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RESUMEN

ROSARIO CORTES, CECILIA: Determinacion de la patogenicidad de diferentes
aislamientos de fuscherichia coli a partir de huevo fértil y aves con infeccion del saco
vitelino mediante serotogia e hibridacion de ADN. { Bajo la direccion de: MVZ, MSc, PhD
Carlos Lépez Coello, MVZ, MPA. Ma. de! Pilar Castafeda Serrano, MVZ, MSc, PhD
Guillermo Téllez Isaias, MVZ. Gerardo Pefialba Garcia, M PhD Carlos Eslava Campos).

La infeccion del Saco Vitelino es uno de los procesos mds importantes en la
mortalidad def pollo durante la primera semana de vida, siendo el principal agente causal
de dicha enfermedad Escherichia cofi. En este trabajo se realizd la caracterizacion .
serologica y la deteccion de genes de virulencia en cepas de £. coli aisladas en granja
de reproductoras, incubadora y pollo de engorda. El aislamiento bacteriano se realizd a
partir de muestras de cama de nido, huevo de nido, huevo infértil a los 19 dias y huevo
picado a los 21 dias, asi como de higado y saco vitelino de pollos muertos durante la
primera semana de vida. Se tomaron 60 muestras de cada sitio y det pollo de engorda se
colectaron muestras de 216 aves. De las diferentes muestras se aislaron 267 cepas
identificadas como E. coli, de las cuales la mayor parte se aislaron de incubadora y polio
de engorda, mientras que en la granja de reproductoras solo se aislaron 4. Los
serogrupos aislados con mayor frecuencia fueron O19 (12.36%), cepas rugosas
(10.86%), 084 (8.99%) y O8 (6.37%). Algunos de los serotipos identificados solo se
encontraron en granja de reproductoras y en pollo de engorda, pero no en la incubadora
{ 06, 09 y 0152}). La mayor parte de ios serogrupos encontrados en incubadora fueron
diferentes tanto a los 19 como a los 21 dias. En ef 41.2% (110 cepas)se encontrd por lo
menos un gen de virulencia. EI gen predominante entre estas cepas fue /PAH, seguido
por eae y cdlt, se identificaron algunas cepas que portaban mas de un gen de virulencia.
Los resultados obtenidos sugieren que contrario a lo que se piensa, la contaminacion de}
huevo no ocurre en la granja de reproductoras, sino en la incubadora y en el pollo de
engorda. Los serotipos aislados no coinciden en su mayoria con los reportados como
patogenos para las aves; sin embargo, se pudo observar que gran parte de las cepas
causantes de la Infeccion del Saco Vitelino presentaban al menos un gen de virulencia.

Palabras Clave: Infeccion del Saco Vitelino, Escherichia coli, Serotipificacién, Genes de
Virulencia.
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SUMMARY

ROSARIO CORTES, CECILIA: Determination of pathogenicity in different strains of
Escherichia coli isclated from fertile eggs and chicks with yolk sac infection through
serotyping and hibridization of ADN. ( Advisors: MVZ, MSc, Dr. Carlos Lopez Coello,
MVZ, MPA. Ma. del Pilar Castafieda Serrano, MVZ, MSc, PhD Guillermo Téllez Isaias,
MVZ. Gerardo Pertalba Garcia, M PhD Carlos Eslava Campos).

Yolk Sac Infection is one of the most important cause of mortality during the first
week in chicks, Escherichia colj is the main cause of this disease. In the present study
serotyping and detection of virulence genes in some strains of £. coli isolated in the
breeders farm, hatchery and broiler farm is reported. Bacteriological isolation from
samples of material of nest, egg from nest, infertile eggs at 19th day of incubation, dead
in shell at 21st day, and liver and yolk sac from chicks dead during the firs week was
performed. Sixty samples from each place and from 216 broilers was taken. Two hundred
and sixty seven strains of £. coli were isolated. The majority of this strains were isolated
in hatchery and broiler farm, whereas in the breeders farm only four strains were isolated.
019 (12.36%), rough strains (10.86%), 084 (8.99%) y 08 (6.37%) were the most
frequently isolated strains. Some serotypes only were found in breeders farm or broilers
farm, but not in the hatchery ( 06, 09 y 0152). A number of serotypes from hatchery
were different at 19th and 21st day. In 41.2% (110 strains) at least one gene of virulence
was found. The most frequent gene of virulence was /PAH, followed by eae and cdt,
Carrier strains with more than one gene of virulence were also detected. Results in this
study suggest that contamination of fertile eggs does not occur in breeders farm, and it
could happen in hatchery or broiler farm. Isolated serotypes in this study disagree with
serotypes known as pathogens for chickens which were previously reported, moreover,
the most of the causative strains of yolk sac infection carried at least one gene of
virulence.

Key Words: Yolk sac infection, Escherichia coli, Serotyping, virulence genes.
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DETERMINACION DE LA PATOGENICIDAD DE DIFERENTES AISLAMIENTOS DE
Escherichia coli A PARTIR DE HUEVO FERTIL Y AVES CON INFECCION DEL SACO
VITELINO MEDIANTE SEROLOGIA E HIBRIDACION DE ADN

INTRODUCCION
La Avicultura

En los Gitimos afos la avicultura se ha convertido en un ejemplo de eficiencia
productiva, esto debido en gran parte a la rapidez del ciclo de vida de las aves y a la
facilidad de manejar un gran numero de estas en un espacic reducido (1). Segun datos
de la Unidn Nacional de Avicultores (2), correspondientes al afio de 1996, la avicultura
tuvo una participacién porcentual de 0.566% en el producto intemo bruto total (PIB), y del
24.44% dentro del PIB Pecuario.

Sin lugar a dudas, las aves son el instrumento mas eficiente de transformacion
de proteinas vegetales a proteina animal en el sector pecuario, obteniendo conversiones
alimentarias menores a los 2 kg de alimento por kg de carme producida y pesos
corporales de 2.5 kg a las 7 semanas de edad. Lo anterior permite a la avicultura poner
al alcance de la poblacion proteinas de origen animal a un bajo costo. La U.N.A. estima
que el consumo per capita de came de polio aumentara de 15.8 kg en 1997 a 16.3 en
1998, mientras que el de huevo tendra un incremento de 16.8 a 17.3 kg en el mismo
periodo de tiempo (2). '

Para alcanzar las metas de produccion que se tienen hoy en dia, el.organismo de
las aves se ha forzado constantemente, i0 que las predispone a adquirir nuevas
enfermedades; estas han dejado de ser entidades causadas por un agente etiolégico

definido y se han transformado en complejos multifactoriales (1).



De hecho, para que en este momento un programa de sanidad sea efectivo, es
necesario que sea planeado en forma vertical, por lo que debe contemplar cada uno de
los eslabones de la produccion como son; progenitoras, reproductoras, incubadoras, y

granjas comerciales de engorda (1).

Infeccidn del Saco Vitelino

La infeccion del saco vitelino (ISV) es una de las principales causas de mortalidad
en pollos durante la primera semana de vida (3, 4, 5). Puede considerarse como una
enfermedad de gran importancia econdmica causada por la falta de higiene en las
granjas de reproductoras y/o el manejo inadecuado del huevo en la incubadora (5). Se
presenta en todas las parvadas causando disminucion de la incubabilidad, reduccién de
los nacimientos, mortalidad durante los primeros 10 dias de vida del pollito, asi como un
incremento en e! numero de pollos desechados por retraso en el crecimiento (4, 6, 7).

Aunqgue todas las aves son susceptibles a este padecimiento, se observa con
mayor frecuencia en pollos y pavos debido a las condiciones intensivas de incubacion
(6). La transmision de la ISV ocurre principalmente por la contaminacion bacteriana del
cascarén, en la granja de reproductores poco después de la postura cuando la cuticula
todavia se encuentra humeda. Esta se ve favorecida por la falta de higiene en los nidos,
la postura en el piso, fa incubacién de huevo sucio o con defectos en el cascardn: asi

como, la recoleccion de huevos sucios y limpios al mismo tiempo (4, 5, 6).

Las malas condiciones en el almacenaje de huevo fértil, inadecuada desinfeccion
del mismo, asi como una humedad elevada durante la incubaciéon también pueden
favorecer la aparicién de la ISV. Otra via importante de contaminacion del saco vitelino

es la penetracion de bacterias a través del ombligo mal cicatrizado (4, 6).

Se considera que algunas bacterias pueden migrar desde el tracto intestinal o
respiratorio hacia el saco vitelino; sin embargo, se considera que la ruta mas importante
es la penetracion de bacterias a través del cascarén (4, 8).



Las aves que padecen esta enfermedad se localizan bajo [a criadora, son polios
débiles, deshidratados, deprimidos y el abdomen se encuentra flacido; los pollitos
presentan retraso en el crecimiento y en algunas ocasiones se puede presentar diarrea.
Cuando la ISV se presenta como consecuencia de onfalitis, la cicatriz umbilical esta
abierta, inflamada y humeda (6, 9, 10).

A la necropsia las aves se observan emaciadas, pequenas y con los musculos
abdominales enrojecidos; el saco vitelino no se ha absorbido y aunque puede tener
apariencia normal, generaimente hay un cambio de coloracion desde amarillo verdoso
hasta café obscuro. El contenido puede ser mas liquido o de consistencia pastosa, con
un olor putrefacto; algunas veces se encuentra roto, por lo que se presenta como
consecuencia una peritonitis. El higado se encuentra palido, y algunas veces la vesicula

biliar se encuentra distendida (6, 9, 10).

Cuando la bacteria causa! llega al saco vitelino comienza a multiplicarse,
provocando deterioro y descomposicion de este, lo que va a privar al pollito de nutrientes
esenciales. Ciertas bacterias producen toxinas, por lo que la muerte ocurre por toxemia,
sin embargo, cuando se encuentran involucradas bacterias como Escherichia coli, las

aves mueren por septicemia (4, 5).

En algunas ocasiones cuando la infeccién ocurre durante la incubacion, la muerte
de los pollitos puede presentarse antes del nacimiento, provocando un incremento en el
niumero de embriones muertos en el cascarén; sin embargo, si el crecimiento bacteriano

es lento, el poliito nacera, pero la muerte se presentara algunos dias después (4, 5).

Las aves que llegan a sobrevivir generalmente sufren un retraso en el
crecimiento, o bien desarrollan artritis secundaria, ios principales agentes etiolégicos de

esta pueden ser Staphylococcus spp. o Pseudomonas spp. (5, 6).

Las bacterias que son capaces de crecer en el saco vitelino poseen enzimas

capaces de digerir las proteinas de este, mientras que otras sin embargo son destruidas




por las enzimas que se encuentran en él. La infeccion se inicia por la invasion de una
bacteria que normalmente no es patégena, pero que posee enzimas capaces de digerir
las proteinas del saco vitelino, esto facilita que bacterias como /. coli, encuentren
condiciones ideales para su crecimiento en el vitelo digerido, provocando la muerte del
pollito (4, 11).

Otras bacterias como Proteus spp.. FEnterobacter spp., Psewdomonas spp.,
Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Clostridium spp., Bacillus
.cereus y enterococos se han aislado a partir de aves con ISV, sin embargo, la bacteria
que se aisla con mayor frecuencia es E. coli (3, 4, 5, 6). Harry (1957), encontré que en
el 82% de las aves que mostraban cambios en el saco vitelino, asi como en el 52% de

los gue no mostraban cambios se lograba aislar F. coli.
Escherichia coli

E. coli pertenece a la famifia Enterobacteriaceae, en la tribu Escherichiae. Es un
bacilo gram negativo movil o inmovil de 2 a 3 micras de largo por 0.6 micras de diametro,
aerobio o anaerobio facultativo y no esporulado. Forma acido y gas a partir de lactosa,
es indol positivo. Crece a temperaturas entre 15 y 45°C, el pH éptimo para su
crecimiento es 7.0, en agar McConkey (McC) produce colonias brillantes circulares
rosadas (12, 13, 14, 15).

A diferencia de otras bacterias'que solo pueden producir un tipo de enfermedad,
F. coli es capaz de producir una gran variedad de padecimientos. En el hombre se le ha
encontrade como causante de diarrea, disenteria, sindrome urémico hemolitico,
infecciones renales y vesicales, septicemia, neumonia y meningitis; mientras que en las
aves se le ha relacionado con infecciones respiratorias, dermatitis, infeccion del saco
vitelino y onfalitis. Sin embargo, las cepas de E. col/i que causan diarrea, no son las
responsables de producir infecciones urinarias o meningeas. Esta versatilidad se debe al

hecho de que algunas cepas han adquirido diferentes grupos de genes de virulencia,



debido a esto, /. coli se ha convertido en el modelo que ilustra como una bacteria es
patdégena, debido a los genes que posee y no por pertenecer a un determinado género

o especie (16).
Serotipificacion

En general, ia clasificacion serolégica de E. coli es muy similar al esquema de
Kauffman-White para Salmonella spp.(17). De manera que la nomenclatura utilizada para

la identificacion seroldgica de £. coli es la siguiente:

Antigenos sométicos u “O”: Se designan por numeros arabigos. Estos no
pueden distinguirse de la fraccién antigénica de la endotoxina y se encuentran ubicados
en la pared celular, constituyendo parte del complejo lipopolisacarido. Son
termoestables, resisten el calentamiento a 100 6 121° C. Actualmente se reconocen al

menos 175 grupos de antigenos Q.

Antigenos capsulares o “K” : Son antigenos termolabiles que se designan con
las letras L, B 0 A y con un numero arabigo. Rodean a la célula como capsula
rudimentaria, a excepcion del antigeno K88 en forma de pili o fimbria, este antigeno
debe ser.efiminado por calor cuando se trata de determinar el antigeno O. Existen 70
antigenos K reconocidos internacionalmente .

Antigenos Flagelares o “H” : Se designan con la letra H, seguido un numero
arabigo. Se reconocen internacionalmente 56 grupos (18, 19).

La denominacidn serotipo se reserva para la expresion de los tres grupos de
antigenos presentes en una cepa; cuando no se reflejen los antigenos K y H se utiliza
el término serogrupo (19).

Afortunadamente no se dan las 10° posibles combinaciones de todos estos

antigenos, en un estudio de 14 000 aislamientos solo se identificaron 708 distintas




posibles combinaciones de los antigenos O/H y solo un numero limitado de 162

serogrupos QO de £. coli han estado implicados en aigun brote (20, 21).

El desarrolio de métodos serologicos confiables, han permitido identificar un gran
numero de cepas de E. coli, sin embargo, Ia serotipificacién no es un método rutinario en
los laboratorios de diagnostico. Algunos estudios en los que se ha realizado la
serotipificacion de £. coli aislada de aves muestran entre 12.62 y 39% de cepas no
serotipificables (19, 22, 23, 24).

La confirmacion serolégica es esencial para la identificacion de Salmonelia spp. y
Shigella spp , y en algunos casos de cepas de E. coli, esta se realiza por la técnica de

aglutinacion en placa o tubo con sueros polivalentes o especificos de antigenos
somaticos (O) de grupo (14, 15, 21).

Los serogrupos mas comunmente identificados en pollos son: O1, 02, 08, O11,
022,y O78. Y estos son igualmente patégenos para aves jovenes que para adultas (17,
19).

Se han descrito hasta el momento 5 grupos patogenos de F.coli productores de
diarrea; enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatégena ' (EPEC),
enteroagregativa (EAEC), y enterohemorragica (EHEC). Estas categorias estan basadas
en distintas propiedades de virulencia, diferentes interacciones con la mucosa intestinal
y distintas combinaciones O:H. Sin embargo, algunas cepas poseen propiedades
asociadas con mas de un virotipo (3, 4, 12, 16, 18, 22)

3.2 Escherichia coli Enteropatégena (EPEC)

Dentro de las categorias de cepas productoras de diarrea las EPEC se han
asociado a diarreas infantiles en paises en desarrollo (26).
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Las infecciones debidas a cepas EPEC, se caracterizan por producir grandes
cambios en la ultraestructura de las células de la mucosa, en estos sitios las
microvellosidades sufren vesiculaciones y en la superficie donde se encuentran
adheridas las bacterias, las microvellosidades son destruidas, dicho efecto es conocido
como adherencia y esfacelamiento (attaching-effacing) (A/E); este fendémeno puede
apreciarse en biopsias de intestino de animales y humanos, y puede ser reproducido en
cultivos celulares. La adherencia a las céluias epiteliales del intestino, es muy semejante
al que producen las cepas enteroagregativas (EAEC), pero su patron de adherencia es
distinto (16).

Se han reportado tres probables estadios en el proceso de adherencia de EPEC.
El primer estadio es una asociaciéon no intima entre la célula bacteriana y la célula de la
mucosa intestinal; durante el segundo estadio, las bacterias se adhieren mas firmemente
a la célula y comienza la transduccion de sefales; en el tercer estadio, la bacteria se
asocia a la célula epitelial de manera mas cercana (contacto intimo), en este momento

hay un arreglo de la actina en la célula epitelia! para provocar el efecto A/E (26).

La unién inicial (no intima) parece ser mediada por haces de fimbrias (bundle-
forming pilus o bfp), las cuales son muy similares a los que elabora Vibrio cholerae, pero
es diferente del pili 4fp de las ETEC, probablermente el 4/p es responsabie de que las
cepas EPEC formen agfegados durante su crecimiento, es decir, este pili actia de
manera mas directa en la relacion bacteria-bacteria que en la de bacteria-célula epitelial.
Los genes que codifican para la subunidad 4fp se localizan en el plasmido, llamado

factor de adherencia EPEC o EAF (16).

Ademas de las cepas EPEC y EHEC, se han identificado una gran variedad de
cepas de E. coli.a partir de conejos, becerros, cerdos y perros que pueden producir el
efecto A/E (16).



Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC)

A este grupo pertenecen las cepas de £. coli que producen al menos uno de los
dos grupos definidos de enterotoxina, ST (toxina termoestable) y LT (toxina termolabil).
Estas cepas fueron reconocidas por primera vez como causantes de diarrea en lechones
(26).

L.a enterotoxina ST, conserva su actividad toxica después de la incubacién a
100°C durante 30 minutos, mientras que la LT, pierde dicha actividad cuando se somete

a las mismas condiciones (16).

Con lo que respecta a la LT, es una toxina relacionada tanto estructural como
funcionalmente, con la enterotoxina producida por Vibrioc cholerae. Existen dos
variedades de LT, las cuales no presentan reaccion cruzada: LTl y LTil; la primera de
ellas, se ha encontrado en cepas aisladas a partir de animales y del hombre; mientras
que la LTIl, se ha encontrado principalmente en cepas aisladas a partir de animales y
escasamente en las cepas de origen humano, ademas no se ha observado que induzca
enfermedad; por lo que cuando se habla de LT generaimente es para referirse a LTI
Los genes que codifican para LT, residen en plasmidos que también pueden contener
genes codificadores para ST y los Antigenos de Factor de Colonizacion o CFA's (26).

Existen dos tipos de ST que difieren tanto en estructura como en et mecanismo
de accién. y pueden pertenecer a dos subgrupos: las solubles en metano!l (STa), y las
insolubles en metano! (STb). La STa (o STI) es producida por otras bacterias Gram (-)
como Yersinia enterocolica o Vibrio cholerae no-O1, y es similar a la ST producida por
las EAEC, mientras que la STb (o STIl) solo ha sido encontrada en cepas ETEC y se
asocia principalmente a cepas aisladas a partir de cerdos, aunque algunos aislamientos
de origen humano, también la expresan. Los genes que codifican para ambos tipos de

ST se encuentran predominantemente en plasmidos y algunos en transposones (26).




Las cepas ETEC, cuentan con factores de colonizacién para adherirse y colionizar
la mucosa intestinal. Sin embargo, hay una gran variedad de antigenos fimbriales, por
ejemplo K99 que son patdgenos para becerros, corderos y cerdos, mientras que los

organismos que expresan K88 solo son patogenos para los cerdos (16, 26).

En las cepas de origen humano, se han encontrado dos tipos de antigenos, el
Pili tipo | y los llamados CFA's; sin embargo, se cree que estos ultimos, son mas
importantes en la colonizacion, ya que el pili tipo | se ha encontrado comunmente en
cepas de la microfiora residente y no se limita Gnicamente a las cepas virulentas,
mientras que los CFA's se encuentran unicamente en las cepas productoras de diarrea.
Los genes que codifican para estos antigenos, se encuentran en plasmidos que también
codifican para ST (16, 286).

Recientemente, se ha encontrado un nuevo grupo de adhesinas del tipo BFP, las
cuales debido a su longitud se les ha llamado "longus”, y se han encontrado Gnicamente

en un extremo de |la celula bacteriana (16).

En humanos, las cepas ETEC se han asociado principalmente con diarreas
infantiles en paises en desarrollo, estas mismas en adultos son la principal causa de la
diarrea det viajero; en este padecimiento se ha podido observar que entre el 20 y 40% de

los casos, se han aislado cepas ETEC productoras de ST (26).

_La primera prueba utilizada para el diagnéstico de las cepas ETEC fue la de asa
ligada en conejo, ademas estos fueron los primeros microorganismos patogenos en los
que se elabord una sonda para la deteccién de genes que codificaran para LT y ST (16,
26).

Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC)

Las cepas EHEC poseen el gen conocido como eaeA que se encuentra también

en tas cepas EPEC. Este gen codifica para la produccién de una proteina llamada



intimina, la cual es la responsable de la unién de las bacterias a los cultivos celulares de

mamiferos produciendo el mismo fendémeno A/E gue se observa en cepas EPEC (16).

Las cepas EHEC producen una toxina que es virtualmente idéntica a la toxina
de Shiga (SLT), la cual es parcialmente responsable de la diarrea hemorragica y del
sindrome urémico hemolitico asociado con cepas EHEC, aunque se piensa que existen

otros factores que actian en este tipo de diarrea (16, 26).

Konowalchuk ef al. (1977) encontraron una sustancia téxica para las células Vero,

sin embargo, O'Brien (1983) menciona que la SLT y la verotoxina son la misma sustancia
producida principalmente por cepas del serotipo O157:H7.

Una caracteristica de las cepas EHEC considerada como un factor de
diseminacién, mas que un factor de virulencia es que el serotipo O157:H7 coloniza
faciimente el tracto intestinal del ganado y otros animales. domésticos, lc que
eventualmente provoca la contaminacion de la carne de consumo humano. Los genes

que codifican para SLT se encuentra en un fago temperado (16).

Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)

Nataro y Kaper (1998) mencionan que las observaciones de Cravioto ef al., en
1979, fueron de gran importancia para el descubrimiento de |las cepas EAEC, las cuales
se definen como cepas de E. coli que no secretan enterotoxinas LT o ST y que se
adhieren a las células HEp-2 en un patrén de adherencia agregativa. Estas cepas se
caracterizan por aumentar la secrecion de moco por parte de las células de la mucosa y

porque las bacterias quedan atrapadas en el capa formada por bacterias y moco en el
intestino (16, 26).

Las cepas de este grupo son similares a las cepas ETEC por su unién a las

células intestinales, sin invadirlas; ademas de que no ocasionan grandes cambios

histolégicos evidentes en las células a los cuales se adhieren. Sin embargo, se ha
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observado que en algunos casos la lesion que caracteriza a este tipo de cepas es el
acortamiento de las microvellosidades, ademas de necrosis hemorragica de las puntas
de las vellosidades (16, 26).

Se ha observado que las bacterias pertenecientes a este grupo, se encuentran
rodeadas por una capa delgada de estructuras fibrilares, que pudieran ser pilis
adhesivos, ya que son muy semejantes a los filamentos de adhesion encontrados en
cepas de Salmonella spp. Nataro et al. (1994), identificaron una estructura fimbrial
designada Fimbria de adherencia agregativa | (AAF/I}, los genes que codifican para esta
fimbria se encuentran en un plasmido. También se ha descrito un segundo tipo de
fimbria llamado (AAF/I), el cual es distinto tanto morfolégica como genéticamente a
AAF/. (16, 26).

El efecto toxico observado en modelos animales, sugiere que las cepas EAEC
producen aigun tipo de enterotoxina. Eslava er al. (1993) identificaron una citotoxina que

provoca una lesién destructiva en el asa del ileon de rata.

Los datos que se tienen de las cepas EAEC no permiten realizar una descripcion
completa de la patogénesis; sin embargo, Nataro y Kaper (1998) proponen tres fases: (i)
involucra una adherencia inicial a la mucosa intestinal y/c a la capa de moco; se cree
que en esta fase es donde actuan tanto AAF/I como AAF/I| facilitando la colonizacion; (ii)
existe un incremento en la produccion de moco lo cual podria permitir a las cepas EAEC
incrustarse en esta capa espesa;, y (i) debido a las evidencias histolégicas y
moleculares, se sugiere que en esta fase hay una elaboracion de una citotoxina, la

cual trae como consecuencia e} dafio a las células intestinales.

Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC)

Las cepas EIEC estan genética y bioquimicamente relacionadas a Shigella spp.,

ambas son lisina descarboxilasa negativas, no moviles, y lactosa negativas, ademas de



que ambas invaden las células epiteliales y elaboran una o mas enterotoxinas, las cuales

juegan un papel muy importante en la patogénesis de la (16, 26)

El modelo de patogénesis de Shigella spp. y de las cepas EIEC comprenden 5
pasos fundamentales: (i) penetracion en la célula epitelial, (i) lisis de la vacuola
endocitica, (iif} muiltiplicacién intracelular, (iv) movimiento direccional a través del

citoplasma, y {v) invasién a las células epiteliales adyacentes (26).

Los genes necesarios para la invasividad, se encuentran localizados en un
plasmido designado como p/nv, que posee entre otros genes a los conocidos como spa y
mxi, los cuales codifican a un aparato de secrecion tipo lll, el cual es requerido para la
produccidon de algunas proteinas necesarias para una patogenicidad completa,
conocidos como ipaA, lpaB, IpaC e IpaD (26).

Las proteinas |pa (de IpaA hastz |paD) son secretadas por la bacteria; de ellas,
IpaB, IpaC e IpaD son efectores del fenotipo de invasion. |paC promueve la captacién de
las bacterias por las células eucariotas. Se piensa que IpaB actua en la lisis de la
vacuola fagocitica; asi como, en la induccidén de apoptosis en los macréfagos. El gen
IpaH codifica para la produccion de un antigeno, sin embargo se desconoce el papel que
juega este en la patogénesis (26).

A pesar de que el IpaC es altamente especifico y de que hay una sola copia de
este en los genes que codifican para la virulencia, se ha utilizado para la elaboracion de
sondas utilizadas en la hibridacién in siti; dichas sondas hibridizan exclusivamente con
los genes codificados en un gran ptasmido relacionado con la virulencia y no se detecta
en cepas que han perdido dicho plasmido. Con este fin, se ha desarrollado una sonda
de oligonucledtidos para detectar el gen IpaH del cue existen multiples copias tanto en el
plasmido relacionado con la invasividad como en el cromosoma de Shigella spp. y EIEC.
Diversos estudios, han confirmado que el gen IpaH es un marcador mas sensible, ya que
solo se ha encontrado en cepas de Shigella spp y cepas EIEC, y no se ha encontrado en

ninguna otra bacteria que no pertenezca a estos grupos (26, 32).

12



Toxina Citoletal Distencionante (CDT)

En 1987, Johnson y Lior usando una cepa de E. coli 0128 aislada a partir de
nifios con diarrea, describieron un nuevo tipo de actividad en células de ovario de
hamster chino (CHO), que consistia en [a elongacion de estas células a las 24 horas,
seguido de un proceso de distension y citotoxicidad a las 96 horas y la muerte a las 120
hrs.; al factor causante de esta actividad te llamaron toxina citoletal distensionante (CDT).

Scot y Kaper (1994) han cionado genes (cdr) que codifican para la toxina citofetal

distensionante.

Se han realizado estudios con respecto a la actividad diarreogénica de las cepas
productoras de CDT, y se ha observado que se aislan mas cepas con esta toxina en
nifos con diarrea que a partir de nifios sanos, sin embargo esto no ha sido concluyente
para aceptar el papel de estas cepas en problemas diarréicos, ya que las cepas aisladas
a partir de estos ninos, presentaban otras propiedades de virulencia (26)



Justificacién

A pesar de que la Infeccion del Saco Vitelino tiene gran importancia econémica, la
informacion con la que se cuenta en relacién a la etiologia, es escasa.

f ‘coli s un habitante normal del intestino de diferentes especies animales y del
hombre, asi mismo, ciertos serotipos se asocian a diversos estados patolégicos
especialmente en animales recién nacidos. En muchos casos se ha demostrado el papel
primario de ciertas cepas de F. coli como agentes etiolégicos de enfermedad, pero en
otros aun no existen evidencias convincentes de que pueda desempenar un papel
importante (19).

Aunque la serotipificacion de la bacteria es dificil y no proporciona informacién
etiologica definitiva, ha sido de gran importancia para identificar al pequefio nimero de
cepas gue pueden causar enfermedad (20, 21).

En relacion a la identificacién serolégica de F£. coli, se han realizado diversos
estudios en diferentes paises; sin embargo, en México se desconocen los serotipos
predominantes (22, 23, 24, 35, 36).

Se ha observado que la patogenicidad varia no sélo entre los distintos serotipos,
sino entre cepas del mismo serotipo. Por [o que se hace necesario recurrir a otros
métodos, como la hibridacion del ADN, por medio de la cual se pueden identificar los
genes de virulencia que se han caracterizado para esta bacteria y determinar la

patogenicidad de una cepa en particular:

En las cepas de E. coli que afectan al humano se han estudiado ampliamente los
genes de virulencia; sin embargo, no se han realizado estudios de la presencia de estos
genes en cepas aviares, el hacerlo, nos ayudaria a incrementar nuestro conocimiento
acerca de este padecimiento, y de este modo crear nuevas herramientas para su

prevencion y control, lo que redundaria en importantes beneficios economicos.




Objetivo General
Conocer la participacion de diversos serotipos de F. coli en la Infeccion del Saco

Vitelino y determinar si las cepas aisladas, son portadoras de genes de virulencia con los

cuales se podria explicar e! proceso patologico.

Objetivos Particulares

Determinar las especies bacterianas presentes en nido y huevo incubable; asi

como en poliito a partir de saco vitelino e higado durante la primera semana de vida.
Caracterizar bioquimica y serologicamente las cepas de Fscherichia coli aisladas.

Determinar la presencia de genes de virulencia mediante ia técnica de hibridacion
de! ADN.

Hipdtesis

E. coli, portadora de genes de virulencia y de serotipos diferentes a 01, O2 y

078, son agentes causales de la infeccién del saco vitelino.



MATERIAL Y METODOS

La metodologia que se utilizé para el manejo de las muestras y cepas obtenidas

para la realizacion de este trabajo, se encuentra esquematizada en la Figura 1.
OBTENCION DE LAS MUESTRAS
Granja de Reproductoras

La granja de reproductoras donde se llevd a cabo la primera toma de muestra, se
encuentra localizada en el municipio de Dolores Hidalgo, Gto., ubicado entre las
coordenadas 100° 138.9' y 101° 11.3' de Iongit-ud oeste y 21° 21.3' y 20° 50' de latitud
norte y a una altura promedio sobre el nivel del mar de 1,980 metros (37). Se llevaron a
cabo dos muestreos en un lote de reproductoras de la estirpe Hybro, las cuales contaban
en el momento de la toma de las muestras con 38 y 39 semanas de edad,

respectivamente.

Se recolectaron de manera aséptica aproximadamente 10 gramos de material de
cama de nidos (aserrin) a partir de 60 nidos elegidos al azar; cada muestra fue colocada
por separado dentro de bolsas de plastico estériles, las cuales fueron identificadas para
su posterior procesamiento.

De igual forma, se recolectaron de la misma caseta 60 huevos puestos en nido,
los cuales fueron seleccionados al azar y colocados asépticamente dentro de bolsas de
plastico para posteriormente realizar el muestreo bactericlégico.

Con el fin de identificar en la planta incubadora los huevos del lote de

reproductoras muestreado, se marcaron 100 huevos que se encontraban en el cuarto

frio en la granja de reproductoras.
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Planta Incubadora

La planta incubadora a la que se transportaron los huevos del lote de
reproductoras muestreado, se localiza en la ciudad de Celaya, Gto., situada a los 100°
48 55" de longitud oeste del meridiano de Greenwich y 20° 31' 24" de latitud norte, a
una altura de 1,800 metros sobre el nivel del mar (37). Se realizaron dos muestrecs de
huevos para dar seguimiento y poder tomar muestras a partir de los mismos lotes de
huevo gue se trabajaron en la granja de reproductoras. Cada uno de estos muestreos

consistio en 2 fases.

La primera, se realizé a los 19 dias de incubacién, momento en el cual se realiza
el ovoscopiado y la transferencia del huevo de la incubadora a la maquina nacedora.
Durante este periodo, fueron seleccionados 60 huevos clasificados como infértiles; los
cuales fueron colocados de manera individual en bolsas de plastico estériles, para su

posterior estudio bacteriologico.

La segunda se llevd a cabo a ios 21 dias de incubacion (dia del nacimiento). En el
momento de la seleccién, se tomaron de manera aleatoria 60 huevos, cuyos pollitos
picaron el cascardn pero murieron antes de eclosionar. Estos se colocaron al igual que
los huevos muestreados anteriormente, en bolsas de plastico estériles e individualmente

para poderlas transportar al laboratorio y realizar el muestreo bacteriolégico.
Granja de Polio de Engorda.

La granja de polic de engorda a la cual fueron transportados los pollitos nacidos
dei lote de reproductoras seleccionado, se localiza en el municipio de Comonfort, Gto. |
ubicado a los 100° 45' 51" de longitud oeste del meridiano de Greenwich y a los 20° 43"
15" de latitud norte, y a una altura sobre el nivel del mar de 1,795 metros (37).

Durante la primera semana de vida del pollito, dianamente se evalud la

mortalidad. Cada ave muerta se colocd dentro de una bolsa de plastico, de manera



individual, para posteriormente en el laboratorio realizar la necropsia y obtener las

muestras de higado y saco vitelino para el estudio bacteriologico.

Todas las muestras tomadas en granja de reproductoras, planta incubadora y
pollo de engorda, fueron mantenidas en refrigeracion durante su transporte
(aproximadamente 60 min.) hasta el laboratoric de diagnéstico de la misma empresa
ubicado en la ciudad de Celaya Gto., para realizar el aislamiento bacteriano, a partir de
las diferentes muestras tomadas en cada uno de los sitios visitados.

AISLAMIENTO MICROBIANO

Aserrin de Nidos

A partir de cada muestra, se pesé 1 gramo de aserrin, el cual fue macerado y
colocado en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) estéril, a partir de ésta, se
inocularon, estriando hasta agotamiento cajas de Petri que contenian McC y Agar de
Soya Tripticaseina (TSA), ambos de DIFCO Laboratories, Detroit Ml 48232-7058 USA.

Huevos

Los huevos obtenidos en granja de reproductoras y planta incubadora, fueron
trabajados de manera similar. Para realizar el muestreo extemo, los huevos fueron
lavados en 10 ml de PBS durante 3 minutos; a partir de esta solucion, se sembré 1 ml
en los medios de cultivo bacterioldgico ya descritos (McC y TSA).

Para realizar el muestreoc intemo en los huevos procedentes de la granja de
reproductores y de la incubadora a los 19 dias, se retiro el exceso de agua del cascaron
con una toalla de papel, posteriormente se limpié con alcohol al 70% y se abrié con unas
tijeras estériles, se tomé parte del contenido con un asa y se sembré en los medios McC
y TSA.
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En el caso de las muestras obtenidas el dia 21, el muestreo externo, se llevo a
cabo de la misma manera que en los huevos del dia 19. Sin embargo, para el muestreo
interno, se extrajo al embrion del cascaron, se realizdé la necropsia y se tomo una

muestra del saco vitelino, 1a cual fue inoculada en cajas de Petri con McC y TSA.

Mortalidad

A las aves que murieron durante la primera semana en la granja de pollo de
engorda, se les realizé la necropsia y se obtuvieron muestras de higado y saco vitelino,

las cuales fueron sembradas en los medios ya mencionados.

Todas las muestras fueron incubadas durante 24 horas a 37.5°C en una estufa
bacteriolégica. De cada una de las muestras, se identificaron las diferentes colonias
bacterianas, para posteriormente ser resembradas en los medios McC y TSA, con el fin

de obtener cultivos puros para su posterior identificacion.

IDENTIFICACION BACTERIANA

Identificacién General

La identificacion de cada uno de los aislamientos, se llevo a cabo en el laboratorio
de Bacteriologia del Departamento de Produccién Animal: Aves de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Se realizé el aislamiento en cultivo puro
para su postenior identificacion, mediante pruebas bicquimicas tales como Agar de Hierro
Tres Azucares (TSI), Citrato, Urea, Agar de Hierro y Lisina (LIA) y la Prueba de SIM
donde se evalta la produccion de acido sulfhidrico (H;S), indol y movilidad. En algunos
casos, cuando no se lograba ia identificacion bacteriana con estas pruebas, se procedia
a la utilizacibn de pruebas adicionales como catalasa, coagulasa, fermentacion de
carbohidratos, prueba de oxidacién/fermentacion (O/F) dependiendo del microorganismo

en cuestion.
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Identificacion de Escherichia coli

Las 267 cepas aisladas e identificadas como FE. coli fueron remitidas al
Laboratorio de Bactericlogia del Departamento de Salud Publica de la Facultad de
Medicina de la UNAM, donde se realizaron nuevamente las pruebas bioquimicas para

corroborar la identificacion realizada previamente.

Para realizar dicha caracterizacién, las cepas de £. coli se sembraron
previamente en placas de agar sangre, agar MacConkey con lactosa y agar MacConkey
con sorbitol, con el fin de establecer la pureza de las mismas, después de lo cual, se
incubaron a 37°C por 24 horas. De estas cepas, se selecciono una colonia caracteristica
del cultivo para sefnbraﬂas en un tubo con agar casoy, el cual fue incubado bajo las
mismas condiciones. Este tubo sirvié para mantener el cultivo y réalizar las resiembras

posteriores para la caracterizacion seroldgica y molecular de las cepas.

Del cultivo en agar casoy se sembrdo en agua peptonada al 1%, pH 7.2 y se
incubd a 37°C durante 24 horas. Transcurrida la incubacién, se tomaron alicuotas para
inocular cada uno de |os sustratos de las pruebas bioquimicas. Las lecturas de las
pruebas bioquimicas se realizaron a diferentes tiempos (desde lecturas inmediatas hasta
a los 7 dias, revisando diariamente si existia algun cambio) dependiendo del sustrato; asi
mismo, se utilizaron los reactivos necesarios, segun las especificaciones particulares de
cada prueba.

La pruebas bioquimicas utilizadas fueron: producciéon de H,S, omitina, arginina y
lisina descarboxilasas, fenilalanina desaminasa, urea, fermentacién de glucosa, lactosa,
sorbitol y celobiosa, ONPG (o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido), rojo de metilo y voges-

proskauer (RM-VP), citrato de Simmons, malonato, gluconato, movilidad e indol.
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Identificacion Serolégica

La serotipificacion de las cepas de E. coli se realizé siguiendo el procedimiento
empleado en el Laboratorio de Bacteriologia del departamento de Salud Publica, de la
Facultad de Medicina de la UNAM de acuerdo con Orskov y Orskov (1984), mediante la
utilizacion de sueros especificos (SERUNAM) que fueron obtenidos de conejo Nueva

Zelanda blanco.

Las reacciones de aglutinacion fueron efectuadas en microplacas de 96 pozos de
fondo redondo. Se analizé el antigeno somatico de cada cepa, empleando una bateria
con 173 sueros monovalentes obtenidos de los antigenos somaticos conocidos, ademas
de 47 para diferentes especies de Shigella, mas tres obtenidos a partir de cepas
aistadas en el propio laboratorio (090457, 074324/0 y 049766). En el casc de los
antigenos flagelares, se utlizaron 56 sueros especificos correspondientes a los

antigenos flagelares conocidos, en este caso, los sueros se encontraban diluidos 1:100.

Antigeno Somatico. Para ia obtencion del antigeno somatico (O), las cepas
fueron sembradas individualmente en tubos con 10 mi de agar casoy inclinado con un pH
de 7.2, estos fueron incubados durante 24 horas a 37°C, después de fas cuales, el
crecimiento obtenido fue cosechado en 10 ml de solucion salina 0.15 M. La suspension
obtenida fue transferida a otro tubo, e inactivada por esterilizacién a vapor fluente a
100°C con 3 a 5 libras de presién durante una hora. Una vez enfriado el antigeno, se
conservd con una solucion salina fisioldgica (SSF) con formaldehido al 0.6 % (v/v), como

antigeno somatico para la identificacién del grupo O.

Una vez obtenido el antigeno, se prepararon las microplacas colocando en cada
pozo 100 ul del suero monovalente con un dispensador Quick Spense Controller Mod.
QSlie y Reservoiir Model 96-200 DYNATECH LABORATORIES. Una vez listas las
microplacas, se procedid a colocar 50 pl del antigeno somatico preparado con
antelacion. Las placas fueron envueltas con un papel adherente para evitar la

evaporacion durante la incubacién que se realizé a 50°C durante 24 horas, y se procedié
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a realizar la interpretacién de los resultados. Se consideré como positivo cuando se
presentaba una reaccion de aglutinacion, cbservada con la ayuda de un aglutinoscopio.
Siguiendo este mismo procedimiento, se identificaron los sueros que reconocian el
antigeno bacteriano y se hicieron diluciones de estos desde 1:100 hasta 1:12800, para
determinar el serogrupo al que pertenecian. Cuando se presentaban reacciones
cruzadas, el antigeno se enfrentd con sueros absorbidos y diluidos 1:50. El serogrupo se
definié, al determinar el mayor grado de aglutinacion con la mayor diluciéon del suero y
comparando esta aglutinacién con la que se presenta con el antigeno homdlogo. Se
considerara como aglutiﬁacién negativa, las que presenten un boton de antigeno en el

fondo del pozo.

Antigeno Flagelar. Para la determinacién del antigeno flagelar H, se sembraron
tubos de 16 x 150 mm con tapén de rosca conteniendo un medio semisélido con pH 6.9
que en su interior tenia un tubo de Craigie, con el fin de evaluar la movilidad. Estos
tubos fueron incubados a 30°C durante varios dias (15 o mas), hasta observar el
enturbiamiento del medio de cultivoe. Cuando el cultivo bacteriano es movil, se observa un
crecimiento no sélo dentro del tubo, sino también en el exterior de este. De esta parte,
se tomd una muestra del cultivo con una asa bacteriolégica estéril, para sembrario en 10
ml de caldo peptona de biotﬁptasa al 2% (pH 7.2), el cual fue incubado a 30°C por 24
horas, finalmente se inactivd el cultivo con SSF formalinizada al 0.6%. En ei caso de los

tubos donde no se observo turbidez, se considerd a las cepas como no moviles.

Para la determinacién del antigeno flagelar, se siguid el mismo procedimiento
-descrito anteriormente para el antigeno somatico, con una variante: el tiempo de
incubacion que fue de 2 horas a 50°C.

DETERMINACION DE GENES DE VIRULENCIA
Esta se realizo utilizando |a técnica de hibridacion de ADN en colonia, reportada

previamente por Hill y Payne en 1984. Para lo cual se emplearon nueve sondas (STH,
eael, AGG1, AGG2, SLT, IPAH, BFP, LTH y Cdt) que contienen secuencias de ADN,
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provenientes de genes que codifican para diferentes factores de virulencia y reportados
para distintas cepas 'patogénicas de E. coli. Todas las sondas usadas fueron
oligonucleotidos sintéticos (GIBCO BRL Custom Primers) adquiridas de la compaiiia
LIFE TECHNOLOGIES.

El procedimiento consistié en cuatro pasos basicos:

A) Crecimiento de las cepas y lisis de las células en un filtro: En 1 ml de caldo
infusién cerebro corazdn (BHI), se sembraron las 267 cepas puras de k. coli, ademas

de algunas cepas como testigos positivos y negativos, las cuales pueden observarse

en el Cuadro 1.

Todas las cepas de E. coli fueron incubadas durante 18 a 24 horas a 37°C con
agitacion. A partir de estos cultivos, se inocularon por picadura con asa recta, cajas de
Petri con agar MacConkey. Se colocaron 25 colonias por caja y tres cepas testigo, estas
cajas fueron incubadas a 37°C por 18 a 24 horas. Una vez transcurrida la incubacion,
fueron colocadas sobre filtros Whatman No. 541, previamente esterilizados y marcados
para su futura identificacion. Se ejercié una ligera presion sobre los filtros, con el objeto
de que las colonias fueran transferidas del agar hacia el filtro, evitando la formacion de
burbujas de aire. Después de 5 a 10 minutos, los filtros de las cajas fueron retirados vy
colocados sobre papeles filtro (Whatman No. 3) previamente acomodados en cajas de
Petri que contenian de 5 a 10 ml de buffer de lisis A, cuidando que las colonias quedaran
en contacto directo con la solucién durante 10 minutos para posteriormente colocar estas
cajas sobre un bailo Maria de agua hirviendo por 15 minutos. Los filtros con las colonias
lisadas fueron transferidas a otra caja de Petri que contenia papel filtro Whatman No. 3
humedecido con et buffer de lisis B, teniendo cuidado de que los filtros con las colonias,
estuvieran horizontales para evitar que las colonias lisadas se cormieran, donde
permanecieron de 10 a 15 minutos, después de lo cual se retiraron y secaron al aire para
usarios posteriormente en el proceso de hibridacion.
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B) Marcaje de la Sonda con radiactividad: El procedimiento empleado para marcar las
sondas es conocido como end-labeling (United States Biochemical Corporation,
Tested User Friendly T4 Polynucleotide Kinase 5' End Labeling Protocol ), y consiste
en rehidratar los oligonucledtidos sintéticos a 5-10 unidades A (entre 150-350
pg/ml) para tener una solucion stock. Una unidad Azse equivale a 33 ug/ml de ADN de
cadena sencilla. Si la sonda sintética tiene 22 bases de longitud, su peso molecular
es de 7260 (22 X 330 daltones/base). Para esta, se prepararon soluciones de 10
pmoles/ul (72.6 ng/ml para sondas de 22 bases). Para marcar la sonda, fue preparada
en un tubo Ependorff la siguiente mezcla de reaccion: 5 pl de ia sonda, 5 ul de buffer
de cinasa, 50 pl de agua, 3 ul de **P ATP y 2 ul de cinasa polinucledtido T4. La cual
fue centrifugada por 2-3 seg e incubd a 37°C por 30 minutos. Para detener la reaccién
se incubd durante 5 min a 65°C, afadiendo 5 pl de EDTA 0.5 M pH 8. Seguidamente
se procedié a agregar 4.5 ml de acetato de amonio 4 M antes de cargar la mezcla
sobre columnas NACS PREPAC utilizadas para retirar el P ATP no incorporado.
Para tal fin, ia columna fue equilibrada mediante la saturacién de la matriz con acetato
de amoenic 0.25 M por una hora, antes de cargar la mezcla de reaccién a la columna,
despues de lo cual fue lavada con 4 m! de la solucion de acetato de amonio 0.25 M
para que saliera todo el **P no incorporado. Se eluyé el ADN unido a la columna
usando 200 ul de acetato de amonio 4 M, y fueron colectados 3 fracciones de 200 pl
cada una y se colocaron 2 ul del eluido sobre un papel filtro, se dejo secar, y fue
colocado en un vial, adicionando 5 ml de liquido de centellec para contar la
radiactividad. Se calculd la cantidad total de radiactividad recuperada. Si la actividad
especifica del ATP es de 3000 a 7000 Ci/mmol, generalmente la obtenida en una
sonda es de 1-2 x 10° cpm/pg. Las fracciones marcadas fueron almacenadas a -20°C
hasta su uso.

C) Hibridacion del ADN: Para realizar la hibridacién fue preparada la siguiente mezcla:
agua 115.6 ml, 20X SSC 60 ml, solucién Denhardt's 50X 20 ml, EDTA 0.5 M, pH 8 0.4
ml y ADN hervido de esperma de salmén 4 ml. Se afiadié 5-10 ml de esta mezcla en

cajas de Petri desechables que contenian los filtros con las colonias lisadas y fue
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calculado el volumen requerido de la sonda para tener 1 x 10° cpm. La mezcia con los

filtros se agitaron suavemente e incubaron a 41°C toda la noche.

Después de la incubacion la mezcla de hibridacion fue removida y los filtros
lavados durante 5-10 segundos con una solucion 6X SSC (previamente incubada a
54°C). Para retirar la sonda que no se unié especificamente en las colonias lisadas,
el liquido fue desechado y se volvieron a incubar ias cajas con 10 ml de la misma
solucion a 54°C por una hora. Nuevamente fueron enjuagados con una solucion 2X

SSC por 5-10 segundos y secados a temperatura ambiente.

D) Deteccién de las colonias positivas por autorradiografia: La autorradiografia se

llevd a cabo colocando los filtros en un chasis, donde previamente se habia colocado
un Film X-ray Kodak XAR-2 en 8 X 10 in. con pantalla intensificadora Kodak regular o
Dupont Cromex, e incubaron a -70°C por 48 horas. Después de ese tiempo, se reveld
la pelicula con X-ray film revelador (Kodak) y se fijo utilizando un fijador (X-ray film
Kodak) en cuarto obscuro.

E) Interpretacién de los Resultados: Las colonias que tuvieron el gen que la sonda

reconoce especificamente aparecieron como manchas obscuras en la pelicula.



RESULTADOS

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

En el Cuadro 2, se muestra la frecuencia de aislamiento, los géneros y especies
de microorganismos de las muestras colectadas en granja de reproductoras, incubadoras
y granja de pollo de engorda. Se aislaron 588 cepas de diferentes géneros bacterianos,

entre estos los que predominaron fueron Enterobacter aerogenes y Escherichia coli.

En la granja de reproductoras a partir de las muestras de aserrin del nido se
aislaron 22 cepas que representaron el 3.74% del total de los aislamientos, de estos, la

mayoria se identificaron como Staph. aureus (77%). Por otro lado la frecuencia de
aislamiento en huevo de nido fue de solo 8 cepas (1.36% del total obtenido), cuatro de

estos microorganismos fueron identificados como £. coli (50%).

La colecta de muestras a los 18 dias, al momento de la trasferencia del huevo
hacia la nacedora, condujo al aislamiento de 58 cepas ( 9.86% del total). En esta fase
del estudio ademas del incremento en el numero de aislamientos, mostré mayor

diversidad de generos, sin embargo, la mayoria de estos fueron £. coli con un total de

28 aislamientos (48%) y Staph. aureus con 12 (21%).

En el dia 21 (al nacimiento), el numero de aislamientos se incrementd a 105
(17.86%). Al igual que en el muestreo de 19 dias, se observé que el principal
microorganismo identificado era £. coli con 47 aislamientos, seguido por Staph. aureus
con 20. En esta etapa se observdo ademas un incremento en la frecuencia de
identificacion de Streptococcus sp. (16 cepas), asi como, el aislamiento de levaduras (14

cepas) las cuales no pudieron ser identificadas.
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Un total de 395 (67%) bacterias fueron aisladas del polio de engorda, de estas se
identificaron 188 cepas de I. coli, 97 de Enterobacter aerogenes y 56 de Klebsiella

pneumonie.
FRECUENCIA DE AISLAMIENTOS DE Escherichia coli

En el Cuadro 3, se presentan los resultados referentes al aislamiento de F£. coli
a partir de diferentes muestras, en este se puede apreciar que se identificaron 267
cepas, de estas, 4 se aislaron en la granja de reproductoras (1.5%), 2 del muestreo
interno y 2 la superficie del cascaron. En la planta incubadora a los 19 dias se aislaron
28 cepas (10.48%), de estas, 16 se obtuvieron a partir del muestreo interno y 12 del
externo.

Del pollo de engorda se aislaron la mayor parte de las cepas de [. coli (188)
representando el 70.41% del total de cepas aisladas en el trabajo. De estas, 102 se
aislaron de higado y 86 del saco vitelino.

La Figura 2, muestra la distribucién de la mortalidad durante la primera semana,
asi como el porcentaje de aislamientos de /. co/i. Como se puede observar la mortalidad
y la frecuencia de aislamiento se van incrementando con el tiempo. La maxima
mortalidad' (25%) se alcanzé al 5° dia, siendo ese mismo dia donde se registro el mayor

porcentaje de aislamientos de [, coli (37%), para posteriormente comenzar el descenso.
TIPIFICACION SEROLOGICA DE Escherichia coli

La serotipificaciéon permitié establecer con mayor especificidad la identidad de las
cepas de £. coli aisladas.

'Este porcentaje fue obtenido tomando como el 100% la cantidad de aves muertas durante la
primera semana.
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En el Cuadro 4, se presenta la relacidon entre los serogrupos identificados y el
lugar de aislamiento de las cepas de £. coli; como se puede observar, algunos serotipos
se presentaron tanto en la granja de reproductoras como en el pollo de engorda, pero no
en la incubadora. Sin embargo, en otros casos como fue con las cepas 0125, estas se

presentaron solo en nido e incubadoras a tos 19 dias.

Es importante sefialar que muchos de los serogrupos encontrados en incubadora
a los 19 dias (0?°, 069, 070, 0122, 0125, 0153, 0167 y O168), no se aislaron a los 21
dias, y viceversa, serogrupos que se aislaron a los 21 dias no se identificaron a los 19
(08, 18, 041, 085, 0118, 0120 y 0149).

Por otro lado, serogrupos como 04, 012, 015, 021, 022, 023, 044, 053, 073,
077,078, 081, 083, 084, 091, 0118, 0124, 0132 y 0155 se presentaron unicamente
en los pollos de engorda, observandose en algunos casos solo una sola cepa de cada
serogrupo (04, 023 077, 0124 y 0132).

El Cuadro 5, muestra ef numero y porcentaje de serogrupos identificados, se
observa que el mas frecuente fue 019 (12%), seguido por las cepas rugosas (OR) con el
10.86% del total. Las cepas pertenecientes al serogrupo O84 fueron aisladas en el
8.99% de los casos, mientras que el 6.37% correspondié a cepas del serogrupo O8.

La identificacién de antigenos flagelares de las cepas de E. co/i también mostro
una gran variedad antigénica; sin embargo, un porcentaje importante de las cepas fueron
no moviles. Los serotipos mas comunes en esta categoria se presentan en el Cuadro 6,
donde se puede apreciar que un total de 82 cepas que no fueron mébviles, siendo el
serotipo mas comun en estos el 019 NM, seguido por OR NM.

* Cepas que no aglutinaron con ningan suero.
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DETECCION DE GENES DE VIRULENCIA

Los resultados correspondientes at origen del aislamiento y la presencia de genes
de virulencia de las cepas de F£. coli, se muestran en et Cuadro 7. Como se puede
observar, 41% (110 / 267) de las cepas presentaron genes de virulencia, siendo el gen
IPAH el mas comun (46%). Otro gen encontrado con relativa frecuencia fue el de eae (15
cepas). En catorce de las cepas aisladas, se encontré la presencia de genes /PAH y eae
juntos, este grupo de cepas fue el tercero en frecuencia, en cuarto tugar se encontraron
las cepas con el gen Cdl; mientras que en nueve cepas se encontraron los tres tipos de
genes (IPAH-Cdt-eae).

Las cepas que hibridaron con el gen /PAH, fueron aisladas desde la granja de

reproductoras, y fue a partir del dia 19 en la incubadora que se observé un incremento

en el nimero de cepas que presentaban otros genes.

La relacion del aislamiento y la presencia de genes de virulencia en cepas de F.
coli en la incubadora, se presentan en la Figura 3; en esta, se aprecia que la mayor
cantidad de aislamientos se observé el dia 21, sin embargo la mayor cantidad de cepas
que tenian algun gen de virulencia se aislaron el dia 19. Las cepas obtenidas en este
dia, presentaron los genes /PAH, Cdr, eae, IPAH-Cdt ¢ IPAH-eae Por otro lado, en el dia
21 se encontraron con mayor frecuencia cepas con el gen Cd!, seguido por las que
portaban IPAH.

Enla Figura 4, se muestra la relacion entre el porcentaje de mortalidad durante Ia
primera semana y el aislamiento de cepas de £. coli con diferentes genes de virulencia
en el pollo de engorda. Los mayores porcentajes de mortalidad se presentaron en los
dias 3 (21.30%) y 5 (25%j, coincidiendo con el mayor numero de aislamientos de cepas
que presentaban genes de virulencia.
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Por otro lado en la misma Figura 4 se puede observar que 6% de las cepas que
tuvieron algun gen, presentaron los genes /PAH-(dr las cuales se aislaron unicamente

el dia tres, una situacidén similar ocurrié con las cepas que codificaban para los genes
IPAH-Cdr-eae (11%).

Las cepas que presentaron los genes Cdr-eae (2.35%) se aislaron el cuarto dia.
En el dia cinco, como se menciond anteriormente, se presentd la mayor mortalidad,
observandose también el mayor aislamiento de cepas con genes /PAH (20.00%), eae
(14.12%), y la cobbinacion I/PAH-eae ( 11.76%).

En ninguna de las cepas encontradas en este estudio, se detectaron los genes
STH, AGGI, AGG2, SLT, BFPy LTH.
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DISCUSION

La ISV es una enfermedad importante, no solo por la mortalidad que provoca
durante la primera semana de vida, sino también por la pobre ganancia de peso y la
baja calidad de la canal de las aves que sobreviven a un brote de esta enfermedad
(25).

La contaminacion en la granja de reproductoras a partir de la cama, represento el
3.74% del total de aislamientos, sin embargo, en este sitio no se encontrd £. coli.
principal agente causante de ISV. Por otro lado, en los huevos tomados de nido solo se
aislaron 4 cepas de £. coli, estos hallazgos sugieren, que la contaminacién del huevo
ocurre en una etapa posterior, probablemente durante el transporte o bien en la
incubadora. Estos datos son contrarios a los expuestos por Gordon y Jordan (1985),
Mosqueda y Lucio (1985) y Rojo (1987), quienes mencionan que la infeccién del saco
vitelino se debe principalmente a la contaminaciéon del huevo fértil en la granja de
reproductoras, y que dentro de estas instalaciones el principal lugar en el que ocurre la
contaminacion, es el nido. Los datos obtenidos en nuestro trabajo pueden ser apoyados
por el estudio realizado por Reid (7) en el que sumergia huevos fértiles en una
suspension de bacterias, para después incubarlos, dicho autor observé que la
mortalidad se presentaba desde la incubadora y durante los primeros 9 dias de vida del
poliito, pero que el efecto era méas pronunciado cuando los huevos se sumergian el dia

18 de incubacién que cuando se hacia al primer dia.

Hungerford (1969), menciona que la ISV mostré un incremento después de 1930
cuando comenzaron a utilizarse las incubadoras comerciales, lo que apoya en cierta
forma |a teoria de la contaminacién del huevo fértil en una etapa posterior a la granja de
reproductoras. Sin embargo, el mismo autor sefiala que algunos estudios realizados por
Harry mostraban que la contaminacion del huevo ocurria antes de llegar a la incubadora.
Nuestras observaciones, concuendan con lo propuesto por Hungerford (8), ya que el
mayor numero de aislamientos se obtuvo en incubacién y en la granja de pollo de
engorda.
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En lo referente a la causa de ISV, diferentes autores mencionan que la principal
bacteria responsable de esta, es £. coli; sin embargo se han descrito distintos
porcentajes de aislamiento de la bacteria, Hungerford en 1969 sefala que en el 82% de
las aves que morian y mostraban algun cambio en el saco vitelino, se podia aisiar £
coli. Sotelo (1993), menciona que E£. coli se ha aistado en el 45% de los casos de
mortalidad temprana y del 70% de las aves con infeccion del saco vitelino, Coutts
(1981), menciona que la ISV representa entre el 30 y 50% de la mortalidad durante la
primera semana. En el presente estudio se observé que de las 216 aves muestreadas
se lograron aislar 188 cepas de L. coli, lo que representé el 87%, porcentaje aunque

ligeramente superior, concuerda con lo observado por otros autores.

Coutts (1981) y Mosqueda y Lucio (1985), indican que la mortalidad por ISV
puede presentarse desde la incubadora, lo que va a aumentar el nimero de los
llamados "muertos en cascarén" (aves que mueren antes de poder eclosionar), esta
situacion pudo observarse en este trabajo, donde los aislamientos a partir de este tipo

de aves representd el 17.86% de las cuales casi el 50% correspondieron a /.. coli.

Sin embargo, Sotelo (1993), también menciona que la presencia de coliformes
en los embriones y los pollitos esta relacionada directamente con la concentracion de
bacterias en la caseta, en este estudio, sin embargo, se puedo apreciar que la
presencia de coliformes tanto en nido como en huevo de nido fue muy baja, incluso nula
en el caso de los nidos, y la presencia de estas bacterias fue muy elevada tanto en la
incubadora como en los pollitos.

En este estudio se lograron aislar bacterias como:. Aeromonas salmonicida,
Alcaligenes faecalis, Chromobacterium sp., Citrobacter freundii, Kiebsiella pneumoniae y
K. oxytoca, Providencia reigerii, Pseudomonas fluorescens, que no se habian reportado
como causantes de la ISV, sin embargo, el hecho de su aislamiento de saco vitelino o
de higado no es definitive para considerartas como agentes causales de la ISV, ni de la

muerte del ave, ya que en la mayoria de los casos se aislé mas de un microorganismo.
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En contraste, bacterias del género Proteus, que han sido reportadas como causantes de

la ISV, solo se aislaron de huevos a los 19 dias de incubacion (4, 6, 8, 40).

Se ha publicado que cuando los huevos son desinfectados con un método
hdrﬁedo, aunque se reduce el nivel de recuperacién bacteriana del cascarén, se puede
encontrar una poblacion de Staphylococcus sp. y Streptococcus sp. en este sitio. Lo
anterior contrasta con o observado en el presente estudio, ya que aun en los huevos de
nido no desinfectados, la contaminacién fue muy baja, no cbstante que la mayor parte
de la contaminacion en el material de cama de los nidos se debid a los géneros

bacterianos referidos anteriormente (42).

En este estudio se pudo apreciar que K. preumoniae sélo se aislé de pollos de
engorda, aunque no se demostré que estos tuvieran algun papel en la ISV. Abd-El-
Motelib et al. (1993), mencionan que los aislamientos de K. pneumoniae, a partir de
pollitos muertos son patdgenos; lo anterior contrasta con los resultados obtenidos por
Ashgan en su tesis doctoral quien encontrdé que los aislamientos de K. pneumoniae no

fueron patogenos para las aves.

Mosgueda y Lucio (1985), sefalan que la curva de mortalidad de la ISV dura de
7 a 10 dias y que alcanza su maximo entre el 4° y 5° dia, disminuyendo en los siguientes
3 a 5 dias. Lo anterior coincide con lo encontrado por Keirs (1987), quien menciona que
en un experimento realizado para revisar [0os patrones de mortalidad en las granjas con
mortalidades promedio o con un 10% arriba del promedio, mostraban un incremento en
la mortalidad el dia S y posteriormente habia un descenso hasta llegar a la normalidad el
dia 10. En este trabajo se encontrd que el patrén de mortalidad coincide con lo expuesto
por ambos autores, ya que se observé que la mayor mortalidad se presento entre el dia
3 y 5 de edad y comenzo a descender hacia el séptimo dia.

El-Sukhon (1989), serotipificod el 89.6% de las cepas de E. coli que aislo, en el

presente estudio se pudo determinar el serotipo del 85.3% de las /. coli aisladas, las

cepas gue no pudieron ser tipificadas se clasificaron como OR o bien como O7?. Sin
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embargo, en otros estudios el porcentaje de cepas no tipificables va del 33.5% (45),
hasta el 39%, por otro lado, Allan ef al. (1993), mencicnan que un gran porcentaje de

cepas no tipificables es una caracteristica de los aislamientos de £. coli en las aves.

Phukan er al. (1990), encontraron que el 22.33% de las cepas aisladas eran
fugosas, lo que coincide con lo obtenido en este estudio, donde después del serogrupo

019, las cepas rugosas fueron las que se identificaron con mayor frecuencia.

Whiteman ef al. (1983) y White et al. (1993), reportan que los serotipos aislados
con mayor frecuencia como causa de enfermedad en aves son 01, 02 y O78, sin
embargo en este trabajo no se logré el aislamiento de cepas pertenecientes ai
serogrupo O1, posiblemente esto se deba a que la mayoria de los estudios de
serotipificacion se han realizado en cepas aisladas a partir de aves con infecciones
respiratorias y no de aves con ISV. Sojka (1965), menciona que los serotipos mas
comunes aislados en casos de Enfermedad Respiratoria Crénica y pericarditis eran O1,
02 y O78. Aungue Cloud e al. (1985), realizaron aislamientos de £. coli a partir de
articulaciones, piel, corazén, pulmones sacos aéreos, bazo, senos nasales, sangre e

hisopos de saco vitelino, encontraron solo 2 cepas del serogrupo O1.

La presencia de ciertos serotipos depende del area de aislamiento, pais o
periodo de aislamiento (23, 24), esta puede ser la razén de que los serotipos mas
comunes encontrados en este trabajo, no coinciden con los reportados por estos
autores, como, Takahashi y Miura (1968), quienes mencionan que Mikami realizé un
trabajo en la region de Hokkaido Japén, donde los serogrupos mas aisiados fueron 060,
053 y O1, sin embargo, en esta misma regién ellos encontraron que los serotipos
predominantes fueron 01, 02, O8 y O78.

Existen pocos reportes en los que se haya encontrado que cepas de [. coli
causantes de alguna enfermedad en aves no pertenezcan a los serotipos 01, 02 y 078,
entre ellos, Gross (1964), encontré que una cepa causante de ISV pertenecia al
serogrupo 0103 y por lo tanto la utilizé en un trabajo posterior para inocular huevos.
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En el presente estudio se encontré que el 30. 71% de las cepas de £. coli fueron
no moviles, io que representa un alto porcentaje, este hallazgo coincide con Cloud et al
(1985), quienes al caractenizar cepas de E. coli encontraron que el 41.6% de estas no

presentaban antigeno flagelar.

White er al. (1983), demostraron que existe una divergencia en el perfil
electroforético de proteinas de membrana extemna en los serotipos 02 y O78, es decir
existen cepas clasificadas como serogrupo O2 mas relacionadas genéticamente a cepas
078 que con otras del mismo serogrupo, y viceversa, esto puede explicar en cierta
medida ia gran cantidad de cepas clasificadas como OR, las cuales durante este estudio
aglutinaban con diversos sueros entre ellos 02 y O78. Incluso, se menciona que cuando
la identificacién se basa Unicamente en la clasificacion serolégica, es muy probable que
dentro de un mismo serotipo exista una gran diversidad de genotipos, cromosomales
(47).

Se ha mencionado que las bacterias causantes de ISV, son en su gran mayoria,
bacterias ambientales o habitantes normales del tracto gastrointestinat de tas aves (4, 8)
¥y que la mayoria de los serotipos son potencialmente patégenos para aves jovenes y
aduitas (24). Sin embargo, Edwards y Ewing (1954), mencionan que el serotipo mas
aistado a partir de 6rganos internos fue O2 H5 y reporta que dicho serotipo no fue
encontrado en tracto gastrointestinal de animales, humanos con diarrea o utensilios de
‘cocina; estos datos coinciden con lo encontrado en este trabajo, en el que a pesar de
haberse observado que no todas las bacterias poseian genes de virulencia, una gran
parte de elias y principalmente ia mayoria de las cepas aisladas durante los dias de

mayor mortalidad, contenian al menos un gen de virulencia.

A diferencia de lo expuesto por White e/ al. (1983), quienes mencionan que fuera
de los serotipos cominmente relacionados con enfermedades aviares, tales como O1,
02 y 078, se desconoce si existen otros serogrupos patogenos u oportunistas en las
aves. En este trabajo los serotipos que poseian la mayor cantidad de genes de
virulencia, no perteneciap a los serogrupos O2 y O78.
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Phukan ef al. (1993), mencionan que la patogenicidad varia entre los diferentes
serotipos y frecuentemente entre cepas del mismo serotipo, fo cual pudo observarse en
este estudio en el cual algunas cepas poseian genes de virulencia, mientras que en
otras del mismo serotipo no se encontraron, lo anterior probabiemente esta relacionado

con el origen plasmidico y fagico de estos genes de virulencia (26).

Es importante mencionar, que para asegurar que las cepas de £. coli aisladas no
presentan ningun gen de virulencia se necesita un estudio mas amplio, ya que existen
una gran cantidad de factores que se ha observado que confieren virulencia en las

cepas aviares.

El-Sukhon (1989), menciona que el 7.4% de las cepas que aislé producian un
efecto enterotoxigénico en ratones, sin embargo, de las cepas que se aislaron en este
trabajo, ninguna presentaba genes para ST o L7, es decir, las toxinas de las cepas
ETEC. Lo cual puede ser explicado por los resultados obtenidos por Emery ¢t al. (1992),
quienes encontraron que un porcentaje muy bajo (7.5%) de cepas de £. coli aisladas de

aves producian L.T.

Carter y Cole (1990), indican que la invasividad es un mecanismo de
patogenicidad poco comun, sin embargo, en las cepas aistadas en este trabajo el gen
predominante fue el /PAH, el cual estuvo presente en 80 cepas ya sea como Unico
gen o bien junto con otros, lo que representa el 29.9% del total de cepas de £. coli

aisladas.

En lo que respecta a las cepas con gen eae, Bratoeva ef al. (1994), encontraron
que existen pocas cepas clasicas EPEC que conservan el gen ege y que pierden el

plasmido EAF, pero que aun asi provocan la agregacion de actina.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo sugieren que la contaminacién bacteriana
causante de la infeccién del saco vitelino, no ocurre en la granja de reproductoras y que

puede presentarse en una etapa posterior.

Se encontrd que la principal causa de infeccién del saco vitelino fueron cepas de
k. coli, ya que, la curva de mortalidad por ISV coincidio con la de aisiamientos de £.

coli, y ambas presentan el pico entre el dia 3 y 5 de vida del pollito.

Los serogrupos aislados con mayor frecuencia fueron 019, OR, 084 y OB, los

cuales no se habian reportado como patdgenos para las aves.

Los genes encontrados en cepas aviares causantes de infeccion del saco vitelino

fueron el gen de invasividad (IPAH), el relacionado con el efecto attaching-effacement
feae) y el de |a toxina citoletal distensionante (cdf). Estos se encontraron de manera

unica o en combinaciones en las cepas de £. coli aisladas en este estudio.

Este es el primer trabajo que muestra los probables serotipos causantes de ISV
en nuestro pais, marcando la posible epidemiologia del padecimiento.
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Cuadro 1. Cepas utilizadas como testigo en la prueba de hibridacién del ADN.

J Ndmero de I;—C:pa Bacteria §_:erotipo Genes
E3787 E. coli 026:H11 VT1 +ve
E32511 E. coli 0157:H- VT2 +ve
E2347 E. coli 0127:H6 HEp-2 +ve, eae +ve
EB0725 E. coli 092:H33 AA +ve
E66438 E. coli Q75:H- DA +ve
E7476 E coli 0166:H27 ST +ve
ES5798 E. coli O7:H18 LT +ve
E35990 E. coli 0143:H- EIEC +ve
14R519 E. coli K12 testigo negativo
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Cuadro 2. Frecuencia de aislamiento de los microorganismos encontrados en diferentes muestras tomadas en granja de

reproductoras, incubadora y granja de polio de engorda.
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Cuadro 3. Frecuencia de aislamientos de Fscherichia coli de las diferentes areas de muestreo.

LUGAR MUESTRA AREA DE MUESTREO Escherichia coli
NIDO ASERRIN 0.
REPRODUCTCRAS INTERNC 2
HUEVO
EXTERNO 2
INTERNO 16
19DIAS
INCUBADORA EXTERNO 12
EXTERNO 29
21DIAS
SACO VITELINO 18
POLLO HIGADO 102
bE MORTALIDAD
ENGORDA SACO VITELINO 86
267

TOTAL
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Cuadro 4. Relacién entre serotipos de fischerichia coli y el sitio de aislamiento.

SEROTIPOS ENCONTRADOS
SITIO DE
3
-
AISLAMIENTO O
ol | | w o|lslwjn]|lo| o Nl vl o =
o —] =l N N|N|{N][O| || wv]|wv]|wv nl) ol o n — N ™ m
Ol oclojojlojolololo|lolojolojeclcl ololo] olol o ol o (]
CAMA DE NIDO 0
[HUEVQ DE NIDO INTERNO 1 1
qHUEVO DE NIDO EXTERNO 1 1
19DIAS INTERNO 1 1 1 1 211 1 8
18 DIAS EXTERNO 1 1 1 1 3 1 1411 10
21 DIAS SACO VITELINO 1 5 8 14
21 DIAS EXTERNO 1 3 111 124 1 19
POLLO SACO VITELINO 4 1212|1411 ] 2 151 6 2161111 3 1] 43
POLLO HIGADO S|1s5t11121312{11}1 1 112 4 21 7131 2 43
TOTAL 0110|361 7}3|11{1|3|1]512]|6]4j1|10]{316]33]|86]2 5 11138
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Cuadro 4 (Continuacién). Retacion entre serotipos de Lscherichia coli y el sitio de aislamiento.

SEROTIPOS ENCONTRADOS

SITIO DE
AISLAMIENTO xmv;33o8h2222w5833951§
O] O]OJO0]O[OC]lO|IO]IOJIO|OCIO]O1IO]lO] OlO]|O] ©OIC] O [
CAMA DE NIDO 0
HUEVO DE NIDO INTERNO 1 2
HUEVO DE NIDO EXTERNO 1 2
19DIAS INTERNO 2 3 1 4 16
19 DIAS EXTERNO 1 1 12
21 DIAS SACO VITELINO 3 1 18
21 DIAS EXTERNO 1 1 3 4 1 29
|IPOLLO SACO VITELINO 1 112 1 51611 2|11 21 1110]| 86
{{POLLC HIGADO 411 1 2 211181471 1113 313]|15] 102
TOTAL 3211351312121 2)113]1 111314712 3 |24)2]| 61 4]29]| 2867




Cuadro 5. Serogrupos aislados en granja de reproductoras, incubadora y

pollo de engorda.

[ SEROGRUPOS AISLAMIENTO
NUMERO | PORCENTAJE (%)
0719 — 33 12.36
OR 29 10.86
084 24 8.99
08 17 6.37
078 13 4.87
0120 11 4.12
07 10 375
0103 10 3.75
0155 10 3.75
0118 7 2.62
o112 6 2.25
015 6 2.25
0168 6 2.25
02 6 2.25
09_ 6 2.25
0146 5 1.87
022 5 187
044 5 187
0152 4 1.50
091 4 1,60
0108 3 1.12
012 3 112
0125 3 112
0167 3 112
024 3 112
041 3 712
053 3 112
O73 3 112
083 3 112
0149 2 0.75
021 2 0.75
03 2 0.75
06 2 0.75
069 2 0.75
o7 2 0.75
081 , 0.75
085 2 0.75
0124 7 —0.37
0132 1 0.37
0153 1 0.37
023 7 0.37
04 7 0.37
070 7 —0.37
077 7 0.37
L rix4 T00.00
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Cuadro 6. Numero de aislamientos de los diferentes serotipos de Escherichia
coli No Méviles en granja de reproductoras, incubadora y pollo de engorda.

Serotipo Nuamero de Cepas
0?7 NM 4
0103 NM 2
0108 NM 1
0120 NM 1
0153 NM 1
0168 NM 3
O19 NM 31
02 NM 4
021 NM 2
024 NM 1
O3 NM 1
044 NM 5
053 NM . 1
O73 NM 2
08 NM 5
085 NM 2
OR NM 16
TOTAL 82
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Cuadro 7. Relacion entre el momento de aislamiento y la presencia de genes de virulencia en cepas de fscherichia coli.

NUMERO DE CEPAS CON GENES

TOTAL

0 E

® 3

LUGAR MUESTRA  AREA DE MUESTREO 3l 8| «f B of §

2] 9| ®| 9 S| T

2| 5| o %| %| £] | 2| 3

a|l 3| 8| o] af 3 €| |

NIDO ASERRIN

REPRODUCTORAS INTERNO 1 7 2
HUEVO ——

EXTERNO 1 1 2

INTERNO 7 1] 1] 4 3 | 16
19DIAS o o

INCUBADORA EXTERNO 1] 1 10 | 12

EXTERNO 2 25 | 29
21DIAS -

SACO VITELINO 1|3 14 | 18

POLLO HIGADO 21| 5] 7 2 3| 18] 57 | 102
DE MORTALIDAD - = — —m o

ENGORDA SACO VITELINO 17l2i7 3|71 3] a6 | 86

51 | 13| 15| 6 14| 2| 9 | 157 | 267
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| | l
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l__l_l l I 1

Incubadoras

|
l 1

21 Dias
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Externo

|

Granja de Pollo
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l

Mortalidad 1* Semana

I
l |

Higado Saco Vitelino

Figura 1.
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Metodologia utilizada para el manejo de fas muestras y cepas.
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad y aislamiento de FEscherichia coli en pollo de engorda durante ia primera semana a
partir de la mortalidad.
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