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Summary

Lung and tracheal samples from 40-day-old and 46-day-old broiler flocks with severe respiratory
clinical signs, facial edema and mortality were subjected to bacteriological, histopathological and
molecular studies. At field necropsy, both cases showed lesions compatible with pneumonia.
Small, greyish colonies similar to Ornithobacterium rhinotracheale with an intense B-hemolytic
activity were isolated in both cases. These isolates were identified as Ornithobacterium
rhinotracheale by polymerase chain reaction (PCR). Histopathology of lungs revealed fibrino-
heterophilic pneumonia. The isolation and identification of O. rhinotracheale strains with -
hemolytic activity associated with pneumonia in broiler chickens is reported for the first time in
Latin America.
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Resumen

Muestras de pulmones y traqueas pertenecientes a dos explotaciones de pollos parrilleros de 40 y
46 dias de vida, en donde se habia observado signologia respiratoria severa, edema facial y
mortandad, fueron analizadas mediante estudios bacteriolégicos, histopatolégicos y moleculares.
En ambos casos, la necropsia de campo revelé lesiones compatibles con neumonia. La
bacteriologia arrojé el crecimiento de colonias grisaceas y pequefias similares a Ornithobacterium
rhinotracheale con una extensa actividad B-hemolitica observada en ambos aislamientos de
campo. Ornithobacterium rhinotracheale fue identificado mediante la técnica en reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Los hallazgos histopatolégicos de los pulmones revelaron
neumonia fibrinoheterofilica. El aislamiento e identificacion de cepas [-hemoliticas de O.
rhinotracheale es reportado por primera vez en América Latina junto con su asociacion a
neumonia en pollos parrilleros.

Palabras Clave: Ornithobacterium rhinotracheale, 3-hemdlisis, Pollos parrilleros, Neumonia.

Introduccion

Ornithobacterium rhinotracheale es un bacilo GRAM (-), pleomorfico, inmovil, no esporulado con
propiedades bioquimicas inconsistentes y considerado como un microorganismo no hemolitico
(Chin & Charlton, 2008; Chin et al., 2008). Sin embargo, recientemente fue comprobada su
actividad B-hemolitica en aislamientos de campo en Norte América (Tabatabai et al., 2010;
Walters et al., 2009). Su crecimiento es 6ptimo en agar sangre 5-10 % con el adicionado de
gentamicina y polimixina. Sus colonias se caracterizan por ser puntiformes y grisaceas (van Empel
& Hafez, 1999). El aislamiento e identificacion de O. rhinotracheale y/o la deteccion de anticuerpos
son técnicas capaces de establecer el diagnostico definitivo de la ornitobacteriosis (Chin et al.,
2008). Asi también, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) puede ser utilizada con
propésitos de identificacion bacteriana (van Empel & Hafez, 1999) y/o con fines diagndsticos
(Hafez, 2002). La infeccion causada por O. rhinotracheale se caracteriza por ocasionar en pollos
parrilleros de tres a seis semanas de edad, cuadros clinicos compuestos por depresion, reduccion
del consumo alimenticio, reduccion de la ganancia diaria de peso, descarga nasal, estornudos,
edema facial, muerte subita y mortandades que varian entre el 2 % y el 10 % (Chin et al., 2008).
Ornithobacterium rhinotracheale también se encuentra asociado a incrementos del 5% al 10% en
las tasas de decomiso, pudiendo llegar hasta un 90% durante los meses invernales (Chin et al.,
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2008; Sakai et al., 2000; van Veen et al., 2000a). La enfermedad respiratoria causada por O.
rhinotracheale ocasiona neumonia y aerosaculitis (Chin et al., 2008). Las infecciones producidas
por O. rhinotracheale, Pasteurella multocida, Escherichia coli y Staphyloccocus sp son las
principales causantes de afecciones pulmonares de origen bacteriano en aves de corral (Fletcher
et al., 2008). Las lesiones originadas por O. rhinotracheale y P. multocida se caracterizan por
presentar areas extensas de necrosis con edema y acumulacion de fibrina y heterdfilos en el tejido
intersticial y en los pasajes aéreos. Fletcher (2010) describe a los cuadros neuménicos causados
por O. rhinotracheale como neumonias difusas, fibrinosas y heterofilicas.

El presente trabajo tiene como objetivo la descripcion de los hallazgos microbiologicos,
histopatoldgicos y moleculares encontrados en dos parvadas de pollos parrilleros afectadas por O.
rhinotracheale B-hemolitico.

Materiales & Métodos

En septiembre del 2010 fueron remitidos al Laboratorio de Diagndstico de Enfermedades de las
Aves y los Piliferos (Catedra de Patologia de Aves y Piliferos, Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional de La Plata, Buenos Aires, Argentina), pulmones y traqueas refrigeradas.
Las muestras provinieron de dos explotaciones comerciales de pollos parrilleros, de 40 y 46 dias
de edad, localizadas en la provincia de Buenos Aires, Argentina. En ambas granjas se pudo
observar un cuadro clinico respiratorio severo, edema facial y una mortandad que alcanzé el 10%,
en el segundo de los casos.

Muestras de esos o6rganos fueron fijadas en formol neutro al 10 %, embebidas en parafina,
seccionadas a un espesor de 4 ym aproximadamente y tefidas con hematoxilina y eosina para su
estudio histopatolégico. Por su parte, el estudio bacteriolégico consisti6 en la siembra de
hisopados traqueales y homogenizaciones del tejido pulmonar en agar sangre 10 % con 5 ug/ml
de gentamicina cuya incubacién se prolongé durante 48 horas a 37°C en condiciones
microaerofilicas. Las placas que mostraron colonias bacterianas similares a O. rhinotracheale,
fueron dejadas otras 48 hs a temperatura ambiente, segun recomendaciones descriptas por
Tabatabai y col. (2010). La identificacién posterior fue realizada mediante la tincion de GRAM, las
pruebas bioquimicas de oxidasa y catalasa y a través de PCR en tiempo real usando SYBR Green
(IQ™ SYBR® Green Supermix, BIO -RAD). La extracciéon de ADN (acido desoxirribonucleico) de
los aislamientos obtenidos fue lograda mediante el uso del kit comercial DNeasy Blood and Tissue
Kit® (QIAGEN), siguiendo las recomendaciones del fabricante. En la prueba de PCR se utilizaron
los primers OR16S—F1 (5" GAGAATTAATTTACGGATTAAG 3) y OR16S- R1

(5" TTCGCTTGGTCTCCGAAGAT 3°) (Hafez, 2002), junto a un ciclado que detalladamente se
encuentra descripto en la Tabla 1. Finalmente, los productos de PCR obtenidos de ambos casos
junto a los de un control positivo no hemolitico (AWC 9379), un control negativo y a los de
aislamientos no hemoliticos de O. rhinotracheale logrados en nuestro laboratorio, fueron
sembrados en un gel de agarosa al 1,5% y sometidos a una corrida electroforética para su
posterior tincion con bromuro de etidio y visualizacion con luz ultravioleta.

Tabla 1. Ciclado de PCR para la deteccién de O. rhinotracheale

Ciclo1 Paso 1 5 94°C

Ciclo 2 Paso 1 30~ 94°C

(45x) Paso 2 1’ 52°C

Paso 3 130" 72°C

Ciclo 3 Paso 1 7 72°C

Ciclo 4 Paso 1 307 82°C
(66x) El cambio de temperatura fue 0,2°C y la temperatura final fue 95°C.

Resultados & Discusion

En ambos casos, O. rhinotracheale fue aislado a partir de traqueas y pulmones. Fue observado
como bacilos GRAM (-), catalasa (-), oxidasa (+) e identificado por medio de la técnica de PCR. La
bacteriologia destacé la presencia de una p-hemodlisis extensa circundando a las colonias de O.
rhinotracheale de ambos aislamientos dentro de las 48 hs posteriores a la incubacién, en
concordancia con lo descripto por Tabatabai et al. (2010). Los productos de PCR de los
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aislamientos B-hemoliticos de O. rhinotracheale mostraron un peso molecular de 784 pb (pares de
bases), similar al del control positivo no hemolitico y a los de los aislamientos de campo no
hemoliticos de O. rhinotracheale obtenidos por nuestro Laboratorio durante los afios 2009 y 2010.
Las lesiones histopatolégicas halladas en los pulmones de ambos casos estuvieron constituidas
por areas con acumulacién de edema, fibrina y heterdfilos en los pasajes aéreos y en tejido
intersticial junto con la presencia de escasas areas de necrosis distribuidas en el parénquima
pulmonar. No fueron encontradas lesiones microscoépicas en las traqueas estudiadas.

Estudios experimentales pudieron comprobar la capacidad primaria de O. rhinotracheale para
producir enfermedad en aves de corral (van Veen et al., 2000b), a pesar de la influencia de
diversos factores inmunodepresores capaces de incrementar su capacidad patégena (Hoerr,
2010). Numerosos autores consideran que O. rhinotracheale deberia ser incluido dentro de los
agentes infecciosos causantes de neumonias en pollos parrilleros con cuadros respiratorios, esto
debido en parte a su funcién patégena primaria o bien a su asociacion con otras causas primarias
de enfermedad. En Latinoamérica, el aislamiento de O. rhinotracheale fue logrado en México
(Soriano et al., 2002), Peri (Hung & Alvarado, 2001), Brasil (Canal et al., 2005) y Argentina
(Uriarte et al., 2009), aunque sin la descripcién de actividad hemolitica.

Conclusiones

El presente trabajo describe por primera vez en América Latina el aislamiento de cepas [3-
hemoliticas de O. rhinotracheale en asociacion con la presencia de neumonia en pollos parrilleros.
A pesar que las cepas no hemoliticas y hemoliticas de O. rhinotracheale analizadas en este
trabajo no mostraron diferencias al comparar los pesos moleculares de sus productos de PCR,
futuros estudios de campo, laboratorio y experimentales son considerados necesarios para poder
determinar si la capacidad hemolitica mostrada por estos y futuros aislamientos -hemoliticos de
O. rhinotracheale se encuentra vinculada a una posible virulencia bacteriana incrementada.
Ademas, se debe conocer la relacién entre las lesiones encontradas en pulmones, traquea y
sacos aéreos Y los aislamientos hemoliticos y no hemoliticos de O. rhinotracheale obtenidos de
dichos organos.
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