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niciando el afio 2009 nuestra industria avicola sigue expuesta de manera
permanente a retos tanto de orden interno como externo. El sector de pollo de
engorde atraviesa por uno de los momentos mas dificiles de los Gltimos afios,
en parte debido a un crecimiento de la produccién por encima de la demanda
real del mercado, pues la oferta doméstica tuvo un incremento del 9.4 % al cerrar el 2008,
con un aumento en los costos de produccidn cercanos al 26% que no se han podido trasladar
al precio del pollo en pie. En el campo sanitario se cierra el afio con la expedicion de la
Ley 1255 por medio de la cual se declara como prioridad la preservacion del estado
sanitario del pais , libre en Influenza aviar, asi como el control y erradicacion de la
enfermedad de New Castle. Aunque tenemos instrumentos para afrontar las crisis sanitarias
aun hoy en dia problemas causados por las enfermedades de Gumboro y New Castle, y la
Laringotraqueitis infecciosa, entre otras; siguen teniendo presencia frecuente en el campo y
donde a pesar del gran conocimiento que tenemos de ellas, nos vemos enfrentados a
pérdidas econdmicas de gran valor debido al impacto que ellas tienen sobre los resultados
zootécnicos.

De hecho la industria avicola se enfrenta en este 2009 a un gran desafio para salir adelante,
donde se deben tener en cuenta puntos criticos tales como el tamafio actual de las Empresas
Avicolas, que tendran que fortalecerse, mediante integraciones y alianzas estratégicas que
reduzcan drasticamente la atomizacion actual que debilita la capacidad de accion sobre todo
en el &mbito internacional, para de esta manera administrativamente, llegar a conceptos de
eficiencia y rentabilidad adecuados, donde realmente el papel de la bioseguridad sea
fundamental; su capitalizacion a través de recursos propios o créditos blandos a largo
plazo, aprender a afrontar la realidad de una industria dominada por el alto costo de
produccion, lo cual implica un cambio de fondo en nuestros indicadores como técnicos de
granja pues el manejo financiero y de costos empieza a ser vital en el desempefio de nuestro
trabajo. Se quiere insistir y con mucha razén en el desarrollo del recurso humano vinculado
a la actividad, a tener personal altamente entrenado y alin mas, altamente comprometido,
con indicadores de gestion claros y concretos con los cuales podamos realmente medir el
avance positivo o negativo de la industria frente a las metas trazadas. Debemos pasar del
trabajo basado en objetivos individuales al trabajo basado en objetivos de proceso y de
grupo, pero mi pregunta es “estamos todos preparados para el cambio, con ética, mente
abierta y dispuestos a aceptar la critica constructiva a que haya lugar?*.

El éxito en el 2009 depende de todos nosotros y los profesionales jugamos un papel
prioritario donde nuestra querida Asociacion AMEVEA asume su responsabilidad, y ain
mas, su rol dentro de la Industria mediante un andlisis profundo de nuestra misién y su
participacion en el sector Avicola Colombiano.

ARMANDO GARCIA ESPINEL
Presidente Junta Directiva AMEVEA
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EVALUACION DE LA CALIDAD DEL AGUA

(MICROBIOLOGICAY FISICO-QUIMICA)
EN POLLOS DE ENGORDE
CON EL USO DEL PEROXIDO Y CLORO

Introduccion

De acuerdo con FENAVI, la
industria avicola colombiana
durante el primer semestre del
2007, registré un crecimiento en la
produccion del 3%, frente al
periodo del afio anterior, en donde
se observd un incremento en la
oferta de pollo en un 11%, una de
las tasas mas altas en los ultimos
anos.

Esto se debe a que el productor
avicola maneja un pollo de
engorde que es un ave joven
procedente de un cruce
genéticamente seleccionado para
alcanzar una alta velocidad de
crecimiento, con la formacion de
unas notables masas musculares,
principalmente en la pechugay las
patas, permitiéndole al avicultor
sacar rapidamente al mercado
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estos pollos para la venta y
mantener asi la oferta para el
consumidor.

Ademas de esto hay otros factores
que le permiten al pollo poder
crecer en un tiempo récord, estos
son la calidad del alimento, ya que
si notiene los nutrientes necesarios
el pollo no podra expresar todo su
potencial genético; el manejo
durante la crianza, la limpieza y
desinfeccion que se incluyen
dentro de un programa de
bioseguridad integral y el mas
importante el consumo de agua.

El agua juega un papel clave en el
bienestar y en el rendimiento
productivo de los animales
(www.bbzix.com), las aves la
necesitan para controlar su

temperatura corporal y también
para realizar la digestion del
alimento ingerido (Wiebe, 2002);
ademas, se encuentra
constituyendo en un 90% el
embridn, en un 85% los pollitos de
un dia y en un 60 — 80% en los
animales adultos (Castellanos,
2005). El resultado productivo de
un del lote dependera de la calidad
y cantidad de agua suministrada.
(Wiebe, 2002)

Cada dia se esta tomando mas
conciencia de la influencia del
aguaen los pardmetros productivos
(consumo, peso, mortalidad)
(www.bbzix.com), ademéas de la
importanciade la carga microbiana
del agua. Hevia y Sotillo 2005,
explicaron que normalmente las
principales causas de un alto




contenido bacteriano en los
manantiales y pozos que abastecen
a las explotaciones avicolas suelen
ser las contaminaciones
provocadas por la utilizacion de
aguas residuales deficientemente
tratadas, de pozos mal construidos,
viejos, mantenidos
inadecuadamente o por falta de
limpieza, o bien por la utilizacion
de pozos localizados demasiado
cercade aguasresiduales.

De acuerdo con lo anterior hay otro
aspecto a mejorar en la calidad del
agua y es el fenébmeno de la
biocapa, ésta es una estructura
gelatinosa que constituye un
universo poblado por una rica
mezcla pegajosa de polisacaridos,
polimeros, agua y otras sustancias
(glicocalix). La parte superior de la
biocapa es una baba de
consistencia variable con una red
de canales a través de los cuales
circulan agua, nutrientes, enzimas,
metabolitos y oxigeno, incluyendo
sustancias organicas e inorganicas
provenientes del medio.
(Agroinsuvet & Johnson Diversey,
2005).

Es asi como el agua que circula por
los sistemas de suministro resulta
contaminada en su trayecto
haciendo fracasar los planes de
bioseguridad y la prevencién de
enfermedades, debido a marcadas
diferencias en la calidad
bacterioldgica del agua antes de
entrar a los tanques de reserva y
luego, al salir a los bebederos.
(Vegas, 2005).

De esta manera es importante
realizar analisis microbioldgicos
cada vez que se termine el ciclo
productivo vy fisico-quimicos una

o dos veces al afio 0 cada vez que se
cambie de fuente de agua; estas
evaluaciones permiten mostrar la
calidad de agua que se encuentre
enlagranja.

Ademés de estos analisis, la
limpieza y la desinfeccion son
claves para reducir y/o evitar la
presencia de microorganismos
patégenos. Para que esto sea
posible se debe disefiar un
protocolo de limpieza vy
desinfeccion (L+D) que permita
mantener la granja limpia de todo
microorganismo que pueda afectar
lasalud de las aves, con laayuda de
productos desinfectantes.
(Bellostas, 2007).

Estos desinfectantes actdan sobre
los microorganismos, rompiendo
sus paredes, desactivandolos,
inhibiendo su metabolismo,
alterando su multiplicacién. Por
ello, es necesario utilizar
productos especificos para lo que
se quiere eliminar o bien productos
de amplio espectro que sean
eficaces frente a una amplia gama
de microorganismos.

El compuesto mas comunmente
utilizado en la avicultura para la
desinfeccion del agua de bebida es
el cloro, ya que éste controla la
diseminacion de Salmonellay E.
coli, entre otros microorganismos
patdgenos; remueve
microorganismos de los estanques
y conductos. Pero, para que el
cloro sea eficiente en el proceso de
desinfeccion, se necesita que la
concentracion esté a 1 mg/l a nivel
del bebedero, yaque unavez que el
aguaentraen contacto con el aire el
cloro se evapora rapidamente
(Heviay Sotillo, 2005)
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Ademas el pH es otro factor que
afecta el poder desinfectante del
cloro ya que al agregarse al agua
este produce 4&cido hipocloroso
(HOCI) mas el i6n hipoclorito
(OCI) por lo tanto si el pH es alto,
el poder desinfectante del HOCI se
pierde y se necesitara usar mas
cloro paratenerde 2a3 ppmen los
bebederos (Ojeda, 2005). Por eso
lo recomendable es tener un pH
entre 6,5-7,5 (Castellanos, 2005)

Al tratar de corregir la cantidad de
cloro, se corre el riesgo de
superclorar el agua provocando asi
un descenso en su consumo por
parte de las aves, ya que se puede
alterar el sabor del agua a tal grado
que las aves no la beben, afectando
la conversion alimenticia (Ziggity
Systems, 2005).

Otro factor importante, es que el
cloro no puede eliminar la biocapa
ya que no destruye las bacterias
incrustadas en ésta, ni tampoco las
rompe (Ziggity Systems, 2005).
Debido a esto, actualmente estan
surgiendo desinfectantes que
combaten la biocapay uno de ellos
es el peroxido de hidrégeno.

El peroxido de hidrégeno es un
agente oxidante muy poderoso.
Esta accion frota el interior de la
tuberia, eliminando la biocapa.
Otro de sus beneficios es que se
descompone en agua y oxigeno,
sin producir ningln riesgo
ambiental. Adicionalmente, no
dafia a las aves ni produce impacto
sobre el sabor del agua, debido a
que no se ve afectado por el pH del
agua, por lo tanto no hay
problemas en la sobre dosificacion
(Ziggity Systems, 2005).
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El mecanismo de accion del
perdxido consiste en la oxidacion
de los grupos sulfhidrilo y dobles
enlaces de las enzimas bacterianas
por accion del oxigeno; los grupos
sulfhidrilo libres dan lugar a
puentes de disulfuro con lo que
cambia la conformacién de las
proteinas que forman dichas
enzimas, con pérdida de su funcion
y como consecuencia producen la
muerte celular. (www.oxcta.com)

Hoy en dia en la avicultura, se
estan buscando productos que
tengan un amplio espectro
bactericida, fungicida, esporicida;
que sean eficientes en la
eliminacién de la biocapa y sobre
todo que sean biodegradables.

De acuerdo con lo anterior el
objetivo de este proyecto es
evaluar la calidad del agua en los
pollos de engorde con la
utilizacion del peroxidoy el cloro.

Materialesy métodos

Este proyecto se realiz6 en dos
granjas que se encuentran
ubicadas en San Francisco y
Arbelaéz, en el departamento de
Cundinamarca. Se utilizé un total
de 61.200 aves de ambos sexos de
la estirpe Ross, de las cuales
45.696 aves eran de la granja 1
(San Francisco) y 15.504 de la
granja 2 (Arbeléez). En la granja 1
las aves se distribuyeron en 3
galpones separados por sexos, de
la siguiente manera: galpon 1 con
15.300 machos; galpon 2 con
6.630 machos y 8.466 hembras
separados en dos corrales; y
galpon 3 con 15.300 hembras. En
la granja 2 se distribuyeron los
animales en 2 galpones: galpon 1
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con 7.752 machos y el galpon 2
con 7.752 hembras.

Las dos granjas contaban con
diferentes tipos de agua: en la
granja 1 su fuente de agua era el
acueducto del municipio de San
Francisco; y en la granja 2 su
fuente erauna quebrada. Laideade
dos fuentes de agua distintas era
poder comparar la eficacia del
peroxido y del cloro como
desinfectantes del agua.

Los tratamientos que se realizaron
para cada una de las granjas
fueron: Granja 1, los galpones 1
(machos) y 3 (hembras) concloroy
el galpon 2 (machos y hembras)
con peroxido. Para la granja 2, el
galpén 1 (machos - M1y M2) se
dividié en dos corrales: el corral
M1 era tratado con peroxido y el
corral M2 con cloro. Igualmente en
el galpén 2 (hembras—H1yH2)en
donde H1 era perdxido y H2 con
cloro.

Para la evaluacion microbioldgica
se tomaron 5 muestras
semanalmente por cada
tratamiento y sexo para un total de
240 muestras en las seis semanas
del ciclo del pollo de engorde. Para
los analisis fisico-quimicos se
tomaron muestras en el tanque de
almacenamiento de cada granja,
esto se hizo antes de la llegada del
pollito.

Las muestras se llevaron para su
respectivo analisis microbioldgico
al laboratorio de control de calidad
de la Universidad de la Salle, sede
La Floresta. Los analisis fisico-
quimicos se realizaron en el
laboratorio de Ingenieria
Ambiental y Sanitaria de la

Universidad de la Salle sede
Centro y en el laboratorio del
Instituto Nacional de Salud.

Con respecto a la dosificacion de
cada producto, ésta se hizo de
acuerdo a las instrucciones del
fabricante. El perdxido se dosifico
enlagranjalarazonde 20 cc/1000
It de agua y en la granja 2 a 30
cc/1000 It de agua. La dosificacion
se realizd de esta manera porque
como se dijo anteriormente las
granjas contaban con dos tipos de
agua diferente. El cloro se dosifico
en las dos granjas a 100 cc /1000 It
de agua.

Ademas de la toma de muestras se
llevé a cabo el manejo de los
registros de cada una de las
granjas, para poder analizar los
parametros zootécnicos como el
consumo, la mortalidad, el peso y
laconversion alimenticia.

Otro factor que se analiz6 fue la
biocapa, ésta se estudid de acuerdo
a un ensayo realizado por \Vegas,
2005 en el que se tomaron
muestras de agua en dos puntos
distintos de la red, es decir, a la
entrada del tanque de suministro
del galpén y en la manguera del
ultimo bebedero de cada galpén.
Estas muestras se llevaron al
laboratorio para conocer la
cantidad de microorganismos
presentes al principio y al final de
latuberia del suministro de agua.

Posteriormente se realizé la
desinfeccion de la tuberia con
cloro y peréxido, luego se enjuago
con abundante agua limpia y
nuevamente se tomaron muestras
en la manguera del ultimo
bebedero de cada galpén. Estas



muestras se analizaron en el
laboratorio para saber si los dos
desinfectantes utilizados eran
efectivos en la eliminacion de la
biocapa.

El analisis estadistico realizado
para los parametros zootécnicos
(consumo, mortalidad, peso y
conversion) fue un Analisis de
varianza (ANAVA), con 4 replicas
para las dos granjas: Machos (1
peréxido — 1 Cloro) y hembras (1
peroxido— 1 Cloro) este sirvio para
conocer si existian diferencias en
los dos tratamientos utilizados
(peréxido y cloro). Para los
analisis microbioldgicos se utilizd
estadistica descriptiva.

Resultados

e Parametros Zootécnicos. Para
cada una de las variables
analizadas: consumo,
mortalidad, ganancia de peso y
conversion alimenticia; se
encontré que no existian
diferencias significativas entre
los dos tratamientos realizados
(cloroy peroxido).

e Mortalidad. La mortalidad en
lagranja2 (Arbeléez) fue altaen
ambos sexos, pero
especialmente en los machos
con valores de 1,3% con cloroy
2,2% con peroxido en segunda
semana; y en tercera semana
con 6,2% con cloro y 3,9 con
perdxido (Figura 1), la causa de
la muerte se relacion6 con
Enfermedad de Gumboro. De la
cuarta semana en adelante se
normalizo la situacién tanto en
machos como en hembras
manteniéndose constante

CIENTIFICO

% MORTALIDAD MACHOS

MORTALIDAD %

— % M SEM RXR
——Machos Cloro A
—Machos Cloro SF

Figura 1. Mortalidad en machos

comparada con el pardmetro
estandar de la estirpe Ross.

En la granja 1 (San Francisco),
la mortalidad en ambos sexos se
mantuvo estable de acuerdo con
el estandar de la estirpe Ross.

Peso. El peso de los machos
estuvo constante hasta la
semana 4, en adelante el peso
aumenté por encima del
estandar para las dos granjas;
aunque la granja 1 obtuvo
mejores pesos (en cloro 2090 g.
y peroxido 2160 g.) que la
granja 2 (en cloro 1955 g. y
peroxido 2011 g.). En las
hembras el peso se mantuvo
constante durante todo el ciclo
(6 semanas)

Consumo. EI consumo de
alimento en las dos granjas se
mantuvo normal tanto en
machos como en hembras,
mostrando asi que ninguno de
los dos tratamientos afect6 este
parametro.

SEMANAS

——Machos Peroéxido A
—Machos Peréxido SF
—Potencial (% M SEM RXR)

e Conversion. La conversion
alimenticia no evidencio
cambios significativos, se
mantuvo constante en ambos
sexos y en las dos granjas. Pero
hay que destacar que la mejor
conversion alimenticia fue de
1,47 que la obtuvo la granja 1
(San Francisco) con los machos
con el agua tratada con
perdxido, esto gracias a su buen
peso (2160 g) al final del ciclo,
en comparacion con los tratados
concloro.

e Andlisis Microbioldgico. De
acuerdo con los resultados
obtenidos, el cloro y el peroxido
fueron eficaces en la
eliminaciéon de los
microorganismos analizados en
las dos granjas; pero el cloro en
la granja 2 no consiguio
eliminar bacterias patdgenas
como lo fueron Pseudomona
spp., Staphylococcus aureus y
E. coli.
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Tabla 1. Resultados de los microorganismos estudiados
en las 6 semanas de muestreo

GRANJA 1 GRANJA 2
Microorganismo Cloro Per6xido Cloro Peroxido
E. coli A A P A
Pseudomona spp.

Staphylococcus aureus

Salmonella spp.

> >» >» >» »
> » »>» T T
> >» >» >» >r

A
A
Clostridium Perfringens A
A
A

Hongos y levaduras

A: ausente; P: presente

Tabla 2. Analisis de la biocapa antes del tratamiento.

Granja Muestra Lugar del Muestreo Mesofilos
UFC/ML
1 A Agua de la acometida del tanque 6,0 E+04
A Agua de la manguera del ultimo
bebedero 9,5 E+05
2 Q Agua de la acometida del tanque 4,6 E+04
Q Agua de la manguera del tltimo

bebedero 5,0 E+05

A: Fuente de agua del acueducto. / Q: Fuente de agua de quebrada.

Tabla 3. Analisis de la biocapa después del tratamiento

Granja Muestra Lugar del Muestreo Mesofilos

UFC/ML

1 C Agua de la manguera del Gltimo
bebedero 5,1 E+03

P Agua de la manguera del dltimo
bebedero 1,0 E+01

2 C Agua de la manguera del tltimo
bebedero 4,9 E+04

P Agua de la manguera del dltimo
bebedero 1,1 E+01

C: Tratadas con cloro / P: Tratadas con peroxido

£l
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e Analisis Fisico-quimicos.

Los analisis fisico-quimicos
realizados mostraron un agua
potable y apta para el consumo
en la granja 1, ya que no sobre
paso los limites permitidos por
la norma 475/1998, verificando
asi que el agua suministrada por
el acueducto del pueblo es de
Optima calidad para ser
consumida. El agua de la granja
2 no es de buena calidad ya que
mostré indices de turbiedad,
colory pH fueradel estandar del
decreto.

Analisis de la Biocapa.

Los resultados indican la
presencia de la biocapa en la
tuberia del suministro del agua.
Se encontrd especialmente una
mayor cantidad de microor-
ganismos aerobios mesofilos en
las muestras tomadas en la
manguera del ultimo bebedero,
ya que alli el agua no tiene a
donde méscircular.

La tabla 3 muestra una
disminucion significativa en los
mesofilos aerobios para
perdxido; este analisis
corrobora la eficiencia del
perdxido en la eliminacion de la
biocapa. El agua tratada con
cloro también disminuyd la
cantidad de bacterias, pero no
en igual proporcion. Estos
resultados muestran un riesgo
inminente para las aves debido
a que la biocapa no fue
totalmente eliminada,
escondiendo asi la flora
microbianaindeseable.

Costo-beneficio
El beneficio de usar el peroxido
se encontr6 en una menor



mortalidad, esto se reflejo en la disminucion de los
costos de produccion, ademés de que ayudd a
obtener una mayor rentabilidad. Esto indica que se
puede asumir un costo adicional para tratar el agua
con un producto como el peréxido especialmente
en fuentes de agua que provengan de pozos,
quebradas, etc. que se encuentren muy sucias o
contaminadas, ya que este tiene ventajas como la
eliminacién de la biocapa, el control total de los
microorganismos, es biodegradable, no es toxico y
Nno es corrosivo; entre otras.

Discusién

En la desinfeccion del agua realizada a los dos tipos de
agua (acueducto y quebrada) se tuvo en cuenta la
cantidad en partes por millon (ppm) que se debe
encontrar en los tanques, tuberias y al nivel del
bebedero, asi como su tiempo de accion; esto con el fin
de garantizar una correcta potabilizacion.

Cuando se desinfecté con cloro se observé una
disminucion de la carga microbiana, esto debido a que
se trataba el agua 2 veces al dia. Esto coincide con
estudios anteriores en donde observo la efectividad
del cloro utilizado a 2-3 ppm en los bebederos, en la
reduccion de lacontaminacion microbiana.

Alli demostraron que el cloro disminuyé la cantidad
de bacterias, pero ésta se mantuvo hasta las 8 horas de
accion, en adelante la carga microbiana empez6 a
aumentar. Por eso es importante realizar la
desinfeccion del agua 2 6 3 veces al dia para garantizar
unadisminucion en la cantidad de microorganismos.

En esta investigacion el peroxido obtuvo mejores
resultados en la eliminacion de los microorganismos
patdgenos y de la biocapa, confirmando asi otro
estudio realizado, en el cual compararon la eficiencia
de los desinfectantes en el control de los
microorganismos del agua usando el cloro y el
peroxido.

En ese estudio el peroxido obtuvo una mayor eficacia
en la eliminacion de los microorganismos como
aerobios mesofilos, coliformes fecales y totales,
streptococos fecales, clostridium sulfitoreductores,
salmonella spp. y pseudomona spp.; mientras que con

Garantia de aves
levantadas

en ambientes aislados
y bioseguros, asegurando
al productor la liberacion
de capital para dedicarse

a atender su negocio

de produccion.
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y comercializacion
de pollas ponedoras
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el cloro solo disminuy0 la cantidad
de estos.

CONCLUSIONES

¢ No se observaron diferencias
significativas en los parametros
zootécnicos al usar peroxido o
cloro como desinfectante del
agua, aunque el agua tratada
con perdxido contribuyé a
controlar la mortalidad que se
presentd en la granja 2
(Arbeléez), especialmente en
los machos donde este
pardmetro fue mésalto.

¢ El peroxido mantuvo la salud
intestinal del ave ayudando a
una mejor absorcion de
nutrientes, mejorando la
conversion y ganancia de peso.

¢ Tanto el cloro como el perdxido
fueron eficientes como
desinfectantes en la eliminacion
de patdgenos; su efectividad
puede verse afectada por la
temperatura, el pH, la humedad,
el grado de concentracién del
desinfectante, la fuente de agua,
etc.

¢ Elaguade lagranja2 (Arbeldez)
por su turbiedad, color y pH no
fue apta para el consumo del ave
y dificulta la capacidad de
actuacion del cloro.

¢ La Dbiocapa fue eliminada
completamente por el peréxido,
mientras que el cloro sélo
disminuy0 la carga microbiana
y noelimind labiocapa.

¢ La biocapa es un enemigo
oculto en las tuberias en una
explotacion avicola y se debe

-I-:.j._'il.]l;'.?i:?':;;!.- MARZO DE 2009

Foto cortesia M. Pulido
La biocapa es un enemigo oculto en las tuberias y se debe eliminar con el uso de un
desinfectante adecuado; de esta manera se evitara la contaminacién del agua.

eliminar con el uso de un
desinfectante adecuado; de esta
manera se evitara la
contaminacion del agua.

¢ Con el uso del peroxido se
puede optimizar la desinfeccién
en aguas naturales, ampliando a
otras fuentes hidricas generando
un bajo costo frente al agua de
acueducto; permitiendo reducir
las pérdidas econdmicas que se
generarian por una alta
mortalidad, beneficiando asi la
rentabilidad total.
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EVALUACION DEL EFECTO DE UN
MANANOLIGOSACARIDO (MOS) SOBRE
LOS PARAMETROS ZOOTECNICOS,
MICROBIOLOGICOS, PATOLOGICOS

E HISTOLOGICOS EN POLLOS DE ENGORDE
FRENTE A SALMONELLA ENTERITIDIS.

Introduccién

La creciente demanda por parte de
los consumidores y las politicas
preventivas de la salud humana,
para suprimir los antibidticos
promotores de crecimiento, han
orientado las investigaciones y a la
Industria Avicola Colombiana y
Mundial hacia la busqueda de
alternativas de sustitucion de esos
productos. La tendencia en paises
de Europa y en América del Norte
por parte del consumidor es que los
alimentos que adquieren, hayan
sido logrados con productos libres
de antibidticos. El uso de los
antibidticos en la industria animal
y en particular en la industria

* Estudiante de la Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de la Salle, Bogota. Colombia
**Estudiante de la Facultad de Zootecnia, Universidad de la Salle, Bogota. Colombia
***Profesor de la Facultad de Zootecnia, Universidad de la Salle, Bogota. Javi7123@yahoo.com

avicola en Colombia, data de
mediados de los afios 60; al
principio se usaban para el control
de enfermedades y mas
recientemente se han aplicado
como promotores de crecimiento
para mejorar la conversion
alimenticia, asi como la
disminucion o alteracion de la
poblacién microbiana presente en
el tracto digestivo de las aves
(Sonrnez and Eren, 1999). La
administracion de los antibioticos
cambia la flora intestinal durante el
periodo de crecimiento y protege a
los animales de organismos
patégenos, aumentado su peso e

incrementando la cantidad de
carne; en 1950 el uso de
antibidticos como la
Clortetraciclina fue identificado
como un estimulante de
crecimiento que mejoraba la
ganancia de peso entre un 5 a 10%
y la conversion alimenticia en 3 a
4% (Gonzales, 1999). Ademas de
los antibidticos que incrementan
los consumos y las ganancias de
peso, los microorganismos
presentes en la flora intestinal tanto
patogénica como benéfica son
influenciados negativamente
(Fairchild et al., 1998, 2001). La
mayoria de los antibidticos, usados

&
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profiladcticamente como
promotores de crecimiento tienen
la aprobacion no especifica para el
control de las enfermedades en los
alimentos balanceados (Gustafson
and Bowen, 1997), es asi que los
antimicrobianos juegan un papel
importante en el ambiente interno
de los animales a dosis elevadas,
aunque puedan funcionar como
promotores de crecimiento
también ayudan a que las bacterias
guarden resistencia a los mismos,
incluyendo cepas patogénicas.
(\Veiga, 2008).

El uso de antibidticos en aves
controla el crecimiento de los
gérmenes patdgenos, sin embargo,
también el crecimiento y la
colonizacion de numerosas
bacterias no patdgenas, esto puede
reducir la produccién de
metabolitos microbianos. Por otro
lado, los antibidticos también
reducen el peso y la longitud de los
intestinos (Fisher et al, 1973). El
debate sobre la resistencia de
bacterias Gram negativas como
son Escherichia coliy Salmonella
spp; ha generado la objecién sobre
el uso de los antibidticos en
animales (Evangelisti et al., 1975;
Scioli et al., 1983; Gustafson and
Bowen, 1997, Anderson \eiga,
2008). Ademas, el uso de estos
antibioticos puede ocasionar
alteracion normal de la flora
intestinal en pollos de engorde
(Surawicz et al., 1989). Esta bien
documentado que el uso de
bacitracina de zinc (Humbert, et al,
1991, lji et al, 2001) un antibiotico
sintético, desarrollado
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especificamente para adicionar en
el alimento, puede cambiar
drasticamente la microflora
intestinal de los pollos de engorde
cuando se usa a dosis elevadas
(Izat, etal, 1990). Algunos reportes
sobre otros antibidticos como la
flavomicina también demuestran
que estos pueden afectar la
microflora normal asi como
proveer resistencia a las bacterias
Gram Negativas y Gram Positivas,
en este caso Escherichia coli,
Salmonella spp y Clostridium
perfringes (Fairchild et al. 2001).
Especificamente, los antibidticos
promotores de crecimiento (APC),
buscan modular la flora intestinal
normal, favoreciendo aquella flora
benéfica y suprimiendo la
poblacién potencialmente
patdgena para permitir un mejor
desempefio productivo; los APC
poseen una accion bacteriostatica
y bactericida de organismos que
causan dafio, merman o anulan la
generacion de toxinas bacterianas
y aumentan la absorcion intestinal.
Sin embargo, se hallan
actualmente cuestionados, tanto en
Suecia (1986) como en la
Comunidad Europea (2001) que
exigieron la eliminacion de cuatro
antibidticos para uso en animales
para consumo humano (Dudley,
2001).

Es por esto que las oportunidades
de crecimiento a nivel de
biotecnologia proporcionan gran
nimero de herramientas para el
mejoramiento de los sistemas de
produccion avicolas. Los &cidos
organicos (férmico, propidnico,

fumarico, citrico, lactico, sales de
calcio o sodio), los prebioticos
(MOS, fructanos, glucanos), los
probidticos (lactobacillus,
enterococcos, streptococos,
sacharomyces), las enzimas
(proteasas, amilasas, glucanas,
xilanasa), los aceites esenciales,
hierbas y extractos de plantas, son
intensamente evaluados, usados y
aplicados en la industria avicola
logrando efectos benéficos sobre
la conversion alimenticia,
ganancia de peso, morbilidad y
mortalidad, siendo una alternativa
viable para sustituir los
antibioticos promotores de
crecimiento (Waldroup, et al,
2003). Los prebidticos representan
una nueva alternativa tecnoldgica
para mejorar la eficacia, estos son
definidos como un alimento o
nutriente el cual pasa a través del
intestino delgado y es fermentado
por la microflora enddgena
(Waldroup and Oviedo, 2003), es
un ingrediente que beneficia el
hospededero por una estimulacién
selectiva del crecimiento y
actividad por parte de las bacterias.
Los principales tipos de
carbohidratos indigestibles son los
polisacaridos no almidones
(celulosa, hemicelulosa, pectinas,
B glucanos, pentosanas, gomas,
mucilagos, acido urénico) el
almidon resistente y los llamados
oligosacaridos (Vanbelle, 1999).
Los MOS, tienen un amplio rango
de moléculas que son
constituyentes naturales de plantas
y microorganismos como la
levadura. En si son complejos de



azUcares con un pequefio nimero
de unidades monosacaridos de
glucosa, fructosa y manosa,
arregladas en estructuras lineales o
ramificadas. Igualmente se ha
demostrado la capacidad de
modular la funcién inmunoldgica
en una amplia gama de especies.
Los oligosacaridos previenen las
infecciones bacterianas por medio
de mecanismos diferentes a los
antibidticos y por lo tanto esquivan
la capacidad de los patdgenos de
crear resistencia, y los estudios
muestran que ellos pueden mejorar
el desarrollo al ser suministrados
tanto solos como combinados con
APC. (Feeding, 1999)

Mediante el siguiente estudio se
busca comparar y evaluar el uso de
un MOS, en adicion a las dietas
para el crecimiento de pollos de
engorde en comparaciéon con un
promotor de crecimiento
antibiotico (Bacitracina de Zinc).
Los objetivos del estudio son: 1.
Evaluar el efecto de un MOS solo
y aplicado en conjunto con el
antibidtico Bacitracina de zinc
sobre los parametros productivos
en pollos de engorde. 2 Evaluar el
efecto de un MOS sobre los
organos internos aplicando
Salmonella enteritidis y su
exclusién competitiva frente a
otros microorganismos.

INVESTIGACION

Materialesy Métodos

Las dietas fueron formuladas para
la etapa de iniciacion y levante de
pollos de engorde desde el dia 0
hasta el dia 20, éstas proveen hasta
el 110% de aminoacidos
esenciales recomendados para este
tipo de aves (National Research
Council, NRC, 1994). Las dietas
de iniciacion y levante contienen
los niveles minimos de proteina
con balance de energia minimos
para reducir los niveles de ascitis
(Dale and Villacres, 1986, Arce et
al, 1992), el MOS se suministré a 1
g/kg de alimento (Waldroup et al,
2003) la adicion del antibidtico
(bacitracinade Zinc) fue arazén de
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2.2 mg de ingrediente activo/kg de alimento (Waldroup et al, 2003) con las respectivas combinaciones en la

dieta. (TablaNo1l).

Tabla No 1. Composicién g/kg de la Dieta Experimental

COMBINACION
DE

INGREDIENTES

INGREDIENTES % kg
Grupos de trabajo 1
Maiz 606.749 | 182.025
Torta de soya 156.723 47.017
Soya Extruida 100.000 30.000
Harina de pescado 70.000 21.000
Melaza 20.000 6.000
Fosfato Bicalcico 12.638 3.791
MOS
Carbonato 0.9949 2.985
Aceite de palma 0.7589 2.277
Sal 0.2500 0.750
DL Metionina 0.1442 0.433
L-lisina 0.1409 0.423
Premezcla 0.1000 0.300
Antibiético

300

Se emplearon pollitos machos de
un dia de nacidos de una planta de
incubacion local (Ross x Ross) que
recibieron vacuna contra la
enfermedad de Marek vy
vacunacion por aspersion el primer
dia de nacidos contra bronquitis
infecciosa y la enfermedad de
Newcastle. En todos los
experimentos los animales se
alojaron en baterias a temperaturas
adecuadas para la edad (28°C) para
el dia 20 se contaba con 22° C, a
una densidad de 10 aves por metro
cuadrado y se les proporciond agua
y alimento balanceado de acuerdo
con los parametros de crecimiento
de la estirpe Ross 308 (Ross 308,
2008).

Los grupos de aves con

tratamientos comparativos fueron:
T1. Inoculados con SE
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DATOS DE ALIMENTOS

% kg % kg
2 3

606.749 | 182.025 | 606.749 | 182.025
156.723 47.017 | 156.723 47.017
100.000 30.000 | 100.000 30.000
70.000 21.000 70.000 21.000
20.000 6.000 20.000 6.000
12.638 3.791 12.638 3.791
10.000 3.000 10.000 3.000
0.9949 2.985 0.9949 2.985
0.7589 2.277 0.7589 2.277
0.2500 0.750 0.2500 0.750
0.1442 0.433 0.1442 0.433
0.1409 0.423 0.1409 0.423
0.1000 0.300 0.1000 0.300
5.000 1.905
300 300

(Salmonella enteritidis) como
control positivo. T2.
Mananoligosacarido.  T3.
Mananooligosacarido mas
antibidtico. T4. Antibioticos. T5.
No tratados control negativo. A los
grupos 1, 2, 3y 4 se les aplicaron
dos inoculos de Salmonella
enteritidis (dia 5 y dia 14), a una
dosis de 0.1ml via intraesofagica y
que contenia una concentracion de
4x10°UFC/ ml, excepto al T5 que
no se le aplico por ser el control
negativo. El manejo y el
mantenimiento de los animales
se realizaron de acuerdo al
direccionamiento de buenas
practicas avicolas.

Se recolectaron las heces de las
aves de los diferentes tratamientos
en recipientes plasticos, antes de la
descarga con la Salmonella

% kg % kg
4 5
606.749 | 182.025 | 606.749 | 182.025
156.723 47.017 | 156.723 47.017
100.000 30.000 | 100.000 30.000
70.000 21.000 70.000 21.000
20.000 6.000 20.000 6.000
12.638 3.791 12.638 3.791
0.9949 2.985 0.9949 2.985
0.7589 2.277 0.7589 2.277
0.2500 0.750 0.2500 0.750
0.1442 0.433 0.1442 0.433
0.1409 0.423 0.1409 0.423
0.1000 0.300 0.1000 0.300
5.000 1.905

300 300

enteritidis y después de ésta a los
10y 20 dias de edad. Se pesaron 5
gramos de materia fecal de cada
tratamiento y se diluyeron en 45 ml
de solucion salina peptonada
(dilucion 10™). Se realizaron
diluciones logaritmicas base 10, de
1 ml de cada dilucion en 9 ml de
solucion peptonada de 10” hasta
10°. Se adicioné 0.1 ml de cada
dilucion 10*, 10, 10° en cajas con
medios de cultivo apropiado para
bacterias acido lacticas (Rogosa) y
se disperso sobre la superficie con
espatula de vidrio estéril. Se llevo a
incubacién a 37°C durante 48
horas. Este procedimiento se
aplicO para cada uno de los
tratamientos en estudio. Para la
seleccidn especifica de Salmonella
se utiliz6 el medio tetrationato en
tubos con las diluciones 10, 107,



10°, se colocé 1 ml de cada
dilucién en un tubo y se incubé a
45°C por tres horas. Luego se
realizO una siembra en medio
Bismuto sulfito y se llevo a
incubacién a 37°C por 48 horas.
Con la dilucién 10” se sembr6 0.1
ml en dos cajas de los siguientes
medios de cultivo: Bismuto sulfito
(BS) cultivo directo de
Salmonella, (EMB) para
determinar la presencia de
Escherichia coli y (OGY) para
observar levaduras; se difundio
por la superficie con espéatula de
vidrio estéril. Los medios de
cultivo (BS) y EMB se llevaron a
incubacion a 37°C. durante 48
horas y el medio OGY a
temperatura ambiente por una
semana. (Manual Merck, 2005).

Para las pruebas histoldgicas se
tomaron muestras de timo, higado,
bazo, intestino (duodeno, yeyuno e
ileon), bolsa de Fabricio y hueso.

se colocaron asépticamente en
solucion formolada al 10%, luego
se enviaron al laboratorio de
histopatologia de la Universidad
de la Salle paraser procesadas.

El crecimiento de las aves fue
evaluado hasta el dia 20 de edad y
el consumo de alimento de cada
tratamiento y de cada replica fué
determinado como lo describe Izat
et al (1990). Los datos fueron
analizados mediante el programa
estadistico SAS (General Linear
Models procedure of SAS, SAS
Institute, 1991). El nivel de
significancia se establecio en
P<0.05. Los datos para las muestras
microbioldgicas para SE de cada
experimento se determinaron
usando la prueba de independencia
del Chi-Cuadrado (Zar, 1984) para
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determinar diferencias
significativas (P < 0,05) entre los
grupos control y los tratados.

Resultados y Discusién

El Comité de Etica y de
Investigacion de la Facultad de
Zootecnia y de Medicina
\eterinaria de la Universidad de la
Salle, aprobaron los
procedimientos utilizados para el
desarrollo de este estudio. El
MOS, fue conseguido en un punto
de distribucion del mismo. Con
respecto a los parametros
zootécnicos, se estudiaron los
efectos del MOS solo, combinado
con antibiotico y del antibidtico
solo, en los diferentes tratamientos
hasta el dia 20, resultados que se
pueden observaren laTablaNo.2.

Tabla No 2. Parametros Zootécnicos g/kg, conversién alimenticia

$Ka/ $ Kilo

Estas muestras fueron extraidas de Consumo | Peso | Conversion | FEE* | jineno | producido | "
los diferentes tratamientos de los T1 999,57 | 733,63| 1,362 255 | $902,00 | $1.228,97 | $37,25
imales bor semana hasta el dia T2 964,77 | 745,00| 1,295 274 | $914,00 | $1.183,62 | $45,35
animales p a T3 | 97425 | 7625 | 1278 | 284 | $919,00 | $1.17421 | $54,76
20 de edad. El tamafio de las T4 | 972,00 | 7375 | 1,318 | 267 | $907,00 | $1.19540 | $33,57
muestras correspondientes de los 5 98545 | 7356 | 1,356 250 | $910,00 | $1,235,56 $35,24
organos fueron de 3 mm por 3 mm, *FEE: Eficiencia europea
Conversion $ Kilo producido
$.1.228 97

1,380 - $1,240,00 -

1,360 - 1318

1,340 oE - $1,220,00 - $1,195,40

1,320 :

] $1,200,00 - $1,183,62

1,300 $1,174.21

1,280 $1,180,00 -

1,260

1,240 T $1,160,00

42 ' ' ' $1,140,00 : : : .

1 2 3
tratamientos

1 2 3 4

tratamientos
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Tabla No 3. Resultados Microbiol6gicos

ez e AN Bac(tgr?:sloésiggolzgicas SBLIJISI‘?:(;J t(gS) (E\ggli) (Ig(\f;:duras)
T1 Muestra No 1 | RE: 2.7x104UFC/gr +++ +++ +++
Muestra No 2 | RE: 7.3x106UFC/g ++++ +++ ++
Muestra No 3 | RE: 7.0x106UFC/g ++++ +++ ++
T2 Muestra No 1 | RE: 4.2x104UFC/g ity Satatat Satats
Muestra No 2 | RE: 9.8x108UFC/g ++ ++ +++
Muestra No 3 | RE: 1.9x108UFC/g ++ +++++ +++
T3 Muestra No 1| RE: 6.7x104UFC/g iatats ++++ St
Muestra No 2 | RE: 3.7x108UFC/g +++ ++ +++
Muestra No 3 | RE:2.8x108UFC/g. ++ +++++ +++
T4 Muestra No 1 | RE: 9.4x104UFC/ g ety rirFp S
Muestra No 2 | RE: 2.8x106UFC/g it Siiay P
Muestra No 3 | RE: 1.4x106UFC/g ++ +++ +++
T5 Muestra No 1 | RE: 4.2x 104UFC/g +++ +++ +++
Muestra No 2 | RE: 2.5 x106UFC/g ++++ +++ ++

Muestra No 3

RE: 1.5x106UFC/g

++++ +++ +++

(Bismuto Sulfito)

Cultivo Directo
negativo
RE: 3.5x1010UFC/g
RE: 3.3x106UFC/g
negativo
RE: 4.3x109UFC/g
RE: 1.3x108UFC/g
negativo
RE:3.1x1010UFC/g
RE:3.2x108UFC/g
negativo
RE: 1.5x107UFC/g
RE: 1.5x107UFC/g
negativo
RE: 3.5x107UFC/g
RE: 3.9x107UFC/g

Tetrationato
negativo
RE: > 300UFC/g
RE:1.5x106UFC/g
negativo
RE:5.4x1010UFCl/g
RE:7.5x1010UFCl/g
negativo
RE:5.8x1010UFC/g
RE:1.0x1010UFC/g
negativo
RE: 6.3 x107UFC/g
RE: 1.5x107UFC/g
negativo
RE: 6.8x107UFC/g
RE:3.3x106UFC/g

RE: Recuento estimado

El crecimiento corporal de las aves
en este estudio arrojo diferencias
significativas para los tratamientos
donde se aplico el MOS (T2) y el
MOS con antibidtico (T3)
obteniéndose parametros
productivos con una conversion de
(1,295) y (1,278) respectivamente,
un peso a los 20 dias de 745y 762
gramos en promedio y una
ganancia de $45,35y $54,76 pesos
por kilo poranimal.

En la Tabla No 3 se pueden
observar los resultados
Microbioldgicos obtenidos con los
diferentes grupos en estudio. La
muestra No. 1 corresponde a la
heces tomadas antes de inocular
lospollos con SE al dia0; laNo.2a
muestras tomadas a los 10 dias y la
No.3alos 20 dias.

En este estudio hay una
concentracion baja de bacterias
acido lacticas en todos los
tratamientos en la primera
muestra. Se puede observar un
aumento significativo de bacterias
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acido lactico en los tratamientos 2
y 3. Después del dia 10,
probablemente por efecto del
suministro del MOS. En los
tratamientos 1 y 5 que no
recibieron MOS se observd un
crecimiento de bacterias acido
lacticas, sin embargo, muy por
debajo de los tratamientos 2y 3.

En los resultados hay una mayor
concentracion de Salmonella
enteritidis en los tratamientos de la
segunda muestra que en los de la
tercera muestra. Con el cultivo
directo y no tratado con Caldo
Tetrationato se presenta una mayor
concentracion de bacterias. Es de
destacar que el tratamiento 1, que
no recibi6 MOS mantuvo una
concentracion baja de Salmonella
enteritidis. En las muestras 2y 3de
los demas tratamientos se aprecia
un aumento en la presencia de esta
bacteria, en especial los
tratamientos 2 y 3. En el grupo 5
parece que se presentd una

contaminacién cruzada de
Salmonella enteritidis. En los
resultados para la presencia de
Escherichia coli se observo que los
tratamientos 2 y 3 presentaron un
aumento significativo de ésta en
materia fecal, posiblemente por el
efecto de ocupacion en intestino y
eliminacion de éstas por materia
fecal, los deméas grupos
mantuvieron una concentracion
uniforme de estas bacterias. Para
las levaduras se obtuvo una
presencia constante en el tracto
intestinal de las aves,
principalmente en los tratamientos
2y 3.

En la evaluacion del efecto del
MOS sobre los cambios de la
mucosa intestinal a nivel
microscopico se pudo observar que
este producto protege la pared
intestinal y recupera las criptas
para ayudar a la mejor asimilacion
de los alimentos, lo cual se hizo

evidente en los grupos 2 y 3 (p<



Grupo No. 1

0.05). Histologicamente los
grupos que presentaron mayor
respuesta fueron los 2y 3 (p<
0.05), con crecimiento criptico
mayor que los otros grupos
trabajados, evidenciando que el
uso del MOS solo y en conjunto
con el antibi6tico en el alimento
protege y ayuda a la recuperacion

Concewte \

IEficaz antiestress,

Grupo No. 2

de las criptas intestinales en menor
tiempo.

Conclusiones
1.En cuanto a pardmetros
productivos los mejores

tratamientos fueron el 2 y el 3,
con conversiones de 1,295 y
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Grupo No. 3

1,278, peso a los 20 dias de 745
y 762 gramos en promedio y
ganancia de $45,35 y $54,76
pesos por Kkilo por animal,
respectivamente.

2. En las pruebas microbioldgicas
se observdé aumento en la
presencia de bacterias &cido
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lacticas por efectos de la adicion
del MOS a los 10 dias en los
tratamientos 2 y 3. Se observo
presencia elevada de Salmonella
enteritidis después de la
descarga con esta bacteria en los
4 primeros tratamientos,
manteniéndose constante en los
tratamientos 2 y 3, asi como del
aumento de Escherichia colien
materiafecal.

3.Con respecto a la evaluacién
microscopica, se observo que la
adicion el Mananooligosacarido
permite una mejor proteccién de
la pared intestinal y recupera las
criptas para ayudar a la mejor
asimilacion del alimento, esto se
hizo evidente en los grupos 2y 3

(p=0.05).

4.Se observo que histologicamente
los grupos que presentaron
mejor respuesta fueron los Nos.

2'y 3 (p<0.05), con crecimiento
criptico mayor que los otros
grupos trabajados. Fue evidente
que el uso del MOS sélo y en
conjunto con el antibidtico en el
alimento, protege y ayuda a la
recuperacion de las criptas
intestinales en menor tiempo.
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RESUMEN EJECUTIVO DE INVESTIGACION:
DETECCION MEDIANTE PCRY
CARACTERIZACION MOLECULAR MEDIANTE
PCR DE SECUENCIAS REPETITIVAS
INTERGENICAS CONCENSO DE
ENTEROBACTERIAS (ERIC-PCR) DE
AISLADOS DE CAMPO DE Avibacterium
paragallinarum, Pasteurella multocida y
Gallibacterium anatis (Pasteurella Haemolytica)

Introduccion

Dentro de las enfermedades que mas
afectan la productividad de la
industria avicola estan la Coryza
infecciosa, enfermedad ocasionada
por Avibacterium paragallinarumy el
Colera aviar y las pasteurellosis
(Pasteurella multocida y Pasteurella
haemolytica, hoy Ilamada
Gallibacteriumgenl,
respectivamente). Tradicionalmente
la forma de confirmar estos agentes ha
sido el aislamiento y la
caracterizacion bioquimica; esta tarea
es lenta y a veces complicada por la
presencia de bacterias similares pero
no relacionadas con la enfermedad.
Recientemente se han descrito sondas
de ADN vy pruebas de reaccion en
cadena por la polimerasa (PCR)
especificas para detectar el ADN de
Avibacterium paragallinarum,
Pasteurella multocida vy
Gallibacterium anatis y para lograr su

subtipificacién; éstas son una
alternativa factible para reemplazar
los cultivos bacteriologicos por ser
técnicas mas répidas que permiten
obtener resultados en sélo 6 horas, lo
cual constituye una ventaja sobre los
cultivos, que demoran en crecer entre
2 y 3 dias y cuyo diagnostico final
demora por lo menos una semana.
Adicionalmente, para A.
paragallinarum se ha demostrado que
cuando las muestras han sido
mantenidas hasta 180 dias a 4° C 6 -
20° C la mayoria de las muestras
positivas permanecen positivas para
el PCR, en contraste, en los cultivos se
dificulta detectar el microorganismo
después de 3 dias de conservacion a 4°
C 6 -20° C. Como todos los sistemas
bioldgicos, los microorganismos
evolucionan, es decir, van cambiando
a lo largo del tiempo propiciando la
aparicion de cepas diferentes a las ya

conocidas. Estos cambios
(mutaciones, inserciones,
deleciones), se producen en el ADN
de un modo mas o menos aleatorio y
se manifiestan en diferentes niveles,
siendo de especial importancia los
cambios en las proteinas relacionadas
con la patogenicidad que pueden
afectar la proteccién conferida por las
vacunas, siendo una necesidad
apremiante caracterizar los
aislamientos de campo con el fin de
hacer un mejor seguimiento
epidemiol6gico de estas
enfermedades y contar con vacunas
que incluyan aislamientos regionales
como lo recomiendan diferentes
estudios a nivel mundial. Para la
caracterizacion de nuevos tipos de
microorganismos de estos géneros,
complementario a la serotipificacion
por esquemas tradicionales, una de las
técnicas que ha ido ganando la
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Tabla 1. PERFIL ERIC-PCR

1 Marcador,

2 Cepa 0083,
3 Cepa GR,

Avibacterium paragallinarum

1 23 4 5 6 7 8 910 1112

-
-
-

preferencia de los investigadores es la
amplificacién de las secuencias
repetitivas intergénicas concenso de
enterobacterias (ERIC-PCR).

4 Cepa Modesto,
5 Cepa campo 1 2005,

9 Cepa Ecuador, 1
10 Cepa campo,
11 Cepa campo

12 Cepa campo

En Meéxico Soriano y Blackal
estudiaron 15 aislamientos de
Avibacterium paragallinarum por
esta metodologia. Con base en el
origen de los aislamientos, los autores
pudieron establecer una relacién entre
el serovar y el perfil ERIC obtenido y
concluyeron que esta prueba puede
ser una herramienta de laboratorio
rdpida en la caracterizacion
epidemioldgica de Avibacterium
paragallinarum. En Estados Unidos
Alongkorn y colaboradores
demostraron la utilidad de esta misma
técnica parael estudio de aislamientos
de Pasteurella multocida
provenientes de diferentes brotes de
colera aviar. En Argentina Leotta y
colaboradores evaluaron la
ERIC-PCR, comparandola con la
técnica Apal-PFGE para establecer la
relacion genética entre cepas de
Pasteurella multocida demostrando
que si bien, la Apal-PFGE es mas
discriminatoria, la ERIC-PCR por su
sencillez posee ventajas practicas
como técnica de rutina para agrupar
las cepas con relacion epidemioldgica
y diferenciar claramente las cepas no
relacionadas.

Este estudio permitio estandarizar,
validar y aplicar la técnica
denominada PCR para la deteccion y
la técnica ERIC-PCR para la
genotipificacion de aislamientos de
campo de Avibacterium

L.j._‘il.']f.?i:?"g.- MARZO DE 2009

6 Cepa campo 12007,
7 Cepa campo 2 2005,
8 Cepa campo 2 2007,

ESPECIAL

Tabla 2. PERFIL ERIC-PCR

Pasteurella multocida

1 2 3 4 5 6 7 8
| I L
|
:. i
=
=
el
ed L

paragallinarum, Pasteurella
multocida y Gallibacterium annatis
biovariedad haemolytica. Los
microorganismos estudiados fueron
aislados de campo obtenidos en
diferentes fechas en empresas
Avicolas Colombianas y cepas de
referencia de Avibacterium
paragallinarum, Pasteurella
multocida (Tabla No 2) vy
Gallibacterium anatis
viobarhaemolytica (P. haemolytica).
Los aislados de campo de
Avibacterium paragallinarum fueron
previamente identificados por
técnicas bioquimicas y de
microbiologia clasica y fueron
clasificados por pruebas serolégicas
(esquema de Page) en el laboratorio
del Dr. Pat Blackall en Australia. Los
aislados de campo de Pasteurella
multocida y Gallibacterium fueron
previamente identificados por
técnicas bioquimicas y de
microbiologia clasica.

1 Marcador,

2 Cepatipo 1,

3 Cepatipo 3,
4 Cepa tipo 3x4
5 Cepa4,

6 Cepatipo 5,

7 Cepa Campo,

8 Cepa bovina

Resultados

Este estudio permitié demostrar que
empleando protocolos estandar de la
técnica de PCR puede ser establecida
de una manera concluyente la
presencia/ausencia de Avibacterium
paragallinarum, Pasteurella
multocida y Gallibacterium anatis en
una muestra y que a partir de cultivos
puros, esta misma técnica puede
emplearse para confirmar la identidad
del microorganismo en cuestion. Por
otro lado, se demostr6 que la técnica
ERIC-PCR permite generar perfiles
caracteristicos y reproducibles a partir

Tabla 3. PERFIL ERIGPCR

Gallibacterium (Pasteurellahaemolytica).

12 3 4 5 6 7 8 9

1 marcador,
2 Campo
3 Campo,
4 Campo.
5 Campo,
6 Campo
7 Campo
8 Campo,

9 Campo.

del DNA de los microorganismos en
estudio y puede ser empleada para
estudios de caracterizacion de los
aislados de campo.

Esta técnica al ser aplicada a aislados
decampo y cepas control de
Avibacterium paragallinarum,
permiti6 establecer la correlacion con
los serotipos de Blackall. Igualmente
permitié establecer similitudes o
diferencias entre aislados obtenidos
de diferentes explotaciones o en
diferentes tiempos. La técnica ERIC-
PCR permitié obtener patrones
caracteristicos de las cepas de
referencia de los diferentes serotipos
estudiados y de un aislado de campo
de Pasteurella multocida,
demostrando que es util para la
caracterizacion.

En cuanto a la caracterizacion de
Gallibacterium por ERIC-PCR, la
técnica permitié establecer la
similitud entre diferentes aislados de
campo de una misma area geografica,
a la vez que permitié demostrar una
alta variabilidad entre aislamientos
obtenidos de una misma zona. En
conclusion, la técnica ERIC-PCR
puede ser empleada para la
subtifipicacion de aislamientos de
Avibacterium paragallinarum y para
la obtencion de patrones de
caracterizacion de aislamientos de
Pasteurella multocida vy
Gallibacterium spp. y podréa
emplearse en futuros estudios de
brotes de Coryza, infecciosa y
Pasteurellosis en Colombia.
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Introduccion

Pasteurella multocida es el agente
etiolégico de diferentes
enfermedades que padecen los
animales de cria intensiva, entre
las que se describen cdlera aviar;
neumonia y rinitis atrofica porcina
(20); septicemia hemorragica
bovina; infecciones en conejos (2)
y bronconeumonia enzodtica en
bovinos, cabras y ovejas. La
pasteurelosis es una enfermedad
zoonotica y las infecciones mas
frecuentes en el hombre son
ocasionadas por mordeduras o
arafazos de perros y gatos (6,12).
En Argentina se describieron
diferentes presentaciones de
pasteurelosis en animales
domésticos (7) y en humanos (16),
aungue no se realizaron estudios
epidemiolégicos sobre las

poblaciones afectadas, ni se realizé
lasubtipificacion de P. multocida.

Los aislamientos de P. multocida
presentan linajes genéticos
divergentes (19). Esta divergencia
evolutivareflejalaacumulacion de
mutaciones no letales al azar, como
sustitucion de un par de bases,
delecion de un gen individual o
adquisicion de ADN de otras
especies microbianas. Con el
desarrollo de técnicas moleculares
fue posible detectar con precision
alteraciones genéticas minimas.
En general, estas diferencias
genéticas son compartidas por
aislamientos relacionados
epidemioldgicamente e indican un
posible origen comin (23).

Los primeros trabajos sobre
subtipificacion de P. multocida se
realizaron mediante la
caracterizacion de uno o varios
marcadores fenotipicos (5, 15).
Las técnicas de subtipificacion
fenotipica utilizadas con mayor
frecuencia son: a) biotipificacion,
b) serotipificacion somaética y
capsular, c) sensibilidad a los
antimicrobianos y d) técnicas
basadas en la separacion de
proteinas (3). Sin embargo, las
técnicas de subtipificacidn
fenotipica presentan algunas
limitaciones, como por ejemplo
baja reproducibilidad y bajo poder
discriminatorio (4).

Las técnicas de subtipificacion
genotipica utilizadas para el
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estudio de P. multocida son: a)
analisis de ADN plasmidico, b)
anélisis con endonucleasas de
restriccion (REA), c¢)
ribotipificacion, d) técnicas
basadas en la reaccion en cadena
por la polimerasa (PCR), e)
macrorrestriccién, f)
amplificacion de fragmentos
polimérficos largos (AFLP) y )
tipificacion de secuencias
multilocus (MLST).

Entre las técnicas de
subtipificacion molecular se
encuentran aquellas basadas en
PCR, como las secuencias
repetitivas intergénicas de
consenso de las enterobacterias
(ERIC-PCR) (1) y las técnicas
basadas en macrorrestriccion,
como la electroforesis en campos
pulsados (PFGE) (9), considerada
como técnica de oro para la
subtipificacion de numerosas
especies bacterianas (23). Sin
embargo, ninguna de las técnicas
de subtipificacion fue considerada
“técnica de oro” para el estudio de
P.multocida

El objetivo del trabajo fue
determinar la capacidad de
tipificacion, la reproducibilidad y
el poder discriminatorio de ERIC-
PCR y Apal-PFGE para establecer
la relacion genética de cepas de P.
multocida.

Materialesy métodos

A Cepas

Se estudiaron 49 cepas de P.
multocida de diferente origen:
a) 17 cepas de referencia,
provistas por el Dr. M. J.
Wolcott (USGS-National
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Wildlife Health Center,
Madison, Wisconsin, EE.UU.)
y el Dr. P. J. Blackall
(Queensland Poultry Research
and Development Centre,
Animal Research Institute,
Moorooka, Australia); b) 11
cepas aisladas de gallinas
reproductoras con colera aviar
cronico, 9 aisladas en
Argentina, una en Uruguay y la
otraenAustralia (provista por el
Dr. P. J. Blackall, Queensland
Poultry Research and
Development Centre, Animal
Research Institute, Moorooka,
Australia); c) 10 cepas aisladas
de cerdos en la provincia de
Buenos Aires; d) 8 cepas
aisladas de humanos (Servicio
Bacteriologia Especial, INEI-
ANLIS “Dr. Carlos G.
Malbran™) y e) 3 cepas aisladas
de aves antarticas muertas por
coOlera aviar. Las 49 cepas
fueron identificadas por
técnicas fenotipicas vy
genotipicas descritas
previamente (15)

La técnica de ERIC-PCR fue
realizada segin Amonsin et al.
(1). La extraccion vy
purificacién de ADN gendmico
se realizo con el kit Wizard™
(Promega, Wisconsin,
EE.UU.). Los oligo-
nucleotidos utilizados para
generar los perfiles de ADN
fueron: ERIC1IR (5°
ATGTAAGCTCCTGGGGAT
TCAC) y ERIC2 (5'
AAGTAAGTGAC
TGGGGTGAGCG)
(Biodynamics, Florida,
EE.UU.). Los fragmentos de
ADN obtenidos fueron
separados por electroforesis en

geles de agarosa al 2%
(Invitrogen Life Technologies,
Brasil) con bromuro de etidio (2
png/ml) (Promega). La corrida
electroforética fue realizada en
buffer tris acetato EDTA 1X
durante 3,5 h a 80 volts, y el
marcador de peso molecular
utilizado fue 1 kb DNA Ladder
(Promega). La técnica de PFGE
fue realizada segun
Gunawardana et al. (9), con
algunas modificaciones. Los
bloques de agarosa que
contenian el ADN de cada cepa
fueron digeridos con 40 U de la
enzima de restriccion Apal
(Promega). El marcador de peso
molecular utilizado fue Lambda
Ladder PFGE Marker (New
England BioLabs, Madison,
EE.UU.). Los fragmentos de
ADN fueron separados en un
gel de agarosa al 1,2% (Pulsed
Field Certified Agarose,
BioRad, Hercules, CA,
EE.UU.) en buffer tris borato
EDTA 0,5X a 14 °C, en una
camara de electroforesis
CHEF-DR 11l System
(BioRad). El tiempo de corrida
fue de 22 h, con un voltaje
constante de 170 V se utilizé un
pulso lineal rampeado de 1-30
seg. Latincion del gel se realizo
con 0,5 pg/ml de solucién de
bromuro de etidio (Promega).

Analisis de los perfiles
moleculares:

Los perfiles moleculares
obtenidos por ERIC-PCR vy
Apal-PFGE fueron
fotografiados con el equipo
Kodak Digital Science 1D™ y
analizados con el software
BioNumerics version 3.5



(Applied Maths, Kortrijk,
Belgium). Para optimizar el
analisis de los perfiles
obtenidos por ERIC-PCR se
establecidé un rango
comprendido entre 0,2y 1,2 kb,
ya que las bandas de mayor peso
molecular no fueron
reproducibles. Larelacién entre
los perfiles fue estimada
mediante la proporcion de
bandas compartidas, aplicando
el coeficiente de Dice y
generando dendrogramas
basados en el método
Unweighted Pair Group
Method with Arithmatic Mean
(UPGMA). Los patrones
moleculares obtenidos por
ERIC-PCR fueron agrupados
en clusters con una similitud
superior al 85%, y los patrones
moleculares obtenidos por
Apal-PFGE fueron agrupados
en clusters con una similitud
superior al 80%.

Evaluacién de las técnicas de
subtipificacion

Se determind la capacidad de
tipificacion, la reproducibilidad
y el poder discriminatorio de
cada una de las técnicas
utilizadas (11).

Capacidad de tipificacion:

Se consideraron los resultados
obtenidos con las 49 cepas
analizadas. Se utilizo la
siguiente formula:

T=NUN,

donde Nt es el nimero de cepas
tipificables y N el nimero de
aislamientos analizados.

A Reproducibilidad:

Se consideraron los resultados
obtenidos en 3 ensayos
independientes con cada una de
las 49 cepas analizadas. Se
utilizo lasiguiente formula:

R=NUN,

donde Nt es el nimero de
aislamientos con el mismo
patron o tipo en analisis
repetidos, y N el nimero de
aislamientos analizados

Poder discriminatorio:

Se consideraron los resultados
obtenidos con las 45 cepas que
pudieron ser analizadas con
ambas técnicas de
subtipificacion (22). El poder
discriminatorio (D) de las
técnicas fue determinado
mediante el indice de Simpson,
segun lasiguiente formula:

1 g . .
D=1- X 2 X (Xj-1)
N(N-1) j_zl

Donde N es el nimero total de
aislamientos estudiados, xj el
numero de aislamientos en el
tipo j y s el nimero de tipos
diferentes

Resultados

A Cepas:

La subespecie, el origen y el
afio de aislamiento de las cepas
se presentan en la Tabla 1. El
biotipo, tipo capsular, serotipo
somatico y perfil de resistencia
antimicrobiana de las 49 cepas
estudiadas se presentan en las
Figuras 1 y 2. Cinco cepas de

ESPECIAL

referencia fueron biotipo 9y 10,
no descritos en las cepas
aisladas en Argentina (15),
mientras que las 11 cepas
restantes fueron biotipo 3 y 5.
Las cepas de Pasteurella
multocida subsp. gallicida
NADC P-2225 (S14) y ATCC
51689 se destacaron por no
fermentar la xilosa (biotipo 9),
al igual que las cepas de
Pasteurella multocida subsp.
multocida NADC P-2192 (S6),
NADC P-1997 (S7)y NADC P-
1573 (S12) (biotipo 10). Con
respecto al perfil de resistencia
a los antimicrobianos, las cepas
NADC P-2100 (S10), NADC
P-903 (S11) y NADC P-2237
(S15) fueron resistentes a
tiamulina, la cepa S7 fue
resistente a tiamulina y
estreptomicina, y la cepa
aislada de gallinas
reproductoras en Uruguay (G3)
fue resistente a enrofloxacina.

ERIC-PCR

Sobre un total de 49 cepas de P.
multocida analizadas, se
establecieron 31 patrones
ERIC-PCR. Los patrones
presentaron de 10 a 14 bandas
en un rango comprendido entre
0,2 y 1,2 kb, y fueron
agrupados en 7 clusters (1-7).
En el cluster 1 agruparon 5
patrones (a-e) con un 89,6% de
similitud, correspondientes a
cinco cepas aisladas de aves y
una de bovino. Una de estas
cepas fue aislada en Australia
(G8) y las otras 5 fueron de
referencia (S5, S6, S7, S15, y
ATCC). Dos cepas de P.
multocida subsp. multocida (S6
y S7) presentaron el mismo
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Tabla 1. Subespecie, origen y afio de aislamiento de las 49 cepas de Pasteurella multocida estudiadas.

Cepa subespecie Origen Afio Cepa subespecie Origen Afio
S1 gallicida Pollo NADC X-73 (D) G10 multocida Gallina Buenos Aires 1997
S2 multocida Bisonte NADC M-1404 (D) Gu gallicida Gallina Buenos Aires 1983
SI3 multocida Pavo NADC P-1059 (D) G13 septica Gallina Buenos Aires 1985
S4 multocida Pavo NADC P-1662 (D) C1 multocida Cerdo Buenos Aires 2000
SI5) multocida Pavo NADC P-1702 (D) C2 multocida Cerdo Buenos Aires 2000
S6 multocida Pollo NADC P-2192 (D) C8 multocida Cerdo Buenos Aires 2000
S7 multocida Gaviota NADC P-1997 (D) C4 multocida Cerdo Buenos Aires 2002
S8 septica Puercoespin  NADC P-1581 (D) C5 multocida Cerdo Buenos Aires (D)
S9 multocida Pavo NADC P-2095 (D) C6 multocida Cerdo Buenos Aires 2000
S10 multocida Pavo NADC P-2100 (D) C7 multocida Cerdo Buenos Aires 2002
su multocida Cerdo NADC P-903 (D) Cc8 multocida Cerdo Buenos Aires (D)
S12 multocida Humano NADC P-1573 (D) C9 multocida Cerdo Buenos Aires 2000
Sy septica Humano NADC P-1591 (D) C10 multocida Cerdo Buenos Aires 2002
S14 gallicida Bovino NADC P-2225 (D) H1 septica Humano Buenos Aires 1995
Sz multocida Pavo NADC P-2237 (D) H2 multocida Humano Buenos Aires 1994
S 16 multocida Pavo NADC P-2723 (D) H3 multocida Humano Buenos Aires 1996
ATCC gallicida Bovino ATCC 51689 (D) H5 multocida Humano Rio Negro 2000
G1 gallicida Gallina Buenos Aires 2000 H6 multocida Humano San Juan 2001
G2 multocida Gallina Buenos Aires (D) H7 multocida Humano Cérdoba 2000
G3 multocida Gallina Uruguay 2001 H8 multocida Humano Buenos Aires 2001
G4 multocida Gallina Buenos Aires 1998 H9 septica Humano Buenos Aires 2000
G5 multocida Gallina Buenos Aires 1999 Al gallicida Petrel gigante Shetland del Sur 2000
G6 multocida Gallina Santa Fe 1995 A2 gallicida Skua Bahia Esperanza 2001
G8 gallicida Gallina Australia (B-82) (D) A3 gallicida Pingtiino Adelia Bahia Esperanza 2001
G9 multocida Gallina Entre Rios 1998

NADC: National Animal Disease Center; ATCC: American Type Culture Collection; (D): desconocido.

patron (c). En el cluster 2
agruparon 2 patrones (fy g) con
una similitud del 95,6%,
correspondientes a 6 cepas de P.
multocida subsp. gallicida.
Dos cepas de referencia (S1y
S14) y una cepa aislada de
gallina (G11) presentaron el
mismo patron (f), y 3 cepas
aisladas en la Antartida (A1,
A2, vy A3) fueron
indistinguibles. En el cluster 3
agruparon 23 cepas de P.
multocida subsp. multocida y
una de P. multocida subsp.
septica (H9), distribuidas en 11
patrones (h-r) con unasimilitud

£l
Lalfieno®  marzo bE 2000

del En este cluster
agruparon todas las cepas
aisladas de cerdos (C1-C10), 6
cepas de referencia (S2, S3, S4,
S10, S11, y S12), 4 cepas
aisladas de gallinas (G2, G3,
G4, y G10) y 3 cepas aisladas
de humanos en Argentina (H3,
H7, y H9). Entre las cepas con
idéntico patrén, 9 (patrén o)
fueron aisladas de cerdos en
Buenos Aires entre los afios
2000 y 2002. Dos cepas con
idéntico patron (m) fueron
aisladas de gallinas en Buenos
Aires en 1997 (G10) y 1998
(G4). Otras 2 cepas con

86,9%.

idéntico patron (p) fueron
aisladas de humanos en Buenos
Aires, en 1996 (H3), y en
Cordoba, en 2000 (H7). En el
cluster 4 agruparon 3 patrones
(s-u) con un 88,3% de
similitud, correspondientes a 3
cepas de P. multocida tipo A de
origen aviar, de las cuales 2
fueron cepas de referencia (S9,
S16) y una fue aislada en
Buenos Aires (G1). En el
cluster 5 agruparon 5 patrones
(v-z) con una similitud del
88,2%, y cada patron
representd a una cepa. En el
cluster 6 agruparon 2 cepas de
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Figura 1. Dendrograma de la relacion genética de 31
patrones ERIC-PCR; subespecie, biotipo, grupo capsular,
serotipo somatico y patron Apal-PFGE de 45 cepas de

Pasteurella multocida.

P. multocida subsp. multocida
biotipo 3, aisladas de gallinas
en Santa Fe, en 1995 (G6), y en
Entre Rios, en 1998 (G9). Los
patrones obtenidos con estas 2
cepas presentaron unasimilitud
del 90%. En el cluster 7
agruparon 2 cepas identificadas
como P. multocida subsp.
multocida (H2) y P. multocida
subsp. septica (H1), aisladas de
humanos en Buenos Aires en
1994 y 1995, respectivamente.
Los patrones obtenidos con
estas 2 cepas presentaron una
similitud del 95,6 %. El patron
aa, correspondiente a la cepa

H6, no agrupdé en ningln
cluster por presentar una
similitud < 85%. En la Figura 1
se presenta el dendrograma
generado a partir de los
resultados obtenidos por ERIC-
PCR.

A Apal-PFGE

Sobre un total de 45 cepas de P.
multocida analizadas, se
establecieron 37 patrones de
restriccion, los cuales
presentaron entre 7 y 15 bandas
bien definidas, de 34 a 450 kb.
Veintitres patrones fueron
agrupados en 9 clusters. La
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Figura 2. Dendrograma de la relacion genética de 37
patrones Apal-PFGE; subespecie, biotipo, grupo capsular,
serotipo somatico y patron ERIC-PCR de 45 cepas de
Pasteurella multocida.

cepa de referencia ATCC
51689y las cepas H2, H6 y H7
no se incluyeron en el analisis
debido a que no fueron
tipificables por Apal-PFGE,
porque se degradé suADN en 3
oportunidades, inclusive al
utilizar tiourea en el buffer de
corrida. En el cluster |
agruparon 2 patrones (3 y 4)
con un 87,5% de similitud,
correspondientes a2 cepas de P.
multocida subsp. septica
biotipo 5 (S8 y S13). En el
cluster Il agruparon 3 patrones
(6, 7y 8), correspondientes a 3
cepas de P. multocida subsp.
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multocida A3 de origen aviar
(S3, G2 y G3). Entre estos
patrones se observo una
similitud del 81,9%, y se
diferenciaron las cepas G2 y
G3, que tuvieron el mismo
patron ERIC-PCR (0). En el
cluster 111 agruparon 6 cepas de
P. multocida subsp. gallicida
tipo A distribuidas en 3
patrones (14, 15 y 16), con un
81,3% de similitud. La cepa
S14 (patrén 15) pudo
diferenciarse de las cepas S1y
G11 (patrén 14) con las cuales
presentaba el mismo patron de
ERIC-PCR (f). En el cluster 11l
también agruparon las cepas
aisladas en laAntartida (A1, A2
y A3), indistinguibles por
ambas técnicas. Enel cluster IV
agruparon 6 cepas de P.
multocida subsp. multocida
biotipo 3 tipo D, las que fueron
distribuidas en 4 patrones (18,
19, 20 y 21) con un 82% de
similitud. Cinco cepas
agrupadas en este cluster
fueron aisladas de cerdos (C1,
C4, C5,C7y C9). Enel cluster
V agruparon 5 cepas de P.
multocida subsp. multocida
biotipo 3 grupo capsular A,
distribuidas en 3 patrones (23,
24y 25), con una similitud del
86,9%. En el cluster VI
agruparon 2 patrones (26 y 27),
con una similitud del 81,4%.
Ambos patrones
correspondieron a 2 cepas de P.
multocida subsp. multocida
biotipo 3 aisladas de gallinas en
Buenos Aires, en 1998 (G4), y
en Santa Fe, en 1995 (G6). Por
ERIC-PCR, estas cepas fueron
agrupadas en diferentes
clusters (3 y 6). En el cluster
VII agruparon 2 patrones (29 y
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30) con wuna similitud del
81,8%, correspondientes a 2
cepas (H3 y H8) de P.
multocida subsp. multocida
aisladas de humanos en Buenos
Aires en 1996 y 2001. Por
ERIC-PCR estas cepas fueron
agrupadas en diferentes
clusters (3 y 5). En el cluster
VIl agruparon 2 patrones (31y
32) con wuna similitud del
82,3%, correspondientes a 2
cepas de referencia de P.
multocida subsp. multocida
biotipo 3 grupo capsular A,
aisladas de pavos (S9y S16) y
agrupadas en el mismo cluster
(4) por ERIC-PCR. En el
cluster IX agruparon 2 patrones
(33 'y 34) con una similitud del
90%, correspondientes a 2
cepas de P. multocida subsp.
multocida biotipo 10,
agrupadas en el mismo cluster
(c) por ERIC-PCR. Los
patrones 1, 2, 5, 9, 10, 11, 12,
13, 17, 22, 28, 35, 36 y 37
tuvieron un porcentaje de
similitud inferior al 80%, por lo
que no fueron agrupados en
ningun cluster. En la Figura 2
se presenta el dendrograma
generado a partir de los
resultados obtenidos por Apal-
PFGE.

Evaluacion de las técnicas de
subtipificacion:

Al evaluar las técnicas de
subtipificacién, se demostrd
que la cpacidad de tipificacion
de ERIC-PCR fue del 100%
(T=1) y la capacidad de
tipificacion de Apal-PFGE fue
del 94% (T=0,94). La
reproducibilidad de ambas
técnicas fue del 100% (R=1).

Sin embargo, el poder
discriminatorio de ERIC-PCR
fue 93% (D=0,93) y el de Apal-
PFGE 98% (D=0,98).

Discusion

Existe una gran controversia
acerca de cudl es la técnica de
subtipificacion molecular mas
adecuada para el estudio de P.
multocida. Snipes et al. (21) y
Fussing et al. (8) obtuvieron
buenos resultados al utilizar Hhal-
REA y Hindl-ribotipificacion,
respectivamente. Sin embargo,
Blackall y Miflin (4) demostraron
que el poder discriminatorio de
Hhal-REA (D=0,86) y Hpall-
ribotipificacion (D=0,89) fue mas
bajo que el valor minimo
recomendado por Hunter y Gaston
(11). Mediante la subtipificacion
de cepas por RAPD-PCR y AFLP,
Huber et al. (10) demostraron que
un lote de vacunas vivas origind
varios brotes de coélera aviar en
aves domesticas. Si bien los
autores no evaluaron el poder
discriminatorio de las técnicas,
demostraron la importancia de la
subtipificacion molecular de P.
multocida en investigaciones
epidemioldgicas. En algunos
trabajos se evalu6 el poder
discriminatorio de técnicas
basadas en PCR, por ejemplo
RAPD-PCR (D=0,86), ERIC-PCR
(D=0,89), AFLP (D=0,93), y REP-
PCR (D=0,95) (1, 9, 17).
Townsend et al. (24) demostraron
la utilidad de PFGE en estudios de
epidemiologia molecular, al
diferenciar cepas indistinguibles
por serotipificacion, perfil proteico
y ribotipificacion. Asimismo,
algunos autores obtuvieron
mejores resultados al subtipificar



cepas de P. multocida por Apal-PFGE que al hacerlo
por ribotipificacion, REA, RAPD y REP-PCR (9,
13, 18). Inclusive, se demostré que Apal-PFGE es
una técnica que presenta buena reproducibilidad en
diferentes laboratorios (18).

En el presente trabajo se subtipificaron 49 cepas de
P. multocida de diferente origen, y se obtuvieron 7
clusters por ERIC-PCRy 9 clusters por Apal-PFGE.
Los clusters obtenidos por ambas técnicas
agruparon patrones segun origen, subespecie, grupo
capsular y serotipo somatico. Las cepas
provenientes de la Antartida fueron aisladas en el
contexto de un estudio epidemioldgico de cdlera
aviar (14). Las cepas aisladas de cerdo presentaron
mayor homologia por ambas técnicas que las cepas
de otros origenes, posiblemente porque estuvieron
relacionadas en tiempo y lugar. Por ejemplo, por
ERIC-PCR las 10 cepas aisladas de cerdos fueron
agrupadas en el mismo cluster (3) y 9 cepas
presentaron el mismo patron (0); por Apal-PFGE
estas cepas fueron agrupadas en 2 clusters, excepto
la cepa C8 (< 80% de similitud), diferenciandose en
5 patrones (12, 18, 20, 21 y 23). Mediante ambas
técnicas fue posible agrupar cepas con relacion
epidemioldgica y diferenciar las cepas sin relacion
epidemioldgica. Algunas cepas no relacionadas
epidemiolégicamente (H3, H8, G4 y G6) agruparon
en diferentes clusters al ser analizadas por ambas
técnicas de subtipificacion, por ello es muy
importante utilizar estas técnicas en el contexto de
estudios epidemioldégicos.
Apal-PFGE (D=0,98) present6 mayor poder
discriminatorio que ERIC-PCR (D=0,93). Segun
Hunter y Gaston (11), el poder discriminatorio que
debe presentar una técnica de subtipificacion
molecular debe ser al menos del 90% (D=0,90). Para
cumplir con el 5% de probabilidad aceptable (error
tipo 1), el valor ideal de D debe ser > 0,95, aunque las
técnicas de subtipificacion que presentan un poder
discriminatorio < 0,95 pueden ser utilizadas en
combinacién con otras técnicas para llegar al valor
de D=0,95 (22). Apal-PFGE present6 un valor ideal
de D y por lo tanto podria utilizarse como Unica
técnica, sin embargo 4 cepas no pudieron ser
subtipificadas por esta técnica. Por el contrario, al
considerar el poder discriminatorio obtenido con
ERIC-PCR, se puede inferir que deberia utilizarse en
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combinacion con otra técnica de
subtipificacion; sin embargo, por
ERIC-PCR fue posible diferenciar
y agrupar en 4 clusters diferentes
las cepas no tipificables por Apal-
PFGE.

ERIC-PCR y Apal-PFGE
presentan ventajas y desventajas.
Asi por ejemplo, Apal-PFGE tiene
un gran poder discriminatorio y
buena reproducibilidad, pero es
una técnica costosa, por lo tanto su
utilizacion se restringe a los
laboratorios de referencia. ERIC-
PCR presenta menor poder
discriminatorio, pero es menos
costosa y el equipamiento
necesario para su realizacion
puede ser utilizado con otros fines,
como por ejemplo para
diagnostico microbioldgico.

En el presente trabajo ERIC-PCR
presentd mayor capacidad de
tipificacion (T=1) que Apal-PFGE
(T=0,94), Apal-PFGE presento
mayor poder discriminatorio
(D=0,98) que ERIC-PCR
(D=0,93), y ambas técnicas
tuvieron un 100% (R=1) de
reproducibilidad. Se demostro el
valor de las dos técnicas de
subtipificacion paracomplementar
estudios epidemioldgicos,
principalmente si se usan
combinadas. Tanto ERIC-PCR
como Apal-PFGE pueden
utilizarse para reconocer brotes de
pasteurelosis, establecer el origen
de los mismos, identificar las vias
de transmision, controlar la
diseminacion de cepas con
resistencia a antibioticos y vigilar
los programas de vacunacion. Sin
embargo, seria apropiado evaluar
nuevas técnicas para la
subtipificacion molecular de cepas
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de P. multocida aisladas en la
Argentina, entre las que se podria
incluir la tipificacion de
secuencias multilocus (MLST) o
multi-locus variable-number
tandem repeat analysis (MLVA).
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Enlaciudad de Bogota, D. E., alos 10 dias
del mes de noviembre de 1968, alas 5 p.m.
se reunieron en el laboratorio del doctor
Oscar Rivera los Médicos Veterinarios:
Oscar Rivera, Gilberto Romero, Gustavo
Serna, Pedro Soffia, Rafael Rodriguez,
Ernesto Guzman, Tirso de Paula Molinay
Jests Maria Méndez.

El doctor Oscar Rivera propuso la
creacion de una asociacion de
profesionales vinculados a la avicultura,
veinte dias después el Dr. Gilberto
Romero (Q.E.P.D) presentd el nombre y el
logotipo de la "Asociacion Colombiana
de Médicos Veterinarios y Zootecnistas
Especialistas en Avicultura” (AMEVEA).

Dos afios después, en 1970, ya se estaba
realizando el Primer Seminario Avicola
Nacional y 5 afios mas tarde, en 1975 se
llevd a cabo el Primer Seminario
Internacional de Patologia Aviar.
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Para 1983 y bajo el liderazgo del Doctor
Pedro Villegas se realiz6 el Primer
Seminario Internacional AMEVEA -
Universidad de Georgia, que dado el
alcance de este evento, orgullosamente
podemos decir que hoy en dia se trata del
evento cientifico aviar mas importante del
mundo latinoamericano.

Indudablemente, y es algo que hoy
gueremos resaltar, es que el éxito y
trascendencia de dicho evento se le debe
en gran parte a la entrega apoyo Yy
liderazgo del Dr. Pedro Villegas. El
siempre ha sido el alma en el desarrollo y
organizacion al detalle de todos los
seminarios de Georgia que se han
efectuado. A El debemos un
agradecimiento y reconocimiento muy
especial, en nuestros 40 afios.

AMEVEA ha sido emulada por varios
paises en Centro y Sur América, y la
AMEVEA latinoamericana es todavia un
proyecto en proceso, iniciado afios atras

105

como una idea del Dr. Orlando Osuna,
quien tuvo bajo su direccion por muchos
afos el destino de nuestra Asociacion.
También es necesario resaltar el
compromiso y la dedicacion de todas las
Juntas Directivas, durante estos 40 afios.

Presidentes desde el inicio de Amevea:

Dr. OSCAR RIVERA, quien hoy en dia es
nuestro Decano Vitalicio (1968 hasta
1970)

Dr.FABIOORTIZ (1971)

Dr. GERMAN DE LOSRIOS (1972)

Dr. OTTO MARIO MARIN (1975 -
1976)

Dr. CAMILOARIAS (1977)

Dr.OTTO MARIO MARIN (1978)
Dr.ARMANDO RODRIGUEZ (1979)
Dr. GUILLERMO PARRA (1980)

Dr. ARMANDO RODRIGUEZ (1981-
1983)

Dr. MIGUEL EDUARDO ESCOBAR
(1984-1985)

Dr. SANTIAGO PARDO (1986)




0, A2

9

/ i @we,
D

Dr. CARLOS CAICEDO (1987)

Dr. RAUL MATEUS (1988, 1999, 2001al
2004, 2005)

Dr. ORLANDO OSUNA (1989 — 1997)
Dr. ARMANDO RODRIGUEZ (1998)
Dr. ALVARO SANCHEZ (2000)

Dr. ARMANDO SILVA (2005)

Dr. JUAN IGNACIO TOVAR (2006-
2008)

Dr. ARMANDO GARCIA (2008).

Es por ese trabajo continuo e
incondicional de las Juntas Directivas que
AMEVEA, hoy 40 afios después, es
considerada como la Asociacion lider en
avicultura.

Los Asociados que han fallecido han
dejado una huella profunda en nuestra
Asociacion, ellos son los Dres:
ERNESTO GUZMAN, ULISES
MONROY, LILIANA TOBO, JORGE
CORTES, JAIME RAMIREZ, PEDRO J.
LAZARO, ALVARO DUQUE,

A través de sus 40 afios de existencia
AMEVEA ha promaocionado la educacion
continuada manteniendo actualizados a
todos sus Asociados, y en general a los
Médicos Veterinarios y Zootecnistas
dedicados a la Avicultura, mediante la
realizacion anual del Seminario
Internacional, los Lunes de Amevea,
talleres, foros, mesas o paneles,
demostraciones, etc. En todos estos
eventos han participado como
conferencistas los mas renombrados
expertos a nivel mundial y nuestros
mejores profesionales colombianos.
Debido a estas oportunidades y al interés
de nuestros Asociados, los Médicos
\eterinarios y Zootecnistas colombianos
dedicados a la actividad avicola gozan de
mucho prestigio a nivel internacional.
Adicionalmente, cada 4 afios
conjuntamente con la Universidad de
Georgiase realiza en Athens - Georgia, el
Seminario Internacional de Patologia y

Produccion Aviar; a esta reunioén han
asistido profesionales de todo el mundo.

El cumplimiento del objetivo de
AMEVEA de capacitacion vy
actualizacién de los profesionales
relacionados con avicultura se ha logrado
gracias al gran apoyo brindado por
empresas avicolas nacionales y
extranjeras a quienes queremos agradecer
porque sin su ayuda no hubiera sido
posible la realizacion de estos eventos
que gozan de gran prestigio nacional e
internacional, principalmente por la
excelente calidad académica que siempre
los ha caracterizado.

En el marco de la ceremonia de
celebracion de los 40 afios de nuestra
Asociacion se destaco la actividad de los
doctores JESUS MARIA MENDEZ y
OSCAR RIVERA quienes cumplieron 40
afos vinculadosaAMEVEA.
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Seminario Internacional de Patologia y Produccién Aviar
AMEVEA- Universidad de Georgia

Con un completo y atractivo programa de conferencias y la participacion de los mas reconocidos
expositores internacionales en las areas de manejo de aves comerciales, produccion, patologia,
nutricién, toxicologia, inmunologia, bioseguridad, diagndstico de laboratorio, sanidad y medio
ambiente, se alistan La Universidad de Georgia y AMEVEA a realizar el tan esperado Xl Seminario
Internacional de Patologiay Produccion Aviar, previsto para los dias del 26 al 30 de abril de 2010.

En la sede de AMEVEA se estan recibiendo las inscripciones y la Junta disefié un programa de
financiaciéon para los Asociados que deseen acogerse a él para quienes asi lo soliciten se les da
constancia de participacion para diligenciar su tramite de visa. Mayores informes se encuentran en la
pagina Web de la Asociacion: www.amevea.org
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Felicitamos a INVET S.A,
empresa que cumple 30 afios de
su fundaciéon el proximo 25
de Mayo. INVET S.A,
laboratorio farmacéutico
reconocido por su excelente
calidad y amplio portafolio de
productos para el sector
pecuario, ha mantenido su fiel
politica de ofrecer soluciones
idoneas a sus clientes, por
medio del desarrollo, la
produccién y la comerciali-
zacion de diferentes lineas del
mercado y participando
activamente en la industria
avicolacolombiana.

NUEVOS AMEVEITOS

Felicitamos a nuestros asociados
Dr. Gerardo Otero y a su esposa
por el nacimiento de su hija y al
Dr. Juan Ignacio Tovar y su
esposa por el nacimiento de su
hijo.
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NUEVA DIRECTORA EJECUTIVA DE AMEVEA
La Junta Directiva de la Asociacién Colombiana de

Médicos Veterinarios y Zootecnistas Especialistas en
Avicultura—AMEVEA, nombr6 ala Dra. Ruth Trinidad
Hernandez Villamizar como nueva Directora Ejecutiva
a partir del 1 de Diciembre de 2008, la Dra. Hernandez
es Médico Veterinario de la Universidad de Ciencias
Aplicadas y Ambientales - U.D.C.A. y ha hecho varios
diplomados en Alta Gerencia Empresarial y
Aseguramiento de la Calidad; también se ha

desempefiado como asesora técnico comercial en varios laboratorios
como Sharper, InvetS.A., Vicar S.A.y Amerivet Ltda; entre otros.

CONDOLENCIAS

Manifestamos nuestros
sentimientos de pesar y
lamentamos el fallecimiento de
los padres de los siguientes
asociados:

El sefior Jorge Zarate, padre de
la Dra. Claudia Zéarate

El sefior Justiniano Preciado
Bricefio, padre del Dr. Diego
Preciado

El sefior Victor Bacca Soto,
padre del Dr. Alvaro Bacca

NUEVO
NOMBRAMIENTO

El Dr. Guillermo Alberto Gémez
Navarro inici6 labores en
Dipravet.

DIA DE LOS AMEVEITOS

Se celebro el dia 26 de octubre
la fiesta de los nifios de la
Asociacion, participaron 60
Ameveitos y mas de 90 adultos,
la sede de Amevea se llend de
colorido y espectaculo para esta
linda fiesta infantil, la tarde se
cerr6 en el auditorio con la gran
fiesta Ameveitos donde se
premiaron el disfraz mas
original y el mejor bailarin.
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De esfuerzo y dedicocion, logrando
fortalecer un gremio tan imporante
an NuUestro pals gracias a 1os seminanos
nacionales e infemnacionales y a los
actualizaciones en los avances 'ecnologICos
y clentificos sobre el manejo de aves
comerlcialas, produccion, patologia, nutncion
taxicologia, Inmunologia, bioseguridad, diognostico de
laboratornio, sanidad, medio ambilente v nuticion aviar:
programas que desanoliomos todos Ios anos con el unico fin
de unir a los especialistas en el propasito de proteger la salud y vida de las
personas vy los animales, preservar la calidod del medio ambilente, aumentar la

compeaetitividad vy fortalecer la capacidod para obtener lo admisbilldad de los
productos avicolas en os mercados infemacionales
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