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GONZALEZ ALDANA CARLOS ALBERTO. Patogenicidacd de
Eacherichia <gli aisladas de casus clinicos de septicemia aviar
en México: Demostracién de produccion de la Toxina Letal para
Pollos por inoculacidén en pollitos; y Acherencia a Células
Epiteliales Traqueales. (Bajo la asesoria de M.V.Z., M. Sc.
Gustavo A. Garcia Dalgado y M.V.Z. Luz Ha. Rodriguez Ldépez).

Con el fin de detectar la procuccion de la toxina letal
para pollos (TLP), a partir de E. cgli septicémica, al inocular
pollitos de un dia y tres semanas de edad y la adherencia in
vitro a cilios de células epiteliales tragueales de pollo de ocho
semanas de edad; de 30 aislamientos de E. coli de casos clinicos
de septicemia aviar, obtenidos en el Depto. de Prod. animal:
Aves, FHVZ UNAM (1988-19%1). So inocularon pollos de 3 semanas de
edad por via intravencsa y se encontré que el 96.66% de los
aislamientos mostraron los efectos toxicos de TLP, en grados
variables, evaluados por’ mortalidsd:. y lesiones septicémicas al
sacrificio dos semanas r}espuésa e la inoculacion. Se probda 1la
acherencia especitica in yitro a células epiteliales de trdguea
de pollqzn da ocho semanas de edad a 29 de los aislamientos, 28 de
ellos mostraron un alto indice de adherencia (de 19 a 58
bacterias. s-Por célula). Sdlo ur aislamiento no Fué
estadisticamente diferente (P<0.01) tanto a la prothiccion ca TLP
como & la acherencia. La correlacién estadistica mostro cue estos

dos factores patégenos son eventos independientes.



INTRODUCCION.

La infeccidén por E._.c¢coli en las aves +tiene una gran
variedad de manifestaciones en las cuales se incluyen: enteritis,
artritis, infeccion del saco vitelino, onfalitig, coligranuioma
(Ent. da Hidrre), peritonitis, panaftamitis, aarosaculitis,
colisepticemia y salpingitis. Estas presentaciones colectivamente
son responsables de grandes pérdidas econdmicas para la incusiria
avicola, tanto por mortalidad —cue puede alcanzar del 5-50% (20)-
en pollo de engorda, como por mortalidad embrionaria  en
incubadora y nacedora (22); ademds, entre otras causas de
pérdidas destacan: costo de tratamiento, decomisos e rastro y
gallinas Talsas ponedoras. D2 todas las manifestaciones la
colisepticemia eas la més comin (17,20,24,28,32,35,50,55). La
colisepticenia es una enfermedsd que afecta principalmente a
pollos de engorada de 4 a 8 semanas de edad, pero tambidin ocurren
casvs etr aves de reamplazo, aves aculias, guajolotes y otras

aves,_ ta enfermedad sHSe caracteriza por una - pericarditis,

perihepatitis, aerosaculitis y neumonia fibrinopurulenta
(16,17,24,2R,51,55). .

La Escherichia . coli pertenece a la familia
Entarohacteracesa; son baciles Gram (=), no  esporuladeos,

anaerobios facultativos, moviles gracias a flagelos peritricos,
aunicue  alguius  sorn inmévil;:-s, recucen nitratoz a nitritos vy
farmentan la glucosa y algunos géneros la la(;tosa. De las siete
tribus de ésta  familia €. coli pertenece a la tribu T
Escherichiae, cue se caracteriza por dar una reaccion positiva a
1la prucba de [ndol, negativa a la prueba de Vogea Proskauder, ro

- produce dcico sulfhidrico ni ureasa y no licda lg gelatina



(20,24,25,32). La E._coli es habitante normal de intestino de
animales de sangre caliente y poiquilotermos, por 1o que su
distribucidn se considera mmundial (20,24,25,78,55).

FACTORES DE VIRULENCIA BACTERIANOS INVOLUCRADDS EN LA
PATOGENIA DE LA COLIBACILOSIS AVIAR. Entre los factores
predisponentes mds importantes involucrados en la presentacion de
la enfermnedad watdn las infecciones causadas por virus
respiratorios (14,15,35,43) vacunales (8) y de campo (7), como
Newcastle, Oroncuitis Infeccinsa y Laringotracueitis Infecciosa,
y Hicoplasmas; incluso se ha encontrado cue la infeccisn con
reovirus, adenovirus o el virus co 1a Infeccion de la Bolsa de
Fabricio incrementan la susceptibilidad de polleos de dos semanas
de edadt a la infeccion por E.__coli septicénica. Adomé&s, Lla
participacion de ventilacién inaclecuacia (con altas
concentracionas de amoniaco) (15), la sobrepoblacion (14) y el
estrés (16). Se ha demostrado la inhalacidn como la principal via
de entrada de E._ coli en las aves .(B.12..!‘5.20,2]..22.24.28,35).
SEROTIPO. Mas Je 35 serotipos de E. goli han side aislades de
brotes en aves pero los grupoes 0l1:Kl, 02:Ki y 078:K80, =on
frecuentes (9,20,28,36,51,55); eatos a su  vez, pueden ser
aislados de aves sanas. Estos tres grupos han sido aislados de
colisepticemia, enteritis, panoftalmitis, artritis, infeccion del
saco vitelino, peritonitic y salpingitis (28). Los aislamientos
de E._coli que han sido encontrados en traquea y $acos aereos
tienen alta correlacion con  los  aislados de  poricarditis
(12,21,22), a diferencia de los aislacks de  intestino.
ADHERENCIA. La ache=ion por weclio de la fimtwria a las células

cepiteliales bucales y Lracueales constiluye el primer paso de la



3

infeccion septicémica (11,13,20,26,31). Eata adherencia
caracterizada  en los serotipos 0L 2) y Q783 y otran
enterobacterias (46), porn. tener fimbria tipo 1 cono adhesina; que
se oxpresa al cultivar E. _coli a temperaturas -mayores de 309
(30,31) cuyo peso se ha encontrado cque es de 18.4 Kkilodal tones
2), y demostranclo cue D—-manosa actia cowmo receptor endogeno
czlular (2,17,39,47,48). El1 serogrupo 02 1o wa conoce  adn  su
adhesina, pero se  sabe, por  medio e la  inhibicion  con
metaperiodalo sadico, cque su receptor s un azdcar (17) auncue
rno se ha determinado cudl. Se ha propuesto la produccion de

citotoxina Vera como marcador de acherencia de E._coll a epitelio

intestinal de conejo  y esta adhesion es  inhibidi por La
Concavalina n y la kectina Lens culinario (38,40). £1 pH alecalino

Favorece la Jadherencia de bacterias Oram negativas a celulas
epiteliales de triguea (34). Se ha encontrado oue una proteina

salival de 57 kilodal tor supar flcie che

A aa capaz  cle ligarvae a la
célillas  bucalea  y servir  como  receplor exogeno a E.__cnli
poseeclora de Timbria tipo 1, por lo que aparentemente la saliva
eatimula y  la  fibronectina inhibe 1la acherencia (23). La
nidrofobicidad de la superficie celular como factor de atraccion
=2 ve  dincrementaca en la fase expononaial @ de  arocimicnto

pacteriano y esto resulto en una mejor adhesion (13,33,53,54);

Aunado a esto, la caraa net;a de membranas, auricue  son nega bivas
tanto la celular como la bacteriana, provocan una  teérica
repulsion electiostdtica, cue en presencia de Catd, Mgrd o AL+ ++
sir-vcr‘t de puente para enlazar las  dos  menbranas (54).La
vaamacion a bLase de fisbria (10.19) y 1a bwunoalobulina N

aecretoria (56). han loarado ithilbic 10 aderencia. La vacunacion
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a base da Timbria sdélo proporciona prolecclon  de serolipos
homoloyus (A8, f.a  Inmmoglobulina A wecrstoria  inhibe 1o
adherencia al agLut;i;rar €. coll, ya que poSes: D-manosda  er ou
estructura molecular. e ha determinado el posible papel en la
protecaion de la infeccidn respirateria ce . ooli septicanica a
base de macrofagos respiratorios activados por Propionibacteriim
acnes, E._¢oli cepa viva apatogena y Rasltewnrella gyl togicdy viva
avirulenta al aumentar 25 veces el ndmero de células fagocitarias
an tracto respiratorio, y reducir la morbilidad y mortalidad en
las aveu dasafiadas (49). La correlacion entre la produccion de
fimbric vy la virglencia tambisn ha sido demos brada e
aislamienlos dn E,. _coli a partir de septicemia de pavos (3). Ast
mismo, 8o ha encorrtracdo en la Fimbria la capacidad para aglutinar
aritrocitos de ave (3) y de conejlllo de Indias (33), que puedea
ser inhibida con D-manosa (3). También ne ha asociade a la
fimbria c= conferir mayor resistencia a la fagocitosis por
rolimorfonucleares (41). .La achersmc.ia rupecifica permite a las
bacterias superar los mecanismos fisiolégicos da delfensa del
hospedacior, con ello, colonizario, mul tiplicaras y alcanzar
tejicos indie profuncios (4,7,11).
CAPSULA. Sa saba cue la produccion de capsulans polisacaridas K
confiecren resislenicia e la fagocitosis por polimorfornuclcares e
incrementa 1a  reasistencia a la intvibicidn  por ) apero
(7,20,32,44).

QUELANTES DE HIERRO. Los wmicroorganismos que provocan infecciones
sistémicas tienen la .| caracteristica de  podor crecoer  en
condicionss limitanites e hierro v que astia Al tamen te

corralacionado onn  la virulencia 2 la cepa, @modido por a
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Lnas de

letalidad o polloa jovenes (7,11,20). Existen  cdos sis
alta afinicad de £, <oli por «l Hierro gue compiten con las
transtfercinas, lactoferrinas y ovotransforrinas sericas wue lo
transportar en la sangre (5). Une os el sistema Enteroguelina que
ea codificaclo por =1 cromvsona bacteriano y es menos 1abil que
las transferrinas; y ol sistema Aercbactina cue es codificado por
pldsmidos © cromoscoma y eas mds eficiente in vivo para quelar et
catidon cue las transferrinas (6,20,26), con ello, E.__coli eos
capaz de multiplicarse cn sangre y tejidos (10,27).
ENDOTOXINAS.Por otre lado, se ha encontrado cue ni la endotoxina
ni la hemolisina de E._«<Qli, estan asociados con la habilidad de
producir enfernedad, dado cue pollos y guajolotes han mostraco
gran  resiatencisa a eslos  productos bacterianos  (24,28,52).
EXOTOXINAS. Se ha obitenido una toxina bacteriana cue es letal
para pollos de dos senanas de edad -conejos y ratornes (43)- a
pariir de E. _coli U78:KA0 de origen aviar y Dovino; y de los
Aislamientos aviarss de los grupos 62. 045 y 0120, c<uea se ha
denominacio CLT (Chick Lethal Toxin o Toxina Letal para Polloes)
(28,50,51). L.a TLi es una Loxina termolébil, antigénica, alta en
proteinas, inactivada por enzimas proteoliticas, con un peso
molecular de A0 a 120000 MW (50,51), codificada por el plésmido
Vir (29,37,42,43) y cependiesndo de la doais, la inoculacién
tatravenosa cauca  la muer ta entree 6y 24 horas o (43). La
comprobacion e hallazgos macroscopicos comu e en casos
septicémicos de campo, eyperimentafles y los inducidos por TLP
son: edema y congestion subepicdrdica; edema v necrosis focal de

bazo; congestion. necronia y acumulacion de fibrina e el higados;
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demuestran el importante papel de la 1L en la patogonia cde la
colisepticemia (43,51).

En la literatura so _encuentran diversos reportes sobre la
posible correlacion entre los factores do virulencia de E. 20li,
en especial de la virulencia conn los plésmidos Col V y Vir,
ademéss de la adherencia a células de diferentes hospedadores,
hemoaglutinacion, presencia de2 fimbria, toxinas, diversos
antigenos y>tiempo de generacién (3,10,17,29,37,4%,44,45). Estos
repor tes han tenido gran variapilidad e cuanto a  dichia
corrélacidén como en la virulencia y mortalidad, desde un 0 hasta
ur 100%. R

ROBL’F;IDEFQCH‘ Y <cols. (35) proponen en relacion a los
factores asociados a la virulencia, establecer wuna evaluacion,
desde 21 punto de vista experimental en alta (mds del 50% de
lesiones o mortaliclacd), media (entre el 25 y 50%) y baja (hasta
un 25%).

En México se deaconoce la 1:x~ecucn|cia con la qe aze
presentan los factores de patogenicidad, sdélo se ha estudiacko la
virulencia a través de exposicion directa (1), o birh. medianto
pruebas indirectas como Rojo Congo. Por ello mismo, lLampoco v
sabe ou correlacidn y la variacion con ta que e presenha 1da
virulencia y otros Tactores de patogeniicidad; cont lo que, ae hace:

necesario su eatudiao.

Con la idea de que las cepas septicémicas de Eagleridl
coli aisladas en México ason patdgenas para pollos por prodiceion
da TLP. donmoatrable modianie 1a inoculacion en pollitos y 1la

radherencia a oatulas epiteliales respiratorias de pollo.



E=x que los objetivos del presente trabaje Tuearon:
~Detectar la produccion de TLR de cepas de E,_coli aisladas do
casos clinicus en México,, por inoculacion en pollitos de un dia
y Lre=z scmanas de edad. -
~Demostrar cue las cepas de E_¢oli septicdéunicas emstudiadas,
tienen un alto indice de adgherencia in yitro a cealulas
epitelinles traqueales en pollos de ochu semanas de edad.
~Determinar la correlacidn estadistica entre éstos dos Factoures
de patogenicidad: produccion de TLP y adhierencia a célulaq
epiteliulés.
UATERIAL Y METODOS.
l.as CF.'p:’JS de E._coli septicémicas han gsido aisladas en ol
OPAzAvea de la UNAM, de casos clinicos caracterizados por
colisepticemia {pericarditis, perinepatitis Y a=rosaculitia
fibrinopurulenta). Como testigo negative se uwtilizéd la cepa
Eecoll 712 y wun grupo teatigo negativo de la coepa JL20¢ CLT+
tratada por calentamiento a 56°C por‘ 30 mins (50)  para cuitarle
el efecto toxico esperado; y como ‘testigo positive la cepa [
coli JL206 (Vir+, Km-R, CLT+, codifica para fimbria y peleo

sexual )xxx

**xjonacdas por =l MVZ José Lépoz-nlvarez (Animal Health

- Laboratory, Sacikville, N.B., Canadd).
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DE LA PRODUCCION DE TLP: la toucnira segln Fopesx—
la produceion o= TLE

DEMDSTRACIEN
ae

Alvarezr (¥.70,29,43) para deteccion ce

describe comu sigue:

Cepas cle Eactpaichiia colj mantenidas en agar triptos:e

woya

Se incubaron en caldo triptosa soya a 37°C durante una noche.

Se incculd 0.1 ml del cultivo en la superficic de una placa cle
agar gelosa sangre.

Se incubo a 37°C por 8 hrs.
Se cosaochd el crecimiento en 5 ml de ayua destilada cstéril

La suspension bacteriona se sometid a sonicacion con una
intensidad de 20,000 cicloa/sag. por 2 a 3 mina. a 47¢

Se purificd el indculo vn Filiroes milipore prime=ro en 0.45 y
luego en 0.22 wmicras de diametro.

INOCULACTIONES

Cada cepa se inoculo
~aperi tonealmente a cuateo
polloa de un dia ce ecad

cada cepa se inoculo
intravenosamente a cuatro
pollos de tres =emanas de edad

Se evalud la mortalidad por Se mididé la mortalidad por
dos semanas y =e sacrificaron tres dias.
las aves vivas para evaluar

lesiones.

*MYZ Josd Lopez-nlvarer: comunicacion parsenal .



L0
La viruloncia se evalug segin, el criterio de Rosenberger (35) o
tres distintas virulencias alta, wedia y baja; y las virulentas.
Las cepas de virulencia alta son las que ocasionaron mortalidad y
lesiones severas «n mds del 50% de las aves inoculadas. Las de
virulencia media lesiones y mortalidad de un 25 al 50%. Las de
baja virulmicia produjeron mortalidad o lesicnes hasta el 25% de
las aves inoculadas; y las avirulentas 0%.
Se analizarun estadisticamente los resultados por la prucbha de

nnalisis de Varianza y por la prucba de Tukey (P<0.01).
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Cex)

Preparacién de sugpensiones bacterianas y colulares

BACTERIAS

29 aislamientos de €. c0li se
inocularon en caldo infusidn
cerebro corazén y sc incubaron
a 37°% por 8 horas.

Se ajusté la cuenta bacteriana
con el tubo mimero 4 del
nefelémetro de McFarlar,}d
equivalente a 1.2 X 10
bacterias por mililitro

CELULAS

82 sacrificaron pallos de
8 zemanas de edad, sa expuso
la trdquea y ae lavd con PGS.

Se raspo con copillo el
epitelio unidireccionalmente,
cosechando las células en
solucion amortiguadora lisa
eritrocitos al 1% de

Bromiexina a 4°c.

Se dejo reposar por % hrs.,
ae decants el sobrenadante
y se resuspandid en sol.

Hm\k-ﬁe)fntina {(Hank-G).

Exposicion bacterias-células epiteliales

Se mexcld 1 ml de suspension bacteriana cort 1 ml de la swuspensicon
caelular y se incubd en bafo Maria a 37°C durante I hora, con 20
oscilaciones por minuto.

se centrifugd la mezcla a 200 r.p.m. durante cinco mirwbtos y se
decantd el sobrenadante, resuspendiendo rn 9o0l. Hank-G, Qste
procesg se repitid dos veoea.

El sedimentLo ae colepcd an portacbjotos, se fijaron las células
con ligero calor y metanol puto.

El frotis se tifid con =1 colorante de Giemaa Hay Grunwatd por L
min. y Fucsina bdsica por 15 sequndos.

Se contaron bacterias adheri

s A <ilios de 25 calulas por cepa.

x¥Segun técnica descrita por Bonilla (&).



12

Se uLilizé come testigos negativos la cepa E._¢oli 712 vy
una suspenisiun celular sin bacterias; y como tlestigo positive la
Lolcy JL20O6.

Los resultados de la prucba de adherencia se analizaeron
estadisticamente por la prueba de T student (P<0.0L).

Finalmente los datos analizados de la prucba de virulencia
y adhrencia ae sometieron a correlacién estadistica r.

BESULTADOS .

Los resultados de la deteccion de TLP se nuestran e=n las
tabla 1 ’y‘figura 1, en las que se observan los porcentajes de
virulencia; y tabla 3, donde se correlacionan los reasultados de
virulencia con los co adherencia; en la cual se observa gue sdlo
unoe de los 30 aislamientos probados no fué patogena para pollitos
de 3 sem. via Intravenusa, mientras cue de los 29 patdgenos
(96.66%); 6 Tueron de slta virulencia (20%), 11 fucron doe mediana
virulencia (36.67%), 12 fueron de baja virulencia (40%) y sodlo
una Tué avirulonta (3.35%) y no di,far;antc estadisticamenite por la
pruebba de Andlisis de Varianza y prueba de Tukey (P<0.0L) al
teatigo negativo. La mayor mortalidad se presento a los 7 diaa
post—inoculacidn 1V (60%j'. Las lesiones que se coiisideraron como
positivas fueron la pericarditis fibrinopurulenta y la necrosis
hepdtica principalmente. Por via IP s6lo 8 aislanientos mostraron
virulencia, media (3I) y baja. (5); siandk la murtalidad observady
‘dentro de los dos primeros dias post—inocul:xciijn.

Los resultados do la acherencia a «ilios se muestran en
las tablas 2 y 3; donde =e observa que una cepa (J.44%) de Los
29 aislamiontos probacos o se adhiric significativamentn

s diferente <t la prusba estadistica de T student. (P<0.0L) respecto



al testigo negativo. Las bacterias <o adhlrieron a toda Ls
membrana  celular pero hubo una marcada  aderencia hacia  low
cilios a raron de 5:1 con =l resto de la wmembrana. Tanto las
cilulas como las bachoriss se Lifleron mejor con Fucgina basica,
que permitid contrastar los cilios con las bacterias mejor que el
Giemsa. La corielacién estadistica () wostré que no  hay
asociacidn directa entre estos dous factores patdgenos.
RISCUSION.

Debido a la frecuencia del pldismido Yir encontrada en cepas

septicémnicas de E. colji por otiros aulores como Smith y Ldper—
Nlvarezr (10,27,43) nue va de un 1-20% nos hace ponsar gue existe
otro factor patogeno cue participa en la patogenicidad de £. coli

interviene en las cepas Col Vi (43,44,45) dado

Yy e seguraments:
que no se ha enconlirade todavia una toxina, un factor letal u
otro producto bacteriano en estas cepas (que caracterizan hasta
N 60% cde los alslamientos septicémicos de aves, becertos e
incluso humanos) vy cue pudo haber p.ol'.eur:i'.u,izado el efecto de
TLP; a pesar de caue las exposiciones expar inentales de aves y
paves a la endotoxina —-Lipopolisacdarido- no ha mostracdo efectus
palégenon se sigue estudiando esta posibilidad . Eslos resultados
corroboran lo encontrado por otros autores (28,33), que nos
indican que la procuccion de TLP psltd prescnta a1 lac cepau de E.
coli en HMéxico, como factor de patogenicidad; se ha  podido
demoatiar cque la LR es  la regponsable  de las lesiones
fibrinopurulentas (50) de las cuales muchas vaces o es posible

aislar E._celi sino hasta estados terminales cde la enfermedad

icter cropico en

(observaciornes no publicadas), mostrando nl ea

el desarcollo ohr las lesioned ospoecificas ok collzepblicenia y que
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concuscla cont la presentacion de la mayor mortalidad a Ja semanu
de edad. la via de inoculacion IV fué wejor gue la via IP pura
reproducir las lesiones (51).

Se contabilizo la adherencia a cilios exclusivamente dada o
relevanrciia en la patogenia, aunqgue tambidén as preosento adberr sacia
al preato de la membrana, mostrando cue 108 recepltores son comures
en toda la menbrana y rno son exclusivoa de los ciliocs, una
bacteria tendrd mds oportunidad de unirge a la porcion civliada e
la célula cque a la porcién basal para infectarla. Se demostré cque
la acherencia de E._<Qli ns un factor de patogenicidad por la
diferpncia jpromedio de cero bacterias adhridas por cflulas en el
teatigo negativo, a mios de treinta en las cepas probadas aisladas
ce brotes. ta Fucsina bdsica superd a la tincion de Giemsa =n la
célula, que en la técnica se tifAd primero con Giemsa y después
con Fucsina, tomando la =élula el color rojo en lugar cel violeta
de Gilemsa, dando un mejor contraste cilio-bacteria achiericda e
incluso mecjor cque NzUl de Toluidi;m. Se ariadiéo a la prusba
original (&) el agregar Bromhexina como mucolitico aque libwerd a
las células de Tormaciones viascosas, cue ademds permitic wn
cunttacto mds intimo bacteria-membrana celular y les <cilios so

separaron mejor que los contioles sin bromhexia.

S0lc una cerpa no fudé virulenta o ambas pruchas, Ssta bien pudo
ser una cepa que nigra de intestine en etapa terminal de la
enfermedad; 1o cue doe nuevo muéatru aque estos doa  factores

patégenos son Necesarios on las cepas septicémicas de E. <oli.

Sin enbargo, la correlacion mostro que no hay asociacisn directa

entre 1as prucbhas, orteteiiendo osto, como cue un factor no afecta



1%
al grado de presentiacion del otro: come lo encontrade pour Arp, ol
gl (3); aungue la relacién en su presentacion fué muy alta
(96.66%) lo que nos dice gue un aislamiento a partir de un érgano
interno de un ave con lesiones fibrinopurulentas es altamentn
considerable como septicémica y virulenta, y origen del problema
que se presenta clinicamente. La variacion encontrada en  la
virulencia y la adherencia de E. g0li en aste Lrabajo corrobora
lo enhconirado por Rosenberger (35) y por Arp (3) respecto a su

amplio rango de presentacion.

Se conclx;:ye e

~En el 96.66% de los aislamientos estudiados se oncontiro la
Virulencia provocada por TLP como son 1;3 mortalidsd y lesiones
fibrinopurulentas sobre todo on  pericardio.

~La Adherencia de las cepas estudiadas a las células epiteliales
de la tracguea ce pollo también se encuntrd o0 un 96.66%.

-La correlacién entrz estos factores de patogenicicad fué de
0.086 (pero ambos estuviecron presentes en 0l 96.66% de los
aislamientos r.-:\ﬂndiudot;) .

-Ambos factores do patogenicidad y su corraelacidn nos nuestra,
cue eon relacion al disefio dol mueatreo en Mdxica, €l %6.66% de
los aislamientos a partir de casos clinicos de  campo  son
patégenos por  su cepac’.idad de adherirse, invadir sangre vy
tajidos; y producir toxinas aque provocardn lesiones desde serosas
hasta fibrinopurulentas y caseosas; y Tinalmente la muerte del

ave.
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Tabla L. CUADRO DE EVALUACIOGN DE LA VIRULENCIA DESPUES DE LA

INOCULACION INTRAVENOSA DE TLP EN POLLOS DE TRES SEMANAS DE EDAD

Tipo de cepa virulencia(*) Numero de Cepas
(positivos/inoculados) (porcentaje)
Cepas de alta virulencia (36 4/4) i caiaannnn 6..(20)
Cepas de virvlencia media A 11.(36.67)
Cepas de baja virulencia (G V2 B 12..(4Q)
Cepas avirulentas [ 72D PPN 1..¢3.33)

(¥)= Aves muertas durante el periodo de observacién o qe
mostraron lesiones colisepticémicas al sacrificio dos semanas
post—-inoculacion.

Figura 1.

PORCENTAJE DE VIRULENCIA DE TLP
POSTINOCULACION LV. A POLLOS DE 3 SEM.

" Na. Alglamiontoa

12 /
10 /
8 /
8 /
4 /
2
/
O T T 1
0 AVIRULENTA 0-25 BAJA 25~60 MEDIA 60-100 ALTA
% VIRULENCIA
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Tabla 2. ADHERENCIA DE Escharichia coli A CELULAS EPITELIALES
TRAQUEALES DE POLLO (A)

CEPA ADHERENCLIA A CILIOS ANDHERENCINA nL RESTO
DE LA MEMBRANA
(f'romedio bacteria/cdlula) °

aLz0¢ &5.88 +
2 50 +
30 AB. 76 +
1 42.32 4
2 41.92 +
29 4l.an +
13 4124 +
22 38.56 +
17 36.84 +
24 35.76 +
9 33.16 +
2 z2.28 +
21 31.64 +
11 . 31,44 +
3 31.2 +
26 30.72 1
16 29.76 +
a8 29.52 +
25 27.92 +
20 27.72 +
10 26.56 +
19 26.36 +
12 25.4 +
18 25.32 +
15 25,12 4+
28 22.96 +
14 22.64 +
6 21.96 +

19.6 +
4 4.72 © +
5 B —— -
712 0.16 -

Testigo sin bacteriz{s 0.07

A= Se contaron 25 célulaz por cepa.
B= Cepa cue no se pudo trabajar la adherencia.

C= Sin clitferencia estadistica 2n la prdyeba de T Student (0<0.01)
respecto al Lestigo negativo (cepa 712).
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Tabla 3. CORRELACION ENTRE LA PRODUCCIOGN DE TLP Y LA ADHERENCIA
ESPECIFICA A CELULNS EPITELIALES TRAQUEALES DE POLLO.

HNO. DE CEPA VIRULENCIA (D) PROMEDIO DE NDHERENCIA
Via de Inoculacion cke 1L Ractlerias/calula
1P (1dia) IV(3aem)

-.26.36
-.25.4
. 22.64
..58.0
..38.56
.. 36,84
-.33.16
-.31.64
..31.44
-.30.72
-.29.76

JL206. -
JL206 *x ...
Testigo celular

sin bacterias....

A = Sin diferencia wstadistica en la prueba de T student (P<0.01)
con el testigo negative (cepa 712).

B = 8in diferencia estadiatica en la prucba de andliois
cde Varianza con los testifos negativos (cepan 712 y JL2Z06x).

2 or Copa con la ques no se pudo trabajar acherencia.
D = Aves muertas o que moatraron lesiones septicémicas.
* = Extracto sonicado cde la cepa E. _¢0li JL206 inactivado.

IP=Intraperitoneal. IvV=intianenosa. ()= Edad de las aves.
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Figura 2.
Corte de triguea noimul,
epitelio pseudoestratificado ciliado,

donde se cbserva el
.1la lamina

propia ¥y el cartilago.



Figura 3.

Células epiteliales

en suspensidn, con los cilios

separados libres de moco. Se observa facilmente

su tamafio y forma.
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Figura 4.
.Representacidn de adherencia negativa, las bacte-

rias.estdn aglutinadas en el moco y dispersas en
el campo visual.



Figura 5.

el
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Cepa JL206, se observa la adherencia positiva con

las bacterias entre los cilios en un gran grupo y

muy pocas libres en el campo visual.
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