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RESUMEN

MARIN HEREDIA,A JOSE ANTONIO. Tincién de rojo c‘ongo como prue-—
ba de deteccidn de cclonias septicémicas de E. coli aisladas
de pollo de engorda y su correlacién con pruebas de colicino=-
genia y mortalidad (bajo la direccién de Ma, Trinidad Perus—-
quia Jasso y Rail Vézouez Martinez).

Debido & que la colisepticemia aviar ha cobrado gran importan
cia en México y a que existe una gran variedad de serotipos
de E. coli me han desarrollado diferentes técnices para dife-
renciar cepes septicémicas de E. coli de cepas que se considg
ran flora normal. 5in embargo hasta la fecha no se tienen re-
sultados concluyentes al respecto, por lo que el objetivo del
presente trabajo fué comparar 3 diferentes técnicas utiliza—
das para la identificacién de cepas septicémicas: prueba de
rojo congo, de colicinogenia e inoculecién en aves suscepti--
bles, estas dos ltimas realizadas previamente en otro traba-
Jo. Se analizaron 82 aislamientos de E. coli realizedos a per
tir de aves sospechosas de colisepticemia, Las cepas fueron
sometidas a la pruebe de rojo congo y los resultados se compa
raron con los obtenidos previamente pars lag pruebas de coli-
cinogenia y mortalidad, resultando 62,194 de cepas colicino
vositivas, 4.87% positivas & rojo congo y 48.78% de cepas que
produjeron la muerte en las aves inoculadas. Se concluye que
la prueba de rojo congo comparade con las otras dos mostré
una menor gsensibilidad y especificidad en la deteccién de ce-

pes septicémicas.



INTRODUCCION

Ia colibaeilogis en aves se reconoce por primera vez en
1894 (47). Kauffman en 1943 publica el esquema antigénico de
B. coli (12). En México, en el periocdo comprendido entre 1968
¥y 1971 el término colibacilosis aviar empieza a cobrar gran
importancia (5).

La colibeeilosis aviar es una de las infecciones de ma=-
yor impacto econémico en México debido a las pérdidas que o-
casiona al afectar las diferentes etapas de vida y produccién
de las aves doméasticas, se manifiesta principalmente como in-
feceién del saco vitelino, smerosaculitis, colisepticemia, sal
pingitis, artritis, panoftalmitis y coligranuloma o enferme--
dad de Hjtlrre, o bien como fuctor de asociacién en la enferme
dad respiratoria crénica complicada. Todas estaa formas de
presentacién causan altas mortalidades, reduccién en ganan--
cias de peso o bien baje calidad Ge la canal y decomiso en el
rastro (16,17,27,33,38,39,40,41,47).

Se define como colibacilosis aviar a la enfermedad ine-

fecciosa de las aves en la que Escherichia coli actda como pa

t6geno primario o asociado & otras condiciones, afectando con

mayor frecuencia a las aves jévenes que a las adultas (16,27,
39,47).

El agente etioldgico, Escherichia coli, es una bacteria
gram negative en forma de bastén cue mide 2 m 2 micras de
largo por 0.6 micras de ancho, no forma esporas, algunos serg
tinoa con cApsula y/o flagelos, y es anaerobia facultativa.
Presenta lag sipuientes reacciones bilogqufmicas en su diferen-
ciacién con otras enterobacterias: positiva a indol, no produ

ce ureasa ni dcido sulfhfdrico, no crece en citrato de Simmons,



no licle la gelatine, positiva al rojo de metilo y negativa a
Voges-Proskauer y da reaccidén fcida y con gas en el medio tri
ple azdcar hierro (TS1) (12,16,18),

Las diferentes cepas septicémicas de E. coli se clasifi-
can de acuerdo con su estructura antigénicm, la cual estd da-
da por los antfgenos O (somdtico), ¥ (capsular) y H (flage--
lar), ademés de contar con pili o fimbria cue es otra estruc-
tura antigénice asociada a patogenicidad y virulencia (16,17,
33,49).

Bl ant{genc O (somético) es el antfgeno principal de su=-
perficie que corresponde a la fraccidén polisacdrida del com~-
plejo denominado lipopolisacdrido (LPS) ¢ endotoxina, el cual
congta ademfs del lfpido A al gque se le atribuye toda la toxi
cidad, El lipopolisacérido estd firmemente unido a la superfi
cie celular y es liberado por lisis de la bacteria (18,19).

El ant{geno K {eapsular) estd formado por un 4cido poli-
mérico y azlcares reductivos (18). Lae células encapsulades
forman colonias lisas o mucoides. Esta estructura estd rela-
cionada con la virulencia de la bacteria al protegerla de la
fagocitosis e impedir que ciertos virua se fijen a la pared
celular (19).

El ent{geno H (flagelar) estd compuesto totalmente por
una protafna denominada flagelina y se fija a la bacteria &
bagse de una serie de anillos unidos a la membrana y pared ce
lular (19).

Los pili, fimbria o fimbrillas son pequefi{simas estruc-
turas proteinicas que favorecen la adherencia y persistencia
de 1la bacteria en las células epitelimles del huésped. Se han

encontrado en cepas patégenas de E. coli nigladas de aves con
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¢olisepticemia, pero no se coroce cuantos tipos de fimbrias
éxisten en estas cepas {39) ounque estudios recientes indican
que adn tratandose de un mismo serotipo, como el 078, pueden
variar los tipos de fimbrias que con €l se asocien, segin des
criben Naveh y Ron (30). Si se llegara & encontrar que las cs
pas patdgenas de E. coli tienen algin tipo de fimbria comdn
para ellas, podria tenerse la egperanma de desarrollar vacu-~
nag oue impidan la colonizacién en pollos, como las que ya

existen y se aplicen con éxito en bovinos y cerdes (29,39).

Eg conocida la gran variedad que existe de cada uno de
estos antigenos, por lo oue la tipificacién de lz bacteria esg
diffcil. Hay cientos de combinaciones de ant{genos en las ce-
pas de E. coli y por lo mencs 20 de ellas se asocian a la en-
fermedad septicémica en las aves (39,40).

Los ant{genos 0 son los que vaerf{an més, pero a la vez
gon los mds fdciles de clasificar, resultando los serotipns
0l, 02 y 078 los mds frecuentes en aves y son responsables de
por lo mencs el 50% de los casos de colisepticemia (16,17, 33,
39,40,49) .

Algunos serotipos prevalecen en ciertas dreas, por ejem-
plo, el O35 es el mds abundante en DNelawere, E.U., mientras
que el 0111 lo es en Suddfrica (39), EL serotipo 02:K1:H5 tige

ne una marcada tendencia para invadir te jidos de las aves (21).

La colibacilosis aviar se ha descrito en todo el mundo
y afecta a todo tipo de aves domésticas, aunque la mayorfis de

los brotes se registran en pollos, paves y patos (16,47).

Entre los agentes bacterionos, E. coli es de los micro-
organiamos mAs frecuentemente aislados de aves psitecinas con

enfermedad resniratoria (25).



E. coli es un habitante normal del intestino de las a—
ves y mamiferos y entre la flore normal tembién pueden encon
trarse de un 10 a 15% de cepass patégenas en aves domésticas
¥ por tento las aves estén continusmente expuestas a través
de las heces las cuales contaminan la cemg y el medio ambien-
te; asf, cuando disminuye la resistencia del animal estms ce-

pas facultativas pueden causar problemas clinicos (16,47).

Bajo malas condiciones de msnejo, camas polvosas, mala
ventilaeidn, sobrepoblacién, estados de tensién como reaccio-
nes posivacunales, infeceiones por micoplasmas, virus respira
torios de campo o bien agentes causales de inmunodepresién
(infeccién temprana con virus de Gumboro o micotoxicosis) el
crecimiento de la bacteria es rdpido y puede resultar en un
brote de colisepticemia con el consiguiente aumento en la mor
talidad (9,16,21,35,43).

El hecho de que la bacteria sges eliminada por las heces
le coloce la etiqueta de "cosmopolita" y por lo tanto las
vias de transmisién son miltiples en parvedas comerciales,
giendo las mds importantes:

- Pransmisidn a trevés del huevo:

Se atribuye principalmente a la contaminacidén del cas-
cardn con heces poco despuds o al momento de la ovopo-
sicién o bien por infeccién ovdrica o del oviducto. Es
te fenémeno se ve favorecido por una mala higiene en
la granja de reproducteras, por un mal sistema de recg
lecciédn, seleccidn y fumipgecién de los huevos as{ como
por bajos estdndares de higiene en la planta incubado-
ra., Y en apoyn a esto se ha visto oue E. coli es de
lags bacterias que con mayor frecuencia se encuentran

en huevos incubados y es un agente imrortante oue ceu-
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sa mortalidad embrionaria entre los 12 y 21 dfas de
incubacién (16,27, 31, 32,37,47).

- Transmisién aéreac<
Cuando existen camas con humedad baja, la bacteria pug
de sobrevivir por periodos prolongados y encontrarse

5. 106 microorganismos por gramo,

en proporcidn de 10
. ‘ la accién del viento contamina fédcilmente el aire den-
tro de 1la caseta y favorece la penetracién de bacte--
riag a lag vias respiratorias donde los microorganig-~
mos podrén ocasionar problemas si las condiciones son

favorables (16,18,27,31,35).

- Transmisién a través del alimento y agua de bebidat
Ocurre cuando el ARgua de bebida y el alimento se en~-—
cuentran contaminados con materia fecal, pero esta via

eg de menor importencia (27,31).

- Transmisién a través de portadores, vectores y vehfcu-~
los:
Ios portadores sanos, convalecientes o enfermos pue-
den contribuir a la multiplicacién de la bacteria en
la caseta, lo que resvltarfia peligroso si se tratara
de cepas reslistentes a antibidticos. Ias ratas, pe--
rros, aves silvesgtres, moscas y otros insectos tam——

bién contribuyen a la diseminacidn de E. coli (27).

La colisewticemia se nresenta en nollos de enporda espe-
cirlmente entre la 4a. y 5a. semanas de vida aunaoue no es ra-

ro ver brotes en aves adn més jévenes (16).

ffiren parte del nroblemn econdmiceo radica ademéa de la
mortalidad en la morbilidad, ya oue las aves oue vpresentan le

siones serfn confiscades en la planta nrecesadora por no ser
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aptas pers el consumo humano (31).

Debido a cue E. coli es un hebitante normal del intesti-
no de las aves y & la gran variedad de serotipos existentes,
pueden encontrarse varios serotipos en un mismo individuo, la
mayor dificultad ha sido la identificacidn de la cepa virulen

te involucrada en el proceso de enfermedad (7,27).

Antes de mencicnar la importancia que tiene 1la deteccidn
de cepas septicémicas de E. coli es necesariv hacer énfasis
en el papel oque éstas juegan en la patogenia de la enferme=-
dad.

Paro que les bacterias puedan causar dafio al ave deben
existir dos factores que estén estrechamente relscionados:
las propiedades de los microorganismosa cue los capacitan para
producir enfermedad y la forma en que el huésped infectado
regponde 2 la invasién microbiana, todo esto rodeado de cier-—
tas condiciones medio ambientales y/o factores predisponentes
(9,21,35).

De todas lag formas de presentacién, la colibacilosie

septicémica es la mis comdn en aves domésticas (21).

Mucho se ha hablado de la patogenia de la colibacilosis
aviar debido & los diversos cumsdros aoue ésta puede presentar
pero lo cierto es que los mecaniemos patogénicos atdn no que-
dan bien establecidos y difieren radicalmente de los observa

dos en humanos, cerdos y bovinos (3,21).

La diferencia estriba fundamentalmente en lo siguiente:

- Las aves (pollos y guajolotes) son més resistentes &
la endoloxina de E. coli y2 que se ha visto cue dosis
de 1 mg/kg en pollos de cinco semanos de edad sdlo pro

duce fisLre lipers, en cumbio dosis de 0.01 mg/kg en



becerros de la misma edad produce la muerte (3,21).
Pero no se descarta gue esta endotoxina juegue algtn
papel en la patogenia de la enfermedad poraue produce
lesiones necréticas en higado al ser inoculada en po-
1llos (21).

Existe un menor nimero de cepas de B. coli aviares pro
ductoras de enterotoxing y por lo tanto el cuadro dia~

rreico comin para mamiferos es muy raro en las aves {3).

Ia enteritis con diarrea es una manifestacién rara en
aves pero aque puede llegar a presentarse (16,47) y es
probable aue en este caso el mecanismo patogénico sea
similar al de la colibacilosis entérica que se obser-
va en lechones principelmente, donde se requiere que
cepas de B. coli enteropatégenas colonicen el intesti-
no y produzcan su enterotoxina, la cual ejerce su
accidn eatimulando a la enzima adenil-ciclasa que a
su vez provoca un incremento en el adenosin monofos-
fato ciclico (AMP ciclico) de la célula intestinal es
timulandose as{ la salida de agua, clorurcs y potasio
e inhibiéndose la entrada de sodio, lo aue resulta en
aumento de liquido en el l¥men intestinal y diarrea
profusa (19,21).

Las hemolisinas de E. coli tampoco se asocian con su

capacidad para producir enfermedad {21).

Truscott y Ldénez Alvarez (21) estudiaron una toxina
aue es letal vara pollos de 2 gemanas de edad, obte~
nida a partir de E. 2oli O78:K80 de origen aviar y

bovino, termoldbil y de naturaleza protefnica, a la

que denominaron toxina letal de loa mnollos (CIT) y



que parece ser la responsable de los principales cam-—

bios patolégicos producidos durante la toxemia (21).

En invasiones sistémicas por E. coli la relacién huéa——
ped-pardsito adquiere una mayor complejidad debido a los di-
ferentes tivos celulares involucrados y a los variables ni—--
chos biooufmicos en lgs cuales dicha relacién se lleva a ca-
bo (21).

En las aves la infeccidn respiratoris (inhelacién) puede
considerarse como la principal via de entrada. Una vez que la
bacteria se ha eutablecido en el aparato respiratorio puede
producir diferentes grados de afeccién que dependen de cier-
tae condiciones inherentes & las aves y su medio ambiente (16,
21).

Al iniciar la enfermedad, la infeccidn involucra 1la por-
o0ién superior del aparato respiratoric produciendose traguef-
tis y aerosaculitis, siendo los signos mds prominentes el es-
tornudo, estertor traqueobronquial y disnea {16,27,36).

Entre los factores predisponentes que puesden favorecer
eate establecimiento inicial er el aparato respiratorio se
cuentan ciertos virus de campo o vacunales como el de la bron
quitis infecciosa, enfermedad de Newcastle y laringotraquef-—

tis infecciosa que destruyen los cilios traqueales (9,16,47).

Ia. integridad del epitelio traqueal es esencial como me
canismo de defensa del animal para evitar el cstablecimiento
de agentes nocivos y su migracién a partes bajas del aparato
respiratorio. 4s{ pues, causas que alteren esa integridad co
mo la hipovitaminosis A o concentraciones excesivas de amo--
niaco en lag cacetas pueden influir notoriamente en el esta-
blecimiento de la infeccién nor E. coli (4,18,48)., Si se su-
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manIQé factores ya mencionados a cualouier condicién aue dig
minuya:las defensas del animal, E. coli podrd paser a la cir-
culacién sanguinea vroduciendo septicemia aguda y muerte re~-
pentina o bien lesiones crénicas fibrinopurulentas en pericar

dio, higado, peritoneo y sacos aéreos (16,27,47).

También es necesario mencionar oue en el establecimiento
de la infeccién se reouiere un gran mimero de bacterias para
producir enfermedad si se compara por ejemplo con Pasteurelia
multocida de la que solamente son necesarios unos cuantes mi-

croorgenismos para causar enfermedad (21).

La elevada frecuencia del plésmido Col V en aislamientos
de E. coli septicémica se he relacionado con la patogenicidad
de la misme en la cclisevticemia aviar. Almanza y colaborado-
res (1) demostraron lo anterior al confirmar nue las cepas
portadoras del pldsmido Col V producian porcentajes de morta=-
lidad bastante mayores que las cepas no portadoras de dicho
pldsmido.

Hoy en dfa los datos més convingentes en cuanto a patoge
nicidad de las cepas provienen de pruebas de mortalidad medien
te la inoculacién de cevas sospechosas en aves de 3 semanas
de edad y de pruebas de colicinogenia en las que indirectamen
te se dctecta 1la presencie del pldsmido Col V el cual codifi-
ce. para la sintesis de una bacteriocina {colicina), que es
una substancia bactericida de tipo antibiético, y de un siderd
foro, compuesto cuelante cue le promoreiona hierro a la bacte
ria, indispensable pare su desarrollo, y oue interfiere con
1a fagocitosis de la misma in vive (1,19,21,44). Ia virulen—-
cia asociada 2l hierro se demostré en pavos infectedos en los
mue sumentd la severidad de la enfermedad al anlicarles hie--
rro (8).
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3e ha demostrado aque las cevas portadoras del pldsmido
Col V gon fagocitadas con menor eficiencia que las cepas no
‘ nortadoras, nero a la vez no mostraron mayor resistencia in-
tracelular a la fagocitosis lo que sugiere que ademds del
plésmido Col V son necesarios otros factores para interferir

con el proceso de fagocitosis (2).

Se sabe que eristen mutantes avirulentas que pueden in

crementar su virulencia si se suplementan de hierro en agar
de rojo congo, que ya ha sido usado por Surgrlla y Beesley
(34,42) para diferenciar colonias virulentas y avirulentas

de Yersinia pestis.

Ios mecanismos de fagocitosis pueden jugar un pavel muy
importante en la patogénesis de la infeccidn gepticémica por
E. coli, ayudados por respuestas inmunes especificas a cargo
de enticuerpos y complemento (21,44). Se sabe que los antige-—
nos K son estructuras importantes que confieren resistencia a
la fagocitosis y el complemento, pero los anticuerpos en con—
tra de estos antf{genos pueden neutralizar les propiedades an-
tifagocitaries de la cépsula sensibilizando as{ a la bacteria
para la fapgocitosis (19,21,44).

La patogenicidad y virulencia de E. coli también se ve
favorecida por el uso indiscriminado de antibiéticos que re—
percute en la seleccidn de cepas patégenas multiresistentes
que regultan diffciles de erradicar (15,46),

los sindromes en los que E. coli se ve comunmente invo-—
luerada incluyen:

Mortalidad embrionaria

la contaminacién fecal del huevo fértil provoca penetra-—

cién de la bacteria a través del cnacarén, siendo éuta une de
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1l2s ceusas importantes de mortalidad embrionaria (28,37).
Infeccién del saco vitelino y onfalitis

Bgtos padecimientos ocurren vpor contaminacién del huevo,
de las incubadoras y de las nacedoras y provocan mortalidad
durante las dos primeras semanas de vida (16,27,47). Es reco~-
mendable el monitoreo bacteriolégico de pollitcs de un dfa de
edad para saber ¢l papel que E. coli juega en estas entidades

¥y sus mosibles revercusiones en la parvada (23).
Enfermedad respiratoria crénica complicada

Se presentan sipgnos respiratorios de severidad varieble
¥ lesiones fibrinopurulentas en sacos aéreos, superficie he-
phtica, perieardio y puritoneo (16,27,36,41,47). la pericar-
ditis fibrinosa y perihepatitis no son hallazpgos comunes a la
necropsia en navos (21). En este padecimiento en el que E. co-
1i es el factor complicante, se considera a los micoplasmas
como factores determinontes y entre ellos, el Mycoplasma galli-
senticum es el de mayor importancis, pero también Mycoplasma
synoviae bajo ciertas condiciones nuede causar lesiones en sa-
cos aéreos (14,26,27,45).

Septicemia apguda

Se caracteriza por muerte rerentina de sves jévenes o a-
dulbtes en buen estado nutricionsl cue presentan lesiones como
vericarditis, peritonitis y focos necréticos en higado, ade--
més de hemorregins y congestidn en Srganvs parenquimatosos
(18,47).

Salpingitis

La inflamacidn del oviducto puede ocurrir como ung ex—-

tensidn de le infeccién del saco eéreo abdominal o bien por
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mipgracién ascendente de bacterias = partir de la clonmca. El

padecimiento se caracterize por acumulacién de exudado fibri
nopurulento o caseoso en el oviducto. Bl desarrollo de E. co-
1i en el aparato rewroductor se asocia a la elevade actividad
estrogénica gque presentan lae gallinas en produccién (18,27).

Sinovitis y artritis

Se presenta como secuela del proceso septicémico. las a-—
vesg afectadas se encuentran postradas o con cojera (18,47).
Panoftelmitis

También es consecuencisa de la colisepticemia y se obser—
va hipopidén generalmente unilateral (18,47).
Enteritis

Puede ocurrir este proceso acompafiado de diarrea, pero

es poco frecuente en pollos, sin embargo en paves E. coli com
plica la enteritis hemorrégice de origen viral (3,18,20).

Nuevo aindrome del pato

Se presentAan signos resvivatorios y hay aerosaculitis,
pericarditis, perihepatitis y peritonitis. De algunos brotes
se ha aislado E. coli y de otros Pasteurella anatipestifer
(an.

Colipranulome o enfermedad de Hjlirre

Bs una condicidn patolégice que se ha observado en galli
nas y pavos y se caracteriza por la presencia de granulomas
en intestino, mesenterio e higado. Se he demostrado la parti-
cipacién de cepas mucoides de E. coli poroue reproducen les
lesiones al inocularse intravenose o intramuscularmente en

aves y conejos {27). Tamdbién se presenta en aves de compafifa
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medurss -y se asocie a cevas mucoides de E. coli vertenecien-—
tes a los serogrupos 08, 09 y 016 (13).

La importancia de la deteccidén de cepas septicémicas re~
dica en ogue identificando con un método répido y eficaz las
cepas septicémicag de E. coli y conociendo su papel en la pa-
togenia de la enfermedad (factores de virulencia, invasividad,
colonizacidn y produccién de toxinas) serd mucho mds fédcil de
sarrollar métodes de inmunizacién eficientes cue ayuden & pre
venir o atenuar le enfermedad (29, 39,40,43).

Se han sugerido algunas pruebas tentativemente para de-=
terminar la patogenicidad de cepas de E. coli, como son la
produccidn de hemélisis en medios de cultivo aque contienen
sangre, o bien la hemosglutinacibdn de eritrocitos de aves o
cobayos relacionada con 1la presencia de pili ¢ fimbria. Bn el
primer caso se han descubierto cepas patégenas hemolfticas y
no hemolfticas y en el ¥ltimo no se tiene experiencia en Mé-
xico hasta 1la fecha (49).

Recientemente alpunos trabajos sugleren la posibiligad
de identificar cepas septicémices aviares de E. coli mediante
‘1la tincidén de rojo congo, resultando positivas a dicha tin--
cién las cenas virulentas que adguieren una coloracién roja
(rojo congo nositivam) y negativas las cepas avirulentas, las
curles son blencas en este medio (rojo congo negativas) (6,7).

Berkhoff y Vinel (6,7) encontraron una correlacién direc
ta entre cepas patégenss de B. coli y su capacided para unir-
se al rojo congo. Demostraron aue las cepas de B. coli rojo
confo mositivas revroducen el cuadro de coliseoticemia y oue
lag cenas de E. coli rojo congo negetivas son avirulentas.

Sus hallazpos se basaron en estudios bacteriolégicos en 30
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parvadas de pollos de engorda, 26 de las cuales presentaban

la enfermedad y 4 parvadas sanas. De 144 aislamientos de E, -
coli obtenides de tejidos internos de aves enfermes se encon-
tré que todos fueron positives al rojo congo y de 170 aisla~~
mientos de E. coli obtenidos del medio ambiente en casetas de
aves y de la trdounea y cloaca de aves sanas, mds del 50% re—-

sultaron negativos al rojo congo (6).

También estudiaron 20 cepas de E. coli con las que rela-
cionaron la tincidn de rojo congo y la presencia del plésmido
Col V. De 15 cepas portadoras del pldsmido, 10 de ellas resul
taron nositivas al rojo conzo y de 5 cevas no vortadoras del
plésmido 3 de ellas fueron vositivas al rojo congo. Ellos su-
gleren oue la oresencia del pldsmido Col V y la afinidad por
el colorante rojo congo son factores de virulencia indepen--
dientes, como también lo son la capacidad de captar hierro

por la bacteria y su afinidad por el colorente (6).

Lag bases moleculares de la interaccién entre este colo-
rante y los componentes bacterisnos son poco comprendidas.
Aunque la capacidad de otras bacterias patdgenas de unirse al
rojo congo parace egtar relacionada a la pared celuler o pro-
tefnas externas de la membrana, esto no se ha demostrado (7).

Se¢ sabe oue la unidén de E. coli al rojo congo es un fend
meno inestable ya oue pueden ocurrir conversiones esponténeas
de cepas rojo congo nositivas A negativas y viceversa, aunque
esto ¥ltimo con menor frecuencia (7). En el caso de otras bac
terias Gram nepativas esta transicién se asocie a la pérdida

de un plésmido, como es el caso de Shigella flexneri, gque tam

bién pierde su virulencia al nerder su afinidad al colorante
(7,11,24).
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La egtabilidad del fenotipe rojo congo depende de lag
condiciones de desarrollo, el tinn de medio de cultivo uti-

lizado y de la diferencia entre cepas (7).

Se menciona también oue la forme septicémica de E. coli
necesita otros Tactores genéticos en adicién al fenotipo rojo
congo positivo para ser virulenta, ya cue al retirar el plés-~
mido Col V en una cepa cue conservaba su capacidad de unién
al rojo congo, &sta resulté ser avirulenta y cepas que contie
nen el plésmido Col V nero aue no se unen al rojo congo igual
mente son avirulentas (7). Por otro lado se menciona que si
bien la pigmentacidn es usualmente asociada con virulencia,
determinantes genfticos no relacionsdos 8 virulencia pueden
afectar también la capacidad de las oélulas de unirse al rojo
congo (24).

Bl objetivo de este trabaje fue determinar la validez
de la tincién de rojo congo en la identificacidn de cepas
septicémicas aviares de E. coli relaciondndola con resulta~
dos obtenidos previamente con pruebas de mortalidad y coli-
cinogenia (22).
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MATERIAL Y METODOS

SITIO0:

CEPAS?

MEDIO®

El wresente trabajo se realizé en el laboratorio de
Diegndsticos Clinicos Veterinarios, S.A. de C.V.,
propiedad del Grupe Industrial Pecuario, S.A. de C.V.

Se snalizaron un total de 82 cepas a 1las aue ﬁrevia--
mente se habfan realizado pruebes de colicinogenia sg
gin 1la téenica descrita por Almenza, Lépez y Pérez
(1,2) e inoculacién en aves susceptibles, de é&stas re
sultaron 32 cepas colicino positivas oue produjeron
mortalidad en pollos, 19 cepas colicino nositives que
no produjeron mortalidad, 8 cepas colicino negativas
que produjeron mortelidad y 23 cepas colicino negati-
vas gue no produjeron mortalidad (22).

Todas las cepas fueron sembradas en el medio de rojo
congo que consiste en apar de tripticasa soye adicio
nado de 0.03% de colorante rojo congo y 0.15% de sa=
les biliares de acuerdo a lo descrito por Berkhoff y
Vinal (6).,

Las 82 cepas se sembraron por estria en 14 cajas de pe-~

tri (6

cepas por caja) conteniendo el agar rojo congo y se

incubarnn vor 24 horas a 37 C en condiciones de nerobiosis.

Todas las siembras se efectuaron vor itriplicado.

Se consideraron como positivas anuellas colonias que

adquirieron un color rojo intenso y fueron negativas las co-

lonias

con una tonalidad menor, naranja pdlido.
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ANALISIS ESTADISTICO

Ios datos fueron sometidos a la prueba de x12 (i cua——
drade) con el fin de determinar el grado de relacién en
tre las pruebas de colicinogenie y mortalidad en pollos
con le prueba de rojo congo, utilizando para ello la si
guiente férmula (10):

xi? 50 = ;——)——E 2

Xi? = ji cuadrada

L = sumatoris

0 = datos observados
E = datos esperados
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RESULTADOS

De los 32 aislamientos analizados que fueron positivoes
a colicina y mortalidad, 2 de ellos (6.25%) resultaron
positivos a la tincidn de rojo congo y 28 fueron nega-
tivos (87.5%); 2 cepas se consideraron sospechoses (Fi
gura 1).

De 19 cepas colicino positivas que no produjeron morta
1idad 1 fue positiva al rojo congo (5.26%) y 17 resul=-
taron negativas (89.47#); 1 cepa se tomé como sospecho
88 (Figura 2).

De 8 aislamientos colicina negatives que produjeron mor
talidad ninguno de ellos resulté positivo al rojo congo,
con 7 cepas negativas (87.5%) y una sospechosa (Figura
3.

De 23 ceprs negativas a colicina y mortalidad 1 fue po-
sitiva a rojo congo (4.34%) y 19 resultaron negativas a
esta tincidn {82.60%); 3 cepas fueron consideradas sos-—

pechosas (Pigura 4),

Del total de 82 aislamientos 4 resultaron positivos a
rojo congo (4.87%), 71 fueron negativoes (85.58%) y 7

se tomaron como sospechosos (8.53%) (Cuadro 1).

Con base en el andlisin estadfstico se obtuvo un valor
para xi2 de 1.70, siendo el valor de 1{12 tabulada 12,59,
por lo oue sne demuestra que no existe relacién alguna
entre las pruebasg de colieinogenia y mortalidad con 1la

tincién de rojo congo.



DISCUSION

Los resultados obtenidos difieren con lo descrito por
Berkhoff y Vinal (6,7) quienes describen a la prueba
de rojo congo como altamente sensible en la deteccidn
de cepas septicémicas de E. coli, pues en este traba-
Jo no se encontré relacién estadfstics entre la tin--
cién de rojo congo y pruebas de colicinogenia y morta

1ided para detectar cepas septicémicas de E. coli.

Por lo anterior se concluye gque las pruebes de coli--

cinogenia y mortalidad resultaron ser importantes auxi
liares en la identificacidn de cepas virulentas de BE.-
coli, lo que coincide con 1lc descrito por otros auto--
res (1).



l.-

2.-

o=

4-"'

Se=

6o

Ta=

8.~

21
LITERATURA CITADA

Almanza, M.Y., Lénez, A.J. y Pérez, M.J.A.: Papel del plés
mido Col~V en la patogenicidad de la colisepticemia aviar:
I. Bstudioes in yivo. Proc. Memorias reunifn de investiga-
cidn pecuaria en México. México, D.F.,: 244 (1986).

Almenza, M.Y., Lépez, A.J. y Pérez, M.J.A.: Papel del plés
mido Col-V en la patogenicidad de la colisepticemia aviars
1I. Participacién del pléemido Col-V en le interaccidn de
E. coli con macréfagos peritoneales de pollo. Proc. Memo—-—
rias reunién de investigacién pecuarie en México. México,
D.Fay3 245 (1986).

Anénimo: Patogénesis de la colibacilosis. Avances en Med.
Vet. IT (3): 88-94 (1987).

Antil1én, R.A. y Idpez, C.C.: Bnfermedades nutricionales
de las aves. la. ed. Ed. FPMVZ, SUA, UNAM, México, 1987.

Antillén, R.A.? Panorama de las enfermedades respiratorias
en México. Memorias de la Asocaacién Nacional de Especia—
listas en Giencias Avicolas sobre enfermedades respirato-
rias de las aves, México, D.F.2 45-49 (1987).

Berkhoff, H.A., and Vinel, A.C.: Congo red medium to dis—-
tinguish between invasive and non invasive Egcherichia co-~
1i pathogenie for poultry. Avian Dis., 30 (1): 117-121
(1985).

Berkhoff, H.A. and Vinal, A.C.s Differentiation of viru--
lent and avirulent avian Escherichia coli using congo red

binding. Proc. of the 36th. Western Poultry Disease Confe
rence. Davis, California.: 42-45 (1987).

Bolin, C.A.: Effects of exogenous iron on Escherichia co~



9.-

10.—~

11,-

12,-

13.~

14.-

16.~

17 .~

22

1i septicaemia of turkeys, Amer. J. Vet. Res., 4T (8)=
1813~ 1816 (1986).

Campbell, R.S.F.? The pathogenesis and pathology of avian
respiratory infections, Veterinary Bulletin, 56 (7)s 521~
543 (1986).

Deniel, W.W.: Bioestad{sticat Base para el andlisis de
las ciencias de la salud. la. ed. Ed. Limusa, México,
D.F., 1977.

Dagkaleros, P.A. and Payne, Sh. M.: Cloning the gene for
congo red binding in Shigella flexneri. Infection and I-
mmunity, 48 (1): 165-168 (1985).,

Prappé, M.R.C.: Manual de infectologfa veterinaria. Ed.
Méndez Oteo, México, D.F., 1981,

Gerlach, H.: Bacterial diseases, Clinical Avian Medicine
and Surgery. Bdited by¢ Harrison, G.J. snd Harrison, L.R.,

434-453, W.B. Saunders Company, Philadelphie, 1986,

Glisson, J.: Vacunacién contre Mycoplasma gallisepticums

Efecto en la transmisién a través del huevo. Avicultura

profesional, 2 (4): 153-154 (1985).

Gémez, SeJ.J.3 Manual de terapédutica antimicrobiana aviar,
Tesis de liceneiatura. Fac. de Med. Vet. y Zoot. Univer-
sidad Nacional Auténoma de México. México, D.F., 1986,

Gordon, R.F. y Jordan, F.T.W.: Enfermedades de las aves.
2a, ed. Bd. El Manual Moderno, México, D.F.; 1985.

Grosa, W.B. and Domermuth, C.H.: Colibacillosis, Isola—
tion and identification of avien pathogens. Edited by:
Hitchner, Domermuth, Purchase and Williams, 9-10, Ameri-



18.~

19.-

20.—

21l.=

22 ,=-

23.~

24.,~

25.~

23

can Association of Avian Pathologists, Texas, 1980.

Groass, W.B.z Colibacillosis, Diseases of poultry. Bdited
by: Hofstad, M.S., 321-330, Iown State University, Ames,
Iows, 1978.

Jawetz, E., Melnick, J.L. y Adelberg, E.A.: Manual de mi-
crobiolog{a médica. 8a. ed. E4. E1 Msnual Moderno, México,
D.F., 1979.

Larsen, C.T., Domermuth, C.H., Sponenberg, D.P. and Gross,
W.B.2 Colibucillosis of turkeys exacerbated by hemorrha--
Bie enteritis virus. Laboratory studies. Avian Dis., 29
(3) ¢ 729-732 (1985).

Lépez, A.J.: Escherichia colit Mecanismos de patogenici--
dad, Ciencia Veterinsaria. Zditado por: Moreno, Ch.R. Vol.
1, 1=-39, UNAM, ¥MVZ, México, D.P., 1976.

Lépez, M.G.: Precuencia de cepas septicémicas de E. coli
en pollos de engorda, Tesis de licenciatura. Fac. de Med.
Vet. y Zoot. Universidad Nacional Auténoma de México, Mé-
xico, D.F., 1987.

Madrigal, S.V.: Monitoreo en parvadas. Ln historia clini-.
ca. Memorias de la Asociacidn Nacional de Especialistas
en Ciencias Av{colas sobre sistemas de producecién de hueg
vo, ¢d. Obregdn, Sonora,: 36-40 (1986).,

Maurelli, A.T., Blackmon, B. and Curtis, R.: Loss of pig-
mentation in Shigella flexmeri 2a. is correlated with loss
of virulence and virulence-associated plasmid. Infection
and Immunity, 43 (1): 397-401 (1984).

Mc Donald, S.E.: Enfermedad respiratoria en las aves pai-

tacinas, Teravéutica Veterinaria. Editado por Kirk, R.W.



26,

27.~

28,~

29.-

30.-

.-

32.=-

24

Vol. 2, 696-703, C.E.C.3.A., México, D.F., 1984,

Mc¢ Owen, K.J., Rendel, C.J., Jones, H.G.R. and Brand,
T.F.: Association of Mycoplasme synoviae with respira—

tory disease of broilers. Avian Pathology, 112: 479=-480
{1982) .

Mosgueda, T.A. y Incio, M.B.? Enfermedades comunes de las
aves domésticas. la. ed. Ed. FMVZ, SUA, UNAM, México,
198s5.

Mosqueda, T.A.: Trenemisién de enfermedades de las repro-
ductoras & su descendencia, Memorias de la Asociecién Na-
cional de Especialistas en Ciencias Avicolas sobre mane jo
de reproductorss, Guadalajara, Jal.: 124-133 (1985).

Naveh, M.W., Zussman, T. and Ron, Z.E.: Adherence pili
from avian struins of Escherichia coli and their possi-
ble use in protective vaccination. Memorias de 1la 33th.
Wetern Poultry Disease Conference. Davis, Csliformia.:
16 (1984).

Naveh, M.W. y Ron, Z.E.¢ Un nuevo tipo de pili de adhe—-
rencis. en cepas de B. coli avicoles. Memorims de la XX
convencién anusl de Especialistas en Ciencias Avicolas
¥ Prec. of the 35th., Western Poultry Disemse Conference,
Puerto Vallarta, Jal.: 127-128 (1986).

North, M.0.: Manual ds produccién avicola. 2a. ed. Ed.
El Manual Moderno, México, D.F., 1986,

Pacheco, G.0.: Estudio bacterioldgico y micoldgico de de-
tritus de incubacién (plumén, cascarones y yema). Memo—-
rias de 1la Agociacidén Nacional de Especialistias en Cien-

cias Avicolas sobre importancia de la incubacién en la



33e~

34.-

35.-
36~
7.~
38~
9.~

40.=-

41—

42.~

25

produccién avicola, México, D.F,: 68-74 (1979).

Parry, S.He. and Porter, P.: Immunity to Escherichia coli
and Salmonella. Avian Immunology. Bdited by: Rose, Payne
and Freeman, 327-344, British Poultry Science LTD, Edin-
burgh, 1981.

Payne, Sh.M. and Finkelstein, R.A.2 Detection and diffe-
rentiation of iron-responsive avirulent mutantes on congo
red agar., Infection and Immunity, 18 (1): 94-98 (1977).

Pederson, E.H.: Naturaleza de la enfermedad VII. Sfntesis
avicola, 4 (4)s 12-18 (1986).

Perusquia, J.M.T. y Paasch, M.L.: Necropsias en aves. la.
ed., Bd., Trillas, México, D.F., 1985.

Quintana, L.J.A.$ Las aves: ManeJjo y medio ambiente, to-
mo III. la. ed. Bd. FMVZ, SUA, UNAM, México, 1981.

Rojo, M.E.2 Enfermedades de las aves., la. ed, Bd. Trillas,
México, D.F., 1984.

Ron, Z.E.s Patogenicidad y alternativas de control de E.
coli. Industria avfeola, 34 (5): 27-30 (1987).

Ron, Z.E.: Colisenticemia aviar: Problemdtica y progra--
mas potenciales de control. Memorias de la XII convencién
anual de la Asociacidén Nacionael de Especislistas en Cien-

cias Avfcolas, Iztapa, Zihuatanejo,: 1-3 (1987).

Runnells, R.A., Monlux, ¥.S, and Monlux, A.W.: Principios
de patologfa veterinaria. la. ed. Bd. C.E.C.S.A., México,
D.F., 1980.

Surgalla, M.J. and Beesley, B.D,: Congo red ager plating
medium for detecting pipgmentation in Pasteurella pestis.




430~

44.-

45.=

46~

47.-

48.~

49.-

26

Appl. Microbiol., 183 834-837 (1969).

Thacker, L.H.: Enfermedades respiratorias, patologfa e in
munidad. Memorias de la Asociacién Nacional de Especialig
tas en Ciencias Avicolas y Universidad Nacional Auténoma
de México, Pac. de Med. Vet. y Zoot., sobre fisiopatologia
aistémica de la gallina doméstica, México, D.F.:z 44-57
(1987).

Tizard, I.R.? Inmunologfa Veterinaria. la. ed. Ed. Inter-

americana, México, D.F., 1979.

Valdivieso, G.A.: Infeccién por Mycoplasma synoviae., Me-

morias del eurso problemas del amparato locomotor en a-—-
ves, UNAM, FMVZ, México, : 19-27 (1982).

Vdzquez, R.F.t Bl problema de la resistencia bacteriena.
Memorias del VIXII ciclo de conferencias internacionales

sobre avicultura de la Asociacién Mexicana de Especialig
tas en Nutricién Animal, México, D.F.: 169-205 (1987).

Whiteman, C.E. y Bickford, A.A.: Manual de enfermedades
de las aves. 2a. ed. Ed. Asociacién Americana de Patdlo-

gos Aviares, Pennsylvania, 1983,

Wyatt, R.D.2 La ventilacidn en los galpones. Avicultura
profesional, 3 (2): 75-76 (1985).

Zurita, D.J.s Relacidn entre el aislamiento de Bscheri--
chirs coli y enfermedad. Memorias de la Asociacién Nacio~
nal de Especialistes en Ciencias Avicolas sobre apoyo
del laboratorio al diagnéstico, Monterrey, N.L.: 33-41
(1985).



No. de
Cepea

32 r——je= G (+) M {+)

2 4 | el (+) [y (?}

Flgura 1. Comparacidn cuantitaiiva entre las prue-
bag de colicinogenia y mortalidad con ls
tincidn de rojo rongo.

€ (+) = Cepas positivas a colicina

M (+) = Cepas positivas & mortalidad

RC {+} = Qepas positives & rojo congo
(?) = Cepas sospechosas
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Figura 2. Comparacidén cuantitativa entre las prue-
bas de colicinogenia y mortalidad con la
tincién de rojo congo.

Cepas positivas a colicina
Cepas negativas a mortalidad
Cepas positivas a rojo congo
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Figurz 3. Comparacién cuantitativa entre las prue-
bas de colicinogenis y mortalidad con la
tineién de rojo congo.
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Pigura 4. Comparacién cuantitativa entre las prue-
bas de colicinogenia y mortalidad con la
tineién de rojo congou.

¢ (~) = Cepas negativas a colicina

M (~) = Cepas negativas a mortalidad

RC (+4) = Cepas nositivas a rojo congo
(?) = Cepas sospechosas
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Cuadro 1., Comparacién entre los resultados obtenidos

en el medio rojo congo con las pruebas de

colicinogenia y mortelidad en pollos de 3

semanas de edad.

PRUEBA RC (+) RC (=) (?) TOTAL
C(+) M (+) | 2 {6.25%) | 28 (87.5%) |2 (6.25%) | 3
c (+) M (=) | 1 (5.264) | 17 (89.47%) [ 1 (5.26%) | 19
Cc (~) M (+) | 0 (0.0%) 7 (87.5%) |1 (12,5%) 8
C (=) M (=) 1 (4.34%) | 19 (82.60%) | 3 (13.04%)] 23
TOTAL 4 (4.874) | 71 (86.58%) ! 7 (8.53%) | 82

C (+) = Cepao positivas a colicina

M (+) = Cepas positivas a mortalidad

C (~) = Cepas negativas a colicina

M (~) = Cepas negativas & mortalidad

RC (+) = Cepas positivas a rojo congo

RC (-) = Cevas negativas & rojo congo

(?) = Cepas sospechosas
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