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RESUMEN

El propésito de este estudio fue determinar la variabilidad genética de cepas de
Gallibacterium anatis aisladas en aves comerciales del Perd. El trabajo
experimental consistid en aislar Gallibacterium anatis de muestras clinicas de
aves comerciales con sintomatologia respiratoria desde el 2007 al 2011, y
caracterizarlos mediante pruebas bioquimicas. Se obtuvieron 96 cepas de G.
anatis. Luego, se identificaron mediante técnicas moleculares y se determino la
variabilidad genética de estas cepas de G. anatis mediante ERIC-PCR. Los
resultados demostraron que existen 10 biovares circulando en el Per( los
cuales son en un 45,83 % del biovar 4, 12,50 % del Biovar 1, 11,45 % del
Biovar 3, 7,30 % del Biovar 11, 6,25% del Biovar NI, 4,17% del Biovar 12, 15y
20 cada uno, y 2,08 % del Biovar 19 y 24 cada uno. El mayor porcentaje de
aislados de G. anatis y de biovares se encontr6 en Lima en 64,58 %, La
Libertad 28,13 % y en menor porcentaje Ica, Arequipa, Ucayali y Madre de

Dios.

Palabras Clave: Variabilidad genética, Gallibacterium anatis, Aves comerciales,
ERIC-PCR, Biovares, Peru.



ABSTRACT

The purpose of this study was to determine the genetic variability of strains of
Gallibacterium anatis isolated in poultry of Peru. The experimental work was to
isolate from clinical samples Gallibacterium anatis commercial poultry with
respiratory symptoms from 2007 to 2011, and characterized by biochemical
tests. 96 strains were obtained of G. anatis. Then, they were identified by
molecular techniques and determined their genetic variability of these strains of
G. anatis by ERIC-PCR. The results showed that there are 10 biovars
circulating in Peru which are in a 45,83% of biovar 4, 12,50% of biovar 1,
11,45% of biovar 3, 7,30% of biovar 11, 6,25% of biovar NI, 4,17% of biovar 12,
15 and 20 each, and 2,08% of biovar everyone 19 and 24. The higher number
of isolates of G. anatis and biovars was found in 64,58% in Lima, La Libertad
28,13% and a lesser percentage in Ica, Arequipa, Ucayali and Madre de Dios.

Key words: Genetic Variability, Gallibacterium anatis, Commercial poultry,
ERIC —PCR, Biovars, Peru.



[. INTRODUCCION

En el sector avicola, las enfermedades infecciosas, principalmente las
del sistema respiratorio, representan uno de los mayores problemas de

sanidad animal con niveles de morbilidad y mortalidad entre 10 y 50 %.

Los agentes infecciosos comprometidos en las enfermedades
respiratorias se pueden clasificar en virales y bacterianas. Dentro de los virus
estan Paramixovirus, Coronavirus, Herpesuvirus, Metapneumovirus
JInfluenzavirus A y en las bacterias se describen Avibacterium paragallinarum,
Ornithobacterium rhinotracheale, Pasteurella multocida, Gallibacterium anatis,
Mycoplasma gallisepticum y Escherichia coli (agente oportunista), entre otras.

Los agentes infecciosos presentan signos clinicos comunes tales como:
fluido 6culo nasal, ojos con un aspecto almendrado, conjuntivitis y edema facial
e intermandibular o hipertrofia de senos infraorbitarios; los cuales dificultan la

identificacion del agente patdgeno responsable.

G. anatis es un cocobacilo, Gram negativo frecuentemente aislado de
muestras clinicas de aves con infecciones respiratorias superiores. EI mayor
ndmero de casos de G. anatis se han reportado en Dinamarca y Alemania. En
Perd, no existe un estudio sistematizado de las cepas y de los biovares

circulantes que afectan a las aves comerciales.

Este trabajo permite conocer la epidemiologia de G. anatis y nuevas
técnicas diagndsticas para su caracterizacion, asi como la elaboracion de
programas efectivos de sanidad aviar en los cuales se consideren cepas

endémicas de los principales departamentos de produccion avicola de Perdu.



Por ello:

El objetivo principal del presente trabajo es determinar la variabilidad genética
de cepas de Gallibacterium anatis aisladas de aves comerciales con

infecciones respiratorias.

Los objetivos especificos fueron:

1. Aislar Gallibacterium anatis de muestras clinicas de aves mediante
técnicas bacterioldgicas tradicionales.

2. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de Gallibacterium anatis.

3. Identificar los aislados de Gallibacterium anatis mediante técnicas
bioquimicas y moleculares.

4. Determinar la variabilidad genética de las cepas de Gallibacterium anatis
aislados mediante ERIC-PCR.



II. MARCO TEORICO

Gallibacterium anatis es un cocobacilo, Gram negativo, inmovil,
encapsulado, no esporulado, pleomérfico, meséfilo y anaerobio facultativo o
microaerdfilo, crece satisfactoriamente en agar sangre de ovino al 5 % y en
otros medios de cultivo enriquecidos con sangre, G. anatis muestra tolerancia a
las sales biliares presentes en el agar MacConkey donde crece formando
colonias rojas con morfologia en “punta de alfiler’. Ademas, G. anatis es
catalasa y oxidasa positivos, ureasa, indol y ornitina descarboxilasa negativo,

también reduce los nitratos a nitritos (1 - 8).

G. anatis pertenece al orden Pasteurellales, familia Pasteurellaceae y
género Gallibacterium. La familia Pasteurellaceae es muy heterogénea,
presenta controversia en cuanto a su clasificacion taxondémica. Actualmente, la
familia Pasteurellaceae comprende 13 géneros segun la “Formerly List of
Bacterial names with Standing in Nomenclature”, estos son: Actinobacillus,
Aggregatibacter, Avibacterium, Bibersteinia, Gallibacterium, Haemophilus,
Histophilus, Lonepinella, Mannheimia, Nicoletella, Pasteurella, Phocoenobacter
y Volucribacter (2, 9 — 15).

El género Gallibacterium, comprende una sola especie, G. anatis y dos
genomospecies, representa a bacterias previamente reportadas como
Actinobacillus salpingitidis, Pasteurella haemolytica aviar y P. anatis.
Kjos-Hanssen (1950) publicé el primer trabajo sobre esta bacteria, que
probablemente representa el organismo posteriormente nombrado
Gallibacterium, él aisl6 Pasteurella hemolitica causante de una peritonitis y
salpingitis. Desde entonces, varios autores han publicado trabajos sobre lo que

presumiblemente es Gallibacterium pero con otros nombres (3, 12, 13).

En 1982, Bisgaard descubrié la existencia de un grupo taxonémico,
denominado Gallibacterium, con caracteristicas fenotipicas comunes a cepas

clasificadas como A. salpingitidis y P. haemolytica aviar. En esta etapa, la
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caracterizacion se realizo utilizando métodos fenotipicos, que no permitieron
establecer una relacién filogenética. Sin embargo, después del analisis de
hibridacion ADN-ADN de cepas de A. salpingitidis y P. haemolytica aviar
evidenciaron un género-comun confirmandose con el analisis de secuencias

del ARNr 16 S, que P. anatis y A. salpingitidis forman un género (3, 5-7, 9-15).

Cepas de Gallibacterium se han reportado en paises de Europa, Africa,
Asia y América. En la mayoria de los casos, esta bacteria fue aislada de aves
comerciales, sin embargo, también se ha reportado su presencia en aves
domésticas y silvestres tales como: pavos, gansos, patos, faisanes, perdices,
garzas, etc. (2-4, 6, 7, 9-19).

G. anatis presenta factores de virulencia como exopolisacaridos
capsulares, metaloproteasas que degradan a las inmunoglobulinas A y G,
citotoxinas que destruyen los macrofagos alveolares y otros leucocitos. Esta
bacteria causa infecciones sistémicas que afectan a mdltiples 6rganos por lo
que se ha aislado de infecciones mixtas de un amplio rango de lesiones
patologicas de las vias respiratorias superiores y del tracto genital de aves

domésticas y silvestres (3, 4, 6, 7, 9-20).

Las condiciones de cultivo de algunas bacterias como G. anatis pueden
influir en la expresiébn de ciertos caracteres fenotipicos disminuyendo la
reproducibilidad de éstos en la identificacion de G. anatis. Ademas,
Manheimmia haemolytica o Pasteurella pneumotropica presenta aspecto
macroscopico, microscopico Yy caracteristicas bioquimicas similares a
Gallibacterium. La clasificacion fenotipica mediante el empleo exclusivo de
azucares ha sido cuestionada, ya que los patrones de utilizacion no son
consistentes en la determinacion de la subespecie. Sin embargo, es
fundamental para una identificacion preliminar y para clasificar los aislados en

biovares y subespecies (3, 2, 17, 19, 20).

En un inicio, el sistema de clasificacion para estos microorganismos fue
mediante el sistema de Jaworski et al (1998) modificado, se detectaron 7
biogrupos de G. anatis en México. Sin embargo, el sistema de identificacion

disefiado por el Prof. Bisggard de “The Royal Veterinary and Agricultural
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University” (Dinamarca) y publicado parcialmente por Christensen et al (2003)
permitid la clasificacion de la especie. Este sistema se fundamenta en la
deteccion de variantes bioquimicos (biovares); con estas pruebas se
determinaron 24 biovares, en vez de 13 biogrupos descritos por Jaworski. Asi,
la subespecie haemolytica comprende los biovares 1-4, 6, 7, 10-24 la
subespecie anatis el biovar Pa, la genomoespecie 1 el biovar 5y 8, y la
genomoespecie 2 el biovar 9, en este estudiolos investigadores aislaron 37
cepas de G. anatis e identificaron los biovares 1, 3 -5, 8, 9, 11, 12, 15, 17 - 20,
22, 24, Pa y Uc siendo quince biovariedades hemoliticas y dos no hemolitico
(Pay Uc) (2, 19, 20).

A nivel molecular para la caracterizacion de Gallibacterium se han

utilizado diferentes técnicas tales como:

Analisis de restriccion de plasmidos. Técnica basada en la purificacion y
separacion de plasmidos mediante electroforesis en gel de agarosa. Esta
técnica es sencilla y econdémica, pero tiene una aplicacion limitada en estudios
epidemioldgicos, ya que no todos los aislados de Gallibacterium poseen
plasmidos y, ademas, algunos los pueden perder en pasajes sucesivos (2, 8,
10-12, 17, 21).

Ribotipado. Los fragmentos de ADN obtenidos por REA son transferidos a una
membrana e hibridados con una sonda de ADN, correspondiente a las
moléculas de los genes del ARNr 16S o 23S. Segun algunos autores, de
escaso poder discriminatorio y poco valor en estudios epidemioldgicos (2, 8,
10-12, 17, 21).

REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic PCR). Esta técnica esta basada
en la amplificacion de elementos palindromicos extragénicos repetitivos dentro
del genoma bacteriano. Posee mejor poder discriminatorio que ribotipado,
RAPD-PCRy REA (2, 8, 10-12, 17, 21).

ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR). Mediante
este procedimiento se obtiene un patron de bandas, tras amplificar secuencias

repetitivas intergénicas de consenso (2, 8, 10-12, 17, 21).
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PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis). Técnica que se basa en la
comparacion de patrones de bandas generadas después de la digestion
enzimatica de todo el genoma bacteriano tras someterlo a una electroforesis
multidireccional. De todas las técnicas moleculares PFGE es considerada como
el gold standard para el estudio molecular de la familia Pasteurellaceae (2, 8,
10-12, 17, 21).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Recoleccion de Muestras Bioldgicas

Se utilizaron muestras clinicas de pollos de carne, gallinas de postura,
gallinas reproductoras y gallos de pelea con enfermedades respiratorias
provenientes de granjas de La Libertad, Lima, Ica, Arequipa, Madre de Dios y
Ucayali. Ademas, se utilizaron cepas de G. anatis aisladas de muestras clinicas

desde el 2007 al 2011, guardadas en glicerol a -20 °C vy liofilizadas (Anexo 1).

Lugar de ejecucion

La investigacion se realizo en Bioservice S.R.L., empresa dedicada al

diagndstico veterinario, ubicada en el distrito de Villa Maria del Triunfo, Lima.

3.2 Andlisis microbioldgico

Se recolectaron las secreciones nasales de las aves en frascos estériles,
luego las aves con enfermedades respiratorias fueron sacrificadas y colocadas
sobre bandejas, se flameo cabeza y cuello y se tomaron muestras de las
barbillas, senos infraorbitarios y trdquea para hisoparlas. Asimismo, se
recolectaron muestras de las cavidades toracica y abdominal, se hisoparon
pulmones y sacos aéreos; y se hicieron improntas de higado y ovario. Los
hisopados e improntas fueron sembrados en placas de agar sangre de ovino al
5 % (utilizando campanas de microaerobiosis), paralelamente se sembraron en
agar MacConkey; y se incubaron a 37 °C de 24 a 48 horas. A cada aislado se
le asign6 un codigo y se elabord una ficha, donde se registré la historia clinica

del caso y el analisis anatomopatolégico (Anexo 2, 3y 4).

De cada placa se seleccionaron 5 colonias de similares caracteristicas, se
les realizd 3 pasajes sucesivos para estabilizar el cultivo. Luego se les asigno

un cédigo de acuerdo a la muestra clinica.
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Analisis macroscopico

Se observaron las caracteristicas macroscopicas de las colonias tales
como: tamafio, color, consistencia, forma y relieve. Ademas, se determiné el

grado de hemodlisis (Anexo 5).

Andlisis microscépico

Las colonias que presentaron similitud macroscépica con la cepa de
referencia se sometieron a la coloracibn Gram con la finalidad de determinar
dimensiones, morfologia y bipolaridad de las bacterias. Luego, se realizaron
pruebas de oxidasa, catalasa, indol, ureasa y pruebas bioquimicas con varios
carbohidratos. Las cepas con caracteristicas similares a G. anatis, se

conservaron liofilizadas y en glicerol a -20 °C (Anexo 6).

Andlisis bioquimico

Se preparé el medio basal con peptona 1 g, NaCl 0,5 g, purpura de
bromocresol al 1% 0,5 ml, agua destilada 100 mL, se ajusté el pH a 6,8 con
NaOH 1 N. En un frasco de vidrio se mezclaron los componentes y se
autoclavé la solucién final, luego se incubd por 24 a 48 horas a 37 °C para

determinar la esterilidad del medio.

Se utilizd los carbohidratos arabinosa, xilosa, inositol, sorbitol, maltosa,
trealosa y dextrina. Para la preparacion de cada uno de ellos, se pesé6 20 g del
azucar y se afadié agua destilada estéril hasta 100 mL. Luego se filtr6 en

membranas de acetato de celulosa de 0,22 um y se conservo en refrigeracion.

Se tom6 una colonia del aislado a tipificar y se sembré en 2 mL de caldo
nutritivo, a las mismas condiciones de cultivo antes mencionadas. Para cada
prueba se utilizaron 7 micro-tubos estériles colocados en una gradilla de
tecnopor, a cada uno de ellos se agregaron secuencialmente 200 pL del medio
basal, 10 uL de un carbohidrato y 10 pL del in6culo. Adicionalmente, se utilizd

un micro-tubo conteniendo medio basal para que sirva como control negativo.
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La gradilla con los micro-tubos fue colocada sobre un pafio de papel toalla
humedecido con agua destilada estéril y colocada dentro de una bolsa plastica
transparente, luego se introdujo en la estufa a 37 °C por 24 a 48 horas con la
finalidad de crear un microambiente propicio para el proceso de fermentacion.
Transcurrido el periodo de incubacion, se considerd una reaccion positiva si la

solucion fue de coloracion amarilla y negativa si fue purpura.

La tipificacion se realizd utilizando una tabla que relaciona las
biovariedades de G. anatis con los resultados de la fermentacion de los
carbohidratos (Anexo 12).

Sensibilidad antimicrobiana

Se determindé mediante el método de difusién en agar sangre al 5 % con
discos de sensibilidad JAMPAR (Industria Peruana) con los siguientes
antimicrobianos: Florfenicol 30 ug, Fosfomicina 50 pg, Amoxicilina 20 g,
Ciprofloxacina 5 pg, Enrofloxacina 5 pg, Doxicilina 30 pg, Norfloxacina 10 ug,

Espectinomicina 100 ug, Sulfatrimetropin 1,25/23,75 pg.

Las placas de agar sangre fueron preparadas con el indculo, luego se
colocaron los discos de antimicrobianos; se incubaron durante 24 a 48 horas a
37 °C. Después, se leyeron los resultados midiendo el diametro de los halos de
inhibicién del crecimiento que aparecen alrededor de los discos de papel.
Finalmente se interpret6 segun NLCL asignando la condicion de sensible,

intermedio o resistente (Anexo 7).
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3.3 Analisis Molecular

Extraccion del ADN gendmico

Todas las cepas liofilizadas fueron reactivadas en caldo nutritivo por 3 h'y
sembradas en agar sangre por 24 h. EI ADN genomico fue extraido mediante el
método de saltingout modificado utilizando el kit “Wizard Genomic DNA
isolation” (PROMEGA) acorde con lo descrito por el fabricante y que se
describe a continuacion: una colonia bacteriana se colocé en un tubo
conteniendo 600 pL de solucion de lisis nuclear. Luego, se mezclé y se incubd
a 80 °C por 15 min, se transfiri6 inmediatamente a 4 °C por 5 min. Se
adicionaron 3 puL de RNasa e incubaron a 37 °C por 30 min. Después, se
transfirié a 4 °C por 5 min, se adicionaron 300 pL de buffer de precipitacion, el
ADN se separ6 por centrifugacion, el precipitado se lavé con etanol al 70 % y
finalmente, el ADN se disolvi6 con 100 pL de TE (Tris, EDTA) 1X y se

conservo a — 20 °C.

Los ADN extraidos se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1
% en buffer TBE 0,5 X (Tris, Borato, EDTA). Luego, se tifieron con una solucion
de bromuro de etidio (0,5 pug /ml), y fotografiaron utilizando un transiluminador

de luz ultravioleta (Anexo 8).

Identificacién molecular de Gallibacterium sp. mediante PCR

Se usaron los siguientes primers para la identificacion molecular del género
Gallibacterium disefiados a partir de la secuencia de los genes ribosomicos

16S y 23S de Gallibacterium descritos por Bojesen y Col 2007.

114r-5 - GGT TTC CCC ATT CGG - 3
1133fgal -5 - TAT TCT TTG TTACCACCG G -3

La mezcla de reaccion consistio de 20 puL que contenia buffer PCR 1X,
dNTP 0,2 mM, MgCl; 1,5 mM, 5 pmol de cada iniciador, Ampli Tag ADN
polimerasa 1 U y ADN gendmico, 30 ng.
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La reaccion se realizé en un termociclador Veriti Thermal Cycler utilizando
las siguientes condiciones:

a. Desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min.
b. 35 ciclos de:

Desnaturalizacion a 94 °C por 30 s

Alineacion a 55 °C por 1 min

Extension a 72 °C por 2 min
c. Una extension final a 72 °C por 10 min

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa
al 1 % en buffer TBE 0,5 X (Tris, Borato, EDTA). Se tifi6 con una solucion de
bromuro de etidio (0,5 pg /ml) y se visualizé utilizando un transiluminador de luz

ultravioleta (Anexo 8).

Tipificacion molecular por ERIC — PCR

Se amplificaron secuencias de ADN repetidos a partir del ADN genémico
bacteriano para obtener un perfil genético de cada cepa. Se usaron los primers
y condiciones de PCR descritas por Leotta y col., 2006 (22):

ERICIR -5 - ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC - 3
ERIC2 -5 - AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG - 3

La mezcla de reaccion consisti6 de 20 uL y contenia buffer PCR 1X,
dNTP 0,2 mM, MgCl, 3,5 mM , 10 pmol de cada iniciador, Ampli Tag ADN
polimerasa 2 U y ADN gendmico, 30 ng.

La amplificacion se realiz0 en un termociclador Veriti Thermal Cycler
(Applied Biosystems) utilizando las siguientes condiciones:

d. Desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min.
e. 35 ciclos de:

Desnaturalizacion a 94 °C por 30 s

Alineacién a 40 °C por 3 min

Extensién a 72 °C por 2 min
f. Una extension final a 72 °C por 7 min
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Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al
1 % en buffer TBE 0,5 X (Tris, Borato, EDTA). Para determinar los tamafios de
los fragmentos de ADN amplificados se utilizd el marcador de peso molecular
100 bp-plus (Fermentas). Los fragmentos de ADN fueron coloreados con
bromuro de etidio (0,5 ug/mL) vy se visualizaron utilizando un transiluminador

de luz ultravioleta (Anexo 8).

La huella genética (ADN fingerprinting) obtenida de los productos de PCR
amplificados fueron analizados mediante el programa Biodoc Analyze v2.2
(Biometra). Patrones de bandeo de ERIC-PCR fueron transformados a una
matriz bidimensional utilizando el coeficiente de Jaccard y Dice mediante el
programa FAMD v1.25 (Schliter& Harris, 2006). El andlisis de la variabilidad
genética intra e interespecifica para las 96 cepas de G. anatis fue realizado
empleando AMOVA y dendrogramas generados por el método UPGMA en
base a una matriz de distancia genética y los programas FAMD v1.25 y Mega
v5.0 (Tamuray col., 2011) (23 y 24).
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Desde el 2007 al 2011 se aislaron 96 cepas de Gallibacterium anatis a

partir de pollos de carne, gallinas ponedoras y reproductoras procedentes de

diferentes zonas del Pera (Tabla 1).

Tabla 1.- Procedencia de las cepas de Gallibacterium anatis aisladas de

aves comerciales con infecciones respiratorias.

N°CEPA  CODIGO
1 023 -07
2 026 — 07
3 038 — 07
4 040 - 07
5 060 - 07
6 088 — 07
7 088 — 07
8 108 — 07
9 110 - 07

10 262 - 07
11 343 -07
12 401 - 07
13 054 - 08
14 062 - 08
15 088- 08
16 126- 08
17 154- 08
18 158- 08
19 249- 08
20 267—-08
21 281- 08
22 296- 08
23 320- 08
24 336- 08
25 531- 08
26 551- 08
27 565 - 08
28 573- 08
29 573- 08
30 600 - 08
31 204 - 09
32 243 -09

LUGAR
Lima
Lima

La Libertad
La Libertad
Lima
Lima
Lima
La Libertad
Lima
Lima

Arequipa
Lima
Lima

La Libertad
Lima
Lima

Madre de Dios
Lima
Ica
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima

Arequipa
Lima
Lima
Lima
Lima

La Libertad

La Libertad

TIPO DE AVE
pollo de carne
pollo de carne

gallina ponedora
pollo de carne

gallina ponedora
pollo de carne

pollo de carne
gallina ponedora
pollo de carne
pollo de carne
pollo de carne

gallina ponedora

gallina reproductora

gallina ponedora
gallina ponedora
gallina ponedora

gallina reproductora

pollo de carne
pollo de carne

gallina reproductora

Gallo de Pelea
gallina ponedora

gallina ponedora
gallina ponedora
gallina ponedora
pollo de carne
gallina ponedora

gallina reproductora
gallina reproductora

gallina ponedora
gallina ponedora
gallina ponedora

EDAD
50 dias
35 dias
28 sem
28 dias
44 sem
38 dias
38 dias
44 sem
38 dias
23 dias
42 dias
33 sem
28 sem
14 sem
19 sem
24 sem
30 sem
28 dias
42 dias
30 sem
16 sem
27 sem
50 sem
20 sem
47 sem
50 dias
12 sem
33 sem
33 sem
21 sem
53 sem
22 sem



33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
o1
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

243 -09
284- 09
295-09
295-09
320- 09
352- 09
352- 09
360 — 09
397 -09
432 -09
454- 09
455 -09 G-1
455-09 G-3
455 - 09 G-2
474 -09 G-3
474 -09 G-9
474 - 09 G-10
475- 09
506 - 09
506 - 09
648 - 09
008-10
013-10
063-10
150 - 10
174-10
182 -10
299-10
302-10
312-10
362-10
362-10
363-10
374-10
467-10
508 - 10
536 - 10
576-10
641-10
030-11
044-11
124-11
128-11
140-11

La Libertad
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima

La Libertad

La Libertad
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima

La Libertad
Lima
Lima
Lima
Lima

La Libertad
Lima

La Libertad

La Libertad

La Libertad

La Libertad

La Libertad

La Libertad

La Libertad

La Libertad
Lima

La Libertad

Ucayali

La Libertad

La Libertad
Lima
Lima

gallina ponedora
gallina reproductora
gallina ponedora
gallina ponedora
gallina ponedora
gallina ponedora
gallina ponedora
pollo de carne
pollo de carne
pollo de carne
gallina ponedora
gallina reproductora
gallina reproductora
gallina reproductora
gallina reproductora
gallina reproductora
gallina reproductora
gallina reproductora
pollo de carne
pollo de carne
pollo de carne
pollo de carne
pollo de carne

gallina ponedora
pollo de carne

gallina ponedora
pollo de carne

gallina ponedora
pollo de carne

pollo de carne
pollo de carne
pollo de carne
pollo de carne
gallina ponedora
gallina ponedora
pollo de carne
gallina ponedora
gallina ponedora
gallina ponedora
pollo de carne
gallina ponedora

gallina ponedora
pollo de carne

pollo de carne

20

22 sem
30 sem
38 sem
58 sem
50 sem
19 sem
8 sem
30 dias
28 dias
23 dias
44 sem
35 sem
35 sem
35 sem
30 sem
30 sem
30 sem
28 sem
42 dias
42 dias
20 dias
35 dias
33 dias
30 sem
46 dias
35 sem
47 dias
16 sem
46 dias
28 dias
30 dias
30 dias
33 dias
9 sem
29 sem
31 dias
20 sem
19 sem
6 sem
30 dias
16 Sem
8 sem
34 dias
49 dias
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77 144-11 La Libertad gallina ponedora 15 sem
78 144-11 La Libertad gallina ponedora 33 sem
79 160-11 Lima pollo de carne 32 dias
80 182-11 Ica pollo de carne 31 dias
81 182-11 Ica pollo de carne 40 dias
82 191-11 La Libertad gallina ponedora 28 sem
83 207-11 Lima Gallo de Pelea 25 sem
84 218-11 Lima gallina reproductora 20 sem
85 257-11 Lima pollo de carne 34 dias
86 278-11 Lima pollo de carne 34 dias
87 382-11 Lima gallina reproductora 32 sem
88 382-11 Lima gallina reproductora 32 sem
89 427-11 La Libertad pollo de carne 35 dias
90 431-11 Lima gallina ponedora 29 sem
91 443-11 La Libertad pollo de carne 35 dias
92 487-11 Lima gallina ponedora 13 sem
03 677 — 11 Lima gallina reproductora 27 sem
94 685-11 Lima gallina reproductora 33 sem
95 786- 11 Lima gallina reproductora 13 sem
96 790- 11 Lima pollo de carne 45 dias

* sem, semanas

El 64 % (96) de las cepas fueron aisladas de Lima, seguido de La Libertad
con 28 %, estos altos porcentajes se explican porque ambos lugares son
grandes productores de aves comerciales. Por otro lado, la cercania de las
granjas hace que los trasmisores como el viento, vendedores, aves silvestres,
roedores, entre otros diseminen la bacteria de un lugar a otro (Tablal, Figura
1).

Madre de Arequipa
Dios 2%,
I 1% _\I

Libertad
28%%

Lima

B4%

Ucayali
1%

Ica
4%

Figura 1. Porcentaje de cepas de Gallibacterium anatispor lugar de
procedencia.
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Segun el tipo de produccion, los mayores porcentajes de cepas se
aislaron de pollos de carne 40 % y gallinas ponedoras 38 % y en menor
proporcion en gallos de pelea 2 %. La necesidad de sacrificar a los animales
para el aislamiento del microorganismo conlleva una disminucion de los gallos

de pelea por el alto costo para los criadores (Figura 2).

Gallosde
Gallinas pelea
reproductora 2% p“”‘?s
: 40%
20%
Gallinas de
postura
38%

Figura 2.- Porcentaje de cepas de Gallibacterium anatis

por tipo de ave.

Las edades de los pollos fluctuaron entre 20 a 50 dias, las gallinas de
postura entre 6 y 50 semanas, las reproductoras entre 13 y 35 semanas (Tabla
1). La mayor parte de aves presentaron cara hinchada, secrecion nasal,
depresion, postracion, anorexia, dificultad respiratoria y algunas tenian crestas
y barbillas cianéticas, diarrea verde cafe y disminucion en la postura (gallinas).
En algunas necropsias se observd congestion en senos infraorbitarios y
traguea, hepatomegalia con puntos hemorragicos, esplenomegalia,
aerosaculitis, peritonitis; y en otros casos hemorragia en miocardio, inflamacion
renal, foliculos deformes (gallinas), salpingitis, atrofia ovarica, ruptura folicular
(Anexo 9).
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A todas las cepas aisladas se sometieron a las pruebas Gram, oxidasa,
catalasa, indol, ureasa y pruebas bioquimicas con varios carbohidratos para
determinar su género, especie y también para clasificar a las cepas de
Gallibacterium anatis en biovares usandose tablas de referencia (Anexos 10 -
13).

En la tabla 2 se observa la procedencia de Gallibaterium anatis, la
intensidad de hemodlisis, los biovares en que se clasificaron y otras bacteria

patdgenas implicadas en las infecciones respiratorias.

Tabla 2. Cepas de Gallibacterium anatis segun zona, muestra clinica,

biovar e intensidad de hem©dlisis.

INTENSIDAD
OTRAS BACTERIAS
N° CEPA 20 HIEETIRAS DIE ZET BIOVAR AISLADAS EN MUESTRAS
CLINICAS HEMOLISIS
o CLINICAS
1 Lima SI, T, P, SA. 06 Xl E. coli(Sl, T)
2 Lima T S/ I ninguna
La (S]
3 Libertad SI,T \Y E. coli (SI, T, P)
La (S]
4 Libertad SI, T IV E. coli, Past multocida (S.1,T)
5 Lima SI, T, P, SA. 006 \Y ninguna
6 Lima (0] 66 I E. coli (SI, T, P, SA, H)
7 Lima SI, T, P, SA. 66 | E. coli (SI, T, P, SA, H)
La (S]
8 Libertad T Xl Avibacterium (Sl)
9 Lima Sl S Xl Salmonella (H)
10 Lima Sl e v E. coli (SI, T)
11 Arequipa Sl e V' ninguna
12 Lima SI, T, P, SA. 006 1] Avibacterium (S)
13 Lima SI e I ninguna
La (S]
14 Libertad SI 1] ninguna
15 Lima SI, T, P, SA. 006 1] ninguna
16 Lima SI e I ninguna
Madre de (]
17 Dios SI XI ninguna
18 Lima SILT S | E. coli (SI, T, P)
19 Ica SI, T, P, SA. (SKS) | ninguna
20 Lima T e 1] ninguna
21 Lima T 6 V' E coli (T)
22 Lima SI,T e v ninguna
23 Lima Sl e v ninguna




24
25
26
27
28
29
30

31
32

33
34
35
36
37
38
39

40

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

55
56
57
58
59

60
61

62
63

Lima
Lima
Arequipa
Lima
Lima
Lima
Lima
La
Libertad
La
Libertad

La
Libertad

Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
La
Libertad
La

Libertad
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima

La

Libertad
Lima
Lima
Lima
Lima

La

Libertad

Lima
La
Libertad

La

T
SILT
T
T

SI, T, P, SA.

SILT

SI, T, P, SA.

T
H

SI, T, P, SA.
SI, T, P, SA.

T
T
Sl
Sl

SILT

S|

T
Sl
SI, T

—

— = -+

SILT

Sl
SILT

SILT
SI, T

SIL T
Sl

T

O O © O

SAS)

SAS)

OCDOCDCDOCDOGDCDCDGDCDCDGDCD%%

SAS)

o
o

o O

O DD DO D DD

SAS)

XIX
XIX

24

ninguna

ninguna

E. coli (S|, T, P)
Avibacterium (SI)

E. coli (S|, T, P)

E. coli (SI, T, P, SA, H)
ninguna

Avibacterium (Sl)
E. coli (T, P), ORT (T)

E. coli (T, P), ORT (T)
ORT (SI, T)
Avibacterium (S, T)
ninguna

ninguna

ORT (SI, T)

ninguna

E. coli (SI, T)

E. coli (T)

ORT vy E. coli (S.1), ORT (T)
E. coli (SI, T)
ninguna

ninguna

E. coli (T)
ninguna

ninguna

ninguna

ninguna

E. coli (SI, T, P, H)
E. coli (SI, T, P, H)
ORT (SI)

E. coli (T)

ninguna

E. coli (SI)
ninguna

E. coli (SI, T)
E. coli (SI, T)

ninguna
ninguna

E. coli (SI)
Past multocida (P)




64
65
66
67
68

69
70

71

72
73

74
75
76

77

78
79
80
81

82
83
84
85
86
87
88

89
90

91
92
93
94
95
96

Libertad

La
Libertad
La
Libertad
La
Libertad
La
Libertad
La
Libertad
La
Libertad
Lima
La
Libertad

Ucayali
La
Libertad
La
Libertad

Lima
Lima
La
Libertad

La
Libertad

Lima
Ica

Ica
La
Libertad
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
Lima
La
Libertad

Lima
La

Libertad
Lima

Lima
Lima
Lima
Lima

SA
Sl
Sl
A
Sl

S
SILT

Sl

SILT
SILT

SILT
SILT
SILT

SILT

SI, T
Sl
SI, T
SILT

Sl
SI, T,P,S.A
SILT
SILT
SI, T
@)
SI, T

SIL T
SILT

SIL T
SI,T,P,S.A
SIL T
Barbilla, T
Sl
T

SAS)

0]

0]

O O O

O DD DD DO DO O O

SAS)

o D

© 06
© 06

0]

0]

© 06

© O © O

NI

XX

Xl

Xl
X

NI

XX

NI

XXIV

XV
XV

XV

XV

25

Past multocida (P)
E. coli (SI)

E. coli (Sl)
ninguna

ninguna

E. coli (SI, Barbilla)
ninguna

E. coli (SI)
Past multocida (SI,T), Salm

(H)
ninguna

ninguna
E. coli (T)
ninguna

ORT (SI,T)

ORT (SI,T)
E. coli (T)
E. coli (SI,T,P,SA,H)
E. coli (SI,T,P,SA,H)

ninguna
ninguna
ninguna

E. coli (T, P, SA)
ninguna

E. coli (T)

E. coli (T)
ninguna

ninguna
ninguna

ninguna
ninguna
ninguna
ninguna
E. coli (SI,T,P,SA,H)

*Sl (Senos Infraorbitarios), T (Traquea), P (Pulmones), SA (Sacos aéreos), H (Higado), O (Ovario)
** Intensidad de beta hemdlisis: e, débil; ee, intensa
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El 32 % de cepas se aislaron de senos infraorbitarios y traquea, 25 % de
senos infraorbitarios, 22 % de traquea, 13 % de cepas se encontraron en todo
el sistema respiratorio abarcando senos infraorbitarios, traquea, pulmones y

sacos aéreos, 4 % higado, 2 % ovario (Figura 3).

El 79 % de cepas se aislaron del sistema respiratorio superior senos
infraorbitarios y traquea, esto debido a que son las vias de ingreso del
microorganismo y donde empieza su replicacion. En consecuencia, las aves
presentaron cara hinchada y tragueas congestionadas. El 13 % se disemind
por todo el sistema respiratorio tanto superior como inferior, senos
infraorbitarios, trdquea, pulmones, sacos aéreos, lo cual demuestra el potencial

patogénico de G. anatis (Figura 3).

Del higado y ovario no se aislaron muchas cepas quiza porque la base de
la investigacion fue en problemas respiratorios, por ello, cabe resaltar la

diseminacién sistémica de G. anatis (Figura 3).

5.l + traquea + pulmones + sacos aéreos
5.1 +traquea

Barbilla + traquea

Ovario

Higado

Sacos aéreos

Traguea

Senosinfraorbitarios (5.1}

o 5 0 15 20 25 30 35

Porcentaje de cepas (%)

Figura 3.- Porcentaje de cepas de G. anatis segun muestra clinica.
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El 80 % de las cepas de G. anatis mostraron hemolisis débil y el 20 %
hemolisis intensa, asociada con diseminacion a varios érganos, demostrando el

gran cardacter invasivo de las cepas.

Al clasificar las 96 cepas de Gallibacterium anatis en biovares mediante
pruebas bioquimicas, se determiné que el 46 % de cepas son del biovar 4.
Cabe resaltar que algunas cepas fermentaron todos los azlcares constituyendo
un biovar nuevo denominado NI (Figura 4).

24
19
20
12

13

Biovar

NI

11

0 3 10 15 20 23 30 35 40 43 30

Porcentaje decepas (%)

Figura 4.- Porcentaje de cepas y numero de biovares de G. anatis

aislados de aves comerciales con infecciones respiratorias.
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En las muestras clinicas de aves comerciales se encontré Gallibacterium
anatis como Unico agente infeccioso en el 47 % y asociado a otros agentes
bacterianos como E. coli 35 %, Ornithobacterium rhinotracheale 5 %,
Avibacterium paragallinarum 5 % , Pasteurella multocida 2% y Salmonella 1 %
(Figura 5).

Ga+Pasteurella multocida + Salm.
Ga+E. coli+ Pasteurella multocida
Go+E. coli+ 0. rhinotracheale
Ga+Salmonella spp

Ga+Pasteurella multocida
Gat+Avibacterium paragallinarum
Ga+Ornithobacterium rhinotracheale
Ga+ E. coli

Gallibacterium anatis {Ga)

0 10 20 30 40 50

Porcentaje de cepas(%)

Figura 5. Porcentaje de cepas por especies bacterianas aisladas
conjuntamente con Gallibacterium anatis en aves comerciales con
infecciones respiratorias.
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En la Tabla 3 también se presenta la distribucién de los biovares de G.

anatis por departamentos. En Lima y La Libertad se aislaron 10 y 9 biovares

respectivamente, en estos departamentos se obtuvo el mayor numero de

cepas, en comparacion a Ica, Ucayali, Madre de Dios y Arequipa.

Tabla 3. Distribucion de las cepas de G. anatis aisladas de aves

comerciales segun biovares y departamentos.

DISTRIBUCION POR N2 BIOVAR
DEPARTAMENTO AISLADOS

LIMA 62 IV, 1, 111, X1, NI, XV, XII, XX, XIX, XXIV
ICA 3 VYl
UCAYALI 1 NI
LA LIBERTAD 27 IV, 1, 111, X1, NI, XV, XII, XX, XXIV
MADRE DE DIOS 1 Xl
AREQUIPA 2 v

NI, Biovar no descrito

Las 96 cepas de G. anatis presentaron 34 perfiles de sensibilidad

antimicrobiana; siendo el mayoritario, el perfil A con 17 cepas, las cuales fueron

resistentes a

Norfloxacina, Espectinomicina y Sulfatrimetroprin,

Amoxicilina,

Ciprofloxacina,

Enrofloxacina,

Doxiciclina,

y sensibles a Florfenicol,

Fosfomicina. Los perfiles B 'y C con 11 cepas cada uno, se diferenciaron por

ser el primero, resistente a Florfenicol y sensible a Amoxicilina; y el segundo,

sensible solo a Florfenicol (Tabla 4).

Tabla 4.- Perfiles de sensibilidad antimicrobiana de cepas de G. anatis

aisladas de aves comerciales con infecciones respiratorias.
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Entre 43 y 51 % de cepas fueron sensibles a Florfenicol, Fosfomicina y
Amoxicilina. EI 80 y 98 % fueron resistentes a Ciprofloxacina, Enrofloxacina,

Doxiciclina, Norfloxacina, Espectinomicina y Sulfatrimetroprin (Tabla 5).

Tabla 5.- Cepas de G. anatis aisladas de aves comerciales con infecciones

respiratorias segun susceptibilidad antimicrobiana.

SUSCEPTIBILIDAD TOTAL DE
ANTIMICROBIANO SENSIBLES INTERMEDIAS RESISTENTES CEPAS
N (%) N (%) N (%) N (%)
Florfenicol 47 (49) 6 (6) 43 (45) 96 (100)
Fosfomicina 49 (51) 8 (8) 39 (41) 96 (100)
Amoxicilina 41 (43) 5(5) 50 (52) 96 (100)
Ciprofloxacina 3(3) 1(1) 92 (96) 96 (100)
Enrofloxacina 4 (4) 1(1) 91 (95) 96 (100)
Doxiciclina 4 (4) 1(1) 91 (95) 96 (100)
Norfloxacina 1(1) 0 (0) 77 (80) 96 (100)
Espectinomicina 17 (18) 2(2) 77 (80) 96 (100)
Sulfatrimetroprin 2(2) 0 (0) 94 (98) 96 (100)

Para realizar las pruebas moleculares, primero se purificO el ADN, vy
luego se determind la concentracion e integridad del ADN por electroforesis en
geles de agarosa (Anexo 14). Las 96 cepas analizadas fueron confirmadas
como Gallibacterium anatis por PCR usando cebadores entre los genes
ribosémicos 16S y 23S, lo cual se evidencio por tres fragmentos de ADN de
1032, 985 y 789 pares de bases (Figuras 6 y Anexo 15).
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1000bp

500bp

Figura 6. Perfiles de ADN especificos para Gallibacterium anatis en gel de
agarosa 1%. Linea (especie): 1, Gallibacterium anatis ATCC 542; 2,
Pasteurella multocida; 3, Ornithobacterium rhinotracheale; 4, Blanco de PCR; 5,
Gallibacterium anatis (aislado clinico); M, Generuler 100 bp plus DNA ladder

(Fermentas).

Después de la identificacion molecular de Gallibacterium anatis se
determind la variabilidad genética de las 96 cepas usando la técnica ERIC-
PCR, el cual es un método utilizado por Leotta (22) para hallar la variabilidad
en Pasteurella multocida y siendo Gallibacterium un genero de la misma familia
resulto ser atil, facil y de bajo costo para determinar la variabilidad
intraespecifica de Gallibacterium anatis. Se determinaron 20 bandas
polimérficas (fragmentos de ADN) cuyos tamafos fueron entre 100 a 1500
pares de bases (Figura 7). En las cepas de Gallibacterium anatis biovar lll; se
observaron 11 bandas polimérficas y ninguna banda en cepas de los biovares
Xll'y XIX. Los perfiles diferenciados de bandas en las 96 cepas analizadas
mostraron 24 perfiles o patrones diferentes. La frecuencia en las cepas
analizadas (N=96) fue de 0,052 a 0,875 lo cual indica variabilidad genética
entre los aislados de Gallibacterium anatis. (Figura 7, Anexos 16 y 17).
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Figura 7. Perfiles de ADN de cepas de Gallibacterium anatis obtenidas por

ERIC-PCR. Linea (especie): Del 1 al 23, Gallibacterium sp; M, Generuler 100
bp plus DNA ladder (Fermentas).

El analisis de varianza molecular AMOVA indica que el 84,28 % de la
variacion se podria deber a diferencias genéticas entre los biovares y sélo un
15,73 % dentro de los biovares. ElI dendograma de similitud indica

agrupamiento de las cepas por biovares (Figura 8).

0.05
Figura 8. Dendrograma de similitud de los perfiles de ADN de los biovares
de Gallibacterium sp. obtenidas por ERIC-PCR.
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V. DISCUSION

En Perq, la avicultura es afectada por una serie de agentes patdgenos
gue producen infecciones, entre ellas las respiratorias de diversa etiologia, pero
de parecida sintomatologia, lo cual dificulta el diagndstico clinico. Por otro
lado, los microorganismos constantemente estan en proceso de cambio, ya sea
por mutaciones debido a su adaptacién al medio en que se desarrollan o0 como
consecuencia del intercambio de material genético entre los mismos. Estos
aspectos crean la necesidad de desarrollar y aplicar metodologias que
permitan establecer nuevas alternativas diagndsticas las cuales se proponen

en este estudio.

Las aves infectadas con Gallibacterium anatis presentaron congestion
en senos infraorbitarios, traquea, hepatomegalia con puntos hemorragicos,
esplenomegalia, aerosaculitis, peritonitis y en algunos casos se observé
hemorragia en miocardio, inflamacion renal, foliculos deformes en gallinas,
salpingitis, atrofia ovarica y ruptura folicular, similares caracteristicas describe
Christensen en Alemania (2), Bojesen en Dinamarca (3), Wang en China (4),
Koga y Zavaleta en Pera (16), Ledn en EEUU (17), lo cual demuestra que las
manifestaciones clinicas son las observadas, pero que al ser tan diversas

pueden confundirse con infecciones procedentes por otros agentes patdégenos.

En la presente investigacion se aislaron cepas de Gallibacterium anatis
de pollos, gallinas de postura y reproductoras; y gallos de pelea, a diferencia
de los estudios de Bojesen en Dinamarca (3), Wang en China (4), Neubauer
en Austria (6) que solo aislaron de gallinas de posturas. Christensen en
Alemania aislé de pollos, gallinas de postura, loros, pericos, pavos, patos y

palomas (2).
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En Perd no se han descrito estudios de variabilidad genética de
Gallibaterium anatis, tan solo en Dinamarca, Bélgica, Checoslovaquia y
Alemania. Christensen y Bojesen, mencionan en sus estudios que existen 24
biovares de G. anatis, la subespecie haemolytica comprende los biovares 1-4,
6, 7, 10-24, la subespecie anatis el biovar Pa, la genomoespecie 1 el biovar 5y
8, y la genomoespecie 2 el biovar 9 (2, 19), estos investigadores aislaron 37
cepas de G. anatis de diversas especies y encontraron los biovares 1, 3, 4, 5,
8,9,11,12, 15, 17, 18, 19, 20, 22, 24, Pa y Uc siendo en total 15 biovariedades
hemoliticas y G. anatis no hemolitico (Pa y Uc); a diferencia de esta
investigacion que se encontré solo G. anatis hemolitico con los biovares 1, 3, 4,
11, 12, 15, 19, 20, 24 y NI. Las diferencias se pueden deber a las diferentes
especies de aves en estudio y a la procedencia de las mismas.

Christensen y Bojesen mencionan como biovares de G. anatis mas
frecuentes, la subespecie anatis no hemolitica llamada biovar Pa, seguido de
los biovares hemoliticos 1, 3, 4, 12 y 18 (2); a diferencia de los resultados de
esta investigacion en los cuales no se encontré Gallibacterium anatis no
hemolitico. Los biovares hemoliticos mas frecuentes son 1, 3, 4 y NI, este
altimo, indicaria un nuevo grupo de cepas circulantes, no descritas y propias

del Peru.

Respecto a la sensibilidad antimicrobiana, Bojesen y col, (3 y 25)
estudiaron la sensibilidad antimicrobiana de 58 cepas de G. anatis frente a 23
antimicrobianos, ellos observaron multirresistencia (resistencia a = tres
antimicrobianos) en el 65% de cepas de campo y sélo dos cepas fueron
sensibles a todos los compuestos; similares caracteristicas se observaron en
esta investigacion en la cual el 100 % de las cepas (96) mostraron
multirresistencia, ninguna fue sensible a los antimicrobianos, por el contrario 3
cepas fueron resistentes a los 9 antimicrobianos analizados. Cabe resaltar que
la resistencia a la sulfamida fue de 98 % similar al reportado por Bojesen y col.
Esta disminucion de la susceptibilidad antimicrobiana puede deberse al uso
inadecuado de los antimicrobianos constituyendo un serio problema en el

control de G. anatis y por ende, de las infecciones respiratorias.
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Bojesen y Shivaprasad (7) determinaron la variabilidad de cepas de
Gallibacterium usando la técnica de amplificacion de fragmentos polimérficos
(AFLP), encontrando variabilidad genética entre los aislados de Gallibacterium
anatis dando como resultado mas del 94 % de similitud genética; en
comparacion con la observada en esta investigacion que fue desde 52 a 87 %,
lo que demuestra una relativa heterogeneidad y la presencia de gran diferencia
entre los diferentes biovares en ambas investigaciones. La estrecha relacion
entre los biovares indicaria genotipos nicho-adaptados procedentes de un
ancestro comun de las que se puede asumir que han evolucionado por una
serie de eventos microevolutivos. Estudios anteriores han demostrado que las
poblaciones genéticamente divergentes de los mismos organismos pueden
evolucionar rapidamente a partir de un solo clon debido a las diferentes
oportunidades ecoldgicas. La diversificacién de la poblacién de Gallibacterium
es desconocida, sin embargo, pequefas diferencias cromosomicas (por
ejemplo, la codificacion de factores de adhesion) pueden proporcionar la base

para la adaptacion, como se ha demostrado en otras bacterias.

Los resultados de la presente investigacion muestran que el método de
tipificacion ERIC-PCR es util para distinguir los clones individuales pero
estrechamente relacionados, lo que permite el reconocimiento de los linajes
clonales patdgenos especificos, ademas este método permite un analisis
epidemioldgico molecular reproducible y puede servir como una herramienta

para una mejor comprension de la naturaleza del Gallibacterium anatis.
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VI. CONCLUSIONES

1. Se aislaron 96 cepas de Gallibacterium anatis de muestras clinicas de
aves comerciales con infecciones respiratorias. La mayoria procedentes

de Limay La Libertad con 62 y 27 cepas, respectivamente.

2. Se determino que la susceptibilidad antimicrobiana de las 96 cepas de
Gallibacterium anatis fue entre 43 y 51 % sensibles a Florfenicol,
Fosfomicina y Amoxicilina; y entre 80 y 98 % resistentes a
Ciprofloxacina, Enrofloxacina, Doxiciclina, Norfloxacina, Espectinomicina

y Sulfatrimetroprin

3. Se identificaron las 96 cepas de Gallibacterium anatis aisladas de
muestras clinicas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
usando cebadores especificos. Ademéas, mediante serotipificacion se

determinaron 10 biovares circulantes.

4. De las 96 cepas de Gallibacterium anatis se obtuvieron 24 perfiles de
ADN mediante ERIC-PCR.
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