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Hallazgos Clinicos y Anatomopatolgicos en Aves White Leghorn
Ocasionados por Ornithobacterium rhinotracheale y Escherichia
colien Condiciones Controladas

ANATOMOPATHOLOGICAL AND CLINICAL FINDINGS IN WHITE LEGHORN LAYERS CAUSED BY
Ornithobacterium rhinotracheale ano Escherichia coli unbeEr CONTROLLED
CONDITIONS

Manuel Colas C.*®, lvette Espinosa C.2, Nelson Merino G.2, Joiver Vichi L.2, José
Lépez R.%, Manuel Garcia C.}, Yanina Santana U.}, Alejandro Merino L.,
Viviana Falcén C.*

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar los signos clinicos y los hallaz-
gos anatomopatoldgicos ocasionados por Ornithobacterium rhinotracheale y
Escherichia coli en aves de postura bajo condiciones controladas. Se seleccionaron 80
gallinas ponedoras White Leghorn de cinco semanas de edad. Previo al experimento, se
realizaron analisis microbiologicos en 16 aves para chequear si habian sido expuestas a
agentes microbianos. Las restantes 64 pollitas fueron distribuidas en cuatro grupos de 16
aves. G1 y G2 fueron inoculadas con 0.6 x 107 UFC/ml de O. rhinotracheale en el dia 1 del
experimento, y G3 y G4 (control negativo) recibieron caldo cerebro corazon por via
intranasal. En las 48 h siguientes, G2 y G3 fueron inoculadas con 0.6 x 107 UFC de E. coli
por via intranasal. Cuatro pollitas por grupo fueron sacrificadasa los 3, 7, 14 y 21 dias de
la inoculacién y se tomaron muestras de exudados de senos paranasales, traquea, pul-
mon, sacos aéreos e higado para microscopia Optica y electrénica de transmision. Ade-
mas se utilizaron técnicas histoquimicas (PAS y Weigert) para demostrar la presencia de
mucus Y fibrina en 6rganos respiratorios. El estudio permitio evidenciar un retardo del
crecimiento y se demostré alteraciones del tejido linfoide asociado a mucosas en las
pollitas inoculadas con O. rhinotracheale y E. coli.

Palabrasclave: reproduccion experimental, microscopia electrénica, O. rhinotracheale,
E. coli
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ABSTRACT

This study aimed to determine the clinical signs and pathological findings caused
for Ornithobacterium rhinotracheale and Escherichia coli in White Leghorn layers
under controlled conditions. Atotal of 80 replacement hens of five weeks were selected.
Before starting the experiment, microbiological tests were conducted in 16 chicks to
verify if they were exposed to pathogens. The remaining 64 chicks were distributed in
four equal groups (n=16). On day 1 of the experiment G1 and G2 were inoculated via
intranasal with 0.6 x 10” UFC/mI of O. rhinotracheale and G3 and G4 (negative control)
received brain heart infusion broth. Forty eight hours later, G2 and G3 were inoculated via
intranasal with 0.6 x 107 UFC of E. coli. Four chicks per group were slaughtered on days
3, 7, 14, and 21 after inoculation and samples were collected from paranasal sinuses,
trachea, lung, air sacs and liver for optic and transmission electron microscopy. In addition,
histochemical techniques (PAS and Weigert) were used to show the presence of mucus
and fibrin in respiratory organs. The study allowed evidencing a delay in the growth rate
and presence of lymphoid tissue associated to mucosa in chicks inoculated with O.
rhinotracheale and E. coli.

Key words: experimental reproduction, electron microscopy, O. rhinotracheale, E. coli

INTRODUCCION

Entre las enfermedades infectocon-
tagiosas de las aves, las respiratorias son las
mas importantes porque ocasionan grandes
pérdidas econdmicas en la industria avicola y
pueden tener maltiples causas (Bradbury y
Morrow, 2008).

Entre los patgenos bacterianos de ma-
yor importancia en la etiopatogenia de la En-
fermedad Respiratoria Croénica (ERC) se
destacan Avibacterium paragallinarum,
Pasteurella multocida, Gallibacterium
anatis biovar haemolytica, Staphylococcus
spp y Escherichia coli, asi como
Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma
synoviae (Christensen et al., 2003; Lobo et
al., 2006; OIE, 2008). Desde la década del
90 se viene notificando la emergencia de
serovares de Ornithobacterium rhinotrac-
heale en infecciones respiratorias en pollos
de ceba, pavos y gallinas ponedoras en me-
nor cuantia, en paises como EEUU, México,
Argentina, Brasil, India, Peru e Iran, ademas
de paises africanos (Van Empel y Hafez,
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1999; Van Veen et al., 2000a,b; Soriano et
al., 2002; Turan y Ak, 2002; Canal et al.,
2005; Murthy et al., 2008; Uriarte et al.,
2010). En Cuba, entre los afios 2009 y 2010,
se determind la presencia de anticuerpos a
O. rhinotracheale mediante técnicas
seroldgicas en gallinas ponedoras y sus re-
emplazos afectados por la ERC (Colas et al.,
2010).

Existen reportes sobre las manifestacio-
nes clinicas y lesiones del sistema respirato-
rio producidas por O. rhinotracheale en di-
ferentes categorias y propdsitos de crianza
de aves (pollos de ceba y pavos, fundamen-
talmente). Estos signos son mas severos
cuando esta bacteria participa con otros agen-
tes microbianos, como E. coli (Droual y Chin,
1996), Bordetella avium (Charlton, 1999), los
adenovirus grupo | (Travers et al., 1996), y
los virus de la enfermedad de Newcastle
(ENC), bronquitis infecciosa (BI), anemia
infecciosa y enfermedad infecciosa de la bol-
sa de Fabricio (EIB); estos dos ultimos con-
siderados como agentes inmunosupresores
que afectan la respuesta inmune del hospe-
dero (Thachil et al., 2009).

Rev Inv Vet Per(12014; 25(3): 523-537
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En Cuba se desconocen las manifesta-
ciones clinicas y los hallazgos anatomopatol6-
gicos de O. rhinotracheale como agente
emergente y E. coli como enterobacteria
oportunista en poblaciones de gallinas
ponedoras y en sus reemplazos. Por esta ra-
zon, el presente estudio tuvo como objetivo
determinar los signos clinicos y los hallazgos
anatomopatoldgicos ocasionados por O.
rhinotracheale y E. coli en condiciones
controladas.

MATERIALES Y METODOS

Aislados Bacterianos

Se utilizaron los aislados de O.
rhinotracheale S118 y E. coli obtenidos de
gallinas ponedoras de la region occidental de
Cuba. Estos fueron identificados por prue-
bas bioquimicas (api 20NE y 20 E
Biomerieux, respectivamente) y conservados
en glicerol a -20 °C.

Las bacterias se incubaron a 37 °C, du-
rante 48-72 horas, en placas de agar suple-
mentada con 5% de sangre de carnero, en
presencia de CO, al 5% (Genbox, Oxoid) y
caldo cerebro corazon (BHI, Oxoid) en con-
diciones de aerobiosis. La visualizacion de
las caracteristicas morfoldgicas de O.
rhinotracheale se realiz6 por microscopia
electrénica, para lo cual se tomé 0.5 ml de la
suspension celular y se fijo en paraformal-
dehido al 4%.

Modelo Experimental

Se trabajo con 80 pollitas de reemplazo
de gallinas ponedoras White Leghorn, de cin-
co semanas de edad, que recibieron una ali-
mentacion estandar para su edad y propdési-
to. Se inmunizaron con vacunas vivas contra
viruela aviar, Bl, enfermedad de Marek (al
dia de edad), EIB y ENC (10 y 14 dias, res-
pectivamente), segun el programa de vacu-
nacion vigente en Cuba. Las aves se ubica-
ron en jaulas dentro de una nave de experi-
mentacion con barreras fisicas de contencion
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y medidas de bioseguridad para preservar el
bienestar de las aves y minimizar fugas al
ambiente de los agentes bacterianos utiliza-
dos en el experimento.

Se hizo un muestreo seroldgico a 16
aves empleando las técnicas de Seroaglu-
tinacion rapida en placa (M. gallisepticum),
ELISA (O. rhinotracheale) e Inhibicion de
la hemoaglutinacién (HI) contra Newcastle
e Influenza Aviar (IA) serotipos H5 y H7.
Ademas, se tomaron exudados de traquea
individual y mezcla de cuatro aves con la fi-
nalidad de determinar si las aves habian sido
expuestas anteriormente a estos agentes
bacterianos, incluyendo ademas a E. coli
(Espinosa et al., 2011) y virales (OIE, 2008).

El primer (A) y segundo (B) grupo fue-
ron inoculados por via intranasal con 0.2 ml
de cultivo puro de aislado de O.
rhinotracheale SI18 (0.6 X 107 UFC/ml),
en tanto que el tercer grupo (C) recibié solo
0.2 ml de BHI. A las 48 h siguientes, By C
recibieron 0.2 ml de cultivo puro de E. coli
(0.6 x 107 UFC/ml), y el cuarto grupo (D)
recibi6 solo 0.2 mL de BHI. Las dosis de ino-
culacion utilizadas para O. rhinotracheale y
E. coli se seleccionaron segun lo notificado
por Zaini et al. (2008) y Yaguchi et al. (2009),
respectivamente.

Analisis Bacteriolégico

El examen clinico a las aves de todos
los grupos se realiz6 a los 3, 7, 14 y 21 dias
pos-inoculacion (PI). Se seleccionaron y pe-
saron cuatro pollitas al azar de cada grupo
experimental con el uso de una balanza KERN
PFB (1200 g). Finalmente, se sacrificaron por
la metodologia de necropsia descrita por
Sanchez y Lamazares (2010).

Se tomaron muestras de exudados de
senos paranasales, fragmentos de traquea,
pulmén y sacos aéreos. Las muestras se sem-
braron en placas de agar base Columbia, su-
plementada con 5% de sangre de carnero en
presencia de CO, al 5% (Genbox, Oxoid) y
BHI (Oxoid) en condiciones de aerobiosis. A
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Cuadro 1. Secuencias nucleotidicas de los oligonucleétidos y las reacciones de PCR
utilizadas en la amplificacion del ADN de O. rhinotracheale en un Termociclador

de ADN (Mastercycler® personal, Eppendorf AG)

i i Ati Condiciones PCR (°C/se
Tpegla Secuencia de5t?ll3§|;onucleot|dos . i ( ?) Referencia
(Pb) (5'-3) Des. Hib. Ext.
GAGAATTAATTTACGGATTAAG
784 98/120  65/90  72/60 VanlgEg”;pe"

TTCGCTTGGTCTCCGAAGAT

! Des.: Desnaturalizacion; Hib.: Hibridizacién; Ext.: Extension

Cuadro 2. Escala para evaluar el dafio de los 6rganos (senos paranasales, traquea y
pulmones) del sistema respiratorio en aves

Descripcion

Puntos

Tipo de exudado inflamatorio

Exudado catarral moderado
Exudado catarral abundante
Exudado mucofibrinoso

Dafio epitelial y glandular

Hiperplasia epitelial
Metaplasia del epitelio
Atrofia glandular

Pérdida focal de cilios

Sin alteraciones aparentes (SAA) 0

A WO N P W N

las 24 h de incubacion, las colonias sospe-
chosas a O. rhinotracheale fueron cultiva-
das e identificadas por pruebas bioquimicas.

Identificacion Molecular de O. rhino-
tracheale

La confirmacion molecular de O.
rhinotracheale se realizé6 mediante PCR con
cebadores especificos para este microorga-
nismo (Cuadro 1). Los productos amplifica-
dos fueron visualizados con bromuro de etidio
(0.5 pg/ml) en electroforesis de ADN en gel
de agarosa al 0.8%, a 70 v por 1 h (Espinosa
etal., 2011).
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Estudio Anatomopatolégico

Se realiz6 una descripcion de las lesio-
nes macroscopicas y se tomaron muestras
de fragmentos de senos paranasales, traquea,
pulmones, sacos aéreos e higado. Las mues-
tras se fijaron en formol neutro al 4%, se pro-
cesaron y colorearon con Hematoxilina-
Eosina (HE). Se emplearon las técnicas
histoquimicas no enzimaticas de PAS (4cido
periodico-Schiff) y de hematoxilina férrica de
Weigert para demostrar la presencia de
mucus Y fibrina, respectivamente, en érga-
nos respiratorios.

Rev Inv Vet Per(12014; 25(3): 523-537
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Se procesaron por microscopia electro-
nica muestras de tejido pulmonar de cuatro
aves del grupo A correspondientes a los 3y 7
dias posinfeccién (PI). Fragmentos de 1 mm
de pulmones fueron fijados en glutaraldehido
al 3.2%. Estas muestras y la suspension ce-
lular fijada en paraformaldehido al 4% se
deshidrataron con concentraciones crecien-
tes de etanol y se incluyeron en resina Spurr.
Posteriormente, se contrastaron con acetato
de uranilo saturado y citrato de plomo y se
examinaron con un microscopio electrénico
JEOL JEM-2000EX. Las microfotografias se
analizaron a un micrémetro de magnificacion.

En la interpretacion histopatolégica del
grado de intensidad del exudado inflamatorio
y del dafio epitelial y glandular en senos
paranasales, traquea y pulmon se siguieron
los criterios descritos en el Cuadro 2. Se su-
maron los grados de intensidad de las lesio-
nes en cada ave segun la escala siguiente: 0 =
SAA (0), 1-3 = moderado (I); >4 = severo (I1).

Las lesiones microscopicas cronicas de
los sacos aéreos se clasificaron segln la es-
cala semicuantitativa de grado de intensidad
en el estudio del mesotelio y submucosa: 0 =
SAA (0); | = moderada (escasa proliferacion
del tejido conectivo); Il = severa (abundante
tejido conectivo).

Para la determinacion de la respuesta
inmune inespecifica (hiperplasia) del tejido
linfoide asociado a mucosas de los senos
paranasales (NALT) y bronquios (BALT), se
aplico la siguiente escala propuesta en este
trabajo: 0 = SAA; | = hiperplasia moderada;
Il = hiperplasia severa.

Andlisis Estadistico

Se realizaron comparaciones de propor-
ciones para cada lesion macroscépica de di-
ferentes grados de intensidad histopatologica
de la hiperplasia del NALT y BALT en cada
organo respiratorio (senos paranasales, tra-
quea y pulmones) entre cada grupo experi-
mental. Se utilizé la Décima de Duncan para
evidenciar las diferencias entre grupos expe-
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rimentales con niveles de confianza al 95%.
Se utiliz6 el programa COMPAPRO v. 2.1
(Ecosoft, Inc).

Se realizé la comparacion de los valo-
res de peso vivo entre el grupo control y los
grupos inoculados con los dos agentes
bacterianos e independientes en los distintos
dias PI. Se analizé la normalidad de los datos
mediante el método de Kolmogorov-Smirnov
(K-S) y se verificd si cumplia con la homo-
geneidad de varianza por la prueba de
Levene. Posteriormente, como los datos no
seguian una distribucién normal, se realizé la
prueba no paramétrica Kruskal-Wallis, apo-
yado con el paquete estadistico Minitab 14.

REsuLTADOS

No se evidenci6 la presencia de O.
rhinotracheale, M. gallisepticum, E. coli,
ni los virus de BI, ENC e IA en el monitoreo
microbiolégico preliminar realizado a las 16
aves. Las pruebas seroldgicas para la detec-
cién de anticuerpos a M. gallisepticum y O.
rhinotracheale fueron negativas para los sue-
ros de las 80 aves. Asimismo, las pollitas man-
tenidas como control no manifestaron signos
clinicos ni lesiones durante el experimento.

No se apreciaron signos clinicos respi-
ratorios en ninguin grupo experimental; sin em-
bargo, se apreci6 una tendencia a la disminu-
cion de los pesos vivos (Cuadro 3) en los tres
grupos inoculados con los agentes bacterianos
con respecto a las del grupo control.

En el Cuadro 4 se aprecian que las le-
siones macroscopicas son mas evidentes en
el grupo B con respecto a los otros dos grupos
inoculados con bacterias independientes
(p<0.05). Asimismo, la degeneracion hepatica
se observo con mayor proporcion en el grupo
B y C con respecto al grupo A (p<0.05). Por
otro lado, no se observaron alteraciones
macroscopicas aparentes en las articulaciones.

En la Fig. 1 se evidencia que desde el
dia 7 al 21 PI se observa una tendencia al
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Cuadro 3. Pesovivo (promedio + error estdndar, en gramos) de aves inoculadas con aislados
de Ornithobacterium rhinotracheale (A), O. rhinotracheale y E. coli (B), E. coli

(C) y grupo control sin inéculo (D)

Dias pos- A B C D
inoculacion Media + EE Media + EE Media + EE Media + EE
3 547 + 6 547 + 6 547 + 6 552 + 4
7 591 +5 572 +9 578 + 9 630 + 4
14 683+ 11 663 + 13 673+ 11 720 + 8
21 708 + 16 685 + 6 691 + 6 788 + 4

Cuadro 4. Frecuencia (%) de lesiones macroscopicas en pollitas de reemplazos* inoculadas
con aislados de Ornithobacterium rhinotracheale (A), O. rhinotrachealey E. coli

(B), E. coli (C)
Lesiones macroscopicas A B C
Rinitis catarral 38° 38° 25°
Rinitis mucofibrinosa o 25° o
Exudado catarral en traquea 44° 44° o
Focos Unilateral o 25° o
neumonicos Bilateral 6° 6° 0°
Degeneracion hepatica 6° 50 442

' 16 aves por grupo

2P superindices diferentes dentro de filas indican diferencias significativas (p<0.05) (2: p<0.01)

incremento de la intensidad de las lesiones
microscopicas en los 6rganos del sistema res-
piratorio de los grupos inoculados con O.
rhinotracheale.

En la Fig. 2 se muestra la proporcion de
las lesiones microscopicas en los senos
paranasales, con grados de intensidad mode-
rado y severo, en todos los grupos experi-
mentales. Se observaron cambios histopatold-
gicos como hiperestimulacion del sistema
mucociliar, presencia de mucus con exudado
de naturaleza fibrinosa, hiperplasia del NALT
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con mayor predominio en el epitelio respira-
torio con respecto al tejido olfatorio, y rinitis
cronica caracterizada por hiperplasia epitelial
con infiltracion de células mononucleares.

Las lesiones de grado moderado en tra-
quea se presentaron en los tres grupos expe-
rimentales mientras el grado severo solo se
aprecio en las pollitas del Grupo B (Fig. 3).
En la evaluacion histopatoldgica se observo
hipersecrecion de mucus en todos los grupos
y fibrina especialmente en el Grupo C. Por
otro lado, no se observaron diferencias es-

Rev Inv Vet Per(12014; 25(3): 523-537
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tadisticas entre grupos ni entre grados de in-
tensidad de lesiones histopatoldgicas (Fig. 4).

Las principales lesiones microscopicas
observadas en los bronquios en el grupo B
fueron la hiperplasia del BALT y la
hipersecrecion de mucus mezclada con
fibrina, que provocaron estenosis bronquial y
de los tabulos pulmonares.

O. rhinotracheale se aislé por cultivo
e identifico por PCR a los 3 y 7 dias Pl a
partir de los senos paranasales; sin embargo,
se pudo observar por microscopia electroni-
ca la colonizacion de una bacteria compati-
ble con O. rhinotracheale en el intersticio
(Fig. 5C) y en el interior de un macroéfago
(Fig. 5D) del tejido pulmonar y se pudo de-
mostrar el pleomorfismo tipico de O.
rhinotracheale en la suspension celular (Fig.
5A).

En total, 6, 19 y 19 pollitas presentaron
aerosaculitis cronica en los grupos A, By C,
respectivamente, pero sin diferencia estadis-
tica entre grupos. La aerosaculitis se carac-
terizd desde el punto de vista histopatoldgico
por una fuerte respuesta inflamatoria del
mesotelio con infiltracion de células
mononucleares, macrofagos y proliferacion
de tejido conectivo.

La frecuencia de aves afectadas, se-
gun tratamiento, con hiperplasia de tejido
linfoide en senos paranasales y pulmones se
muestra en la Fig. 6. Se observa una mayor
frecuencia en las aves del grupo B, donde la
intensidad de la hiperplasia del NALT fue
moderada y severa en los tres grupos, en tanto
que la hiperplasia del BALT en pulmones solo
mostro estos grados en las aves del grupo B.
Microfotografias representativas de
hiperplasia del NALT y BALT se muestran
en las Figs. 7 y 8, respectivamente.

Esteatosis hepatica se observd en el 19,
81y 31% de las aves de los grupos A, By C
(16 aves por grupo). El dafio se caracterizo
principalmente por la formacién de micro y
macrovesiculas alrededor de la zona 3 del
acinus hepatico.
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Discusion

La expresion de los signos clinicos de-
bido a una infeccion microbiana depende de
la interaccion microorganismo-hospedero. En
este aspecto intervienen la virulencia del mi-
croorganismo, que se caracteriza por la ca-
pacidad de adherencia, colonizacion, invasion
de los tejidos y subversion de las funciones
celulares del hospedero (Taylor et al., 2009).
Por otra parte, existen caracteristicas pro-
pias del hospedero como la edad y el estado
inmune (Montassier, 2009). En condiciones
experimentales controladas también son im-
portantes las vias de inoculacion y la dosis
utilizada (Kilic et al., 2010).

La ausencia de signos clinicos respira-
torios en las pollitas del estudio pudo deberse
a causas como la hiperestimulacion del NALT
y BALT, especialmente en el grupo B, y al
control de los factores predisponentes (tem-
peratura, humedad, alimentacion y manejo de
las aves), dosis y via de inoculacién utiliza-
das, asi como a la virulencia de los aislados
utilizados.

Droual y Chin (1996) y Van Empel
(1998) refieren gque existen discrepancias en
la patogenicidad de O. rhinotracheale, de-
bido a que, en sus condiciones, no lograron
reproducir los signos clinicos y las lesiones
gue se observaron en infecciones naturales.
Asimismo, Travers et al. (1996) y Sprenger
et al. (2000) notifican diferencias en las ma-
nifestaciones clinicas y en los hallazgos
anatomopatologicos entre los aislamientos
estudiados. Sin embargo, en este estudio se
encontrd una tendencia al retardo en el cre-
cimiento de las pollitas de los tres grupos ino-
culados. Retardo en el crecimiento e inape-
tencia han sido, no obstante, reportadas en
inoculaciones experimentales con O.
rhinotracheale (Van Empel et al., 1996).
También se debe destacar una posible ane-
mia ante la palidez marcada de la cresta y
barbillas, el retardo del crecimiento y lesio-
nes en senos paranasales, traquea, bronquios
y tubulos pulmonares.
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postura de cinco semanas inoculadas con aislados de Ornithobacterium
rhinotracheale (ORT), O. rhinotracheale y E. coli, y E. coli. Cuatro aves por
grupo en cada tiempo de evaluacion. Se muestra la suma de los grados de lesio-
nes (1-3: grado moderado, mayores de 4: grado severo)
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Figura 2. Proporcion de aves con lesiones histoldgicas en los senos paranasales segun el grado
de intensidad en los grupos experimentales. 1. Moderado; 11. Severo. No hubo diferen-
cia estadistica entre tratamientos

530 Rev Inv Vet Per(12014; 25(3): 523-537



Reproduccion experimental de O. rhinotracheale y E. coli en aves White Leghorn

e e
e o
"

Proporcion de aves
SeeL
B U oy~

W
L1

nf coli

o oo
%]

[=J Y
| L

3 7 14 21

Dias post inoculacion

Q. rhinotracheale

8 0. rlinotracheale+ E. coli

0,9 4
0,8
0,7 4
0,6 4
0,5
04 O, rhinotracheale
0,3 4
0,2 4
01 -

8 (. rhinotracheale+E. coli

Proporcion de aves

nE coli

3 7 14 21 Il

Dias post inoculacion

Figura 3. Proporcion de aves con lesiones histoldgicas en las traqueas segun el grado de inten-
sidad en los grupos experimentales. I. Moderado. 1. Severo. El asterisco (*) indica
diferencia estadistica entre grupos experimentales en cada grado de intensidad (p<0.05)
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Proporcion de aves con lesiones histoldgicas en pulmones segun el grado de intensidad

en los grupos experimentales. I. Moderado. I1. Severo. No hubo diferencia estadistica

entre tratamientos

Los hallazgos macroscépicos fueron si-
milares a aquellos del estudio de Thachil et
al. (2009) en una reproduccion experimental
con gallinas ponedoras inoculadas por via
aerégena con aislados de O. rhinotracheale
y E. coli. Sin embargo, estos autores refie-
ren un grupo experimental con infeccion por
O. rhinotracheale, E. coli y el virus de la
BI, donde encontraron lesiones mas relevan-
tes como traqueitis, neumonia, aerosaculitis
y peritonitis.
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La no evidencia de alteraciones macros-
cOpicas aparentes en las articulaciones difie-
re de los resultados de Soriano et al. (2000),
quienes observaron lesiones macroscopicas
en senos infraorbitarios, traquea, pulmones,
sacos aéreos Yy articulaciones en pollos de
ceba inoculados con O. rhinotracheale.

La tendencia en el incremento de las

lesiones microscopicas en los senos
paranasales que se apreciaron en los grados
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Figura5. A. Grupo control, cultivo de O. rhinotracheale (6 x 10® UFC/ml). Se observa
pleomorfismo de la bacteria. B. Grupo D, tejido pulmonar sin alteracion aparente. C:
Grupo A, colonizacion de O. rhinotracheale en el intersticio pulmonar (flecha) a los
7 dias de la inoculacion. D: Grupo D, O. rhinotracheale fagocitado por el macréfago
(cabeza de flecha) a los 7 dias de la inoculacién. Microscopia electrénica de transmi-
sién, 2000 EX
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Figura 6. Frecuencia de aves positivas con diferentes grados de focalizacion de la hiperplasia
del tejido linfoide asociado a mucosa en senos paranasales (NALT). (A). En pulmo-
nes (BALT) (B)
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Figura 7. Microfotografias de seno paranasal de pollitas inoculadas con O. rhinotracheale y
E. coli, donde se observan diferentes grados de hiperplasia del NALT a los 14 dias de
la inoculacién. (A y B). Intensidad moderada (flechas). (D y E). Intensidad severa
que se caracteriza por la formacion de centros germinativos (flecha). HE. 400X

de intensidad moderado y severo, esta dada
por la colonizacion primaria a través de la via
intranasal utilizada. Se pudo observar
hiperplasia del NALT en grado severo con
mas predominio en la region respiratoria con
respecto a la olfatoria, en la cual se formaron
foliculos linfoides organizados (Fig. 7).
Ohshima e Hiramatsu (2000) sefialan que este
tejido linfoide se encuentra presente princi-
palmente en el epitelio respiratorio y relativa-
mente poco frecuente en la region olfatoria y
se estimula ante la participacion de agentes
microbianos.
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El comportamiento de la hiperplasia del
NALT depende de la adherencia, coloniza-
cién y diseminacion de las entidades
bacterianas en este 6rgano. Maina y Cowley
(1998) y Maina (2002) destacan que las par-
ticulas que son transportadas mas alla de la
mucosa ciliar pueden ser eliminadas por me-
canismos celulares y por los agregados
linfoides asociados a mucosas presentes en
el epitelio respiratorio.

Las alteraciones microscopicas obser-

vadas en los bronquios, como la hiperplasia
del BALT y la hipersecrecién de mucus mez-
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Figura8. Microfotografia de bronquio de pollitas inoculadas con O. rhinotracheale y E. coli.
Se aprecia estenosis bronquial y de tibulos pulmonar e hiperplasia del tejido linfoide
asociado a mucosa (BALT, flecha), con hipersecrecion de mucus en la luz bronquial

(cabeza de flecha). HE, 400X

clada con fibrina, provocaron la estenosis
bronquial y de los tubulos pulmonares. Esta
hiperplasia del BALT que se observa en los
pulmones sugiere que O. rhinotracheale y
la interaccion con E. coli son responsables
de las alteraciones del tejido linfoide asocia-
do a mucosas (BALT) y del sistema
mucociliar.

La aerosaculitis se pudo deber a las
caracteristicas de los pulmones y los sacos
aéreos (zonas de intercambio de oxigeno),
altamente susceptibles a la colonizacién e in-
vasion bacteriana, debido a la escasa exis-
tencia de macrofagos alveolares para conte-
ner la infeccion a estos niveles. Por otra par-
te, la barrera existente entre la red capilar
aérea y la sangre es extremadamente fina
(Mellata et al., 2003).
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El higado juega un papel predominante
en la resolucion de la infeccion bacteriana,
por lo que la presencia de la esteatosis se
puede deber a la infeccion sistémica por E.
coli que fuera inoculada en las pollitas. La E.
coli que ingresa a través de la inhalacion, se
disemina por el torrente circulatorio y se pro-
duce la colonizacion en otros érganos del hos-
pedero (higado, bazo y corazén), debido a la
capacidad de adhesion mediada por las
fimbrias P en fases avanzadas de la infec-
cion (Monroy et al., 2005).

Los resultados obtenidos demuestran
gue O. rhinotracheale y E. coli inoculados
en las pollitas incrementan las alteraciones
histopatoldgicas del tejido linfoide asociado a
mucosas, tales como hiperplasia del NALT y
BALT. Ademas, se encontraron otras alte-
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raciones en el sistema respiratorio, como
rinitis, traqueitis y aerosaculitis caracterizada
por una hiperplasia epitelial con infiltracion
de linfocitos.

CONCLUSIONES

En las pollitas de reemplazo de gallinas
ponedoras inoculadas con O. rhinotracheale
y E. coli se evidencia un retardo del creci-
miento y se encontraron alteraciones del teji-
do linfoide asociado a mucosas de senos
paranasales y bronquios.
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