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Aislamiento e Identificacion Bioguimica de Cepas de Pasteurella
multocida y Gallibacterium anatis en Aves de Produccion con
Signos Respiratorios

IsoLATION AND BiocHEMICAL CHARACTERIZATION OF PASTEURELLA MULTOCIDA AND
GALLIBACTERIUM ANATIS STRAINS IN POULTRY WITH RESPIRATORY SIGNS

Gonzalo Castillo?, Ysabel Koga!“, Arnaldo Alvarado!?, Robert Tinoco?,
Daniel Fernandez*

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar las biovariedades de Pasteurella multocida y
Gallibacterium anatis en aves de produccion con signos respiratorios. Estas bacterias
fueron aisladas de muestras de secreciones y 6rganos de pollos de carne, gallinas de
postura y patos criollos afectados, provenientes de granjas avicolas de la costa y selva
del Perd. De 25 aislamientos se identificaron 13 cepas de P. multocida 'y 12 de G. anatis,
mediante caracteristicas de cultivo, morfologia y pruebas bioquimicas (oxidasa, catalasa,
indol, ureasa). Las cepas fueron sometidas a la prueba de fermentacién en micropozos,
consistente en una bateria de 10 carbohidratos y un aminoacido para su tipificacion. Los
resultados indican que ocho cepas de P. multocida correspondieron a la biovariedad 1y
las restantes a las biovariedades 3, 4, 6, 10 y 11, en tanto que 11 cepas de G. anatis
correspondieron a la biovariedad haemolytica y la otra a la biovariedad anatis.

Palabras clave: pollos de carne, gallinas, patos, fermentacion microbiana, sindrome
respiratorio aviar

ABSTRACT

The aim of the study was to identify biovars of Pasteurella multocida and
Gallibacterium anatis in poultry with respiratory signs. These bacteria were isolated
from samples of secretions and organs of affected broilers, layers and ducks from various
poultry farms in the coast and the tropics of Peru. Out of 25 isolates obtained, 13 strains
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of P. multocida and 12 of G. anatis were identified based on culture characteristics,
morphology and biochemical tests (oxidase, catalase, indole, urease). These strains were
subjected to micro-well fermentation tests with 10 carbohydrates and one amino acid for
typification. Results showed that eight strains of P. multocida corresponded to biovar 1
and the others to biovars 3, 4, 6, 10 and 11, while 11 strains of G. anatis corresponded to
biovar haemolytica and one strain to biovar anatis.

Key words: broiler, hen, duck, microbial fermentation, avian respiratory syndrome

INTRODUCCION

La mejora genética para obtener aves
de alta produccién y las condiciones de ma-
nejo pueden predisponer a la aparicion del
sindrome respiratorio (SRA), el cual puede
ser producido por una combinacion de infec-
ciones virales (Newcastle, Bronquitis infec-
ciosa, Rinotraqueitis aviar, y Laringotraqueitis,
entre otras) y bacterianas (Avibacterium,
Pasteurella, Ornithobacterium rhinotra-
cheale, Mycoplasma y Bordetella, entre
otras) (Muhairwa et al., 2002). Asimismo, en
forma individual, estos microorganismos pue-
den causar signos y lesiones clinicas simila-
res (Muhairwa et al., 2002).

Las especies Pasteurella multocida y
Gallibacterium anatis tienen una participa-
cion importante en el SRA'y son aislados con
frecuencia en el analisis microbioldgico. Es-
tos microorganismos causan entre 15y 20%
de mortalidad. Las aves que sobreviven oca-
sionan una disminucion en el comportamien-
to reproductivo afectando la productividad de
las granjas (VVasquez et al., 2001; Bojesen et
al., 2003; Bisgaard et al., 2005), ademas de
permanecer como portadoras (Calnek, 2000).

P. multocida es el agente infeccioso del
cOlera aviar, presente mayormente en pollos
de carne y pavos (Blackall y Mifflin, 2000;
Jonas et al., 2001; Shivachandra et al., 2005;
Corney et al., 2007). Esta bacteria fue divi-
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dida en tres subspecies (multocida, septica
y gallicida) en 1985, y se diferencian por su
habilidad de fermentar carbohidratos (Vadillo
etal., 2002; Quinn et al., 2005; Ekundayo et
al., 2008); ademas, se reconocen 15 biovares
de estas subespecies, cuya denominacion va
del 1 al 15.

G. anatis ha sido reportada como un
organismo aviar semejante a P. haemolytica,
A. salpingitidis o P. anatis, pero actualmen-
te se encuentra incluida dentro del nuevo gé-
nero Gallibacterium de la familia
Pasteurellaceae (Christensen et al., 2003).
Este género solo contiene la especie G. anatis
con dos biovares (Christensen et al., 2003),
que se diferencian por fermentar determina-
dos sustratos y por su accion hemolitica posi-
tiva (G. anatis biovar haemolytica) o nega-
tiva (G. anatis biovar anatis) (Bisgaard et
al., 2005; Garcia-Gomez et al., 2005; Bojesen
et al., 2007; Rzewuska et al., 2007).

Dado que las bacterias involucradas en
el SRA no producen signos y lesiones clini-
cas patognomanicas, es casi imposible reali-
zar un efectivo diagndstico clinico, de alli que
se necesita identificar los patégenos a través
de pruebas de laboratorio (Calnek, 2000).
Asimismo, es importante determinar su pre-
sencia y frecuencia de los biovares en aves
en el pais. El objetivo de esta investigacion
fue determinar los biovares de P. multocida
y G. anatis presentes en las aves comercia-
les de la costa y de la selva del Perd.
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MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 25 casos respiratorios en
pollos de carne, gallinas ponedoras y patos
de granjas localizadas en los departamentos
peruanos de Lima (17 casos), La Libertad
(5), Ica (1), Tacna (1) y Ucayali (1), en un
lapso de cinco meses. El tamafio de las em-
presas en términos de nimero de aves era
muy diverso. En cada caso, se tomaron
hisopados de barbillas, senos infraorbitales,
traqueas, pulmones y sacos aéreos, asi como
de improntas de higado y bazo de las aves
afectadas.

Las muestras se trabajaron en los La-
boratorios Bioservice, Lima. Fueron cultiva-
das en agar sangre y agar MacConkey e in-
cubadas en condiciones anaerobicas a 37 °C
por 24 a 48 h (Carter y Cole, 1990; Diallo y
Frost, 2000). Se hizo el analisis de las carac-
teristicas microscopicas de las colonias
(Quentin y Russel, 1991), seguido del anali-
sis bioquimico de oxidasa, catalasa, indol y
ureasa (Vadillo et al., 2002).

Las cepas aisladas fueron sometidas a
pruebas de fermentacion de carbohidratos:
glucosa, arabinosa, dulcitol, lactosa, maltosa,
manitol, sorbitol, sacarosa, trehalosa y xilosa,
y el aminoacido ornitina (Calnek, 2000). La
capacidad de fermentacion de las cepas se
midi6 a través de un medio basal consistente
en peptona al 1%, NaCl al 0.5%, parpura de
bromocresol al 1% y carbohidrato/aminoacido
al 20% con pH de 6.8. En un microtubo por
cada sustrato se dispens6 200 ul de medio basal,
10 pl del carbohidrato o aminoécido y 10 pl
del in6culo (una colonia de cada cepa se di-
luy6 en 2 ml de caldo nutritivo). Se incuba-
ron a 37 °C por 24 a 48 h. Un color amarillo
se consider6 como reaccién positiva y un
color purpura como reaccion negativa.

REsuLTADOS

Se aislaron e identificaron 25 cepas de
P. multocida y G. anatis. De estas, 13 fue

518

ron identificadas como biovar 1 (8 aislamien-
tos), 3, 4, 6, 10 y 11 (unaislamiento por biovar)
de P. multocida, mientras que 12 cepas co-
rrespondieron a G. anatis biovar haemolytica
(11 aislamientos) y anatis (1 aislamiento). En
ningun caso ocurrié una infeccion mixta. El
Cuadro 1 muestra la procedencia por depar-
tamento de los aislamientos de P. multocida
y de G. anatis.

Las cepas de P. multocida se distinguie-
ron por su habilidad de fermentar arabinosa,
maltosa, sorbitol, trehalosa y xilosa, lo que
permitié la identificacion de seis biovares
(Cuadro 2), donde seis de ellos fueron de la

Cuadro 1. Procedencia de aislamientos de
Pasteurella multocida y de Gallibacterium
anatis de aves afectadas con procesos
respiratorios en cinco departamentos del
Perl

Departamento  P. multocida  G. anatis
Ica 1 0

La Libertad 3 2
Lima 7 10
Tacna 1

Ucayali 1

subespecie multocida, no pudiéndose deter-
minar la subespecie de los biovares 6 y 11.
Por otro lado, las cepas de G. anatis se dife-
renciaron por los resultados en la fermentacion
de lactosa, maltosa y trehalosa (Cuadro 3).

Discusion

Once de las 13 cepas de P. multocida
correspondieron a la subespecie multocida,
lo que sugiere gque podria ser la subespecie
mas frecuente en patologias respiratorias
aviares en el pais; sin embargo, se debe te-
ner en cuenta el reducido nimero de mues-

Rev Inv Vet Per(12014; 25(4): 516-522
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Cuadro 2. Identificacion de biovares' de Pasteurella multocida en aislados de muestras de
aves afectadas con procesos respiratorios en cinco departamentos del Peru

Biovar?
10 11
Acidificacién Glucosa + + + + +
Arabinosa - - - - -
Dulcitol - - - - - -
Lactosa - - - - - -
Maltosa - - - - + .
Manitol + + + + +
Sorbitol + + + - - +
Sacarosa + + + + + +
Trehalosa - - + - + -
Xilosa - + - - + -
obc? + + + + + +

: Fegan etal. (1995)
Resultados en base a 8 aislamientos del biovar 1y de un aislamiento para cada uno de los otros
biovares

% Ornitine decarboxilation

Cuadro 3. Identificacién de biovares' de Gallibacterium anatis en aislados de muestras de
aves afectadas con procesos respiratorios en cinco departamentos del Perd

Biovar
Haemolytica Anatis
(n=11 cepas) (n=1 cepa)
Acidificacion
Glucosa + +
Arabinosa - -
Lactosa + -
Maltosa + -
Manitol + +
Sacarosa + +
Trehalosa + -
Xilosa + +
ODC? - -

! Blackall et al. (2008)
2 Ornitine decarboxilation
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tras. No obstante, esta subespecie ha sido
reportada como la mas frecuente en Austra-
lia (Blackall et al., 1995; Fegan et al., 1995),
Estados Unidos (Aye et al., 2001), Indonesia
(Jonas et al., 2001) y Nigeria (Ekundayo et
al., 2008). Ninguna de las cepas evaluadas
en el presente estudio correspondi6 a las
subespecies septica y gallicida, las cuales
se hallaron en los estudios mencionados de
Indonesia y Nigeria.

Se ha descrito que la subespecie
multocida involucra los biovares 1, 2, 3,4, 9,
10, 12, 13y 14, la subespecie septica contie-
ne el biovar 7 y la subespecie gallicida el
biovar 8 (Fegan et al., 1995). De los seis
biovares identificados, el biovar 1 fue el mas
comun, resultado que concuerda con los ha-
llazgos de Jonas et al. (2001), donde este
biovar se encontré en 6 de las 9 cepas eva-
luadas de P. multocida; sin embargo, en el
trabajo de Fegan et al. (1995), los biovares 2
y 3 fueron los méas comunes, produciendo le-
siones mas severas en los 6rganos compro-
metidos. Por otro lado, los biovares 3, 4, 6, 10
y 11, encontrados en el presente estudio, fue-
ron asimismo identificados por Fegan et al.
(1995), con la excepcion del biovar 11. El
biovar 1 fue aislado de diversos 6rganos, lo
que confirma su potencial accion septicémica.

Con respecto a las 12 cepas de G.
anatis, el biovar haemolytica predominé con
11 aislamientos sobre uno del biovar anatis.
Esta predominancia también fue observada
por Rzewuska et al. (2007), donde aislaron
13 cepas de G. anatis en pavos reales con
sintomas respiratorios, y todas ellas fueron
fenotipicamente identificadas como biovar
haemolytica. En todo caso, se podria argu-
mentar que los pavos son menos suscepti-
bles a las infecciones respiratorias causadas
por G. anatis que las aves de corral y que
pueden actuar como una fuente de transmi-
sion de este microorganismo. Por otro lado,
la severidad de las lesiones y los diversos 6r-
ganos donde se aisl6 la bacteria, sugieren la
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capacidad invasiva de G. anatis, principal-
mente en el caso del biovar haemolytica
(Bojesen et al., 2004; Bojesen y Shivaprasad,
2007).

CONCLUSIONES

e Se identificaron 13 cepas de P.
multocida y 12 cepas de G. anatis.

e Ocho cepas de P. multocida correspon-
dieron al biovar 1 y las otras a los
biovares 3, 4,6, 10y 11.

e De12cepasdeG. anatis, 11 fueron iden-
tificadas como biovar haemolytica y
solo una correspondi6 al biovar anatis.
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