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CARACTERIZACION DE CEPAS DE Escherichia coli ROJO CONGO
NEGATIVAS AISLADAS DE AVES CON COLIBACILOSIS

1. INTRODUCCION.

La colibacilosis aviar es una enfermedad infecciosa de las aves en Ia cual
Escherichia coli es el patdgeno primaric 0 secundario.

En pollos E. coli infecta ef torrente sanguineo, via tracto respiratorio,
causando septicemia, mientras que en los mamiferos, tales como los humanos,
ganado y cerdos, la E. coli infecta el tracto digestivo e induce diarrea. Las
infeccionas causadas por E. coli son la causa mas importante de morbilidad y
mortalidad en aves domésticas y, por lo tanto, es la responsable de grandes
pérdidas econdmicas en la industria aviar. "

Las dos razones fundamentales por las cuales la colibacilosis aviar no es
similar a la que ocurre en mamiferos son:

1. La baja susceptibilidad de las aves a la endotoxina de E. cofi; por ejemplo, la
dosis de 1 mg/Kg de peso para pollos de 5 semanas de edad provoca
s6lamente fiebre ligera, mientras que la dosis de 0.01 mg/Kg es letal para
becerros de la misma edad.

2. La menor incidencia de cepas productoras de enterotoxina; por lo que el
sindrome diarreico, un problema grave en humanos, cerdos y bovinos, es mas
bien raro en aves. '

Aungue se han implicado una variedad de factores de virulencia en la
promocion de la colonizacién de la mucosa e invasividad, incluyendo: expresion
de fimbrias tipo 1 y adherencia, la produccion de colicina V, la sintesis de
aerobacting, la resistencia a! suero y la captacién al rojo congo; el mecanismo
general por el cual las cepas patégenas de E. coli causan la colisepticemia y otras
enfermedades extraintestinales en especies aviares atin no ha sido explicado. '*'°

Para evaluar la capacidad enteroinvasiva de E. cofi, se han desarrollado
técnicas in vitro utilizando células Hela y Hep-2, asi como técnicas de biologia
molecular como hibridacion del DNA empleando secuencias de los genes
relacionados con la invasion y la reaccidn en ¢adena de la polimerasa. No
obstante, la prueba de referencia para la determinacién de la enteroinvasividad de



cepas de E. coli y Shigella spp de origen humano continua siendo la prueba
desarrollada por Sereny en 1955, %'

Lo laborioso de estas pruebas (Sereny, cultivo celular), ha conducido al
estudio de caracteres fenotipicos propios de la cepas que permitan seleccionarlas
con facilidad. Berkhoff y Vinal en un estudio con el medio rojo congo para
determinar la invasividad de E. cofi, encontraron que las cepas aviares virulentas
podian ser identificadas por su capacidad para unirse al colorante rojo congo
presente en el medio. °

En la actualidad existen diversos métodos de tipificacion epizootiolégica de
E. coli; estos incluyen, ademas de la serotipificacién, fa antibiotipificacién, la
biotipificacién y la resistotipificacion. Cada uno de estos métodos presenta
diferentes ventajas y desventajas. °

El propésito del presente estudio es determinar los biotipos, resistotipos y
los patrones de resistencia mas comunes de cepas de E. coli rojo congo negativa
de origen aviar, ademas de corroborar si existe alguna relacion entre las cepas
rojo congo negativas y su virulencia mediante la prueba de Sereny.

1.1. COLIBACILOSIS AVIAR.

La colibacilosis en aves de corral se presenta en cuatro formas:

i. La infeccién del saco vitelino, que resulta de la contaminacion del husvo. EI
cascarén se contamina al momento de postura a su paso por la cloaca de las
gallinas.

2 La colibacilosis enterotoxica, es poco frecuente en las aves y es provocada por
cepas capaces de producir una enterotdxina que aumenta la pérdida de
liquidos en el lumen intestinal, sin que necesariamente ocurra invasiéon al
organismo, actuando la mayoria de la veces sélo a nivel de epitelio intestinal.

3. La aerosaculilis es una enfermedad respiratoria de las aves de corral. En
general, ta aerosaculitis por E. coli se cree que es una infeccién secundaria.
Sin embargo, se han documentado brotes de aerosaculitis causados por E. coli
actuando como patdgeno primario.

4. La colibacilosis sistémica que se presenta por la entrada al organismo de
ciertas cepas invasivas. *'



La aerosaculitis y la septicemia por E. cofi puede ocurrir en las aves a
cualquier edad durante su periodo de crecimiento, pero es mas comun entre la 5a
y 7a semana de edad. 3" *®

La colisspticemia frecuentemente comienza como una infeccion del aparato
respiratorio superior, después de la exposicion a aerosoles, seguida por
infiltracién al sistema vascular sanguineo y una fase invasiva caracterizada por
lesiones en los érganos intemos. * * ™ La necropsia de aves muertas revela las
siguientes lesiones :

a) Peritonitis; denotada por la presencia de un depdsito amarillo viscoso en la
superficie de los intestinos, 6rganos abdominales y sacos aéreos.

b} Pericarditis; manifastada por un crecimiento amarillo fibrincso del tejido que
rodea al corazon.

¢) Perihepatitis; hay dilatacién del higade que a menudo asume un color verde y
esta cubierto de un exudado fibrinoso.

d) Congestion de los vasos sanguineos de los sistemas respiratorio y digestivo.

@) La presencia de un fluido espumoso en los pulmones, que adquiere un color
rojo oscuro a violaceo. > '®

Las investigaciones epizootioldgicas detalladas referentes al origen y curso
de brotes de colisepticemia, generalmente revelan un complejo de factores que
comprenden una interrelacion entre causas ambientales y relacionadas con otras
enfermedades.

Los factores ambientales principales que provocan ia colisepticemia son:

A)Tensién térmica, que comprende enfriamiento y fluctuacién marcada en la
temperatura diurna.

B) Humedad ambiante sumamente baja (lechos muy secos).

C)Stress o estados de tensién. En pollos de engorde infectados via oral, la
tension o stress resultd en bacteremia y mortalidad elevada.

D) Altos niveles de polvo atmosférico.

E) Contaminacién del suministro de agua de beber y de ios bebederos con
Escherichia coli patégena.

F) La presencia de amoniaco en niveles superiores a 50 ppm.

G)Los niveles de exposicién y duracion a los agentes infecciosos. 2!

Las enfermedades gue predisponsr: hacia la aparicién de colisepticemia
comprenden:

A) Micoplasmosis (Mycoplasma gallisepticurm).
B) Virus de la enfermedad de Newcastie:




C)Virus de la enfermedad de ia bolsa de fabricio.

Dj}Virus de la bronquitis infecciosa (IBV). La bronquitis infecciosa es una de las
enfermedades infecciosas respiratorias mas severas y contagiosas de los
pollos y es causada por el virus de la bronquitis infecciosa (IBV), el cual es del
género Coronavirus.

E) Hepatitis por cuerpos de inclusién (Adenovirus aviar),

F)Reaccion adversa a vacunas de virus activo modificado, ' ** %

1.2. ETIOLOGIA.

Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, tribu
Escherichiae, género Escherichia, especie Escherichia coli. Es un bacilo Gram
negativo, anaerobio facultativo, capsulado, no esporulado, mévil (posee flagelos
peritricos) o no, catalasa positivo, citocromo coxidasa negativo, reduce los nitratos
a nitritos, licua la gelatina, indol positivo, rojo de metilo positivo, Voges Proskauer
negativo, citrato negativo y ureasa negativo; acidifica y produce gas a partir de
glucosa, maltosa, manitol, tactosa, xilosa, ramnosa y arabinosa. ™

E. coli se desarrofla mejor a 35°C; después de 24 horas de incubacién, en
agar MacConkey sus colonias son lisas, mucoides, convexas, circulares, de 2-3
mm de diametro, brillantes y de color rosa a rojo debido a fa fermentacion de la
lactosa. "* "7

La identificacién de las diferentes cepas de E. coli se hace en base a la
serotipificacidn de tres antigenos (sistema de Kauffman, 1944); el antigeno “QO"
gue se encuentra en la membrana celular, el “K” o capsular y el “H" o flagelar.
Hasta ahora se conocen 171 antigenos 0, 103 antigenos K y 56 antigenos H. La
serotipificacién O:H generalmente es la mdas adecuada para estudios
epizootioldgicos.

Las cepas patégenas de E. coli han sido aisladas de humanos, animales y
aves. De acuerdo a su mecanismo de patogenicidad, se han clasificado en cinco
grupos:

1. E. coli enterotoxigénica (ETEC).

2. E. coli enterohemorragica (EHEC).
3. E. coli enterginvasiva (EIEC).

4. E. coli enteropatdgena (EPEC).

5. E. coli enteroagregativa (EAggEC).

4,19, 24



1. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).

La ETEC es una causa comun de deshidratacién diarreica en nifios de
paises en desarrollo y de la “diarrea del viajero” en adultos de paises
industrializados  que viajan a paises en desarrollo. Agua y alimentos
contaminados han sido considerados los vehiculos transmiscres en la mayoria de
los brotes que han afectado tanto a nifios como adultos. Se cree que la razén de
que las ETEC causen diarrea principalmente en paises poco desarrollados es que
estas bacterias, al igual que Vibro cholerae, para llegar a desencadenar la
deshidratacién deben ser ingeridas en dosis elevadas, de 10° a 10%
Naturalmente, para que estas dosis se alcancen, las condiciones higiénico-
sanitarias tienen que ser muy deficientes.

Las ETEC pueden sintetizar enterctoxinas termolabiles (LT-1 y LT-II} y
enterotoxinas termoestables (STa y STb). Las enterotoxinas termolébiles son
proteinas de elevado peso molecular (85000 a 87000 Da), constituidas por una
subunidad A y cinco subunidades B, mientras que las termoestables son
pequeiios polipéptidos de 1900 a 5000 Da. Las enterotoxinas actian
incrementando la concentracion de adenosin 6 guanosin monofosfato ciclico en
los enterocitos, lo que provaca una fuerte salida de agua y electrolitos al lumen
intestinal. Pero para que una ETEC pueda causar diarrea, ademas de sintetizar
enterotoxinas debe poseer un factor de colonizacion que le permita adherirse y
colonizar el epitelio del intestino delgado, evitando con ello la accidn de lavado
mecanico ejercido por el peristaltismo intestinal. La adherencia de las ETEC es
debida a la presencia de filamentos proteicos que se proyectan a lo largo de toda
la supericie de las bacterias. Dichos filamentos consisten en estructuras
fimbriales rigidas o fibritares flexibles constituidas por unas 1000 subunidades
estructurales repetitivas, y unas pocas subunidades funcionales, entre las que se
encuentran las responsables de la adhesion. Tanto las enterotoxinas como los
factores de colonizacién de las ETEC se encuentran codificados en genes
plasmidicos. Las ETEC de origen humano y animal producen enterotoxinas
similares, pero presentan diferentes factores de colonizacién que son los
responsables de la especificidad de huésped existente, es decir, que las ETEC de
origen animal no pueden causar infecciones en seres humanos y viceversa. Asi,
las de origen humano expresan los factores de colonizacion CFA/I, CFA/Il, CFA/II
y CFA/IV. Ademas, las ETEC de origen humano y animal pertenecen a serotipos
OKH totalmente diferentes. La mayoria de las cepas de ETEC aisladas en
Europa pertenacen al serotipo 0153:K-:H45 y presentan un plasmido de elevado
peso molecular (82 a 87 Mda), que es portador de la informacién para la
expresién del factor de colonizacion CFAf y la sintesis de la enterotoxina STa.
Las cepas de este serotipo se han aislado también frecuentemente en
Hispanoamérica, pero son raros en ofras regiones geograficas del mundo.
También se han aislado con relativa frecuencia ETEC de Ios serotipos
06:K15:H16 y 027:K-H7. *'®



2. Escherichia coli enterohemorragica (EHEC).

Las E. coli productoras de verotoxinas han recibido diferentes
denominaciones en la bibliografia: E coli verotoxigénicas (VTEC), E. cofi
enterochemorragicas (EHEC) y E. cofi productoras de toxinas semejantes a shiga
(SLTEC).

Las verotoxinas son potentes citotoxinas que destruyen las células de la
linea continua Vere (células de rifdn de mono verde africano) cultivadas in vitro.
Existen dos tipos de verotoxinas, VT1 (6 SLT-l) y VT2 (6 SLT-ll) y diversas
variantes de VT2, tales como la VT2vha y la VT2vhb. La gran mayoria de las
cepas humanas producen VT1 y VT2. Las secuencias nucleotidica y aminoacidica
del gen VT1 son practicamente idénticas a las de la toxina shiga producida por
Shigella dysenteriae tipo 1. No es de extrafar, por tanto, que la actividad bioldgica
de VT1 sea neutralizada por un antisuero contra la toxina shiga. La VT2 y sus
variantes, aunque estan estructural, genética y funcionalmente relacionadas con
la VT1 sélo presentan una homologia de secuencias en sus genes del 55-60%
con el gen VT1. Si bien la VT2 y sus variantes también son consideradas “shiga
like toxins®, sus actividades biolégicas no son neutralizadas con un antisuero
contra la toxina shiga. Las verotoxinas estan constituidas por una subunidad
enzimatica A (de aproximadamente 33000 Da) y cinco subunidades B (de
aproximadamente 7500 Da) que fijan la toxina a receptores celulares compuestos
por glicolipidos {receptores Gb3 & Gb4). Estas toxinas inhiben la sintesis proteica
al inactivar cataliticamente la subunidad ribosomal 60S. Las verotoxinas son
liberadas en el intestino y, tras ser absorbidas, pasan a |la sangre causando
lesiones en el endotelio vascular. Inducen una coagulacién intra-vascular local y
una acumulacidn de fibrina en el sistema nervioso central, en el tubo digestivo y
en los riflones. Todo esto puede conducir a un dafio intestinal, renal, cerebral 6
multisistémico. Las EHEC pueden provocar en los seres humanos colitis
hemorragica, el sindrome urémico hemolitico {SUH}, purpura trombocitopénica
trombotica (PTT), diarrea no sanguinolenta e incluso infecciones asintomaticas.
La presentacion clinica mas comun es la colitis hemorrdgica, caracterizada por un
cuadro severo de dolor abdominal y diarea sanguinofenta.

Las EHEC, ademas de producr verotoxinas, presentan factores de
virulencia adicionales que incrementan su poder patdégeno. Asi, las EHEC se
unen al epitelio del intestino grueso a través de unas fimbrias plasmidicas
codificadas en el gen CDV419 y postenormente barren las microvellosidades
intestinales por la accion de unas proteinas presentes en su membrana externa
que estan controfadas por el gen cromosdmico EAE.

Las EHEC causantes de infecciones en seres humanos pertenecen a un
amplisimo abanico de serotipos, habiéndose detectado la produccién de
verotoxinas en cepas pertenecientes a unos 50 serotipos “Q" diferentes. Sin
embargo, la E. coli 0157:H7 es el prototipe de EHEC. * '



3. Escherichia coli enteroagregativa (EAggEC).

La EAggEC se ha encontrado asociada con diarreas persistentes (de mas
de dos semanas de duracién) en numerosos paises. La EAggEC fue asi llamada
porque estas cepas se adhieren a las células Hep-2 6 Hela en un patrén
agragativo (alineadas en filas paralelas). La EAgQEC produce una toxina
semejante a la ST la cual incrementa los niveles intracelulares de GMP ciclico y
una toxina LT de aproximadamente 120 KDa la cual se ha reportado que
incrementa el calcio intracelular, y un factor de colonizacién fimbrial denominado
A.AF" 4,13 18

4. Escherichia colf enteropatdgena (EPEC).

El término E. coli enteropatdégena es cominmente usado para describir a
ciertos serotipos de E. cofi que han sido epidemioldgicamente implicadas en
enfermedades diarreicas. Estas £. coli son una importante causa de diarrea en
nifios de paises en desarrollo y aun causan casos esporadicos y brotes
ocasionales de enteritis infantil en paises industrializados. EPEC no tiene factores
de virulencia identificados tales como la capacidad de producir enterotoxinas
termoestables ¢ termoldbiles 6 verotoxinas 6 de invadir la mucosa gastrica; sin
embargo, poseen adhesinas (factor de adherencia EAF) que colonizan el intestino
delgado y que se hallan implicadas en la patogénesis. Las EPEC son
generalmente identificadas por serotipificacién. Los serogrupos mas comunes son
0:55, 0:86, 0:111, 0:114, 0:125, 0:126, 0:127, 0:128y 0:142. * ™

Las cepas que causan la colibacilosis aviar son las enteroinvasivas. La
identificacién de cepas de EIEC pueds hacerse a través de:

1. Invasion a lineas o cultivos celulares.

2. Prueba de Sereny.

3. Prueba de |etalidad en embriones de pollo.

4. Hibridacion con sondas de DNA derivadas del plasmido de virulencia,
5. Prueba de Elisa indirecta para antigenos de superficie virulentos.

6. Serotipificacién y propiedades bioquimicas de colonias sospechosas.
7. PCR (reacci6n en cadena de ia polimerasa).

8. Captacién del colorante rojo congo.

Para evaluar la capacidad enteroinvasiva de E. coli se han desarroliado
técnicas “in vitro” utilizando células Hela y Hep-2, asi como técnicas de
hibridacidn del DNA tanto cromosdmico como plasmidico, empleando secuencias
de los genes relacionados con la invasién. No obstante, la prueba de referencia
para la determinacion de la entercinvasividad de E. cofi y Shigefla spp., continua



siendo la prueba desarrollada por Sereny en 1955 que estudia Ia ca acidad de
las cepas de producir una queratoconjuntivitis en el ojo del cobayo. ™%

El fundamento genético de la prueba de Sereny se encuentra en la
presencia de un gran pldsmido de 140 mega-dalton (Mda) el cual es requerido
para la invasividad. " También se ha demostrado que este pldsmido contiene
genes los cuales son esenciales para la unién al rojo congo. 22

La busqueda de marcadores de virulencia facilmente identificables a
conducido a la utilizacién de la prueba de captacién del rojo congo. Las cepas
virulentas son capaces de captar el colorante rojo conge del medio sélido
produciendc colonias rojas (fenotipo Pcr+), mientras que tas cepas no virulentas
presentan colonias blancas (fenotipo Pcr-). Berkholf y Vinal en un estudio con el
medio rojo congo para determinar la invasividad de E. coli, encontraron que la
caracteristica de enlazarse al rojo congo constituia un marcador fenotipico
moderadamente estable, reproducible y facilmente distinguible. Concluyeron que
las cepas AVEC podian ser identificadas por su capacidad para enlazarse al
colorante rojo congo y que fa pérdida de la capacidad de umén al rojo congo es
paralela a la pérdida de la virulencia para pollos y ratones. *

Los microorganismos que pueden unirse al colorante rojo congo, ademas
de E. coli enteroinvasiva, son:

A) Shigella spp..

B) Vibrio cholerae.

C) Aeromonas salmonicida.
D) Yersinia enterocolifica.
E) Y. pestis, ¥

F) Y. pseudotuberculosis. >

1.3 PATOGENIA Y EPIZOOTIOLOGIA.

F. coli estd presente en el intestino de las aves y mamiferos,
disemindndose ampliamente en las heces. Las aves estdn continuamente
expuestas a E. coli a través de las heces, agua, polvo y el medio ambiente.
Cuando se disminuye la resistencia del ave a enfermedades, las cepas patégenas
u oportunistas pueden infectarla. El posible origen de una infeccion latente es la
retencion de E. coli en lugares como el intestino, fosas nasales, los sacos aéreos
o el tracto reproductor. ' *°



Las cepas de E. coli aviares virulentas (A\ﬁﬂzson las EIEC y pertenecen

principalmente a los serogrupos 0:1, 0:2y 0:78. ©

Tanto las especies de Shigella como las cepas de E. coli invasivas poseen
un plasmido de 140 MDa, el cual codifica propiedades esenciales para la
penetracidén bacteriana a las células epiteliales del huésped. Este plasmido,
correspondiente a 230 pares de Kilobases, codifica funciones que incluyen:

1. La capacidad de invadir las células epiteliales.
2. Induccién de la endocitosis, asi como ¢! escape de las vacuolas fagociticas.

3. La capacidad de multiplicarse intracelularmente.
4. La capacidad de diseminar la infeccion a células adyacentes. > **

Este plasmido de virulencia muestra puntos de corte para varias
endonucleasas de restriccién, diferentes a los observados en los plasmidos de
virulencia de las distintas cepas de Shigelfa. Por el contrario, cuando se utilizan
técnicas de hibridacion, se observa que el DNA de ambos plasmidos poseen
amplias zonas de homologia. Esta homologia indica que probablemente hayan
derivado de una molécula comin y que su evolucidn a conducido a
modificaciones limitadas que afectan las pautas de restriccién, aunque se ha
conservado la homologia global. Tras lograr la expresién de los plasmidos de
virulencia de las EIEC en sistemas de minicélulas, se ha llegado a la conclusion
de que codifican proteinas de la membrana externa que les permite interactuar
con los receptores de las células intestinales.

Posteriormente, se ha demostrado que los genes ipa B, C, D y A
localizados en el pldsmido de viruiencia, juegan un papel muy importante en el
proceso de invasividad de estas cepas, aunque su funcién exacta no esta clara.
Probablemente la ejercen a través de la codificacién de las proteinas de
membrana externa (OMP). La pérdida del plasmido o la delecién en estos genes,
suprime la invasividad y, por tanto, las transforma en no virulentas. M

Otros factores de virulencia asociados con las cepas aviares patogenas de
E. coli, incluyen;

. La produccién de colicinas (Cot V).

. Fimbrias tipo 1 o pilis semejantes a fimbrias tipo
_ Produccion del sideréforo aerobactina. 7

. Autoaglutinacion en medio &cido.

_ La resistencia a antibiéticos. = ®

. La resistencia a la accion litica del complemento del huéspe
. Polisacarido capsular tipo K1 2

. Presencia del antigeno somético *0”.

1. 08.%
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1.4. DIAGNOSTICO.

El diagnéstico de la colibacilosis se basa en el aisiamiento y tipificacion del
microorganismo. El establecimiento y aplicacién de los diferentes sistemas de
tipificacion o caracterizacién tienen por objeto la identificacion especifica de
cepas tipo o grupos bacterianos con el fin de conocer la refacion clinica y
epizootiologica que existe entre ellos, ésto es importante para determinar
aspectos de la distribucién y foco de infeccién. *°

En algunos casos la sola identificacién de especies y antibiograma, son
suficientes para establecer o confirmar la relacién epizootiologica entre diferentes
aislamientos, sin embargo, se ha ido incrementando la necesidad de una
detallada tipificacién ante el repetido aislamiento de patdgenos con idénticos
marcadores a partir de una parvada.

En la actualidad existen diversos métodos de tipificacion epizootiologica de
E. cofi, éstos incluyen:

1. Andlisis de perfiles de plasmidos.

2. Tipificacién seroldgica.

3. Perfiles de resistencia a antibidticos (antibiograma). ®

4. Resistotipificacion (resistograma). 2

5. Perfiles bioquimicos (biotipificacion). 7

6. Perfiles de proteinas de membrana externa.

7. Tipificacién de colicinas y hemagiutininas.

8. Andlisis de DNA genémico digerido con endonucleasas de restriccion. *

Cada uno de estos métodos de tipificacién presenta diferentes ventajas y
desventajas. Gargan y cols., han recomendado combinar |a biotipificacién y otro
esquema de tipificacién para poder obtener un esquema confiable. *

Serotipificacion. La tipificacion rutinaria de E. coli con frecuencia involucra
el uso de la serologia y mas recientemente el andlisis de plasmidos. Sin embargo,
el uso de antisueros “O" para el serotipo, presenta algunos detalles, porque no
sélo hay muchas cepas autoaglutinables 6 no tipificables sino que también un
serogrupo “O° particular puede incluir muchas cepas diferentes. Aln en un
Jaboratorio con un rango completo de antisueros “0”, muchas cepas pueden ser
no tipificables y la caracterizacion precisa de las cepas debe incluir la
identificacién de los antigenos "H" y “K'. Mas recientemente incluidas en el
asquema antigénico para E. coli estan las proteinas MRE de antigenos fimbriales
F. La serotipificacion completa O:K:H:F obviamente proporciona excelente
discriminacion de cepas, pero el gasto y tiempo requeridos para su realizacion
efectivamente restringe su uso. Por consiguiente, en pequefos laboratorios se




requiere de técnicas alternativas las cuales proporcionen una identificacion
precisa, economica y rapida de cepas individuales para estudios sobre la ecologia
4 epidemiologia de E. coli.

El procedimiento de bictipificacion de E. coli estudia sus patrones de
fermentacion de azdcares tales como xilosa, salicina, ribosa, adonitol, galactosa,
arabinosa, inositol, dulcitol, rafinosa y trehalosa. ®’

La tipificacién por antibiograma estd basada en la determinacion de
patrones de susceptibilidad o resistencia de un cierto organismo frente a un panel
de antibidticos.

La tipificacion mediante patrones de resistencia a antimicrobianos de las
cepas de E. coli se evalta usando el método estandar de Kirby Bauer. En este
método, se utilizan 32 discos antimicrobianos colocados en placas de agar
Mueller Hinton estriados con cultivos de E. coli. Después de incubar toda la noche
a 37°, se mide el diametro de cada zona (incluyendo el didmetro del disco) y se
interpreta de acuerdo a cartas de referencia del tamafo de zona con cepas
control estandar de Brown y Blower y Bauer y cols. >* %%

La resistotipificacién es un método basado en la toxicidad selectiva de un
grupo cuidadosamente seleccionado de quimicos usados a concentraciones
criticas.

En este método, propuesto por Guillespie, conocido como inclusién en
agar, los compuestos quimicos son adicionados al agar (Agar Soya Tripticaseina)
antes de que este solidifique, de tal modo que se obtiene un medio sdlido a las
concentraciones recomendadas. La lectura de los resultados en este método se
realiza después de 18 h de incubacién mediante la observacién de crecimiento o
no en la superficie del agar y la interpretacion es resistente ¢ susceptible
respectivamente, permitiendo la clasificacién correcta de las cepas. Las
sustancias quimicas (colorantes y metales pesados) empleados por Crichton en la
discriminacién de tipos son; la acriflavina (0.09%), arseniato de sodio (0.75%),
nitrato fenil mercurico (0.0006%), sulfato cuprico (0.70%), verde de malaquita
(0.003%), acido borico (3%) y 4 - cloro - resorcinol {0.70%). > ™ ** Tales quimicos
son comunmente empleados como sanitizantes & promotores de crecimiento.

La aparente confiabilidad de las diferentes pruebas para identificar las
cepas de E coli segun David y cols. fue como sigue: analisis del perfil de
plasmidos 65%, tipificacién por antibiograma 90%, resistograma 45% vy
biotipificacidn 25%. Por lo anterior, se recomienda la combinacidon de dos



diferentes pruebas tomadas juntas, tales como el andlisis del perfil de pldsmidos y
antibiograma (100% de confiabilidad), o el analisis del perfil de plasmidos y el
resistograma (100% de confiabilidad) o el analisis del perfil de plasmidos y la
biotipificacion (100% de confiabilidad), para proveer un sistema util y confiable
para diferenciar todas las cepas.

1.5. TRATAMIENTO.

El tratamiento apropiado para un brote temprano de colisepticemia es
administrar un antibidtico efeclivo o agente quimioterapéutico en el agua de
beber.

Es esencial que se inicie la medicacién en una fase temprana del
desorden. El avicultor deberia advertir la presencia del trastorno por la aparicion
de indicios obvios de depresién en la parvada, conjuntamente con un aumento en
el régimen de mortalidad.

Los farmacos que se usan con €xito en el tratamiento de 1a colisepticemia
s0n:

. A) La nitrofurazona.
B) Compuestos de penicilina sintética.
C) La danofloxacina.

La danofloxacina ha demostrado considerable potencia in vitro contra
E. coli (MIC=0.25ug/ml). La danofioxacina es una fluoroquinolona que inhibe la
accion de las enzimas esenciales del DNA y tiene la ventaja de actuar también
contra Pasteurefla multocida, un patogeno también importante de las aves.

Cloud y cols. Encontraron que la mayoria de las cepas de E. coli aisladas
en sus ensayos, eran altamente sensibles al cloranfenicol, gentamicina, acido
nalidixico y ormetoprina-sulfadimetoxina.

La eleccion del medicamento serd limitada por la sensibilidad del
organismo, disponibilidad y costo del farmaco y ordenanzas en cuanto a su
empleo y reliro en las parvadas de pollos de asar. Aparte de la terapia con
farmacos se debera valorar el manejo de las parvadas afectadas y hacer los
cambios apropiados en el régimen de ventilacidn, suministro de calefaccion y
ajuste en la altura de comederos y bebederos. * 1% %+
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1.6. PREVENCION Y CONTROL.

Para prevenir la mertalidad temprana en poliitos se recomienda seguir las
siguientes medidas:

1. Los huevos incubados deben proceder de parvadas que se cree estén
libres de colibacilosis.

2. Se deben tomar las medidas adecuadas para disminuir la contaminacion
de los huevos reciéntemente puestos. Se deben fumigar los huevos a nivel de
granja antes de su almacenamiento y consérvarlos bajo condiciones ideales. Se
deben practicar procadimientos escrupulosos de sanidad y fumigacion en la
planta incubadora.

3. Se debe llevar un programa sanitario estricto en la produccion avicola.

4. Se deben reducir tanto como sea posible todas las enfermedades y otras
tensiones en las parvadas.

5. Se debe controlar el polvo. Se recomienda usar sistemas
humedecedores para prevenir contra la deshidratacion de membranas mucosas
de) tracto respiratorio, asi como para precipitar particulas de pelvo suspendidas
en la atmésfera.

6. Es esencial, para reducir las pérdidas, fa activacion periodica de
extractores, u otros métodos de mejorar fa ventilacién para reducir el nivel de
amoniaco atmosférico en el nivel de la cama.

7. Se debe proporcionar alimento libre de contaminacién fecal. Los
alimentos empastillados son los mas factibles de estar libres de contaminaciones.

8. Se debe monilorear constantemente la presencia de E. coli en el
suministro de agua. Es esencial que se agregue cloro en el agua contaminada
para obtener un nivel de cloro disponible de 1 ppm en el punto de consumo. Se
limpiardn y desinfectardn frecuentemente los recipientes destinados como
bebederos de agua.

9. Usar programas apropiados de vacunacién contra desdrdenes
respiratorios virales enzéticos, tales como Newcastle, bronquitis infecciosa aviar,
coriza y viruela aviar. '* %%



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En general, las infecciones por E. coli en aves se cree que son infecciones
secundarias; sin embargo, han sido reportados brotes de colibacilosis en los
cuales el agente etioldgico primario es E. cofi. La epizootiologia y la patogénesis
de ias infecciones por E. cofi ain no ha sido bien comprendida, debido a la
dificultad para diferenciar las cepas de E. coli aviares virulentas de los invasores
secundarios relativamente no virulentos.

La prueba de captacién del colorante rojo congo se utiliza comunmente
para diferenciar las cepas de E. cofi aviares virulentas de las cepas de E. coli no
virulentas. Las cepas virulentas tienen la capacidad de unirse al rojo congo,
presentando colonias rojas, mientras que las cepas no virulentas presentan
colonias claras, translicidas. Este trabajo tiene la finalidad de llevar a cabo la
caracterizacion de cepas aviares de E. coli rojo congo negativas, realizando las
siguientes pruebas:

1. Antibiotipificacion.
2. Biotipificacién.

3. Resistotipificacion.
4. Prueba de Sereny.



3. OBJETIVOS. |

3.1. OBJETIVO GENERAL.

Llevar a cabo la caracterizacién de cepas de E. cofi rojo congo negativas
de ortgen aviar.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

A) Demostrar la capacidad invasiva de E. coli y Shigella flexneri por la
prueba de Sereny.

B) Realizar una comparacién de los resultados obtenidos entre las pruebas
para evaluar la virulencia de E. coli rojo congo negativa (Sereny y rojo congo).

C) Determinar el antibiotipo, biotipo y resistotipo de cepas de E. coli rojo
congo negativas.

D) Determinar si existe alguna relacidn entre los tipos de E. coli rojo congo
negativas y los tipos de E. coli rojo congo positivas.

E) Conservar a corto y largo plazo las cepas en estudio.



4. HIPOTESIS.

Debido a la gran cantidad de tipos existentes de Escherichia coli, la
caracterizacién de cepas aviares de E. coli rojo congo negativas puede resuitar en
un amplio nimero de diferentes biotipos, antibiotipos y resistotipos.
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5. MATERIAL Y METODO.

5.1. MATERIAL BIOLOGICO.

CEPAS:
Se trabajaron 85 cepas de Escherichia coli rojo congo negativas de origen aviar.
CEPAS EMPLEADAS COMO CONTROLES.

Cepa de Shigefia flexneri 2b. Sereny positivo y rojo congo positivo. Proporcionada
por la M en C Patricia Cauich proveniente de la ENCB (IPN).

Cepa de E. coli E11 entercinvasiva. Sereny positivo y rojo congo positivo.
Proporcionada por et Dr. Jorge Girén proveniente de San Antonio, Texas.

Cepa de E. coli 1124. Sereny positivo y rojo congo positivo. Proporcionada por el
Dr. Héctor Zepeda. Laboratorio de Microbiologia Veterinaria (ENCB).

Cepa de Escherichia coli ATCC 25922. Proporcionada por la QBP Graciela Castro
Escarpulli. Laboratorio de Bacteriologia Médica, ENCB (IPN).

Cepa de Escherichia coli K12. Sereny negativa y rojo congo negativa.
Proporcionada por la QBP Graciela Castro Escarpulii. ENCB (IPN).

5. 2. METODOLOGIA.

Se llevoé a cabo la recuperacién de 85 cepas de E. coli rojo congo
negativas, aisladas de muestras de 6rganos de pollos con signos de colibacilosis
y conservadas a -70° en congelador Revco. Para recuperartas, se sembré cada
una de las cepas en caldo soya tripticaseina (TSB) y se incubaron a 37° durante
24 horas. Posteriormente se sembré cada cefa en agar soya tripticaseina (TSA) y
agar MacConkey para confirmar su pureza. '* "’ Una vez demostrada la pureza de
las cepas se sembré cada una de ellas en agar rojo congo, para comprobar que
las cepas realmente correspondian a cepas de E. coli rojo congo negativas. Las
cepas identificadas como E. cofi rojo congo negativa (Foto No. 1) se trabajaron
mediante el siguiente esquema general (figura No. 1).
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FOTO No. 1. PRUEBA DE CAPTACION DEL ROJO CONGO
(Permiso de reproduccion: QBP Graciela Castro Escarpulli, Laboratorio
de Bacteriologia Médica, ENCB, IPN)



FIGURA No. 1.
ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

RECUPERAR

CEPAS ROJO CONGO (-)
CONGELADAS A -70°C

INCUBAR
24 h37°C

» VERIFICAR
PUREZA

MacCONKEY

PRUEBA
DE SERENY

ANTIBIOTIPOS
BIOTIPOS
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5.2.1. ANTIBIOTIPO: METODO DE DIFUSION EN DISCO
(KIRBY - BAUER) 3,6,21,25

. Se tomé una colonia bien aislada de un cultivo de 24 horas en placas con

medio TSA y se inocul6 dentro de un tubo con 3 ml de caldo Mueller Hinton.

. Se dej6 incubando a 37 °C durante 2 a 3 horas.
. Se ajustd el crecimiento a la turbidez del 0.5 de Mac Farland.
. Con la ayuda de un hisopo estéril se sembré en forma masiva en placas con

agar Muelter Hinton.

. Se colocaron los discos con los antibidticos de prueba (Tabla No. 1).
. Se incubd a 37°C durante 18 a 24 horas. Posteriormente se hizé la lectura de

los halos de inhibicién (Figura No. 2}.

. Como cepa estandar se empled una Escherichia coli ATCC 25922

5.2.2. BIOTIPIFICACION > 7%

. Se sembré cada una de las cepas en estudio en agar MacConkey y se dejd

incubar a 37 °C durante 18 a 24 horas.

. Se tomd una asada de las cepas anteriores y se inoculd, segun el criterio de

Crichton, en una serie de tubos con caldo base rojo de fenol adicionado con el
1% de los azlcares de prueba (Tabla No. 2), asi como de la omitina en base
de MIO (Figura Na. 3).

. La prueba para fermentacidn se considera positiva si hay vire del indicader de

rojo a amarillo después de incubar a 37 °C durante 24 horas.

. Como cepa estandar se utilizd una Escherichia coli ATCC 25922.

5.2.3. RESISTOTIPICACION
(METODO DE INCLUSION EN AGAR) > %72

. De un cultivo de 18 horas de crecimiento en TSA, se tomd una colonia bien

aislada y se inoculd en tubos de ensaye con 3 ml de TSB.

. Se incub® de 2 a 4 horas a 37 °C.
. El crecimiento se ajusto a la turbidez del 0.5 de Mac Farland, y se depositaron

5 p! del cultivo en piacas con los diferentes quimicos de prueba (Tabla No. 3).

. Después de 24 horas de incubacion a 37 °C, se observé la presencia o no de

crecimiento en la superficie del medio de prueba {Figura No. 4).

. Como cepa estandar se utilizé una Escherichia coli ATCC 25922,
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FIGURA No. 2.
TIPIFICACION POR ANTIBIOGRAMA: SENSIBILIDAD
ANTIMICROBIANA 3 62" 25

e Eia

DESARROLLO DE ESTANDARIZACION DEL INOCULO
2-3hENMHA37°C AL 0.5 DE MAc FARLAND

F'y

3 P
2

COLOCAR SENSIDISCOS SIEMBRA MASIVA EN
AGAR MUELLER HINTON

INCUBAR 24h/37°C

A

LEER HALOS DE INHIBICION
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ANTIMICROBIANOS PROBADOS * & %

AMPICILINA 10 ug
CLORANFENICOL 30 ¢
GENTAMICINA 10 *
KANAMICINA 30 -

ACIDO NALIDIXICO 30 *

NEOMICINA 30 -
POLIMIXINA B 300U
ERITROMICINA 15 ng
ESTREPTOMICINA 10 °

TETRACICLINA 30 -
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FIGURA No. 3.
BIOTIPIFICACION 3 7- 28

ST

CULTIVO DE 24h EN
AGAR MacCONKEY

BASE CALDO ROJO BASE MIO
DE FENOL + AZUCARES

INCUBAR 24h/37°C

RESULTADO +: VIRE DEL INDICADOR
RESULTADO - : SIN VIRE DEL INDICADOR
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BIOTIPIFICACION DE E. coli DE ACUERDO AL CRITERIO
DE CRICHTON *° 7%
B!IOTIPO RAFINOSA SORBITOL ORNITINA DULCITOL
1. + + + +
2. + + + -
3 + + - +
4 + + - -
5 + . + +
6 + - + -
7 + - - +
8. + - - -
9 - + + +
10. - + + -
11. - + - +
12. - + - -
13. - - + +
14. - - + -
15. - - - +
16. - - - -

M



FIGURA No. 4.
RESISTOTIPIFICACION: METODO DE INCLUSION EN AGAR * 7

CULTIVO DE INOCULAR CEPAS ESTANDARIZACION

24h EN TSA ENTSB DEL INOCULO AL 0.5
DE MAc FARLAND
INOCULAR 5 pub EN EL AGAR
CON EL QUIMICO DE PRUEBA
INCUBAR 24h/37°C

REGISTRAR LA PRESENCIA
O NO DE CRECIMIENTO
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Lt TABLANGIS. ¢

RESISTOTIPO: QUIMICOS Y COLORANTES PROBADOS * !

ACRIFLAVINA 0.09 %
ARSENIATO DE SODIO 0.75%
NITRATO FENIL MERCURICO 0.003 %
SULFATO DE COBRE 070 %
VERDE DE MALAQUITA 0.0006 %
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5.2.4. PRUEBA DE SERENY (MODIFICACION DE FANTINATTI) >3

1. De un cultivo de 24 h. en placas con agar infusién cerebro corazén (BHI)
sembradas masivamente e incubadas a 37 °C, se cosechd todo el crecimiento.

2. El crecimiento se depositd en tubos de ensaye de 13 x 100 los cuales
contenian 1 ml de PBS (Solucién amortiguadora de fosfatos) pH 7.2

3. Se agitd hasta obtener una suspensidn homogénea (suspensién con
aproximadamente 5 x 10* Unidades Formadoras de Colonia por mi).

INOCULACION DEL MODELO EXPERIMENTAL

1. Se inocularon 25 ui de la suspension bacteriana en la conjuntiva del ojo
derecho del cobayo previamente identificado, marcado con el numero de cepa
de prueba.

2. Se examind diariamente el curso de la infeccién durante un periodo de 4 dias
(96 horas).

3. Como control positivo la misma prueba fue realizada con 25 p de un cultivo de
S flexnen 2b & E. cofi E11 conteniendo el mismo nimero de bacterias
aproximadamente. Como testigo negativo, se inocularon 25 pul de una
sus?enﬁism de cepas de E. coli K12 en el ojo izquierdo de otro cobayo albino
adulto. ™

Interpretacion. Las cepas Sereny positivas producen queratoconjuntivitis,
que se manifiesta dentro de las 96 horas después de la inoculacion,
observandose enrojecimiento e inflamacién de la zona parpebral y queratinizacién
de la conjuntiva del cobayo (Figura No. 5y Foto No. 2).
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FIGURA No. §
PRUEBA DE SERENY * %%

- B

CULTIVODE 24 h 1 ml DE PBS SUSPENSION
EN AGAR BHI CON 5x10° UFC

5

S. Flexneri 2b INOCULAR 25 L EN LA E. coli K12

E. coli E11 CONJUNTIVA DEL COBAYO TESTIGO
TESTIGO NEGATIVO
POSITIVO

g6h
SERENY
POSITIVO NEGATIVO

— T~

QUERATOCONJUNTIVITIS SIN LESION
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FOTO No 2. PRUEBA DE SERENY
{Permiso de reproduceién; M en C Patricia Cauich, ENCB)



METODOS DE CONSERVACION EMPLEADOS

A)  Conservacion a corto plazo: medic base agar sangre.
B) Conservacién a largoe plazo: congelacién a -70 °C.

A) Corto plazo.

. Se inoculd cada una de las cepas en tubos con medio inclinado de base de
agar sangre.

. Se incubd cada cepa durante 24 horas a 37 °C.

. Después de este periodo se sustituyd el tapén de algodén por uno de corcho o
plastico esteril.

. Se procedié a sellar los tubos usando papel parafilm. Este método de
conservacion se recomienda para un periodo de 3 meses.

B) Congelacion a -70 °C.

. Se tomd una asada gruesa del crecimiento en placas con TSA y se depositd en
criotubos con 1 ml de caldo de Tood Hewitt con glicerol al 40%.

. Se etiquetaron debidamente los crictubos.
. Se acomodaron los criotubos en cajas especiales disefiadas para éstos y se

introdujeron en el refrigerador Revco a una temperatura de -70 °C. Este método
de conservacion se recomienda para periodos de un afio en adelente. ?
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6. RESULTADOS.

Se trabajaron 85 cepas de Escherichia coli, de las cuales todas resultaron
rojo congo negativas.

Los resultados arrojados por el antibiograma (Tabla No. 4), indican que {a
mayoria de las cepas son resistentes a la eritromicina en un 96.4 %, a la
tetraciclina en un 81.7 %, al acido nalidixico en un 80.5 % y a la estreptomicina en
un 89.4 %. Por otro lado, las cepas resultaron sensibles a la polimixina B, la
neomicina y el cloranfenical (Gréfica No. 1).

Se encontré que de las 85 cepas frabajadas, 74.1 % (63 cepas) fueron
rafinosa positivas; 91.7 % (78 cepas) fueron sorbitol positivas; 76.4 % (65 cepas)
fueron ornitina posilivas y 89.4 % (76 cepas) dulcitol positivas. Encontrandose,
segun el esquema de Crichton , que los biotipos més comunes son el 1 (55.2 %),
el 11 (11.7 %), el 3{10.5 %), el 2 (7.0 %) y el 9 (7.0 %) (Tablas No. 5y No. 6).

En cuanto al resistotipo (Tabla No. 7), el 100 % de las cepas de E. coli
resuftaron sensibles al nitrato fenil mercdrico y al sulfato de cobre; y también
resultaron sensibles en gran proporcién a la acriflavina (97.6 %). Por otra parte se
encontrd que todas las cepas fueron resistentas al verde de malaquita {100 %).
Mientras que para el arseniato de sodio aproximadamente la mitad de las cepas
resultaron resistentes a este quimico (49.4 %) (Gréfica No. 2).

Todas las cepas de E. coli rojo congo negativa dieron un resultado negativo
a la prueba de Sereny. Del total de cepas sSlo el 4.7 % (4 cepas) fueron lactosa
negativo o tardio y el 9.4 % (8B capas) resultaron inméviles.

Los métodos de conservacion empleados a corto y largo plazo dieron

buenos resultados, ya que se obtuvo un desarroflo satisfactorio, después de la
recuperacién, en ambos métodos.
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RESISTENCIA ANTIMICROBIANA IN VITRO DE CEPAS DE E. coli
AISLADA DE POLLOS
ANTIBIOTICO POTENCIA % RESISTENCIA
DEL DISCO
AMPICILINA 10 mg 34.1
CLORANFENICOL 30 ¢ 18.8
GENTAMICINA 10 * 25.8
KANAMICINA 30 20.0
NEOMICINA 30" 14.1
POLIMIXINA B 300U 1.1
ERITROM CINA 15mg 96.4
TETRACICLINA 30 91.7
AC. NALIDIXICO 30 - 80.5
ESTREPTOMICINA 10 * 89.4
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FERMENTACION DE AZUCARES Y ACTIVIDAD DE ORNITINA
DESCARBOXILASA DE E. coli AISLADA DE POLLOS

SUSTRATO CEPAS POSITIVAS/TOTAL (%)

RAFINOSA 63/85 741 %
SCRBITOL 78/85 917 %
ORNITINA 65/85 764 %

DULCITOL 76/85 89.4 %
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BIOTIPOS DE E. coli AISLADA DE POLLOS SEGUN EL ESQUEMA

TOTAL

BIOTIPO

11

13

14

16

DE CRICHTON
No DE CEPAS/TOTAL (%)
47/85 55.3 %
10/85 11.8%
9/85 10.56%
6/85 7.0%
6/85 7.0%
3/85 35%
2/85 23 %
1185 1.2%
1/85 1.2%
85/85 99.9 %
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RESISTENCIA A METALES PESADOS Y COLORANTES DE
E. coli AISLADA DE POLLOS

QUIMICO CEPAS RESISTENTES/TOTAL (%)
NITRATO FENIL MERCURICO 0/85 0.0%
SULFATO DE COBRE 0/85 0.0%
ACRIFLAVINA 2/85 24%
ARSENIATO DE SODIO 42/85 49.4 %

VERDE DE MALAQUITA 85/85 100.0%
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7. DISCUSION DE RESULTADOS.

Se encontré un alto nivel de resistencia a los antibidticos probados;
muchas de las cepas aisladas exhiben resistencia a mas de dos antibidticos, pero
no se observan patrones de resistencia claros. Sin embargo, hubo una marcada
resistencia a la eritromicina, a la tetraciclina, al &cide nalidixico y a la
estreptomicina. Para estos antibitticos, la resistencia fue superior del 89%. Solo
la polimixina B, la neomicina y el cloranfenicol fueron los dnicos antibidticos a los
cuales la mayoria de las cepas de E. coli rojo congo negativa resultaron sensibles.

La resistencia mostrada ante el primer blogue de antibidticos, se debe, sin
duda aiguna a que han sido los antibiéticos mas cominmente empleados en la
avicultura, ademas, de que la eritromicina, al igual que todos los macrolidos, se
han utilizado preferentemente frente a bacterias Gram positivas, para los que
resulta mas eficaz este antimicrobiano, asi mismo el desarrollo de resistencia
frente a una tetraciclina, trae como consecuencia la resistencia a todas las
tetraciclinas, y, ademas, aunque la estreptomicina es raramente usada, la alta
incidencia de resistencia a este compuesto puede estar asociada con un plasmido
transferible y que también lleva resistencia contra tetraciclinas; * **° todo ésto en
conjunto ha provocado que las cepas vayan resultando mas resistentes a estos
antibiéticos y se hayan ido seleccionando. Estos datos concuerdan con los
reportes de Alian, Cloud y Aquino. **® Por otro lado, aunque en este trabajo se
encontré una menor resistencia a la polimixina B, la neomicina y el cloranfenicol,
Allan reporta sélo al cloranfenicol y a la ampicilina como antibiéticos a los cuales
E. coli es sensible;  Aquino reporta a la polimixina B, a! cloranfenicol y a la
cefalotina, aunque para cepas rojo congo positivas * y Premkumar reporta, que
todas las cepas en su estudio fueron sensibles a la polimixina B, al acido
nalidixico, a la gentamicina, a la cefaloridina y a la cefalexina. ¥ La neomicina, al
igual que la gentamicina, resulta eficaz frente a bacilos Gram negativos, por tanto,
la sensibilidad mostrada por las cepas ante ia neomicina no resulta un dato
incongruente en este trabajo.

Segun el esquema de biotipificacion propuesto por Crichton, se encontré
que los bictipos mas comunes de E. coli rojo congo negativa sonel 1, el 11y el 3.
Segun lo reporlado por Aquino, los biotipos mas comunes de E. coli rojo congo
positiva sonel 1, el 3, el 4y el 11.°

En cuanto al resistotipo se encontré que el 100% de las cepas fueron
sensibles al nitrato fenil mercurico y al sulfato de cobre y mas del 97% sensibles a
la acriflavina. Sélo casi la mitad (49.4%) resultd resistente at arseniato de sodio y
todas, el 100% resultaron resistentes al verde de malaquita. El hecho de
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encontrar todas las cepas sensibles al nitrato fenil mercurico se debe, con toda
seguridad a la accién del mercurio. Los metales pesados actuan desnaturalizando
las enzimas celulares por supresién de grupos sulfhidrilo libres. Hay muchas
enzimas en los microorganismos, cuyas cadenas laterales terminan en grupos
sulfhidrilo y no pueden funcionar, a menos que estos grupos suifhidrilo (-SH)
permanezcan libres y no reducidos. Entre los metales pesados mas activos,
ademas del mercurio y la plata, se encuentra también el cobre, lo que explica que
las cepas de E. coli hayan resultado sensibles al sulfato de cobre. La acriflavina
también se ha usado como desinfectante y casi todas las cepas resultaron
sensibles a este colorante. La resistencia encontrada al arseniato de sodio
posiblemente se deba a la presencia de este compuesto como contaminante del
ambiente. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Aquino, aunque ella
reporta un 80% de resistencia al arseniato de sodio, sin embargo lo reporta para
cepas rojo congo positivas. 3 Por otro lado, Premkumar reporta datos diferentes,
encontrando una resistencia del 100% ai nitrato fenil mercdrico y del 95% al
sulfato de cobre, explicando que probablemente se deba a que estos quimicos
son frecuentemente encontrados en la India, siendo el sulfato de cobre utilizado
como un aditivo del alimento de las aves y el nitrato fenil mercdrico
frecuentemente aparece como un contaminante industrial. B

Aunque se han desarroliado numerosas técnicas in vitro para determinar la
invasividad de E. coli la prueba de referencia para determinar |la
enteroinvasividad de E. cofi y Shigefla spp., continua siendo la prueba
desarrollada por Sereny. Todas las cepas rojo congo negativas, las cuales fueron
aisladas de drganos intenos de aves, resultaron Sereny negativas. Esto
concuerda bien con lo reportado por Berkhoff y Stebbins, quienes encontraron
que las cepas rojo congo positivas son virulentas y as cepas rojo congo negativas
son no virulentas. > ** Sin embargo, Albert, reporté haber encontrado cepas rojo
congo positivas que no se hibridizaron con fa sonda de DNA para invasividad y
Spears encontré cepas rojo congo negativas capaces de resistir la accion del
complemento y de causar la muerte en embriones de pollo, ambas caracteristicas
asociadas con la virulencia. " " ¥ Ademas, Aquino reporta que no existe
correlacion alguna entre la prueba de Sereny y las cepas rojo congo positivas. 3
Indudablemente deben hacerse més estudios con cepas rojo congo positivas, con
el fin de establecer la verdadera utilidad de la prueba de rojo congo.

Por otra parte, el 95.3% de las cepas fueron lactosa positivo y el 90.6%
resultaron moviles, Estas caracteristicas no son propias de las EIEC, las cuales
son lactosa negativas o tardias y generalmente son inmaviles. 2 Por lo que,
aunque estas cepas fueron aisladas de ¢rganos de aves con signos de
colibacilosis, tal parece, que se trata de cepas oportunistas.
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8. CONCLUSIONES.

1. Se obtuvo un alto porcentaje de resistencia a los antibidticos por parte
de las cepas aisladas. La eritromicina, la tetraciclina, el acido nalidixico y la
estreptomicina fueron los antibidticos a los cuales E. coli rojo congo negativa
presentd mayor resistencia.

2. Los biotipos mas comunes de E. coli rojo congo negativa segun el
criterio de Crichton fueron el 1, el 11y el 3.

3. El resistotipo de las E. cofi rojo congo negativa es heterogéneo;
resultando sensibles al nitrato fenil mercurico, al sulfato de cobre y a la
acriflavina.

4. Todas las cepas de E. coli rojo congo negativa resultaron Sereny
negativas, la mayoria resultaron lactosa positivas y también moviles.

5. Todas las cepas de E. cofi rojo congo negativa fueron aisladas de pollos
con signos de colibacilosis, por lo que se propone desarrollar un modelo diferente
con cultivos primarios de traquea de pollo como una alternativa para demostrar la
invasividad.

6. Los métodos de tipificacion empleados aqui, pueden ser de gran utilidad
como técnicas alternativas tas cuales proporcionen una identificacion precisa,
econdmica y rapida de cepas individuales para estudios sobre la epizootiologia de
Escherichia coli.
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9. APENDICE.

CONTROL DE CALIDAD DE MEDIOS DE CULTIVO., ¥ 1t 16.17

Cada lote de medio de cultivo debe someterse a las siguientes pruebas:

1. Determinacion de pH. Esta se efectud a 25°C usando un potencidémetro
validado.

2. Prusba de esterilidad. Se sometid a esta prueba el 4% de las unidades
preparadas por cada lote. Los medios se incubaron a 35°C - 37°C durante 24 a 48
horas.

3. Prueba de promocioén de crecimiento.

4. Estabilidad (Caducidad). Los medics se mantuviercn almacenados a 2°C - 8°C.

TSA 7.3 0OK 6 semanas S. aureus ATCC 25923
(Desarrolio en 24h).

MacConkey 7.1 oK 4 semanas E. coli ATCC25922
(Colonias rosadas)
S. typhimurium ATCC14028
{colonias incoloras})
S. faecalis ATCC 29212

(inhibicién)
Mueller- 73 OK 4 semanas E. coli ATCC 25922
Hinton
Agar BH! 74 OK 6 semanas S. pneumoniae ATCC 6305
(Desarrollo en 24h).
TSB 73 OK " S. pneumoniae ATCC 6305
{Desarrollo)
MIO 66 OK " E. coli ATCC 25922
Movilidad, Indol y Omitina: +
K. pneumoniae ATCC 13048
Movilidad, Indol y Ornitina: -
Caldo MH 73 OK - E. coli ATCC 25922
(Desarrollo)
Caldobase- 74 OK " E. coli ATCC 25922

Rojo de fenol {Desarrolio)
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LIMITES DE CONTROL PARA EL MONITOREO DEL DIAMETRO DE
LA ZONA DE INHIBICION DE CEPAS TESTIGO '"*'

AMPICILINA 10 ug 16 - 22 mm
CLORANFENICOL 30 - 21-27 *
GENTAMICINA 10 * 19-22
KANAMICINA 30 - 17-25 *
ACIDO NALIDIXICO 30 " 22-28
NECMICINA 30 ¢ 17-23 *
POLIMIXINA B 300U 12-16 *
ERITROMICINA 15 ug 8-14 *
ESTREPTOMICINA 10 * 12-20 *
TETRACICLINA 30 * 18-25 *
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CONTROL DE CALIDAD DE REACTIVOS Y COLORANTES "’

Los reactivos utilizados en los laboratorios de microbiologia incluyen los
colorantes, productos quimicos y antimicrobianos. Todos deben ser controlados
para obtener resultados correctos. Los colorantes y productos quimicos obtenidos
de fuentes reputadas deben etiquetarse con el numero de lote y fecha de
recepcién, apertura, preparacién y caducidad. La eficacia y estabilidad pueden
asegurarse si cada vez se adquieren o preparan pequefas cantidades. Antes de
su uso se deben realizar pruebas de la funcién de cada lote, asi como a intervalos
adecuados durante la vida de este lote. Estos intervalos dependen de la
astabilidad inherente del reactivo o colorante, y de la frecuencia de su utilizacion.

ACRIFLAVINA ALDRICH 90 %
ARSENIATO DE SODIO SIGMA 99 %
DULCITOL ALDRICH 97 %
NITRATO FENIL MERCURICO ALDRICH 87 %
RAFINOSA SIGMA 99 %
ROJO CONGO ALDRICH 85 %
SORBITOL SIGMA 98 %
SULFATO DE COBRE SIGMA 99 %

VERDE DE MALAQUITA SIGMA 80 %
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CONTROL DE CALIDAD EN ANIMALES DE LABORATORIO

£l manejo adecuado de los recursos de un laboratorio animal requiere de
personal bien entrenado, lo cual garantiza una alta calidad en el cuidado de los

animales.

Se define como "manejo adecuado” a cualquier sistema de alojamiento y
cuidado que permite a los animales crecer, madurar, reproducirse y comportarse
normalmente y ser mantenidos en confort fisico y con buena salud; ésto implica

control ambiental y genético para minimizar variaciones que puedan modificar la
respuesta del animal a un régimen experimental determinado.

Este concepto es esencial para el control de los animales y la validez de

los datos de investigacion.

CARACTERISTICA - 4.

Raza

Peso promedio al nacer

Periodo de lactancia

Ingestion de sélidos

Dias de gestacion

Ndmero por camada

Nimero de camadas
Separacion de adultos durante el
parto y destete

Peso del adulto

Vida {afos)

Consumo diario de agua por adulto
Consumo diario de alimento por adulto
Dieta

Temperatura ambiente
Alojamiento

Area del piso/animal
Altura

Humedad (%)

Ciclo diurno

Vida productiva

Inglés de pelo corto
75-100¢g

14 - 21 dias

Alos 5 dias

62 - 72 dias

1-4

2 - 4 Jafio

No

(H) 850 g

(M) 1000 g

4 -5 aifos

10 ml /100 g de peso corporal
30-35¢g

Comida comercial para cobayos,
Heno de buena calidad, col,
legumbres y frutas.

20-22°C

Cajas de plastico

Minimo 277 cm’

Minimo 17.8 cm?

50
14 h de luz al dia
(H) 3 - 5 affos

{M} 4 - 5 afios
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GLOSARIO

Aerosaculitis. La aerosaculitis es una enfermedad respiratoria de las aves,
frecuentemente causada por E. colii y se caracleriza por el
engrosamiento e inflamacion de los sacos aéreos con exudado
fibrinoso.

Enzodtico. Enfermedad en animales restringida a una localidad.
Epidémico. Que afecta a un gra nimero de individuos al mismo tiempo.

Epizootiolégico. El estudio de la presencia de enfermedades infecciosas, su
origen y patrones de difusion a traves de una poblacién animal.

Pandemia. Se aplica normalmente a una epidemia de proporciones
extraordinariamente grandes, que afecta frecuentemente a todo el
mundo.

Patogenicidad. La patogenicidad se refiere a la capacidad potencial del
microorganismo para provocar la enfermedad

Sacos aéreos. Espacios llenos con aire y conectados con los pulmonss en las
aves.

Virulencia. La virulencia se refiers al grado de patogenicidad dentro de un grupo o
especio.
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