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RESUMEN

RAMIREZ BARRERA GUSTAVO AARON. Asociaciéon entre letalidad y
presencia de genes de virulencia en cepas de Escherichia coli aisladas de
aves. Tutor: Cecilia Rosario Cortés. Comité Tutoral: Carlos Alberto Eslava
Campos y Nestor Ledesma Martinez

En las aves, Escherichia coli tiene gran importancia ya que es uno
de los patégenos bacterianos que se aisla con mayor frecuencia. A pesar
de la importancia de la enfermedad, se desconocen muchos de los
mecanismos de virulencia de las cepas aviares de E. coli. En este trabajo
se identific6 mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) la presencia de genes de virulencia descritos para el grupo APEC
en 173 cepas de E. coli aisladas en México a partir de muestras obtenidas
en granjas de reproductoras, incubadora y pollo de engorda y se
relacionaron con la virulencia observada en la prueba de letalidad en
embriones de pollo. La prueba de letalidad mostré que 84 cepas fueron
virulentas, 40 moderadamente virulentas y 49 no virulentas. La PCR fue
disefiada con base en las secuencias de los genes de aerobactina (iucD),
proteina de captura de hierro (irp2), hemaglutinina sensible a la
temperatura (tsh), proteina del aumento de la supervivencia en el suero
(iss), mecanismo enteroinvasivo (ipaH) y la toxina de distensién citoletal
(cdtB). El 82.66% de las cepas presentaron al menos uno de los seis
genes, y solamente el 17.34% de las cepas fueron negativas a todos; los
de mayor prevalencia fueron tsh (62.43%) e iss (54.91%); y su
combinacion la de mayor frecuencia (17.34%). La relacion de los
resultados de letalidad embrionaria y de PCR mostré que el porcentaje de
cepas negativas a todos los genes es de 44.90% para cepas no virulentas
y de 20% para cepas moderadamente virulentas, mientras que todas las
cepas virulentas poseian al menos uno de los genes. En el presente
estudio se corroboré que la prueba de letalidad en embriones de pollo
permite distinguir los aislamientos virulentos y no virulentos de E. coli en
aves. Asi mismo, se encontré6 una relacién entre la virulencia y la
presencia de los genes iss y tsh, o que sugiere que estos genes pueden
desempefiar un papel importante en la patogénesis de la infeccion de
aves jovenes, por lo que podrian ser utilizados como marcadores en el
diagnostico y la deteccion de cepas patdégenas aviares de E. coli en
México asociadas a la mortalidad temprana en pollito.

Palabras Clave: Escherichia coli, aves, letalidad en embrién de pollo,
genes de virulencia.



ABSTRACT

RAMIREZ BARRERA GUSTAVO AARON. Association between lethality and
virulence genes in Escherichia coli strains isolated from poultry. Tutor: Cecilia
Rosario Cortés. Comité Tutoral: Carlos Alberto Eslava Campos y Nestor
Ledesma Martinez

Escherichia coli is an important pathogen in poultry since it is one of the
most frequently isolated from infection in broilers and laying hens. Despite the
importance of colibacillosis, the virulence mechanisms employed by avian E.
coli remains unknown. The aim of the present work was to identify the
relationship between embryos chicken lethality and virulence genes described
for the APEC in E. coli strains isolated from México. Multiplex PCR protocol
targeting genes for aerobactin (iucD), iron-repressible protein (irp2),
temperature-sensitive hemagglutinin (tsh), increased serum survival protein
(iss), enteroinvasive mechanism (ipaH) and cytolethal distending toxin (cdtB)
were performed. Lethality test showed that 84 out of 173 strains were virulent,
40 moderately virulent and 49 avirulent. The eighty two percent of the strains
showed at least one of the six genes, and only 17.34% of the strains were
negative to all of them. The most prevalent genes were tsh (62.43%) and
iss(54.91%) as well as their combination (17.34%). The relationship of
embryonic lethality and gene detection showed that the percentage of negative
strains was 44.90% for avirulent strains and 20% for moderately virulent strains,
whereas all virulent strains possessed at least one gene. The present study
confirmed that lethality test in chicken embryos was able to distinguish between
virulent and avirulent isolates of E. coli in poultry. Likewise, there was a
relationship between virulence and the presence of iss, and tsh genes,
suggesting that these genes may play an important role in the pathogenesis of
colibacillosis in young chickens, and could be used as markers in diagnosis and
detection of pathogenic avian E. coli in Mexico.

Keywords: Escherichia coli, avian, embryonic lethality test, virulence genes.



INTRODUCCION

A) Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) es un bacilo Gram negativo, mévil o inmovil, de
2 a 3 micras de longitud por 0.6 micras de ancho, aerobio o anaerobio
facultativo, no esporulado que pertenece a la familia Enterobacteriaceae.
Forma acido y gas a partir de lactosa, es indol positivo, fermenta glucosa,
manitol y lactosa. Crece a temperaturas entre 15y 45 °C, con un pH optimo de
7.0 y en agar McConckey (McC) produce colonias brillantes, circulares y
rosadas . Su clasificacion seroldgica es muy similar al esquema de Kauffman-
White para Salmonella sp. La nomenclatura utilizada para la identificacion
serologica de E. coli es la siguiente:

El antigeno somatico (O) esta formado por la porcion polisacarida de la
molécula del lipopolisacarido, presente en la membrana externa de la bacteria,
de éstos se reconocen al menos 183 grupos.

El antigeno capsular (K) se encuentra como envoltura de los antigenos
somaticos y pueden enmascarar la aglutinacion de ellos; se reconocen al
menos 70 antigenos.

Antigeno Flagelar (H), se encuentran formados por flagelina, constituye
el 6rgano de locomocién de la bacteria, y se han identificado 56 grupos **.

La designacion serotipo se utiliza para la expresion de los tres grupos de
antigenos presentes en una cepa; cuando solo se hace referencia al antigeno

O se usa el término serogrupo °.

B) Escherichia coli en aves

En las aves, las cepas de E. coli son habitantes normales del intestino
donde sintetizan algunas vitaminas del complejo B, ademas, contribuyen a
eliminar ciertos microorganismos proteoliticos presentes en el intestino. Sin
embargo, existen serotipos como O1, O2, y O78 que se han aislado con mayor
frecuencia a partir de aves enfermas, estas cepas de E. coli tienen gran

importancia ya que se encuentran entre los patdgenos bacterianos que se



aislan con mayor frecuencia®; y se ha relacionado con aerosaculitis, dermatitis,
peritonitis, enteritis, enfermedad de sacos aéreos, pericarditis, perihepatitis,
salpingitis, sinovitis, osteomielitis, celulitis e infeccidén del saco vitelino. Por otro
lado, es considerado como responsable de al menos 5% de mortalidad en
parvadas comerciales, o que ocasiona grandes pérdidas economicas en la
industria avicola®'?. Se estima que en los Estados Unidos de América las
pérdidas ocasionadas por E. coli superan los cien millones de dodlares
anuales'®; aunque en México no se tiene calculado el impacto econdémico de
las infecciones ocasionadas por la colibacilosis, se estima que son cuantiosas y
que repercuten tanto en los costos, como en la calidad de la carne de pollo

para consumo humano.
C) Factores de virulencia

Las cepas patdégenas de E. coli de origen aviar se reunen dentro del
grupo denominado APEC (por las siglas en inglés de Avian Pathogenic
Escherichia coli) >'""'®. Estas cepas poseen factores de virulencia entre los que
se encuentran la produccién de colicina V (Col V), expresion de la fimbria tipo
F1, letalidad embrionaria, presencia de la proteina Iss (supervivencia
aumentada en suero), hemaglutinina termosensible (Tsh), resistencia al
complemento, presencia de capsula, sistema quelante de hierro aerobactina,

11141621 Por otra parte, se ha reportado que

produccion de toxinas y citotoxinas
el grupo APEC se encuentra basicamente compuesto por serotipos clasicos de
los grupos enteropatégeno (EPEC) y enterotoxigénico (ETEC)?%. Aunque la
produccion de colicinas, particularmente Col V, ha sido reportada como factor
de virulencia en las cepas APEC, Quackenbush and Falkow ?* mostraron que
los genes que codifican para la produccion de colicinas no son necesarios para
la patogénesis de E. coli. La importancia de Col V radica en que esta codificada
en un plasmido que generalmente contienen otros factores de virulencia como
sideroforos, proteina Iss, y Tsh, asi como para la resistencia a diferentes

antibidticos 2428,



a) Proteina Iss
La secuencia del gen iss fue identificada por primera vez por Chuba et
al. #’, en cepas de E. coli que poseian un plasmido. Este gen codifica para una
lipoproteina de membrana externa involucrada en la resistencia al suero

28-30

sanguineo llamada Iss. Trabajos previos muestran que la resistencia al

complemento juega un papel importante en la virulencia de las cepas APEC y

. % encontraron que la

el gen iss ha sido asociado a ella. Pfaff--McDonough et a
presencia del gen iss es mayor en aislamientos a partir de aves enfermas que
de aves sanas. En su estudio, Johnson et al. *° sugieren que las cepas de E.
coli que poseen resistencia al complemento y el gen iss pueden indicar su

capacidad para producir enfermedad.

b) Hemaglutinina termosensible
Tsh es una proteina autotransportada secretada por cepas de E. coli que
colonizan las vias respiratorias y causan enfermedad de sacos aéreos y

pericarditis. Provence and Curtiss >’

reportan que Tsh es homologa de la
serinproteasa inmunoglobulina A1, y que actua como una hemaglutinina y una
proteasa por igual. Por otra parte, el gen que codifica para Tsh se ha
encontrado en E. coli patégenas aisladas de aves pero no en comensales; '°
de igual manera, Maurer et al. ** describen que el 46% de los aislamientos
patdbgenos que analizaron fueron positivos al gen ths. Dozois et al. 3
determinaron que tsh frecuentemente se localiza en el plasmido Col V en cepas

patdgenas de E. coli.

c) Sideroéforos
Los sideréforos son compuestos organicos quelantes de hierro (Fe)
producidos y secretados por bacterias. E. coli produce dos tipos: enterobactina
y aerobactina. Esta Ultima puede ser mas efectiva que la enterobactina en la
competencia por el hierro, ya que esta ultima es inactivada por la albumina, en
cambio la aerobactina no se une a la albumina y le permite a la bacteria

35-37

obtener el hierro necesario **. Trabajos previos reportan que la produccién

de aerobactina se ha encontrado en mayor proporcion en cepas patégenas de



E. coli. Neilands et al. *® determinaron que las cepas productoras de
aerobactina poseian el plasmido pColV-K30, el cual contiene un operdn para la
sintesis de este sideroforo, y otros factores de virulencia, como la produccién
de Col V, hemoglobin proteasa, asi como la resistencia a diferentes
antimicrobianos. Los sistemas quelantes de hierro han sido reconocidos como
un factor importante de la virulencia en E. coli, aunque, por si mismos, no se

han visto implicados directamente en ella *°.

d) Toxina de distension citoletal (Cdt)
Los primeros en describir Cdt en cepas de E. coli fueron Johnson and
Lior *°. Esta induce elongacion, distension y muerte de las células en 3 6 4
dias, debido a un bloqueo del ciclo celular en la fase G2 de la mitosis, lo que

41,42
oL

permite la sintesis de ARN y proteinas, pero inactiva la division celular oS

genes que codifican para Cdt se encuentran principalmente en el cromosoma
de cepas enteropatogenas de E. coli “****; sin embargo, se pueden encontrar
localizados en el plasmido pVir que codifica para la fimbria F17 y el factor

necrosante citotdxico tipo 2 4.

e) Gen de invasividad (ipaH)

El gen ipaH es caracteristico de las cepas enteroinvasivas de E. coli
(EIEC) y Shigella sp., las cuales estan relacionadas genética vy
bioquimicamente *°. Rosario et al. *° determinaron la presencia de genes de
virulencia de cepas diarreogénicas, entre ellos, el gen de invasividad ipaH; lo
que sugiere la existencia de clonas especificas de E. coli invasivas adaptadas
al hospedero aviar en México, este fue el primer reporte que demuestra la

presencia en aves de cepas de E. coli invasivas extraintestinales (ExIEC).



D) Determinacion de virulencia en cepas de Escherichia coli

En la actualidad, para la deteccidén de cepas de E. coli patégenas en las
aves se utilizan diversas metodologias. Las primeras pruebas presuntivas son
las bioquimicas y la serologia, pero ninguna de ellas indica si la bacteria es
virulenta o no. Recientemente, para determinar si una cepa se puede
considerar virulenta se han identificado ciertos factores por medio de la
deteccion de los genes que codifican para ellos. El control de colibacilosis se
ha dificultado ya que no se cuenta con una prueba de diagndéstico confiable que
determine si los aislados, independientes de su serotipo o sus factores de
virulencia, se pueden considerar patdogenos primarios (cepas virulentas),
patdgenos secundarios (cepas moderadamente virulentas), o bien, apatégenos
(cepas no virulentas). Con este fin, se han descrito varios métodos, como la
inoculacion de aves de diferentes edades por via subcutanea, intravenosa o
intratraqueal, asi como la utilizacion de embriones de pollo. Este ultimo método
tiene las ventajas de utilizar poco espacio, bajo costo y facil manejo '#16:1947-51
por lo cual, la prueba de letalidad embrionaria puede considerarse idonea para
medir la virulencia de aislados de E. coli aviar. Wooley et al. > demostraron que
se puede probar la virulencia y detectar diferencias entre cepas virulentas,

moderadamente virulenta, y a virulentas con soélo 11 embriones por cada cepa.



E) Antecedentes y justificacion

A pesar de la gran cantidad de informacion que se ha generado respecto
a las cepas APEC en otros paises, la incidencia de serotipos y genes de
virulencia en México se ha comenzado a investigar recientemente. Debido a la

importancia de la colibacilosis en México >*>*

, se han realizado dos trabajos en
los que se identificaron cepas de E. coli, a partir de muestras obtenidas en
granjas de reproductoras, incubadora y pollo de engorda. El primer estudio se
llevé a cabo para establecer el papel de E. coli en la infeccion del saco vitelino
(ISV). En este estudio, se mostré que E. coli fue la bacteria que se aislé con
mayor frecuencia >, y los serogrupos predominantes fueron 019, 084 y 08, los
cuales no habian sido reportados como patégenos para las aves *°.
Adicionalmente, se encontraron genes de virulencia reportados en cepas
diarreogénicas de humanos, entre ellos, el gen de invasividad ipaH, el gen eae,
y el gen cdt. Otra caracteristica de estas cepas fue la resistencia antimicrobiana
a dos o0 mas antibidticos. Debido al hallazgo de estas cepas con caracteristicas
diferentes a las reportadas en otros paises, fue necesario profundizar en el
estudio de los factores de virulencia de las cepas aviares mexicanas de E. coli.
Para ello, se realiz6 el segundo trabajo * en el que se observo que las cepas
no poseian los genes de virulencia detectados en el primer estudio, ademas los
serogrupos con mayor prevalencia fueron diferentes (020, O8 y O131). Sin
embargo, la resistencia de las cepas a dos o mas antimicrobianos fue similar.
Debido a que estas cepas son capaces de producir enfermedad, es posible que
sean portadoras de otros genes de virulencia, como los descritos para el grupo
APEC; por lo cual, es necesario realizar un estudio para determinar los factores
de virulencia descritos para el grupo APEC que poseen estos dos grupos de
cepas. Con esta informacién se contribuira al mejor entendimiento de la
patogénesis de la colibacilosis, para un mejor control y prevencion de esta
enfermedad con el fin de disminuir los costos ocasionados por ella en la

avicultura.



OBJETIVO GENERAL

Identificar mediante la técnica de PCR multiple la presencia de genes de
virulencia descritos para el grupo APEC en las cepas de Escherichia coli
aisladas en México que explique la virulencia observada en la prueba de

letalidad en embriones de pollo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar la presencia de los genes de virulencia (tsh, iss, irp2, iucD, cdtB,
ipaH) mediante la técnica de PCR multiple.

Cuantificar el grado de virulencia de las cepas mediante un modelo de letalidad
embrionaria.

Establecer si existe una correlacidon entre la presencia de genes de virulencia y

el grado de letalidad en los embriones inoculados.

HIPOTESIS

Las cepas que muestren ser virulentas mediante la prueba de letalidad
en embriones de pollo, estaran relacionadas con al menos uno de los genes de

virulencia descritos para el grupo APEC (tsh, iss, irp2, iucD, cdtB, ipaH).



MATERIAL Y METODOS
A) Cepas bacterianas

Las cepas de E. coli analizadas en el presente estudio fueron
previamente aisladas en empresas integradas de pollo a partir de granja de
reproductoras, incubadora y pollo de engorda; consta de 76 y 97 cepas. En
estudios previos Rosario et al. *° y Ramirez et al. > caracterizaron las cepas
descritas  (serotipificaciéon, produccion de colicinas, y resistencia
antimicrobianos). Para su recuperacion las cepas fueron sembradas partir del
medio de conservacion (Dorset) en agar MacConkey (McC)? y agar de soya
tripticaseina (TSA)® e incubadas a 37°C durante 18 horas. Se llevé a cabo la
deteccion de colonias lactosa positiva en las placas de McC y a partir de ellas
se realizd el aislamiento en cultivo puro. Posteriormente, se sembraron en
gelosa especial como copias de trabajo y fueron incubadas a 37°C durante 18

horas.

B) Ildentificacidon serolégica

La serotipificacion de las cepas de E. coli se realizd6 de acuerdo al
procedimiento empleado en el Laboratorio de Bacteriologia del Departamento
de Salud Publica, de la Facultad de Medicina de la UNAM vy a lo referido por

Orskov y Orskov 8

, con la utilizacion de sueros monovalentes especificos
(SERUNAM), obtenidos de conejo Nueva Zelanda blanco.

Las reacciones de aglutinacion se efectuaron en microplacas de 96
pozos de fondo redondo®. Se analizé el antigeno somatico de cada cepa, con el
empleo de una bateria con 181 sueros monovalentes obtenidos de los

antigenos somaticos conocidos, 47 para diferentes especies de Shigella.

a. Agar MacConkey. Bioxon. Lot. 8210209
b. Agar de Soya Tripticaseina. Bioxon. Lot. 7115904

c. Microplaca 96 pozos fondo redondo. Greiner bio-one. Lot. 5665692



En el caso de los antigenos flagelares se utilizaron 56 sueros especificos
correspondientes a los antigenos conocidos; en este caso, los sueros se
encontraban diluidos 1:100.

Para la obtencion del antigeno somatico (O) las cepas fueron sembradas
individualmente en tubos con 10 mL de TSA inclinado con un pH de 7.2. Estos
fueron incubados durante 24 horas a 37°C, después de las cuales, el
crecimiento obtenido fue cosechado en 10 mL de solucion salina 0.15M. La
suspension obtenida fue transferida a otro tubo, e inactivada por esterilizacion a
vapor fluente a 100°C con 3 a 5 libras de presion durante una hora. Una vez
enfriado el antigeno se adiciond solucion salina fisiolégica (SSF) con
formaldehido al 0.6 % (v/v) °. Finalmente, esta suspensién bacteriana fue
empleada como antigeno somatico para la identificacion del grupo O.

Por otro lado, se prepararon las microplacas colocando en cada pozo 50 pl del
suero monovalente con un dispensador ©. Una vez llenas las microplacas, se
procediod a colocar 50 yl del antigeno somatico preparado con antelacion. Las
placas fueron envueltas con un papel adherente para evitar la evaporacion
durante la incubaciéon que se realizé a 50°C durante 24 horas. Posteriormente,
se procedio a realizar la interpretacion de los resultados con la ayuda de un
aglutinoscopio. Se consider6 como positivo la presencia de aglutinacion en el
fondo de los pozos. De igual forma se identificaron los sueros que reconocian
el antigeno bacteriano y se hicieron diluciones de estos desde 1:100 hasta
1:12800. Cuando se presentaban reacciones cruzadas, el antigeno se enfrento
con sueros absorbidos y diluidos 1:50. El serogrupo se definié al determinar el
mayor grado de aglutinacion en la dilucidon mas alta del suero en comparacion
con la que se presenta con el antigeno homélogo. Se consideré como reaccién

negativa la que presenté un botén de antigeno en el fondo del pozo.

d. Formaldehido. Sigma Lot.78H3573
e. Dispensador. Quick Spense Controller Mod. QSlle y reservoir Model 96-200 DYNATECH LABORATORIES



C) Prueba de letalidad embrionaria

La virulencia de las 173 cepas de E. coli fue probada mediante un
modelo de letalidad en embrién de pollo segtin lo descrito por Wooley et al. *2
Brevemente, las cepas de estudio, asi como los testigos positivo y negativo
fueron sembrados en 12 mL de caldo infusion cerebro corazén (CICC) e
incubadas a 37°C durante 18 horas en una incubadora con agitacién a 200
rom?®, posteriormente, los tubos se centrifugaron a 3,000 rpm por 15 minutos y
se elimino el sobrenadante; la pastilla obtenida fue resuspendida en 12 mL de
PBS estéril con un pH de 7.2; este procedimiento de lavado se ejecuto tres
veces bajo las mismas condiciones y la pastilla final obtenida fue resuspendida
en 10 mL de PBS estéril (pH 7.2). La concentracién de bacterias fue ajustada
con un espectrofotdmetro” a una concentracion de 1 x 10° unidades
formadoras de colonias por mL (UFC/ mL); a partir de este inéculo se hicieron
diluciones décuples seriadas y fueron sembrados 100 pL de las diluciones 107,
102, 102, 10" en placas de agar de soya tripticaseina (TSA) e incubadas
durante 24 horas a 37°C, después de este tiempo se realizé el conteo de
colonias de cada dilucion para determinar la concentracion bacteriana. De la
dilucién 10 se tomaron 0.1 mL (100 bacterias aproximadamente) para su
inoculacion en cavidad alantoidea en 11 embriones libres de patdgenos
especificos’ de 12 dias de edad para cada cepa probada. Los huevos
embrionados fueron visualizados mediante un ovoscopio para determinar la
viabilidad, situar la camara de aire y determinar el sitio de inoculacién; para
posteriormente inocular via cavidad alantoidea. Para este ensayo se utilizd
como testigo positivo una cepa virulenta del serotipo O1; como testigo negativo,
una cepa K-12, y como testigo de esterilidad se inoculé6 un grupo de 5
embriones con 100 pL de PBS estéril. Todos los grupos se incubaron bajo

condiciones comerciales (37.7 °C y 60 % de humedad).

f. Caldo infusion cerebro corazon. Bioxon. Lot. 3421269

g. Incubadora con agitacion. Shaker modelo G-24 New Brunswick Scientific Edison NJ, USA
h. Espectrofotémetro. Beckman Du. 640B

i. Embriones libres de patégenos especificos. ALPES 1 S.A. de C. V.



Diariamente, mediante el uso de un ovoscopio, fue determinada la

mortalidad embrionaria durante 4 dias y se registré para su analisis posterior.
D) Determinacion de la presencia de genes de virulencia

Se realizo la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
la utilizacion de los iniciadores y mediante la modificacion de las técnicas
descritas en el cuadro 1. Para poder realizar la identificacion de los genes
descritos, se estandarizaron tres distintas PCR's; dos de amplificacion multiple
para los genes (iucD, cdtB e irp2) y (tsh e ipaH), y una simple para el gen (iss).
La mezcla de PCR multiple (iucD, cdtB e irp2) consistié de 20 uL totales, 2 yL
Tris-HCI-KCI, 0.8 pL MgCI2, 2 uL dNTP’s, 0.2 pL Taq polimerasa ’, 3 pL de
pares de iniciadores (1uL por par de iniciador), 9 uL de agua, y 3 yL de ADN
(una colonia bacteriana hervida en 2 mL de agua estéril). Se utilizd un
termociclador® con las siguientes condiciones de amplificacion: 95°C (5 min, 1
ciclo); 95°C, 50°C, y 72°C (30 segundos, 30 ciclos); y una extension final (10
min, 72°C). Para los genes tsh e ipaH la mezcla consistié de 20 uL totales, 2 pyL
Tris-HCI-KCI, 1.2 pL MgCl2, 2 uL dNTP’s, 0.2 pL Taq polimerasa ’, 2 L de
pares de iniciadores (1uL por par de iniciador), 9.6 yL de agua, y 3 uL de ADN,
y las condiciones de amplificacion: 95°C (5 min, 1 ciclo); 95°C, 56°C, y 72°C
(30 segundos, 30 ciclos); y una extension final (10 min, 72°C). La mezcla de
PCR para el gen iss consistio de 20 uL totales, 2 pL Tris-HCI-KCI, 1.6 yL
MgCl2, 2 yL dNTP’s, 0.2 yL Taq polimerasa I 1 pL de par de iniciadores, 10.2
ML de agua, y 3 uL de ADN, con 95°C (5 min, 1 ciclo); 95°C, 65°C, y 72°C (30

segundos, 30 ciclos); y una extension final (10 min, 72°C).

j. Taq polimerasa INVITROGEN ®
k. Termociclador. GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems



Los productos obtenidos mediante la prueba de PCR fueron analizados
por electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 3% (iucD, cdtB e irp2) y al
1% (tsh, ipaH e iss) a 96mVolts. Los productos amplificados fueron tefiidos con
bromuro de etidio y vistos en un transiluminador de luz ultravioleta". Se
consideré como un resultado positivo la aparicion de una banda de un tamafio
igual al descrito para cada uno de los iniciadores. Se utilizé como marcador
DNA Ladder de 250 pb™.

Los resultados de la serotipificacion, letalidad embrionaria, PCR y
produccion de colicinas [resultados previamente reportados por Rosario et al.
%], fueron comparados entres si para establecer alguna relacién entre estas

caracteristicas.

L. Transiluminador. Hoefer Mod. UVTM-25.
m. Marcador DNA Ladder de 250 pb (DNA ladder INVITROGEN ®).



RESULTADOS

A) Identificacion serologica

Se corrobord la identificacion seroldgica de las 173 cepas >*°*. El cuadro
2, muestra el numero y porcentaje de serogrupos predominantes; en él, se
observa que los mas frecuentes fueron los no tipificables O? (15.61%), O2
(12.72%), los de reaccion inespecifica OR (8.09%), O20 (6.36%), seguidos por
los serogrupos O8 y O100 con un 4.62% mientras que el 4.05% correspondio a

cepas del serogrupo O131.

B) Prueba de letalidad embrionaria

La prueba de letalidad en embrién de pollo mostré que de las 173 cepas
84 fueron virulentas, 40 moderadamente virulentas y 49 no virulentas (figura 1).
Los resultados de la mortalidad embrionaria por dia se muestran en la figura 2.
El primer dia post-inoculacién se observo que la mortalidad fue muy similar
para las cepas virulentas (7.51%), el control positivo (6.90%) y las cepas no
virulentas (8.67%); sin embargo, los porcentajes de cepas no virulentas
disminuy6 con el paso de los dias y el de las cepas virulentas aumento. El
porcentaje de mayor mortalidad se observo el dia dos post-inoculacion en las
cepas virulentas (28.90%), moderadamente virulentas (12.14%), al igual que en
el testigo positivo (27.27%). Mientras que para los embriones inoculados con la
cepa K-12 (3.03%) y PBS (3.47%) se observaron el primer dia post-inoculacion.
La mortalidad de las cepas virulentas en el segundo dia fue de 28.90% y de
4.62% para las cepas no virulentas, las cuales tuvieron un comportamiento
similar a la apreciada en las cepas usadas como testigo positivo (27.27% cepa
01, virulenta) y testigo negativo (1.52% cepa K-12, a virulenta).

Con los resultados de la serotipificacion y de la prueba de letalidad
embrionaria, se pudo apreciar la relacion de los serogrupos de acuerdo a su

virulencia, en el cuadro 4 se puede observar que los serogrupos con mayor



porcentaje de cepas virulentas fueron O2 (20.24%), O? (10.71%), 020 (8.33%),
0131, 084 y 025 con 5.95% cada uno.

Se logré determinar que los serogrupo 025, 085, 0167, 016, 0129,
048, 03, 0127 y 0125 se presentan unicamente en cepas virulentas, mientras
que O34, 141, 022, O4, 0O81; y los serogrupos 0112, 0118, 0146, O155,
0165, 0166, O79, O9 se presentan solamente en cepas moderadamente

virulentas y no virulentas, respectivamente (cuadro 5).

C) Determinacién de la presencia de genes de virulencia

La prueba de PCR permiti6 identificar las cepas portadoras de los genes
buscados (tsh, iss, irp2, iucD, cdtB e ipaH) como se puede observar en la figura
3, en la que se muestran las bandas correspondientes a los genes, iucD (714
pb), cdtB (430 pb) e irp2 (413 pb); en la figura 4 se aprecian las bandas
correspondientes a los genes tsh (420 pb) e ipaH (600 pb) y en la figura 5 se
muestra la banda correspondiente al gen iss (760 pb).

Solamente 30 cepas (17.34%) fueron negativas a todos los genes
buscados; mientras que los de mayor prevalencia fueron tsh (62.43%) e iss
(54.91%); mientras que el gen ipaH se encontré en menor frecuencia (6.36%).
La proporcién de todos los genes se puede observar en la figura 6.

La presencia de genes, asi como sus distintas combinaciones, se
observan en el cuadro 3. La combinacion tsh-iss fue la que se presenté con
mayor frecuencia (17.34%), seguida por el iucD y tsh con 10.40% cada uno,
mientras que la combinacion de los genes iucD-cdtB-irp2-tsh-iss se observo en
un 9.83%; cabe mencionar que ninguna de las cepas presento6 todos los genes
buscados, mientras que el 82.66% de las cepas presentaron al menos uno de
los seis (tsh, iss, irp2, iucD, cdtB e ipaH).

La relacion de los resultados de letalidad embrionaria y de PCR mostrd
que el porcentaje de cepas negativas a todos los genes es de 44.90% para
cepas no virulentas y 20% para cepas moderadamente virulentas; mientras que
todas las cepas virulentas poseian al menos un gen de virulencia (cuadro 6).

Asimismo, la proporcién de los genes iucD, cdtB, irp2, tsh e iss, fue mayor en



cepas virulentas; las combinaciones tsh-iss; iucD-cdtB-irp2-tsh-iss; iucD-irp2-
tsh-iss; cdtB-irp2-tsh-iss; iucD-irp2-ipaH-tsh-iss e iucD-irp2-iss soélo se
presentaron en cepas virulentas (90.48%), a diferencia de las cepas no
virulentas donde s6lo hubo una combinacién de dos genes ipaH y tsh (cuadro
7). Un hecho sobresaliente fue que el gen ipaH fue el unico que se presenté
con mayor frecuencia en cepas no virulentas (12.24%) que en cepas
moderadamente virulentas (5%) o virulentas (3.57%).

Otra caracteristica que se pudo relacionar fue la virulencia y la
produccion de colicinas [resultados previamente reportados por Rosario et al.
(46)]. En el cuadro 8 muestra los resultados de cepas virulentas,
moderadamente virulentas y no virulentas con el tipo de colicinas producidas.
Se observd que el porcentaje de cepas positivas a Col V fue muy similar en
cepas virulentas (8.33%) y no virulentas (10.20%). Sin embargo, se determiné
que la produccién de otro tipo de colicinas diferentes a Col V se presenta con
mayor frecuencia en cepas virulentas (33.33%) que en cepas no virulentas
(18.37%), a diferencia de lo que ocurre con las cepas que no producen ningun
tipo de colicinas, las cuales se presentan con mayor prevalencia entre las

cepas no virulentas (44.90%) que en cepas virulentas (17.86%).



DISCUSION

En el presente estudio tsh se encontré en un 62.43% de los aislados y el
gen iss en un 54.91% como los genes con mayor prevalencia. De igual forma,
investigaciones anteriores 1293133586872 han encontrado una alta incidencia de
ciertos genes de virulencia en los aislados de pollo, lo que sugiere que podrian
ser utilizados como marcadores del grupo APEC, y en consecuencia, para el

diagnostico de la colibacilosis aviar. Ewers et al. *°

mencionan que tsh, se
presenta entre un 46.0% y 85.0% de los aislados patogenos de E. coli aviar, los
sistemas de adquisicion de hierro como irp2 y iucD se encuentran entre 63.0%
y 98.0%; mientras que, la proteina de supervivencia aumentada en suero (Iss)
se presenta entre 38.5% y 82.7%; finalmente, la presencia del plasmido de
colicina V (pCol V) se observo entre el 35.5% al 62.7% de los aislados
patdgenos de E. coli aviar. De manera similar a los encontrados en el presente
estudio excepto por los genes iucD y irp2 que se presentaron en 35.26% y
28.90% de las cepas respectivamente, resultados por debajo de los rangos
mencionados. A pesar de que estudios previos llevados a cabo en México,
reportan que los genes ipaH y cdtB estan relacionados con la cepas patégenas
de E. coli aviar >3, en el presente estudio se pudo determinar que la presencia
del gen ipaH fue del 6.36% y mas de la mitad de cepas fueron no virulentas, a
diferencia del gen cdtB que sélo se presentd en cepas virulentas (33.33%).

Por mucho tiempo la diferenciacion entre las cepas virulentas y no
virulentas de E. coli ha sido un problema diagndstico en la industria avicola; sin
embargo, recientemente la utilizacién de modelos de letalidad embrionaria para
distinguir entre patdgenos primarios y oportunistas ha proporcionando un
panorama mas claro 1949505187 " Gihhs et al. '°, y Montgomery et al. ¢
mencionan que se puede distinguir entre cepas virulentas y no virulentas al
inocular 11 embriones de pollo de 12 dias de edad con 1 x 10 a 1 x 10 UFC
en cavidad alantoidea. Cabe mencionar que en el presente estudio, el
porcentaje de mayor mortalidad se observo el dia dos post-inoculacién en las
cepas virulentas (28.90%), y en el testigo positivo (27.27%), 1o que concuerda

con Wooley et al. ®2 quienes observaron este mismo comportamiento. Los



porcentajes de mortalidad para los embriones inoculados con la cepa testigo
negativo, se observaron el primer dia post-inoculacion, lo que puede atribuirse
a la manipulacién del embridn, ya que Montgomery et al. ® reportaron que las
muertes que ocurren dentro de las primeras 24 horas posteriores a la
inoculacion, se le atribuyen al trauma de la inoculacion.

Varios investigadores como Vandekerchove et al. "® Dozois et al. ¥y
Giovanardi et al. "* concuerdan que la presencia de tsh e iucD, esta asociada
con la virulencia de las cepas de E. coli y que rara vez se detectan en aislados
de aves sanas. En el presente estudio se determind que la presencia de tsh fue
de 62.43% de un total de 173 cepas probadas y se encontré en un 94.05% de
las cepas virulentas; no obstante, la presencia de iucD fue de 35.26%, y se
presentd en menos de la mitad de las cepas virulentas. Por otro lado, algunos
estudios reportan que la presencia del gen iss es un buen indicador de la
virulencia de un aislado de E. coli aviar '92728:3455%7. gin embargo, trabajos
recientes como los de Vandekerchove et al. ™ y Ewers et al. "> mencionan que
no hay diferencia entre la resistencia al suero entre los aislados de aves con
colibacilosis y los aislados de aves sanas. No obstante, los resultados
obtenidos en el presente estudio demuestran la incidencia del gen iss mayor en
cepas virulentas (96.43%) que en cepas no virulentas (6.12%). Lo cual sugiere
que en las cepas mexicanas el gen iss esta relacionado con la virulencia en
cepas de E. coli asociadas a mortalidad temprana de pollitos. En estudios

37.55.6389 5o reportd que la combinacion de distintos genes tsh, pap, icu

previos
e iss se encuentran en mayor proporcion en los aislados patégenos de E. coli
que en los aislados de aves sanas. Esto se pudo apreciar en el presente
estudio donde la combinacién de iss y tsh fue la que se presentd en mayor
proporcion (17.34%), y la presencia de estos se encontré en un 90.48% de las
cepas virulentas, mientras que solo el 12.24% de las cepas no virulentas
presentaron la combinacién ipaH-tsh. La presencia de ipaH fue previamente
reportado por Rosario et al. 53 quienes determinaron la presencia de este gen
en 68 cepas patdogenas de E. coli mediante la técnica de hibridacion de ADN;
sin embargo, en el presente estudio los resultados obtenidos mostraron que

solamente ocho cepas fueron positivas de las 68 previamente identificadas



como portadoras del gen. Posiblemente esto se debe a la ausencia del
plasmido pinv que codifica para ipaH & pues al ser un elemento moévil de ADN
que la bacteria no requiere para su supervivencia puede perderse %%, Otra
caracteristica fue la presencia del cdtB s6lo en cepas virulentas (33.33%); sin
embargo, este hallazgo no indica que cdtB esté implicado directamente con la
virulencia, pues todas las cepas positivas a éste gen también fueron positivas a
tsh e iss, que se encuentran mas relacionados con la virulencia de las cepas
patégenas aviares de E. coli 333678972 No obstante, hacen falta mas pruebas
para comprobar si en verdad cdtB esta implicado directamente en la virulencia
0 si existe una sinergia entre estos genes para poder desarrollar el cuadro
clinico que se observa en las aves afectadas.

Como ya se menciond, varios autores afirman que la presencia de iss, y
tsh se han encontrado en mayor proporcion en aves enfermas que en aves

32,37,39

aparentemente sanas y que estos genes pueden ser encontrados en un

plasmido que codifica para la produccién de aerobactina y Col V. 3%:33:56.67.6972.77
Estos estudios reporta que la virulencia de las cepas de E. coli aviares esta
ligada a la produccion de la colicina Col V, ya que se encuentran en un
plasmido que también posee otros factores de virulencia, asi como para la
resistencia a ciertos antimicrobianos. En el presente estudio, se observé que la
virulencia se encontré ligada en un porcentaje mayor con la produccién de
colicinas diferentes a Col V (ver cuadro 8); lo que podria estar relacionado a lo
reportado por Stehling et al. ' quienes mencionan que los genes que codifican
para otro tipo de colicinas diferentes a Col V, también se situan en plasmidos
capaces de portar otros genes de virulencia, asi como resistencia a diversos
antibidticos. Sin embargo, se requieren de mas estudios para determinar la
posible presencia y composicion de estos plasmidos entre las cepas mexicanas
causantes de colibacilosis aviar. En el presente estudio se corroboré que la
prueba de letalidad en embriones de pollo es una herramienta util que permite
distinguir los aislamientos virulentos y no virulentos de E. coli en aves. Asi
mismo, se encontrd una relacioén entre la virulencia y la presencia de los genes
iss y tsh que codifican para la supervivencia aumentada en suero (Iss) y para la

hemaglutinina termosensible (Tsh), respectivamente; lo que sugiere que estos



genes pueden desempefar un papel importante en la patogénesis de la
infeccion de aves jovenes, por lo que podrian ser utilizados como marcadores
en el diagnéstico y la deteccion de cepas patdogenas aviares de E. coli en
Meéxico asociadas a la mortalidad temprana en pollito. No obstante, se
requieren mas estudios para esclarecer la manera en que estos factores
participan en la patogenia de la colibacilosis, asi como comparar las
caracteristicas halladas en estas cepas, con las que poseen aquellas aisladas

de otros procesos patoldgicos causados por cepas de E. coli en aves.



CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo sugieren una relacion entre la virulencia
de las cepas y la presencia de los genes iss y tsh que codifican para la
supervivencia aumentada en suero (Iss) y para la hemaglutinina termosensible

(Tsh), respectivamente.

Se encontré que la presencia del gen ipaH fue del 6.36% y mas de la
mitad de cepas fueron no virulentas, a diferencia de lo reportado en estudios
previos en México, en los cuales sugieren que ipaH esta relacionado con la

cepas patogenas de E. coli aviar.

El presente estudio sugiere que la presencia de iss, tsh, irp2, y cdtB
pueden desempefar un papel importante en la patogénesis de la infeccion de
aves jovenes, por lo que podrian ser utilizados como marcadores en el

diagndstico y la deteccion de cepas patdgenas aviares de E. coli en México.

PERSPECTIVAS
A pesar de que los resultados del presente estudio sugieren una
relacion entre la virulencia y la presencia de iss y tsh, es necesario realizar
estudios adicionales para conocer si éstos se estan expresando; asimismo,
seria conveniente la busqueda de otros genes reportados en cepas APEC,

para analizar el papel que juegan en la patogenia de la colibacilosis.

De igual manera, seria importante poder determinar la interaccion de los
distintos genes; para esclarecer la manera en que estos participan en la

presentacion de la enfermedad clinica en las aves.

Debido a la importancia de la colibacilosis en la industria avicola, es
primordial conocer la relacion filogenética de estas cepas, para establecer la
asociacion existente entre los distintos aislamientos, determinar el momento de
infeccion, y en consecuencia, dirigir de una manera mas certera las medidas de

prevencion para esta enfermedad.
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Cuadro 8. Secuencias de iniciadores utilizados para la prueba de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion de genes de
virulencia caracteristicos del grupo APEC.

3 PRODUCTO
GEN DESCRIPCION SECUENCIA 5’ -3’ AMPLIFICADO REF
(pb)
Hemaglutinina GGGAAATGACCTGAATGCTGGCTTCCGCCGC
tsh sensible a 420 60
TCATCAGTCAGTACCAC
temperatura
. Supervivencia GTGGCGAAAACTAGTAAAACAGC
ISS aumentada en 760 60
CGCCTCGGGGTGGATAA
suero
. AAGGATTCGCTGTTACCGGAC
irp2  Proteina de captura 413 61
de hierro AACTCCTGATACAGGTGGC
e ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC 714 61
iuc .
Aerobactina CCTGATCCAGATGATGCTC
. GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG
cdtB Toxina de 430 62
distension citoletal AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTA
. GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC
ipaH Mecanismo 600 63

enteroinvasivo GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC

pb= pares de bases, REF = Referencia



Cuadro 9. Relacion de serogrupos de 173 cepas de Escherichia coli
aisladas en una empresa integrada a partir de granja de reproductoras,
incubadora y pollo de engorda en México.

SEROGRUPO NUMERO (%)
0? 27 (15.61%)
02 22 (12.72%)
OR 14 (8.09%)
020 11 (6.36%)
0100 8 (4.62%)
08 8 (4.62%)
0131 7 (4.05%)
084 6 (3.47%)
025 5 (2.89%)
078 5 (2.89%)
088 4 (2.31%)
06 4 (2.31%)
0123 4 (2.31%)
o7 4 (2.31%)
0128 3 (1.73%)
086 3(1.73%)
016 2 (1.16%)
0129 2 (1.16%)
0167 2 (1.16%)
085 2 (1.16%)
0152 2 (1.16%)
019 2 (1.16%)
0153 2 (1.16%)
0103 2 (1.16%)
093 2 (1.16%)
034 2 (1.16%)
0155 2 (1.16%)
0112 2 (1.16%)
048 1 (0.58%)
03 1 (0.58%)
0127 1 (0.58%)
0125 1 (0.58%)
081 1 (0.58%)
0141 1 (0.58%)
0118 1 (0.58%)
0165 1 (0.58%)
0166 1 (0.58%)
04 1 (0.58%)
0146 1 (0.58%)
079 1 (0.58%)
022 1 (0.58%)
09 1 (0.58%)

NUMERO = # de cepas

(%) = porcentaje total

O7?= sin reaccién con ninguno de los antisueros del esquema
OR-= reaccién inespecifica contra todos los antisueros



Cuadro 10. Relacion de la presencia y combinacion de genes de 173
cepas de Escherichia coli aisladas en una empresa integrada a partir de
granja de reproductoras, incubadora y pollo de engorda en México.

COMBINACION DE GENES NUMERO (%)
tsh,iss 30 (17.34%)
iucD 18 (10.40%)
tsh 18 (10.40%)

iucD,cdtB,irp2,tsh,iss

iucD,irp2,tsh,iss
Iss
cdtB,irp2,tsh,iss
ipaH,tsh

iucD,tsh,iss

iucD,tsh

iucD,irp2,iss
iucD,irp2,ipaH,tsh,iss

iucD,iss
irp2,tsh,iss
irp2,tsh
irp2,iss

irp2
ipaH,tsh,iss
(-)

17 (9.83%)

12 (6.94%)
11 (6.36%)
11 (6.36%)
7 (4.05%)

4(2.31%
3 (1.73%
3 (1.73%
3 (1.73%

— N N S

1(0.58%)
1 (0.58%)
1(0.58%)
1(0.58%)

1(0.58%)
1(0.58%)
30 (17.34%)

(-) = cepas negativas
NUMERO = # de cepas
(%) = porcentaije total



Cuadro 11. Relacion de serogrupo y virulencia de 173 cepas de
Escherichia coli aisladas en una empresa integrada a partir de granja de
reproductoras, incubadora y pollo de engorda en México.

SEROGRUPO VIRULENCIA NUMERO (%)
\" MV NV

o? 9 7 11 27 (15.61%)

02 17 4 1 22 (12.72%)
OR 3 2 9 14 (8.09%)
020 7 3 1 11 (6.36%)
0100 2 2 4 8 (4.62%)
08 2 1 5 8 (4.62%)
0131 5 2 7 (4.05%)
084 5 1 6 (3.47%)
025 5 5 (2.89%)
078 2 2 1 5 (2.89%)
0123 2 2 4 (2.31%)
06 2 1 1 4 (2.31%)
088 2 1 1 4 (2.31%)
o7 1 2 1 4 (2.31%)
0128 2 1 3 (1.73%)
086 1 1 1 3 (1.73%)
0129 2 2 (1.16%)
016 2 2 (1.16%)
085 2 2 (1.16%)
0153 1 1 2 (1.16%)
093 1 1 2 (1.16%)
034 2 2 (1.16%)
0167 2 2 (1.16%)
0152 1 1 2 (1.16%)
0103 1 1 2 (1.16%)
019 1 1 2 (1.16%)
0112 2 2 (1.16%)
0155 2 2 (1.16%)
o127 1 1 (0.58%)
03 1 1 (0.58%)
048 1 1 (0.58%)
0141 1 1 (0.58%)
022 1 1 (0.58%)
04 1 1 (0.58%)
0166 1 1 (0.58%)
o79 1 1 (0.58%)
0125 1 1 (0.58%)
081 1 1 (0.58%)
0118 1 1 (0.58%)
0146 1 1 (0.58%)
0165 1 1 (0.58%)
09 1 1 (0.58%)
V = cepas virulentas NUMERO = # de cepas

MV = cepas moderadamente virulentas (%) = porcentaje total
NV = cepas no virulentas



Cuadro 12. Correlacion de serogrupos especificos ordenados de acuerdo
a su virulencia de 173 cepas de Escherichia coli aisladas en una empresa
integrada a partir de granja de reproductoras, incubadora y pollo de
engorda en México.

SEROGRUPO VIRULENCIA NUMERO (%)
\% MV NV
025 5 5 (2.89%)
085 2 2 (1.16%)
o167 2 2 (1.16%)
016 2 2 (1.16%)
\ 0129 2 2 (1.16%)
048 1 1 (0.58%)
03 1 1 (0.58%)
0127 1 1 (0.58%)
0125 1 1 (0.58%)
034 2 2 (1.16%)
141 1 1 (0.58%)
MV 022 1 1 (0.58%)
04 1 1 (0.58%)
081 1 1 (0.58%)
0112 2 2 (1.16%)
0118 1 1(0.58%)
0146 1 1 (0.58%)
NV 0155 2 1(1.16%)
0165 1 1 (0.58%)
0166 1 1 (0.58%)
079 1 1 (0.58%)
09 1 1 (0.58%)
084 5 1 6 (3.47%)
0123 2 2 4 (2.31%)
0128 2 1 3 (1.73%)
V, MV 019 1 1 2 (1.16%)
0153 1 1 2 (1.16%)
0152 1 1 2 (1.16%)
0103 1 1 2 (1.16%)
0131 5 2 7 (4.05%)
V, NV 093 1 1 2 (1.16%)
02 17 4 1 22 (12.72%)
0? 9 7 11 27 (15.61%)
020 7 3 1 1 (6.36%)
OR 3 2 9 14 (8.09%)
V, MV, NV 078 2 2 1 5 (2.89%)
0100 2 2 4 8 (4.62%)
088 2 1 1 4 (2.31%)
o8 2 1 5 8 (4.62%)
06 2 1 1 4 (2.31%)
o7 1 2 1 4 (2.31%)
086 1 1 1 3 (1.73%)
V = cepas virulentas NUMERO = # de cepas

MV = cepas moderadamente virulentas (%) = porcentaje total
NV = cepas no virulentas



Cuadro 13. Presencia de genes caracteristicos del grupo APEC
relacionados con la virulencia observada en 173 cepas de Escherichia coli
aisladas en una empresa integrada a partir de granja de reproductoras,
incubadora y pollo de engorda en México.

GENES PORCENTAJE DE ACUERDO A SU VIRULENCIA
V% MV % NV %
iucD 46.43% 25.00% 24.49%
cdtB 33.33%
irp2 55.95% 5.00% 2.04%
ipaH 3.57% 5.00% 12.24%
tsh 94.05% 45.00% 22.45%
iss 96.43% 27.50% 6.12%
) 20.00% 44.90%

V % = porcentaje de cepas virulentas
MV % = porcentaje de cepas moderadamente virulentas

NV % = porcentaje de cepas no virulentas

(-) = cepas negativas



Cuadro 14. Correlacion de las distintas combinaciones de genes
caracteristicos del grupo APEC ordenadas de acuerdo a su virulencia de
173 cepas de Escherichia coli aisladas en una empresa integrada a partir
de granja de reproductoras, incubadora y pollo de engorda en México.

COMBINACION DE GENES

NUMERO (%)

CEPAS VIRULENTAS
tsh,iss 30 (35.71%)
iucD,cdtB,irp2,tsh,iss 17 (20.24%)
iucD,irp2,tsh,iss 12 (14.29%)
cdtB,irp2,tsh,iss 11 (13.10%)
iucD,irp2,ipaH,tsh,iss 3 (3.57%)
iucD,irp2,iss 3 (3.57%)
iucD,tsh,iss 2 (2.38%)
tsh 2 (2.38%)
irp2,tsh,iss 1(1.19%)
iss 1(1.19%)
iucD,iss 1(1.19%)
iucD,tsh 1(1.19%)

CEPAS MODERADAMENTE VIRULENTAS
tsh

11 (27.50%)

iss 7 (17.50%)
(-) 8 (20.00%)
iucD 6 (15.00%)
iucD,tsh,iss 2 (5.00%)
iucD,tsh 2 (5.00%)
irp2,tsh 1 (2.50%)
irp2iss 1(2.50%)
ipaH,tsh,iss 1 (2.50%)
ipaH,tsh 1(2.50%)
CEPAS NO VIRULENTAS
(-) 22 (44.90%)
iucD 12 (24.49%)
ipaH,tsh 6 (12.24%)
tsh 5(10.20%)
iss 3(6.12%)
irp2 1(2.04%)

(-) = cepas negativas
NUMERO = # de cepas
(%) = porcentaje total por grupo de virulencia



Cuadro 8. Correlacion de virulencia y produccién de colicinas observada
en 173 cepas de Escherichia coli aisladas en una empresa integrada a
partir de granja de reproductoras, incubadora y pollo de engorda en
México.

VIRULENCIA COLICINAS NUMERO (%)

COLV 7 (8.33%)
COLV Y OTRAS COLICINAS 29 (34.52%)

Vv OTRAS COLICINAS 28 (33.33%)
NO COLICINAS 15 (17.86%)
ND 5 (5.95%)
COLV 6 (15.00%)
COLV Y OTRAS COLICINAS 10 (25.00%)

MV OTRAS COLICINAS 11 (27.50%)
NO COLICINAS 12 (30.00%)
ND 1(2.50%)
COLV 5 (10.20%)
COLV Y OTRAS COLICINAS 12 (24.49%)

NV OTRAS COLICINAS 9 (18.37%)
NO COLICINAS 22 (44.90%)
ND 1(2.04%)

V = cepas virulentas

MV = cepas moderadamente virulentas

NV = cepas no virulentas

COL V = colicina ColV

OTRAS COLICINAS = cualquier colicina diferente a ColV
NO COLICINAS = sin produccion de colicinas

ND = no determinadas



Figura 4. Porcentaje de virulenciade 173 c epas d e Escherichia co li
aisladas en una empresa integrada a partir de granja de reproductoras,
incubadora y pollo de engorda en México. V = cepas virulentas; MV = cepas
moderadamente virulentas; NV = cepas no virulentas.

DIAS

Figura 5. Relacion de embriones muertos por dia en la prueba de letalidad
embrionaria en 173 cep as de Escherichia c oli aisladas en una empresa
integrada a par tir d e gra nja de reproductoras, incubadora y pollo de
engorda. V = cepas virulentas; MV = cepas moderadamente virulentas; NV = cepas
no virulentas; TESTIGO + = cepa virulenta O1; TESTIGO - = cepa no virulenta K-12;
PBS = testigo negativo PBS estéril
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62.43%

60.00% 54.91%
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40.00% 35:26%
28.90%
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20.00% 16-18% 17.34%

oG

10.00% 6.36¢ —

0.00%
iucD cdtB irp2 ipaH tsh iss (-)

Figura 6. Proporcidon de genes en 173 cepas de Escherichia coli aisladas
en una empresa integrada a partir de granja de reproductoras, incubadora
y pollo de engorda en México. Genes: tsh (hemaglutinina sensible a temperatura),
iss (supervivencia au mentada en suero), irp2 (proteina de cap tura de hierro), iucD
(aerobactina), cdtB (toxina de distension citoletal), jpaH (mecanismo e nteroinvasivo)
(-) = cepas negativas a todos los genes.
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