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RESUMEN

Ornithobacterium rhinotracheale, al igual que otras bacterias asociadas a cuadros
de orden respiratorio, viene siendo sometida a una exigente presion de seleccion debido
al uso de desinfectantes y antibidticos, lo cual ha venido generando cepas multidrogo
resistentes, asi como un incremento en la variabilidad genética. El objetivo del estudio
fue caracterizar 36 aislados de O. rhinotracheale provenientes de aves de corral de cinco
regiones del Peri, mediante un perfil de ocho antibidticos (fosfomicina, amoxicilina,
ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina, sulfatrimetopim, doxiciclina, oxitetraciclina),
y genotipificacion por técnicas de ERIC-PCR. Los resultados indican la presencia de
multidrogo resistencia de 2 a 6 antibidticos en 94.4% (n=34) de las cepas y el 100%
resistente al menos a una familia de antibidticos. La resistencia mas comin fue a la
fosfomicina (77.8%) seguido del sulfatrimetopim (75.0%). Se encontraron 11 perfiles
genéticos diferenciados (A-K), siendo el perfil D mas frecuente en los aislados (55.6%).
Los resultados sugieren la presencia de cepas de O. rhinotracheale con moderada varia-
bilidad y perfiles de resistencia a los antibiotico fosfomicina y sulfatrimetopim.

Palabras clave: Ornithobacterium rhinotracheale; resistencia a antibioticos;
genotipificacion; ERIC-PCR

! Laboratorio Bioservice SRL, Lima, Pert

2 Unidad de Biotecnologia Molecular, Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID), Facultad de
Ciencias y Filosofia, Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Peru

3 Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Veterinaria, Facultad de Medicina Veterinaria, Univer-
sidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru

* E-mail:r.cotaquispe.n@gmail.com

Recibido: 25 de febrero de 2019
Aceptado para publicacion: 23 de octubre de 2019

1734



Caracterizacion fenotipica y genotipica de Ornithobacterium rhinotracheale

Ornithobacterium rhinotracheale, like other bacteria associated with respiratory
conditions, has been subjected to a demanding selection pressure due to the use of
disinfectants and antibiotics, which has been generating resistant multidrug strains, as
well as an increase in its genetic variability. The objective of the study was to characterize
36 O. rhinotracheale isolates from poultry from five regions of Peru by a profile of eight
antibiotics (fosfomycin, amoxicillin, ciprofloxacin, enrofloxacin, norfloxacin,
sulfatrimetropin, doxycycline, oxytetracycline), and genotyping by ERIC-PCR techniques.
The results indicate the presence of multidrug resistance of 2 to 6 antibiotics in 94.4% (n
= 34) of the strains and 100% were resistant to al least one antibiotic family. The most
common resistance was to fosfomycin (77.8 %) and sulfatrimetropin (75.0%). At least, 11
differentiated genetic profiles (A-K) were found, being the most frequent the D profile in
the isolates (55.6%). The results suggest the presence of O. rhinotracheale strains with
moderate variability and antibiotic resistance profiles fosfomycin and sulfatrimetropin.
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INTRODUCCION

Ornithobacterium rhinotracheale
(ORT) es un bacilo gramnegativo pleomorfico,
de colonias convexas, lisas, no hemoliticas
(van Empel y Hafez, 1999), presente en el
tracto respiratorio de varias especies de aves
domésticas y silvestres (Vandamme et al.,
1994; Hafez y Sting, 2011). La infeccion por
O. rhinotracheale se caracteriza principal-
mente por presentar signos respiratorios, dis-
nea, estornudos, disminucion en la produc-
cion de huevos; asi mismo, en asociacion con
otros patdgenos produce un aumento consi-
derable de la mortalidad, conllevando a con-
siderables pérdidas econémicas (Macagnan,
2006).

Se han reportado varios casos de infec-
ciones respiratorias asociados a esta bacte-
ria en Pertl (Hung y Alvarado, 2001), Japon
(Sakai et al., 2000), Turquia (Turan, 2002),
Canada (Joubert et al., 1999), Estados Uni-
dos (Amonsin et al., 1997), Israel (El-Sukhon
etal.,2002) y México (Soriano et al., 2002).
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Actualmente se han aislado 18 serotipos nom-
brados de AhastalaR (Haet al.,2016; Turan
y Ak, 2002). Algunos de estos serovares (A,
B, D, E) producen reacciones cruzadas a ni-
vel serologico, dando indicios sobre la exis-
tencia de subespecies de O. rhinotrache
(Hafezy Vandamme, 2011; Macagnan, 2006).

La aplicacion de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) para la deteccion
molecular de O. rhinotracheale en el Pert
ha sido eficiente, rapida y confiable (Hung y
Alvarado, 2001), siendo util, ademas, para
detectar la diversidad genética de estos ais-
lados (Koga y Zavaleta, 2005). Métodos de
tipificacion molecular basados en PCR
(ERIC-PCR) han dado buenos resultados
como modelo para tipificacion bacteriana
(Vargas et al., 2003). La técnica de ERIC-
PCR se basa en la amplificacion de regiones
intergénicas palindromicas consecutivas den-
tro del cromosoma bacteriano, permitiendo
incluso discriminar lineas clonales mutantes
circulantes a nivel de bacterias (Espinoza et
al., 2011; Pena et al., 2016; Réka et al.,
2017).
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El incremento de la exposicion de
microorganismos a sustancias desinfectantes
0 antimicrobianas ha generado un proceso
adaptativo en las bacterias debido a un incre-
mento en la presion de seleccion (Chou et
al., 2009). Cambios en el medio ambiente
donde se desarrollan las bacterias requiere
un incremento en variabilidad genética intra
e interespecifica que permitan la aparicion y
posterior seleccion de variantes genéticas con
mayor adaptacion y patogenicidad (Soriano
et al., 2003; Macagnan, 20006).

En el Peru, no existe suficiente infor-
macion sobre tipificacion molecular que per-
mitan determinar la variabilidad genética y la
potencial presencia de variantes genéticas de
O. rhinotracheale, siendo de utilidad para
estudios epidemiologicos y la aplicacion de
estrategias de prevencion y control. El obje-
tivo del presente estudio fue caracterizar ce-
pas circulantes de O. rhinotracheale pro-
cedentes de cinco regiones del Pert, mediante
técnicas de tipificacion molecular ERIC-PCR
y perfiles de resistencia antimicrobiana.

MATERIALES Y METODOS

Treinta y seis cepas de Ornithobac-
terium rhinotracheale fueron aisladas de
senos infraorbitarios, cornetes nasales, tra-
quea y sacos aéreos de aves afectadas con
sintomatologia y lesiones compatibles con in-
feccion por O. rhinotracheale, provenien-
tes de los departamentos de Lima, Ica,
Arequipa, La Libertad y Ucayali (Pert) en-
tre 2015y 2017.

Se determind el perfil de resistencia
antimicrobiana para ocho antibidticos de im-
portancia veterinaria distribuidos en cinco
familias (sulfonamidas potenciadas: sulfatri-
metopim; quinolonas: norfloxacina, enrofloxa-
cina, ciprofloxacina; tetraciclinas: oxitetraci-
clina, doxiciclina; penicilinas: amoxicilina; y
fosfonatos: fosfomicina). El perfil fue deter-
minado mediante el método de difusion en
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agar Mueller Hinton-sangre al 5%, descrito
por el Comité Nacional de Estandares Clini-
cos de Laboratorio (NCCLS, 2017).

El ADN genomico de las 36 cepas fue
extraido mediante el método de membranas
de silica gel utilizando el kit de extraccion de
ADN GF-1 Tissue DNA Extraction
(Vivantis), siguiendo las indicaciones del fa-
bricante. El ADN gendmico fue almacenado
a -20 °C hasta su procesamiento.

O. rhinotracheale fue detectada me-
diante amplificacion por PCR especifica de
un fragmento de 784 pares de bases perte-
necientes al gen 16S rRNA utilizando los
cebadores descritos por Espinoza et al.
(2017): ORI16S - F1 (5'-GAGAA-
TTAATTTACGGATTAAG-3") y OR16S-R1
(5-TTCGCTTGGT CTCCGAAGAT-3’).

La reacciéon de PCR se realizd en un
volumen final de 20 pl conteniendo 10 X Bu-
ffer PCR, 0.25 mM de dNTPs, 2.5 mM de
MgCl,, 10 pmol de cada cebador, 1 U Taq
DNA polimerasa (Fermentas) y 30 ng de
ADN gendémico. Los ciclos termales fueron
los siguientes: 1 ciclo de desnaturalizacion
inicial PCR de 95 °C por 4 min; 35 ciclos de
PCR: desnaturalizacion de 94 °C por 30 s,
alineamiento de 58 °C por 60 s y extension
de 72 °C por 90 s; 1 ciclo de extension final
de PCR de 72 °C por 5 min. La amplificacion
se llevo a cabo en un termociclador Veriti
Thermal Cycler (Life Technologies).

Los productos de PCR fueron separa-
dos mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1% en buffer TBE 1X (Tris 0.89 M, Borato
0.02 M, EDTA 0.89 M, pH 8.3) durante 45
min a 100 v y visualizados bajo luz UV.
Adicionalmente, los productos de PCR fue-
ron secuenciados por ambas hebras utilizan-
do BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Thermo Scientific) utilizando
un analizador genético ABI 3137 XL (Life
Technologies). El servicio de secuenciamiento
fue proveido por la empresa Macrogen Inc.

Rev Inv Vet Peru 2019; 30(4): 1734-1742
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Figura 1. Amplificacion especifica para deteccion de Ornithobacterium rhinotracheale por
PCR del gen 16S rRNA. Carril 1 a 10: ADN obtenido de cepa de O. rhinotracheale;
Carril 11. Control negativo, ADN de Pasteurella multicida ATCC® 12945; Carril 12.
Control positivo, ADN de O. rhinotracheale ATCC® 51464, Carril B: Blanco de
PCR; Carril M, Marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

(Thermo Scientific)

Cuadro 1. Perfiles de resistencia a ocho antibidticos en 36 cepas aisladas de Ornithobacterium
rhinotracheale en aves comerciales del Peru con infecciones respiratorias.

Antimicrobiano Resistentes (%) Intermedias (%) Sensibles (%)
Fosfomicina 77.8 2.8 19.4
Amoxicilina 36.1 5.6 58.3
Ciprofloxacina 41.7 19.4 38.9
Enrofloxacina 52.8 5.6 41.7
Doxiciclina 58.3 27.8 13.9
Norfloxacina 63.9 11.1 25.0
Sulfatrimetopim 75.0 5.6 19.4
Oxitetraciclina 58.3 8.3 333

El perfil genético (ADN fingerprinting)
fue realizado a partir de los patrones de ban-
das generadas por ERIC-PCR utilizando el
programa GelAnalyzer 2010 (Pefia et al.,
2016). Los patrones de bandeo de ERIC-
PCR fueron transformados a una matriz de
(dis)similaridad utilizando el coeficiente de
Jaccard y Dice (Mendoza et al., 2014) me-
diante el programa FAMD v1.25 (Schluter y
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Harris, 2006). El analisis de la variabilidad genética
intra e interespecifica para las 36 cepas de O.
rhinotracheale fuerealizado utilizando el método
de maxima similaridad del analisis de varianza
molecular (AMOVA) y dendogramas generados
mediante el método Neighbor Joining en base a
una matriz de distancia genética con los progra-
mas FAMD v. 1.25 (Schliiter, 2006) y Mega v. 6.0
(Tamura et al., 2013).
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RESULTADOS

El total de los aislados (n=36) presenta-
ron un patron morfologico en agar Mueller-
Hinton-sangre al 5% y perfil bioquimico com-
patible con O. rhinotracheale. Asi mismo,
la totalidad de aislados fue confirmada como
O. rhinotracheale mediante amplificacion y
secuenciamiento de un fragmento de PCR del
genribosomal 16S rRNA (Figura 1).

Los aislados mostraron una elevada re-
sistencia antimicrobiana, siendo el 100% re-
sistente al menos a una familia de antibioticos
y el 94.4% fueron multidrogo resistentes (re-
sistencia al menos a dos familias de
antibidticos). Los aislados mostraron perfi-
les de resistencia principalmente para
fosfomicina (77.8%), sulfatrimetopim
(75.0%) y norfloxacina (63.9%), mientras
que la mayor sensibilidad fue para la
amoxicilina (58.3%) (Cuadro 1).

Se observaron siete bandas polimorficas
(loci) comprendidas entre 200 y 2000 pares
de bases con un total de 11 perfiles de ERIC-
PCR identificados (A-K), siendo el mas abun-
dante el perfil D con 55.6% (20/36) de los
aislados, seguido del perfil F (11.1%, 4/36)
(Figura 2). Se aprecié una moderada dife-
renciacion entre las cepas de O. rhinotra-
cheale, las cuales se agruparon en al menos
dos clusteres genéticos sin correspondencia
con el lugar de origen de los aislados, sugi-
riendo la posibilidad de un origen comiunden-
tro de las cepas provenientes de las cinco
regiones del pais. La region Lima presentd
la mayor variabilidad genética con la presen-
cia 6 de 11 patrones genéticos, de los cuales
cinco fueron patrones tnicos (B, E, F, J, K)
(Cuadro 2).

DiScUSION

Ornithobacterium rhinotracheale tie-
ne una variabilidad genética mas alta que
otros microorganismos (Amonsin et al., 1997;
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Vargas et al., 2003), lo cual dificulta la iden-
tificacion de linajes clonales. Técnicas basa-
das en tipificacion de ADN permiten una
mejor caracterizacion molecular y agrupa-
miento de acuerdo con las relaciones clonales
existentes (Amonsin et al., 1997; Tabatabai
et al., 2010). La aplicacion de ERIC-PCR
para caracterizacion molecular de las 36 ce-
pas de O. rhinotracheale demostro su utili-
dad en caracterizacion de la variabilidad
genética y la determinacion de linajes clonales
en el presente estudio.

Réka et al. (2017) y Hassanzadeh et
al. (2010) demostraron la existencia de di-
versificacion clonal entre aislados de O.
rhinotracheale en aves de corral en Hun-
gria e Iran, respectivamente, utilizando simi-
lares metodologias (ERIC-PCR), mientras
que otros autores lo demostraron en pavos
comerciales (Zorman-rojs et al., 2000; Vargas
et al., 2003).

Los hallazgos sugieren la presencia de
moderada variabilidad genotipica interes-
pecifica e intraespecifica diferenciada den-
tro de las 36 cepas de O. rhinotracheale
procedentes de las cinco regiones con al
menos 11 perfiles genéticos diferenciados
(ERIC-PCR), a diferencia de lo reportado por
Koga y Zavaleta (2005), que indican la exis-
tencia de un solo perfil genético circulante
similar a una cepa control internacional
(ATCC® 51463) utilizando similares técnicas
(REP-PCR). Estos resultados sugieren un
incremento de la variabilidad genética en esta
bacteria en los ultimos 13 afios.

La mayor variabilidad intraespecifica
observada en la region de Lima (7 de 11 per-
files y 5 perfiles unicos) podria explicarse por
la mayor concentracion de sistemas de pro-
duccion avicola en esta region; sugiriendo que
la presencia de genotipos distintos se deberia
ala interaccion entre diferentes tipos de crian-
za (produccién de carne y huevo comercial)
y la posible contaminacion por aves silves-
tres. Macagnan et al. (2006) demostré la pre-
sencia de al menos seis genotipos en Brasil

Rev Inv Vet Peru 2019; 30(4): 1734-1742
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Figura2. Arbol filogenético mediante método de Neighbor Joining obtenido a partir de una
matriz de (Dis) similaridad utilizando el coeficiente de Jaccard y Dice (Mendoza et
al., 2014), de DNA fingerprinting (huella genética de ADN) de cepas de O.
rhinotracheale. Los 11 genotipos presentes en las 36 cepas han sido denominados
mediante letras (A-K) para visualizar las relaciones existentes entre los tipos de

patrones de bandas

Cuadro 2. Aislados de Ornithobacterium rhinotracheale (n=36), segun el origen de
procedencia, y patrones Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR

(ERIC-PCR) diferenciados

Patron ERIC-PCR n % Ubicacion geografica
A 1 2.78 Arequipa
B 1 2.78 Lima
C 1 2.78 La Libertad
D 20 55.56 Lima, La Libertad, Ica y Ucayali
E 1 2.78 Lima
F 4 11.11 Lima
G 2 5.56 La Libertad y Arequipa
H 1 2.78 La Libertad
I 3 8.33 Lima y La Libertad
J 1 2.78 Lima
K 1 2.78 Lima

mediante el single-enzime amplified
fragment length polymorphism (SAFLP),
sugiriendo que el origen de la variabilidad
podria ser contaminacion vertical de aves
comerciales con aves silvestres (King et al.,
2002; Turan y Ak, 2002; Jefferies et al., 2004;
Chou et al., 2009).
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La baja variabilidad intraespecifica ob-
servada en la region de Arequipa debe ser
considerada con cuidado, ya que el numero
de cepas analizados no permitiria explicar la
dispersion y presencia de clonas diferencia-
das de O. rhinotracheale en esta region; sin
embargo, los resultados podrian guardar re-
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lacion con la presion de seleccion a la que
esta sometida la bacteria ante el uso de
antimicrobianos y vacunas comerciales
(Smith et al., 1993).

Los patrones de resistencia a cinco fa-
milias de antibidticos mostraron una elevada
multidrogo resistencia (94.4%), lo cual po-
dria sugerir una fuerte presion de seleccion
con un incremento en la variabilidad genética
de O. rhinotracheale, debido probablemen-
te a la subdosificacion o uso indiscriminado
de los antibioticos en las aves de corral
(Devriese et al., 1995, 2001; Pefia et al.,
2016). Resistencia a penicilinas (amoxicilina),
tetraciclinas (doxiciclina y tetraciclina) y a
quinolonas (enrofloxacina, ciprofloxacina y
norfloxacina) variaron entre el 40 y 60%, si-
milar a lo reportado para Brasil y Bélgica
(Devriese et al., 1995,2001; van Veen et al.,
2001) y otros paises (Zorman et al., 2000;
Soriano et al., 2003).

El incremento en la resistencia
antimicrobiana podria indicar una constante
actividad genética presente en O.
rhinotracheale observado como un incre-
mento en la variacion genética intraespecifica.
La aparicion de cepas con nuevas caracte-
risticas fenotipicas no reportadas previamente
(pequenas colonias variables o la capacidad
de hemolitica) (Hsiang-Jung y Chen-Wei,
2006; Tabatabai et al., 2010; Mohammad et
al.,2013; Zahra et al., 2013) reforzarian esta
hipdtesis.

CONCLUSIONES

e Los resultados indican la presencia de
cepas de Ornithobacterium rhinotrac-
heale multidrogo resistentes (94.4%),
con moderada variabilidad genética no
organizada a nivel geografico y de hos-
pedero.

e  Elpatrén genético D fue el més frecuen-
te con un 55.6% de presencia y distri-
buido en cuatro de las cinco regiones eva-
luadas en el pais.
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e Laregion Lima concentrd la mayor va-
riabilidad genética (7/11 patrones tota-
les) con la presencia de cinco patrones
unicos de ERIC-PCR.
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