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RESUMEN

Oscar Alejandro Patron Lopez

La avicultura es uno de los principales sectores productores de importancia en el
ramo agropecuario, debido a la alta demanda de los productos derivados de las
aves como lo es el huevo o la carne de estos, sin embargo, dicha actividad se afecta
por las enfermedades respiratorias, ocasionadas por patdogenos bacterianos que
presentan resistencia a los antibiéticos. El objetivo del presente trabajo fue
determinar la presencia de organismo patdgenos presentes en aves de corral, asi
como su susceptibilidad hacia los antimicrobianos y la actividad inhibitoria del
extracto de ajo. Para ello, se obtuvieron muestras de pulmoén y tradquea de aves de
corral con infeccion respiratoria, la deteccidbn bacteriana se realiz6 con el
aislamiento, identificaciéon colonial, microscopica y pruebas bioquimicas, se
determiné la prueba de sensibilidad antimicrobiana con antibiéticos y extracto de
Ajo al 100%. Se obtuvieron 3 aislados correspondientes a dos tipos de colonias
bacterianas hemoliticas con morfologia de cocobacilos Gram negativos
(Gallibacterium anatis y Riemerella anatipestifer). G. anatis, presentd una alta
sensibilidad a aminoglucésidos y baja resistencia a beta lactdmicos y quinolonas,
R. anatipestifer mostré resistencia a todos los antibiéticos excepto a quinolonas que
mostraron 100% de sensibilidad. El extracto de ajo al 100% present6 sensibilidad
en las bacterias con significancia estadistica (P< 0.05%). Las bacterias aisladas
mostraron resistencia y multirresistencia a antibiéticos y sensibilidad al ajo, lo que
sugiere la implicacion para el sector avicola y la salud publica.

Palabras clave: resistencia, susceptibilidad, antibiotico, ajo, bacterias, aves.
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ABSTRACT

Oscar Alejandro Patron Lopez
Poultry farming is one of the main important producing sectors in the agricultural
sector, due to the high demand for products derived from birds such as eggs or meat.
However, this activity is affected by respiratory diseases caused by bacterial
pathogens that are resistant to antibiotics. The aim of the present work was to
determine the presence of pathogenic organisms present in poultry, as well as their
susceptibility to antimicrobials and the inhibitory activity of garlic extract. For this
purpose, lung and trachea samples were obtained from poultry with respiratory
infection. Bacterial detection was performed with isolation, colonial identification,
microscopic and biochemical tests. Antimicrobial sensitivity test was determined with
antibiotics and 100% garlic extract. Three isolates were obtained corresponding to
two types of hemolytic bacterial colonies with Gram-negative coccobacilli
morphology (Gallibacterium anatis and Riemerella anatipestifer). G. anatis showed
high sensitivity to aminoglycosides and low resistance to beta lactams and
quinolones; R. anatipestifer showed resistance to all antibiotics except quinolones,
which showed 100% sensitivity. 100% garlic extract showed sensitivity in bacteria
with statistical significance (P< 0.05%). The isolated bacteria showed resistance and
multi-resistance to antibiotics and sensitivity to garlic, suggesting the implication for

the poultry sector and public health.

Palabras clave: resistance, susceptibility, antibiotic, garlic, bacteria, birds.



l. INTRODUCCION

La avicultura es una de las crianzas de mayor importancia en el ramo agropecuario,
la cual consiste de exportacion y reproduccion de aves de corral, sin embargo, dicha
actividad se mira afectada principalmente por enfermedades respiratorias, dado el
impacto socio econdmico que produce a la disminucién de produccion efectiva y el
aumento de costos de produccion, debido al incremento por el uso de
medicamentos para la prevencion o cura de dichas enfermedades (Espinosa et al.,
2011; Colas et al., 2011?; Colas et al., 2011°; Bagust, 2013; Ataei et al., 2017).

El principal método de control o prevencidon es el uso de los agentes
antimicrobianos, sin embargo, hoy en dia la resistencia a dichos agentes, es una
problematica sanitaria de mayor importancia, debido al uso indiscriminado que se
les ha propiciado (Vanegas-Munera & Jiménez-Quinceno, 2020), dicho problema es
uno de los mayores riesgos sanitarios que se puede enfrentar como sectores
productores (Davies & Davies, 2010; Nhung et al., 2017; ONU, 2019).

Lo verdaderamente alarmante en los sistemas de produccion intensiva es la
presencia de problemas respiratorios diagnosticados con etiologia simple o multiple
causada por diversos organismos patdégenos (virus, bacterias, hongos y agentes
inmunosupresores) (Glisson, 1998) y patégenos emergentes con multirresistencia
(Nworie et al., 2016).

El manejo adecuado de la parvada o el sistema de produccion adquieren un papel
primordial en la aparicion de infecciones respiratorias, pues siempre seran
superiores en parvadas donde no existe un manejo apropiado (Colas et al., 2011P).
La identificacion fenotipica bacteriana se basa en las caracteristicas morfolégicas,
de desarrollo, propiedades bioquimicas y metabdlicas, éstas sirven en la
diferenciacion de los géneros de las bacterias, puesto que su realizacion y coste los
hace mas asequibles, no obstante, en ocasiones se requiere de metodologias
complementarias para la identificacion de especies (Bou et al., 2011; EI-Adawy et
al., 2018).
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Debido a la alta incidencia de portadores de bacterias causantes de enfermedades
respiratorias en parvadas de gallinas ponedoras y reproductoras de pollos de
engorda es sustancial la identificacion de los agentes causales, ya que esto significa
una distribucion extensa de estos microorganismos entre las aves de corral, lo cual
ocasiona disminucion en la produccién de huevos y representa la primera causa de
muerte de gallinas ponedoras (Colas et al., 2011°; Nworie et al., 2016; Elbestawy et
al., 2018).

Un manejo inadecuado, influye en el inicio de la presencia de enfermedades del
tracto respiratorio, donde pueden coexistir bacterias como Mycoplasma spp.,
Escherichia coli, Pasteurella multocida, Ornithobacterium rhinotracheale, Bordetella
avium, Avibacterium paragallinarum, Staphylococcus spp, Streptococus spp,
Corynebacterium spp, entre otras (Espinosa et al., 2011; De la Cruz, 2016; Singh et
al., 2016; Nworie et al., 2016).

En cuanto a bacterias Gram negativas hemoliticas, se reportd resistencia a los
betalactamicos (penicilina y ampicilina), tetraciclina, tilosina, novobiocina,
sulfonamida, lincomicina, enrofloxacina, florfenicol, cefotaxima, clindamicina,
sulfatiazol, penicilina, norfloxacina y cefalotina en Gallibacterium anatis (antes
Mannheimia haemolytica) (Osuna et al., 2017; EI-Adawy et al., 2018; Elbestawy et
al., 2018; Nassik et al., 2019; Krishnegowda et al., 2020); asi mismo, se reportaron
gue las cepas de Riemerella anatipestifer son resistentes a aztreonam, cefepima,
oxacilina, penicilina G, ceftazidima, trimetoprima/sulfametoxazol, flumequina,
tetraciclina, eritromicina y estreptomicina (Vo et al., 2022). Bafios y Guillamén
(2014), describen que el tratamiento con aceites esenciales o extractos, benefician
la manera antimicrobiana, entre los mas utilizados se encuentran los del género

Allium.

Estudios previos han demostrado que la alicina (compuesto antibacteriano del ajo
fresco), inhibe significativamente una variedad de agentes infecciosos (Magrys et

al., 2021). Mekala et al. (2013) reporté que el ajo tiene un amplio espectro de


http://revistas.censa.edu.cu/index.php/RSA/article/view/247
https://www.researchgate.net/publication/329589615
http://dx.doi.org/10.3382/ps/pey007
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https://doi.org/10.1637/aviandiseases-D-19-00119
https://doi.org/10.1080/01652176.2020.1712495

actividad contra organismos Gram positivos y Gram negativos del sistema
respiratorio de aves de corral. El objetivo del presente estudio fue determinar la
susceptibilidad al ajo en bacterias Gram negativas hemoliticas resistentes a

antibiéticos aisladas de traguea y pulmones de aves de corral.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Enfermedades respiratorias en Aves

En México la produccion del sector avicola ha ido en desarrollo cada vez més, de
los principales productos que conforman este mercado se encuentra la venta de
carne de pollo y la produccion de huevo, en el afio 2023 México alcanzo una
produccion de 3.89 millones de toneladas, a lo cual datos de la FIRA (Fideicomisos
Instituidos en Relacion con la Agricultura), los sefiala como histéricos, dado al
impulso de estados como: Veracruz, Jalisco, Aguascalientes y Querétaro (FIRA,
2019; FIRA, 2024).

El sector avicola es uno de los mas importantes en el mundo y en la sociedad
mexicana, México ocupa los primeros lugares en la exportacién de huevo y presenta
un consumo per cépita de 22 kilos, posicionandose como el mayor consumidor a
nivel mundial. Sin embargo, la industria avicola se ve afectada por infecciones como
la coriza infecciosa cuyo agente etiolégico es Avibacterium paragallinarum o
gallibacteriosis causada por Gallibacterium anatis. Estas afectan principalmente a
gallinas de postura y pollos de engorde, causando disminucién del 10 al 40% en la
produccion de huevo, impactando directamente en la salud publica y generando

pérdidas econémicas relevantes (Matias et al., 2024).

Las enfermedades respiratorias plantean una amenaza importante para la salud
mundial debido a su alta prevalencia, una amplia gama de mortalidad y morbilidad,
la necesidad de tratamientos costosos y el impacto en el rendimiento de las aves.
Ademas, varias de estas infecciones tienen importancia zoonética, suponen un
riesgo para la salud publica y causan un dafio econdémico significativo (Yehia et al.,
2023). Estas infecciones respiratorias, generan una gran preocupacion para el
sector avicola debido a diferentes casos por su inadecuado manejo y la alta
mortalidad que estas proveen, es de alarmante atencion al momento de presentarse
dado que las mayorias de las veces no solo se encuentra con un solo patdogeno
infeccioso, lo cual se denomina coinfecciones (Roussan et al., 2008; Yehia et al.,
2023; Al-Natour et al., 2024).



En el sector avicola, las enfermedades infecciosas, principalmente las del sistema
respiratorio, representan uno de los mayores problemas de sanidad animal con

niveles de morbilidad y mortalidad entre10 y 50% (Mendoza et al., 2014).

Existen diversos patdgenos involucrados en la salud animal, sin embargo, entre los
de mayor prevalencia se encuentran algunos virus y bacterias, dentro de los virus
de importancia se encuentran: Coronavirus, Herpesvirus, Influenza tipo A y por parte
de los organismos bacterianos: Avibacterium paragallinarum, Ornithobacterium
rhinotracheale, Pasteurella multocida, Gallibacterium anatis (antes M. haemolytica),
Mycoplasma gallisepticum y Escherichia coli (De la Cruz-Veliz et al.,, 2018;
Mendoza, 2015).

Uno de los patégenos de mayor importancia es Gallibacterium anatis, a pesar de
ser relacionado como habitante intestinal, en la actualidad se encuentra en aumento
los reportes de aislados vinculados a la septicemia (infeccidbn en sangre) y la
mortalidad de bandadas de pollos y la infeccion de otros mamiferos (Krishnegowda
et al., 2020; Van Driessche et al., 2020). Actualmente, Reimerella anatipestifer
(antes Pasteurella anatipestifer), se ha detectado que infecta a todas las aves de
corral domésticas, incluidos patos, pavos, pollos, faisanes y aves acuaticas; causa
septicemia y poliserositis, o que provoca una disminucion en la ganancia de pesoy
un aumento en la frecuencia de carcasas degradadas, lo que provoca graves

pérdidas econémicas (Karwanska et al., 2023; Chaves, 2013; Yehia et al., 2023).

2.2Bacterias Gram negativas hemoliticas en aves de corral
El sector avicola requiere muchos insumos para mantener su productividad, entre
ellos los necesarios para controlar infecciones, algunas de ellas recurrentes por las
mismas practicas productivas o por la evolucion natural de los agentes infecciosos.
Algunas de las principales infecciones de las aves de granja son producidas por

bacterias de la familia Pasteurellaceae (Matias et al., 2024).



El rendimiento de las aves de corral estd muy influenciado por las infecciones
respiratorias. La composicion microbiana de las especies aviares proporciona
informacion que ayuda a comprender el microbioma respiratorio de las aves de
corral. También, se ha observado que las infecciones bacterianas relacionadas con
el tracto respiratorio pueden representar un porcentaje asombrosamente grande de
casos registrados en diferentes naciones en condiciones de campo, este porcentaje
es mayor en los paises en desarrollo, donde las precauciones de bioseguridad son
menos frecuentes, lo que resulta en pérdidas econdmicas significativas en el sector
avicola. Asi mismo, podria hacer mas dificil la vigilancia sindrémica, durante la
inspeccion de aves de corral infectada, se recomienda diagnosticar otros patégenos
gue pueden variar segun las coinfecciones o el historial de preinfeccion (Yehia et
al., 2023).

Todos los patégenos tienen su mecanismo de induccion de lesiones y
enfermedades, conocimiento valioso en la seleccion adecuada de muestras de
eleccion y métodos de diagndstico que puedan brindar informacién para su
identificacion en aves de corral (Chaves Hernandez, 2014).

Una de las caracteristicas mas importantes para identificar a las bacterias
hemoliticas como Gallibacterium anatis biovar haemolytica, es que producen
hemodlisis beta alrededor de la colonia bacteriana cuando se le cultiva sobre agar
sangre, esto es por la produccion de la toxina GtxA (toxina A de Gallibacterium) que
posee actividad hemolitica en gran variedad de hospederos y efecto leucotdxico en
los macréfagos de los pollos; la mayoria de los miembros de la familia
Pasteurellaceae expresan toxinas RTX que poseen actividad leucotéxica y
hemolitica. La toxina RTX de G. anatis, GtxA, posee dos dominios: C-terminal
(responsable de la funcién hemolitica) y N-terminal (necesaria para la actividad

hemolitica completa y la actividad leucotoxica (Ojeda, 2020).

Las bacterias Gram negativas generan enfermedades con desenlace fatal en

animales y humanos, ademas infecciones nosocomiales generados por bacilos



Gram negativos que son el reto mas importante para los expertos en salud con
respecto a la resistencia bacteriana (Oliviera y Weygaert, 2023). G. anatis a pesar
de ser una bacteria casi exclusivamente de las aves, se ha reportado el aislamiento

en un humano y en terneros (Ojeda, 2020).

2.3 Gallibacterium anatis
Gallibacterium anatis biovar haemolytica (G. anatis bv. haemolytica) es la especie
mas reportada en aves de corral. Es una bacteria Gram negativa, anaerobica
facultativa, con forma de baston que forma una amplia zona de B-hemdlisis
alrededor de la colonia en placas de agar sangre. Aunque G. anatis es parte de la
microbiota del tracto respiratorio superior y el tracto reproductivo inferior de aves

sanas, es un patégeno oportunista (Karwanska et al., 2023).

G. anatis es un organismo perteneciente a la familia Pasteurellaceae, con
anterioridad era considerado un patdégeno colateral, debido que es un habitante
comensal, sin embargo, en la actualidad se han reportado diversos estudios
haciendo referencia a la patogenicidad o problemética que este patdgeno
desenvuelve principalmente en el trato respiratorio, provocando una necrosis y
obstrucciones viales. Entre las caracteristicas infecciosas se presenta
principalmente como peritonitis y traqueitis, acompafiado de secrecion nasal e
hinchazén, diarrea y emaciacion (pérdida de peso) (Nassik et al., 2019; Abd el-
ghany et al.,2023; Bzdil et al., 2024). G. anatis en abundancia en la fase de
crecimiento temprano de las aves de corral puede resultar en un menor peso
corporal y dishiosis, y posteriormente afectar el rendimiento de los pollos de
engorde, aumentan las tasas de mortalidad y reduce la produccién de huevos,

causando asi graves pérdidas economicas en las industrias avicolas (Ojeda, 2020).

En presencia de diversos factores G. anatis, puede ser un patdogeno nhocivo,
provocando pérdidas econdmicas y principalmente reduciendo la eficiencia en la
produccion de la industria avicola. Entre las principales vias de propagacion del

patdgeno se encuentra el contacto directo entre aves infectadas y sanas, asi como



el contacto con huevos contaminados, los factores fundamentales que favorecen la
infeccion por G. anatis, es la edad, el estrés y principalmente el estado inmunolégico
(Kursa et al., 2023; Kursa et al., 2024).

A pesar de presentar problematica en las especies aviares, G. anatis puede también
infectar diversas especies de la fauna animal como lo son las ovejas, caballos,
cerdos (Driessche et al., 2020; Algammal et al., 2022). Dicho patdgeno tiene una
gran importancia zoonotica, debido que existen algunos reportes en los cuales han
hecho referencia de aislamientos de G. anatis provenientes de seres humanos, los
cuales se estiman se habian infectado a través del consumo de alimentos (Kursa et
al., 2023; Abd el-ghany et al., 2023; Wang et al., 2023).

2.4 Riemerella anatipestifer
R. anatipestifer, es una bacteria Gram negativa, inmavil, con forma de baston y no
esporulada, pertenece a la familia Flavobacteriaceae. Las colonias en agar sangre
tienen un didmetro de 1 a 2 mm, son grisaceas, convexas, con forma de gota de
rocio y lisas. Las bacterias no crecen en agar Mac-Conkey. Se han identificado
alrededor de 21 serotipos, aunque no se ha descrito proteccion cruzada entre estos
serotipos. R. anatipestifer esta descrito no inducen hemalisis en medios con sangre
a las 24 h, sin embargo, existe induccion de hemdlisis después de 48 h de

incubacion en condiciones microaerofilas (Nowaczek et al., 2023).

Infecta a todas las aves de corral domésticas, incluidos patos, pavos, pollos,
faisanes y aves acuaticas. La infeccion afecta a las aves jovenes, especialmente de
1 a 8 semanas de edad. Provoca altas tasas de mortalidad, septicemia y
poliserositis, o que provoca una disminucion en la ganancia de peso y un aumento
en la frecuencia de carcasas degradadas, lo que provoca graves pérdidas
econdémicas (Karwanska et al., 2023; Chaves, 2013; Yehia et al., 2023). Algunos
factores predisponentes favorecen la infecciébn y los brotes, como las malas

condiciones ambientales y las enfermedades concomitantes (Yehia et al., 2023).



En los ultimos afios se han publicado varios estudios sobre R. anatipestifer causante
de septicemia en aves y sus perfiles de susceptibilidad antimicrobiana, el uso
extensivo y el abuso, de antibiéticos ha llevado a un espectro de resistencia en

expansion entre los aislamientos de R. anatipestifer (Vo et al., 2022).

2.5 Resistencia antimicrobiana
El surgimiento de resistencia a los agentes antimicrobianos, es una de las
principales problematicas de mayor importancia de salud publica del mundo, debido
a que estos agentes son el principal método de control de los patdégenos objetivos,
derivado a este problema sanitario se ha complicado ain méas su control o0 manejo
(Shin et al., 2017, Morehead et al., 2018, Grover et al., 2020).

La resistencia a los antimicrobianos se ha extendido globalmente a la par del
consumo de estos medicamentos, cultivando asi un riesgo descomunal para la
salud mundial, lo cual aumenta la preocupacion de la organizacion mundial de la
salud (OMS, 2014; Hou et al., 2023).

Los organismos bacterianos poseen diversas formas de adaptacion a las
condiciones ambientales, como lo es la temperatura o niveles de pH, junto con el
aumento de su virulencia lo cual les provee la supervivencia a estos panoramas
estresantes, dicha respuesta influye en el desarrollo de la respuesta antagonista a

los antibidticos (Dawan y Ahn, 2022).

En todo el mundo, el aumento de la resistencia a los antimicrobianos hace que la
seleccién de una terapia antimicrobiana eficaz para los animales sea cada vez mas
dificil, lo que pone de relieve la importancia de controlar los perfiles de
susceptibilidad fenotipica y genotipica (Karwanska et al., 2023).

Numerosos investigares hacen alusion a buscar nuevas alternativas de control para
los patdgenos problemas, ya que, al continuar al mismo ritmo con el uso desmedido

e irracional de los antibidticos, se estiman pérdidas econdémicas por al menos 100
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billones de dolares y una tasa de muertes por 10 millones de habitantes (de Kraker
et al., 2016; Roope et al., 2019; Murray et al., 2022).

2.6 Biotecnologia vegetal
Tradicionalmente se han utilizado diversos productos quimicos para el control de
diversos patdgenos como bacterias u hongos, sin embargo, el uso de estos
productos sintéticos ha dado lugar a diversos efectos adversos para la salud
humana y animal, a lo cual surge la necesidad e importancia del empleo de nuevas

técnicas, para desistir de estas practicas clasicas de control (Achimén et al., 2021).

Actualmente, la busqueda de nuevas estrategias para reducir el impacto ecolégico
ha ido aumentando, por ello ha sido de maxima importancia el reducir el uso de
agentes quimicos en la produccion de alimentos tanto vegetal como animal, una de
las principales herramientas utilizadas de estas tecnologias es el uso de productos
antimicrobianos derivados de productos vegetales como lo es extracto de ajo o
cebolla (Tigrero, 2024; Rodriguez, 2024).

Los aceites esenciales o0 extractos, son conformados por mezclas naturales, dichas
tecnologias pueden ser utilizadas en como conservantes de alimentos,
aromatizantes o como agentes de control inhibitorio para patégenos (Bora et al.,
2020; Zheng et al., 2023).

Estos han posicionado como mecanismo de defensa para actividades microbianas,
entre las principales ventajas que estos productos promueven es minimizar o mitigar
el surgimiento de patégenos infecciosos para los seres vivos como es el caso de las
aves de corral. Asi mismo, Bafios y Guillamén (2014), mencionan en su
investigacion que el tratamiento con los aceites esenciales o extractos no solo
benefician de la manera antimicrobiana, si no también fungen como
incrementadores de parametros productivos. Entre los extractos mas utilizados se

encuentran los del género Allium, el cual se constituye por mas de 700 especies,
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entre dichas especies se encuentra el ajo y la cebolla, los cuales son los bulbos de

mayor consumo (Zhang et al., 2020).

2.7 Ajo (Allium sativum).
El ajo (Allium sativum) es un ingrediente principalmente considerado para la
condimentacion de diversos alimentos, el cual es un bulbo perteneciente de la
familia liliaceas, dicha especie ha sido utilizada con distintos fines a lo largo de los
afos entre la cual resalta el uso terapéutico o antimicrobiano que se le ha venido
dando en la actualidad. El fruto de ajo recibe el nombre de bulbo y cada segmento
se denomina diente, dicho bulbo contiene aproximadamente entre 10 y 15 dientes,
el ajo pose un gran valor nutritivo y rico en vitaminas como C y B, a nivel nacional
este producto es cultivado en al menos 21 entidades del pais (Ramirez-Concepcion
et al.,2016; Petropoulos et al., 2018).

Debido a su composicién biologica, el ajo se ha logrado posicionar como uno de los
mejores bactericidas de origen bioldgico, sumandole a ello el bajo impacto ecolégico
gue este genera dado que su residualidad es muy baja o nula (Gonzalez et al.,
2017).

La utilizacion del ajo para limitar o mitigar el crecimiento bacteriano, es por los
derivados por su composicién quimica, como lo son los aminoacidos, minerales y
vitaminas, de los cuales sobresale la alicina, la cual es un aminoacido azufrado que
confiere la produccion del olor caracteristico del ajo y sus propiedades

antimicrobianas (Ramirez-Concepcion et al., 2016; Alves et al., 2021).

La actividad antibacteriana del ajo se ha atribuido a mas de 100 compuestos
fitoterapéuticos de azufre presentes en concentraciones variables, ademas de 17
aminodacidos, enzimas, sales minerales (p. €j., germanio, selenio, fosfatos, calcio y
sales de hierro), vitaminas (p. €j., acido ascorbico, riboflavina, niacina, tiamina, acido

folico) y valiosos aceites esenciales (Mekala et al., 2013; Magrys et al., 2020).
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El ajo se considera desde hace tiempo la especie vegetal mas eficaz en el
tratamiento de las infecciones bacterianas, el extracto del bulbo del ajo,
especialmente su compuesto alicina (dialil-tiosulfinato), inhibe el crecimiento de
muchas especies de bacterias Gram positivas y Gram negativas. Por lo cual, el ajo
es una excelente alternativa a los antibiéticos que se utilizan actualmente. Ademas,
los investigadores estan intentando encontrar nuevos farmacos debido a la reciente
aparicion de cepas bacterianas con resistencia a los antibiéticos tradicionales y se
sugiere que una de las soluciones a este problema es el desarrollo de una
combinacion de extractos de ajo y antibidticos disponibles en el mercado con

sinergismo parcial o completo entre las sustancias (Magrys et al., 2020).

La alicina interfiere en la formacion de la bicapa fosfolipidica de la pared celular, la
sintesis de la membrana celular y también la sintesis de ARN en las bacterias. Por
lo tanto, las bacterias no pueden crecer en presencia de alicina y produce un efecto
bactericida (Mekala et al., 2013).

2.8 Antecedentes Directos
El uso inadecuado de antibiéticos ha dado lugar al alarmante fenémeno de la
resistencia a los antibidticos. Se ha descrito que las cepas de Riemerella
anatipestifer son resistentes a una amplia gama de antibidticos, entre ellos,
aztreonam, trimetoprima/sulfametoxazol, cefepima, oxacilina, penicilina G,
ceftazidima, flumequina, tetraciclina, eritromicina y estreptomicina (Vo et al., 2022).
R. anatipestifer presenta resistencia natural a varios antibiéticos, incluidos
aminoglucésidos, macrolidos, cefalosporinas, tetraciclinas, anfenicoles,
sulfonamidas y polimixinas; un estudio sobre la resistencia a los antibiéticos b-
lactdmicos revelaron que los aminoglucésidos y los macrélidos no son opciones
viables para tratar la infeccion por R. anatipestifer. Si bien los antibioticos
cloranfenicol y flufenicol demostraron efectos antibacterianos efectivos contra R.
anatipestifer, su uso clinico es limitado, particularmente durante el periodo de

puesta de huevos de las aves (Liu et al., 2024).
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En un estudio de resistencia a antibiéticos de G. anatis bv. haemolytica fueron
resistentes a penicilina, cefotaxima y ciprofloxacino. La mayoria de los aislados
fueron resistentes a quinolonas, seguido de sulfonamidas, asi como a clindamicina.
También registraron resistencia a macrolidos. Asi mismo, se observo resistencia a
oxitetraciclina. Todos los aislamientos fueron susceptibles a las cefalosporinas, asi

como meropenem, estreptomicina y colistina (Karwanska et al., 2023).

Mekala et al. (2013), evaluaron el efecto antibacteriano in vitro del ajo contra
patégenos avicolas como Bacillus spp, Clostridium spp, Staphylococccus spp, E.
coli, Klebsiella spp, Pseudomonas spp, Pasteurella spp y Salmonella spp, con el
extracto al 100% del ajo y enrofloxacina como control, donde detectaron que todas
las bacterias fueron sensibles al extracto de ajo y al antibi6tico, excepto E. coli fue

resistente a enrofloxacina.



14

. HIPOTESIS
Las bacterias Gram negativas hemoliticas aisladas del sistema respiratorio de aves
de corral presentaran resistencia antimicrobiana a diversos antibioticos y a su vez

seran susceptibles al extracto de ajo.
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IV.  OBJETIVOS
1. General
Determinar la susceptibilidad al ajo en bacterias Gram negativas hemoliticas

resistentes a antibioticos aisladas de trdquea y pulmones de aves de corral.

2. Especificos
1. Aislar e identificar morfolégicamente bacterias Gram negativas
hemoliticas a partir de muestras de 6rganos de pollo.
2. Determinar el perfil metabdlico a través de pruebas bioquimicas de las
bacterias aisladas.
3. ldentificar la resistencia antimicrobiana de los microorganismos bajo
estudio.

4. Detectar la sensibilidad antimicrobiana al extracto de ajo.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Muestreo
Se recolectaron 8 muestras de pulméon y 8 de traquea de pollas con 9 semanas de
edad, las cuales fueron provenientes de una granja con sistema de produccion
intensiva, posteriormente las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de
Bacteriologia y Micologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autonoma de Sinaloa.

5.2 Aislamiento Bacteriano
Con ayuda de un bisturi se realizé un corte en los 6rganos muestreados los cuales
presentaban necrosis, continuamente se tomd un pequefio trozo del tejido y se
inoculd, se estrié con un asa bacterioldgica en cultivo agar sangre, posteriormente
las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 h en condiciones
anaerodbicas/microaerofilas facultativas (incubadora para anaerobios marca Thermo

Scientific con una atmésfera al 5% de CO2) (Stanchi, 2007).

5.3 Identificacion Bacteriana Métodos fenotipicos
Para la identificacion bacteriana se observaron las colonias del cultivo utilizando de
referencia el tamafio, forma, color y textura de las colonias, junto con la presencia
de hemodlisis (lisis de globulos rojos).

5.4 Tincion de Gram
La identificacibn microscopica se realiz6 mediante la tincion de Gram, a lo cual se
observaron formas y agrupaciones del organismo aislado. Se coloc6 una gota de
agua estéril en un portaobjeto y se inoculdé una colonia bacteriana realizando un
frotis o extensidn fijandola con flama, continuamente se agrego violeta de genciana
por 1 min, al finalizar el tiempo se escurrio el sobrante y se afiadio yodo Gram
durante 1 min, posteriormente se lavo con alcohol-acetona (1:1), para concluir se
cubrié con safranina por 1 min, después se lavé con abundante agua destilada y se
dej6 secar al aire y se observo bajo microscopio. Para la realizacion de este ensayo
se utilizo un kit de tincion (HYCEL, México) (Kaiser, 2017).
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5.5 Identificacion Metabdlica (Pruebas Bioquimicas)
Para la identificacion metabdlica del organismo aislado se utilizaron distintas
pruebas bioquimicas. Las colonias del organismo fueron inoculadas en Agar hierro
triple azuacar (TSI, MCD-LAB, México, Apéndice 1): Se probd la capacidad de
fermentar carbohidratos como glucosa, sacarosa y lactosa, presencia de gases y
acido sulfhidrico. Agar lisina hierro (LIA, MCD-LAB, México, Apéndice 2): Se
evaluo la descarboxilacion de la lisina, fermentacion de glucosa con presencia de
gases y presencia 0 no de acido sulfhidrico. Sulfuro indol motilidad (SIM,
CONDALAB, Europa, Apéndice 3): Evaluar motilidad (movilidad), produccion de
sulfuro de hidrégeno y escindir o dividir el indol, se revel6 utilizando el reactivo de
Ehrlich. Gelatina nutritiva (CONDALAB, Europa, Apéndice 4): Capacidad de
hidrolizar o romper la gelatina. Urea (CONDALAB, Europa, Apéndice 5): Presencia
de la enzima ureasa la cual desdobla la urea mediante la alcalinizacion del medio,
Bilis Esculina (BRITANIALAB, Argentina, Apéndice 6): Determinar la presencia de
la enzima encargada de hidrolizar la esculina. Sorbitol (MCD-LAB, México,
Apéndice 7): Comprobar la presencia de la enzima de fermentadora de glucosa.
Catalasa: Es la facultad de un organismo de sintetizar catalasa, la cual hidroliza el
peroxido de hidrogeno. Oxidasa: reacciona oxidando el citocromo reduciéndolo a

hidrogeno o agua (Bou et al., 2011; Afroz et al., 2023).

5.6 Susceptibilidad antimicrobiana
La prueba para la resistencia a antibiéticos se realiz6 por triplicado mediante el
método de difusion en disco de Kirby-Bauer. Los microorganismos aislados se
crecieron en caldo soya tripticaseina (TSB, MCD-LAB, México Apéndice 8) y se leyo
en un espectrofotébmetro a una longitud de onda de 600 nm con una densidad 6ptica
de 0.08 a 0.1, con un patrén de 0.5 McFarland (1.5 x 108 UFC/mL). La cepa se
sembrdé en cajas de Petri con agar Mueller-Hinton (Apéndice 9), posteriormente se
dejé secar al menos 5 min para la absorcion del cultivo en el agar, después se colocé
el multidisco impregnado con los antibiéticos Gram negativo (PT-35Nmultibac 1.D.)
(Cuadro 1) y se incubaron 24 h a 37°C (Cepeda-Quintero et al., 2022). La lectura
de los halos de inhibicion se midi6 el diametro de cada uno de los antibidticos con



18

una regla en mm, se determind la susceptibilidad o resistencia con base en las
recomendaciones del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI,
2015; CLSI, 2017; CLSI, 2018; ID, 2020; CLSI, 2021).

Cuadro 1. Familia y concentraciones de antimicrobianos utilizados para
antibiograma.

Antibidtico Abreviatura Familia Concentracién
Cefalotina CF Cefalosporinas 30 ug
Cloranfenicol CL Anfenicoles 30 ug
Nitrofurantoina NF Nitrofuranos 300 ug
Ampicilina AM Penicilinas 10 ug
Amikacina AK Aminoglucésidos 30 ug
Trimetoprim/ SXT Sulfonamida 25 ug
Sulfametoxazol
Gentamicina GE Aminoglucésidos 10 ug
Netilmicina NET Aminoglucésidos 30 ug
Ciprofloxacino CPF Fluoroquinolonas 5ug
Carbenicilina CB Penicilinas 100 g
Norfloxacino NOF Fluoroquinolonas 100 pg
cefotaxima CTX Cefalosporina 10 ug
5.7 Efecto Inhibitorio del Ajo

Para identificacién de la actividad inhibitoria del extracto del ajo, se realizd por
triplicado mediante el método de difusion en disco. Los organismos aislados se
crecieron en caldo soya tripticaseina (TSA, MCD-LAB, México Apéndice 11) y se
ley6 en un espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm con una densidad
Optica de 0.08 a 0.1, con un patrén de 0.5 McFarland (1.5 x 108 UFC/ml). La cepa
se sembro en cajas de Petri con agar Mueller-Hinton, posteriormente se dej6 secar
al menos 5 min para la absorcién del cultivo en el agar, después se colocaron 5
discos impregnado con extracto de ajo al 100% y se incubaron 24 h a 37°C
(Cardenas, 2018). Luego se evalud la actividad midiendo el didmetro de las zonas

de inhibicién utilizando una regla mm (Mekala et al., 2013).

Para realizar el extracto de ajo, se pesaron 100 g de ajo sin cascara, se
desinfectaron en hipoclorito de sodio a 200 ppm (Apéndice 13), durante 5 min,
posteriormente estos fueron macerados, se extrajo el zumo y posteriormente se filtré
a través de discos de 0.22 yM (Benkeblia, 2004; Mardani et al., 2023).



19

5.8 Andlisis Estadistico

Los analisis estadisticos utilizados fueron la prueba de normalidad (Shapiro-Wilk),
prueba de homogeneidad (Levene), analisis de la varianza (ANOVA robusto) y
prueba post-hoc (Tukey robusto) para comparaciones multiples. Se considerd con
significancia estadistica con p<0.05. Se utilizo el programa Rstudio (R Core Team,
2024) con el paquete tidyverse (Wickham, 2019) para edicion de base de datos,
nortest (Gross y Ligges, 2015) para la prueba de normalidad, car (Fox y Weisberg,
2019) para la prueba de homogeneidad y WRS2 (Mair y Wilcox, 2020) para el
ANOVA y Tukey robusto.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aislamiento bacteriano

De las 16 muestras se aislaron 3 bacterias hemoliticas a partir de muestras de
pulmén y traquea, las cuales en placas de agar sangre presentaban colonias
circulares 2 de color grisaceas traslucidas y 1 de color grisaceo no translucida, todas
presentaban un didmetro entre 1y 2 mm (las cepas fueron denominas con nimeros
consecutivos conforme fueron aisladas, es decir: cepa 1, cepa 2 y cepa 3, como se
observa en la Figura 1). Chavez et al. (2017) y Matias et al. (2024) describieron
bacterias aisladas de aves de corral hemoliticas con crecimiento colonial entre 1 a
2 mm grisaceas, transparentes y circulares cuando se realiza el crecimiento en con
alto contenido nutrimental y sangre al cabo de 24 h a 37 °C, que forman una amplia
zona de B-hemodlisis alrededor de la colonia en placas de agar sangre, estas
colonias han sido reportadas para el organismo bacteriano Gallibacterium anatis, lo
cual concuerda con las cepas 1y 2. Asi mismo, Vo et al. (2022) y Nowaczek et al.
(2023), describen las colonias aisladas de aves en agar sangre con un diametro de
1 a 2 mm, son grisaceas 0 moco blanco, convexas, con forma de gota de rocio y
lisas, redondas, ligeramente humedas, no hemoliticas a las 24 h y después de 24-
48 h de incubacion a 37°C presentan hemdlisis indicando que perteneces a
Riemerella anatipestifer, lo cual concuerda con la cepa 3 aislada en este trabajo
(Figura 1).

7Y N

s S |
Cepal Cepa 2 Cepa3
Figura 1. Morfologia de aislamientos bacterianos provenientes de muestras de aves
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6.2 Tincion de Gram
Las tinciones realizadas a las 3 bacterias aisladas fueron Gram negativas donde se
observaron coco-bacilos de color de rojo o rosa intenso, no esporulados (Figura 2),
dado que dicho organismo posee una capa de peptidoglicano delgada, lo cual
permite tefiirse con mayor facilidad de safranina. Karwanska et al. (2023) y Matias
et al. (2024) observaron bacterias Gram-negativa, anaerdbica facultativa, con forma
de coco bacilo, lo cual concuerda con las cepas 1y 2. Asi mismo, Vo et al. (2022) y
Nowaczek et al. (2023), describieron Gram negativos a las bacterias aisladas, no
forman esporas y tienen forma de varilla regular con extremos redondeados, lo cual

concuerda con la cepa 3.

Cepa 1 Cepa 2 Cepa 3

Figura 2. Tincion de Gram negativa de los organismos aislados, los cuales poseen
forma de bacilo.

6.3 Identificacion por Pruebas bioquimicas
La identificacion de las tres bacterias aisladas de aves se realiz6 al observar su
metabolismo al utilizar distintas pruebas bioquimicas como se indica en el cuadro 2,
se detecto solo dos organismos Gallibacterium anatis (Cepa 1 y 2) y Reimerella
anatipestifer (cepa 3), los cambios en los distintos medios se compararon con lo
descrito por Mendoza et al. (2014) y Matias et al. (2024), en su identificaciéon de
cepas de G. anatis por medio de fermentacion de carbohidratos; asi mismo el
Manual Terrestre de la OIE (2022), describe las diferencias en el cambio de pruebas

biogquimicas para G. anatisy R. anatipestifer, destacando el comportamiento de
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forma similar a lo observado por las cepas aisladas (1, 2 y 3), sin embargo, es
necesario su caracterizacion genética de cada uno de los organismos o0 bien
confirmar por laboratorio de referencia para su confirmacion en los biovariedades o

serotipos.

Cuadro 2. Pruebas bioquimicas realizadas para la identificacion de las 3 bacterias
aisladas de aves.

N° Prueba Resultado Observaciones
bioquimica
Cepal Cepa2 Cepa3l

1 Agar hierro + + - Fermentacion de glucosa (cepas 1y 2), lactosa
triple sacarosa negativas (todas), sin presencia de acido
azucar sulfhidrico y gas. Viraje N/A (Cepas 1y 2) y N/N
(TSI) (Cepa 3).

2 Agar lisina + + - Fermenta la glucosa (cepas 1y 2), lisina, sin

hierro (LIA) presencia de &cido sulfhidrico y gas. Viraje A/N
(Cepas 1y 2) y N/N (Cepa 3).

3 Sulfuro - - - El organismo no posee la capacidad de producir
indol acido sulfhidrico y gas, asi mismo no cuenta con
motilidad movimiento.

(SIM)

4 Gelatina - - + Enzima gelatinasa hidrolisa la gelatina
nutritiva

5 Bilis - - - Carece de la enzima encargada de hidrolizar la
Esculina esculina.

6 Sorbitol + + - Fermentacion de la glucosa

7 Urea - - - Falta de presencia de la enzima ureasa.

8 Catalasa + + + Catalasa, enzima involucrada de la destruccion del

peréxido de hidrégeno.

9 Oxidasa - + - Enzima oxidasa, la cual reacciona oxidando el
citocromo reduciéndolo a hidrégeno o agua,
dependiendo la especie bacteriana

N= neutro, A= acido
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6.4 Susceptibilidad antimicrobiana
La resistencia a los antibioticos es un problema importante y urgente que debe
entenderse y abordarse. La prueba de antibiograma revel6 que las 2 cepas aisladas
pertenecientes al género G. anatis, presenta una alta sensibilidad a
aminoglucésidos y baja resistencia a beta lactamicos y quinolonas, difiriendo a lo
descrito por Karwanska et al. (2023), resistencia microbiana a penicilinas,
quinolonas, aminoglucosidos, beta lactamicos y macrdlidos, todos antimicrobianos
que se han utilizado durante afios en el tratamiento de infecciones humanas y
animales, destacando que la resistencia a los agentes antimicrobianos de estas
clases estd muy extendida entre el género Gallibacterium spp. Sin embargo,
coincide a los descrito por Mendoza et al. (2014) y Cepeda-Quintero et al. (2022)
donde G. anatis presento resistencia a betalactamicos (ampicilina, FR: <26 mm; S:

> 27 mm), quinolonas (ciprofloxacina, R: < 20 mm, S: = 21 mm); norfloxacina, R: <

v

16 mm, S: = 17 mm) y sulfonamidas (trimetoprim/sulfametoxazol, R: < 23 mm; S:
24 mm) con base en los criterios establecidos por CLSI, 2015 e ID, 2020. Esto indica
que la variabilidad mostrada de resistencia a antibiéticos puede deberse a que son
diferentes serotipos, pues las cepas estudiadas de G. anatis presentan diversos
perfiles de resistencia a los antimicrobianos como se observa en el (Cuadro 3). La
cepa 3 correspondiente a R. anatipestifer muestran resistencia a todos los
antibiéticos probados excepto a las quinolonas donde muestra sensibilidad (Cuadro
3), lo cual es indicativo que es un organismo distinto y se tiene que trabajar en su
caracterizacion genética para caracterizar el serotipo; esto es similar a lo descrito
por Xihui et al. (2023) en su deteccién de resistencia bacteriana con R. anatipestifer
pues presentdé un alto nivel de resistencia a los antibidticos como a los
aminoglucésidos, trimetoprima, lincosamidas, polipéptidos, macrélidos y 80% a
guinolonas mientras que la prevalencia de resistencia a ciprofloxacino y
levofloxacino fue solo del 9,8%. Estos resultados indican la necesidad de no solo
determinar la resistencia a los antibioticos, sino también buscar los efectos de largo
alcance en la propagacion y transferencia de genes de resistencia en las bacterias

aisladas industrias ganadera y avicola y a los seres humanos.
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Cuadro 3. Sensibilidad de antib6ticos para Gram negativos (Gallibacterium anatis y

Reimerella anatipestifer).

AntibiGtico G. anatis  G. anatis aﬁatipestifer Resistencia Sensibilidad theratura
(%) (%) citada

Aminoglucésidos

Amikacina R 33.33 66.66 ID, 2020
Gentamicina 33.33 66.66 ID, 2020
Netilmicina 33.33 66.66 ID, 2020
Betalactamicos

Ampicilina R R R 100 0 CLSI, 2015
Carbenicilina R S R ID, 2020
Cefalotina S S R 33.33 66.66 ID, 2020
Cefotaxima S S R 33.33 66.66 ICIZ)LSZIOZZ%ZZ
Cloranfenicoles

Cloranfenicol S S R 33.33 66.66 ID, 2020
Nitrofuranos

Nitrofurantoina S S R 33.33 66.66 ID, 2020
Quinolonas

Ciprofloxacina R 66.66 33.33 ID, 2020;
Norfloxacina R 33.33 66.66 ID, 2020
Sulfonamidas
Sulfametoxazo R 100 0 D, 2020

R= resistente, S= sensible, ID= Laboratorio Investigacién diagndstica, CLSI= Clinical and
Laboratory Standards Institute.
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6.5 Efecto Inhibitorio del Ajo
En cuanto a las pruebas de susceptibilidad al extracto de ajo al 100% se observa
efecto significativo sobre las bacterias G. anatis y R. anatipestifer; cuando los datos
se pasaron por la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (con <50 observaciones)
en este caso, 45 observaciones, los resultados del analisis mostraron una p < 0.05,
lo cual indica una distribucion no normal y presenta un sesgo a la derecha. Se
realizaron varias trasformaciones, pero ninguna logré normalizar los datos. Posterior
a la prueba de normalidad se evalu6 la homogeneidad de las varianzas utilizando la
prueba de Levene. EIl resultado fue de p > 0.05, lo que sugiere varianzas

homogéneas (Figura 3).
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Figura 3. Histograma con curva de normalidad del efecto del ajo en bacterias Gram
negativas de aves.

Al cumplir con el supuesto de homogeneidad de las varianzas, se opt6 por utilizar
la prueba de ANOVA robusta. A diferencia del ANOVA tradicional, esta prueba no
requiere cumplir con el supuesto de normalidad. Los datos utilizados para la variable
dependiente fueron las mediciones de los halos de inhibicion (mm) y la variable
independiente fueron los tres tipos de bacterias. El valor de p < 0.05 indica diferencia
significativa en al menos una media de los halos de inhibicién es significativamente

diferente entre los tipos de bacterias como se observa en la Figura 4.
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Figura 4. Homogeneidad de varianzas entre las cepas aisladas

Asi mismo, se realizé la prueba Post-hoc de Tukey robusta para determinar la
diferencia de medias los resultados mostraron lo siguiente: la diferencia entre
Gallibacterium spp 2 y Riemerella spp es estadisticamente significativa (p < 0.05, IC
95%: 0.1111, 3.6111); esto indica que hay una diferencia en el tamafio del halo de
inhibicién entre estos dos grupos, donde Gallibacterium spp 2 mostré un tamafio de
halo de inhibicion mayor. La diferencia entre Gallibacterium spp 1 y Riemerella spp
no es estadisticamente significativa (p > 0.05, IC 95%: -2.88889, 1.66667); lo cual,
significa que no hay evidencia suficiente para decir que el tamafo del halo de
inhibicién es diferente entre estos dos grupos de bacterias. Por ultimo, la diferencia
entre Gallibacterium spp 2 y Gallibacterium spp 1 es estadisticamente significativa
(p <0.05, IC 95%: -0.1111, 3.1667). Esto indica que hay una diferencia significativa
en el tamafio del halo de inhibicién entre estos dos grupos, con Gallibacterium spp

2 mostrando un tamafio de halo de inhibicion mayor.

Por lo tanto, se puede observar en la Figura 5, Gallibacterium spp 2 muestra un
tamafio de halo de inhibicion significativamente mayor en comparacion con
Riemerella spp y Gallibacterium spp 1 (p < 0.05). Riemerella spp no muestra una
diferencia significativa en comparacién con Gallibacterium spp 1 (p > 0.05), lo que
sugiere que el extracto de ajo tiene un efecto similar en ambos grupos. Por lo tanto,

Gallibacterium spp 2 es la bacteria méas afectada por el extracto de ajo, debido a la
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presencia de mayor tamafio de halo de inhibicibn en comparacion con los otros

grupos.

Gallibacterium spp. 2vs Riemerella spp. I

Gallibacterium spp. 1vs Riemerella spp. }

Comparaciones entre Grupos

L}

Gallibacterium spp. 1vs Gallibacterium spp. 2 }

2 0 2
Diferencia de Medias (con IC 95%)

Figura 5. Comparaciones de medias por Post-hoc Robusta - Prueba Tukey robusta.

Un estudio previo en Pasteurella spp, descrito por Mekala et al. (2013) observaron
que la enrofloxaina como el extracto al 100% registraron una zona de inhibicién
similar indicando que el ajo tiene un amplio espectro de actividad significativa contra

este microorganismo Gram negativo, sin embargo, la bacteria no era hemolitica.

La actividad antibacteriana del ajo se ha atribuido a mas de 100 compuestos
fitoterapéuticos de azufre presentes en concentraciones variables, ademas de 17
aminoacidos, enzimas, sales minerales, vitaminas y aceites esenciales. Entre ellos
se incluyen la alicina y los tiosulfinatos que se forman al triturar la enzima alicinasa

inducida por la activacién metabdlica en el aminoacido alicina (Magrys et al., 2020).

Por lo cual, el ajo es una alternativa a los antibiéticos que se utilizan actualmente, o
bien, debido a la reciente aparicién de cepas bacterianas con multirresistencia a los
antibioticos, se sugiere la combinacion de extractos de ajo y antibioticos disponibles
en el mercado con sinergismo parcial o completo para su uso en la prevencion de
las infecciones respiratorias en aves causadas por bacterias Gram negativas

hemoliticas.
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VII.  CONCLUSIONES

La presencia de bacterias patdgenas aisladas e identificadas biogquimicamente de
pulmén y traquea de aves de corral, estdn representadas por dos géneros
bacterianos Gram negativas y hemoliticos, las cuales fueron G. anatis y R.
anatipestifer, lo cual indica patdgenos respiratorios adquirieron la infeccién por
exposicion o dispersion entre los mismos animales o bien con convivio las aves de
corral con aves silvestres. La presencia de sensibilidad a aminoglucésidos baja
resistencia a beta lactamicos y quinolonas por parte de G. anatis y la multiresistencia
a todos los antibiéticos probados excepto quinolonas por R. anatipestifer, indica la
utilizacion indiscriminada de antibiéticos en la produccion avicola y su bajo control
sanitario; por lo cual la exploracién de alternativas a los antibidticos como el ajo
(Allium sativum) son excelentes vias para su utilidad de contrarrestar infecciones en
estas granjas debido a su susceptibilidad al extracto de ajo al 100%, al observase
un efecto significativo sobre las bacterias G. anatis, sin embargo, es necesario
continuar con una exhaustiva busqueda de control para R. anatipestifer debido a la

multiresistencia presentada.
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IX. APENDICE

1. Agar Hierroy Triple Azucar (TSI).
Suspender 64.6 g/L en agua destilada, mezclar y ajustar pH segun las instrucciones
del fabricante. Calentar con agitacion suave hasta su completa disolucion, hervir
durante un minuto y vaciar en tubos de rosca estériles. Esterilizar en autoclave a
121°C durante 15 min. Dejar enfriar a una temperatura entre 45-50 °C, dejar
solidificar en posicion inclinada.

2. Agar Hierro y Lisina (LIA).
Suspender 33 g/L en agua destilada, mezclar y ajustar pH segun las instrucciones
del fabricante. Calentar con agitacién suave hasta su completa disolucion y hervir
durante un minuto. Dispensar en tubos, tapar y esterilizar en autoclave a 121°C (15
Ib) durante 15 min. Enfriar en posicion inclinada.

3. Sulfuro Indol Motilidad (Sim).
Suspender 30 g/L en agua destilada, mezclar y ajustar pH segun las instrucciones
del fabricante. Disolver calentando con agitacion frecuente. Hervir durante un
minuto hasta disolver por completo. Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave a
121 ° C durante 15 min.

4. Gelatina Nutritiva.
Suspender 128 g/L en agua destilada, mezclar y ajustar pH segun las instrucciones
del fabricante. Disolver por calentamiento con agitacion frecuente. Hervir durante un
minuto hasta disolver por completo. Dispensar en tubos y esterilizar en autoclave a
121 ° C durante 15 min.

5. Urea.
Suspender 3,87 g/100 ml de agua destilada sin calentar. Cuando el polvo se
disuelve, esterilizar por filtracion. Dispensar cantidades de 0,5 a 2 ml en tubos
estériles pequefos. Se pueden usar volimenes mas grandes pero las reacciones

seran mas lentas. No esterilizar en autoclave. No hervir el medio.

6. Bilis Esculina
Suspender 64,5 g del polvo en 1 litro de agua destilada, mezclar y ajustar pH segun

las instrucciones del fabricante. Dejar reposar 5 minutos. Calentar a ebullicion hasta
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su completa disolucién. Distribuir en tubos u otros recipientes apropiados y

esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

7. Sorbitol
Suspender 50 g del medio en un litro de agua destilada, mezclar y ajustar pH segun

las instrucciones del fabricante. Calentar con agitacion constante hasta el punto de
ebullicién durante 1 minuto para su completa disolucion. Esterilizar en autoclave a
121°C durante 15 minutos. Enfriar a una temperatura entre 45-50°C y vaciar en

placas de Petri estériles.

8. Caldo Soya Tripticaseina (TSB).
Suspender 30 g/L de agua destilada, mezclar y ajustar pH segun las instrucciones
del fabricante. Calentar con agitacién suave hasta su completa disolucion y hervir
durante un min. Dispensar en tubos y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15
min.

9. Agar Mueller-Hinton
Suspender 38 g/L de agua destilada, mezclar y ajustar pH segun las instrucciones
del fabricante. Calentar con agitacion suave hasta su completa disolucion y hervir
durante un minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. Dejar enfriar a

una temperatura entre 45-50°C y vaciar en placas de Petri estériles.

10.Hipoclorito de Sodio 200 ppm

Diluir 3.68 mL de cloralex® [2.5%] en agua destilada estéril y aforara 1 L.





