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Resumen.

La intensificacion de los sistemas de produccién avicola ha generado el
surgimiento de condiciones caracterizadas por la interaccion entre patdogenos
primarios, secundarios y el estrés ambiental. Es por ello que es de suma

importancia el realizar un diagnéstico correcto al abordar un problema en la granja.

En la actualidad bacteria Ornithobacterium rhinotracheale se considera como un
patbgeno emergente en la avicultura Mexicana, es por ello que la importancia del
presente trabajo radica en aportar informacién necesaria sobre la patogenicidad

de la misma.

En el presente estudio se evalud la relacién que existe entre la patogenia y la
actividad hemoaglutinante de las cepas A, C y G de Ornithobacterium
rhinotracheale al inocularse por instilacion nasal en aves ALPES de 4 semanas de
edad donde se evaluaron los signos clinicos asi como las lesiones producidas por
éstas cepas, durante 7 dias de evaluacion diaria no presentaron signos clinicos
asi como tampoco presentaron lesiones macroscopicas, los aislamientos que se
obtuvieron fueron de traquea y sacos aéreos a los 5 dias posinfecciéon de las 3
cepas. Los estudios microscoépicos revelaron lesiones de leves a moderadas

principalmente en pulmén a partir de las 24 horas posinfeccion con la cepa C.

Se concluyé que Ornithobacterium rhinotracheale es por si mismo un agente de
baja patogenicidad y que requiere de la sinergia de otros agentes, principalmente

virus respiratorios para producir una infeccion causante de lesiones.

Palabras Clave:
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Abstract

The intensification of poultry production systems has led to the emergence of
conditions characterized by the interaction between pathogenic primary, secondary
and environmental stress. That is why it is of utmost importance to make a correct
diagnosis when dealing with a problem on the farm.

Today Ornithobacterium rhinotracheale bacteria is considered an emerging
pathogen in Mexican poultry, which is why the importance of this work is to provide
information on the pathogenicity of the same.

In the present study evaluated the relationship between the pathogenesis and
hemagaglutinating activity of strains A, C and G Ornithobacterium rhinotracheale
when inoculated by nasal instillation in birds ALPES 4 weeks of age were
evaluated and the clinical signs lesions produced by these strains for 7 days daily
assessment showed no clinical signs nor macroscopic lesions, the isolates
obtained were of the trachea and air sacs at 5 days postinfection of the 3 strains.
Microscopic studies revealed mild to moderate injuries mainly in the lung after 24
hours postinfection with strain C.

It was concluded that Ornithobacterium rhinotracheale is itself an agent of low
pathogenicity, which requires the synergy of other agents, mainly to produce a
respiratory virus infection causing injury.

Keywords:
Ornithobacterium rhinotracheale; birds; pathogenesis.
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Introduccion

Las enfermedades respiratorias siguen siendo el mayor problema de salud y
econdmico en la industria avicola ya que acarrean pérdidas a los avicultores por
las mermas en la produccion y el costo de los tratamientos.

Por ello es de gran importancia realizar un diagnostico correcto de las afecciones

respiratorias. (Ryll et al 1996)

Debido a que los microorganismos que causan enfermedades respiratorias
originan diversas presentaciones su identificacion como agentes etiologicos es
dificil en las circunstancias atipicas, sin embargo, la mayoria de las infecciones
respiratorias tienen una causa viral primaria y pocas son desencadenadas

exclusivamente por bacterias. (van Veen et al, 2000)

La intensificacion de los sistemas de produccion avicola ha generado el
surgimiento de condiciones caracterizadas por la interaccion entre patégenos

primarios, secundarios y el estrés ambiental.

La infeccion por Ornithobacterium rhinotracheale causa una enfermedad
respiratoria de las aves que ocasiona, mortalidad y retraso en el crecimiento. La
severidad de los signos clinicos y la mortalidad son variables ya que estan

influenciadas por factores medio ambientales y de manejo. (Chin et al.2008)



Antecedentes

O. rhinotracheale fue descrito originalmente como Pasteurella multocida, gram
negativa y pleomorfica. Pertenece al: orden Eubacteria, Phylum Flexibacter-
Cytophaga-Bacterioides;  subdivision |;  grupo, Cytophaga; subgrupo,
Chryseobacterium; género, Ornithobacterium; especie, rhinotracheale, que es un
patogeno primario en los pollos de engorda, ( van Veen et al, 2000; van Empel et
al, 1996).

El nombre, Ornithobacterium rhinotracheale, fue propuesto por van Dame et al en
1994 derivado de la raiz Ornis que significa ave, bakterion, que significa bacilo y
rhinotracheale por el origen anatdmico de su aislamiento. Es frecuente que la
bacteria se presente en las parvadas durante muchos afios y por lo tanto puede
confundirse con un germen oportunista.

O. rhinotracheale ha sido aislada en Estados Unidos, Francia, Alemania, Reino
Unido, entre otros paises y recientemente se encontré en México en pollos de

engorda y gallinas de postura (Chin et al 2000; Tamayo et al, 1997).

O. rhinotracheale es una bacteria inmovil, pleomorfica y no esporula. Mide entre
0.2-0.9 ym de ancho x 0.6-0.5 ym de largo, pero en medios soélidos pueden
observarse organismos de hasta 15 um (Soriano et al, 2000; Chin et al, 2008)

Las colonias de O. rhinotracheale son muy pequefias, no hemoliticas, circulares,
grises o blanco- grisaceas, algunas veces con un halo rojizo, y superficie convexa,
los primeros crecimientos presentan gran variedad de tamafio, pero en

aislamientos posteriores el tamafio es mas uniforme. (van Empel et al, 1996,1999)

O. rhinotracheale crece en medios aerobios, microarobios y anaerobios. La
temperatura Optima de crecimiento es a 37°C, sin embargo puede crecer en un
rango de 30-42°C. Se cultiva con éxito en agar-sangre con 5-10% de sangre de

oveja, en infusion cerebro corazon.



Los medios liquidos como infusion cerebro corazén, caldo Pasteurella o Todd
Hewitt también favorecen su crecimiento. (Chin et al.2008; van Empel et al. 1997,
Canal et al. 2005)

Utilizando las técnicas de precipitacion en gel de agar y las pruebas de ELISA se
ha demostrado la existencia de 18 serotipos (A-R) siendo el serotipo A, el de
mayor prevalencia con 97% de los aislamientos realizados en pollos y pavos.
Asimismo se encontrd una relacion entre los serovares y el origen geogréfico de
las cepas, predominando el serovar A. En el caso del serovar C se aislo solo de
pollos y pavos de Sudéafrica y Estados Unidos. No se ha reportado la especificidad
gue pueda tener el serovar con el huésped (Chin, et al.2008; van Empel et al
1999; Soriano et al.2000).

O. rhinotracheale se ha aislado de numerosas especies aviares incluyendo pollos,
gansos, avestruces, gaviotas, palomas, codornices y pavos. En las aves
comerciales todas las edades son susceptibles, aunque es mas frecuente a partir
de la cuarta semana de edad (Chin, et al.2000; van Empel et al. 1999; Alongkorn
1997). En el pollo de engorda los brotes por O. rhinotracheale aparecen en aves
de 4 a 6 semanas de edad. (van Empel et al. 1999), y en pavos los brotes afectan
aves entre las 23 y las 42 semanas de edad. (Soriano et al.2000). En los
reproductores afecta antes del pic de produccién o antes de incorporarlos a la

produccién.

Estudios realizados por Soriano et al. 2002 demostraron la capacidad de

adherencia in vitro de O. rhinotracheale a células epiteliales traqueales del pollo.

En cuanto a la capacidad hemoaglutinante que posee O. rhinotracheale se ha
demostrado que existe diferencia entre los serovares (Vega V. et al 2008), lo cual
indica que la hemaglutinina puede ser una caracteristica importante en cuanto a

su antigenicidad.



La transmision de O. rhinotracheale (ORT) es horizontal, por contacto directo a
través de aerosol o por el agua de bebida y debido a que ORT puede resistir a
bajas temperaturas se asocia que la mayoria de los casos se presentan en

invierno.

En cuanto a los signos clinicos de la inoculacién experimental, a las 24 horas se
presenta depresion, tos, disminucion del apetito, a las 48 horas se presenta
secrecion nasal sanguinolenta, 5 dias post infeccidon la tos disminuye y las aves
estan menos deprimidas. (Chin, et al 2003). En los reproductores se observa
disminucién en el consumo de alimento y leves signos respiratorios, disminucién
en la produccion de huevo, en el tamafio del huevo y fragilidad del cascarén. (Chin
et al, 2008), (Murthy et al, 2008)

Las lesiones se limitan principalmente a los senos infraorbitarios, trdquea, sacos
aéreos y pulmones. En pollos se observa neumonia, los sacos aéreos presentan
un exudado espumoso blanco denso y puede ocurrir peritonitis fibrinosa

En pavos hay consolidacion de los pulmones que puede ser unilateral o bilateral,
La presencia de exudado fibrinoso en pleura, pericarditis y peritonitis fibrinosa
(Chin et al, 2008; Murthy et al, 2008)

En cuanto a las lesiones microscopicas descritas en pollos, se observa en traguea
hiperplasia epitelial difusa, congestion y pérdida de cilios, bronconeumonia con
presencia de exudado fibrino- heterofilico severo entre los capilares aéreos, atrio y

lumen de los parabronquios. (Soriano et al, 2000)



Justificacion
El presente estudio aportara informacion para la caracterizacion de los signos
clinicos y lesiones macroscopicas y microscopicas en relacion con la actividad de

hemoaglutinacion de las cepas empleadas en la inoculacion experimental.

Hipotesis

Las cepas A, C y G de O. rhinotracheale son capaces de producir diferentes
lesiones patologicas al inocularse de manera experimental en aves libres de
patdgenos especificos derivadas de la diversidad en la actividad hemoaglutinante

que debe conferirles grados de virulencia especificos.

Objetivo general
Realizar un estudio comparativo de la signologia y las lesiones macroscépicas y
microscoépicas en aves libres de patdgenos especificos (ALPES) inoculadas con

las cepas A, C y G de la bacteria Ornithobacterium rhinotracheale.

Objetivos particulares
Caracterizar los signos clinicos que presenten las aves ALPES inoculadas con las

cepas A, Cy G de O. rhinotracheale.

Caracterizar las lesiones macroscoépicas y microscopicas que presenten las aves

ALPES inoculadas con las cepas A, C y G de O. rhinotracheale.



Material y Métodos

Animales de experimentacion y alojamiento: Se utilizaron 60 Aves Libres de
Patdégenos Especificos (ALPES) de 4 semanas de edad que se alojaron en las
unidades de aislamiento del Departamento de Produccién Animal: Aves de la
FMVZ de la UNAM. Durante su estancia recibieron alimento sin antibioticos de
acuerdo con la etapa de crecimiento y agua libre acceso, se mantuvieron en
corrales con 8 aves / m2 y como material de cama se utilizo viruta de madera,
recibieron 12 horas diarias de luz, y se acondicioné la unidad con la temperatura
requerida para su edad. Los animales fueron asignados aleatoriamente en 3
grupos integrados por 12 aves cada uno; cepa A, cepa Cy cepa G y un grupo con

las aves testigo.

In6culo.

Se utilizaron las cepas A (B 3263/91), C (ORV K91-201) y G (0-95029 no. 16279)
de O. rhinotracheale que fueron facilitadas por el Dr. Edgardo Soriano Vargas del
Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados en Salud Animal (C.I.LE.A.S.A.)
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma

del Estado de México.

Disefio experimental

Las aves se inocularon via instilacion nasal con 1ml del inoculo que contenia
108 UFC de cada cepa de referencia de Ornithobacterium rhinotracheale; el grupo
testigo se inoculdé con 1 ml de solucion salina fisioldgica. Dos aves de cada grupo
se sacrificaron mediante una sobredosis con pentobarbital sodico ®, cada 24

horas durante 7 dias y se les realizo necropsia completa.

Muestras para Histopatologia

Se tomaron muestras de senos infraorbitarios, traquea, pulmoén, corazon, sacos
aereos, bazo, bolsa de Fabricio, timo, higado, rinidon y médula ésea. Los érganos
se fijaron con formol al 10% vy con un pH de 7.4 se deshidrataron en series de

alcohol en histoquinete automatico, se incluyeron en parafina, se realizaron cortes



de 5 micras de grosor que se montaron en laminillas para tefiirse con hematoxilina
y eosina. Los cortes se observaron en un microscopio éptico y se fotografiaron los

cambios mas relevantes.

Muestras para aislamiento bacteriol6égico

Se tomaron muestras de los mismos 6rganos que para el estudio histoldgico, las
muestras fueron sembradas en agar sangre adicionado con sangre de oveja al 10
%, se incubaron a 37°C, con 5 % de CO2. Se reviso el crecimiento a las 24 y 48

horas.



RESULTADOS

Signos Clinicos y Lesiones Macroscoépicas
No se observaron signos clinicos ni lesiones macroscopicas a la necropsia en

ningun grupo de aves estudiado durante todo el experimento.

Aislamiento Bacterioldgico

Los aislamientos de las cepas A, C y G se obtuvieron a partir del dia 5 pi de
trAquea, seno infraorbitario y saco aéreo de todas las aves evaluadas. Al dia 6 pi
se obtuvo solamente de traquea y seno infraorbitario de todas las aves de los

grupos de las cepas Ay G.

Histopatologia

Las lesiones histolégicas fueron detectadas en los pulmones de las aves
inoculadas con las tres cepas de referencia estudiadas y consistieron en una
neumonia intersticial que va de ligera a moderada. No se observaron lesiones en
los demas Organos estudiados. Las aves testigo no presentaron ningun tipo de

lesion como se puede apreciar en la figura 1.

Cepa A, Los hallazgos en pulmén consistieron en una neumonia intersticial
linfocitaria multifocal en grado moderado (figura 2, 3 y 4), a partir de las 96 hpi y

hasta el dia 5 pi. Al dia 6 pi se observé una disminucién de la inflamacion.

Cepa C, los hallazgos en pulmén consistieron en una hiperplasia del tejido linfoide
asociado a bronquios (BALT), asi como una neumonia intersticial linfocitaria en
grado moderado multifocal, a partir de las 72 hpi hasta el 7 dia pi (figura 5,6 y 7).

Ademas se observo proliferacion de tejido conjuntivo.

Cepa G, Los hallazgos en pulmdn consistieron en una neumonia intersticial
linfocitaria en grado leve a partir de las 96 hpi y hasta el dia 6 pi., (Figura 8). Al dia

7 pi se observo una disminucion de la inflamacion.



Conclusiéon

En la infeccion experimental con aislamientos de campo de Ornithobacterium
rhinotracheale al emplearse diversas vias de inoculacion (intravenosa, intra sacos
aéreos e intratraqueal), se ha reportado una variedad de signos clinicos que
incluyen letargo, disminucion del apetito, reduccién en la ganancia de peso,
descarga nasal, dificultad para respirar, estornudo, secrecion ocular y edema facial
(Moursi et al 2008; Ryll et al 1996). En el presente trabajo al inocular por instilacion
nasal no se encontraron signos clinicos, lo que coincide con lo reportado en otros
trabajos previos (Marien et al 2005; Van Empel et al 1996; Back et al 1998) que
indican que el signo mas importante es la disminucién en la ganancia de peso. La
ausencia de signos clinicos en las aves del presente trabajo sugiere baja

virulencia de las cepas utilizadas.

Se ha observado que la severidad entre de los signos clinicos, duracién de la
enfermedad y la mortalidad es variable y dependen de la influencia de factores
medio ambientales como lo son inadecuada ventilacion, altos niveles de
amoniaco, alta densidad, pobre higiene y la combinacién con una enfermedad
secundaria (Chin et al 2008). Las aves estudiadas no fueron sometidas a factores

estresantes.

Ornithobacterium rhinotracheale se aisla de traquea y pulmon en aves enfermas e
infectadas de manera experimental, en éste trabajo se aislé en cultivo puro de
organos como traquea, seno infraorbitario y sacos aéreos lo cual concuerda con
Hinz et al. (1994).

Si bien es sabido que Ornithobacterium rhinotracheale es capaz de producir
lesiones como neumonia uni o bilateral, aerosaculitis, exudado traqueal,
pericarditis fibrinosa y traqueitis (Moursi et al 2008; Canal et al 2005; Van Empel
and Hafez 1999), en el presente trabajo no se encontraron lesiones

macroscopicas lo que coincide con trabajos realizados previamente (Back et al



1998; Van Empel et al 1996), Sin embargo, se ha demostrado que cuando
Ornithobacterium rhinotracheale se asocia con otros patdgenos respiratorios se
exacerban los signos clinicos y las lesiones macroscopicas (ElI-Sukhon et al 2002 ,
Cerdéa et al , Murthy et al. 2008), ademas la inoculacion previa con virus aviares
como el de Bronquitis Infecciosa, Newcastle y Pneumovirus, conduce a mayor
patogenicidad de Ornithobacterium rhinotracheale (Tamayo et al 1997, van Veen
et al 2000), lo que sugiere que Ornithobacterium rhinotracheale no es importante

como agente patdégeno primario.

En cuanto a las lesiones histolégicas que se presentan en la infeccion con
Ornithobacterium rhinotracheale se describe inflamacion, degeneracion vy
desprendimiento del epitelio de las vias respiratorias (Szalay et al 2002, Abdeen et
al 2006).En el presente estudio, las lesiones histologicas se limitan al pulmoén que
muestra una neumonia intersticial que va de ligera a moderada, mostrando
diferencia entre las cepas, en la cepa A el infiltrado fue en grado moderado e inicio
a partir de las 96hpi, en la cepa C fue en grado moderado e inici6 a partir de las 72

hpi y en la cepa G el infiltrado fue en grado leve a partir de las 96hpi

No se observa una correlacion relacion entre la actividad hemoaglutinante de las
cepas experimentales y su patogenicidad, ya que en ningun caso hubo
manifestaciones clinicas, lesiones macroscopicas y las lesiones microscopicas se

limitaron, en todos los casos, solamente al pulmon.

Se concluyé que Ornithobacterium rhinotracheale es por si mismo un agente de
baja patogenicidad y que requiere de la sinergia de factores medio ambientales asi
como de agentes patdogenos, principalmente virus respiratorios para producir una

infeccién causante de lesiones.
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Figura 1. Pulmén normal de ave testigo. Tincion HE. Barra = 0.2mm

Figura 2. Cepa A aves ALPES. Pulmén con infiltrado linfocitario intersticial a las
96 hpi. Tincion HE. Barra = 1mm
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Figura 3. Cepa A aves ALPES. Pulmdn con infiltrado linfocitario intersticial (flecha) 96
hpi. Tincion HE. Barra = 1mm

Figura 4. Cepa A aves ALPES. Pulmdn con Infiltrado inflamatorio compuesto
principalmente por linfocitos. Tincion HE. Barra = 0.2mm
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Figura 5. Cepa C aves ALPES. Pulmon con hiperplasia del tejido linfoide asociado a
bronquios (BALT) (flecha amarrilla) e infiltrado linfocitario intersticial a partir
de las 72hpi.Tincion HE. Barra = 1mm

Figura 6. Cepa C aves ALPES. Pulmén con infiltrado linfocitario intersticial y
proliferacion de tejido conectivo (flecha amarilla).72hpi.Tincion HE. Barra =1mm
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Figura 7. Cepa C aves ALPES. Pulmén con infiltrado linfocitario inflamatorio compuesto
por linfocitos. 72hpi.Tincion HE. Barra = 0.2mm

Figura 8. Cepa G aves ALPES. Pulmdn con infiltrado linfocitario intersticial en grado
ligero a las 96hpi (flecha negra). Tincion HE. Barra = 1mm. a) Tejido SCPA,
b) Infiltrado linfocitario, ¢) Luz del parabronquio
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