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TRANSFERENCIA Y VALIDACION DE PCR PARA LA IDENTIFICACION DE Avibacterium
paragallinarum

Soriano VE!, Morales V!, Martinez JS', Vazquez-Chagoyan JC', Salgado-Miranda C', Blackall PJ?

'Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal, FMVZ-UAEM
2Animal Research Institute, DPIF, Australia
soriano@uaemex.mx

La bacteria Avibacterium paragallinarum es el agente causal de la coriza infecciosa. Esta enfermedad
se caracteriza por estornudo, descarga nasal e inflamacion facial en pollos y gallinas. El impacto en
avicultura puede ser considerable debido principalmente a disminucién en la produccion de huevo y
pérdida de peso (Soriano y Terzolo, 2004b).

El diagnéstico de la enfermedad se basa en el cuadro respiratorio observado en las aves, que
generaimente es de curso agudo. La coriza infecciosa debe ser diferenciada de cualquier condicion
que afecte el tracto respiratorio superior de las aves. Incluso debe ser diferenciada de afecciones
hepéaticas que originan edema pulmonar, produciendo estertor traqueal o bronquial, y que muchas
veces se confunde con un cuadro respiratorio de origen infeccioso. Otras bacterias que producen
cuadros corizoides en las aves son: Bordetella avium y Ormithobacterium rhinotracheale, entre otras
(Soriano y Terzolo, 2004a).

La infeccion por Av. paragallinarum en las aves se establece mediante el aislamiento bacterioldgico.
En el laboratorio de diagnostico se realiza la eutanasia de 1 a 5 aves remitidas, preferentemente en la
fase aguda, y la muestra se obtiene a partir de senos infraorbitarios. Inmediatamente, la muestra se
siembra en placas de base de agar con 10% de sangre de ovino y se incluye una estria de
Staphylococcus spp como donador de dinucledtido de adenina nicotinamida (NAD). Los cultivos son
incubados a 37° C hasta por 24 horas. Las colonias de Av. paragallinarum aparecen como gotas de
rocio pequefias en satelitismo a la colonia nodriza. Las colonias de la bacteria simbiotica Av. avium
son similares a las de Av. paragallinarum, pero se diferencian en la actividad de catalasa, negativa
para Av. paragallinarum. El aislamiento bacteriologico se puede ver afectado por el curso de la
enfermedad (en etapas cronicas, coinfeccion con bacterias de rapido crecimiento, por ejemplo:
Escherichia coli) y por el tratamiento antimicrobiano instaurado (Av. paragallinarum es sensible a
varios antimicrobianos y en muchas ocasiones se remiten aves medicadas para diagnéstico) (Soriano
y Terzolo, 2004a).

En el presente trabajo se informa de la transferencia y validacién de un protocolo de PCR para la
identificacion de Av. paragallinarum.

Material y Método

Bacterias. Se incluyeron nueve cepas de referencia de Av. paragallinarum, pertenecientes a diferentes
serovares y aisladas originalmente en diversos paises (cuadro 1). También se incluyeron cepas de
referencia de Omithobacterium rhinotracheale y Bordetella avium. Todos estos microorganismos
proceden del cepario del Department of Primary Industries and Fisheries, Animal Research Institute,
Australia. También se incluyeron cepas de referencia de Gallibacterium anatis y Pasteurella multocida
(X-73), donadas por el Dr. Henrik Christensen, KVL, Dinamarca, y el Dr. Erasmo Negrete-Abascal,
FES-Iztacala, México, respectivamente.
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Preparacion de DNA. Para la extraccion de DNA se emplearon tres procedimientos: 1) ebullicion
(Soriano et al., 2004); 2) detergentes (Christensen et al., 2003) y alcoholes (Genomic DNA Purification
Kit®, Fermentas™).

Condiciones del PCR. El volumen total de reaccion fue de 50 pl e incluyd 2 pl de ADN extraido, 04
UM de cada iniciador (N1, 5 TGAGGGTAGTCTTGCACGCGAAT-3' y R1, 5'-CAAGGTATCGATCGT
CTCTCTACT-3) y 45 pl de AccuPrime SuperMix | (1.25 U, Taq polimerasa) (Invitrogen®), bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial por 30 segundos a 98° C; 25 ciclos: desnaturalizacion,
1 minuto a 94° C, alineacion, 1 minuto a 72° C y extension, 2 minutos a 72° C. Extension final, 10
minutos a 72° C (Chen et al., 1996).

Visualizacion. Los productos amplificados fueron determinados por electroforesis en gel al 1% de
agarosa en buffer TBE con bromuro de etidio (0.5 ug/ml) a 80 V por 1 hora. Los amplicones fueron
visualizados y fotografiados bajo uz ultravioleta (Soriano et al., 2004).

RESULTADOS

Las muestras de DNA de Av. paragallinarum obtenidas por los tres procedimientos realizados,
resultaron en la amplificacion de un fragmento de aproximadamente 500 bp (datos no mostrados). Se
obtuvo la amplificacion de un fragmento de aproximadamente 500 pb a partir de las muestras de ADN
de Av. paragallinarum, pero no partir de P. multocida, G. anatis, Av. gallinarum u Ormnithobacterium
rhinotracheale (figura 1).

DISCUSION

El resultado del fragmento amplificado de 500 pb a partir del DNA de Av. paragallinarum, €s similar al
informado originalmente por Chen et al. (1996). La especificidad de los iniciadores empleados se
valido al incluir DNA de otras bacterias patogénicas en las aves. Otros estudios han obtenido
resultados similares (Chen et al., 1998b; Christensen et al., 2003).

Este protocolo de PCR para la identificacion de Av . paragallinarum ha sido transferido a China (Chen
ot al., 1998a), Dinamarca (Christensen et al., 2003) y Sudafrica (Taole et al., 2002), entre otros paises.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, confirman la validez del protocolo de PCR
desarrollado por Chen et al. (1996) para la identificacion de Av. paragallinarum. Asimismo, estos
resultados muestran la transferencia exitosa al CIESA-FMVZ-UAEM.
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Figura 1. Validacion de PCR. Carril 1, Gallibacterium anatis; carril 2, Pasteurella multocida; carriles 3 a
11, cepas de referencia de Avibacterium paragallinarum, serovares A-1 a C-4; carril 12,
marcador molecular, 1 kb.
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Cuadro 1. Designacion, serovar y procedencia de las cepas de referencia de Av. paragallinarum
incluidas en el estudio.
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Cepa Serovar Pais

221 A-1 Jap6n :
2403 A-2 Alemania
E-3C A-3 Brasil
HP14 A-4 Australia
2671 B-1 Alemania
H-18 C-1 Japén
Modesto C-2 E.UA
SA-3 C-3 Sudafrica
HP60 C-4 Australia
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