003; McPeake et al., 2005; Monroy et al., 2005).

La contaminacion fecal de los huevos puede resultar en una penetracion de E. coli
a través del cascaron, se ha estimado que en algunos casos (0.5-6%) de los huevos
pueden contener la bacteria. E. coli puede diseminarse a otros pollos durante la cria
y es generalmente asociado con altas tasas de mortalidad, o esto puede aumentar
las infecciones del saco vitelino (Barnes et al., 2003; McPeake et al., 2005; Monroy
et al., 2005).

Formas de presentacién de la colibacilosis

Las APEC inducen diferentes presentaciones de la colibacilosis aviar, incluyendo
infecciones sistémicas y localizadas, como la respiratoria, colisepticemia, salpingitis,
peritonitis, infeccion del saco vitelino. La presentacion mas comun de la colibacilosis
aviar es caracterizada por una infeccion respiratoria inicial (aerosaculitis) dentro de
las 3-12 semanas de edad de las aves, que por lo general es seguida de una
infeccion sistémica con lesiones septicémicas caracteristicas (aerosaculitis,
pericarditis, perihepatitis, salpingitis, peritonitis) y septicemia (Gross et al., 1991,
1994; Barnes et al., 2003; Dho-Moulin y Fairbrother, 1999; Buxadé, 2000; Ewers et
al., 2003; Dho-Moulin et al., 2007).

Forma respiratoria

La colibacilosis, suele iniciarse a nivel del tracto respiratorio. La alteracion de la
mucosa del aparato respiratorio, debida a la accién de determinados agentes,
supone una importante via de entrada para E. coli (Barnes et al., 2003; Mellata et
al., 2003a, 2003b). Cuando E. coli atraviesa la mucosa del tracto respiratorio y
alcanza el torrente sanguineo, se origina una infeccién sistémica generalizada o
colisepticemia (Blanco et al., 1996; Kariyawasam et al., 2002; Barnes et al., 2003;
Mellata et al., 2003a, 2003b; Vandekerchove et al., 2004c; McPeake et al., 2005;
Dho-Moulin et al., 2007). A nivel respiratorio las lesiones se localizan en la traquea,
pulmones y sacos aéreos, pudiendo presentar estos Ultimos un aspecto opaco y con
exudado caseoso de intensidad variable. Suele afectar a animales jovenes, de
forma aguda, alcanzandose valores aproximados del 50% de morbilidad y del 5-
10% de mortalidad. Entre los signos clinicos que se manifiestan, se puede observar
dificultad respiratoria o disnea acompafnada de estertores (Barnes et al., 2003).
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Forma genital o reproductora

La via de infeccion del oviducto suele producirse de forma ascendente a partir de la
cloaca o bien una infeccion producida a partir del tracto respiratorio por invasion,
diseminacion y colonizacién de organos internos e incluso por el paso de las
bacterias a través del lumen intestinal y difusion por contacto entre el intestino y el
oviducto (Landman y Cornelissen, 2006a, 2006b).

Es una enfermedad crénica y de curso lento, con una mortalidad en torno al 2-3%.
Los rendimientos productivos de las gallinas ponedoras disminuyen ya que se
produce una leve caida de la produccion (Vandekerchove et al., 2004c). El oviducto
presenta una notable congestion y dilatacién de la mucosa pudiendo encontrar un
contenido purulento en el interior, incluso masas caseosas, en animales mayores
(Blanco et al., 1996). Aunque pueden presentarse de modo independiente, la forma
clinica més frecuente es una combinacién de salpingitis con peritonitis. La peritonitis
suele observarse mas en cuadros agudos que en formas cronicas, mientras que la
salpingitis puede presentarse en ambos casos (Jordan et al., 2005).

Otras formas de presentacion menos frecuentes de la colibacilosis:

Enteritis: habitualmente suele existir una lesiéon primaria a nivel intestinal debido
a la accién de virus entéricos (Barnes et al., 2003), lo que se convierte en un
excelente factor predisponerte para E. coli. Se produce una fuerte inflamacién del
intestino, enteritis catarral, acompafiada de un engrosamiento de la pared. El
principal signo es una diarrea severa acompafada de mucosidad excesiva
(Vandekerchove et al., 2004c).

Sinovitis y artritis: se produce una inflamacion a nivel de los tendones vy
articulaciones de las aves (Blanco et al., 1996; Vandekerchove et al., 2004c). Puede
afectar a los espacios vertebrales causando espondilitis e incluso cursar con
pardlisis. Suele producirse tras una colisepticemia y en combinacion con otros
microorganismos, como los pertenecientes a los géneros Staphylococcus (S.
aureus) y Mycoplasma (M. synoviae) (Barnes et al., 2003).

Coligranuloma:(enfermedad de Hjarre) se presenta ocasionalmente y se
caracteriza por la aparicion de nddulos de tamafio considerable en el higado, ciego,
duodeno y mesenterio. Aungue los signos Yy lesiones dependen de la extension del
tejido afectado, suele diagnosticarse solo a través de la necropsia (Blanco et al.,
1996).
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Infeccion del saco vitelino: la infeccion del huevo en formacién se produce gracias
a la transmision transovarica generdndose una infeccion del saco vitelino,
produciendo un incremento de la mortalidad embrionaria y durante la primer semana
de vida del polluelo (Blanco et al.,1996; Barnes et al., 2003).

Diagnostico

El diagnostico presuntivo de la colibacilosis puede realizarse en funcion de la
signologia y aunque las lesiones son bastante significativas, siempre es
conveniente realizar la confirmacion mediante el andlisis bacteriolégico de las
muestras tomadas (Landman et al., 2006a, 2006b). Existen medios de cultivo
selectivos diferenciales como el agar MacConkey. Se utiliza fundamentalmente para
el aislamiento de miembros de la familia Enterobacteriaceae y diferenciacion de E.
coli de otros patdgenos intestinales de la misma familia. Los componentes selectivos
lo constituye el cristal violeta (inhibidor de los microorganismos Gram positivos) y
las Sales Biliares (Gomis et al, 2001; Radu et al., 2001; Da Silveira et al., 2002;
Jeffrey et al., 2002; Rodriguez-Angeles, 2002; Barnes et al., 2003; Skyberg et al.,
2003; Siek et al., 2005a, 2005b). La identificacidén a nivel de género y especie suele
realizarse con pruebas bioguimicas convencionales, tras un examen de la
morfologia y el crecimiento bacteriano (Barnes et al., 2003). Una alternativa a los
métodos convencionales, son los sistemas comerciales automatizados, que
permiten una identificacion rapida y fiable de todas las especies de Enterobacterias
con significacion clinica, por ejemplo, los sistemas multisustratos de identificacion
bioguimica (Kariuki et al., 1999; Skyberg et al., 2003) como las galerias API®,
API20E, BioMerieux.

Factores de virulencia de E. coli.

Existen atributos de virulencia en APEC que las diferencia de otras E. coli no
patdgenas, son los factores de virulencia que contribuyen conjuntamente a
potenciar su patogenicidad. La virulencia de E. coli es multifactorial, es decir,
depende de la accibn combinada de numerosos factores o genes de virulencia.
Estudios genéticos demuestran la presencia de numerosas recombinaciones y
transferencia horizontal de genes, sefialando una vez mas, la gran diversidad de
factores de virulencia (Nataro y kaper, 1998; Kariyawasam et al., 2002; Siek et al.,
2005a, 2005b; Johnson et al., 2004).

Algunos factores son mas prevalentes en cepas patogenas de E. coli, pudiendo
actuar como marcadores relativos de patogenicidad, permitiendo asi detectar y
caracterizar a las cepas patogénicas. Varios factores de virulencia potenciales son
asociados con APEC, incluyendo la produccion de colicinas, secuestramiento de
hierro (aerobactina), resistencia al efecto bactericida del suero, antigeno capsular
K1 y adhesinas (Ewers et al., 2004, 2005; Johnson et al., 2006a, 2006b; Dozois et
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al., 2000; Pfaff-McDonough et al., 2000; Da Silveira et al., 2002; La Ragione y
Woodward, 2002; Delicado et al., 2003; Mellata et al., 2003a, 2003b; Skyberg et al.,
2003).

Adhesinas

Las cepas APEC se adhieren a las células epiteliales de la faringe y traquea por
medio de fimbrias tipo 1, que comprende una subunidad principal estructural, FimA,
y una subunidad menor, FimH, que median la adhesion a residuos D-manosa
(Ewers et al., 2004; McPeake et al., 2005). Las fimbrias tipo 1, se expresan cuando
la bacteria coloniza el tracto respiratorio superior, traguea, pulmones y sacos aéreos
de las aves infectadas, pero no se expresan en Organos internos o torrente
sanguineo (La Ragione et al., 2000; Delicato et al., 2003). Esto podria explicar su
posible papel en los primeros estadios de la infeccion y su relacion con la virulencia
(Dozois et al., 1994; Barnes et al., 2003; Monroy et al., 2005; Skyberg et al., 2003).
En cambio, las fimbrias P parece que juegan un papel mas importante en fases
avanzadas de la infeccion, son expresadas cuando la bacteria coloniza los sacos
aéreos, los pulmones y érganos internos, pero no se expresa cuando la bacteria
coloniza la traquea (Pourbakhsh et al., 1997a, 1997b; La Ragione et al., 2000;
Mellata et al., 2003a, 2003b). Dozois et al., en 1995, comprobaron la inexistencia de
receptores para fimbrias P en trdquea de pollos, por tanto, no se produciria su
adhesion a nivel del tracto respiratorio superior. De este modo, se sugiere que
podrian participar en la colonizacién de 6rganos internos favoreciendo el desarrollo
de la septicemia (Pourbakhsh et al., 1997a, 1997b; La Ragione et al., 2000; Mellata
et al., 2003a, 2003b).

Las fibras curli, son fibras amiloides expresadas en la superficie de E. coli,
Salmonella y muchas otras enterobacterias, son altamente agregativas, miden de
2-6 nm de diametro y contribuyen a la internalizacion, adhesion e invasion de la
bacteria a células eucariotas hospederas. Las fibras curli son expresadas por
muchos aislados patogénicos de E. coli y estos aislados son involucrados en la
colisepticemia aviar (Olsen et al., 1989; Provence y curtiss, 1992). Proteinas de
superficie similares fueron identificadas en Salmonella entérica en ambos serovares
Enteritidis y Typhimurium (R6mling et al., 1998; Colliston et al., 1996).

Sistema de captacion y liberacion de hierro

El hierro resulta limitante para el crecimiento bacteriano. Su baja concentracién se
debe a que un gran porcentaje se encuentra secuestrado en hemoproteinas o en
proteinas quelantes del hierro relacionadas con su transporte, como la transferrina
o la lactoferrina. Para la obtencién del hierro, las E. coli aviares cuentan con
sistemas de captacion como los mediados por el sideréforo aerobactina gracias al
cual capta y concentra el hierro libre (Delicato et al., 2003; Monroy et al., 2005;
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Ewers et al., 2004; McPeake et al., 2005). Se trata de un factor claramente vinculado
con la virulencia de los aislados (Bolin, 1986; Skyberg et al., 2003; Rakin et al.,
1995).

Resistencia al efecto bactericida del suero

Numerosos estudios hacen referencia a la correlacion positiva entre la
supervivencia aumentada en suero y la virulencia, demostrando la importancia de
la presencia del gen iss en las cepas patdgenas de E. coli (Ellis et al., 1988; Ferreira
y Silva, 1991; Wooley et al., 1992; Nolan et al., 1992a, 1992b; Ptaff-McDonough et
al., 2000; Barnes et al., 2003; Delicato et al., 2003; Mellata et al., 2003a, 2003b;
Skyberg et al., 2003; McPeake et al., 2005). Se trata de un factor frecuentemente
detectado en aislados patdgenos de origen aviar (Vandekerchove et al., 2005). Tras
los primeros estadios de la infeccion, E. coli llega al torrente sanguineo y es en esta
localizacion donde debe resistir a la actividad litica del complemento sérico. Se cree
gue a esta resistencia contribuyen algunos antigenos (O y K) y determinadas
proteinas presentes en la membrana externa de la pared celular bacteriana (Blanco
et al., 1996; Monroy et al., 2005). El antigeno capsular K1 es asociado con APEC,
particularmente de serogrupos 01 y 02. Se ha demostrado que cepas APEC K1+
son mas resistentes al efecto bactericida del suero que otras cepas APEC que
expresan otro tipo de antigenos K (Pourbakhsh et al., 1997a, 1997h).

Produccion de colicinas

Las colicinas son substancias producidas por algunas cepas de E. coli que resultan
toxicas para otras cepas de la misma especie e inhiben su crecimiento por
competencia. Por tanto, es posible que las cepas patégenas productoras de
colicinas pudieran tener una mayor persistencia que las cepas avirulentas (Barnes
et al., 2003). La presencia de este factor se consideraria como un indicador de
virulencia (Delicato et al., 2003; Vandekerchove et al., 2005). En un estudio
realizado con aislados de E. coli en Brasil comprobaron que el 89% de las cepas
patdgenas producian colicinas, frente al 11% de las cepas no letales (Blanco et al.,
1996).

Medidas de control y prevencion

Para prevenir la colibacilosis es imprescindible conocer y eliminar las fuentes de
contaminacién asi como evitar factores predisponentes que contribuyan a la
aparicion de la enfermedad (Barnes et al., 2003; Biarnés, 2006). Estos parametros,
cuando no son adecuados, tienen una gran repercusion en el bienestar animal e
influyen negativamente en la produccion, incrementando la susceptibilidad a las
infecciones por E. coli (Blanco et al., 1996; 1998; La Ragione y Woodward, 2002).
La prevencion de la colibacilosis puede llevarse a cabo mediante el control y
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vigilancia de los siguientes factores fundamentales (Barnes et al., 2003). Manejo:
densidad de animales correcta, ventilacion eficaz, ausencia de suciedad y polvo,
retirada periodica de gallinaza, intensidad luminica y temperaturas adecuadas,
suministro de agua y alimento adecuados, programas de desinfeccion,
desinsectacion y desratizacion adecuados. El polvo con contaminacion fecal se
considera una de las principales vias de infeccion y diseminacion de la enfermedad
(Blanco et al., 1996).

Profilaxis y estatus sanitario: debe minimizarse la incidencia de enfermedades como
la coccidiosis, bronquitis infecciosa, enfermedad de Newcastle, Gumboro, M.
gallisepticum, M. synoviae y micosis, ya que son enfermedades que predisponen al
desarrollo de la colibacilosis. Por tanto, los programas de vacunacién deben ser los
adecuados para la explotacion. (Brée et al.,, 1989; Nakamura et al.,, 1992; La
Ragione y Woodward, 2002; Mellata et al., 2003a, 2003b). Existen en el mercado
varias vacunas inactivadas frente a E. coli pero es importante tener en cuenta que
la vacuna solo protege eficazmente frente a las cepas homadlogas de E. coli y no
frente a cepas heterdlogas de otros serotipos, quiza debido al elevado niumero de
serotipos existentes (Buxadé, 2000; Biarnés, 2006). Ademas se han realizado
estudios de valoracion de los antigenos éptimos para la elaboracion de las vacunas,
como adhesinas F1y P, proteina receptora de aerobactina y lipopolisacaridos (LPS)
obtenidos de la cepa E. coli 078, demostrando su relevancia a la hora de proteger
contra las infecciones del tracto respiratorio causada por cepas patdgenas de E. coli
(Kariyawasam et al., 2002).

Los programas de nutricion: es importante la aplicacion de féormulas nutricionales
correctas para cada fase de produccion, asi como un buen suministro de alimento
a los animales. Un suministro incorrecto del alimento podria provocar estrés en los
animales favoreciendo la aparicion de enfermedades. La realizacion de controles
del alimento y materias primas es esencial para garantizar una buena calidad
(Barnes et al., 2003).

Terapia antimicrobiana: es una herramienta indispensable para reducir las
importantes pérdidas ocasionadas por las infecciones por E. coli en la industria
avicola (Amara et al., 1995). E. coli posee la sensibilidad caracteristica de las
bacterias Gram negativas, siendo parte de las cepas sensibles a penicilinas,
cefalosporinas, aminoglucésidos, tetraciclinas, cloranfenicol, colistina, sulfamidas,
trimetoprim y quinolonas (Barnes et al.,, 2003). Se ha demostrado que varios
factores contribuyen a la virulencia de las cepas aviares de E. coli, y muchos se
encuentran alojados en plasmidos de conjugacion de gran tamafio. En ellos,
también pueden encontrarse genes responsables de resistencia a agentes
antimicrobianos, y es posible que el uso de éstos seleccione de manera especifica
las cepas de E. coli que contienen estos plasmidos, aumentando asi la persistencia
de las mismas entre las aves (Johnson et al., 2004). Ademas la utilizacion masiva
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de antimicrobianos junto con la practica habitual de utilizarlos a concentraciones
sub-inhibitorias con fines profilacticos, ha incrementado considerablemente las
resistencias bacterianas (Ginns et al., 1996; Blanco et al., 1996; Barnes et al., 2003;
McPeake et al., 2005; Biarnés, 2006). La utilizacion inadecuada de antimicrobianos
puede seleccionar cepas bacterianas resistentes a los mismos, ya sean 0 no
patdgenas. Las bacterias responden ante la presion selectiva ejercida por los
antimicrobianos de forma que en el nuevo ambiente s6lo sobreviven aquellas mas
aptas en sentido evolutivo, es decir los mas resistentes (Johnson et al., 2004;
Schroeder et al., 2004).
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l1l. JUSTIFICACION

La colisepticemia es la forma clinica mas comun y grave de la colibacilosis,
responsable de pérdidas econdémicas significativas en la industria avicola mexicana
y mundial. Por lo cual es necesario diferenciar entre las cepas comunes de E. coliy
aquellas que producen septicemia en aves domésticas. En este trabajo se estudia
el caracter patogénico de aislados de E. coli y su relacion con el fenotipo rojo congo
positivo. Lo anterior surge de la necesidad de tener una herramienta de diagndstico
sencilla para la identificacién de cepas patogénicas de E. coli.
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IV. HIPOTESIS

Existe relacion entre la patogenicidad y el fenotipo rojo congo positivo de aislados
de E. coli aviares.
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V. OBJETIVOS

General: Evaluar la patogenicidad de aislados de E. coli aviares y su relacion
con el fenotipo rojo congo.

Especificos: Determinar la capacidad patogénica de los aislados de E. coli rojo
congo positivos mediante pruebas de desafio.

Determinar la capacidad patogénica de los aislados de E. coli rojo
congo negativos mediante pruebas de desafio.
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VI. MATERIAL

Material Bioldgico

50 hisopados del interior del intestino de aves ligeras.

50 hisopados del interior del saco vitelino de aves ligeras.
Aislamientos de E. coli

Cepas de referencia: de E. coli (ATCC 8739)

Aves SPF

Huevos embrionados SPF

Medios de cultivo

Base de agar Sangre (DIFCO)
Infusion cerebro corazén (DIFCO)
Agar MacConkey (DIFCO)

Glicerol

Agar Rojo Congo

Agar de soya tripticasa

Caldo de soya tripticasa

Medio de transporte comercial (stuart)

Pruebas Bioquimicas convencionales
TSI

SIM

Urea

Mio

Carbohidratos diversos

Sistema API 20E (Biomeriux)

Reactivos
Oxidasa
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Catalasa

Kovac

Cristal violeta
Yodo

Alcohol acetona
Safranina

Equipo.

Estufa bacteriologica Odds Ratio
Microscopio binocular Boeco Germany
Autoclave vertical
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VIl. METODO

Caracteristicas de la poblacion

Para la realizacion del presente trabajo se analizaron muestras procedentes de
organos internos de pollitas ligeras, linea Bovans. Se procesaron 50 hisopados del
interior del saco vitelino y 50 del interior del intestino de aves ligeras de 1 a 5 dias
de edad. Las muestras fueron tomadas de una granja de crianza perteneciente a
una empresa avicola productora de huevo para consumo, situada en el municipio
de Lagos de Moreno, Jal.

Condiciones de muestreo

El muestreo fue aleatorio, las aves sé tomaron al azar, aparentemente sanas y del
mismo lote.

Toma de muestras

Las pollitas se sacrificaron humanitariamente, mediante dislocacion de las vértebras
cervicales, de acuerdo a la NORMA Oficial Mexicana NOM-033-ZO0-1995,
Sacrificio humanitario de los animales domeésticos y silvestres. Se realiz6 la
necropsia y toma de muestras mediante hisopos estériles con vastago de plastico y
medio de transporte de Stuart, para el aislamiento bacterioldgico.

Las muestras se procesaron el mismo dia de la toma.
Aislamiento e identificacion de E. coli.
El protocolo de aislamiento bacterioldgico aplicado a las muestras fue el siguiente:

1. Siembra de los hisopos tomados en agar MacConkey e incubacién de las
placas en condiciones de aerobiosis a una temperatura de 37 + 1°C durante
22 £+ 2 horas.

2. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se procedio a la seleccion de
colonias sospechosas de E. coli por su morfologia y viraje en el medio agar
MacConkey (colonias purpuras). Se seleccioné una colonia por muestray se
subcultivd en agar sangre con 5% de sangre de cordero, para la obtencién
de cultivos puros. Estas placas se incubaron a una temperatura de 37 + 1°C
durante 22 = 2 horas en condiciones de aerobiosis.
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Posteriormente, se procedié a la identificacion bioquimica de las colonias
sospechosas de pertenecer al género Escherichia.

Identificacion bioquimica de los aislados

La identificacién a nivel de especie de los aislados sospechosos, se determind
mediante la realizacion de una bateria de pruebas bioquimicas en tubo, utilizando
los medios: TSI, MIO, SIM y UREA. Ademas de realizar la prueba de oxidasa. Para
confirmacion de las bioquimicas se uso el sistema API-20E Enterobacteriaceae
System. Se utiliz6 como control una cepa de E. coli patogénica aviar (APEC) ATCC
8739.

Conservacion y mantenimiento de los aislados obtenidos.

Los aislados identificados se inocularon en criotubos con brain heart infusion
(BHI), para su conservacion a - 83 °C.

Inoculacion de aislados de E. coli en agar rojo congo.

Todos los aislados mantenidos en congelacién a — 83 °C se reactivaron en BHI
durante 24 horas a 37 °C y posteriormente se inocularon en placas de agar
MacConkey y agar sangre para comprobar la viabilidad y pureza de los mismos
aislados.

Una vez realizadas las pruebas de viabilidad y pureza los aislados fueron inoculados
en placas de agar rojo congo, e incubados por 24 horas a 37 °C. El medio rojo congo
se prepararo como describen Panigrahy y Yushen, en 1990. Transcurrido el tiempo
de incubacién se reviso el crecimiento de los aislados inoculados en las placas de
agar rojo congo. Los aislados de E. coli se identificaron fenotipicamente como RC+
0 RC- por el aspecto de las colonias en el agar rojo congo (Berkhoffy Vinal, 1986).

Preparacion de indéculos

Una vez realizadas las pruebas de calidad y la prueba de rojo congo se
seleccionaron 5 aislados RC+ (18-SV, 26-SV, 30-SV, 42-SV, 48-SV) y 5 RC- (9-IN,
14-IN, 17-IN, 18-IN, 23-IN) para la elaboracion de los in6culos de desafio. Estos
aislados seleccionados, asi como la cepa de referencia de E. coli (ATCC 8739) se
inocularon en placas de agar MacConkey con Gentamicina con la finalidad de
marcarlos (hacerlos Gentamicina resistentes).
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El proceso para la obtencion de aislados resistentes a la Gentamicina fue el
siguiente:

Se inocularon los aislados de interés y la cepa de referencia en agar MacConkey
conteniendo Gentamicina (30 pg/ml de medio), y se incubaron de 48 a 72 horas.
Las placas se revisaron cada 24 horas, de aquellas colonias que crecieron en el
medio con €l antimicrobiano, se realizaron pruebas bioquimicas para verificar la
especie (Sahm y Washington, 1985; Vera, 1988).

Posteriormente estos mismos se inocularon en placas de trypticasa-soya agar con
Gentamicina (30 pg/ml de medio) con el fin de obtener un crecimiento abundante y
a partir de estos cultivos resistentes a la Gentamicina se elaborarén los in6culos de
desafio (Sahm y Washington, 1985; Vera, 1988).

Los 10 aislados de E. coli y la cepa de referencia Gentamicina resistentes, se
propagaron en caldo de soya tripticasa contenidos en tubos con tapa de rosca de
18ml, incubados a 37 ° C durante dos y media horas con la finalidad de obtener un
titulo aproximado de 1x107 UFC (unidades formadoras de colonias) por cada ml
(Panigrahy y Yushen, 1990). Estos cultivos se utilizaron para la prueba desafio.

Pruebas de patogenicidad por desafio
Para el desafio se utilizaron pollas ligeras de 10 semanas de edad.

Se formaron 12 grupos de pollas, cada grupo de 15 individuos, cada uno de los 10
aislados de E. coli gentamicina resistentes se inocul6 en un grupo de pollas (un
aislado por cada grupo), Otro grupo fue inoculado con la cepa de referencia y se
us6 como control positivo. La via de inoculacion utilizada fue la endotraqueal, .2 ml
de inéculo por cada ave.

El grupo restante fue inoculado de forma similar con caldo de soya tripticasa
estéril, .2 ml de caldo estéril por ave y este grupo se usé como control negativo.

Cada grupo se mantuvo separado en jaulas, con un adecuado manejo de la
alimentacion y bioseguridad. Las aves se abastecieron con alimento comercial sin
antibidticos y agua a libre acceso durante el experimento.

Los grupos de aves inoculados fueron observados diariamente durante tres dias
post-inoculacion para observar signos clinicos, pero ningun grupo presento signos
de enfermedad. Después de cumplidos los tres dias, las aves se sacrificaron
humanitariamente y se les practico la necropsia para observar lesiones (Berkhoff y
Vinal, 1986; Gjessing y Berkhoff, 1989; Panigrahy y Yushen, 1990).

Se tomaron hisopados de higado y pulmon de todas las aves y se inocularon en
agar MacConkey conteniendo Gentamicina para el aislamiento de E. coli. Estas
placas se incubaron a 37 °C durante 24 hrs y se hizo la revision de cultivos
cumpliéndose este tiempo de incubacion.
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Los aislados de E. coli que produjeron lesiones (aerosaculitis, peritonitis, neumonia,
etc) y que se recuperaron de higado y pulmén son considerados como patogénicos
(APEC). Y aquellos aislados que no produjeron lesiones y no se recuperaron de
higado y pulmoén son considerados como no patogénicos (Berkhoff y Vinal, 1986;
Gjessing y Berkhoff, 1989; Panigrahy y Yushen, 1990).

Método Estadistico

El presente estudio utiliz6 como disefio experimental el disefio completamente al
azar con diferente nimero de unidades por tratamiento. El disefio completamente
al azar, es un disefio adecuado para experimentos en laboratorios, en que las
condiciones ambientales son controladas, es un disefio con un solo criterio de
clasificacion. Este disefio se plantea cuando se han perdido unidades
experimentales y no se dispone con igual numero de observaciones por tratamiento.

Analisis de resultados

Los resultados fueron evaluados utilizando un andlisis de varianza con una
confiabilidad del 95%, para un disefio completamente al azar con grupos no
homogéneos por perdida de unidades experimentales.
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VIII. LIMITE DE TIEMPO

El presente trabajo se llevé a cabo dentro del periodo de Enero del 2016 a Enero
del 2017.
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IX. LIMITE DE ESPACIO

El trabajo se realizé en el area aves del Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados en Salud Animal (CIESA), de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, de la Universidad Auténoma del Estado de México, situado en el Km 15.5
de la carretera Panamericana Toluca-Atlacomulco, coordenadas, Latitud Norte 19°
23’ 577, latitud oeste 99° 42’ 47”.
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X. RESULTADOS

En el presente estudio se evalud la capacidad patogénica de 10 aislados de E. coli
obtenidos de aves ligeras, 5 aislados fueron RC+ y 5 RC-. La capacidad patogénica
fue evaluada mediante el desafio de aves ligeras aparentemente sanas, con el fin
de establecer la relacion entre el fenotipo RC+ y el caracter patogénico de dichos
aislados. Fueron inoculados 10 grupos de aves con los aislados RC+ y RC-, un
grupo inoculado con la cepa de referencia sirvi6 como control positivo, otro grupo
fue inoculado con caldo de soya tripticasa estéril y fue utilizado como control
negativo. El criterio utilizado para identificar los aislados patogénicos fue la
observacion de lesiones compatibles con colibacilosis mediante la necropsia de las
aves desafiadas, y el aislamiento bacteriolégico de E. coli a partir de higado y
pulmén.

Los grupos desafiados fueron identificados con letras mayudsculas y cada aislado se
inocul6 en un grupo diferente, como se muestra en la tabla siguiente.

Tabla 1. Identificacion de los grupos, aislado inoculado y fenotipo al que
pertenece cada aislado.

GRUPO DESAFIO AISLADO FENOTIPO
INOCULADO

GRUPO A 48-SV Rojo congo +
GRUPO B 42-SV Rojo congo +
GRUPO C 30-SV Rojo congo +
GRUPO D 26-SV Rojo congo +
GRUPO E 18-SV Rojo congo +
GRUPO F 23-IN Rojo congo -
GRUPO G 18-IN Rojo congo -
GRUPOH 17-IN Rojo congo -
GRUPO | 14-IN Rojo congo -
GRUPO J 9-IN Rojo congo -
GRUPO K (control +) | ATCC 8739

GRUPO L (control -) Medio de cultivo estéril

Las lesiones observadas fueron aerosaculitis, peritonitis, congestion pulmonar,
edema pulmonar y neumonia fibrinopurulenta.

Los resultados obtenidos en la necropsia se muestran en la tabla siguiente.
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Tabla 2. Resultados observados a la necropsia de los grupos de desafio, control
positivo y control negativo.

Tabla de resultados a la necropsia

NEUMONIA EDEMA DE  CONGESTION ) .
AEROSACULITIS  PERITONITIS . . Sumatoria  Promedio
FIERINOPURULENTA  PULMON PULMON
A (RCH) 15 10 11 13 12 61 12.2
B (RCH) 13 11 7 14 12 57 114
C(RCH) 14 13 8 9 12 56 11.2
D (RCH) 14 13 9 14 14 64 12.8
E (RCH) 13 10 12 13 15 63 12.6
F(RC-) 10 10 9 8 11 43 9.6
G (RC-) 15 11 13 12 14 85 13.0
H (RC-) 15 13 13 8 15 64 12.8
1 (RC-) 15 15 9 13 15 67 134
J(RC-} 12 5 9 5 14 45 9.0
K (control +) 15 15 15 15 15 control (+)
L {control -) 0 0 0 0 0 control (-

A continuacién se muestran las gréaficas de cada lesion observada, en los diferentes
grupos de desafio.
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Gréfica 1. Aerosaculitis observada en los diferentes grupos de desafio, controles
positivo y negativo.
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No se observan diferencias en la grafica de aerosaculitis entre los grupos de desafio
(A- J) y el grupo control positivo (K). Existe diferencia con el grupo control negativo
(L), el cual no presento esta lesion.
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Gréfica 2. Peritonitis observada en los diferentes grupos de desafio, controles
positivo y negativo.

PERITONITIS

% PERITONITIS

No se observan diferencias en la gréfica de peritonitis entre los grupos de desafio
(A- 1) y el grupo control positivo (K). El grupo (J) presentdé menor porcentaje de aves
con peritonitis a la necropsia. Existe diferencia con el grupo control negativo (L), el
cual no present6 esta lesion.
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Gréfica 3. Congestion pulmonar observada en los diferentes grupos de desafio,

controles positivo y negativo.
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No se observan diferencias en la grafica de congestion pulmonar entre los grupos
de desafio (A- J) y el grupo control positivo (K). Existe diferencia con el grupo control

negativo (L), el cual no present6 esta lesion.
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Grafica 4. Edema pulmonar observado en los diferentes grupos de desafio,
controles positivo y negativo.
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No se observan diferencias en la grafica de edema pulmonar entre los grupos de
desafio (A- 1) y el grupo control positivo (K). El grupo (J) presenté menor porcentaje
de aves con edema pulmonar a la necropsia. Existe diferencia con el grupo control

negativo (L),

el cual no presento esta lesion.
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Grafica 5. Neumonia fibrinopurulenta observada en los diferentes grupos de
desafio, controles positivo y negativo.
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No se observan diferencias en la grafica de neumonia fibrinopurulenta entre los
grupos de desafio (A- J) y el grupo control positivo (K). Existe diferencia con el grupo
control negativo (L), el cual no presenté esta lesion.

Los resultados observados a la necropsia de los 10 grupos de desafio, en los que
se probaron los aislados de E. coli RC+ y RC- de interés, fueron comparados unos
con otros. Para lo cual se realiz6 un analisis de varianza por cada lesion observada,
de igual forma para los resultados del aislamiento bacteriol6gico de E. coli a partir
de pulmodn e higado.

Los grupos control positivo y control negativo resultaron positivo y negativo
respectivamente para cada una de las lesiones, y para el aislamiento bacteriolégico,
funcionando adecuadamente como controles, por ello no fue necesario que se
compararan estadisticamente con los grupos de desafio.

Los resultados estadisticos obtenidos se muestran a continuacion.
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Aerosaculitis.

Tabla 3. Tabla de ANOVA para aerosaculitis.

Tabla ANOVA

Fuente SC g.l. CM F p-value
Tratamiento 1.07 9 0.119 1.79 .0760
Error 9.11 137 0.066
Total 10.18 146

P>0.05

Grafica 6. Comparacion de medias de los grupos de desafio. Con andlisis para

aerosaculitis.
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Estadisticamente no existe diferencia entre los diferentes grupos de desafio ya que
todos los aislados inoculados produjeron aerosaculitis con valores similares, y se
observa en la grafica que todos estan cercanos a la media promedio.
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Peritonitis.

Tabla 4. Tabla de ANOVA para peritonitis.

ANOVA table
Source SS df MS F p-value
Treatment 4.61 9 0.513 3.11 .0020
Error 22.57 137 0.165
Total 27.18 146
P<0.05

Grafica 7. Comparacion de medias de grupos de desafio. Con analisis para
peritonitis.

Comparison of Groups

1.0 + - - - - - - - - -

0.8 +

06 +

04 +

0.2 +

0.0 *
A B C D E F G H I J

*

*
*
*

*

Estadisticamente existe diferencia entre el grupo J con los demas grupos de desafio
ya que el aislado inoculado en el grupo J produjo menos peritonitis que el resto de
los aislados inoculados en los otros grupos. No existe diferencia entre los grupos de
la (A-l) ya que tienen valores similares, y se observa en la grafica que estos estan
cercanos a la media promedio.
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Congestion pulmonar.

Tabla 5. Tabla de ANOVA para congestion pulmonar.

ANOVA table
Source SS df MS F p-value
Treatment 0.84 9 0.094 1.17 .3210
Error 11.01 137 0.080
Total 11.85 146
P>0.05

Grafica 8. Comparacion de medias de grupos de desafio. Con un analisis para
congestion pulmonar.

Comparison of Groups
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Estadisticamente para el caso de la congestion pulmonar, no existe diferencia entre
los diferentes grupos de desafio ya que todos los aislados inoculados produjeron
congestion pulmonar con valores similares, y se observa en la grafica que todos los
valores estan cercanos a la media promedio.
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Edema pulmonar.

Tabla 6. Tabla de ANOVA para edema pulmonar.

ANOVA table
Source SS df MS F p-value
Treatment 5.35 9 0.595 3.57 .0005
Error 22.82 137 0.167
Total 28.18 146
P<0.05

Grafica 9. Comparacion de medias de grupos de desafio. Con analisis para edema
pulmonar.

Comparison of Groups
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El aislado inoculado en el grupo J produjo menos edema pulmonar que el resto de
los aislados inoculados en los deméas grupos de desafio. Por lo tanto,
estadisticamente el grupo J es diferente que el resto de los grupos en la
presentacion de esta lesion. Estadisticamente no existe diferencia entre los grupos
de desafio de la (A-I) ya que tienen valores similares, y se observa en la grafica que
estos estan cercanos a la media promedio.
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Neumonia fibrinopurulenta.

Tabla 7. Tabla de ANOVA para neumonia fibrinopurulenta.

ANOVA table
Source SS df MS F p-value
Treatment 2.44 9 0.271 1.26 .2651
Error 29.53 137 0.216
Total 31.97 146
P>0.05

Grafica 10. Comparacion de medias de grupos de desafio. Con analisis para
neumonia fibrinopurulenta.

Comparison of Groups
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Estadisticamente no existe diferencia entre los diferentes grupos de desafio ya que
todos los aislados inoculados produjeron neumonia fibrinopurulenta con valores
similares, y se observa en la gréafica que todos estan cercanos a la media promedio.
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Aislamiento bacteriol6gico a partir de pulmén de las aves desafiadas.

Tabla 8. Tabla de ANOVA para aislamiento bacteriol6gico de pulmon.

ANOVA table
Source SS df MS F p-value
Treatment 0.39 9 0.043 0.38 .9408
Error 15.41 137 0.112
Total 15.80 146
P>0.05

Grafica 11. Comparacién de medias de grupos de desafio. Con andlisis para
aislamiento bacteriologico a partir de pulmon.
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Estadisticamente no existe diferencia entre los grupos de desafio, ya que todos los
aislados inoculados en los diferentes grupos, se recuperaron a partir de pulmén con
valores similares y se observa en la grafica que estos estan cercanos a la media
promedio.
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Aislamiento bacteriolégico a partir de higado de las aves desafiadas.

Tabla 9. Tabla de ANOVA para aislamiento bacteriolégico de higado.

ANOVA table
Source SS df MS F p-value
Treatment 0.30 9 0.034 0.33 9631
Error 13.95 137 0.102
Total 14.26 146
P>0.05

Gréfica 12. Comparacion de medias de grupos de desafio. Con analisis para
aislamiento bacterioldgico a partir de higado.
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Estadisticamente no existe diferencia entre los grupos de desafio, ya que todos los
aislados inoculados en los diferentes grupos, se recuperaron a partir de higado con
valores similares y se observa en la grafica que estos estan cercanos a la media
promedio.
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XI. DISCUSION:

En este trabajo no hubo diferencias respecto a la patogenicidad de los aislados de
E. coli RC+ y RC- utilizados como in6culos de desafio, ya que ambos produjeron
aerosaculitis, peritonitis, neumonia fibrinopurulenta, edema y congestion pulmonar.
Estos resultados obtenidos difieren con los obtenidos por Berkhoff y Vinal, en 1986,
en donde ellos encontraron una relacion directa de algunos aislados de E. coli para
absorber el colorante rojo congo y su capacidad para producir infecciones
septicémicas en pollos. Estos autores realizaron pruebas de patogenicidad en
pollos, inoculando aislados de E. coli RC+ y RC- en broilers de 4 semanas de edad,
via saco aéreo caudal y encontraron que los aislados RC+ fueron letales para los
pollos produciendo aerosaculitis, pericarditis y perihepatitis fibrinosa. Por otra parte
los aislados RC- no produjeron lesiones. Demostrando con ello que el fenotipo RC+
esta relacionado con la patogenicidad de los aislados de E. coli.

En nuestro experimento no fueron observadas lesiones como pericarditis, o
perihepatitis fibrinosa, pero si se observé aerosaculitis, peritonitis, neumonia
fibrinopurulenta, edema y congestion pulmonar en todos los grupos desafiados, por
ello se consideran patogénicos todos los aislados inoculados tanto RC+ como RC-,
de acuerdo a lo referido por Berkhoff y Vinal, en 1986.

Berkhoff y Vinal, en 1986, concluyen que el medio rojo congo puede ser utilizado
para distinguir entre E. coli aviares patogénicas de las no-patogénicas, y que
constituye un marcador fenotipico de virulencia estable, reproducible y facil de
distinguir. Los resultados de nuestro trabajo indican que el fenotipo rojo congo no
esta relacionado con la patogenicidad de aislados de E. coli, ya que ambos aislados
con fenotipo RC+ y RC- produjeron lesiones con valores similares.

En el trabajo realizado por Gjessing y Berkhoff, en 1989, demostraron la asociacién
entre el fenotipo y la patogenicidad de aislados de E. coli RC+, exponiendo a un
aerosol pollos de 1 dia de edad para reproducir la aerosaculitis y la colisepticemia.
Para la exposicién al aerosol utilizaron aislados de E. coli RC+y RC- como indculos.
De los grupos de aves expuestos al aerosol con aislados de E. coli RC+, estas aves
presentaron signos (disnea, pluma erizada, letargia), hubo mortalidad y a la
necropsia se observaron lesiones como aerosaculitis, pericarditis y perihepatitis
fibrinosa. En contraste las aves expuestas con aislados de E. coli RC-, ningun ave
presento signos, no hubo mortalidad ni lesiones a la necropsia. Estos autores
muestrearon saco aéreo y pulmoén post-inoculacion de las aves para aislamiento
bacteriol6gico de E. coli, y solo se recuper6 E. coli de las aves expuestas a los
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aislados RC+. Confirmando asi que el fenotipo RC+ esta relacionado con la
patogenicidad de los aislados de E. coli aviares.

En el presente estudio se determind que el fenotipo RC+ no es un marcador de
virulencia, ya que los aislados de E. coli RC+y RC- inoculados por via endotraqueal,
ambos produjeron aerosaculitis, peritonitis, neumonia fibrinopurulenta, edema y
congestion pulmonar. Adicionalmente se obtuvo re-aislamiento de E. coli en cultivo
puro a partir de higado y pulmon de todos los grupos de desafio. Estos resultados
son similares a los resultados obtenidos por Panigrahy y Yushen, en 1990, ellos
desafiaron pollos broilers de 1 semana de edad con 21 aislados de E. coli aviares,
inoculados por via saco aéreo toracico posterior izquierdo. Ellos observaron signos,
mortalidad y lesiones (aerosaculitis, pericarditis y perihepatitis), tomaron muestras
para aislamiento bacterioldgico, a partir de sacos aéreos, sangre cardiaca e higado
de los pollos inoculados. De los 21 aislados probados, 15 fueron patogénicos, de
los cuales 8 fueron fenotipo RC+ y 7 fueron fenotipo RC-. 6 aislados fueron no-
patogénicos, de los cuales 5 fueron fenotipo RC+ y 1 fue fenotipo RC-. Concluyendo
gue no existe relacion entre el fenotipo RC+ y la patogenicidad de aislados de E.
coli aviares.

Por lo anterior reiteramos que los resultados de nuestro trabajo coinciden con los
obtenidos por Panigrahy y Yushen, en 1990, ya que en ambos experimentos no se
encontrd relaciéon entre el fenotipo RC+ y la patogenicidad de aislados de E. coli
aviares.
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XIl. CONCLUSIONES
Todos los aislados de E. coli probados tanto RC+ y RC- fueron capaces de producir
lesiones. Por lo que se consideran patogénicos.

El aislado de E. coli RC- inoculado en el grupo J fue el que mostré6 menor caracter
patogénico.

En este trabajo no se encontrd relacion entre el fenotipo RC+ y el caracter
patogénico de los aislados de E. coli.

Se encontré que la prueba de desafio es de gran valor para evidenciar la naturaleza
patogénica de los aislados de E. coli.
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XIll. SUGERENCIAS

Sé sugiere continuar con estudios de patogenicidad, para establecer una
metodologia de diagnostico que permita identificar aislados APEC, de manera
sencilla.

Sé sugiere realizar estudios moleculares para identificar genes de virulencia de
aislados de E. coli aviares, que podrian utilizarse como marcadores de virulencia
para identificar APEC.

Sé sugiere estudiar la patogenia de la colibacilosis en aves ligeras en las diferentes
etapas de produccion.
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