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RESUMEN

La Coriza Infecciosa (CI), enfermedad de las vias respiratorias superiores de aves comerdales, es causada
por Haemophilus paragallinarum, prevenida mediante vacunas y combatida con una gama de antimicrobianos.
Con el objetivo de determinar la sensibilidad de los antimicrobianos mds ufilizados en el tratamiento de la Cl se
utibizaron 19 cepas de H. paragallinarum aisladas de gallinas reproductoras ponedoras y pollos de carne con
sintomas tipicos de Cl provenientes de diferentes regiones avicolas del Pert, se d eterminaron las concentraciones
minimas inhibitorias al trimetoprim, sulfametoxazol, amoxicilina, gentamicina y enrofloxacina mediante el método
de microdilucén recomendado por el National Cornmittee for Clinical Laboratory Standards. Todas las cepas de
H. paragallinarum fueron resistentes al sulfametoxazol; asimismo, presentaron susceptbilidad intermedia y
resistencia al trimetoprim, trimetoprim-sulfametoxazol, gentamicina y amoxicilina, no obstante, todas fueron
sensibles a Ja enrofloxacina.

Palabras claves: Haemophilus paragallinarum, Coriza Infecciosa, susceptibilidad antimicrobiana, enrofloxacina,
sulfametoxazol, trimetoprim.

ABSTRACT

Infectious Coriza (IC) is a disease of the upper respiratory tract of commercial birds, is caused by Haemophilus
paragallinarum, prevented through vaccines and treated by several antimicrobials. With the objective of determining
the sensifivity of most used-anti Infectious Coriza antimicrobials, nineteen strains of H. paragallinarum isolated
from beeders layer hens and broiler chickens with typical symptoms of IC, from different avian regions of Peru
were used. The minimal inhibitory concentrations to trimethoprim, sulfamethoxazole, amoxicillin, gentamicin
and enrofloxacin were determined through the microdilution method recommended by the National Committee
for Clinical Laboratory Standards. All strains of H. paragallinarum were resistant to sulfamethoxazole; intermediate

sensitivity and / or resistant to frimethoprim and trimethoprim-sulfamethoxazole, gentamicin and amoxicillin,
but sensible to enrofloxacin.

Key words: Haemophilus paragallinarum, Infectious Coriza, Antimicrobial sensitivity, Enrofloxacin,
Sulfamethoxazole, Trimethoprim.

INTRODUCCION importantes pérdidas econémicas en el sector avi-

cola, debido al retraso del crecimiento, pérdida de
peso, aumento del nimero de aves eliminadas, y
disminucién de la produccién de huevos en galli-

Haemophilus paragallinarum es el agente
etiolégico de la Coriza Infecciosa (CI), una enferme-

dad de las vias respiratorias superiores de gallinas
reproductoras, ponedoras y pollos de carne (Gallus
gallus), que se caracteriza por producir secrecién
nasal, estornudoe e inflamacion facial. La enferme-
dad se encuentra difundida mundialmente y causa

nas de postura del 10% al 40% (1, 2, 3 ).

Las fallas en los programas de vacunacién, la
baja proteccién de las vacunas importadas debido
a que no atienden a la variabilidad genética que
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pueda manifestarse en todas las cepas de H. En el presente trabajo se estudia el grado de
paragallinarum de diferentes regiones, el hacina- susceptibilidad antimicrobiana en 19 cepas de H.
miento de las aves, la escasa ventilacién en las gran- paragallinarum aisladas de aves comerciales pro-
jas o galpones y el uso de aguas sin tratamientos venientes de diferentes regiones del pais a fin de
previos son factores que diseminan esta bacteria, desarrollar estrategias para su control.
constituyendo un peligro para la avicultura. En el
Perd hay un consumo de productos avicolas, con
poblaciones que superan los 295 000 000 en pollos
de carne, 10 000 000 en gallinas de postura y 2 600 000
en reproductoras distribuidos en 7 zonas de pro-
duccién avicola nacional por afio (4).

MATERIALY METODOS

Material Biologico

Se utilizé H. paragallinarum ATCC 29545 como
cepa de referencia y 19 cepas de H. paragallinarum
aisladas de gallinas reproductoras, gallinas de pos-
turas y pollos de carne con sintomas corizoides de

granjas de diversas zonas avicolas del Perti duran-
te los anos 2001 y 2002 (Tabla N.° 1).

Los antimicrobianos que son utilizados para
tratar la Coriza Infecciosa, tales como las
sulfonamidas, trimetoprim en combinacién con
quinolonas (5), también son usados en la alimenta-
cién de las aves como profilacticos, significando un
gran desafio para la bacteria, desafio que puede Mediosde cultivo
superarlo con la adquisicién y diseminacion de una e utiizaron los medios agar chocolate conte-
variedad de determinantes genéticos de resistencia niendo 5 % de sangre de ovino desfibrinada, e Infu-
a diferentes regiones y paises {6, 7), tal como descri- sion cerebro corazdn (BHI) modificado, a ambos
be Soriano y col. en México (4) y Poernomo y col. en medios se les anadid NADH estéril para una con-
Indonesia (8). centracién final de 0.0025 % (w/v).

Tabla N.° 1. Cepas de Haemophilus paragallinarum aisladas de aves comerciales segtin origen de procedencia
y fecha de aislamiento
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Preparacion de los antimicrobianos.

Se prepararon soluciones concentradas de
sulfametoxazol, trimetoprim, trimetoprim-
sulfametoxazol, gentamicina, enrofloxacina y
amoxicilina en el solvente apropiado para cada
antimicrobiano a una concentracién de 5.12 mg /ml
(solucién stock). Luego se esterilizé por filtracién y
se repartio en tubos de 0.65 ml para su conserva-
cion a - 20 °C. A partir de las soluciones stock se
prepararon soluciones seriadas desde 256 ng/ml
hasta 0.250 ng/mlempleando el criterio de Ericsson
y Sherris; y segtin el NCCLS (National Committee
for Clinical Laboratory Standards) (8, 9). Para un
mejor calculo de las diluciones se disefi6 una tabla
en el programa Microsoft-Excel (Tabla N.°2).

Tabla N.° 2. Preparacién de diluciones de los
antimicrobianos modificado de Garcia Rodriguez
y col. (10).

Dilucién | [Inicial] | Stock | BHI* | [Final]
ug/ml (it} (o) pg/mi
| 1 5120 | 1 94[ 512.000
2 512 — 1 256.000
3 | 512 3 128.000
4 | 512 1| 7 64.000
5 64 1 1 l 32.000 |
6 64 | 1 3 16.000
7 64 1 7 8.000
8 8 T | 1 4.000
——— r— —— —
9 1 3 2.000
[ 10 1 7 1.000
11 1 1 0.500
12 1 | 23 0.250
_ i _ |
13 1 7 0.125

BHI, Brain Heart Infusion

Preparacion del indculo.

Se suspendieron cultivos de 24 a 36 horas en solucién
fisiolégica estéril, luego se ajustd a una turbidez equi-
valente al 0,5 de la escala de Mac Farland (108 UFC/
ml). La dilucién del inoculo final fue de 1:100utilizan-
do como diluyente el medio infusién cerebro corazén
modificado.

Determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC).

Se mezclaron 50 pl de cada dilucién de los
antimicrobianos con 50 pl del inéculo final en los
pocillos defondoredondo de la microplaca, de este
modo se obtuvieron diluciones seriadas de los

45

antimicrobianos de 128 pug/mlhasta 0.125 pg/ml,
con un inéculo de 5 x 10* UFC /pocillo; asimismo se
hicieron controles para el inéculo, el medio de culti-
vo ¥ los antimicrobianos. Las microplacas fueron
selladas e incubadas a 37 °C por 20 horas en una
camara de microaerofilia. La MIC fue registrada
como la concentracion més baja que inhibié com-
pletamente de forma visual el crecimiento
bacteriano.

Susceptibilidad a los antimicrobianocs. Para
determinar la susceptibilidad de H. paragallinarum
a los antimicrobianos se empled el criterio C de
Blackall y col. 1989, que consiste en lo siguiente:
sensibilidad (S) <4 pg/ml, sensibilidad intermedia
(SI) =8 ng/mly resistencia (R) > § ng/ml (11).

RESULTADOS Y DISCUSION

El uso inadecuado de los antimicrobianos en
los animales de consumo humano puede afectar la
salud de las personas por la presencia de residuos
de farmacos en los alimentos; y especialmente por
el incremento de bacterias resistentes en los anima-
les (7). No se ha descrito que H. paragallinarum sea
patogeno para el hombre, pero una vez ingresado al
organismo humano por consumo de alimentos con-
taminados, puede transferir sus genes de resisten-
cia a microorganismos de la flora nativa (6, 7).

En la Tabla N.° 3 se puede observar que las
cepas de H. paragallinarum presentan resistencia a
los diferentes antimicrobianos analizados, a excep-
cidén de la enrofloxacina para la cual fueron todas
sensibles. Las MICs obtenidas estdn entre 32 ug/
ml y 128 pg/ml, destacando la resistencia al
sultametoxazol que fue el 100 %. La MIC y el por-
centaje de resistencia a los diferentes
antimicrobianos estudiados se asemeja a los obte-
nidos en México por Soriano y col. 2001, quienes
estudiaron la sensibilidad de 22 cepas de H.
paragallinarum a 10 antimicrobianos de uso fre-
cuente mediante el método de microdilucién; y en-
contraron que todas las cepas aisladas y las de refe-
rencia son resistentes a las sulfas (MIC >128 ug/
ml), mientras la oxitetraciclina, gentamicina,
fostomicina, amoxicilina y trimetoprim mostraron
sensibilidad, sensibilidad intermedia y resistencia;
todas las cepas estudiadas fueron sensibles a la
enrofloxacina (4). Sin embargo, en Indonesia,
Poernomo y col. (2000) estudiaron en 18 cepas de H.
paragallinarum la susceptibilidad a los
antimicrobianos por el método de antibiograma dis- -

-

co-placa encontrando cepas resistentes a neomicina,
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eritromicina, estreptomicina; y sensibles a
ampicilina y sulfametoxazol (8). Estas diferencias
en los resultados se deberian en parte a la proce-
dencia de las cepas aisladas, asi como a los diferen-

tes métodos empleados para determinar la suscep-
tibilidad.

El método de microdilucién en caldo results
ser confiable y reproducible para la determinacién
de la susceptibilidad, la cual deberia estar presente
en la toma de decisiones para un adecuado uso de
los antimicrobianos en aves comerciales. Mediante
este método se obtuvo que la cepas de H.
paragallinarum aisladas de diferentes regiones avi-
colas del Pert son resistentes al sulfametoxazol;

asimismo mostraron susceptibilidad intermedia y
resistencia al trimetoprim, trimetoprim-
sulfametoxazol, amoxicilina y gentamicina, limitan-
do el tratamiento de la Cl a los antibibticos més re-
cientes como la enrofloxacina.

El conocimiento del grado de susceptibilidad
de H. paragallinarum a los antimicrobianos, as{
como la identificacién de los mecanismos
moleculares de resistencia a los antimicrobianos de
primera eleccidn usados para el tratamiento permi-
tird tomar medidas correctivas, dar un tratamiento
adecuado y hacer un mejor uso de los
antimicrobianos en las aves, huevos y
subproductos destinados al consumo humano.

Tabla 3. Prueba de susceptibilidad a antimicrobianos en H. paragallinarum aislados de aves comerciales

T powr: TS
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(94,7)

> 128 R
SULFAMETOXAZOL 100,0
128  (5,3) R |
>128  (42,1) R I
I 128 (21,1) R
TRIMETOPRIM 64  (52) R 78,9
32 (10,5) R I
I 4 (211) S |
128  (57,8) R
| TRIMETOPRIM-
SULFAMETOXAZOL 32 (15.8) R 73,6
4 (26,4) Sl
I 64  (15,8) R
AMOXICILINA 32 (286,3) R 42,1
4 (57.9) S| |
64 (21,1) R
32 (36,8) R
GENTAMICINA 84,2
16 (26,3) R
' 4 (15,8) SI
2 (31,6) S
ENROFLOXACINA e84 ] 0,0

R, resistencia; 5I, sensibilidad intermedia; S, sensibilidad.
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