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Genotipificacion y fenotipificacion de Gallibacterium sp
procedentes de aves de corral con signos
clinicosrespiratorios

Genotyping and phenotyping of Gallibacterium sp from poultry with respiratory
clinical signs

Rony Yunior Cotaquispe Nalvarte'?, Ysabel Koga Yanagui’, Robert Tinoco Romero?

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue la fenotipificacion 60 aislados de Gallibacterium
sp mediante un perfil de seis familias de antibidticos y su genotipificacion por técnicas de
ERIC-PCR, REP-PCR y BOXAIR. Se encontré que el 98.3% de los aislados resisten al
menos a una familia de antimicrobianos, y el 11.7% fueron resistentes a las seis familias.
La REP-PCR presento 45 genotipos codificados de R1 hasta R45, 1a ERIC-PCR present6
44 genotipos codificados de E1 hasta E44 y la BOXAIR presentd 56 genotipos codifica-
dos de B1 hasta B56, dispersos en los departamentos de Lima, Ica y Libertad (Pera). El
estudio permitio tipificar Gallibacterium sp y el uso combinado de métodos genotipicos
y fenotipicos permitié una discriminacion mas precisa entre aislamientos potencialmente
diferentes con moderada diversidad genética en las ciudades de Lima, Libertad y Ica.

Palabras clave: Gallibacterium sp, fenotipificacion, genotipificacion, ERIC-PCR, REP-
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ABSTRACT

The aim of this study was the phenotyping of 60 isolates of Gallibacterium sp
through a profile of six families of antibiotics and their genotyping by ERIC-PCR, REP-
PCR and BOXAIR techniques. It was found that 98.3% of the isolates are resistant to at
least one family of antimicrobials, and 11.7% were resistant to all six families. The REP-
PCR presented 45 genotypes encoded from R1 to R45, the ERIC-PCR presented 44
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genotypes encoded from E1 to E44 and BOXAIR presented 56 genotypes encoded from
B1 to B56, dispersed in the departments of Lima, Ica and Libertad (Peru). The study
allowed to typify Gallibacterium sp and the combined use of genotypic and phenotypic
methods allowed a more precise discrimination between potentially different isolates
with moderate genetic diversity in the cities of Lima, Libertad and Ica.
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INTRODUCCION

Gallibacterium sp es un microorganis-
mo patdgeno primario en aves, de caracte-
risticas Gram negativos, inmoviles,
encapsulados, no esporulados, pleomorficos,
mesofilos y anaerobios facultativos o
microaer6filos. Pertenece al orden
Pasteurellales, familia Pasteurellaceae y el
género presenta tres especies: G anatis 'y G
genomospecies 1y 2. Se pueden identificar
microbiologicamente por medio de cultivo, asi
como molecularmente mediante PCR
(Bojesen et al., 2007).

Esta bacteria es altamente variable, ya
que actualmente se describen 24 biovares por
pruebas bioquimicas utilizando diferentes
azucares (Osuna et al., 2017). Las bacterias
altamente variables sufren frecuentemente
nuevos cambios genéticos, ya sea por muta-
ciones debido a su adaptacion al medio en
que se desarrollan o como consecuencia del
intercambio de material genético entre los
mismos (Mendoza et al., 2014). Ademas, ¢l
abuso de antibidticos acelera las mutaciones
genéticas, adaptandose a los nuevos farmacos
(Mendoza et al., 2014).

Existen diversos métodos para identifi-
car la variabilidad en Gallibacterium sp.
Entre estos se tienen los ensayos bioquimicos,
la susceptibilidad antimicrobiana, y las prue-
bas moleculares (Singh et al., 2015). Entre
los métodos moleculares para tipificar bacte-
rias, se ha encontrado que las huellas
genoémicas de REP-PCR, ERIC-PCR y

BOX-PCR (denominadas colectivamente
como rep-PCR) son extremadamente
confiables, reproducibles, rapidas y altamen-
te discriminatorias. Este método se basa en
la amplificacion de las secuencias de ADN
mediante PCR con conjuntos de cebadores
complementarios a las secuencias de ADN
repetitivas naturales, altamente conservadas,
presentes en multiples copias en distintas po-
siciones intergénicas en los genomas de la
mayoria de las bacterias Gram negativas y
varias Gram positivas (Oliveira ef al., 2007)

El objetivo del presente trabajo fue tipi-
ficar las cepas de Gallibacterium sp aisla-
das de aves comerciales con infecciones res-
piratorias, asi como la elaboracion de progra-
mas efectivos de sanidad aviar en los cuales
se consideren cepas endémicas de los princi-
pales departamentos de produccion avicola
de Peru.

MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico

Se trabajo con 60 cepas de Gallibac-
terium sp aisladas de muestras de pollos (BB y
de carne), gallinas de postura y gallinas
reproductoras con enfermedades respiratorias
provenientes de granjas de los departamentos
de La Libertad, Icay Lima (Peru) entre 2014
y 2018. Las cepas se encontraban liofilizadas
y guardadas en glicerol a -20 °C y se tenia re-
gistrada la historia clinica del caso y el anali-
sis anatomopatologico (Mendoza et al., 2014).
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Analisis Microbiolégico

Las aves fueron sacrificadas, se incidid
en las barbillas y senos infraorbitarios, se
hisoparon las secreciones nasales y traquea.
Asimismo, se ingreso en las cavidades
toracica y abdominal en donde se hisoparon
pulmones y sacos aéreos, y se hicieron
improntas de higado y ovario. Luego los
hisopados e improntas fueron sembrados en
placas de agar sangre de ovino al 5 % (las
cuales fueron introducidas en campanas de
microaerobiosis) y agar MacConkey. Final-
mente se incubaron a 37 °C durante 24-48
horas (Mendoza et al., 2014).

Sensibilidad Antimicrobiana

Se realiz6 un perfil de resistencia antimi-
crobiana para seis familias de antibioticos de
importancia veterinaria, mediante el método
de difusion en agar sangre al 5% con nueve
discos de sensibilidad: Oxitetraciclina 20 pug,
Florfenicol 30 ug, Fosfomicina 50 pg,
Amoxicilina 20 pg, Ciprofloxacina 5 pg,
Enrofloxacina 5 pg, Doxiciclina 30 pg,
Norfloxacina 10 ug, Sulfatrimetropin 1.25/
23.75 pg. La placa preparada con el indculo
y los discos de antibioticos se incub6 a 37 °C
durante 24 a 48 horas. Los resultados se le-
yeron midiendo el diametro de los halos de
inhibicion del crecimiento, interpretandose
como sensible, intermedio o resistente, segin
los lineamientos del Comité Nacional de
Estandares Clinicos de Laboratorio (NCCLS,
2002).

Identificaciéon y Tipificacion Molecular
Extraccion de ADN

El ADN de las 60 cepas de Gallibac-
terium sp fue extraido mediante el método
de membranas de silica gel utilizando el GF-1
Tissue DNA Extraction kit (Vivantis,
Malasia), siguiendo las indicaciones del pro-
tocolo de extraccion del fabricante.
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Deteccion molecular por PCR

Gallibacterium sp fue detectado me-
diante amplificacion por PCR, a partir de la
secuencia de los genes ribosomicos 16S y
238S. Se utilizaron los cebadores forward:
1133fgal - 5" - TAT TCT TTG TTA CCA
CCG G - 3" y el reverse: 114r - 5" - GGT
TTC CCC ATT CGG - 3. La reaccion se
realiz6 en un volumen final de 20 pl conte-
niendo 10 pl del buffer 2X HOT STAR PCR,
1 ul de ambos cebadores a 10 pmol/uly 3 pl
de ADN genémico a 5 ng/ul. Los ciclos
termales fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion
inicial: 95 °C por 4 min; 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 30 s; alinea-
miento a 55 °C por 30 s y extension a 72 °C
por 45 s; 1 ciclo de extension final a 72 °C
por 5 min, realizados en un termociclador Veriti
Thermal Cycler (Life Technologies) (Bojesen
et al., 2007b; Ataei et al., 2017).

Los productos de PCR para su analisis
se corrieron en una camara electroforética,
cargando 3 pl de producto de PCR mezclado
con 2 ul de Fluorescent DNA Loading dye
en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE
1X (Tris 0.89 M, Borato 0.02 M, EDTA 0.89
M, pH 8.3) por 40 min a 100 v y luego
visualizados bajo UV en fotodocumentador
Major Science.

Tipificacion molecular por ERIC-PCR

Genotipificacion por Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus - PCR
(ERIC-PCR) se realiz6 utilizando los
cebadores: ERICIR: 5-ATGTAAGCTCC-
TGGGGATTCAC-3"y ERIC2: 5'-AAGTA-
AGTGACTGGGGTGAGCG-3") que ampli-
fican regiones repetitivas VNTRS. El volu-
men final de la amplificacion fue 20 pl, utili-
zando las concentraciones de 10 X Buffer
PCR, 25 mM de dNTPs, 25 mM de MgCl,,
10 pmol de cada cebador, 1 U Taq DNA
polimerasa (Fermentas) y 4 ul de 5 ng/ul de
ADN genomico. Los ciclos termales utiliza-
dos fueron: 1 ciclo desnaturalizacion inicial
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de 95 °C por 4 min; 35 ciclos: desnatu-ralizacion
a 94 °C por 30 s; alineamiento a 40 °C por 3
min y extension a 72 °C por 2 min, y final-
mente un ciclo de extension final de 72 °C
por 7 min. Los productos de PCR de ERIC-
PCR fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% en
buffer TBE 1X durante 50 min a 100 v y
visualizados bajo luz UV (Oliveira et al.,
2007; Mendoza et al., 2014).

Analisis de patrones VNTRS para ERIC-
PCR

Los patrones de ERIC-PCR en el gel
de agarosa fueron transformados a una ma-
triz bidimensional de ausencia (0) o presen-
cia (1) generados por el programa Gel-
Analyzer v. 2010. El analisis de la variabili-
dad genética intra e interespecifica para las
60 cepas de Gallibacterium sp fue realizada
utilizando similarity index de Jaccard con un
bootstraps de 1000 réplicas y dendogramas
generados en base a una matriz de distancia
genética mediante el método clasico paired
group UPGMA aplicando el programa PAST
3.23 (Hammer et al., 2001).

Tipificacion molecular por REP-PCR y
BOXAIR

El Repetitive Extragenic Palindromic
PCR (REP-PCR) se realiz6 con los cebadores
REP 1 (5-IIGCGCCGICATCAGGC-3") y
REP 2 (5'-ACGTCTTATCAGGCCTAC-3").
La reaccion de PCR se realizé en un volu-
men final de 20 pl, conteniendo 2.5 pl a 25
pmol de cada cebador, buffer de PCR 1X
(tris 10 mM, KCI1 50 mM; pH 8.3), dNTPs
0.2 mM, MgClI* 2.5 mM, 1U de ADN
polimerasa Taq (Fermentas) y 4 ul de ADN
de plantilla a 5 ng/ul. La amplificacion se de-
sarroll6 en un termociclador Veriti (Applied
Biosystems) con las condiciones termales si-
guientes: un ciclo de desnaturalizacion inicial
a 95 °C durante 5 min; 30 ciclos:
desnaturalizacion a 90 °C durante 30 s, pri-

mer alineamiento a 50 °C durante 30 s, se-
gundo alineamiento a 52 °C durante 1 min y
extension a 72 °C durante 1 min; y un ciclo
de extension final a 72 °C durante 8 min.
Condiciones similares a lo descrito por Oliveira
et al. (2007) y Albufera et al. (2009).

El BOXAIR-PCR fingerprinting para
enterobacterias se realizo con el cebador 5'
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3 ylas
concentraciones en un volumen final de 20 pl
fueron: 2 pl del cebador BOXAIR a 20 pmol,
buffer de PCR 1X (tris 10 mM, KCI 50 mM;
pH 8.3), dNTPs 0.2 mM, MgCI*2.5 mM, 1U
de ADN polimerasa Taq (Fermentas) y 4 ul
de ADN de plantilla a 5 ng/ul. Los ciclos
termales para BOXAIR fueron un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 4 min,
30 ciclos: desnaturalizacion a 94 °C durante
30 s, alineamiento a 50 °C durante 60 s, ex-
tension a 65 °C durante 1 min y un ciclo de
extension final a 65 °C durante 8 min. La
amplificacion se realizé en un termociclador
Veriti Thermal Cycler (Life Technologies).

Los productos de PCR de REP Y
BOXAIR fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% en
buffer TBE 1X durante 50 min a 100 v y
visualizados bajo luz UV (Oliveira et al.,
2007; Albufera et al., 2009).

Andlisis de patrones VNTRS para REP-
PCR y BOX AIR

El analisis de las huellas dactilares
genéticas (ADN fingerprinting) de REP-PCR
y BOX A1R fue realizado a partir de los pa-
trones de bandeos transformados en matriz
bidimensional de ausencia (0) o presencia (1)
generados por el programa GelAnalyzer v.
2010, aplicando una matriz de (dis)similaridad
utilizando el coeficiente de JACCARD y el
desarrollo del dendograma utilizando el mé-
todo clasico de distancia genética paired
group UPGMA mediante el programa PAST
3.23 (Hammer et al., 2001).
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Poder discriminatorio de los métodos de
tipificacion

El poder discriminatorio se midié me-
diante el indice de diversidad (1-D) de
Simpson cuyo valor oscila entre 0 y 1, que
indica la probabilidad promedio de que un sis-
tema de tipificacion asigne un tipo diferente
a dos cepas no relacionadas muestreadas al
azar de una poblacion o representa la proba-
bilidad de que dos individuos de la misma es-
pecie seleccionados aleatoriamente de una
muestra presenten diversidad genética. Para
la interpretacion del indice, cuanto mayor es
el valor, mayor es la diversidad genética de la
muestra (Oliveira et al., 2007).

RESULTADOS

El 100% de los aislados (n=60) fueron
similares a las caracteristicas microbiologicas
en agar sangre de ovino al 5% y al perfil
bioquimico compatible a Gallibacterium sp.
Ademas, todas las cepas se confirmaron
mediante reaccion de la cadena polimerasa
(PCR), amplificando los genes ribosémicos
16S y 23S para Gallibacterium sp (790 bp)
y para Gallibacterium anatis (1080 bp) o
Gallibacterium genomospecies 1y 2 (1030

bp) (Figura 1).

Los aislados mostraron una elevada
multirresistencia a antibidticos. E1 98.3% de
los aislados fueron resistentes al menos a una
o mas familias de antibioticos y el 11.7% de
los aislados fueron multidrogo resistentes (re-
sistencia a las seis familias de antibidticos).
Los aislados mostraron mayores perfiles de
resistencia a las tetraciclinas: Oxitetraciclina
93.3% (56/60), Sulfonamidas potenciadas:
Sulfatrimetropin 78.3% (47/60) y Quinolonas:
Enrofloxacina 73.3% (44/60), mientras que
la mayor sensibilidad fue para los Fosfonatos:
Fosfomicina 43.3% (26/60) (Cuadro 1).
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Figura 1. Deteccion de Gallibacterium spp
por PCR del gen 16S rRNA. Carril 1-2: ADN
obtenido de cepa de Gallibacterium spp;
Carril 3-4: muestras negativas; Carril 5. Con-
trol negativo, ADN de Pasteurella multicida
ATCC® 12945; Carril 6. Control positivo,
ADN de G anatis ATCC® 542; B: Blanco
de PCR; M, Marcador de peso molecular
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific)

Fingerprinting ERIC-PCR

De las 60 cepas de Gallibacterium sp
se obtuvieron 44 perfiles genéticos codifica-
dos de E1 a E44 (Cuadros 2 y 3). Los tama-
fios de productos amplificados presentaban
rangos entre 300 y 3000 bp, formando un gru-
po general de 17 bandas: 300, 350, 400, 500,
600, 650, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1400,
1500, 2000, 2250, 2500 y 3000 bp. El mimero
de bandas por perfil variaba de 6 a 12, distri-
buidos en la totalidad de muestras, sin pre-
sentar patrones de bandeos conservados, lo
que podria sugerir presencia de una gran di-
versidad clonal de Gallibacterium sp. El indi-
ce de diversidad Simpson (1-D) en este méto-
do de tipificacion varid entre 0.76 y 0.97 apli-
cando el programa estadistico PAST 3.23, indi-
cando que existe diversidad clonal (Figura 2).
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Cuadro 1. Perfiles de resistencia a nueve antibidticos en cepas aisladas de
Gallibacterium anatis en aves comerciales del Per con infecciones

respiratorias
Antimicrobi Resistentes  Intermedios  Sensibles
ntimicrobiano " o " " " o
Fosfonatos Fosfomicina 41.67 25 15 9 4333 26
Penicilinas Amoxicilina 70.00 42 1.67 1 2833 17
Quinolonas Ciprofloxacina 6833 41 15 9 16.67 10
Enrofloxacina 7334 44 1333 8 1333 8
Norfloxacina 66.66 40 16.67 10 16.67 10
Tetraciclinas Doxiciclina 7833 47 13.33 8 834 5
Oxitetraciclina 93.33 56 1.67 1 5.00 3
Cloranfenicoles Florfenicol 26.67 16 10.00 6 6333 38
Sulfonamidas Sulfatrimetroprin 7833 47  6.67 4 1500 9
potenciadas

Repetitive Extragenic Palindromic (REP-
PCR)

El ensayo de amplificacion de los
cebadores REP-1R y REP-2 mostr6 45 pa-
trones genéticos (clones) codificados como
R1-R45 (Cuadros 2 y 3). Los tamafos de
productos amplificados presentaban los ran-
gos de 300 aa 3000 bp, formando un grupo
general de 13 bandas: 300, 350, 400, 500, 700,
800, 900, 1000, 1250, 1600, 2000, 2600 y 3000
bp (patrones). El nimero de bandas por per-
fil variaba de 2 a 7, distribuidos en la totalidad
de muestras, sin presentar patrones de
bandeos conservados, lo que podria sugerir
presencia de una gran diversidad clonal de
Gallibacterium sp. El indice de diversidad
Simpson (1-D) en este método de tipificacion
oscila entre 0.61y 0.97 aplicando el progra-
ma estadistico PAST 3.23, indicando que exis-
te diversidad clonal (Figura 3).

BOXAIR-PCR Fingerprinting Entero-
bacterias

En el ensayo de amplificacion del
cebador BOXAIR se obtuvieron 56 patrones
genéticos (clones) codificados como B1-B56
(Cuadros 2 y 3). Los tamaifios de productos
amplificados presentaban los rangos de 200
a 3000 bp formando un grupo general de 12
bandas: 200, 300, 400, 600, 700, 800, 1000,
1250, 1400, 1700, 2200 y 3000 bp (patrones).
El nimero de bandas por perfil variaba de 3
a 11 distribuidos en la totalidad de muestras,
sin presentar patrones de bandeos conserva-
dos, lo que podria sugerir presencia de una
gran diversidad clonal de Gallibacterium sp.
Elindice de diversidad Simpson (1-D) en este
método de tipificacion vario entre 0.5 y 0.97
aplicando el programa estadistico PAST 3.23,
indicando que existe moderada diversidad
clonal (Figura 4).
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Indice de similaridad de Jaccard-ERIC-Gallibacterium sp
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Figura 2. Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR (ERIC-PCR). Arbol filogenético
de Gallibacterium sp mediante el algoritmo paired group de UPGMA obtenido a partir de una
matriz bidimensional de ausencia o presencia obtenido a partir de GelAnalyzer v. 2010, aplicando
el programa estadistico PAST 3.23 con un similarity index de Jaccard y un bootstraps de 1000
réplicas
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Indice de similaridad de Jaccard-REP-Gallibacterium sp
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Figura 3. Repetitive extragenic palindromic (REP-PCR). Arbol filogenético mediante el algorit-
mo paired group de UPGMA obtenido a partir de una matriz bidimensional de ausencia o presen-
cia por GelAnalyzer v. 2010. DNA fingerprinting (huella genética de ADN) de cepas de
Gallibacterium sp aplicando el programa estadistico PAST 3.23 con un similarity index de
Jaccard y un bootstraps de 1000
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Cuadro 2. Genotipificacion y multidrogoresistencia de 60 cepas de Gallibacterium sp
mediante REP, ERIC y BOXAIR, segtn el afio de aislamiento, sistema de

producciodn, 6rgano y localidad (Parte I)

£ s 8 < X
2 33 o 5 2 =
5 2 53 5 T 2 s S 2 =
S £ && S S 2 2 & 8 £
GAO1 2014  hyline senosinfra Tryjillo 5 RI1 El Bl G. genomospecies
GAO02 2014  hyline traquea Lima 6 R2 E2 B2 G. anatis
GAO03 2014  hyline cornete Lima 3 R3 E3 B3 G. anatis
GA04 2015 lohman senosinfra Truyjillo 4 R4 E4 B4 G. anatis
GAO5 2015  hyline senosinfra Lima 5 R2 E5 BS G. anatis
GA06 2015 lohman traquea Tryjillo 3 R2 E6 B6 G. anatis
GAO7 2015 lohman cornetenasal Lima 2 R5 E7 B7 G. anatis
GA0O8 2015  hyline cornetenasal Lima 0 R6 E8 BS G. anatis
GA09 2015  hyline traquea Lima 5 R7 E9 B9 G. anatis
GA10 2015 cobb senosinfra Lima 4 R8 E9 B4 G. anatis
GAl1l 2015 cobb traquea Lima- 4 R8 E9 B4 G. anatis
GAI12 2015 broilers traquea Tryjillo 2 R8 E9 B4 G. anatis
GA13 2015 hyline senosinfra Truyjillo 5 R9 E10 B10 G. genomospecies
GA14 2015  broilers senosinfra Lima 4 RI10 Ell BIl G. anatis
GA15 2016 lohman traquea Lima 3 RI11 EI2 BI2 G. anatis
GA16 2016 lohman senosinfra Lima 3 RI10 E13 BI3 G. anatis
GA17 2016  broilers senos infra Ica 5 R8 El14 BIl4 G. anatis
GA18 2016 broilers cornete nasal Ica 5 R8 El14 BI5 G. anatis
GA19 2016  broilers oido interno Ica 3 R8 El14 BI6 G. anatis
GA20 2016 broilers traquea Lima 6 RI12 EI5 BI17 G. genomospecies
GA21 2016 broilers sacosaéreos Lima 4 R8 EI5 BI18 G. genomospecies
GA22 2016 broilers cornete nasal Lima 4 RI13 E15 B19 G. genomospecies
GA23 2016 broilers cornete nasal Lima 5 R12 E16 B20 G. genomospecies
GA24 2016 Dbroilers sacosaéreos Lima 5 R14 E17 B21 G. genomospecies
GA25 2016  broilers senosinfra Lima 5 R14 E18 B22 G. genomospecies
GA26 2016  broilers trdquea Lima 5 RI15 E19 B23 G. genomospecies
GA27 2016 cobb traquea Lima 6 RI16 E20 B24 G. genomospecies
GA28 2016 cobb traquea Lima 5 RI17 E20 B25 G. genomospecies
GA29 2016 cobb  senosinfra Lima 5 RI18 E20 B26 G. genomospecies
GA30 2016 cobb senosinfra Lima 6 RI19 E20 B27 G. genomospecies

* Seis familias de antibidticos: (1) cloranfenicoles, (2) penicilinas, (3) fosfonatos, (4)
quinolonas, (5) tetraciclinas, (6) sulfamidas potenciadas
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Cuadro 3. Genotipificacion y multidrogoresistencia de 60 cepas de Gallibacterium sp
mediante REP, ERIC y BOXAIR, segtn el afio de aislamiento, sistema de
produccion, 6rgano y localidad (Parte II)

é o g .*E

k5 2 3 8 =

g £ 3 g =2 oS

Tz 2% z 2 18 2 B 5
O < Zi ‘O = ¥ % @™ A &

GA30 2016 cobb senosinfra Lima 6 RI19 E20 B27 G. genomospecies
GA31 2016  hyline f ovaricos Trujillo 3 R20 E21 B28 G. anatis
GA32 2016  hyline traquea Lima 4 R21 E22 B29 G. anatis
GA33 2016  hyline cornetenasal Lima 4 R22 E23 B30 G. anatis
GA34 2016  hyline cornete nasal Lima 4 R23 E23 B3I G. anatis
GA35 2016 bbs senos infra Tryjillo 6 R24 E24 B32 G. anatis
GA36 2016 bbs  sacosaéreos Lima 3 R25 E25 B33 G. genomospecies
GA37 2017 r0ss traquea Lima 5 R26 E26 B34 G. anatis
GA38 2017  hyline cornete Lima 5 R27 E27 B35 G. anatis
GA39 2017  hyline traquea Trujillo 5 R28 E28 B36 G. anatis
GA40 2017  hyline cornete nasal Lima 4 R29 E29 B37 G. anatis
GA41 2017  hyline cornete Lima 3 R8 E28 B38 G. anatis
GA42 2017  hyline pulmoén Lima 4 R8 E28 B39 G. anatis
GA43 2017  hyline senosinfra Lima 3 R30 E28 B40 G. anatis
GA44 2017  hyline cornetenasal Lima 3 R5 E30 B41 G. anatis
GA45 2017  hyline senosinfra Lima 4 R31 E28 B42 G. anatis
GA46 2017 ross traquea Lima 4 R32 E28 B43 G. anatis
GA47 2017  hyline senosinfra Lima 5 R33 E31 B44 G. anatis
GA48 2017 cobb traquea Lima 1 R34 E32 B45 G. anatis
GA49 2017  hyline traquea Lima 1 R8 E33 B46 G. anatis
GAS50 2017  hyline cornete Trujillo 3 R35 E31 B47 G. anatis
GAS51 2017  hyline senosinfra Trujillo 2 R36 E35 B48 G. anatis
GA52 2017 ross cornetenasal Lima 2 R37 E36 B49 G. anatis
GAS3 2017 cobb  senosinfra Lima 1 R38 E37 BS50 G. anatis
GA54 2018  hyline senosinfra Lima 3 R39 E38 B34 G. anatis
GAS5 2018 cobb cornete Lima 4 R40 E39 BS5I G. anatis
GA56 2018 cobb senos infra Lima 4 R41 E40 BS52 G. anatis
GAS7 2018 cobb cornete Lima 3 R42 E41 BS53 G. genomospecies
GAS58 2018  hyline senosinfra Trujillo 2 R43 E42 BS54 G. anatis
GAS9 2018 ross  sacosaéreos Lima 6 R44 E43 BS55S G. anatis
GA60 2018 cobb cornete Lima 6 R45 E44 BS56 G. anatis

* Seis familias de antibidticos: (1) cloranfenicoles, (2) penicilinas, (3) fosfonatos, (4)
quinolonas, (5) tetraciclinas, (6) sulfamidas potenciadas
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Indice de similaridad de Jaccard-BOXAIR-Galliacterium sp
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Figura 4. BOXAIR-PCR fingerprinting enterobacterias. Arbol filogenético mediante el algorit-
mo clasico paired group de UPGMA obtenido a partir de una matriz bidimensional de ausencia o
presencia por GelAnalyzer v. 2010. DNA fingerprinting (huella dactilar genética de ADN) de
Gallibacterium sp aplicando el programa estadistico PAST 3.23 con un similarity index de
Jaccard y un bootstraps de 1000 réplicas
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DiScUusION

La avicultura en el Pert esta siendo
afectada por diversos patdgenos bacterianos
con nuevas caracteristicas genéticas, afec-
tando considerablemente la produccion de
huevos y carne, causando gran mortandad
de aves si se asocian con otros microor-
ganismos (Bojesen et al., 2011a). Bacterias
altamente variables como Gallibacterium sp
son un ejemplo de las sufren frecuentes cam-
bios genéticos (Mendoza et al., 2014).

Diversas investigaciones muestras a
Gallibacterium sp como un patéogeno
multidrogo resistente a diversos antimi-
crobianos. Los estudios de Bojesen et al.,
2011b indicaron resistencia de G anatis a
mas de tres antibidticos en el 65% de las ce-
pas de campo; por otro lado, Mendoza ef al.
(2014) encontraron que 96 cepas de G. anatis
mostraron multirresistencia, tres fueron re-
sistentes a todos los antibidticos estudiados y,
el 98% presento resistencia a la sulfamida,
resultado similar a los hallazgos de Bojesen
et al. (2011a). En el presente estudio, 59/60
cepas mostraron resistencia a por lo menos 1
o mas familias de antibidticos, 7/60 fueron
multidrogo resistentes a las seis familias del
ensayo. Los aislados con mayores perfiles
de resistencia fueron las tetraciclinas
(Oxitetraciclina 93.33%, 56/60) y las
sulfonamidas potenciadas (Sulfatrimetropin
78.33%, 47/60), similar al trabajo de Bojensen
et al. (2011b). La disminucion a la sensibili-
dad antimicrobiana puede deberse al uso in-
adecuado de estos, lo cual constituye un ries-
go para el control de la bacteria, dando indi-
cios de presencia activa de variabilidad
genética continua en Gallibacterium sp
(Martina et al., 2016)

Estudios de variabilidad genética de G
anatis han sido descritos en varios paises de
Europa asi como en Pertu (Bojesen ef al.,
2003a,b,c; Christensen et al., 2003, 2004;
Bojesen y Shivaprasad, 2007a; Bojesen et al.,
2007b; Christensen y Bisgaard, 2010;
Mendoza et al., 2014), donde encuentran 24

12

biovares: la subespecie haemolytica com-
prende los biovares 1-4, 6, 7, 10-24; la
subespecie anatis el biovar Pa; genomos-
pecies 1 el biovar 5y 8; y la genomoespecie
2 el biovar 9. De estos, Pa es el mas fre-
cuente, seguido de los biovares hemoliticos
1,3,4,12y 18 (Mendoza et al., 2014). Estos
estudios manifiestan la gran actividad genética
presente en Gallibacterium sp, exigiendo el
desarrollo y uso de metodologias alternativas
a las convencionales que permitan identificar
en forma oportuna el agente infeccioso
mutante para el control y la produccion de
autovacunas efectivas.

En el Peru no existe informacion sobre
la variabilidad genotipica en cepas de
Gallibacterium sp basadas en amplificacion
patrones VNTRS mediante REP, ERIC Y
BOXAIR, con excepcion del estudio de
Mendoza et al. (2014), utilizando ERIC-PCR
en los aislamientos de G anatis. El método
demostro ser altamente discriminatorio y util
para la evaluacion epidemiologica, logrando
identificar 24 genotipos en las 96 cepas. La
aplicacion de las tres técnicas de tipificacion
demostraron ser extremadamente confiables,
reproducibles, rapidas y altamente discrimi-
natorias en otros paises como Brasil y EEUU,
logrando tipificar aislados de Salmonella
enteritidis, especialmente con los basados
en la VNTRS (Versalovic et al., 1994;
Oliveira et al.,2007). En forma similar, en el
presente estudio la PCR fingerprinting utili-
zando los tres cebadores mostré distintos per-
files o patrones de bandeos en la mayoria de
los aislamientos.

La REP-PCR presento 45 perfiles (R1-
R45) determinando 45 genotipos, ademas de
4 clados. Ademas, se determinaron seis gru-
pos con perfiles genéticos idénticos circulan-
tes en Lima, Libertad e Ica. La ERIC-PCR
presentd 44 perfiles (E1-E44) determinando
44 genotipos, 5 clados, y 6 grupos con perfi-
les genéticos idénticos dispersos en Lima,
Libertad e Ica. La BOXAIR presentd 56
perfiles (B1-B56) determinando 56 genotipos,
8 clados, y 2 grupos con perfiles genéticos
idénticos dispersos en Lima y Libertad. Las
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tres técnicas de genotipificacion podrian dar
pistas sobre una alta variabilidad existente en
Gallibacterium spp, lo que sugiere su origen
comun, pero hay que tener en cuenta la pre-
sencia de dos especies dentro del estudio: G
anatis y G. genomospecies. Los resultados
demuestran que existe una diversidad
genética en el linaje clonal en la mayoria de
los aislados de las dos especies, ademas de
actividad genética y variabilidad intra e
interespecifica en las cepas de Gallibac-
terium sp. Este hallazgo implica que se po-
dria influir o incrementar la capacidad
patogena por cada genotipo nuevo (Bojesen
y Shivaprasad, 2007a; Neubauer et al., 2009).

Los perfiles de DNA detectados por las
técnicas de REP y ERIC demuestran mode-
rado nivel discriminatorio y los perfiles de
DNA de BOXAIR demostraron ser altamente
discriminatorios al determinar 56/60
genotipos. Por otro lado, no se pudo rastrear
si la diversidad clonal presente estaba
correlacionada segun el 6rgano de aislamiento,
afio o lugar de aislamiento; sin embargo, si
hubo presencia de correlacion en la mayoria
de los genotipos, con el aumento de la resis-
tencia antimicrobiana, en por lo menos de una
familia de antibioticos. La aplicacion de los
tres métodos de tipificacion para las 60 mues-
tras de Gallibacterium sp en los aislados de
aves mostraron perfiles tinicos, lo que sugie-
re que la fuente bacteriana originaria de la
diversidad clonal es la misma especie y tam-
bién la interaccidon o asociacion con otras
bacterias estrechamente relacionadas (Paudel
etal.,2017; Wang et al., 2018).

CONCLUSIONES

La rep-PCR (REP, ERIC y BOXAIR)
realizada como se describe en el presente
estudio fue 1util para la tipificacion de
Gallibacterium sp, dado que fue capaz de
discriminar aislamientos potencialmente dife-
rentes de las ciudades de Lima, Libertad y
Ica. Sin embargo, el uso combinado de méto-
dos genotipicos y fenotipicos permitié una dis-
criminacidén mas precisa entre aislamientos.

Rev Inv Vet Pert 2020; 31(4): ¢19019
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