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RESUMEN

MARGARITA FERNANDA GOMEZ MEZA. Caracterizacion serologica de cepas

de E. coli de dos lineas genéticas en pollitas de reemplazo de los Altos de

Jalisco. (bajo la direccién de: Cecilia Rosario Cortés y Armando Navarro Ocafia)

Actualmente la avicultura representa el 63.8% de la actividad pecuaria de México, la
parvada nacional esta conformada por 163.3 millones de gallinas ponedoras, 310 millones
de pollos de engorda al ciclo y 459 mil pavos al ciclo. Sin embargo, el crecimiento de la
industria se ve amenazado por diversas enfermedades, como la colibacilosis que es
responsable de generar pérdidas multimillonarias en la industria. El control de esta
enfermedad se encuentra restringido por el limitado conocimiento de los mecanismos de
virulencia y cepas involucradas en las diferentes patologias causadas por Escherichia coli,
entre ellas la Infeccién del saco vitelino (ISV). El presente trabajo tuvo como objetivo
determinar los serotipos de E. coli provenientes de muestras de diferentes 6rganos de
pollitas de reemplazo con ISV de una granja ubicada en los Altos de Jalisco, para ello, se
aislaron 66 cepas de E. coli que pertenecian a dos lineas genéticas, 40 pertenecian a la
linea Ay 26 a lalinea B, en las cuales, se realiz6 la identificacién bioquimica y serolégica
de las muestras. Los resultados de esta caracterizacibn mostraron que los serogrupos
mas frecuentes fueron el 0166 y 020 en el 15% de las muestras, el 025 en el 12% de los
casos y el 0187 y O18 en el 7.6%. EIl serogrupo 0103 se identifico en el 3% (n=2),
pertenece al grupo “big six”, del patotipo STEC capaces de producir toxinas y causantes
de importantes afectaciones a la salud humana. Los serotipos mas frecuentes fueron el
0166:H25 presentes en el 12.1% de las cepas, el O20:H9 y O18:H49 en el 7.6%, el
serotipo O20:H- y 025:H4 se identificaron en el 6.1% de las muestras, el Ultimo serotipo
pertenece al grupo UPEC y se deben mantener bajo vigilancia por el reciente aumento de
casos reportados. Los serotipos encontrados en comparacion con los reportados
anteriormente varian ampliamente y confirman la gran variabilidad que existe entre las
cepas involucradas en problemas de colibacilosis en México, por lo que es de sumo
interés realizar estudios complementarios para tener un panorama completo de las cepas
gue se presentan en el campo y poder plantear una solucién eficaz contra la colibacilosis

en esta produccion.



GLOSARIO

aEPEC
APEC
DAEC
DEC
E. coli
EAEC
EHEC/Vtec/
EIEC
EPEC
ERCC
ETEC
exPEC
HGT
ISV
LPS
McC
OND
SEPEC
SPF
STEC
UPEC
v ENC

Escherichia coli enteropatdgena atipica
Avian pathogenic E. coli

Escherichia coli con adherencia difusa
Escherichia coli diarreogénica

Escherichia coli

Escherichia coli enteroagraegativa
Escherichia coli enterohemorragica/ verotoxigénica
Escherichia coli enteroinvasiva

Escherichia coli enteropatégena
Enfermedad respiratoria cronica complicada
Escherichia coli enterotoxigénica
Escherichia coli patbgenas extraintestinales
Transferencia horizontal de genes
Infeccidn del saco vitelino

Lipopolisacarido

MacConkey

Serogrupo O no determinado

Escherichia coli causantes de sepsis

Libre de microorganismos patdégenos especificos
Escherichia coli productora de toxina Shiga
Escherichia coli uropatégena

Virus de la Enfermedad de Newcastle



Caracterizacion serolégica de cepas de Escherichia coli de dos

lineas genéticas en pollitas de reemplazo de los Altos de Jalisco.

1. INTRODUCCION

1.1 IMPORTANCIA DE LA AVICULTURA EN MEXICO

Uno de los objetivos mas importantes de la avicultura es proveer a la poblacion
de proteina de calidad; esta industria presenta la mayor tasa de crecimiento dentro del
rubro de actividades agricolas, pecuarias y pesqueras. México es el pais que mas
consume huevo a nivel mundial, y se estima que el consumo per capita equivale a 23
kg (1); nuestra nacion se ubica como el cuarto productor mundial con 125 millones de
cajas de huevo después de China (1,090 millones de cajas), EUA (243 millones de
cajas) e India (215 millones de cajas). La tendencia del consumo de huevo en México
de las dltimas tres décadas ha mostrado una tasa de crecimiento continua del 2.4% y
de seguir a este ritmo, se estima que para el afio 2030 el consumo per capita alcanzara
los 32.92 kg por afio (2); esto implica un reto para el sector avicola que debera
aumentar su produccién de 3 millones de toneladas (mt) de huevo para plato obtenidas
en 2018 a 3.7 mt para el 2025; con el fin de atender la demanda y lograr asi la
autosuficiencia alimentaria de este producto. En 2019, la industria avicola aport6 el
63.8% de la produccion pecuaria en México, y aporté el 36.6% del total del PIB
pecuario del pais; para el cierre de 2020, se estima que la avicultura generd 1 millén
288 mil empleos, de ellos 1 millén 73 mil indirectos y 215 mil directos; en este mismo
afio se determind que la parvada nacional estd conformada por 163.3 millones de
gallinas ponedoras, 310 millones de pollos de engorda al ciclo y 459 mil pavos al ciclo;

lo que da un total de 541 millones de aves que conforman el inventario nacional. (1)

Con una produccién de 1.71 millones de toneladas de huevo hasta el primer
semestre del 2020 nuestro pais aloja a 5 de las 10 principales empresas productoras
de huevo en la region, tres de ellas ubicadas en la region de los Altos de Jalisco, este
estado se destaca como el primer estado productor de huevo en el pais, ya que aporta
el 51% de la produccién. Al hacer una comparacion internacional, el estado sobrepasa

por su inventario de gallinas ponedoras a la mayoria de los paises de Latinoamérica,



con un total aproximado de 87.2 millones de aves, solamente superado por Brasil, que

cuenta con 118 millones de aves. (3)

1.2 RETOS PARA LA INDUSTRIA AVICOLA EN MEXICO

El crecimiento de la industria avicola se ve amenazado por las enfermedades
que afectan al sector avicola al generar importantes pérdidas por la mortalidad animal,
retrasos del crecimiento, costos de tratamientos, descensos en la produccion por
disminuciones del porcentaje de puesta o por alteraciones en la calidad del huevo lo
gue da como resultado un producto no apto para su comercializacion (4); en algunos
casos se ha visto que un solo agente etiolégico no es suficiente para generar
enfermedad debido a que éstas se presentan por complejos multifactoriales, por lo
cual, en la produccion diaria se deben de cuidar aspectos como: bioseguridad,

alimentacion, control de fauna nociva etc.

1.3 COLIBACILOSIS AVIAR

La colibacilosis se encuentra entre las enfermedades bacterianas mas
comunes que puede afectar a las aves en cualquier momento de la produccion (5), y
provoca enormes pérdidas econdmicas que solo en Estados Unidos ascienden a cien
millones de ddlares cada afio (6); es una enfermedad de distribucién mundial. A pesar
de la importancia de la enfermedad, se desconocen muchos de los mecanismos de
virulencia de las cepas aviares de Escherichia coli (7). Las cepas APEC (Avian
pathogenic E. coli por sus siglas en inglés), se presentan al encontrarse disminuidas
las defensas del huésped debido a coinfecciones ocasionadas por agentes como los
virus de la enfermedad de Newcastle, Bronquitis infecciosa o Micoplasmosis, entre
otros (8,9); también cuando las aves sufren lesiones en las células epiteliales del tracto
respiratorio superior por alojamientos inadecuados, condiciones climatolégicas

adversas, exposicion al amoniaco o polvo etc.(6)

Desde la década de los 90's autores como Nakamura, Barnes vy

Vandekerckhove (10-12) describen la colibacilosis aviar como una entidad propia, por



lo que consideran a E. coli como un agente patdégeno primario que puede generar una
enfermedad septicémica caracterizada por una mortalidad aguda y presencia de
poliserositis, sin afectacion en la produccion y calidad de los huevos. Vandekerchove
logré reproducir experimentalmente la enfermedad en aves libres de microorganismos
patogenos especificos (SPF) mediante inoculacion por aerosol de E. coli en sacos
aéreos, y también oralmente, con ello lograron demostrar que los brotes causantes de
elevada mortalidad no se encuentran relacionados necesariamente con otras

enfermedades predisponentes.(13)

1.4 Escherichia coli

Escherichia coli ha sido una de las bacterias mas estudiadas gracias a su facil
reproduccion en condiciones apropiadas. En 1885, Theodor Escherich consiguio aislar
E. coli en muestras clinicas humanas, denominandose inicialmente como Bacterium
coli commune (14,15). En 1894, Lignieres describi6 una enfermedad en gallinas
causada por E. coli y se confirmd, mediante estudios in vivo, su patogenicidad en las
aves. Claussen, en 1907, concluyé que en determinadas condiciones E. coli podria
atravesar la pared intestinal y adquirir factores que le confieren virulencia y causar

septicemias en gallinas. (16)

E. coli que se encuentra dentro del Phylum Proteobacteria, Clase
Gammaproteobacteria, Orden Enterobacteriales y Familia Enterobacteriaceae (17); es
un bacilo Gram negativo que no forma esporas, anaerobio facultativo y crece a un
rango de temperaturas de 18 a 44°Cy un pH entre 4.5 a 9. Las colonias caracteristicas
se desarrollan a las 24 horas en agar MacConkey (McC) (8), dichas colonias poseen
tipicamente una apariencia brillante, circular, con consistencia mucoide y de color
rosado (18). Los resultados de las pruebas bioquimicas presentan reacciones tales
como: catalasa positivos, oxidasa negativos, pueden ser inmoéviles o méviles gracias

a flagelos peritricos y formar acido y gas a partir de lactosa.

Dentro de las cepas de E. coli se incluyen cepas comensales y patégenas,
muchos estudios demuestran que las cepas patdgenas de E. coli han derivado de
cepas comensales por la adquisicion de loci extra e intra cromosémicos, mutaciones,

deleciones gendémicas o por la evolucion de un antecesor comun que evolucioné



debido a la adquisicibn de elementos génicos moviles (plasmidos o islas de
patogenicidad), asi como la integracién de bacteriéfagos y transposones que integran
la expresién de diversos factores de virulencia (19) como toxinas, adhesinas,
mecanismos de adquisicion de hierro, entre otros, éstos, al ser especificos pueden
utilizarse junto al tipo de enfermedad que generan para clasificar dichos organismos
en patotipos (8); los cuales se definen como las diferentes combinaciones de genes
dentro de una especie bacteriana, éstos pueden incluir distintos serogrupos de la
misma especie (20) dando asi diferencias patogénicas importantes.

El esquema de Clermont clasifica las cepas de E. coli basados en la presencia
de ciertos genes en dos grandes grupos, extraintestinales: las cepas virulentas
extraintestinales se encuentran en los filogrupos B2 y en menor medida al grupo D; e
intestinales: filogrupos B1 y la mayoria de las cepas comensales de baja virulencia
pertenecen al grupo A. Estudios previos mostraron que las cepas que pertenecen a
distintos filogrupos no se distribuyen al azar, sino que estan asociadas a la fuente de
aislamiento. Por estos motivos, la caracterizacion filogenética es una herramienta
importante para mejorar el conocimiento sobre la estructura poblacional de E. coli y

sobre la relacion entre cepas y enfermedad. (21,22)

De acuerdo a su mecanismo de patogenicidad y cuadros clinicos, las cepas
asociadas a las infecciones gastrointestinales, son denominadas E. coli
diarreogénicas (DEC) o intestinales y se clasifican en los siguientes grupos por sus
mecanismos de patogenicidad en cultivos celulares, modelos animales etc.: E. coli
enteropatdgena (EPEC), enteropatdégena atipica (aEPEC), enterotoxigénica (ETEC),
enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC), con adherencia difusa (DAEC)
(23,24) y enterohemorragica, verotoxigénica o productora de toxinas Shiga
(EHEC/VTEC/STEC), mientras que las asociadas a infecciones en otros sitios son
denominadas E. coli Patogénicas Extraintestinales (EXPEC), causantes de
infecciones en tejidos blandos, causantes de neumonia, osteomielitis 0 meningitis, E.
coli causantes de sepsis (SEPEC) infecciones urinarias E. coli uropatdgenas (UPEC)
y E. coli patdgena aviar (APEC). (25,26)



1.5 PATOGENIA

E. coli forma parte de la biota intestinal de diferentes especies animales,
principalmente mamiferos, aves y animales de sangre fria. Durante el proceso
evolutivo han surgido clonas patdégenas para humanos y animales; éste es el caso de
las cepas APEC (27,28) que afectan a las aves y son las responsables de generar un

gran numero de infecciones localizadas y sistémicas.

Las cepas patogenas pueden diseminarse ampliamente por la formacion de
aerosoles a partir de las heces contaminadas y adherirse a las células del epitelio del
tracto respiratorio superior mediante fimbrias F1, y asi iniciar la colonizacion
bacteriana (29,30). En las aves, los sacos aéreos y los pulmones son dos puntos
altamente susceptibles a la colonizacién e invasion bacteriana debido a la inexistencia
de macrofagos pulmonares que puedan contener la infeccidén a este nivel y a que la
barrera existente entre la regién capilar aérea y la sangre es extremadamente fina
(31,32). Posteriormente, se produce la diseminaciéon de E. coli por el torrente
circulatorio y la colonizacién de 6rganos internos, gracias a la capacidad de adhesion
mediada por fimbrias P (que se expresan en el tracto respiratorio inferior y en los
organos internos), es decir, en fases mas avanzadas de la infeccion (11,31), y generar
colisepticemia que afecta a numerosos 6rganos internos como el corazon, higado,
bazo, ovario; también se puede presentar septicemia hemorragica, coligranulomas
(nédulos de tamafo considerable en el higado, ciego, duodeno y mesenterio) (14),
enfermedad respiratoria crénica complicada (ERCC), sindrome de cabeza hinchada,
celulitis coliforme, peritonitis, salpingitis, orquitis, osteomielitis/sinovitis, panoftalmitis,
onfalitis e infeccién del saco vitelino (ISV) (6). Todas estas manifestaciones de la
enfermedad pueden generar pérdidas econdmicas para las producciones avicolas
debido a:

e Aumento de decomisos en el rastro al presentarse poliserositis como
consecuencia de la bacteriemia.

e Disminucion progresiva hasta nula en la produccion de huevo debido a
salpingitis generada por APEC.

e Mortalidad sin presentacién de signos clinicos a causa de peritonitis aguda (12).

En México, se estima que mas del 90% de la mortalidad que se presenta en



parvadas de postura comercial son consecuencia de infecciones bacterianas
que producen peritonitis (33). La mayor parte de los brotes de colibacilosis
suelen ocurrir en el periodo de pico de puesta en la cual la mortalidad
acumulada puede llegar a superar valores al 10%. (13,33,34)

Por otro lado, si existen pollitas que sobreviven a la ISV generada por E. coli

presentan retraso en el crecimiento y son mucho més susceptibles a infecciones

secundarias por lo que nunca llegan a cumplir los parametros productivos deseados

y representan un riesgo para la parvada al ser diseminadoras de esta bacteria. (6,35)

1.6 MEDIDAS DE PREVENCION, CONTROL Y TRATAMIENTO DE LA
COLIBACILOSIS

Para prevenir la colibacilosis es imprescindible conocer y eliminar las fuentes

de contaminacion, asi como evitar factores predisponentes que contribuyen a la

aparicion de la enfermedad (11,36). Los siguientes puntos son vitales para el control

de la enfermedad por lo que siempre se debe llevar una vigilancia estricta:

Manejo: densidad de animales correcta, ventilacion eficaz, ausencia de
suciedad y polvo, retirada periddica de gallinaza, intensidad luminica vy
temperaturas adecuadas, suministro de agua y alimento, programas de
desinfeccién y control de fauna nociva (37). El polvo se considera una de las
principales vias de infeccion y diseminacion de la enfermedad.

Profilaxis y estatus sanitario: debe minimizarse la incidencia de enfermedades
consideradas como predisponentes para la colibacilosis.

Programas de alimentacion, asi como la aplicacion de formulas nutricionales
correctas para cada fase de produccién ya que un suministro incorrecto de
estas podria provocar estrés en los animales y favorecer la aparicion de

enfermedades. (30)

Cuando estos parametros no son adecuados tienen una gran repercusion en el

bienestar animal e influyen negativamente en la produccion, lo que incrementa la

susceptibilidad a las infecciones por E. coli. (31,36,38)



Para controlar la colibacilosis se ha utilizado una gran variedad de vacunas y
meétodos de vacunacion, tales como la inmunizacion activa y pasiva; para ello, se han
usado productos vivos o inactivados (bacterinas), vacunas recombinantes y la
inmunizacién contra factores de virulencia especificos. Sin embargo, todos los
inmundégenos que han sido efectivos contra varios serotipos de E. coli proveen
proteccion solo a serogrupos homélogos y no una proteccion cruzada significativa
contra los heterélogos (39). Esto denota la importancia de estudios de serotipificacion
como herramienta epidemioldgica para conocer el comportamiento de éstos en cada
region donde se busque lograr una vacunacion satisfactoria inmunizando a las aves
con las cepas bacterianas especificas de un brote o utilizando las que se presenten

con mayor frecuencia de aislamiento.

También existen factores capaces de disminuir la susceptibilidad a infecciones
por E. coli como factores inmunolégicos (inmunidad activa y pasiva, adicion de
inmunoestimulantes), fisioldgicos (genética, aves adultas, hembras, estrés moderado,
etc.) y nutricionales (aporte de proteinas, vitamina A, D, C y E, carotenos, selenio,

etc.).

Actualmente, la manera de controlar infecciones causadas por E. coli es
mediante el empleo de antimicrobianos como ampicilina, tetraciclina, sulfonamida y
enrofloxacina; ésta Ultima, es una de las quinolonas mas usada en la industria
mexicana de pollo de engorda (40). Sin embargo, estos tratamientos representan un
costo muy elevado en la produccién avicola y tienen repercusiones importantes en la
seleccién de bacterias resistentes, por lo tanto, el uso de antibiéticos solo se debe
realizar después de conocer el estatus de resistencia o sensibilidad hacia los
quimioterapéuticos. En México no se tienen estudios sobre el impacto econémico de
esta enfermedad, se estima que son cuantiosos al considerar Unicamente los costos
por la aplicacion de antimicrobianos, ya que en ocasiones se pueden llegar a
administrar hasta tres tratamientos (31,37,41,42). Sin embargo, esta es una practica
gue se debe evitar al igual que la utilizacibn masiva de antimicrobianos junto con la
practica habitual de utilizarlos a concentraciones sub-inhibitorias con fines
profilacticos; practicas que han incrementado considerablemente las resistencias

bacterianas (11,31,36,37). Es decir, el empleo inadecuado de antibi6ticos podria



10

considerarse como una importante fuente de emergencia, seleccion y diseminacion

de bacterias resistentes. (7,43)

1.7 IDENTIFICACION Y SEROTIPIFICACION DE E. coli

El diagndstico presuntivo de la colibacilosis puede realizarse en funcién de la
signologia y aunque las lesiones clinicas son bastante significativas, es conveniente
realizar la confirmacion mediante el analisis microbiologico de las muestras (44) y
realizar el diagndstico diferencial ya que muchos agentes como Aerobacter spp.,
Klebsiella spp., Salmonella spp., Proteus spp., Bacillus spp., han sido aislados a patrtir
de lesiones compatibles con colibacilosis, por ejemplo, la pericarditis puede producirse
en infecciones por Chlamydia spp., y en determinadas condiciones, por Pasteurella
spp., Streptococcus spp., M. gallisepticum han sido aislados a partir de lesiones de

aerosaculitis. (11)

En 1947, Kauffmann propuso una forma de diferenciar las cepas de E. coli en
base a la determinacién de los antigenos de superficie. Esta forma de clasificacion
resultdé muy util en los estudios epidemiolégicos y de patogénesis de E. coli, estudios
realizados por Gross (45) y Sojka (16) pusieron de manifiesto la importancia de

determinados serotipos (01, O2 y O78) en la virulencia de las cepas aviares.

Los sistemas de identificacion vy tipificacion de las cepas de E. coli aviares son
muy variados y tienen como objetivo fundamental distinguir entre cepas patégenas y
no patogenas, gracias a la determinacién de caracteristicas de virulencia, asi como el

establecimiento de las relaciones epidemioldgicas entre las cepas.

Para la serotipificacion de E. coli, se utiliza como fundamento el reconocimiento
de tres antigenos: el somatico (O) el cual es un oligosacarido de repeticion unido al
lipopolisacarido (LPS) de la membrana externa de la bacteria, formalmente los
serogrupos son numerados de O1 a O187 (pero hay que tener en cuenta que O31,
047, 067, O72, 094 y 0122 ya no se reconocen) y debido a que existen subgrupos

(OX3,0X7 entre otros), hay aproximadamente 200 antigenos O diferentes descritos
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hasta la fecha (6,46,47) el antigeno flagelar (H) es un compuesto proteico codificado
por el gen fliC (flagelina) que constituye el 6rgano de locomocion de la bacteria del
cual se han identificado 53 formas diferentes la mayoria de estos antigenos son
especificos y muestran poca o ninguna reactividad cruzada significativa; el antigeno
capsular (K), compuesto por glucopolisacaridos que brindan envoltura a la bacteria y
le confiere resistencia hacia el suero sanguineo y la fagocitosis. El antigeno “O” es el
responsable del serogrupo, mientras que la determinacion del antigeno somatico y
flagelar (O:H) indican el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro clinico
en particular. La combinacién de estos antigenos muestra la gran diversidad presente
de E. coli en la naturaleza. La importancia de conocer los serotipos de APEC radica
en que la respuesta inmune del organismo se dirige principalmente contra el antigeno
0. (6)

A pesar de que existen nuevos métodos para clasificar e identificar a los
géneros bacterianos, la serotipificaciéon de los antigenos O y H es considerada la
prueba de oro para las cepas de E. coli ya que sigue siendo una herramienta util y
efectiva para conocer la diversidad especifica de antigenos en cada cepa (23,41,48),
orientando asi la busqueda de factores de virulencia apoyados del diagndstico

molecular para clasificar a las cepas en los distintos grupos patégenos.

Los serogrupos pueden tener variaciones lisas o rugosas (S y R por su sigla en
inglés respectivamente), por mutaciones en los genes que codifican para la sintesis
de las cadenas de polisacaridos O especificos 0 en el ndcleo basal; las cepas
denominadas OR (cepas rugosas que han perdido su especificidad antigénica) no
cuentan con las cadenas laterales propias del antigeno por lo que no se puede realizar
la determinacion del serogrupo caracteristico en estas cepas y se les conocen como
cepas OND (no determinado), mientras que en las lisas no sucede asi, esto se debe
a diferencias en la cadena lateral de carbohidratos del polisacarido O; en el caso de
las cepas S, si presentan tal polisacarido O especifico, por lo que se les puede
determinar un serogrupo caracteristico. (49-51)

Algunos autores indican que los serogrupos mas relevantes en cuadros de
colibacilosis aviar que representan mas del 50% del total de aislados clinicos en
diversas publicaciones son O1, 02, 036 y O78 (52-55) actualmente también se han

reportado que las bacterias con antigeno somatico O35 estan asociadas con
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colibacilosis aviar (56). Existen estudios en los que se indica que del 10 al 15% de la
poblacidon de bacterias coliformes intestinales pertenecen a serotipos patdégenos (6);
en investigaciones realizadas en México los serogrupos mas importantes fueron O8,
019, O78 y 084 (57); también se han identificaron los serogrupos 08, 0178, O7 y
044 en aves de traspatio (58). Sin embargo, la serotipificacion puede acompararse
de pruebas que indiquen el grado de virulencia de las cepas, mediante la
determinacion de la presencia de genes de virulencia caracteristicos (59), ya que la
virulencia designa el carécter patogénico de un microorganismo, es decir, su
capacidad de causar enfermedad. Hay que tomar en cuenta que los factores de
virulencia se encuentran en plasmidos o en bacteriéfagos por lo que pueden surgir
nuevas cepas de E. coli con diferentes patrones de la enfermedad haciéndolos dificiles
de clasificar.

2.HIPOTESIS

Los serotipos de las cepas de E. coli aisladas a partir de dos estirpes de pollas
de reemplazo seran diferentes entre si y a aquéllos identificados anteriormente en

aves comerciales en México.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar los serotipos de E. coli provenientes de muestras de diferentes
organos de pollitas de reemplazo con ISV provenientes de dos lineas genéticas de

una granja ubicada en los Altos de Jalisco.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Recuperar cepas de E. coli de dos lineas de postura de los altos de Jalisco
del medio de conservacién Dorset y realizar las pruebas bioquimicas

necesarias para su identificacion.
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1. Realizar la caracterizacion seroldgica de las cepas de E. coli de dos lineas

genéticas de aves de postura ligeras.

2. Observar el comportamiento de los antigenos Hy O en cepas de E. coli aisladas
en una granja de los altos de Jalisco a partir de dos estirpes de pollitas de

reemplazo.

3. Comparar los serotipos encontrados para generar recomendaciones de las
medidas a realizar en cuanto a programas de inmunizacion o medidas

preventivas ante el patégeno en esta granja.

4. MATERIAL Y METODOS

4.1 CEPAS DE ESTUDIO

Se utilizaron 66 cepas de E. coli conservadas en viales con medio de cultivo
Dorset, los aislamientos provenian de una empresa ubicada en el estado de Jalisco,
a partir de la mortalidad de pollitas de reemplazo con ISV de una semana de edad de
diferentes 6rganos como: higado, pulmén, médula 6sea y saco vitelino. Las pollitas
pertenecian a dos lineas genéticas de gallina de postura ligera, 40 de las cepas
pertenecian a la linea A y las 26 restantes a la linea B. La relacién del nimero de

muestras analizadas con su sitio de aislamiento se reporta en el Cuadro 1.

Para la purificacion de las colonias de E. coli se realiz6 el sembrado por estria
cruzada en agar McC y se incubaron a 37 °C de 18-24 horas, posteriormente se
utilizaron los medios TSI, Urea, SIM, Citrato y LIA (60) inoculados con las colonias
previamente obtenidas para la caracterizacion bioquimica de las bacterias, estos
medios se incubaron bajo las condiciones antes mencionadas. Una vez identificadas
las bacterias se empled el procedimiento del laboratorio de Salud Publica de la
Facultad de Medicina de la UNAM de acuerdo con Orskov y Orskov (61), mediante la

utilizacion de sueros especificos (SERUNAM) obtenidos de conejos Nueva Zelanda
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blanco; se emplearon 188 sueros especificos anti — O y 53 sueros especificos anti—H.
Para ello, se utilizaron microplacas de 96 pozos de fondo redondo, en las que se

evidenciaron las reacciones de aglutinacion.

4.2 ANTIGENO SOMATICO (O)

Cada cepa se sembré por estria cruzada en tubos con 10 ml de agar Casoy
con pH de 7.2, se incubaron de 18-24 horas a 37 °C. El crecimiento obtenido se
cosechd en 10 ml de solucion salina 0.85%, se cubrio este tubo con parafilm y se
homogeneiz6 hasta desprender todo el crecimiento para obtener una suspension
bacteriana que se transfirié a otro tubo, se inactivé por esterilizacion con vapor fluente
a 110°C con 3-5 libras de presion durante una hora. Una vez enfriado el antigeno se
conservo a temperatura ambiente al agregarle 10 ml de formalina al 0.6%.

En cada pozo de la microplaca se colocaron 50 pl del suero anti-O (01-0188)
diluido 1:100 correspondiente al pozo, y posteriormente se colocaron 50 ul del
antigeno somatico preparado anteriormente; las placas se envolvieron con papel
adherente para evitar que la muestra se evaporara durante la incubacién que se
realizd en la estufa de 50 °C por 18-24 horas. Terminado este tiempo se realiz6 la
lectura de resultados, se considerd6 como positivo cuando se presentd una reaccién
antigeno-anticuerpo y se observé un precipitado en el fondo del pocillo. Una vez
identificados los sueros anti-O que reconocieron al antigeno bacteriano se realizaron
diluciones seriadas al doble de cada antisuero, iniciando con una dilucion 1:100 hasta
la diluciébn 1:12800; a cada dilucién se agregaron 50 uL del antigeno O, para
determinar el serogrupo al que pertenecian, las placas se incubaron de 18-24 horas a
50°C. En el caso que los sueros presentaron titulos similares se realizd el mismo
procedimiento descrito anteriormente, pero empleando antisueros especificos
adsorbidos y diluidos desde 1:50 hasta 1:6400. El serogrupo se definio al determinar
el mayor grado de aglutinacion con la mayor dilucion del suero y de igual manera se

consider6 una aglutinacion positiva al presentarse un precipitado en el fondo del pozo.
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4.3 ANTIGENO FLAGELAR (H)

Las cepas se sembraron en tubos de 15 x 150 mm con tapon de rosca que con
medio semisolido con pH 6.9, en su interior tiene un tubo Craigie con el fin de evaluar
la movilidad de bacteria (expresion del antigeno H), estos tubos se incubaron a 30 °C
durante 15 dias hasta observar la movilidad del cultivo. Cuando la muestra se presenta

como movil se observa crecimiento en el interior y el exterior del tubo.

En las placas se colocaron 50 ul de cada uno de los sueros anti-H (1:100) y se
agregaron 50 pl del antigeno flagelar de cada cepa, se incubaron a 50°C por 2 horas;
una vez terminado el tiempo se realizé la lectura de las aglutinaciones presentes;
siendo positivos los que presentaron un precipitado en el fondo del pozo; en otras
placas se seleccionan los sueros anti-H en los cuales el resultado fue positivo y se
realizaron diluciones seriadas al doble 1:100 hasta 1:12800 y se agrega 50 pl del
antigeno H, se incuba a 50°C por 2 horas. Se registraron los titulos hasta los cuales
existe reaccion positiva con el antigeno flagelar de las cepas, para establecer el
serotipo. Si los antisueros mostraron titulos similares, se realiz6 el mismo
procedimiento de diluciones seriadas al doble descrito previamente, pero con los
antisueros especifico H, desde la dilucion 1:50 hasta 1:6400, en la placa se observa
la reaccidén positiva y se determina el mayor grado de aglutinacion con la mayor
dilucion de suero, se considera éste el determinante para definirlo como el antigeno H
de la cepa. Para aquellas cepas que no presentaron movilidad en el medio semisélido

se registraron como inmoviles (H-).

4.4 COMPARACION DE RESULTADOS

Los serotipos encontrados en las cepas de la granja se compararon con los
reportados en la literatura nacional e internacional, para observar diferencias o

similitudes entre ellas.



16

5. RESULTADOS

5.1 ANTIGENO O

Se realizé la identificacion serolégica de 66 muestras de E. coli; éstas se
distribuyeron en 20 serogrupos diferentes, los més frecuentes fueron el 0166 y el 020
que representaron el 15% (n=10) cada uno del total de los aislados del estudio,
seguidos por el 025 con el 12% (n=8) de incidencia mientras que el 0187 y el O18
representaron el 7.6% cada uno, el serogrupo no pudo ser identificado (OND) en el

4.5% de los aislamientos (Cuadro 2).

Se identificaron diferencias entre los aislamientos dependiendo de la linea
genética de procedencia: en la linea A se logro la identificacion de los serogrupos
0153 y 0125 en el 6.1% (n=4) de las muestras mientras que los serogrupos O73,
0102, 017, 015, 066, 0147, 0148 y O81 en un 1.5% (n=1) pero solo en esta linea;
por otro lado algunos serogrupos especificos de la linea B fueron el 065, O71, 0149
con una frecuencia del 1.5% de aislamiento cada uno. En el caso de los serogrupos
aislados en ambas lineas el 025 y el O18 se aislaron con mayor frecuencia en la linea
B y los serogrupos 020 y 0166 se presentaron mas en la linea A. En ambas lineas
genéticas se lograron identificar los serogrupos 0103, OND, O70, 018, 0187, 025,
0166 y 020.

5.2 ANTIGENO H

Durante la identificacion de los antigenos flagelares, las cepas inmadviles que
se identificaron representan el 13.6% (n=9) de las muestras. Las cuales no varian
considerablemente dependiendo de la linea genética. (Cuadro 3.)

5.3 SEROTIPOS

La caracterizacion de las cepas con la férmula antigénica completa (Cuadro 4)
mostr6 que se identificaron 33 combinaciones diferentes, aquella con mayor

frecuencia fue 0166:H25, se presentd en el 12.1% (n=8) de las muestras, los serotipos
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020:H9 y 0O18:H49 se identificaron en el 7.6% (n=5) y en tercer lugar con el 6,1%
(n=4) se identificaron los serotipos O20:H-y O25:H4.

Al comparar los resultados por lineas genéticas observamos que algunos
serotipos como el 025:H4 se aislo en el 6.1% y el O187:H- aislado en el 3% de las
muestras totales solo provenia de la linea genética B, mientras que otros serotipos
como el 0125:H10, el 0153:H49 y el O153:H25 tuvieron una frecuencia de aislamiento
del 3% (n=2) cada uno y solo se presentaron en cepas de la linea A.

Ningun serotipo se identificé en todos los érganos, y no hay un serotipo que se
presente con mayor frecuencia en un solo 6rgano, en cuanto a los serotipos con mayor
frecuencia de aislamiento se observaron diferencias claras entre un érgano y otro
como se puede observar en la Grafica 1, la mitad de los aislados del serotipo
0166:H25 provenian de la médula 6sea, el serotipo O20:H9 se aislé en dos de las

muestras en higado y en médula ésea y en una muestra de pulmén.

6. DISCUSION

Anualmente, la colibacilosis es responsable por pérdidas multimillonarias en la
industria avicola (62-65), es muy dificil estimar las pérdidas asociadas con esta
enfermedad debido a las diferentes presentaciones e interacciones con otros patdbgenos
y factores medioambientales (66) en la granja de estudio esta enfermedad representa
pérdidas econdmicas debido a la mortalidad de las pollitas en la etapa de crianza y
desarrollo y por consiguiente la pérdida de hasta 476-480 huevos en su primer ciclo
productivo (67,68), en Estados Unidos se han reportado pérdidas que ascienden a 100

millones de dolares cada afio (57,69).

El control de esta enfermedad se encuentra restringido por el limitado conocimiento
de los mecanismos de virulencia utilizados por las cepas patdgenas aviares de E. coli
(7,70).

Al comparar los serotipos de E. coli del presente trabajo con los resultados reportados
en México por diversos autores tales como Rosario et al. 2004 (57), Ramirez et al. 2009
(71) y Molina et al. 2012 (42) en los que se identificaron con mayor frecuencia los
serogrupos 019, 084 , 08, 078, asi como 02, 020, 0100, 08, 0131, 084, 025y O78y
por ultimo 08, 019, OR, 011, 0102,02 respectivamente, se observa que los resultados
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varian ampliamente, como lo mencionan Ike et al. y Phukan et al. (72,73) quienes
encontraron que la presencia de ciertos serotipos depende del area geografica, pais o
periodo de aislamiento; esto puede explicar que los serotipos mas comunes encontrados
en este trabajo no coincidan con los reportados por otros autores a pesar de que todos
estos trabajos fueron realizados en México, aunque algunos varian en el estado del pais
y el fin zootécnico de las aves, por ejemplo, en el trabajo de Rosario et al. (57) las muestras
procedian de huevos fértiles e infértiles, embriones muertos en cascara y aves con ISV
de una empresa en el estado de Guanajuato; las muestras de Ramirez et al. (71) de
reproductoras, incubadoras y granjas de pollo de engorda en Querétaro, por lo que no se
pueden determinar que los serogrupos encontrados en estos estudios son los

predominantes en México para toda la industria avicola.

El serogrupo O8 habia sido reportado anteriormente en diferentes tipos de
producciones y zonas geograficas, por lo que en algunos trabajos ha sido considerado
como candidato para la elaboracién de inmunégenos (44); si por ejemplo, se empleara
este serotipo para inmunizar en la granja de estudio sin realizar estudios como el presente,
se estaria introduciendo un serotipo diferente a los que circulan a la granja y que por lo

tanto, no generaria protecciéon contra los serogrupos aislados.

Otros serogrupos como el O1, 02, y O78 han sido aislados con frecuencia a partir de
aves enfermas, y de ellos se han encontrado algunas clonas que pueden ser altamente
patégenas (74,75), sin embargo, tampoco fueron identificadas en este trabajo, lo que
concuerda con los estudios realizado por Rosario et al. (57) y Ramirez et al. (71) en donde

no se encontraron ninguna cepa con los serogrupo O1 y O78.

Rosario et al. (57) identificaron el serogrupo 0125 como frecuente en granjas de
reproductoras, al igual que en este estudio el 6.1% (n=4) de las muestras de las pollitas
de reposicion presentaron este serogrupo. Por otro lado, el serogrupo 088, reportado por
autores como Dho-Moulin et al. y Gomis et al. (76,77) no se encontré en este estudio a
pesar de que ellos lo consideran como uno de los mas frecuentes entre los aislados
clinicos aviares, esto coincide con la idea de que aquellos serogrupos considerados como

los mas frecuentes, se han visto desplazados en mayor o menor grado por otros. (55)

Diversos autores (14,73,78,79) mencionan que el hallazgo de un gran porcentaje de
cepas no tipificables es una caracteristica de los aislamientos de E. coli en las aves, en

sus publicaciones Blanco, Parveen, Ramirez y Phukan (14,65,71,76) obtuvieron
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porcentajes del 19%, 22%, 20.37% y 22.33% respectivamente de aislados en los que no
se pudo determinar el serogrupo (ND). Sin embargo, en el presente estudio solo se
encontrd que el 4.5% (n=3) de los aislamientos no se pudieron identificar, esto se puede
deber al pequefio nUmero de muestra obtenido en este trabajo o porque algunas cepas
de E. coli producidas por el uso de medios sintéticos que proveen todos los nutrientes
para el crecimiento de las bacterias no so6lo producen colonias de aspecto "rugoso” en
medios solidos, sino que también impiden determinar mediante la serotipificacion estandar
su antigenicidad especifica. Estas cepas no tipificables se han aislado de casos clinicos
de colisepticemia aviar y los estudios sobre sus propiedades patdogenas han demostrado

gue algunas de ellas son altamente patdgenas para los pollos de engorde de un dia.

Existen pocos estudios en los que se analicen los aislamientos de E. coli en funcion
de los drganos procesados. En general, en la bibliografia se hace referencia a la
colibacilosis como una enfermedad que cursa con septicemia, sin especificar a partir de
gué organos se toman las muestras. Se describen simplemente lesiones de pericarditis,
lesiones septicémicas en bazo, perihepatitis, aerosaculitis, traqueitis, etc. (10,77,80). En
el presente estudio se analizaron muestras de higado (H), médula 6sea (MO), pulmén (P)
y saco vitelino (SV) y presentaron diferencias en la frecuencia de antigenos O y H
identificados, gracias a la toma de muestras a partir de diferentes 6rganos, ha sido posible
observar la distribucién de los aislados de E. coli en funcién de éstos, el Unico serogrupo
gue se aislé en todos los 6rganos es el 025, en cada 6érgano observamos que se aislé
con mayor frecuencia un serogrupo, en el higado fue el serogrupo 020 (n=3), el 0166 se
encontré tanto en SV (n=4) como en MO (n=5) con la mayor frecuencia de aislamiento,
aunque el serotipo 025 también se encontré en cuatro muestras en el SV, en el pulmén

encontramos mayormente los serogrupos O18 y 020 (n=3).

Al hacer la comparacion con investigaciones internacionales los resultados del
presente estudio discrepan de lo encontrado por otros autores (59,81-83) quienes afirman
gue ciertos serogrupos como O1, O2 y O78 han sido considerados como los mas
frecuentemente aislados en casos de colibacilosis aviar; sin embargo, ninguno de ellos se

aislé en el presente estudio.

En el trabajo de Ruiz (84) se analizaron las mismas muestras de E. coli del presente
estudio, y se logro la identificacion por PCR de seis genes de virulencia; iroN (Gen del
receptor de la salmoquelina), ompT (Gen de la proteasa de membrana externa), hlyF (Gen

de la hemolisina F), iss (Gen de resistencia aumentada en suero) y iutA (Gen receptor de
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la aerobactina férrica), como observamos en el Cuadro 5. de las 66 cepas analizadas se
encontré que el 66% (n=44) de las cepas fueron clasificadas como virulentas al poseer 3
0 mas genes de “virulencia” y fueron consideradas cepas APEC (85), de ellas, 25 se
aislaron de la linea Ay 19 de la linea B, al conjuntar los resultados de dicho estudio y el
presente observamos que las cepas virulentas presentan los serotipos O166:H25 en el
16% (n=7) de las cepas, el O18:H49 en el 9% (n=4) y con el 6.8% (n=3) se presentaron
los serotipos 025:H4 y O25:H9, los serogrupos mas frecuentes fueron el 0166 con el
20.45% de prevalencia, el 020 y el 025 con el 11.3% y el O153 y 0187 con el 9%; el
39% de las muestras virulentas se aislaron del saco vitelino, mientras que del puimény la
meédula O0sea se aislaron el 22.5%. En el trabajo de Ruiz se identificaron diferentes
patotipos (combinacién de genes contenidos en una cepa) (86) en uno de ellos no se
presentd ningun gen de virulencia este representd 15% (n=10) de las muestras, seis se
presentaron en la linea B y las cuatro restantes en la linea A; el serogrupo 020 se

identifico en dos de las 10 muestras, de este patotipo.

Por otro lado, el serotipo O20 y el O166 se identificaron en el 22.2% (n=2) de las cepas
gue presentaron todos los genes de virulencia, el 89% (n=8/9) de estas muestras

pertenecian a la linea genética B.

El 66.6% de las muestras no tipificables (dos de tres muestras) se identificaron como
virulentas, lo que concuerda con andlisis realizados desde la década de los 80°s en los

gue estas cepas presentan altas propiedades patdgenas. (87)

Autores como Nataro (88), asocian diversos serogrupos con ciertos patotipos como,
en el caso de ETEC son 06, O8, O11, O15, 020, 025, 027, 078, 0128, 0149, 0159,
0173, de los cuales en este estudio se identificaron O15, asociada a la diarrea del viajero
en adultos, el 020, 025 y 0149, en particular, el serotipo O25:H- encontrado en una
muestra del presente estudio se ha asociado tanto a grupos STEC y ETEC. Por otro lado,
para el grupo EPEC los principales representantes son 055, 086, O111, 0125, 0126,
0127, 0128, 0142; solo el serogrupo 0125 se identificd en este estudio, en otros estudios
el serogrupos 018 también se ha asociado con el patotipo EPEC (89). De cualquier modo,
se sugiere realizar la identificacion de genes de virulencia descritos para los diversos
patotipos y analizar las presentaciones particulares de cada cepa en el organismo para

determinar el potencial patogénico de las cepas aisladas.



21

El serogrupo 0103 que se identifico con una frecuencia del 3% (n=2) en este trabajo,
pertenece al grupo “big six”, en este grupo también se incluyen los serogrupos 026, 045,
0111,0121y 0145, a pasar de que el serogrupo O157:H7 es el responsable de los brotes
mas graves causados por el patotipo E. coli productor de toxina Shiga (STEC), los
doscientos serotipos integrantes del grupo STEC no-O157 han sido considerados como
patdogenos emergentes a nivel mundial (90,91). Las manifestaciones en humanos van
desde diarreas acuosas leves hasta diarrea sanguinolenta, colitis hemorragica y sindrome
urémico hemolitico (SUH) en nifios, y purpura trombocitopénica trombotica en personas
de la tercera edad (92,93). Los serotipos de E. coli STEC, son capaces de producir
citotoxinas similares a la toxina de Shigella dysenteriae tipo 1, por lo que también se les
conocen como Shiga-like (Stxs), en las cepas STEC, se han encontrado las variantes de
la toxina de Shiga, Stx1 (Shiga-like toxin 1) que a su vez se divide en tres subtipos y Stx2
(Shiga-like toxin 1) que se divide en siete subtipos (24); la produccion de estas toxinas se
puede presentar individual o en conjunto en una misma bacteria, por lo que son

consideradas el principal mecanismo de patogenicidad de E. coli enterohemorragica.

La normativa nacional e internacional se ha enfocado principalmente al grupo “big six”
en carne bovina, en Estados Unidos se ha declarado a estos seis serogrupos como
adulterantes de alimentos (94). Sin embargo, la carne de pollo y huevo no cuentan con
regulaciones de la presencia e identificacion de estos microorganismos; ademas de las
técnicas de aglutinacion para la identificacién de los antigenos O y H se reportado el uso
de métodos moleculares basados en la técnica de PCR para la deteccion de diversos
serogrupos de STEC, con ventajas de alta especificidad y sensibilidad que brindan un

procesamiento mas rapido para un mayor nimero de muestras. (95)

Las cepas de UPEC generan el 80% de las infecciones del tracto urinario reportadas
y pertenecen a un limitado nimero de serogrupos O1, 02, 04, 06,07, 08, 016, 017,
018, 025, 062 y O75 (89) en este trabajo se identificaron cepas 025 (12.1%) y O17
(1.5%), cabe resaltar que de las 8 muestras que presentaron el serogrupo 025, en este
trabajo 4 presentaron el serotipo O25:H4 (6.1% de las cepas analizadas y todas se
presentaron en la linea genética B y 3 de 4 se identificaron como virulentas, este serotipo
ha sido reportado mundialmente y se debe mantener bajo vigilancia epidemioldgica tanto
su frecuencia de aislamiento en el campo como el papel que tienen las aves como posible
vehiculo de transmision, este serotipo ha generado importantes problema de salud clinica

gue causa infecciones multirresistentes en todo el mundo (96,97), por diversos
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mecanismos, uno de ellos es la produccion de B-lactamasas, estas enzimas bacterianas
hidrolizan, como su nombre indica a los betalactdmicos, por lo que el uso terapéutico de
estos resulta inefectivo, las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) incluyen tres
tipos principales TEM, SHV y CTX(93)-M (98) , estas ultimas son las B-lactamasas de
mayor reporte mundial, en estudios realizados en distintos paises (Francia, Portugal,
Espafa, Suiza, Libano, India, Corea y Canada) la CTX-M-15 se identificé como la enzima
de tipo CTX-M mas comun en E coli, se ha demostrado que su amplia distribucion se debe
principalmente de forma clonal. Otro problema que se presenta con las BLEE son los
reservorios bacterianos y la facilidad con que se diseminan estos y otros genes de
resistencia entre las enterobacterias (99). Estas BLEE se reportan en algunos casos hasta
en el 90% de los aislados de cepas con serotipo O25:H4-ST131 y también suelen estar
relacionados con altos indices de virulencia (100). La aparicién de un nuevo patégeno
extraintestinal multirresistente que puede estar extendiéndose rapidamente por la
poblacién mientras sigue evolucionando parece suponer una importante amenaza para la
salud publica que requiere una atencién urgente. Por lo que es pertinente realizar en las
cepas serotipo 025:H4 la identificacion de estos factores, asi como determinar el grupo

filogenético para determinar su origen y observar su diseminacion.

Se puede deducir que las diferencias entre los resultados reportados con los
obtenidos en este trabajo demuestran la versatilidad de E. coli, se ha demostrado que el
17% de su genoma (es decir 800 kb) ha sido adquirido por transferencia horizontal de
genes (HGT), dentro de la familia de las enterobacterias, E. coli actia como donador y
receptor de genes de resistencia a antimicrobianos, virulencia etc. (86,101) actualmente
se conocen 234 eventos de HGT detectables en este microorganismo pero estos solo
representan la punta del iceberg de las recombinaciones genéticas que ha sufrido dicha
bacteria, faltan por conocer detalles de como se llevan a cabo los procesos de HGT, pero
esta claro que la bacteria los realiza para asegurar su sobrevivencia en medios adversos.
(102)

La HGT aumenta la variacion entre especies e inclusive puede dar lugar a nuevas
especies bacterianas por diferentes mecanismos: cuando una bacteria sufre un dafio
irreparable su ADN es expulsado al citoplasma donde es captado e integrado en los
cromosomas de bacterias aledafias, por los mecanismos de conjugacion, transformacion

y transduccion; por otro lado los plasmidos representan una gran fuerza de adaptacion y
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diversificacion bacteriana, funcionan como fuentes de determinantes de patogenicidad
dando asi cambios fenotipicos tan drasticos que también pueden generar nuevas
especies bacterianas (103-105), tanto en los plasmidos como en el cromosoma
bacteriano podemos encontrar islas de patogenicidad que aportan genes para
incrementar dicha caracteristica bacteriana; en la escala evolutiva, la adquisicion de islas
de patogenicidad se produce a un ritmo mucho mas lento que la de los plasmidos, y
obviamente también son capaces de crear nuevas subespecies bacterianas, toda esta
fascinante maquinaria bacteriana no esta descrita completamente y estudios como el
presente ayudan a conocer que un serotipo que habia sido aislado en varios trabajos
anteriores ahora ya no se encuentra en la misma zona geografica (106,107), cuéles son
los serotipos aislados por 6rganos para hacernos preguntas como ¢Qué factores
contribuyen a que un determinado serotipo pueda colonizar un 6rgano en particular? o,
¢,De acuerdo con los genes que presenta y su sitio de aislamiento podria ser un factor de

riesgo para la salud publica?, etc.

7. CONCLUSIONES

Se obtuvieron 20 serogrupos diferentes, de los cuales los que se identificaron con
mayor frecuencia fueron el 0166 y O20 en el 15.2% de las muestras cada uno, el 025 en
el 12.1% de las muestras y el 0187 y O18 en el 7.6%. El porcentaje de cepas OND fue
del 4.5%.

El serogrupo 0103 se identificd en el 3% (n=2) de las muestras, dicho serogrupo
ha sido reportado dentro del grupo “big six”, del patotipo STEC.

Se identificaron 9 cepas inmoviles y 13 diferentes antigenos H, en tres de las cepas
el antigeno H no pudo ser determinado.

Los serotipos mas frecuentes fueron el 0166:H25 presente en el 12.1% de las cepas,
el 020:H9y O18:H49 en el 7.6%, el serotipo O25:H4 se identificé en el 6.1%, estas ultimas
son cepas UPEC se debe mantener bajo vigilancia por el reciente aumento de casos
reportados y las nuevas clonas de este patdgeno que se encuentran dia con dia y que

presentan factores de virulencia que representan nuevos retos para su control.

Al compararlos con los resultados reportados en la literatura, los encontrados aqui

varian ampliamente incluso en los trabajos realizados antes en la misma zona geografica
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alo largo de los afios. Por este motivo es necesario realizar un estudio con mas muestras

y mas frecuentemente para conocer los serotipos que se encuentran en el campo.

8. PERSPECTIVAS

Debido a la baja proteccion cruzada de las bacterinas, vacunas subunitarias o
con antigenos vivos atenuados, generados hasta el momento se sugieren elaborar
vacunas que contenga los serogrupos mas comunes asociados a la colibacilosis o
cual implica un arduo trabajo para el sector avicola, esto involucra realizar monitoreos
completos de serotipificacion, pruebas de sensibilidad antimicrobiana, identificacion
de genes de virulencia por PCR, identificacion de grupos filogenéticos etc. para
observar el comportamiento de las poblaciones bacterianas en el campo y tener un
control epidemioldgico de este microorganismo.

En comparacion a otros paises y aunque el uso de las técnicas moleculares ha
aumentado considerablemente para la identificacion de genes de virulencia,
resistencia antimicrobiana etc., en México la informacién sobre estos hallazgos es
mucho menor, lo cual debe cambiar para permitirnos conocer la distribucién de este
tipo de microorganismos en otras zonas del pais y establecer el papel que juegan
dentro de las parvadas al ocasionar cuadros clinicos y fuera de ellas como
contaminantes externos en productos avicolas a tomar en cuenta para la salud publica
de los consumidores y trabajadores que estén en contacto; con la finalidad de
encaminar correctamente los esfuerzos en la prevencién de la colibacilosis y, de este

modo reducir los costos generados por dicha enfermedad.

Es importante revisar periddicamente la nueva informacién generada no solo
a nivel nacional ya que las variaciones y nuevas presentaciones de genes de
virulencia o resistencia a antimicrobianos en cepas de E. coli dia con dia nos brindan
nuevas herramientas para entender un poco mas a este patdgeno para estar
preparados contra los nuevos retos que se presenten y sobrellevarlo de la mejor

manera posible.
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10. CUADROS

Cuadro 1. Procedencia de las muestras analizadas por linea genética Ao B
y érgano de aislamiento

Organo de Numero de muestras Total de
aislamiento muestras
Linea A Linea B
Higado (H) 3 5 8
Médula 6sea 15 4 19

(MO)
Pulmén (P) 9 8 17
Saco vitelino 13 9 22
Total 40 26 66

*De cada muestra obtenida se asilé una cepa de E. coli
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Cuadro 2. Frecuencia de serogrupos identificados en lineas Ay B por érgano de aislamiento

Numero Linea A Organo de Linea B Organo de
Serogrupo de cepas aislamiento aislamiento
(%) N (%) N (%)
0166 10(15.2) | 7(175) SV(3),Mo(4) | 3(11,5) H(L), SV(1), Mo(1)
020 10(15.2) | 7 (17.5) Héz()é)': (2), 315 ) P@), Mo()
025 8 (12.1) 2 (5) SV(1), Mo(1) | 6(23,1) H(1),SV(3),P(2)
0187 5 (7.6) 2 (5) SV(1), Mo(1) | 3(115) SV(1), Mo(1), P(1)
018 5 (7.6) 125  Mo(l) 4 (15,4) SV(1), P (3)
0125 4 (6.1) 4 (10) g"\‘/’((lz)) H(D),
0153 4 (6.1) 4 (10) gz’l)(z)’ Mo(1),
070 4 (6.1) 2 (5) P(1), Mo(1) 2(7,7) H(L), P(1)
OND 3 (4.5) 2 (5) SV(2) 1(3,8) SV(1)
0103 2 (3) 1(2,5) P(1) 1(3,8) Mo(1)
081 1(1.5) 125  Mo(l)
065 1(1.5) 1(3,8) H(1)
071, 0149* | 1(1.5) 1(3,8) SV(1)
073, 0102, P(1)
o5 086+ | 1(15) 1(2,5)
017, 0147, SV(1)
0148 ¢ 1(1.5) 1(2,5)

H: Higado; Mo: Médula 6sea; P: Pulmén; SV: Saco vitelino.

*Cada serogrupo presenta el mismo comportamiento en cuanto a nimero de cepas
identificadas, linea genética y sitio de aislamiento.
OND= Serogrupo no determinado
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Cuadro 3. Frecuencia de antigenos H en lineas A y B por 6rgano de aislamiento

Ani H Num. de |Linea A Organo de Linea B Organo de
ntigeno cepas N (%) aislamiento N (%) aislamiento
H25 13 10 (25) SV (6). Mo (3), P(1) 3 (11,5) H(ll\)/ios(;_/)(l)’
H- 9 4 (10) H(1), P (2), Mo (1) 5 (19,2) SV Sg,(jl;(l),
H49 8 3z oV WMo 5(192) (1)F; (83\)/ @
H4 7 2 (5) Mo (2) 50192 oV (:;)(’1'; @
H20 7 4(10) SV (1),P(2),Mo (1) | 3(115) H (1), P (2)
H9 5 3(7,5) H (1), Mo (2) 2 (7,7) H (1), P (1)
H10 5 4(10) H(1),SV(Q),Mo(2 | 1(38) Mo (1)
H? 3 2 (5) SV (2) 1(3,8) SV (1)
H31 2 2 (5) SV (1), Mo (1)
H7 2 1(2,5) P(1) 1(3,8) Mo (1)
H45, H51, . P(1)
o 1 1(2,5)
H18 1 1(2,5) Mo(1)
H34 1 1(2,5) SV(1)

H: Higado; Mo: Médula 6sea; P: Pulmén; SV: Saco vitelino.
H-: cepas inmdviles
* Los antigenos H en dicho grupo presentan el mismo comportamiento de niamero de

cepas identificadas, linea genética y 6érgano de aislamiento.

H-: Cepas inmdviles.
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Cuadro 4. Férmula antigénica completa de cepas de E. coli en lineas Ay B.

N TOTAL LINEA A LINEA B
SEROTIPO (%) (%) (%)
0166:H25 8 (12,1) 6 (15) 2(7,7)
020:H9 5 (7,6) 3(7,5) 2 (7,7)
018:H49 5 (7,6) 1(2,5) 4 (15,4)
020:H- 4 (6,1) 3(7,5) 1(3,7)
025:H4 4 (6,1) 4 (15,4)
O70:H20, 0187:H10, OND:H? * 3 (3,4)* 2 (5) 1(3,8)
025:H20, O103:H7 * 2 (3)* 1 (2,5) 1(3,8)
0125:H10, 0153:H49, 0153:H25 * 2 (3)* 2(5)
0187:H- 2 (3) 2(7,7)
0102:H51, 0125:H25, 0125:H4,
0147:H34, 0148:H25, O15:H86,
0166:H4, O17:H31, 025:H18, 1(1,5)* 1 (2,5)
020:H45, 066:H20, O73:H-,
0O81:H31 *
O70:H49, O71:H4, O25:H-, 1 (L5 13.8)

0149:H25, 065:H20, O166:H- *

* Los serotipos en dicho grupo presentan el mismo comportamiento de
namero de cepas identificadas y linea genética.

H-: Cepas inmdviles.
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Cuadro 5. Virulencia en serotipos de E. coli aisladas de pollitas de reemplazo de
acuerdo con la clasificaciéon de Johnson? tras la identificacion de seis genes de

virulencia 2
Cepas Cepas Cepas no
SEROTIPO identificadas | virulentas | virulentas
del serotipo
0166:H25 8 7 1
018:H49 5 4 1
020:H9 5 3 2
025:H4 4 3 1
020:H- 4 1 3
070:H20, 0187:H10, OND:H? * 3* 2 1
025:H20, 0125:H10, O153:H49, O153:H25, o 2
0187:H-*
0103:H7 2 2
0102:H51, O125:H4
0147:H34, O15:H6, O17:H31, 025:H18, 1* 1
020:0145H45, O73:H-, O71:H4 *
0125:H25, 0148:H25, 0166:H4, O66:H20,
081:H31, O70:H49, O25:H-, 0149:H25, 1* 1
065:H20, 0166:H- *

TOTAL 44 22

1.Johnson TJ, Wannemuehler Y, Doetkott C, Johnson SJ. Identification of Minimal
Predictors of Avian Pathogenic Escherichia coli Virulence for Use as a Rapid Diagnostic
Tool. Journal of Clinical Microbiology. el 12 de diciembre de 2008;46(12):3987-396

2. Resultados de identificacion de genes de virulencia (iroN, iss, hlyF, iutA, ompT, tsh)
obtenidos de Tesina de Ruiz (76).

* Todos los serotipos presentan el mismo comportamiento; nimero de cepas identificadas
con el serotipo y virulencia.

H-: cepas inmoviles
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