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REsuMEN

La colibacilosis aviar producida por infecciones de Escherichia coli es causa de
elevados niveles de mortalidad y morbilidad en la industria avicola. El objetivo de este
trabajo fue identificar las cepas patégenas de explotaciones avicolas en el Pert en base
a la presencia de cinco genes codificadores de los factores de virulencia: iss, iucC, tsh,
cvaC e irp2, mediante la técnica de Multiplex PCR. Se muestrearon 36 aves entre los 14y
31 dias de edad, provenientes de tres centros avicolas ubicados en el norte, centro y sur
del pais. Se hicieron aislados intestinales y se obtuvieron tres colonias sospechosas de
E. coli por ave (n=108 colonias), que fueron evaluadas bioquimicamente con TSI, SIM,
LIAy CITRATO, y adicionalmente con agar EMB para confirmacion del diagndstico. Las
41 colonias positivas a E. coli fueron analizadas mediante Multiplex PCR, resultando
65.9% de colonias potencialmente patdgenas (portadoras de dos o mas genes
codificadores de virulencia); asimismo, se demostré que el 9.8% de los aislados conte-
nian los cinco genes. Adicionalmente, los tres patotipos que contienen los genes irp2,
iucC y tsh fueron encontrados en las zonas de La Libertad y Lima.
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ABSTRACT

Avian colibacillosis produced by Escherichia coli infections cause high mortality
and morbidity in poultry farms. The objective of this study was to identify the pathogenic
isolates of Peruvian broiler farms based in the presence of five genes encoding the
virulence factors: iss, iucC, tsh, cvaC and irp2 by the Multiplex PCR. A total of 36 chicks
between 14 and 31 days old from three poultry farms located in the north, centre, and
south of Peru were sampled. Three colonies suspected to be E. coli were isolated from
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the intestine of each bird (n=108 colonies), and were biochemically tested with TSI, SIM,
LIA, CITRATE and EMB mediums for the confirmation of the diagnostic. The 41 positive
colonies to E. coli were analysed by Multiplex PCR, resulting 65.95% potentially
pathogenic (carriers of two or more virulence genes); moreover, 9.8% of the isolates had
all five genes. Three pathotypes containing irp2, iucC and tsh genes were found in La

Libertad and Lima area.

Key words: Escherichia coli, pathogenic, genes, virulence, broilers, Peru

La avicultura peruana ha experimenta-
do un crecimiento sostenido en la ultima dé-
cada. La venta de pollos de carne en los cen-
tros de acopio de Lima Metropolitana y el
Callao ha incrementado de 26 329 TM en
enero de 2006 a 35 720 TM en enero del
2009, llegando a 40 440 TM en julio del mis-
mo afio (Actualidad Avipecuaria, 2009). Si
bien se presenta un crecimiento sostenido de
la produccion, atin se tienen limitaciones de
tipo sanitario. Dentro de los patdgenos
bacterianos de mayor importancia se encuen-
tra Escherichia coli, bacilo Gram negativo
(Barnes et al., 2008; Lee y Nolan, 2008),
causante de la colibacilosis aviar y de cuan-
tiosas pérdidas econdmicas a nivel mundial
(Baltzley y Rehberg, 2000).

La colibacilosis es un sindrome complejo
caracterizado por lesiones multiorganicas,
tales como aerosaculitis asociada a pericar-
ditis, perihepatitis y peritonitis, que resulta en
alta morbilidad y mortalidad (Jansen et al.,
2003). Este sindrome, causado por cepas
patogénicas de E. coli (APEC), puede pre-
sentarse tanto de forma local como sistémica
(Barnes et al., 2008).

Se sabe que la colibacilosis aviar es una
enfermedad secundaria y que el agente
etiologico es un oportunista; sin embargo,
nuevas evidencias sugieren que cepas APEC
pueden actuar como agentes primarios y pro-
ducir la enfermedad (Ewers et al., 2003;
Kariyawasam et al., 2006; Barnes et al.,
2008) e incluso, las cepas apatdgenas, me-
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diante el intercambio de material genético,
podrian tornase patogenas si adquieren codi-
gos genéticos para factores de virulencia es-
pecificos (Jansen et al., 2003). Los resulta-
dos de Skyberg et al. (2003) y Kariuki et al.
(2002) sugieren que cepas intestinales aisla-
das de aves aparentemente sanas podrian
causar enfermedad en huéspedes suscepti-
bles, dependiendo de la combinacién de los
factores de virulencia que se presenten.

Las cepas patdgenas o potencialmente
patogenas, ademas de asociarse a causas de
mortalidad embrionaria (Jeffrey et al., 2002;
Skyberg etal., 2003; Gibbs et al., 2004), pue-
den ser identificadas por su resistencia al suero
aviar debido a la lipoproteina externa de mem-
brana ISS, codificada por el gen iss (Lynne
etal.,2005,2006; Johnson etal., 2002, 2008).
El crecimiento bacteriano en suero aviar de
cepas mutantes pAPEC-O2-colV iss™ se vio
notablemente reducido, pero se restituy6 al
insertar nuevamente el gen iss en el genoma
de la cepa mutante, dando a entender la im-
portancia de este factor para la superviven-
cia de la bacteria en el suero (Lynne et al.,
2007).

Otro gen recientemente descubierto es
el tsh (hemaglutinina sensible a la tempera-
tura), que codifica una proteina similar a las
proteasas de IgA de Haemophilus spp y
Neisseria spp. Se postula como parte de la
familia de las proteasas autotransportadoras
y puede ser vital para la colonizacion del
tracto respiratorio superior (Dozois et al.,
2000; Ngeleka et al., 2002). Se caracteriza
por su capacidad hemoaglutinante en
eritrocitos de pollo, no provocar proteolisis de
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IgA humana o aviar (Stathopoulos et al.,
1999) y producir lesiones fibrinosas en los
sacos aéreos; sugiriendo que la proteina Tsh
aumenta la tasa de colonizacion y el desa-
rrollo de aerosaculitis (Dozois et al., 2000).

El gen irp2 se encuentra en cepas de
enterobacterias altamente patogenas y codi-
fica la sintesis del siderd6foro yersiniabactina
(Carniel et al., 1992; Bultreys et al., 2006;
Barnes et al., 2008). El gen iuc C esta vin-
culado al ultimo paso de la sintesis del
sideroforo conocido como aerobactina, el cual
estd relacionado a la captacion y transporte
de hierro (Lorenzo et al., 1986; Ngeleka et
al.,2002; Barnes et al., 2008). Ambos genes
forman parte vital de la supervivencia de la
bacteria y se les considera importantes mar-
cadores de virulencia debido a su capacidad
de lograr la permanencia del patdgeno en am-
bientes agrestes del huésped, como los
carentes de hierro de libre disponibilidad.

El gen cvaC se encuentra dentro del
operon ColV vy sintetiza a la colicina V, pro-
teina pequefa que interfiere con la forma-
cion del potencial de membrana requerido
para la produccion de energia (Johnson et
al., 2006a,b). Se infiere que la colicina V
como tal, no es totalmente relevante para la
patogenicidad de las cepas APEC, pero el
gen cvaC, al ser considerado un gen estruc-
tural del operéon ColV y pertenecer al
plasmido del mismo nombre (en donde se
encuentran el operdn aerobactina y los genes
iss y tsh), es distinguido como un factor para
la determinacion de virulencia (Barnes et al.,
2008; Mellata et al., 2009). Adicionalmente,
se infiere que la mayor resistencia de las
cepas virulentas en el intestino, en compara-
cion con las avirulentas, se debe a la produc-
cion de colicina V, aunque se desconoce el
mecanismo de accion (Gongalvez et al.,
2002).

Ngeleka et al. (2002) aislo cepas APEC
a partir de brotes clinicos. Las muestras re-
sultaron positivas a genes como tsh e iucC.
Adicionalmente, los genes iss, iucC y tsh se
encontraban en cepas de ponedoras sanas y

enfermas de Francia, Bélgica y Espafa
(Gibert et al., 2006). Otros estudios, asimis-
mo, han demostrado la presencia de irp2, iss,
tsh y cvaC, tanto en aislados intestinales de
aves sanas como de aves enfermas
(Rodriguez-Sicek et al., 2005; Trampel et al.,
2007; Yaguchi et al., 2007). Por otro lado, se
ha demostrado que los factores de virulencia
Iss, aerobactina y produccion de Colicina V
se encuentran en mas del 80% de los aisla-
mientos de colibacilosis (Jeffrey etal., 2002),
mientras que en Brasil se encontro el 36.5%
de prevalencia del gen estructural de la
Colicina V (Gongalves et al., 2002).

Ante la evidencia que las cepas que
causan colibacilosis en aves provienen del
tracto gastrointestinal y se eliminan a través
de las heces, para luego ser inhaladas por los
animales, y la ausencia de informacion en el
pais, el objetivo del presente estudio fue ca-
racterizar y evaluar la distribucion geografi-
ca de las cepas potencialmente patdgenas de
Escherichia coli presentes en el tracto
gastrointestinal de pollos broiler aparentemen-
te sanos, mediante el estudio de genes porta-
dores de virulencia presentes.

Lugar de Estudio

Se realizd un estudio de tipo descriptivo
en tres explotaciones de pollos de engorde
ubicadas en el norte, centro y sur del pais
(La Libertad, Lima y Arequipa, respectiva-
mente). El aislamiento e identificacion de las
colonias se realizo en el Laboratorio de In-
vestigacion y Desarrollo de la empresa Inno-
va Andina S.A., Lima, y el analisis molecular
de las colonias positivas a E. coli se efectud
en los laboratorios de investigacion de Agtech
Products Inc, Waukesha, EEUU.

Toma de Muestras
El tamafio de la muestra se determino

en base a los trabajos de Skyberg et al.
(2003), Banach et al. (2004) y Ewers et al.
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(2005). Se tomaron muestras de 12 pollos de
engorde entre 14 y 31 dias de edad, aparen-
temente sanos, de cada centro avicola, para
obtener 108 colonias (tres colonias por ave)
sospechosas de E. coli. Se siguieron los cri-
terios establecidos para el aislamiento de la
bacteria en aves jovenes (Banach etal., 2003,
2004; Lago et al., 2006). Las aves fueron
sacrificadas mediante desarticulacion cervi-
cal, minutos antes de la toma de muestras.

Para la coleccion de las porciones de
intestino, se tomaron como referencia dos
puntos anatomicos: 10 cm a distal desde el
piloro y 10 cm a craneal desde la union ilio-
cecal. Las porciones fueron retiradas y lava-
das con PBS estéril (0.15 M) hasta eliminar
todo residuo intestinal. Ambas secciones fue-
ron colocadas en un frasco de vidrio de 50
mL (Boeco) conteniendo 20 mL de PBS es-
téril y fueron homogenizadas por 30 s
(Banach et al., 2003, 2004; Ewers et al.,
2005; Barnes et al., 2008). Se inocul6 1 ml
del sobrenadante en un tubo de ensayo con-
teniendo 10 mL de caldo lactosado (Merck
1.07661.0500).

Procesamiento de Muestras

El procesamiento se realizé en un am-
biente libre de contaminacion bacteriana, en
una sala de ambiente controlado y dentro de
una cabina de bioseguridad clase II (Labconco
Corp.), logrando una pureza de aire del 98-
99%. Los tubos de ensayo con caldo lactosado
fueron incubados por 24 h a 37 °C y luego
fueron inoculados en placas de Agar
McConkey (BBL, 6163276) e incubados bajo
las mismas condiciones. Seguidamente, de
cada placa se escogieron tres colonias lactosa
positivas sospechosas de E. coli para su ana-
lisis bioquimico y confirmacion del aislamien-
to. Los medios utilizados fueron SIM o sulfato,
indol y movilidad (Criterion, C6941), TSI o
agar triple azucar hierro (Merck KGaA,
1.01342.0500), agar lisina-hierro (Merck
KGaA, 1.11640.0500), agar citrato Simmons
(Merck KGaA, 1.02501.0500) (Barnes et al.,
2008; Lee y Nolan, 2008) y Agar EMB Levine
(Merck KGaA, 1.01342.0500).
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Se escogieron las colonias que resulta-
ron moviles, Indol positivas, negativas a la
degradacion del citrato, negativas a sulfuro
de hidrogeno, fermentadoras de glucosa,
lactosa y sacarosa, positivas a la
descarboxilacion de lisina y negativas a la
desaminacion de lisina, asi como productoras
de gas (Blanco et al., 2002; Jeffrey et al.,
2004; Barnes et al., 2008; Lee y Nolan,
2008). Paralelamente, se inocularon las mues-
tras en agar diferencial EMB (Eosina y Azul
de metileno) y se contrastaron los resultados
obtenidos de las pruebas bioquimicas con las
colonias que dieran un tono verde tornasolado.

Las colonias que resultaron positivas a
E. coli fueron colocadas en tarjetas FTA cla-
sicas (Whatman Ltda.) y enviadas en condi-
ciones de esterilidad al laboratorio para la
determinacién antigénica mediante
MULTIPLEX PCR. ElI DNA fue aislado
usando un High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche Diagnostics GMBH,
Mannheim, Alemania). El procedimiento
MULTIPLEX PCR fue realizado segtn lo
descrito por Banach et al. (2003). Este con-
tenia 5 pl 10x buffer sin MgCl,, 2 ul 10nM
dNTPmix, 0.3 5U/ul Taq Polimerasa Platinum
(Invitrogen, Carlsbad, CA), 4 pl 50 mM
MgCl,, 0.5 pl iss cebadores Forward y
Reverse, 0.3 ul tsh, iucC, cvaC, irp2
cebadores Forward y Reverse, 31 pl de dH20
estéril y 5 pl de DNA gendmico, para tener
un volumen final de 50 pl. La secuencia de
los cebadores se muestra en el Cuadro 1.

El programa de PCR comenz6 con una
pre-incubacion de 95 °C por 5 min, luego 9
ciclos de 95 °C por 59 s, 55 °C por 30's, 72 °C
por 59 s; 28 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C
por 30, 72 °C por 30 s; y se termind con una
incubacion a 72 °C por 7 min. Los productos
del PCR fueron identificados con
electroforesis en un gel de agarosa Un-Sieve
al 3% (Bio-Rad).

Analisis de Datos
Se determind la frecuencia de genes

presentes por zona geografica y se analizo la
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Cuadre 1. Cebadores utilizados en el estudio

Gen Longitud {pb}' Secuencia
5 e Forward GTGGCGAAAACTAGTAAAACAGC
Reverse CGOCTOGGGGTGGATAA
et " Forward CGCCGTGGCTGGGGTAAG
Reverse CAGCCGGTTCACCAAGTATCACTG
o . Forward GGGAAATGACCTGAATGCTGG
Reverse CCGCTCATCAGTCAGTACCAC
Forward GGGCCTCCTACCCTTCACTCTTG
e e Reverse  ACGCCCTGAAGCACCACCAGAA
2 257 Forward AAGGATTCGCTGTTACCGGAC
Reverse AACTCCTGATACAGGTGGE

' Longited expresada en paras base

Cuadro 2. Muoestras positivas de £, cofi a los diferentes genes en estudio, distribuidos segin

procedencia de la muestra

Lima Areguipa La Liberiad Tistal
Genes (n=12) (n=16) (n=13) (n=41)
[ be M.° O M. ] M. 0

v i 25 [ 62,9 o B2 22 53.7
ixy 7 583" E 25.00 o 69.2" 20 48.8
irpd 2 16.7" ] 56.3° 5 3857 I 390
feC 4 333 3 3.3 3 38.5° 14 341
ish 4 3 - 0" 4 3080 & 19.5

b gy parindices diferentas dentro da NMas Indican diferenca estadislica (p<0.05)

asociacion entre el tipo de gen encontrado y
la zona geografica mediante la prueba de Chi
cuadrado.

REsuLTADOS

Se obtuvieron 41 colonias positivas (41/
108) a Escherichia coli, correspondiendo el
39.0,31.7y 29.3% a Arequipa, La Libertad y
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Lima. El gen de mayor presentacion fue el
cvaC, encontrandose en el 53.7% de las ce-
pas de E. coli aisladas. La distribucion de
este gen, al igual que los genes iucC e irp2
fue estadisticamente similar entre los tres
departamentos. Contrariamente, los genes isS
y tsh tuvieron una menor presencia en
Arequipa (p<0.05), siendo el tsh el de menor
frecuencia (19.5%) en el estudio (Cuadro 2).
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Cuopdro 3, Condicidon de |'|::[Lrgur|i-;,:i4_|:u_|l en cepas de £ ool de acuerdos a la presentacion de

genes distribuidos segin procedencia

Total

Condicion de M.° de Lima Arequipa La Liberta (=41
patogenicidad HETHS in=12j in=16) {n=13) - -
L1 4 3 3 1 244
Mo patigeno 1 1 2 1 4 &8
Total 5 5 4 14 g = e
2 3 8 4 15 6.6
3 3 2 [ h 4.6
Tl e 4 | | . 2 4.9
= - 4 4 LR
Total 7 11 0 27 LR

' Sagin eriterios sefialados por Skyberg ef al, (2003)

El1 65.9% (27/41) de colonias positivas
a E. coli podria ser considerado patdgeno,
ya que en su estructura genomica poseen dos
o mas genes codificadores de virulencia (Cua-
dro 3). El patotipo de mayor frecuencia fue
la combinacion de genes iss + cvaC (29.6%),
la misma que estuvo presente en los tres de-
partamentos; seguido por cvaC + irp2
(22.2%), presente unicamente en Arequipa,
y el patotipo que combina los 5 genes (14.5%),
hallado solamente en La Libertad (Cuadro 4).

Adicionalmente, el 41.6% de los aisla-
dos de aves de 14 dias representan patotipos
con marcadores de alta patogenicidad (tsh o
irp2), en tanto que solo ocurrio en el 9.1%
de los aislados de aves de 25 dias. Por otro
lado, los cuatro aislados de aves de 31 dias
resultaron ser patdogenos y presentaron los
cinco genes estudiados.

La presencia del gen cvaC en el 53.7%
de los aislados, asi como su relacion con 6 de
los 9 patotipos encontrados, puede deberse a
que este gen se encuentra ubicado dentro del
plasmido ColV, como parte del operén del
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mismo nombre y codificando a la proteina
estructural de la Colicina V (Johnson et al.,
2006b). Este plasmido es caracteristico y fre-
cuente en las cepas patogenas, al igual que
su producto final, la Colicina V. Otros estu-
dios, asimismo, han demostrado una alta fre-
cuencia de aislamiento de este gen y de otros
del mismo operdn (Baltzley y Rehberg, 2006;
Gebert et al., 2006; Lago et al., 2006).

De igual manera, el gen iss esta fuerte-
mente relacionado al plasmido ColV ya que
se ubica dentro de esta seccion del genoma
(Lynne et al., 2006). Dada la alta presenta-
cion de este plasmido en los aislamientos, se
podria sospechar una incidencia similar del
gen iss en conjunto con el gen estructural de
la Colicina V, tal como se dio en este estudio.
Johnson et al. (2006a) y Lynne et al. (2007)
postulan que este gen puede también estar
contenido en el plasmido ColBM, sugiriendo
a este ultimo como una evolucion de su par
ColV, lo que explicaria los presentes resulta-
dos donde la presencia del gen iss se da en
patotipos donde el cvaC no esta presente.
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Cugdre 4, Combinaciomes de penes encontradas en los aislamientos de Escherichia coll

patogénica

Total

Combinacinnes de genes Lima Arequipa La Libertad =41}

' in=12) {n=16) {n=13})

N2 e

iss ovaC 3 1 + B 296

vl irp2 - 6 - f 222

iss cvaeC fsko drpl fueC - | 4.8

ixs it ieC 3 - - 3 11.1

iss ovaC iteC 2 2 7.4

rpd el [ [ 1.7

iss ovaC irp2 - - 1 1 1.7

iss il il el | [ 3.7

iss cvaC gl fwcC” 1 | 3.7

Los genes relacionados con la capta-
cidn de hierro (iucC e irp2) tuvieron una si-
milar frecuencia de presentacion (4/9). Esta
doble presencia puede ser un indicador de la
importancia de los sider6foros para el desa-
rrollo de patogenicidad de la bacteria en am-
bientes carentes de hierro de libre disponibili-
dad (Rodriguez-Siek et al., 2005).

Aligual que el iss, el gen iucC esta tam-
bién codificado dentro del operén ColV (Lo-
renzo etal., 1986; Johnson et al., 2006b); sin
embargo, no hay estudios que detallen que
este puede ser encontrado en otras partes
del genoma bacteriano, lo que dificulta atin
mas la determinacion de un patotipo comuin o
frecuente para todos los APEC y, a la vez,
queda sin poder relacionar la presentacion de
este gen en los patotipos donde el cvaC esta-
ba ausente.

La presentacion del gen tsh en los ais-
lados se limitd al 19.5% y estuvo en s6lo 3 de
los 9 patotipos encontrados. Sin embargo, su
relaciéon con uno o dos de los genes
captadores de hierro se dio en todos los ca-
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sos. Esto podria explicarse debido a que tan-
to el gen tsh como cualquiera de los
codificadores de sideroforos estan presentes
solo en las cepas mas patogenas (Carniel et
al., 1992; Dozois et al., 2000; Ngeleka et al.,
2002; Dozois et al., 2003), lo que implicaria
que estas combinaciones serian las que re-
presentarian el mayor riesgo para el ave de
todos los patotipos encontrados en el tracto
gastrointestinal de las aves muestreadas; so-
bre todo, tomando en cuenta que el gen irp2
es también un marcador de alta patogenicidad
para especies como Yersinia spp,
Pseudomonas spp, e incluso las cepas de E.
coli de procedencia humana (Xu et al., 2000;
Bultreys et al., 2006).

De acuerdo a los patotipos encontrados,
podria inferirse que 3 de los 9 patotipos re-
presentan el mayor riesgo para las aves por-
tadoras, debido a que estos poseen las com-
binaciones que acarrean los genes cataloga-
dos como marcadores de alta patogenicidad
(irp2, iucC y tsh). La combinacion de genes
es perfecta para la invasion de los tejidos, su
supervivencia y la evasion a las defensas del
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huésped (Ngeleka et al., 2002; Mellata et al.,
2003; Lynne et al., 2005).

Skyberg et al. (2003) demostraron que
aislados gastrointestinales de aves sanas con-
teniendo los cinco genes lograron matar a la
mayoria de embriones en las pruebas de ELA
(Prueba de letalidad embrionaria). Esta prue-
ba es considerada (en conjunto con los desa-
fios en aves jovenes) como prueba tradicio-
nal para la determinacion de patogenicidad
de las cepas aisladas (Lee y Nolan, 2008). El
departamento de La Libertad es el inico cuya
poblacion de aves presentd colonias positi-
vas a los cinco genes en estudio, de alli que
las explotaciones avicolas de la zona tendrian
un alto mayor riesgo para la enfermedad.

El conocimiento de la presentacion de
estos genes en el pais es un buen inicio para
el mejor entendimiento del mecanismo de la
enfermedad y para desarrollar formas mas
eficaces de prevencion y control. Una de las
opciones que mejor se perfila es la produc-
cion de vacunas. Las vacunas experimenta-
les estan dirigidas contra serogrupos especi-
ficos, muchos de los cuales sélo presentan
proteccion contra desafios homodlogos
(Kariyawasan et al., 2003; Roland et al.,
2004), lo cual es una seria limitacion debido a
la variedad tan extensa que poseen los APEC.

Lynne et al. (2006) sugieren la crea-
cion de vacunas contra las estructuras co-
munes a la mayoria de cepas APEC, como
los genes codificadores de virulencia. Sus
estudios revelan que la creacion de una va-
cuna experimental a partir de la proteina Iss,
codificada por el gen iss, fue capaz de con-
ferir proteccion ante el desafio heter6logo.
Esta proteccion conferida por un solo factor
de virulencia, podria verse multiplicada en
vacunas multivalentes dirigidas contra varios
productos de genes especificos marcadores
de virulencia, como los descritos en el pre-
sente estudio, sobre todo aquellos que sean
de mayor presentacion y alta patogenicidad.
La edad mas apropiada para la vacunacion,
segun los resultados del presente estudio,
estaria antes de los 14 dias de edad. A esto
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se suman los resultados obtenidos por Gomis
et al. (2007) que indican que broilers de 10
dias vacunados con bacterina de E. coli mos-
traron anticuerpos especificos contra esta
bacteria a los 30 dias post vacunacion.

CONCLUSIONES

e  Se encontraron nueve patotipos de ce-
pas APEC potenciales, de los cuales tres
representan combinaciones de genes
ideales para la invasion y supervivencia
en los tejidos, y evasion a las defensas
del huésped.

e [os tres patotipos que contienen los
genes irp2, iucC y tsh fueron encontra-
dos en las zonas de La Libertad y Lima.

e Lasavesde 14 y 31 dias fueron las que
presentaron mayor cantidad de patotipos
con marcadores altamente patdgenos.
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