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Resumen

El objetivo de este trabajo de tesis fue generar informacién referida a la
contaminacion por Salmonella sp. en granjas avicolas con brotes de tifosis aviar (T'A), su
relacién con los parametros bioquimicos, resistencia a antimicrobianos y los factores de
riesgo asociados a la presencia de esta bacteria como herramientas para el diagnostico y
control de la salmonelosis. Se estudiaron 20 galpones de gallinas de postura con
antecedentes de TA, tomando muestras ambientales (guano, hisopado de cama, nido,
alimento, agua y huevos) y muestras de animales sacrificados y muertos (6rganos,
hisopados cloacales y sangre). E1 2,7 %, 1,4 % y 1,4 % de las muestras de alimento, poo/ de
cascara y yema de huevo fueron positivos a . ser. Gallinarum biovar Gallinarum (SG).
Catorce muestras positivas a otras 6 serovariedades de Salmonella fueron obtenidas de
guano, cama, nido y alimento. Por otro lado, el porcentaje de aislamiento de SG fue mayor
en los 6rganos de las aves muertas que de las aves sacrificadas: 77,5 % vs. 32,1 % en
médula 6sea, 74,7 % vs. 36,7 % en bazo, 71,2 % vs. 34,0 % en higado, y 63,8 % vs. 32,1
0% en foliculos ovaricos, respectivamente El hisopado cloacal de aves sacrificadas fue la
peor muestra para el aislamiento de SG, pero una muestra fue positiva para Salmonella set.
Derby. Las aves sacrificadas positivas a SG presentaron un mayor recuento total de
glébulos blancos y porcentaje de heteréfilos y menor porcentaje de linfocitos. Los
resultados de la encuesta sugirieron que los galpones que no realizaron vacunaciéon para
SG a sus aves (OR: 92,85) y no controlaban a las moscas (OR: 25,6) presentaron mayor
riesgo de contaminacion para esa bacteria. El1 100 % de las cepas de SG fueron resistentes
al acido nalidixico y a la presencia del gen gyrA. No se detecto el gen gnB en las cepas de
SG. El 18,1 % de los aislamientos de SG se clasificaron como multidroga resistentes. El
presente trabajo de tesis aporta datos sobre el tipo de muestra tutil para el diagnostico de
SG, los parametros hematolégicos y sensibilidad a antimicrobianos presentes en brotes de

TA ocurridos en gallinas de postura.

Palabras claves: Salmonella sp., Tifosis Aviar, Parametros hematologicos, Antimicrobianos,

Factores de riesgo

Resumen/Summary XXIV



Mario Alberto Soria (2021) Tesis Doctoral

SUMMARY
Serovars of Salmonella sp. in outbreaks of fowl typhoid occurred in commercial
laying hens

The aim of this thesis work was to generate information about contamination by
Salmonella sp. in poultry farms with outbreaks of fowl typhoid, their relation with
biochemical parameters, antimicrobial resistant, and the risk factors associated with the
presence of these bacteria as tools to salmonellosis diagnosis and control. Twenty-layer
hen houses with fowl typhoid outbreaks were analyzed, taking samples from the
environmental (feces, boot swabs from litter bed nest, feed, drinking water, eggs), and
sacrificed and dead hens (organs, cloacal swabs, and blood). S. ser. Gallinarum biovar
Gallinarumwas found in feed (2.7 %,), pool of shell (1.4 %) and yolk (1.4 %) samples. Six
other serovars of Salmonella were isolate from 14 samples of feces, litter bed, nest and feed.
On the other hand, the percentage of SG isolation was higher in the organs of dead birds
than in sacrificed birds: 77.5 % vs. 32.1 % in bone marrow 74.7 % vs. 36.7 % in spleen,
71.2 % vs. 34.0 % in liver, and 63.8 % vs. 32.1 % in ovarian follicles, respectively. Cloacal
swab was the worst sample for SG isolation, but one sample was positive to Salmonella ser.
Derby. The SG positive laying hens showed a higher percentage of total white blood cells,
percentages of heterophils, and a lower percentage of lymphocytes than negative ones.
Results from the survey pointed out that farms without SG vaccination (OR: 92.85) and
flies control (OR: 25.6) had a high risk of SG contamination. All SG isolates were resistant
to nalidixic acid and positive to the gyrA gen. None of SG strains presented the gz/B gen.
The 18 % of SG isolates were classified as multidrug resistant strains. The present work
generates data about the type of samples to consider for the SG diagnosis, hematological

parameters and antimicrobial profile in fowl typhoid outbreaks occurred in laying hens.

Key words: Salmonella sp., Fowl Typhoid, Hematological parameters, Antimicrobial, Risks

factors
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1. Produccion de huevo para consumo.

La actividad avicola comprende la producciéon de carne aviar y la de huevos para
consumo. Ambos productos derivan de cadenas productivas que, si bien poseen aspectos
en comun desde el punto de vista de la biologfa, son diferentes en cuanto a la genética que
les da inicio, las instalaciones, los actores, los establecimientos, entre otros, delimitando
claramente dos actividades distintas con caracteristicas propias (Lamelas y col.,, 2011).
Actualmente, los sistemas productivos han mostrado dindmicos cambios de acuerdo con las
nuevas tendencias y exigencias, donde, cada vez mas planteles adaptan tecnologias como
jaulas automatizadas, galpones climatizados, o incluso sistemas productivos con aves libres
de jaulas. Estos antecedentes revelan que es un sector en crecimiento, dinamico, y que
presenta enormes desafios en términos productivos, comerciales y medioambientales, entre
otros (Aguirre y Pizarro, 2018)

La produccion mundial de huevos ha aumentado entre los afios 2000 y el 2016 en
un 42 %, a una tasa promedio anual de 2,2 %. De acuerdo con los datos de la FAO (Food
and Agriculture Organization por sus siglas en inglés, Figura 1), la produccion del afio 2017
alcanz6 cerca de los 80,1 millones de toneladas métricas (Aguirre y Pizarro, 2018; Conway,
2019). Actualmente, China continda siendo el principal productor de huevo (Figura 2),
contribuyendo con casi cerca de 529 billones de huevos, seguido por Estados Unidos, India,

México y Brasil (Conway, 2019).
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Figura 1. Tendencia mundial en la produccién de huevos. Periodos 2000-2017 en miles
de toneladas (Conway, 2019).
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Figura 2. Ranking mundial de productores de huevos (Conway, 2019).

En los ultimos afos, el consumo del huevo en Latinoamérica ha tenido un
crecimiento sostenido y, con algunas escasas excepciones, este crecimiento ha sido
considerable. Tanto la produccién como el consumo de huevo se han visto incrementados,
por el crecimiento de la poblacién, por su precio competitivo y también gracias a las
campafas de fortalecimiento del consumo, que buscan promover una alimentacién
saludable y nutritiva (Diaz Arango, 2019).

De los paises latinoamericanos productores de huevos, comparando los afios 2016 y
2017, dentro del top 5 hubo una disminucién de la poblacién mexicana de ponedoras del 2
%; en Brasil, el incremento de las ponedoras en produccién fue de 15,1 %, en Argentina del
2,5 %, en Colombia del 6,3 % y en Pert, del 15,7 %. No obstante, del total de 463.350
millones de aves, una de cada tres ponedoras en produccién en Latinoamérica se encuentra
en México, pais que ostenta el 34,3 % de la poblacion de gallinas y detras le sigue Brasil con
el 22,5 %, Argentina con el 9,5 %, Colombia con el 9,3 % y Peru con el 5,6 % (Ruiz, 2018).

En 2018, cada latinoamericano consumié en promedio 209 huevos al afio. En
comparacion con 2017 —194 unidades per capita—, el consumo de huevo aumenté 7,7 %.
En el caso de México, el consumo fue de 367 huevos al afo por persona. Varios paises
tuvieron consumos por encima de 210 huevos por persona al ano, como Colombia (294
unidades), Uruguay (282 unidades) Argentina (271 unidades), Ecuador (227) Chile (223
unidades), Costa Rica (220 unidades), Perd (217 unidades). Por otro lado, nueve paises
tuvieron un consumo menor al promedio, principalmente centroamericanos, de los cuales
Nicaragua ocup6 el ultimo lugar con 115 huevos per capita (Ruiz, 2018; Anénimo, 2019;
Ruiz, 2019). Prida (2015) realizé una proyeccion para el ano 2030 donde se espera que el

consumo de huevo per capita sea de 299 huevos por persona al afio en Argentina.
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A nivel Nacional, durante el afio 2018 las exportaciones de huevo industrializado
aumentaron un 3 % en volumen y 20 % en valor respecto al afio 2017, alcanzando 3.348
toneladas y 18.961 miles de USD FOB. Los envios fueron los siguientes: 1.866 tn de huevo
entero en polvo, 691 tn de albumina y 388 de yema en polvo. Se observé un aumento de 19
% en los envios de huevo entero en polvo y una disminucién de 42 % de yema y, en menor
medida, de albumina 10 % (Mair y Beczkowski, 2018).

En tanto, la exportaciéon de huevo en cascara aumenté un 201 % en volumen y 460
% en valor. Sélo se registraron envios en enero y febrero del afio 2018. IL.a composicion de
los envios fue la siguiente: 63 % huevo de uso industrial, 23 % albumina y 13 % yema. Se
registraron 403 toneladas de huevo en cascara. El 56 % de los destinos de exportacion de
huevo industrializado fueron confidenciales (fuente Indec), el 13 % Israel, 7.6 % Japon, 5.4
% Rusia, 5 % Chile, 2 % Austria y el 11 % restante corresponde a Uruguay, Sudafrica,
Macedonia, Cuba, Dinamarca y otros (Mair y Beczkowski, 2018).

La industria del huevo de Argentina incluye la cria y reproduccion de padres de
genética importada y la cria y reproduccién de aves ponedoras, las cuales son enviadas a las
granjas productoras de huevo para que, una vez alcanzada la madurez sexual, comiencen la
puesta. Aproximadamente, el 90% de la produccién de huevos se comercializa en fresco,
para lo cual requiere de un proceso de acondicionamiento, clasificacion y envasado. El resto
se destina a industrializacién, proceso a partir del cual se obtienen los ovoproductos (huevo
liquido o en polvo), utilizados mayormente por la industria alimenticia (Figura 3, Filadoro,

2015).

Clasificado Lavado Owvoscopiado Quebrado

Albumina Yema

Pausterizacion

Enfriado Firade

Deglucosado

Deshidratacién Envasado liquido

Industria Alimenticia /Consumo final

Figura 3. Esquema técnico de la industrializaciéon del huevo (Filadoro, 2015).

A nivel Nacional, el 18 % de las granjas avicolas se dedica a la produccién de
huevos (SENASA, 2019). En la provincia de Entre Rios, existe un total de 2.645 granjas

avicolas que incluyen a todos los tipos de produccién, donde el 7,5 % corresponden a la
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produccion de huevos. Por otro lado, mas del 60 % de las granjas de produccién de huevos

(Figura 4) estan concentradas en la costa del rio Parana (Martinez y Borghello, 2019).
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Figura 4. Distribucién de granjas avicolas de produccion de huevos por departamento de
la provincia de Entre Rios (Martinez y Borghello, 2019).

La cadena del huevo se encuentra mas automatizada que la de la carne, existen
granjas independientes que cuentan con instalaciones propias y se proveen de las aves
ponedoras y el alimento. Destinan parte de la produccion al mercado minorista y el resto lo
destinan al consumo mayorista o a la industria de ovoproductos. La etapa industrial de esta
cadena se encuentra altamente concentrada; en general a medida que las empresas
industrializadoras aumentan la escala de produccién, hay un mayor nivel de tecnificacion
(Filadoro, 2015).

Aunque la cadena de produccion de huevos esta estrictamente organizada, no es una
entidad aislada. Existe un intenso y frecuente contacto con otras partes de la produccién
avicola y el sector de la agricultura en general, lo que implica riesgos en la diseminaciéon de

enfermedades (Van Hoorebeke, 2010).

2. Aves de postura y sistemas de produccion.

Las gallinas ponedoras son el resultado de una seleccion genética y su explotacion
mas importante se realiza en establecimientos industriales. Como estas aves son susceptibles
de enfermar requieren de un estricto control sanitario y del suministro de alimentos
balanceados que proporcionen un rendimiento adecuado. A este grupo pertenece la raza
Leghorn y lineas hibridas (Lohmann, Hy Line, De Kalb, Shaver). Como resultado de los

avances genéticos, las actuales gallinas ponedoras comerciales son diferentes de aquellas de
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hace una década atras. El peso corporal es menor, el nimero total de huevos puestos es
mayor y la conversion alimenticia ha mejorado considerablemente (Miles y Jacob, 2000).

La etapa de postura de las gallinas ponedoras en condiciones favorables de
alojamiento, alimentacion, agua, sanidad, luz y manejo adecuado, asociadas directamente a la
raza y a la buena crfa y desarrollo de las pollas en las etapas anteriores, da como resultado
una excelente postura en cuanto a la cantidad de huevos, tamano, calidad y eficiencia frente
al consumo de alimento (Anénimo, 2013). El ave de postura comienza su produccion entre
las 20 y las 24 semanas de vida al alcanzar la madurez sexual hasta las 70 u 80 semanas.
Posteriormente, suelen encontrarse muy delgadas y son faenadas como aves de desecho
(Anonimo, 2013; Albarran y col.,, 2011).

El periodo de tiempo que transcurre desde la finalizacion de la recria hasta que las
gallinas alcanzan el pico de postura es el mas exigente y estresante para las gallinas
ponedoras. Durante esta etapa, el ave no sélo debe adaptarse a su nuevo entorno, también
debe consumir suficiente energia y nutrientes para alcanzar el pico de produccion (Miles y
Jacob, 2000). A las gallinas en la etapa de postura se les debe suministrar el alimento en una
mezcla balanceada a libre consumo, la cual se compone especialmente por un 17 % de
proteina, vitaminas y minerales, fundamentalmente de calcio en razén de la alta demanda de
este elemento en la formacion de la cascara del huevo (Anénimo, 2013; Albarran y col.,
2011). Un buen manejo del lote durante este periodo es critico y se debe intentar minimizar
el estrés (Miles y Jacob, 2000).

En cuanto a los sistemas de produccién de huevos, se han convertido en objeto de
intensos niveles de control. Diversos factores tales como enfermedades, comportamiento,
estrés, nutricion, caracteristicas genéticas, entre otros, influencian los niveles de bienestar de
las aves de postura (Lay y col., 2011). La produccién en jaulas surgié entre 1930 y 1940 en
los Estados Unidos, y posteriormente se convirtié en el sistema de explotacion mas usado a
nivel mundial. En la figura 5 se puede observar la participacion de los distintos sistemas
productivos en la produccién de huevos a nivel mundial. Actualmente, casi el 90% se
produce en jaulas (sistemas tradicionales) y sélo el 2,5% de los huevos se producen bajo el
régimen free-range (“‘salida a pradera”), pero se espera mayor dinamismo en este sentido

(Aguirre y Pizarro, 2018).
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Figura 5. Distribucién mundial de la produccién de huevos por sistemas productivos en el
afio 2016 (Aguirre y Pizarro, 2018).

En los sistemas tradicionales, las jaulas se ubican dentro de galpones que controlan
la luminosidad, la temperatura, ademas de la alimentacion y la recoleccion diaria de huevos.
Con ello se logra un control riguroso de la producciéon (Albarran y col.,, 2011). Dicho
sistema presenta algunas ventajas como el ubicar mas gallinas dentro de un mismo espacio.
También permite un mayor control de la higiene, ya que las aves se encuentran separadas de
sus excretas, hay menor interaccién con el ambiente y se reducen los riesgos de mortalidad
por canibalismo, picoteo de plumas o agresion (Van Hoorebeke, 2010).

El objetivo en la produccién avicola con sistemas alternativos o free-range (“salida a
pradera”) es la obtenciéon de alimentos de alta calidad, con 6ptima utilizaciéon de recursos
con respecto al medio ambiente. Su principal caracteristica es que las gallinas tienen acceso
al exterior, donde pueden disfrutar de la luz natural, escarbar en la tierra, etc. (Albarran y
col,, 2011). Un mayor espacio permite a las aves realizar un repertorio mas amplio de
comportamientos (Lay y col., 2011). Sin embargo, bajo este sistema se pierde el control de
la transmision de enfermedades y las gallinas estin mas expuestas a depredadores, aves
silvestres y focos de infeccion (Albarran y col., 2011). En cuanto al tipo de alojamiento de
las gallinas y la tecnologia adoptada, en Argentina conviven distintos sistemas de
produccion, entre los clasicos, antiguos, abiertos, y los galpones automaticos. Incluso la
mayoria de las granjas que tienen automatizacion, también tienen parte de los galpones
antiguos. No existe practicamente la produccién de huevo a piso, como asi tampoco la
produccién en galpones con equipamiento de jaulas enriquecidas, ni sistemas sin jaulas
(Rodriguez y col., 2016). El 85 % de las aves esta en jaulas, el 10 % en sistemas de piso y el
5 % al aire libre (Evans, 2015). Las razas de gallinas mas utilizadas en el pais son las Hy-

Line, Lohmann, y H&N (Anénimo, 2020).
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Poco se conoce acerca del estrés que cada sistema de produccion impone sobre las
gallinas de postura. Aparentemente, ningun sistema de produccién es ideal para el bienestar
del ave. Por ello, cualquier intento para evaluar la sustentabilidad de un cambio a los

sistemas alternativos requiere cuidadosa consideracion de las ventajas y desventajas de cada

uno (Lay y col., 2011).

3. Riesgos sanitarios en granjas.

Distintos factores de riesgo pueden estar implicados en la contaminacion
microbiolégica de las gallinas ponedoras y el huevo (Gama y col., 2003; Howard y col.,
2012). Entre los mas importante, estos factores son el movimiento de las personas
encargadas de las granjas, la exposicion a roedores, los insectos, los animales domésticos,
aves silvestres, el agua y el alimento.

Las aves pueden infectarse con bacterias del género Sa/monella debido al consumo de
alimento balanceado contaminado, cuyos ingredientes pueden ser de origen animal (expeller
y harina de carne, hueso, pescado, entre los mas importantes) o vegetal (maiz, expeller,
harina y poroto de soja), siendo los ingredientes de origen animal la principal fuente de
contaminacién (Quiroz, 1987).

La contaminaciéon bacteriana de los huevos frescos puede darse por dos vias:
transovarica (transmision vertical) o a través de la cascara (transmision horizontal). La
transmision vertical se considera la principal via de contaminacion por Salmonella sp. y
resulta la mas dificil de combatir, mientras que la transmision horizontal puede disminuirse
eficazmente mediante medidas de limpieza y desinfeccion del entorno (Gast, 2003).

Ademas de la contaminacién microbiana, existe la contaminacién quimica de los
huevos, y entre estos contaminantes, que pueden estar presentes en el huevo, se encuentran
las dioxinas, los pesticidas, metales pesados y antimicrobianos (Holt y col., 2011,
Samandoulougou y col., 2016). Cuando se encuentran cepas del género Salmonella en las
granjas, el uso de antimicrobianos ayuda a disminuir las pérdidas causadas por la mortalidad
en las aves afectadas. Sin embargo, el uso peridédico de antibidticos induce no solamente a
resistencia por parte de este microorganismo, sino también a la formacién de aves
portadoras crénicas que eliminan Salwonella sp. al medio ambiente y son quiza el principal

foco de diseminacion dentro de un lote (Botero Hoyos, 2007).

4. Género Salmonella.
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Daniel E. Salmon (1850-1914) informé el primer aislamiento de Sa/nonella en cerdos
en 1885 y llamé al organismo como Bacterium choleraesuis, hoy conocido como Salmonella
enterica subespecie enterica serovariedad Choleraesuis (Bhunia, 2008). Este aislamiento fue
realizado junto a su colaborador Theobald Smith (1859-1934), quien trabaj6 en el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (del inglés, United States Department of
Agriculture, USDA). Sin embargo, existe evidencia epidemioldgica previa a la identificacion
de este agente asociado al consumo de agua y leche productores de fiebre tifoidea (Molbac y
col., 2000).

El género comprende bacilos Gram-negativos, pequefios (0,7-1,5 pm de ancho x 2-
5 um de largo), rectos, la mayoria moviles con flagelos peritricos a excepcion de Salnonella
Gallinarum biovar Gallinarum (SG) y biovar Pullorum (SP). Reducen los nitratos a nitritos,
en general fermentan la glucosa con producciéon de gas, producen sulfuro de hidrégeno y
son capaces de desarrollar en medios de cultivo que so6lo disponen de citrato como tnica
fuente de carbono. Ademis, no hidrolizan el indol ni la urea, no fermentan la lactosa,
sacarosa, salicina e inositol y descarboxilan la lisina y ornitina (Melbac y col., 2006). Sin
embargo, en la literatura se describe que un 1 % de las cepas de Salmonella fermentan a la
lactosa (Edwards y Ewing, 1986) y algunas también a la sacarosa (Gonzalez, 1966). Ademas
de las pruebas culturales y bioquimicas generales comunes a todas las cepas de Salnonela
deben realizarse pruebas especificas que permiten distinguir ambas biovariedades inmoviles
(SG y SP). Es posible establecer su diferenciacion rapida en los laboratorios de diagnéstico

mediante las pruebas que se detallan en la Tabla 1 (Chacana y Terzolo, 2003).

Tabla 1. Prucbas bioquimicas que permiten la diferenciaciéon entre Salmonella ser.

Gallinarum biovar Gallinarum y biovar Pullorum (Chacana y Terzolo, 2003).

S. ser. Gallinarum

Prueba y y y

Biovar Gallinarum | Biovar Pullorum
Glucosa Fermenta sin gas | Fermenta con gas
Manitol Fermenta sin gas | Fermenta con gas
Maltosa Fermenta sin gas | Usualmente no fermenta
Dulcitol Fermenta sin gas | No fermenta
Ornitina No fermenta Fermenta
Tartrato de Jordan Fermenta No fermenta

4.1. Nomenclatura y taxonomia.
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En lo que respecta a su nomenclatura y taxonomia, el género Salmonella fue objeto
de sucesivas modificaciones a través de los afios. Sin embargo, todavia se siguen usando
muchos de los métodos descriptos y desarrollados por P.R. Edwards y H. W. Ewing, en la
década del 40, cuando definieron e identificaron las primeras cepas del género Salmonella y
de otros miembros de la familia Enterobacteriaceace (Caffer y Terragno, 2008).

Actualmente, existen otros sistemas de tipificacion de Salmonella basados en la
susceptibilidad a bacteridfagos (fagotipificacion) y en base a la resistencia a antibiéticos
(Bhunia, 2008). La tipificacion por técnicas de hibridizacion del ADN de la bacteria
permiti6é incorporar 63 nuevas serovariedades las cuales corresponden a Salmonella enterica
(Issenhuth-Jeanjean y col., 2014).

LLa nomenclatura del género ha evolucionado desde el concepto inicial “un serotipo,
una especie” propuesto por Kauffman, sobre la base de la identificacion seroldgica de los
antigenos somaticos y flagelares O y H, respectivamente (Brenner y col, 2000).

Actualmente, se reconocen 2.659 serovares (Tabla 2, Issenhuth-Jeanjean y col., 2014).

Tabla 2. Numero de especies, subespecies y serovariedades del género Salmonella

(Issenhuth-Jeanjean y col., 2014).

) Especies Subespecies de N° de
Género . .
Salmonella serovariedades
enterica (1) 1.586
salamae (11) 522
i enterica arizonae (111a) 102
Salmonella

diarizonae (111b) 338

hontenae (IV) 76

indica (V1) 13
bongori (V) - 22

TOTAL 2.659

4.2. Habitat.

Los miembros del género Sa/monella estan ampliamente distribuidos en la naturaleza;
se los encuentra tanto como comensales o patdgenos en el tracto gastrointestinal de
mamiferos domésticos y salvajes, reptiles, aves e insectos, causando un amplio espectro de
enfermedades en el hombre y en los animales (Caffer y Terragno, 2001). Dichas
enfermedades se denominan salmonelosis y presentan una variaciéon en la morbilidad y

mortalidad segun la especie afectada y los huéspedes intervinientes (Tunes y Vigo, 2007).
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Desde el punto de vista epidemiolégico las cepas del género Salmonella pueden
clasificarse en 3 grupos (Caffer y col.,, 2014):
v' Las que afectan tanto al hombre como a los animales (la mayoria de las
serovariedades responsables de la salmonelosis).
v' Las que afectan s6lo al hombre (Salmonella ser. Typhi, Salmonella ser. Paratyphi A y
Salmonella ser. Paratyphi C).
v' Las que estan adaptadas a especies animales especificas: Salmonella ser. Abortusovis,

Salmonella ser. Abortusequi, SG y SP.

4.3. Estructura antigénica.
La base de la serotipificaciéon para todas las enterobacterias es similar, ya que se
pone en evidencia la presencia de los diferentes antigenos (Caffer y col., 2014).

v Antigeno somatico O (Ag O, de pared celular): es un lipopolisacarido (LPS),
termoestable, tipo-especifico, presente en todos los microorganismos Gram negativos y
formado por cadenas laterales de polisacaridos del LPS de envoltura. La naturaleza de los
grupos terminales y el orden en que se encuentran las unidades repetidas de la cadena
determina la especificidad antigénica somatica de la bacteria. Esta estructura difiere entre las
distintas serovariedades. A su vez, los Ags O se clasifican en factores mayores (que
identifican el grupo antigénico O) y factores menores. Estos dltimos pueden ser de dos
tipos: a) los que tienen poco o ningun valor discriminativo porque siempre estan asociados
a otro factor (ej. O12, siempre esta asociado a los factores O2, O4 y O9) y b) los que surgen
como consecuencia de una modificaciéon quimica de los Ags O mayores (Tunes y Vigo,
2007; Caffer y col., 2014)

v' Antigeno flagelar H (Ag H): es de naturaleza proteica. El flagelo es una estructura
compleja que consiste en un cuerpo basal, un segmento de uniéon (book) y un filamento.
Este ultimo esta constituido por flagelina, proteina de alto peso molecular y es el que se usa
en la serotipificacion por su alta especificidad. En Sa/nonella se han encontrado mas de 60
especificidades antigénicas flagelares. Las diferencias antigénicas surgen debido a variaciones
en la estructura primaria (contenido en aminoacidos y orden de ubicacion) de las distintas
moléculas de la flagelina. Estos antigenos son sensibles al calor (Tunes y Vigo, 2007; Caffer
y col., 2014).

v Antigeno capsular Vi (Ag Vi): El antigeno capsular es un polisacarido, constituido

por acido N-acetilglucosaminourénico. Entre los antigenos capsulares de las
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enterobacterias, el Vi es el mas importante en el género Salmonella. Se encuentra sélo en tres
serovariedades: . ser. Typhi, S. ser. Paratyphi C y en algunas cepas de . ser. Dublin. Es
termolabil y le confiere a la bacteria resistencia a la fagocitosis (Tunes y Vigo, 2007; Caffer y

col., 2014).

4.4. Patogenicidad.

La infeccién por Salmonella sp. depende de la capacidad de la bacteria de colonizar
(adherirse) e ingresar (invadir) a las células intestinales, de replicar en el interior de las
mismas dentro de vacuolas y de resistir la digestion de los fagocitos, lo que facilita su
difusion en el organismo Las Salmonella tificas (moviles) pueden atravesar la pared intestinal
siguiendo 3 rutas: a- a través del tejido linfoideo de las placas de Peyer, situadas en la
entrada de los ciegos, b- por el tejido linfatico difuso del intestino y c- mediante una célula
dendritica que desde la lamina propia emite un pseudépodo a través del espacio intercelular
de los enterocitos y directamente captura el microorganismo en el lumen intestinal.
(Montville y Mathews, 2008; Terzolo y Chacana, 20106). Las salmonelas libres en la lamina
propia son fagocitadas por macréfagos y resisten su accién destructiva causando la
apoptosis del macréfago que la contiene, generando una inflamacién local que atrae mas
macréfagos, que su vez fagocitan mas salmonelas y se generan “vacuolas contenedoras de
salmonelas”, en donde las bacterias se multiplican, llegando a los capilares sanguineos y de
esa manera son transportadas por el torrente circulatorio difundiéndose por todo el
organismo, colonizando especialmente los 6rganos del sistema reticulo endotelial y del
aparato reproductor (Terzolo y Chacana, 2016). Por el contrario, SG al ser inmévil, puede
evadir la respuesta inmune del ave. Los macréfagos infectados con SG alcanzan el higado y
se desencadena la apoptosis de la célula infectada. Luego, las bacterias son liberadas, y
posteriormente, se multiplican fuera de la célula colonizando la vesicula biliar y al mismo
tiempo invaden a los hepatocitos y se multiplican intracelularmente en esas células (Terzolo
y Chacana, 2016).

Los genes de virulencia se encuentran localizados en 12 islas de patogenicidad (SPI,
port sus siglas en inglés Salmonella pathogenicity islands), algunas de ellas localizadas cerca de los
genes que codifican el acido ribonucleico de transferencia (ARNE). Se cree que algunas SPIs
son adquiridas por transferencia horizontal, mientras que otros genes son altamente
conservados. Los genes de virulencia implicados en la fase intestinal de la infeccién estan

localizados en las SPI 1 y SPI 2; los restantes son necesarios para producir la infecciéon
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sistémica, supervivencia intracelular, expresion de las fimbrias, resistencia a antibiéticos y
absorcion de iones magnesio y hierro (Bhunia, 2008).

La SPI 1 es un segmento que fue adquirido por transferencia horizontal de genes
durante la evolucién y contiene 31 genes (responsables de la invasiéon de células no
fagociticas) y el componente de secrecion tipo I (T'TSS, por sus siglas en inglés #ype three
secretion Systens) designado como el aparato de secrecion Inv/Spa-Type III. Algunos de los
genes implicados son: inwA, invB, imF, invG, hilA, sipA, sipC, sipD, spaR, orgA, sopB y sopE
(Bhunia, 2008). Los genes presentes en las SPIs son blancos moleculares utilizados para la
deteccion de Salmonella en muestras clinicas y alimentos mediante técnicas de biologia

molecular (Montville y Mathews, 2008).

5. Salmonellay Salud Publica.

La salmonelosis es una zoonosis de distribuciéon mundial, de origen alimentario
debido a que los alimentos contaminados constituyen el principal modo de transmision
(Caffer y Terragno, 2001). El principal reservorio de Salmonella se encuentra en los animales
y los microorganismos son transmitidos al hombre, ya sea por contacto directo o a través de
productos alimenticios contaminados de origen animal, tales como: huevos crudos o
parcialmente cocidos y sus productos; carne roja y sus derivados; carne de aves de corral;
leche cruda y productos lacteos (Caffer y Pichel, 2000).

Las salmonelas generalmente infectan al hombre por via oral, una vez ingerido el
microorganismo se multiplica en el intestino e invade las células del huésped (Bell y
Kyriakides, 2002). La principal manifestacion clinica es una gastroenteritis aguda,
acompafiada de cefalalgia, dolores abdominales subitos, diarrea, nduseas, fiebre y vomitos
(Caffer y Pichel, 2006). Las bacterias del género Salmonella se multiplican y colonizan el
intestino delgado, invadiendo posteriormente los tejidos, produciendo enterotoxinas,
causando inflamacién y consecuentemente diarrea. Cuando el patégeno vence el sistema de
defensa de su hospedador, puede alcanzar el flujo sanguineo y/o el sistema linfatico,
causando una enfermedad mas severa. Los nifios, adultos mayores de 60 afios y aquellos
individuos inmunocomprometidos o aquellos que padecen enfermedades crénicas son los
mas vulnerables a la salmonelosis (Bell y Kyriakides, 2002).

Epidemiol6gicamente, las infecciones por Salnonella pueden causar pequefios brotes
en la poblacién en general, sin embargo, el 60-80 % de los casos son esporadicos. A veces

se producen grandes brotes en hospitales, jardines maternales, geriatricos, restaurantes, etc.
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(Caffer y Terragno, 2008). Si bien Salmonella se detecta en productos avicolas, también se
describieron brotes de salmonelosis causados por el consumo de productos de la pesca,
leche, ensaladas, etc. El agua es uno de los vehiculos de transmision de este patégeno como
asi también las personas que trabajan en el procesado y servicio de alimentos (Yousef y
Carlstrom, 20006).

Por ello, el rol de los alimentos en su diseminacién debe ser considerado por la
industria alimenticia en relacion con el control de este microorganismo (Bell y Kyriakides,
2002). El incremento registrado a escala mundial en las dltimas décadas se debe a los
cambios integrales asociados a factores que extienden su ocurrencia como el aumento de la
poblaciéon, que determina cambios en las caracteristicas demograficas y costumbres
culturales, migraciones internas y comercio inapropiado de alimentos.

Distintos factores han contribuido también a aumentar la frecuencia de la
salmonelosis: la adaptacion de los microorganismos a nuevas condiciones ambientales con
la emergencia de microorganismos o reemergencia de otros, apariciéon de grupos vulnerables
0 mas expuestos, aceleraciéon de la urbanizacion, deficiencia en la vigilancia epidemioldgica,
nuevos métodos de produccion de alimentos en gran escala, cambios en las dietas de los
consumidores (comidas fuera del hogar, incremento en el uso de las comidas comerciales) y
mayor facilidad de realizar viajes internacionales. De este modo es necesatio implementar
medidas de control adecuadas, conformando equipos multidisciplinarios e intersectoriales,
con el fin de reglamentar acciones conjuntas de educacién, control, supervision,
investigacion y realizacién de una vigilancia integrada (Abriata y col., 2016).

Desde 1985 a 1999, en el 80 % de los casos de infecciones esporadicas producidas
por S. ser. Enteritidis (SE) informados por el Centro para el Control y la Prevenciéon de
Enfermedades de Estados Unidos (del inglés, CDC), los huevos o alimentos que contenian
huevos fueron confirmados como el vehiculo de infecciéon (Patrick y col., 2004). Por su
parte, en la Unién Europea (UE), se identificé a SE en el 62,5 % y . ser Typhimurium (ST)
en el 12,9 % de los casos de infeccion en humanos. En menos del 2 % de los casos, se
identificaron otras serovariedades, como ser S. set. Infantis, S. ser. Virchow, S. ser.
Newport, §. ser. Hadar, . ser. Stanley, . ser. Derby, §. ser. Agona y S. ser. Kentucky
(Gantois y col., 2009).

Actualmente, en la UE, la salmonelosis es la segunda infeccién gastrointestinal
reportadas en humanos. En 2018, Salnonella causé el 30,7% de los brotes de enfermedades

transmitidas por alimentos (ETA) causando 11.581 casos en humanos, que comparado con
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el afio anterior incrementé un 20,6 %. Los brotes de SE aumentaron un 36,3 % en
comparacion con 2017, pero esto se debié principalmente a un solo miembro de la UE
(Eslovaquia). Los brotes de Salmonella sp. y SE fueron causados durante 2018
principalmente por huevos y productos de huevo, seguidos por productos de panaderfa y
alimentos mixtos, como en afos anteriores (EFSA, 2019).

Por otra parte, el CDC reportd que la incidencia de infecciones con los serotipos de
ST y S. ser. Heidelberg en 2017 disminuyd, y la incidencia de los serotipos . ser. Javiana, .
ser. Infantis y §. ser. Thompson aumentd, en comparaciéon con el periodo 2006—2008.
Entre 6.373 (89 %) aislamientos de Salmonella completamente serotipificados, los cinco mas
comunes fueron SE (incidencia = 2,6 por 100.000 habitantes), ST (1,4), S. ser. Newport
(1,3), S. ser. Javiana (1,1) y la variante monofasica de ST (I 4, [5], 12: i: - ; 0,9). Entre los 13
serotipos mas comunes, la incidencia de S. ser. Heidelberg en 2017 fue 65 % menor que
durante 2006—2008 y 38 % menor que durante 2014—2016. También fue significativamente
menor para ST en ambos periodos (42 % y 14 %, respectivamente). Los nuevos requisitos
reglamentarios que incluyen pruebas mejoradas de productos avicolas para detectar
Salmonella podrian haber contribuido a esta disminucién (Marder y col., 2018).

En Argentina, la salmonelosis (sélo fiebre tifioideas), como enfermedad transmitida
por alimentos, es de notificacion obligatoria, segun la ley 15465/60. Actualmente, la
vigilancia de la salmonelosis en Argentina se realiza a través del Sistema Nacional de
Vigilancia de la Salud (S.N.V. §2.0) — Sistema Integrado de Informacioén Sanitaria Argentina
(S.I.S.A)) que integran distintas fuentes y estrategias de vigilancia utilizadas hasta el 2018
(C2, SIVILA, UC) y permite la participacion y vinculacion de los diferentes actores
involucrados en la vigilancia tanto clinico, de laboratorios y epidemiolégicos (Boletin
Integrado de Vigilancia, 2018). De acuerdo a la Agencia Gubernamental de Control de la
ciudad de Buenos Aires, entre las bacterias mas frecuentemente encontradas en casos de
intoxicaciones alimentarias en dicha ciudad, Salnonella se encuentra en el cuarto lugar (AGC,
2011). A partir de 1972, por un brote de fiebre tifoidea (Salmonella ser. Typhi), se
serotipificaron las cepas en forma continua (Abriata y col., 2006). Caffer y Pichel (20006)
evaluaron la situacién epidemioldgica de la salmonelosis en los brotes hospitalarios en
Argentina, desde 1990 a 2005. Segun este estudio durante ese periodo de tiempo, SE fue el
serotipo mas frecuente en humanos, excepto durante dos afnos: 1991, afio en el cual fue

superada por ST y en 1992 por SI. En el periodo 2007-2017, de acuerdo a datos obtenidos
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por el Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella, 1as serovariedades prevalentes en

humanos en nuestro pais, fueron ST seguida por SE (Caffer, comunicacién personal).

6. Salmonelosis en gallinas ponedoras.

Las bacterias del género Salmonella pueden causar infecciones sin producir signos
clinicos (asintomaticas) en las aves, o bien manifestarse clinicamente, produciendo altos
niveles de mortandad. En el caso de las infecciones asintomaticas, las aves portadoras
pueden facilitar la diseminacién del patégeno dentro del lote (Dunkley y col., 2009).

Diversos factores pueden afectar la susceptibilidad de las aves de corral a la
colonizacion por Salmonella (Bailey, 1988). Estos factores incluyen: edad de las aves, serotipo
de Salmonella implicado y el nivel de la dosis infectiva inicial, estrés, resistencia del patégeno
a la acidez del estomago, competencia con la microflora del intestino, condiciones genéticas
del hospedador, vectores animados como insectos, humanos, roedores u otros animales,
vectores inanimados tales como vestimenta e implementos avicolas contaminados, etc.

Las infecciones producidas por Sa/monella sp. en avicultura se pueden dividir en dos
grandes categorias. En la primera, se encuentra SG y SP, las cuales ocasionan infecciones
sistémicas agudas. La morbilidad y mortalidad debidas a la infeccién por estas biovariedades
dependen de distintas variables: edad y estado nutricional de las aves, manejo de los lotes e
infecciones concurrentes. Las mayores tasas de mortalidad, en algunos casos, pueden llegar
al 100%. Puede registrarse una alta mortalidad en gallinas ponedoras no inmunes, pues son
muy susceptibles, debido al estrés que implica la intensa produccién de huevos. Las
pérdidas econémicas causadas por estas biovariedades pueden ser muy altas, no sélo por la
pérdida de animales debido a la mortalidad, sino también por los costos veterinarios
involucrados, eliminacion de las aves muertas, saneamiento de las instalaciones infectadas,
etc. (Chacana y Terzolo, 2003).

En la segunda categoria se incluyen Salmonella sp. moéviles, las cuales son la principal
causa de enfermedad en humanos. A este grupo pertenecen la gran mayoria de las
serovariedades de Salmonella (Gast, 2003). En cuanto a las serovariedades encontradas de
este tipo en las aves de corral predominan ST, SE y S. ser. Heidelberg (Foley y col., 2008).
Antes de la década de 1960, SE fue rara entre las aves de corral; sin embargo, con la

disminucién de SG y SP, la prevalencia de SE aument6 (Foley y col., 2008).

6.1. Paratifosis aviar.
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Las numerosas serovariedades moviles de Salmonella sp. se conocen en avicultura,
usualmente, con el nombre de Salmonelas paratificas. Existe una importante relacion
epidemioldgica entre los productos avicolas y las infecciones en humanos, debido a que
muchas de las serovariedades encontradas en humanos (como ST y SE) son comunes a las
halladas en la produccioén avicola (Gast, 2007, 2008).

Los registros mundiales de la frecuencia de aislamientos de serovariedades de
Salmonella de origen avicola generan un amplio rango de resultados. SE ha sido la
serovariedad mas frecuentemente aislada de huevo en Italia (Busani y col., 2005), carcasas
de pollo en Polonia, Espafia y Korea (Capita y col., 2003; Chung y col., 2003; Mikotajczyk y
Radkowski, 2002). §. ser. Heidelberg se encontré en pollos parrilleros y pavos de Canada
(Guerin y col., 2005) y en gallinas ponedoras de los Estados Unidos (Kinde y col., 2005); ST
fue aislada de pollitos parrilleros en Estados Unidos (Liljebjelke y col.,, 2005). §. ser.
Livingstone (SL) y S. ser. Infantis se hallaron en ambientes de producciones avicolas en
Japon (Murase y col., 2001; Murakami y col.,, 2001); mientras que S. ser. Kentuky y . ser.
Agona se encontraron en carne de pollo en los Estados Unidos (Logue y col., 2003; Zhao y
col., 2000).

En Argentina, en la década de los anos 80, se aislaron ST, SE y §. ser. Livingstone
de granjas, mientras que S. ser. Anatum y otras serovariedades fueron aisladas de harinas
utilizadas para la fabricacion de alimentos balanceados y de aves faenadas (Terzolo, 1980;
Mercado, 1983; De Franceschi y col., 1988). Durante el periodo 1986-1993 se reportaron 68
cepas de SE de criaderos de pollos partilleros, reproductores pesados y gallinas ponedoras,
el 38 % correspondientes al fagotipo PT4, el 8 % al PT7 y el 16 % restante a los PT1, PT5-
a, PT9-a y PT12. Todas estas cepas presentaron transmision vertical y horizontal y alta
patogenicidad (Velilla y col., 2004).

Sandoval y col. (1989) describieron casos de paratifosis causados por SE en dos
planteles de aves de la Provincia de Buenos Aires. En estos casos la infeccién inicial ocurtio
en diferentes etapas del ciclo productivo siguiendo la enfermedad un curso distinto y
produciendo alteraciones desiguales en el rendimiento. Ademas de esta serovariedad, en
segundo lugar, se debe considerara las cepas patégenas de ST, que si bien actualmente son
menos frecuentes como causa de paratifosis en aves, tienen también mucha importancia por
su potencial patogenicidad para el hombre, las aves y los animales. Estudios recientes de
Soria y col (2017) aislaron Salmonella sp. en 14 granjas de aves de postura de la provincia de

Entre Rios, y fueron tipificados en 17 serotipos, siendo los mas fecuentes S. ser.
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Schwarzengrund (17.5%), SE (15%), S. ser. Mbandaka (7,5%) y . ser. Newport (7,5%). Por
otro lado, 12 granjas presentaron contaminacion por multiples serotipos. Por su parte, el
Plan Nacional de Sanidad avicola de Argentina (SENASA, 2018) tiene incorporados para su
control en granjas de pollos parrilleros y granjas de gallinas de postura comercial a SE, ST y
S. ser. Heidelberg. Esta ultima por su presencia en tracto digestivo y contaminante
importante de carcazas post-faena.

La morbilidad o mortalidad no estin asociadas de manera consistente con la
paratifosis en aves adultas. En general, no se informan signos o enfermedad clinica en
infecciones experimentales, con grandes dosis orales de Salmonella sp. paratificas (Humphrey
y col., 1989). Las dos caracteristicas observadas con mayor frecuencia en las aves adultas
son: la colonizacion intestinal y la diseminacion hacia los 6rganos internos. Okamura y col.
(2001) inocularon gallinas adultas con seis serovariedades por separado (SE, ST, S. ser.
Heidelberg, S. ser. Hadar, §. ser. Infantis y §. ser. Montevideo), donde la unica serovariedad
asociada con signos clinicos de depresion y disminucion en la alimentacion fue SE, la cual
causé una bacteriemia mas prolongada.

En la actualidad, se encuentran disponibles vacunas vivas atenuadas de SE en varios
paises de Latinoamérica. Estas cepas atenuadas invaden y colonizan el tracto
gastrointestinal, compitiendo con cepas salvajes por receptores de adherencia localizados en
los enterocitos (células localizadas en el borde de las vellosidades intestinales). Sin embargo,
la baja capacidad de multiplicaciéon y diseminacién a 6rganos internos, permite la eventual
eliminacién de la cepa vacunal por parte del sistema inmune de las aves. Asimismo, la cepa
vacunal de SE se caracteriza por su susceptibilidad a la eritromicina y resistencia a la
estreptomicina y rifampicina, mientras que las cepas de campo presentan un
comportamiento totalmente opuesto frente a dichos antibiéticos. Debido al grado de
atenuacion, este tipo de vacuna viva, se puede administrar en agua de bebida o por
aspersion en aves de un dia de edad (Alvarado, 2009).

En Argentina, el Plan Nacional de Sanidad Aviar (SENASA, 2018), dentro de las
medidas implementadas para el control de Sa/monella indica el uso de vacunas vivas y/o
inactivadas contra SG y/o SE u otra serovatiedad oportunamente aprobadas por el
SENASA, a fin de alcanzar una disminucién efectiva en la diseminacién de salmonelas y/o

inhibicién de su crecimiento en huevos.

6.2. Tifosis aviar.
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El término tifosis aviar (T'A) designa las infecciones causadas por SG (OIE, 2008),
la cual es una enfermedad septicémica especifica de aves (aves de corral y otras especies de
produccion, incluyendo aves de caza, patos y faisanes). Aunque son susceptibles las aves de
todas las edades, la tifosis aviar, usualmente afecta a las aves adultas (Barrow y Freitas Neto,
2011).

La TA tiene muy baja posibilidad de curacion. Este hecho determina la interrupcion
del ciclo productivo del establecimiento y, por consiguiente, una elevada pérdida
econémica. La morbilidad es alta entre todas las edades de las aves, mientras que la
mortalidad puede variar entre un 10 % al 90 % (Beyaz y col, 2010). Asimismo, la
contaminaciéon de poblaciones de gallinas ponedoras de huevos para consumo, sumado a la
irregular respuesta de las vacunas y a malas maniobras de manejo, resulta en un espiral de
difusién de la enfermedad, que anualmente suma enormes cifras contabilizadas como
pérdidas por mortalidad y falta de produccion. En el caso de la tifosis se registran pérdidas
muy elevadas, pues se requiere el sacrificio de todas las aves reproductoras del lote como
unico método posible de erradicaciéon de la enfermedad y en gallinas en postura no
vacunadas la mortandad suele ser muy elevada (Huberman, 2010).

En Argentina, a fines de 1973, comienza una inusitada diseminacién de SG,
afectando a aves de todo tipo. Hoy en dia, se puede concluir que los principales factores
responsables de las epizootias registradas en el pafs entre 1974 y 1976 fueron: la llegada al
pais de abuelos contaminados de una linea genética que manejaba un 30% del mercado; la
diseminacion, a través de reproductores padres, de la infeccion a todas las regiones del pafs;
el ocultamiento y mantenimiento de la enfermedad en razén de los buenos precios de
mercado; el intento de erradicar la enfermedad con tratamientos antimicrobianos; y el uso
de vacunas ineficaces (SENASA, 2003).

En la actualidad la TA tiene escasa presencia en las granjas de aves de corral
reproductoras en Argentina. Sin embargo, no ha ocurrido lo mismo con ponedoras
comerciales. En los afos 2007, 2008 y 2009, se reportaron 12, 41, y 31 brotes,
respectivamente en el pafs (Terrera, 2012). La posible causa de que SG contintie en gallinas
ponedoras puede deberse al uso de vacunas ineficaces y no siempre controladas o al mal
uso de las mismas, asi como a cierto abandono de medidas higiénicas de profilaxis
(SENASA, 2003).

De acuerdo a datos de la Organizacién Mundial para la Salud Animal (OIE), los

Estados Unidos reportaron su ultimo caso de tifosis aviar en 1981 (Barrow y Freitas Neto,
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2011). En cuanto a Europa, se han detectado brotes en distintos paises. En el Reino Unido,
SG fue aislada de una granja comercial y de un pequefio criadero en el afio 2005. En Espana
no se han reportado casos de tifosis desde 1991. En Alemania, SG se diagnosticé entre
2005 y 2008 (Barrow y Freitas Neto, 2011). Korea ha cobrado importancia en relacién a la
tifosis aviar, debido al informe de 1.000 brotes entre los afios 2000 y 2008 (Kwon y col,,
2010).

Los paises que han aplicado estrictos planes de control han logrado erradicar esta
enfermedad de las explotaciones industriales, aunque en algunos casos se detecta esta
bacteria en poblaciones de aves silvestres o domésticas criadas en pequefios
establecimientos de campo (Chacana y Terzolo, 2003). Se ha sugerido que la desaparicion
de SG y SP de los lotes avicolas de Europa y Estados Unidos durante el periodo de 1960 a
1980 ha sido el motivo del resurgimiento de un fagotipo especifico de SE. Se postulé que
este ultimo serotipo ocup6 el nicho ecoldgico vacante de SG y SP (Barrow y Freitas Neto,
2011). Sin embargo, este hecho no es concluyente, ya que en varios pafses latinoamericanos
coexisten tanto la tifosis como la paratifosis aviar (Terzolo, 2008).

La infeccién por SG puede ocurrir tanto por via horizontal, como vertical. La
transmision horizontal es mas significativa para esta biovariedad (Barrow y Freitas Neto,
2011). La transferencia horizontal puede ocurrir por la ingesta de heces infectadas o por
canibalismo. En cuanto a la tasa de transmision vertical, la presencia de SG en los huevos
provenientes de gallinas infectadas es relativamente baja. Se ha encontrado que sélo un 3 %
de los huevos puestos por gallinas infectadas transportaban la bacteria (Chacana y Terzolo,
2003). Por otro lado, la transmisién vertical puede estar asociada con infecciones
persistentes en ausencia de casos clinicos (Berchieri Junior y col., 2000).

Un brote agudo de SG en aves maduras puede comenzar con una caida repentina en
el consumo de alimento, varias aves parecen caidas y rizadas con cabezas palidas, y se
encuentran alrededor de la fuente de agua bebiendo con frecuencia y comiendo poco,
especialmente durante la etapa febril. La temperatura de las aves aumenta de 2 ° a 5 °C
dentro de 2 o 3 dias después de la exposicion a SG y puede permanecer hasta unas pocas
horas antes de la muerte. Después de las primeras muertes, la enfermedad se propaga
rapidamente a través del galpon, causando un numero creciente de muertes todos los dfas
durante varios dias, después de lo cual el nimero de muertes disminuye, generalmente en 2

a 3 semanas (Hall y col., 1949).
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En cuanto a la signologia, las aves pueden manifestar depresion, somnolencia,
anorexia, alas caidas, deshidratacion, respiracion dificultosa, diarrea, debilidad y adherencia
de las heces a la cloaca (Chacana y Terzolo, 2003). Las aves adultas que manifiestan la
enfermedad pueden desarrollar ovarios deformados y reducidos con foliculos adheridos por
tallos fibrosos pedunculados. Ademas de signos generalizados de septicemia, se observa el
higado agrandado, oscuro y de consistencia friable. Frecuentemente, la médula 6sea
presenta también un color marrén oscuro (OIE, 2008).

Aunque contra SG se han preparado tanto vacunas vivas como inactivadas, la
vacuna mas utilizada se ha preparado a partir de la cepa rugosa 9R (OIE, 2008). Esta vacuna
es la unica aprobada por las autoridades sanitarias para la prevencion de la TA y sélo para
gallinas ponedoras en Argentina. I.a misma es un tipo de vacuna muy efectiva, aunque con
cierto poder patogénico residual (Huberman, 2010). Una ventaja de la vacuna 9R es que
adicionalmente protege contra SE (Barrow y col., 1991; Feberwee y col., 2001).

Se han considerado otras posibilidades biologicas para el control de SG, como por
ejemplo preparaciones probidticas. Muchas de estas preparaciones contienen alto nimero
de lactobacilos, que incorporados al alimento pueden disminuir la colonizacién intestinal
por parte de los serotipos zoonoéticos. Sin embargo, los ensayos 7z vzvo no mostraron efectos

significativos sobre este patégeno (Barrow y Freitas Neto, 2011).

6.3. Patogenia de la infeccion en la salmonelosis aviar.

Si bien la patogénesis de Salmonella ha sido bien caracterizada en mamiferos, la
informacién de los mecanismos especificos en las aves es limitada (Dunkley y col., 2009). La
capacidad de los diferentes serotipos de Salmonella para sobrevivir y prosperar en diferentes
entornos del huésped implica una serie de actores interconectados, incluidas las diferencias
en los entornos del huésped (pH, temperatura y sitios de union, etc.), el sistema inmunitatio
del huésped y su respuesta a diferentes serotipos, los organismos comensales presentes y la
genética del patoégeno en si (Foley y col., 2013). La salmonelosis de las aves tiene tres fases
distintas durante las cuales hay una interaccion significativa con el sistema inmune (Chappel
y col., 2009):

v Fase I. Invasion intestinal. La mayoria de las infecciones por Salmonella en aves
ocurre, del mismo modo que en los mamiferos, por la via fecal-oral. Las bacterias pasan a
través del buche, cuyo ambiente acido (pH 4-5) induce mecanismos de adaptacion en el

microorganismo, que lo ayudan a alcanzar el proventriculo y la molleja. Siguiendo el curso
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de la infeccién, se produce un flujo de heteréfilos y macréfagos hacia el lumen intestinal. La
infeccién con SG y SP no produce una inflamacién entérica substancial, a diferencia de lo
que ocurre con ST o SE.

v' Fase II. Desarrollo de infeccion sistémica. Las bacterias son fagocitadas por los
macréfagos y transportadas viables dentro de estas células a través del sistema linfatico
hasta el higado y bazo. La interacciéon entre Salmonella y los macréfagos es la clave para la
progresion de la infeccioén sistémica, tanto en aves como en mamiferos. Salmonella ha
desarrollado sistemas para mediar su supervivencia dentro de los macréfagos,
particularmente la isla de patogenicidad 2 (SPI-2, por sus siglas en inglés). Este sistema
previene la fusion de los fagosomas con los lisosomas; la ausencia de una SPI-2 funcional
impide la supervivencia de Salmonella dentro de los macréfagos y produce una atenuacion de
las infecciones sistémicas cuando las aves se infectan con cepas de SG, SP o ST carentes de
SPI-2.

v Fase IIIL. Eliminacion, persistencia o muerte. Luego del establecimiento de la
infeccién sistémica, el ave puede eliminar o controlar la multiplicacién bacteriana mediante
su sistema inmune. En el caso que la infeccién no pueda eliminarse, pero queda controlada,
el ave puede convertirse en portadora. Si la multiplicacion no es controlada por los
mecanismos de inmunidad innata, Salmonella se multiplica en el bazo y en el higado
causando lesiones en estos organos (hepato y esplenomegalia). Si la infeccién progresa
puede causar la muerte del animal.

Particularmente, SG a diferencia de otros patégenos intracelulares que se
multiplican libremente en el citoplasma, induce la formacién de vacuolas intracelulares,
donde se multiplica, y queda protegida de la acciéon de anticuerpos, lisozimas y de
antibidticos que no pueden realizar ninguna accién intracelular. Los macréfagos transportan
a SG dentro de la "vacuola que contiene Salmonella" y la diseminan sistémicamente. Los
macrofagos infectados ingresan por diapédesis en los vasos sanguineos y son arrastrados
por el torrente sanguineo al reticulo, los tejidos endoteliales y reproductivos (Chappel y col.,
2009).

La mayor parte de la evidencia de los mecanismos de limpieza inmunitaria en la
infeccién por Salmonella surge de datos experimentales de infecciéon por ST o SE.
Inicialmente, la etapa sistémica de ST induce la expresion de citoquinas proinflamatorias. Si
el sistema inmune innato no logra controlar la multiplicacion bacteriana entonces las

respuestas humorales y celulares hacen posible la limpieza, mediada por tales citoquinas
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(Chappell y col., 2009). Setta y col. (2012) demostraron en estudios 7z vitro que existe una
expresion diferencial de las citoquinas proinflamatorias del huésped, dependiendo del
serotipo estudiado. En el caso de SG y SP, estos biovares promueven poca expresion de
estas citoquinas. Esta capacidad para limitar la respuesta inflamatoria serfa parte de una
estrategia para la exitosa invasién sistémica del ave por parte de ambos biovares. La
secuenciacion del genoma completo de SG y SE demostr6é que alrededor de 125 genes son
responsables de las diferencias fisioldgicas, incluidos los genes relacionados con los fagos,

las fimbrias y las proteinas secretadas de tipo III (De Carli y col., 2017).

6.4. Formacion del huevo e infeccion por Salmonella sp.

Las aves producen huevos para su reproduccion y para que ello acontezca deben ser
fecundados. Si esto no ocurre, la postura se realiza de igual manera y el hombre, en ambas
circunstancias, los aprovecha para su consumo. Los huevos de gallinas son los que mas se
consumen. Los mismos tienen un polo mas obtuso que el otro, pesan entre 50 a 70 g siendo
la cascara, en general blanca, amarilla o morena de superficie lisa (Mayer, 1980).

El ciclo de puesta completo dura de 26 a 28 h. La ovulacién suele efectuarse por la
mafana, unos 30-60 min de la ovoposicién anterior. Los rayos rojos visibles de la luz solar
o eléctrica que inciden en el ojo, estimulan la secreciéon de la hormona foliculo estimulante
(FSH), la cual juega un rol fundamental en la formaciéon del huevo. Esta hormona es
transportada por la sangre hasta el ovario. Cuando un évulo es estimulado por la hormona
FSH comienza a desarrollarse hasta alcanzar el saco que encierra a la yema en desarrollo;
luego este saco se rompe y se produce la ovulacién. Este 6vulo cae al infundibulo (Figura
0), donde tiene o no lugar la fecundacién. A continuacion, la yema u 6vulo llega hasta el
magnum (por movimientos peristalticos) donde es rodeada por una espesa clara de huevo o
albumina. Luego continua su recorrido hasta el istmo en donde se afladen agua, algunas
sales y las llamadas membranas testaceas. Luego, el évulo con sus membranas es desplazado
hacia la parte inferior del oviducto, lo cual hace que la clara se refuerce en los extremos de
la yema, formando las llamadas chalazas. En el utero se forma la capa caliza de la cascara y
también se secreta clara fluida y sales que penetran por 6smosis a través de las membranas
de la cascara. El huevo completo pasa a través de la vagina, donde recibe una capa de
mucina lubricante (cuticula), luego llega a la cloaca y finalmente sale al exterior (Torrent

Mollevi, 1982; Mountney y Parkhurst, 2001).
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Figura 6. Representacion esquematica de los 6rganos reproductivos de la gallina y su
contribucion durante la formaciéon del huevo (De Buck., 2004).

Dentro de las defensas fisicas del huevo, se encuentran la cuticula, la cascara y las
membranas de la cascara. La cuticula, es una capa proteica, secretada sobre la cascara
inmediatamente antes de la oviposicién, siendo la primera defensa fisica del huevo. La
cascara posee entre 7.000 a 17.000 poros y representa una de las barreras mas visibles a la
contaminacion externa. Por debajo de la cascara, se encuentran las membranas externa e
interna de la cascara (Figura 7). Estas membranas estan totalmente unidas excepto en la
zona de la camara de aire, la cual se forma luego de la oviposicién, al separarse ambas

membranas.

Yema

Membrana h

externa 1 / 5
Camara de //

Clara/Albimina

aire

Membrana Chalaza
interna ¢
Cascara . \_// Disco germinal

Membrana
Figura 7. Representacion esquematica de la estructura del huevo (Food Standars

Australia New Zeland, 2009).

Entre las defensas quimicas del huevo, se encuentran en la clara la lisozima, la
ovotransferrina y el ovomucoide, entre otros. La lisozima rompe los enlaces N-
acetilneuramina y N-acetilglucosamina de la pared celular de las bacterias Gram-positivas y
también es capaz de formar poros en la pared celular de las bacterias Gram-negativas (Kang

y col.,, 2006). La ovotransferrina es un agente quelante que secuestra el hierro de la clara y,
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de esta manera, no queda disponible para las bacterias. El ovomucoide es una proteinasa
inhibidora que impide que las bacterias utilicen las proteinas de la clara. Por dltimo, la
membrana vitelina, que rodea a la yema, mantiene su integridad y evita que la clara y yema

se mezclen, lo que debilitarfa las defensas del huevo al permitir el paso de los nutrientes y

un exceso de hierro hacia la clara (Howard y col., 2012).

La contaminacién bacteriana de los huevos frescos (Figura 8) por contaminacion
horizontal se debe a la penetracion del microorganismo a través de la cascara desde el
intestino de las aves infectadas o por materia fecal contaminada durante o después de la
ovoposicién (Gantois y col., 2009). Luego de la postura, los huevos estan expuestos a una
gran variedad de areas contaminadas, y el alto nivel de materia organica humeda puede
permitir la supervivencia y desarrollo de Sa/monella spp. por proveer proteccién, asi como
también una fuente de nutrientes necesarios para su desarrollo (Howard y col., 2011). Sin
embargo, Salmonella spp. también puede permanecer en ausencia de contaminacion,

principalmente a bajas temperaturas y humedad relativa (Messens y col., 2000).

Penetracion a través de
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Figura 8. Patogénesis de contaminacién del huevo por Salmonella sp. A- Ingreso por via
oral. B- Penetracion a través de la cascara y sus membranas. C- Contaminacion directa de

la yema, clara, cascara y sus membranas. D- Supervivencia y crecimiento dentro del huevo

(Gantois et al., 2009).
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La contaminaciéon vertical ocurre por contaminacion directa de la yema, clara,
membranas de la cascara o cascara antes de la ovoposicion, debido a la infeccién presente
en los 6rganos reproductivos de la gallina (Gantois y col., 2009). Existen discordancias entre
autores con respecto a qué via de contaminaciéon de huevos es la mas frecuente. Barrow y
Lovell (1991) afirman que la transmisién horizontal es la forma mas importante de
contaminacién de huevos, mientras que Guard-Pitter (2001) afirma que lo es la transmision
vertical.

Humprhey y col. (1991b), en su estudio con aves contaminadas naturalmente,
observaron que numerosas serovariedades de Sa/wonella como SE, ST y S. ser. Heidelberg
fueron aisladas desde cascara de huevo, aunque sélo SE fue aislada desde el contenido del
mismo, y solamente un huevo fue positivo en ambos sitios, sugiriendo que es mas probable
que ocurra la contaminacién interna durante su formacién que por penetracion a través de
la cascara. Howard y col. (2011) reportaron que ST es capaz de sobrevivir dentro del huevo
y presentar un crecimiento neto durante 8 semanas de almacenamiento bajo ciertas
condiciones de refrigeracion.

Gast y col. (2005) indicaron que el ovario a menudo es colonizado por SE mas que
el oviducto. En este caso SE podria ser capaz de interactuar con las células del foliculo antes
de la ovulacién, aunque también se observo su unién a las células de la granulosa (Howard y
col.,, 2011). Gantois y col. (2008) encontraron que SE aparentemente posee ciertas
caracterfsticas que otras serovariedades no poseen, ya que colonizaria el ovario y los
foliculos mucho mas rapido, con la excepcion de ST que también serfa capaz de colonizar el
ovario. La contaminacion de la vagina, el istmo o el magnum podria llevar a la
incorporacion de Salmonella dentro de la cascara, las membranas o la clara, respectivamente
(Howard y col., 2011). Estudios experimentales realizados por Gast y Holt (2001) sugieren
que Salmonella es mas probable que se deposite sobre la membrana vitelina que dentro de la
yema durante la colonizacion en el ovario.

Cogan y col. (2001) inocularon SE en la clara de huevos enteros y observaron un
crecimiento mas rapido que en la clara sola. Ademas, detectaron un gran numero de SE en
la yema, demostrando que habfa una migracién hacia la misma. Se cree que las bacterias que
son depositadas en la clara, son capaces de migrar, penetrar a través de la membrana vitelina
en huevos post-postura alcanzando la yema y adquirir los nutrientes necesarios para su

crecimiento y supervivencia en huevos que han sido almacenados a temperatura ambiente.
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Esto se deberfa al envejecimiento de la membrana vitelina durante el almacenamiento lo
cual genera fuga de nutrientes hacia la albumina (Gantois y col, 2009).

La presencia de flagelos es un componente necesario para la migraciéon hacia la
membrana vitelina en huevos enteros (Gantois y col., 2009). En las cepas no méviles, como
SG y SP, se observo que no fueron capaces de crecer en el contenido del huevo, indicando
que la motilidad es un factor importante para poder migrar hacia la fuente de nutrientes. De
todas maneras, la presencia del flagelo es importante pero no imprescindible, ya que estos
dos biovares también pueden contaminar el huevo por transmision vertical (Cogan y col,,
2004).

Algunos autores afirman que la contaminacion fecal después de la oviposicion es la
principal forma de contaminacién de los huevos (Gantois y col., 2009). Otros (De Buck y
col., 2004) sefnalan que la contaminacion fecal es menos probable en una gallina sana. Sin
embargo, este tipo de contaminacién es critica en relaciéon con la higiene del galpon, el
manejo y transporte de los huevos. En la etapa inicial de la contaminacién horizontal, las
bacterias se encuentran localizadas entre la cascara y las membranas; éstas ultimas actian
como filtros y representan solo una barrera temporal para el pasaje hacia el interior del
huevo (Messens y col., 2000).

Distintas especies bacterianas parecen tener diferente capacidad para penetrar la
cascara del huevo (Messens y col., 2006). De Reu y col. (2005), compararon la capacidad de
penetrar la cascara de siete cepas bacterianas aisladas de contenido de huevo (Staphylococcus
warneri, Acinetobacter  baumanniz, Alealigenes sp., Serratia  marcescens, Carnobacterium  sp.,
Psendomonas sp. y SE). Estos autores encontraron que Pseudomonas sp., SE y Alcaligenes sp.
tienen mayor capacidad para penetrar la cascara.

La contaminaciéon en el lugar de envasado es un factor importante en la
contaminacion externa de la cascara (Messens y col., 2006). Viora y col. (1993) encontraron
que 50 de 100 muestras de maples, que habfan sido utilizados en las granjas, estaban
contaminadas con SE. Soria (2012) investigd la presencia de Salmonella en 452 muestras de
maple, encontrando sé6lo 5 muestras positivas; los serotipos encontrados fueron . set.
Muenchen, S. ser. Westhampton, §. ser. Agona y SE.

Una vez dentro del huevo, las bacterias enfrentan un ambiente desfavorable, ya que
la clara es rica en lisozima y carece de hierro disponible debido a la presencia de la
ovotransferrina (Guard-Peter, 2001). Por otro lado, la clara posee anticuerpos del tipo IgA e

IgM, y por otro lado en la yema del huevo se encuentra la IgY, principal inmunoglobulina
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del huevo (Kaspers y col., 1996,). Se ha sugerido que, al pasar el tiempo, los huevos tienen
una pérdida parcial de la integridad de la membrana vitelina y como consecuencia ocurre el
paso de nutrientes hacia la clara. Esto desencadena la quimiotaxis de Sa/nonella hacia la
membrana vitelina con la subsecuente invasion en la yema. Una vez alli, puede producirse
un rapido crecimiento de la bacteria (Van Immerseel y col., 2010). Debido a la baja
incidencia de contaminacién del huevo en condiciones naturales y a la labor intensiva que
implica examinar un gran nimero de huevos, no se dispone de suficientes estudios para

establecer definitivamente cual es el principal sitio de contaminacién (Gantois y col., 2009).

7. Deteccion de Salmonella en el laboratorio.

Para las investigaciones epidemioldgicas detalladas es necesario identificar las cepas,
y tales investigaciones han descansado tradicionalmente en métodos bacteriologicos y
serologicos, y en la fagotipificaciéon de algunos serotipos (OIE, 2008). Ademas, actualmente
se han investigado y desarrollado métodos rapidos de deteccion, en los cuales el tiempo de
deteccién se ha reducido en unas 18 a 24 horas (Molbak y col., 2000).

Aunque la observacién clinica puede sugerir la presencia de la infeccién por
Salmonella, el diagnostico final depende del aislamiento e identificacién del microorganismo.
Las muestras para salmonelas paratificas pueden obtenerse de una variedad de fuentes,
principalmente de tejidos, huevos y del ambiente de las granjas. Como muchos de los
serotipos de salmonelas paratificas son altamente invasivos y pueden diseminarse a los
organos internos, pueden tomarse muestras de higado, bazo, ovarios, oviductos, saco
vitelino, corazén. Los hisopados cloacales han sido utilizados para evidenciar la
colonizacion intestinal persistente (Gast, 2008). Entre las muestras ambientales, se incluyen
las heces, la basura y el polvo, los barridos o los frotis a partir de las superficies del suelo,
los cuales pueden ser el modo mas eficaz, en cuanto al coste, de identificar granjas
infectadas (OIE, 2008). El alimento es otra muestra de eleccion, ya que se considera la
principal fuente de introducciéon de Salmonella en la produccion (Jones y Richardson, 2004),
debido a la presencia de proteinas animales y otros ingredientes contaminados (Rose y col.,
1999).

Dado que la TA es una enfermedad sistémica, SG puede aislarse de la mayoria de
los tejidos corporales. El higado, el bazo, el saco vitelino y el ciego estan mas comunmente
involucrados en TA, y son los 6rganos preferidos para el cultivo. Las lesiones también

pueden ocurrir en el corazoén, la molleja, el pancreas y los pulmones, que también son
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muestras adecuadas para el aislamiento. Si hay lesiones en los 6rganos reproductivos de las
aves maduras, se pueden cultivar los foliculos ovaricos, y el oviducto. En pollitos jovenes es
esencial la toma de muestras del saco vitelino. En aves con enfermedad crénica las muestras

de elecciéon son 6vulos afectados, testiculos o el contenido de articulaciones afectadas

(Shivaprasad, 2000; Chacana y Terzolo, 2003).

7.1. Método de cultivo bacteriologico.

Se debe destacar que existen muchos procedimientos distintos para el aislamiento
de Salmonella. El método ideal debe tener una alta sensibilidad y especificidad, y ser al
mismo tiempo simple, rapido y econémico. Ningiin método cumple con todos los criterios
y ninguno es optimo para todas las condiciones. Por lo tanto, es aconsejable consultar la
literatura antes de elegir un método para un determinado propésito y es recomendable la
comparacion frecuente de los métodos de cada laboratorio con los nuevos métodos que
surjan (Caffer y Terragno, 2008).

En general, para estudios de monitoreo, las muestras son procesadas mediante un
pre-enriquecimiento no selectivo, en el caso que se considere que las salmonelas se
encuentran en bajo nimero o estan potencialmente dafiadas. Posteriormente, sigue un
enriquecimiento selectivo; luego las muestras se siembran en agares selectivos y
diferenciales. Las colonias bacterianas son identificadas como Salmonella sp. mediante
pruebas bioquimicas y confirmacién serolégica (Waltman y Gast., 2008). Cuando la TA es
aguda, la bacteria puede aislarse facilmente a partir del cultivo directo mediante improntas
de 6rganos en placas de agar. Es importante sefalar que el éxito en la detecciéon de
Salmonella depende de la elecciéon de un procedimiento de muestreo representativo
combinado con un método de cultivo de alta sensibilidad (Chacana y Terzolo, 2003;
Carrique-Mas y Davies, 2008).

Existe una gran variedad de medios y condiciones de cultivo para el aislamiento de
Salmonella, a partir de diferentes tipos de muestra. Sin embargo, es importante sefialar que a
veces puede ser aconsejable utilizar modificaciones, de los métodos estandares ya que para
algunos tipos de muestras pueden no ser los éptimos (Soria y Bueno, 2016). Actualmente,
varios de los procedimientos estandarizados disponibles se pueden obtener de una serie de
organismos internacionales de normalizacién, tales como la Organizaciéon Internacional de
Estandarizacion (del inglés International Organization for Standardization, 1SO), la Asociacion

Americana de Salud Publica (del inglés Awmerican Public Health Association, APHA), la
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Administracién de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (del inglés Food and Drug

Administration, FDA), entre otras.

7.1.1. Medios de cultivo para pre-enriquecimiento.

El pre-enriquecimiento para el aislamiento de Salmonella sp. es el proceso de
inoculacion de la muestra en un caldo no selectivo y su incubacién durante 18-24 h a 35-37
°C. Estos medios permiten que un escaso numero de salmonelas se multipliquen sin que
mueran por los efectos toxicos de los medios de enriquecimiento selectivos, o ayudan a la
recuperacion de las que presentan dafios subletales, como los debidos a la congelacion, el
calentamiento, la exposicién a las substancias microbicidas o a la desecacion (OIE, 2008).
Entre los medios de cultivo utilizados como medios de pre-enriquecimientos para el
aislamiento de Salnonella se encuentran:

v’ Agua peptona tamponada (APT): es el medio de eleccién en muchos métodos de
referencia (Baylis y col, 2000). La presencia de sales fosfato en el medio provee las
condiciones adecuadas para la recuperacion de las bacterias dafadas en los procesos de
preservacion de alimentos, tales como calentamiento, desecacién o altas presiones
osmoticas. El medio contiene peptona como fuente de carbono, nitrégeno, vitaminas y
minerales y cloruro de sodio para mantener el balance osmoético del medio.

v’ Caldo tripteina de soja: es un medio general usado para el cultivo de una amplia
variedad de microorganismos. Su uso con la adiciéon de sales de hierro se debe a que el
hierro en la forma de sulfato ferroso promueve el crecimiento de bacterias Gram-negativas
y mejora el aislamiento de Sa/nonella en el contenido de huevo (Cogan y col., 2001).

v" Caldo Salmocyst: se utiliza como pre-entriquecimiento no selectivo. Para este medio,
el enriquecimiento selectivo se realiza afiadiéndole una tableta de Salmosyst suplemento
selectivo a una alicuota de 10 ml de caldo de pre-enriquecimiento (Merck, 2005).

v’ Caldo lactosado: a diferencia del agua peptona tamponada, este medio carece de un
sistema de sales fosfato por lo que no puede mantener el pH estable durante la incubacién
de las muestras. A pesar que la mayorfa de las salmonelas son incapaces de fermentar
lactosa, si la muestra contiene microorganismos capaces de hacerlo, se producira una

drastica reduccién del pH, afectando a los competidores de las salmonelas (Entis, 2002).

7.1.2. Medios de cultivo para enriquecimiento selectivo.
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El objetivo del paso de enriquecimiento en medios selectivos es disminuir la
concentraciéon de los microorganismos competidores y, al mismo tiempo, aumentar o
mantener estable la poblacién de la bacteria de interés. Esto se logra mediante el uso de
agentes selectivos y/o condiciones restrictivas para el crecimiento de la flora competitiva,
que pueden incluir: el pH del medio de cultivo, la temperatura y/o la atmosfera de
incubacién, la adiciéon de antibidticos (polimixina B, novobiocina, vancomicina) y de
compuestos quimicos (verde brillante, selenito de sodio, sales biliares), etc. (Entis, 2002;
Soria y Bueno, 2016). Entre los medios de enriquecimiento selectivo empleados en muestras
avicolas se encuentran:

v' Caldo tetrationato: comprende una mezcla de peptonas de carne y de caseina, sales
biliares, carbonato de calcio, tiosulfato de sodio, iodo y el colorante verde brillante. Las sales
biliares y el verde brillante inhiben el crecimiento de bacterias Gram-positivas, el carbonato
de calcio provee un pH alcalino, mientras que el iodo y el tiosulfato de sodio se combinan
para la formacién del tetrationato. Como este ultimo componente no es estable, para un
optimo desempeno del medio, es recomendable afnadir el iodo momentos antes de utilizar el
medio (Entis, 2002). Para evitar la contaminacién del género Proteus sp. se puede adicionar
novobiocina al medio (Jeffries, 1959).

v' Caldos selenitos: Al igual que los caldos tetrationatos, existe mas de una version de
caldo selenito, siendo el medio selenito-cistina el mas conocido (Entis, 2002). Aunque los
caldos selenito se consideran adecuados para el aislamiento de SP y SG, algunos
laboratorios no los utilizan debido a su toxicidad para los operadores o porque después de
preparados su vida media es corta, por lo que actualmente estos caldos no estan siendo muy
usados. Es mas recomendable el uso del caldo selenito-cistina que el selenito F, pues este
ultimo es menos estable y mas inhibitorio (OIE, 2012).

v Caldo Rappaport-Vassiliadis: es uno de los medios mis comunmente usados y
efectivos para aislar Salmonella a partir de muestras ambientales y contenido de huevo (Gast,
2008). El medio se basa en distintos parametros de selectividad entre los que se incluyen
alta presion osmotica, pH acido (5,2 + 0,2), colorante verde de malaquita e incubacion a
temperatura selectiva de 42-43 °C (Entis, 2002).

v' Medio semisélido Rappaport Vassiliadis modificado (MSRV): originalmente las
técnicas de enriquecimiento basadas en la movilidad bacteriana eran realizadas en tubos en
forma de U. Gossens y col. (1984) reemplazaron los tubos en U por placas de Petri,

utilizando caldo Rappaport con el agregado de 3,2 g de agar y reduciendo los nutrientes de
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la férmula en un 60%. El método consiste en la siembra de 3 gotas del caldo de pre-
enriquecimiento en el medio de cultivo semisélido. Las bacterias moviles crecen
radialmente, formando un halo de crecimiento. Si las salmonelas moviles estan presentes en
la muestra, seran dominantes en el extremo del halo (Busse, 1995) de donde pueden ser
selectivamente aisladas. Actualmente, es el medio de eleccion (Carrique-Mas y col., 2009),
empleado en la Unién Europea como unico medio de enriquecimiento selectivo para el
monitoreo de salmonelas paratificas (moéviles) en las aves de corral, presente en el anexo D

de la norma ISO 6579-2002 (hoy ISO 6579-1:2017).

7.1.3. Agares selectivos-diferenciales.

El objetivo en este punto es diferenciar y separar el microorganismo de interés de la
microflora competitiva. Esto se hace inoculando el cultivo en un medio sélido, lo que
también permite obtener cultivos puros para luego ser utilizados en pruebas para confirmar
la identidad microbiana. En general, los medios de aislamiento son selectivos y diferenciales
para suprimir parte de la microflora competitiva y distinguir el microorganismo en estudio
de los restantes (Gaitan Herrera, 2001; Hanes, 2003; Da Silva y col., 2013).

Estos medios usualmente contienen nutrientes, agentes selectivos y uno o mas
sistemas de reacciones diferenciales para distinguir las colonias de interés del resto de los
microorganismos (Entis, 2002). Muchos de los medios pueden inhibir la mayoria de los
coliformes. Sin embargo, los principales problemas son las especies de Proteus, Providencia,
Morganella y Pseudomonas. Las colonias de estas bacterias pueden confundirse con Salmonella
en algunos de los medios agarizados (Figura 9), resultando en altos porcentajes de falsos
positivos (Waltman y Gast, 2008). Entre los medios selectivo-diferenciales usados se citan:

v Agar Mac Conkey: es inhibidor para los microorganismos no entéricos, diferencia
microorganismos fermentadores de lactosa (colonias rosadas) de los no fermentadores de
dicho azucar (colonias transparentes). Es el medio de eleccién para el culivo directo de
tejidos (OIE, 2008).

v’ Agar EF-18: este medio de cultivo inhibe el crecimiento de bacterias Gram-positivas
y ciertas Gram-negativas, mientras que mejora el crecimiento de Salmonella spp. Las
bacterias del género Salmonella se diferencian del resto de los géneros de la familia
Enterobacteriaceae por medio de la fermentacion de sacarosa y descarboxilacion de lisina. El
medio fue desarrollado para una técnica de aislamiento en la cual el caldo de

enriquecimiento es filtrado a través de una membrana hidrofébica, que luego es incubada
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sobre el agar EF-18 (Van der Zee, 2003). Petersen (1997) emple6 este medio, previo pre-
enriquecimiento en agua peptona tamponada y enriquecimiento selectivo en caldo
Rappaport-Vassiliadis, para muestras de origen avicola, encontrando una alta sensibilidad
para muestras fecales.

v’ Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD): el desoxicolato presente en el medio inhibe
las bacterias coliformes y permite la dispersion de colonias de Profess, que pueden
confundirse con las salmonelas. La forma de accion del medio se basa en que la degradacion
a acido de la xilosa, lactosa y sacarosa produce un viraje del medio a amarillo por el
indicador rojo fenol. El tiosulfato y el citrato férrico revelan la formacién de acido
sulfhidrico por la precipitacién de sulfuro de hierro en las colonias; esta reaccion es inhibida
en condiciones acidas. Ia descarboxilaciéon de la lisina en ausencia de fermentaciéon de
lactosa o sacarosa, ocasiona la reversion del medio hacia la alcalinidad y la colonia se
mantiene roja. Tate y col. (1990) estudiaron la adiciéon de novobiocina al medio XLD,
encontrando un porcentaje de aislamiento de Salmonella del 97 % en un total de 254
muestras ambientales de origen avicola, aunque se debe considerar que el agregado de este
antibidtico disminuye la capacidad del medio para detectar la produccién de acido
sulthidrico. Yufio y col. (1995) encontraron que el agregado de novobiocina al medio XL.D
no inhibié totalmente a algunas cepas de Profeus en muestras de materia fecal de aves
experimentalmente inoculadas con Sa/nonella.

v’ Agar entérico Hektoen: King y Metzger (1968) formularon este medio de cultivo
para el aislamiento de microorganismos entéricos. El medio contiene gran cantidad de
peptonas para compensar el efecto inhibidor de las sales biliares. Dispone de dos sistemas
de indicadores de la fermentacion de carbohidratos (azul de bromotimol y fucsina 4cida) y
citrato de hierro como indicador de la formacién de acido sulfhidrico a partir del tiosulfato.
Soria y col. (2012) emplearon el agar entérico Hektoen en muestras de clara y yema de
huevo inoculadas con diferentes serotipos de Salmonella., encontrando que el medio no
mostr6 diferencias significativas de aislamientos con respecto a los obtenidos con el agar
XLD.

V' Agar Salmonella-Shigella: el colorante verde brillante, las sales biliares y las altas
concentraciones de citrato y de tiosulfato del medio inhiben los microorganismos
acompafiantes. Los iones de hierro y tiosulfato detectan la produccién de 4cido sulthidrico.
Las bacterias coliformes degradan la lactosa produciendo viraje del indicador rojo neutro

(Merck, 2005). Las bacterias que no fermentan la lactosa y que producen sulfuro de
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hidrégeno como Salmonella y Protens forman colonias incoloras con centro negro. En este
medio, el crecimiento de bacterias pertenecientes a estos dos géneros tiene el mismo

aspecto y por lo tanto ambos pueden confundirse entre si (Yufio y col., 1995).

Figura 9. Aspecto de colonias de Salmonella ser. Gallinarum biovar Gallinarum en
diferentes medios agarizados selectivos-diferenciales (circulos blancos). A: agar Mac
Conkey. B: agar EF-18. C: agar xilosa lisina desoxicolato. D: agar entérico Hektoen. E.
agar Salmonella-Shivella.

7.1.4. Confirmacion de género mediante pruebas bioquimicas.

El crecimiento de colonias morfolégicamante compatibles con Salmonella sp. en los
agares selectivos-diferenciales permite seleccionarlas para su posterior identificacién
mediante diferentes pruebas bioquimicas (Figura 10). Generalmente, el uso combinado del
agar hierro tres azucares (por sus siglas en inglés #riple sugar iron 'TSI) o agar Kligler (agar
hierro dos azicares) junto al agar lisina hierro (por sus siglas en inglés lysine iron agar, LIA) es
suficiente para la identificaciéon de la mayoria de las colonias sospechosas de Salmonella. Al
menos tres colonias claramente separadas se transfieren a estos medios (Waltman y Gast,
2008). Por otro lado, existen diferentes pruebas bioquimicas que son utiles para realizar la
identificacion del género Salmonella como ser el agar citrato de Simmons, el agar urea, agar
tartrato de Jordan, el medio SIM (sulfuro-indol-movilidad), prueba del ONPG (o-nitrofenil-
D-galactopiranésido) y el agar fenilalanina.

v’ El agar TSI fue disefiado para determinar la habilidad de las bacterias de fermentar
hidratos de carbono y producir sulfuro de hidrégeno (H,S). El medio contiene 1 parte
(0,1%) de glucosa y 10 partes (1%) de lactosa y sacarosa. El indicador de pH es el rojo fenol

y el sulfato ferroso pone en evidencia la formacién de sulfuro de hierro (FeS). La mayoria
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de las salmonelas producen reaccién alcalina (rojo) en el bisel y acida (amarillo) en el fondo
del tubo con produccién de gas y H,S que a menudo oscurece la reaccién acida (Anénimo,
2009; Da Silva y col., 2013).

v El LIA se usa para la diferenciacion de organismos entéricos en funcién de su
capacidad enzimatica para descarboxilar (lisina descarboxilasa) o desaminar (lisina
desaminasa) lisina y formar sulfuro de hidrégeno en este medio (Anénimo, 2009; Da Silva y
col., 2013). Salmonella muestra descarboxilacion de la lisina, con reaccién alcalina en el bisel
y alcalina en el fondo del tubo. La prueba de LIA es util para diferenciar Salmonella spp. de
otras bacterias intestinales, tales como Citrobacter sp. y Proteus sp., ambas similares en TSI
(Waltman y Gast, 2008).

v' El agar citrato de Simmons es una prueba que verifica si la bacteria puede usar el
citrato como unica fuente de carbono para su crecimiento. Si el organismo tiene el aparato
metabodlico necesario para asimilar el citrato, se producira una multiplicacién y el medio se
volvera alcalino revelado por un cambio en el color del indicador de pH (azul de
bromotimol) de verde (neutral) a azul (alcalino). La mayoria de los cultivos de Sa/monella son
citrato positivo, excepto SG y SP (que son negativas a la prueba). (Anénimo, 2009; Da Silva
y col.,, 2013; Andrews y col., 2014).

v' El agar urea tiene su fundamento en que la urea es una diamina del acido carbonico,
cuya hidrolisis por accién de la ureasa produce 2 moléculas de amoniaco. La ureasa es una
enzima que se sintetiza independientemente de la presencia o no de urea. La prueba
determina la capacidad de la bacteria en desdoblar la urea con la siguiente alcalinizacién del
medio (Da Silva y col., 2013). En el caso de las aves, en donde predominan las bacterias del
género Proteus, el agar urea permite diferenciar colonias de Proteus (positiva a la prueba color
rosado) de las de Salmonella (negativa sin cambio de color) que son idénticas en algunos de
los medios selectivos y diferenciales (agar Salmonella-Shigella, agar XDL).

v El agar tartrato de Jordan tiene como fundamento que los microorganismos que
utilizan el tartrato de sodio y potasio acidifican el medio que se manifiesta por viraje del
indicador rojo de fenol a amarillo en el fondo del tubo (reaccién positiva). Cuando no lo
utilizan el color del medio no cambia (reaccién negativa) (Anénimo, 2009). Esta prueba
permite distinguir entre SG (reaccion positiva) y SP (reaccién negativa) (Chacana y Terzolo,
2003).

v El medio SIM pone de manifiesto la movilidad bacteriana, la formacion de sulfuro

de hidrégeno y la produccion de indol (Caffer y Terragno, 2001). La movilidad se indica por
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la presencia de una turbidez difusa alrededor del punto de siembra; si las bacterias son
inmoviles, el crecimiento ocurre sélo en la linea de puncién. La formacion del sulfuro de
hierro se observa por un color negro en el area de crecimiento. Para la formacion de indol,
el medio es cubierto con el reactivo de Kovacs. Este genera un anillo rosado lo que indica
una reaccion positiva.

v La prueba de ONPG demuestra la presencia o ausencia de la enzima B-galactosidasa
utilizando el compuesto organico ¢-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (Mac Faddin, 1980).
De esta manera se puede diferenciar entre los microorganismos con reaccion retardada a la
lactosa de los que son lactosa negativos. Los resultados esperados para Salmonella serian
ONPG negativo, a excepcion de las subespecies Arigonae y Diarigonae que son ONPG
positivo.

v El agar fenilalanina determina la capacidad del microorganismo de desaminar la
fenilalanina en acido fenilpiravico, el que reaciona con el cloruro férrico para formar un
compuesto de color verde. Las salmonelas son negativas a esta prueba (Da Silva y col.,

2013).

Figura 10. Prucbas bioquimicas para Salmonella sp. I. S. ser. Gallinarum biovar
Gallinarum. II: Salmonella ser. Enteritidis. TSI: agar hierro tres aztcares. LIA: agar lisina
hierro. FA: agar fenilalanina. SIM: medio Sulfuro-Indol-Movilidad. TJ: agar tartrato de
Jordans. U: agar urea. CIT: agar citrato de Simmons.
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7.1.5. Serotipificacion.

Las serovariedades de . enmferica se basan en las diferencias antigénicas del
lipopolisacarido O (LPS, antigeno somatico O), en la fase 1 y 2 del antigeno flagelar H (H1
y H2) y en el antigeno capsular. Dentro de este ultimo, el Vi es el mas importante en el
género Salmonella; ya que se lo encuentra solo en 3 serotipos: S. ser. Typhi, S. ser. Paratyphi
C y en algunas cepas de S. ser. Dublin. En base al antigeno flagelar, Salmonella puede ser
bifasica (expresa H1 y H2) o monofasica (expresa el antigeno H1). Por convencién, los
antigenos identificados en una determinada cepa se presentan en una férmula antigénica, en
la cual, el nombre del serotipo es seguido por los antigenos somaticos O, separados por dos
puntos de los flagelares (Wattiau y col., 2011). Por ejemplo, la férmula antigénica 4,5,12 (O):
1 (H1): 1,2 (H2) es la denominacion de la serovariedad bifasica ST; 1,9,12 (O): gm (H1): -
identifica a la serovariedad monofasica SE (Hong y col., 2008). Sobre la base de los
componentes antigénicos O y flagelares H, se ha establecido lo que se denomina el esquema
de Kauffmann-White-Le Minor, que agrupa a todos los serotipos conocidos (Grimont y

Weill, 2007).

7.1.6. Métodos rapidos.

Con el advenimiento de las modernas practicas de produccién y comercializacion,
ha surgido el interés por los métodos rapidos. Los mismos pueden definirse como cualquier
método o sistema que disminuye el lapso de tiempo para obtener el resultado de la prueba
de identificaciéon. Ademas de disminuir el tiempo, el objetivo es poder procesar el mayor
numero de muestras posible, automatizando el trabajo en el laboratorio (Jasson y col.,
2010).

Algunos métodos rapidos son:

v’ Separacién inmuno-magnética: a partir de las muestras de pre-enriquecimiento,
los microorganismos son capturados por perlas que llevan en su superficie anticuerpos
especificos para Salmonella sp. (Jenikova y col., 2000). Las disponibles en el mercado llevan
anticuerpos poli o monoclonales y algunas en particular utilizan una mezcla de ambos, lo
cual permite la adhesion de mas de 1.400 serotipos de Salmonella (Safarik y col., 1995).
Posteriormente, los microorganismos adheridos a las perlas son capturados y separados del
medio de cultivo mediante un dispositivo que contiene imanes (Jenikova y col., 2000). El
uso de la separacion inmuno-magnética, previo al cultivo en agares selectivos-diferenciales,

ha logrado detectar en mucho menor tiempo frecuencias de contaminacion de Salmonella

Introduccion 37



Mario Alberto Soria (2021) Tesis Doctoral

iguales o superiores a las detectadas por técnicas tradicionales de enriquecimiento selectivo.
Esta técnica se puede aplicar en muestras de carne de pollo, tejidos, hisopados cloacales y
cascaras de huevo (Gast, 2008).

v" Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): La técnica de PCR es altamente
sensible para la deteccion de ADN (Fredricks y Relman, 1999). La regién que va a ser
amplificada es especifica para los cebadores (primers) seleccionados (Jasson y col., 2010).
Rahn y col. (1992) utilizaron cebadores seleccionados a partir de la secuencia del gen Ay
desde entonces éstos han sido usados en combinacién con otros en PCR mudltiples para la
deteccion de Salmonella junto a otros patégenos. El gen znvA esta implicado en la capacidad
del microorganismo para invadir las células epiteliales, y esta presente en la mayorfa de los
serotipos de Salmonella (Galan y col., 1992). Existen numerosos juegos de primers cuyos
sitios de amplificacioén son distintos del gen z#vA y, a través de los cuales, no sélo puede
detectarse la presencia del patégeno, sino también la de otros genes de virulencia y
resistencia a antibiéticos (Beutlich y col., 2011). Por ejemplo, las cepas de SE con frecuencia
portan plasmidos que codifican un operon de virulencia, llamado spv (por sus siglas en
inglés “Salmonella plasmid virnlence”), que consta de cinco genes sprR, sprA, sprB, sprC y sprD.
Estos genes pueden transferirse horizontalmente y movilizarse por medio de plasmidos
conjugativos entre las cepas de Salmonella (Amini y col., 2010). Diferentes trabajos han sido
publicados basando la detecciéon de Salmonella por PCR en estos genes de virulencia (Lampel
y col, 1996; Dias de Oliveira y col,, 2003; Amini y col., 2010). Agrén y col., (2001)
diseflaron un par de cebadores especificos para SE, estudiando distintos fragmentos de
restriccion presentes en el ADN de dicho serotipo y ausentes en otras bacterias. Estos
cebadores llamados sdf I (por sus siglas en inglés “Salmonella different fargment”) fueron utiles
para la deteccion de aislamientos clinicos y ambientales de SE. Por otro lado, Lim y col.
(2003) desarrollaron una PCR multiple para la deteccion de ST, utilizando tres pares de
primers, disefiados para detectar los antigenos O:4, H:i y H:1,2 codificados por los genes
], fliC y fIjB, respectivamente. Los productos amplificados con este set de cebadores
fueron altamente especificos para ST. Por otro lado, Kang y col. (2011) han desarrollado
una PCR doble, que permite la identificaciéon diferencial de los biovares Gallinarum-
Pullorum. Estos investigadores disefiaron cebadores para la detecciéon de regiones
polimorficas de los genes ghtC y speC. Mediante estos cebadores lograron diferenciar 53
cepas de SG y 21 cepas de SP con un 100 % de sensibilidad. En la misma linea de trabajo,

Kang y col. (2012) desarrollaron una PCR triple basada en su trabajo anterior (Kang y col.,
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2011), con el cual plantean la diferenciacion de las cepas de SG salvajes de la cepa vacunal

9R.

7.1.7. Tipificacion molecular.

Mas alla de los métodos fenotipicos de tipificacién, hay estudios, como por ejemplo
los epidemiolégicos, que requieren un método de tipificacion de los microorganismos con
mayor poder discriminatorio. Para ello se utilizan métodos de tipificacién molecular que se
basan en las diferencias a nivel genético (diferencia en la secuencia de ADN, Fendri y col,,
2013). Las técnicas moleculares, que analizan propiedades o polimorfismos genéticos en los
microorganismos, han ampliado notablemente el campo de la tipificacién en microbiologfa.
La mayor ventaja de estos métodos radica en la estabilidad de los marcadores genéticos
utilizados y en la posibilidad de aplicarlos universalmente a distintos géneros y especies de
microorganismos (Coll y col., 2005).

Estos tipos de estudios tienen por objetivo determinar la relacion clonal (hace
referencia al grupo de aislamientos relacionados por el hecho de descender de un ancestro
comun) que existe entre varios aislamientos de una misma especie (Tenover y col., 1995).
Esta informacion es muy util, sobre todo cuando se producen brotes epidémicos, porque
permite determinar el numero de clones circulantes, identificar la fuente de contaminacién o
reservorio y los vehiculos de transmision, evaluar la eficacia de las medidas de control
dirigidas a evitar la diseminacién de clones y diferenciar entre infeccién y recidiva, entre
otros beneficios (Coll y col., 2005). Merece también especial mencion, la diseminacién
horizontal entre bacterias (del mismo o distinto taxén) de plasmidos o elementos genéticos
potencialmente moviles (transposones, integrones) que contengan secuencias relevantes
epidemiolégicamente, por ejemplo, genes de resistencia a antibiéticos o de virulencia.

Los métodos moleculares aplicados al estudio epidemiolégico pueden dividirse en
los siguientes analisis (Van Belkum y col., 2001, Soll y col., 2003):

v Analisis de ADN extracromosomico: esta técnica permite estudiar cambios en el
ADN ya sea por mutacién o por la adquisiciéon de elementos de transmision horizontal
(ETH) como plasmidos, transposones o integrones, capaces de transmitirse entre
microorganismos de la misma o de distinta especie. El aumento de la resistencia a un
determinado antibiético puede ser debido a la diseminacién de un clon o de un ETH entre

distintas cepas.
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v’ Anailisis de ADN cromosémico: se analiza el polimotfismo de los fragmentos
resultantes de la amplificaciéon por PCR de regiones consenso intergénicas repetitivas de las
Enterobacterias (ERIC, por sus siglas en inglés Enterobacterial repetitive intergenic consensus). Las
secuencias de ERIC son palindromos imperfectos de 126-127 pares de bases. lLa
caracteristica distintiva de las secuencias de ERIC es que se encuentran en las regiones
intergénicas dentro de las regiones transcriptas (Wilson y Sharp, 2006). La presencia de
secuencias ERIC ha resultado util para el desarrollo de técnicas de caracterizacion
molecular, especialmente para revelar las relaciones filogenéticas entre los organismos a
estudiar. Estos métodos de subtipificacién de bacterias son extremadamente confiables,
rapidos y altamente discriminativos (para ciertas bacterias), asi como reproducibles (Lang y
col., 2013).

v Macrotrestriccion de ADN cromos6mico: dentro de estas técnicas tenemos la
técnica de electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE, por sus siglas en inglés pulsed-field
gel electrophoresis). A través de la utilizacién de enzimas de restriccion de bajo poder de corte,
se digiere el genoma completo de la bacteria. Se obtienen asi patrones de restriccion
sencillos que representan el ADN cromosémico bacteriano distribuido en unas pocas
bandas con movilidades electroforéticas distintas. Da informacion general sobre el genotipo
bacteriano y sus cambios mas recientes. En general, sus resultados han demostrado ser
suficientemente discriminativos, con excelente reproducibilidad y faciles de interpretar
cuando se estudian colecciones de microorganismos aisladas en un periodo de tiempo corto
(Coll y col., 2005).

v' Amplificacion de secuencias genéticas con o sin restriccion posterior del
producto obtenido: se encuentran aquellas que analizan el polimorfismo de los fragmentos
generados. Por lo general, posee un bajo poder de discriminacién para utilizarse como
marcador epidemiolégico. Sin embargo, en algunos casos se utilizan para definir especies
dentro de un género determinado. También dentro de este grupo se encuentra la PCR con
digestion con enzimas de restriccion de baja (IRS) o alta (AFLP) frecuencia de corte
posterior a la amplificacién (Coll y col., 2005).

v' Analisis de ADN por secuenciaciéon: aqui tenemos la PCR con postetior
secuenciacion (MLST, por sus siglas en inglés Multilocus Sequence Typing). Es un marcador
molecular (Coll y col,, 2005) de aplicaciéon en epidemiologfa global o a largo plazo
(identificacién de grupos poblacionales con independencia de pequefas vatiaciones que

puedan surgir geografica y/o temporalmente), aunque ha sido ocasionalmente utilizado para
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dar respuesta a interrogantes planteados en epidemiologia local o a corto plazo
(caracterizacion de brotes, diferenciacion de recidivas, reinfecciones y/o fallos terapéuticos,

etc).

7.1.8. Métodos serolégicos.

Pueden establecerse pruebas serolégicas para determinar la presencia de las bacterias
causantes de la enfermedad en un grupo de aves. Estas pruebas son adecuadas para
identificar la presencia y estimar la prevalencia de la infeccion en una granja. La prueba
utilizada en el campo es la prueba rapida de aglutinacion en placa de sangre entera. En el
laboratorio se emplea una prueba de aglutinaciéon de suero, como prueba rapida en placa o
como prueba en tubo. En cualquier animal que dé reaccion positiva se debe confirmar la
infecciéon mediante un cultivo en un examen postmortem. Existen técnicas de
enzimoinmunoanalisis para algunos serovares de Sa/nonella, entre ellos SE, pero no para SG
y SP. Sin embargo, es necesario confirmar la enfermedad aislando los microorganismos
(OIE, 2018).

Tanto SP como SG poseen los antigenos O-9 y O-12 y también pueden poseer el
antigeno O-1 (Brooks y col., 2012). Sin embargo, en el caso de SP, hay una variacién en la
relacién de 12, 12, y 1255 la cepa estandar contiene mas 125 que 12,, mientras que sucede lo
contrario con la forma variante. También existen formas intermedias, que en SG no existen.
Debido a esta variacién, es necesario utilizar un antigeno polivalente en las pruebas de
inmunodiagnostico. El mismo antigeno se utiliza para detectar SP y SG. Dentro de las
pruebas serologicas, se encuentran (OIE, 2018):

v Prueba rapida de aglutinacién de sangre entera: se puede utlizar en
condiciones de campo para detectar tanto SP como SG. Para esta prueba se dispone
comercialmente de antigenos bacterianos tefiidos, que se colocan junto a una gota de
sangre. La aglutinaciéon facilmente visible del antigeno en unos dos minutos indica una
reaccion positiva.

v Prueba de seroaglutinacion: se lleva a cabo de la misma manera que la anterior
con la excepcién de sustituir la sangre entera por suero.

v Prueba de aglutinacion en tubo: el suero se utiliza a una dilucion inicial de 1/25
obtenida mezclando 0,04 ml de suero con 1,0 ml de antigeno. La lectura se realiza luego de

una incubacién a 37° 6 50°C durante 18-24h.
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v Prueba de la microaglutinacién: es similar a la aglutinacién en tubo, pero se
requieren volimenes menores, ya que se realizan en placas de microtitulacion.

Como SE posee el mismo antigeno somatico del grupo D que SP/SG, la prueba de
sangre completa para SG y SP y otras relacionadas pueden utilizarse en el diagndstico de la
infeccién (OIE, 2008). El problema de las pruebas serolégicas es que en las infecciones
subclinicas puede no producirse un nivel de anticuerpos detectables (Gast, 2008).

En el caso de TA, la serologia es usada debido a que SG no se excreta
constantemente por las heces, a diferencia de los serotipos moéviles de Salmonella causantes
de ETA. Por otro lado, SG también es altamente invasiva de manera que después de la

infeccion oral, y la diseminacion se pueden detectar anticuerpos circulantes (Barrow y col,,

1992).

8. Parametros bioquimicos en infecciéon por Salmonella ser. Gallinarum.

Para poder detectar las formas clinicas y subclinicas de las enfermedades en las aves
es necesario realizar un correcto diagnostico diferencial. La medicién de los parametros
hematolégicos brinda una informacién muy valorable para el diagnéstico y tratamiento de
enfermedades y es usado rutinariamente en medicina humana y veterinaria (Nazifi y col.,
2011).

Desafortunadamente, debido a la poca informacion, el perfil hematolégico no ha
sido ampliamente usado en las aves (Talebi y col., 2005). Con respecto a los elementos
formes de la sangre, las aves tienen 5 tipos de globulos blancos: heteréfilos (que son
homologos a los neutréfilos de los mamiferos), linfocitos, monocitos, basofilos y
eosinofilos (Jain, 1993). Los heteréfilos son los leucocitos fagociticos primarios y proliferan
en circulacién en respuesta a infecciones, inflamacién y estrés (Jain, 1993; Campbell, 1995;
Davis y col,, 2008). Los linfocitos estan involucrados en una variedad de funciones
inmunolégicas, como la produccién de inmunoglobulina y la modulacién de la defensa
inmune (Campbell, 1996). El 20 % restante de los leucocitos representa una combinacién
de cosinofilos, que juegan un papel en el proceso de inflamacién (Jain, 1993) y estan
asociados con la defensa contra los parasitos (Kiesecker, 2002; Davis y col, 2008);
monocitos, que son de larga vida, células fagociticas asociadas con la defensa contra
infecciones y bacterias (Campbell, 1995; Davis, Cook y Altizer 2004) y baséfilos, cuya
funcién no se entiende claramente pero se cree que desempefian un papel importante en las

reacciones inflamatorias tempranas y de hipersensibilidad inmediata, pero se diferencian de
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las de los mamiferos al no contribuir a la hipersensibilidad retardada.(Campbell, 1995;
Maxwell and Robertson, 1995; Calhoun, 2008). El perfil basal de leucocitos varia
considerablemente entre los taxones de vertebrados. En mamiferos, por ejemplo, el
leucocito mas abundante es el neutréfilo, mientras que los linfocitos suelen ser los mas
comunes en las aves (Davis y col., 2008).

Por otro lado, muchos factores, tales como el tipo genético, el alimento, el clima, la
edad, el estado fisiolégico, el sexo, los factores patolégicos, la hora del dia, etc., pueden
modificar los niveles de diferentes parametros bioquimicos como proteinas totales (PT),
albumina (Alb), actividad enzimatica de la alanina aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST); como asi también el recuento diferencial de leucocitos (Meluzzi y
col., 1992).

Garcia y col. (2010) evaluaron los cambios histopatologicos y los componentes del
suero de gallinas infectadas con SG durante diez dias. Estos autores encontraron que las PT
disminuyeron a partir del tercer dfa, las concentraciones de Alb mostraron alteraciones en el
quinto dia post inoculaciéon. Esta disminuciéon coincidié con la degeneracion de los
hepatocitos, necrosis multifocal e inflamacién del higado en la mayoria de las aves. Por otro
lado, también observaron disminucion en las concentraciones de calcio y fésforo.

Por otro lado, Freitas Neto y col. (2007) observaron en aves infectadas
experimentalmente con SG, que el porcentaje de leucocitos aument6 después del 7mo dia
post-infecciéon en aves coloradas semipesadas, mientras que en aves blancas incrementaron
al 9no dia post-infecciéon. Con respecto a parametros bioquimicos sanguineos, observaron
un incremento en la actividad de AST en las aves coloradas semi-pesadas al 5to dia post-
infeccién, mientras que en las aves blancas la actividad de AST incremento en los dias 5, 7,
12 y 14 post-infeccion con SG.

Chiroma y col. (2017) encontraron un incremento en la actividad de AST y ALT en
gallinas ponedoras infectadas artificialmente con SG, sugieriendo que estos niveles son
buenos indicadores del dafio hepatico. Ademas, observaron un leve incremento en las PT
entre los 4-7 diaspost-infecciéon, pero entre los 14-35 post-infeccién estos niveles
disminuyeron. Estos autores sugieren que el aumento de PT se debe a una deshidratacion
de las aves afectadas mientras que el aumento posterior estarfa asociado a una falla hepatica

llevando a una hipoproteinemia.

9. Leucocitos fecales.
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Las formas invasivas de gastroenteritis bacteriana, como las producidas por
Salmonella, a menudo causan inflamacioén intestinal, mientras que la mayorfa de las formas
con etiologias virales, parasitarias y mediadas por toxinas no lo hacen en los seres humanos
(Gill y col., 2003). Salmonella induce una respuesta inflamatoria con diarrea y edema,
sangrado variable de la mucosa de intensidad, quimiotaxis leucocitaria e infiltracién. Esta
diarrea implica la presencia de leucocitos en las heces (Huicho, 1995).

Por otro lado, se sabe en que la infeccién de ST y SE produce una fuerte respuesta
inflamatoria, que puede limitar la propagacion de Salmonella en gran medida al intestino,
mientras que SG no induce una respuesta inflamatoria y, por lo tanto, puede no estar
limitada por el sistema inmunitario, lo que lleva a la enfermedad sistémica severa de las aves
(Kaiser y col., 2000). Los analisis rapidos de heces disponibles actualmente incluyen el
examen microscopico de leucocitos y eritrocitos y un analisis inmunoldgico rapido para la
deteccion de lactoferrina fecal en humanos (Gill y col., 2003). Sin embargo, hay una falta de
informacién sobre este tipo de analisis para enfermedades de Sa/nonella en aves de postura.

Un examen que puede realizarse es la coloracion del extendido fecal en busca de
leucocitos fecales, lo que requiere un profesional experto que examine rapidamente en el
microscopio la muestra fecal. Los leucocitos se tifien para que se distingan claramente en los
restos fecales (Guerrant y col., 1992). Soria y col. (2015) observaron que extendidos fecales
de aves de postura con mas de 5 leucocitos fecales por campo presentaron un incremento
en el porcentaje de heterofilos, relacién heteréfilo/linfocito y en los valores de AST con
una disminucién en el recuento de linfocitos comparados con los extendidos fecales con

menos de 5 leucocitos fecales por campo.

10. Sensibilidad a los antimicrobianos.

Los antimicrobianos son usados en medicina humana y veterinaria para el
tratamiento y prevencion de enfermedades. También pueden ser utilizados como agentes
promotores del crecimiento en concentraciones sub-terapéuticas en la alimentacion.
Bacitracina, clortetraciclina, tilosina, neomicina, oxitetraciclina, virginiamicina y otros se
utilizan para estos fines (Phillips y col., 2004; Apata, 2009, Van Bunnik y Woolhouse, 2017).
La OIE (2018a), en su informe anual sobre los agentes antimicrobianos destinados a ser
utilizados en los animales, informé los resultados obtenidos de 155 paises (153 miembros
de la OIE y 2 no miembros). Del total de paises, sélo 45 (n=155, 29 %) usaban

antimicrobianos como promotores de crecimiento y de éstos sélo 30 paises (n=45; 67 %)
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informaron una lista de agentes antimicrobianos utilizados como promotores de
crecimiento. Los agentes antimicrobianos mds enumerados a estos efectos fueron
bacitracina y tilosina, que, de acuerdo con la “Lista de la OIE de agentes antimicrobianos de
importancia veterinaria”, se clasifican como agentes antimicrobianos veterinarios de
importancia elevada y agentes antimicrobianos veterinarios de importancia critica,
respectivamente. La colistina fue mencionada por 12 pafses (Figura 11).

Dentro de los antimicrobianos se incluyen a los desinfectantes, antisépticos y a los
quimicoterapicos (antibidticos). Las clases de antibidticos usados como terapéuticos en
avicultura incluyen aminoglucésidos, tetraciclinas, B-lactdmicos, fluoroquinolonas,
macrolidos, polipéptidos, sulfonamidas y trimetoprima (Stolker y Brinkman, 2005). En
medicina veterinaria existen casos documentados de bacterias del género Salmonella sp. y de
otras enterobacterias como Escherichia coli que pueden afectar al hombre. Un importante
elemento de riesgo es el enorme potencial de intercambio genético que existe en el
intestino. Esta es una de las causas que explica que sean estos dos géneros Gram negativos,
los que representen los mayores riesgos de transferencia zoonotica de resistencia (Errecalde,
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Figura 11. Agentes antimicrobianos utilizados como promotores de crecimiento en
animales durante el afio 2017 (OIE, 2018a).
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Alcaine y col. (2007) informaron que de las 10 serovariedades de Salmonella sp.
comunmente reportadas por el CDC, aisladas de infecciones humanas en los Estados
Unidos, al menos 8 aislamientos mostraron resistencia a 5 o m4as antimicrobianos. Estos
autores observaron que ST presenté 1 o 2 patrones de multirresistencia, incluyendo
resistencia a antimicrobianos de los grupos de $-lactimicos, tetraciclinas, aminoglucésidos e
inhibidores de la via del folato. Para § ser. Heidelberg se observé multirresistencia a
antimicrobianos de los grupos de B-lactamicos, B-lactamicos + inhibidores de B-lactamasas
y cefalosporinas. Aunque SG es un huésped adaptado a especies de aves y presenta un
riesgo zoonotico minimo (Shivaprasad, 2000), el incremento de la resistencia a los
antimicrobianos en esta bacteria se ha convertido en un problema (Kang y col., 2010).

Lee y col. (2003) reportaron que SG en 1995 era suceptible a la mayorfa de los
antibidticos convencionales. Sin embargo, cepas aisladas en el afio 2001 fueron resistentes a
varios de ellos. Por otro lado, Kang y col. (2010) informaron que 105 aislamientos de SG,
obtenidos de pollos entre 2002 y 2007, demostraron 30 patrones de resistencia
antimicrobiana diferentes. De estos 105 aislamientos, 103 (98,1%) eran resistentes al acido
nalidixico y 99 (94,3%) eran resistentes o resistentes de forma intermedia a la enrofloxacina
y ciprofloxacina.

Por lo antes expuesto, el comité internacional de la OIE (2019) unificé los criterios
para la clasificacion de los agentes antimicrobianos importantes para la medicina veterinaria
dividiéndolos en agentes antimicrobianos de importancia critica, agentes de importancia
clevada y agentes de importancia. Dentro de la categoria de agentes antimicrobianos
veterinarios de importancia critica de la lista de la OIE, algunas clases son de
importancia critica tanto para la salud humana como para la sanidad animal, como es
actualmente el caso de las fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera y cuarta generacion.
En 2016, la colistina se agregd a la categoria de agentes antimicrobianos de importancia
critica y de prioridad maxima de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Por lo tanto, el uso racional de los antimicrobianos debe basarse en el conocimiento
de las estructuras y las vias bioquimicas dentro de las bacterias y de las propiedades
farmacodinamicas y farmacocinéticas de los mismos. Esto implica considerar la manera en
que los medicamentos actian para inhibir el crecimiento o matar a los microorganismos y el

grado en que los medicamentos son capaces de penetrar en los sitios de infeccién iz vivo

(AliAbadi y Lees, 2000).
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10.1. Resistencia a antibio6ticos.

Una ruta eficiente en la adquisicién de resistencia a los antimicrobianos es a través
de elementos genéticos méviles, incluyendo plasmidos, transposones e integrones (Cabrera
y col.,, 2000). Las cepas multirresistentes resultantes por la adquisicién de estos elementos
genéticos han sido encontradas en todo el mundo y son una gran preocupacion en la salud
publica y la inocuidad de los alimentos (Alcaine y col., 2007).

La resistencia a los antibiéticos es la capacidad que tienen los microorganismos de
resistir al efecto de dichos farmacos, es decir que los microorganismos no mueren, y su
crecimiento no se detiene. Las bacterias encuentran inevitablemente maneras de resistir a
los antibidticos creados para destruirlos, haciéndolos ineficaces; por lo que es necesario
evitar el desarrollo de una nueva forma de resistencia a través de cambios genéticos e
impedir que la que resistencia que ya existe se propague (Dominguez, 2016).

La deteccion y monitoreo de la multirresistencia es importante para modificar la
seleccion de los antibidticos para el tratamiento de enfermedades bacterianas como la
salmonelosis y para evaluar el riesgo de expansion de cepas multirresistentes (Yang y col.,
2002; Grazziani y col., 2007). Por lo tanto, determinar el impacto de estas bacterias
resistentes es un desafio permanente, ya que muchas clases de antimicrobianos utilizados en
animales destinados a alimentos son analogos a los usados en la terapéutica humana y por lo
tanto eso llevarifa a seleccionar fenotipos de resistencia similares (CDC, 2012).

El desarrollo de resistencia a los antimicrobianos puede ser (Alanis, 2005):

v’ Intrinseca (espontanea), basada en las mutaciones de genes codificados sobre el
cromosoma bacteriano, que ocurre de forma espontinea en ausencia de presion de
seleccion antimicrobiana.

v Adquirida, cuando un nuevo material genético es intercambiado entre los
organismos. Esto se produce cuando al menos una bacteria dentro de un grupo
heterogéneo lleva el determinante capaz de expresar la resistencia al antibibtico.

Ambos tipos de resistencia espontanea o adquirida, se puede transmitir
horizontalmente o verticalmente. La transmision horizontal de la resistencia puede ocurrir a
través de varios mecanismos, es decir el material genético puede ser transferido entre los
microorganismos a través de tres rutas principales (Figura 12):

v transformacién: algunas bacterias son capaces de captar ADN libre desde el

ambiente e incorporarlo a su cromosoma;
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v’ transduccion: donde virus que infectan bactetias (bacteridfagos) median la
transferencia de ADN entre bacterias via la transduccién, en el cual ADN de una bacteria
donante es empaquetado en la particula del virus y es transferido a una bacteria receptora,
durante la infeccidn;

v’ conjugacién: es el mecanismo de transferencia de genes responsable de los
aspectos mas preocupantes de la resistencia antimicrobiana. Se forma un pilus sexual
(pequefio tubo) entre dos células bacterianas a través del cual se transfiere ADN plasmidico.

Estas mutaciones o genes de resistencia pueden acumularse en ciertas especies
bacterianas patégenas que conducen a fenotipos complejos cada vez mas reconocidos en
todo el mundo (Pournaras y col., 2010; Freitas y col., 2011). En general, se denominan
bacterias resistentes a multiples farmacos y, debido a esta particularidad, pueden sobrevivir
bajo la accion de diferentes compuestos antimicrobianos, lo que aumenta la oportunidad de

propagacion (Cantoén y col., 2003).

Figura 12: Mecanismos de transmisién genética entre bacterias. A- Transduccion:
insercion de ADN mediante un bacteriéfago. B- Conjugacion: el plasmido de la bacteria
dadora se transfiere a la receptora mediante la formacién de un pilus. 1- El plasmido se
puede insertar en el cromosoma bacteriano. 2- El plasmido puede quedar libre en el
citoplasma bacteriano. 3- Distintos estados del ADN plasmidico, libre o integrado al
cromosoma bacteriano.4- El plasmido puede intercambiar material genético como
secuencias de insercién o transposones con otros plasmidos o con el cromosoma. C-
Transformacion: adquisicion de ADN libre desde el medio (Gyles y Boerlin, 2014).

Se han utilizado diferentes definiciones para bacterias resistentes a multiples
farmacos. Una iniciativa conjunta del Centro Europeo para la Prevencién y el Control de
Enfermedades, (ECDC) y el CDC redefini6 recientemente. Estas definiciones se establecen
a nivel fenotipico, pero no consideran los aspectos genéticos de los mecanismos de

resistencia involucrados (Magiorakos y col., 2011).
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v’ tesistente a multiples farmacos (MDR, por sus siglas en ingles Multi-Drug
Resistance): es la resistencia al menos a un agente perteneciente a tres o mas categorias
antimicrobianas.

v ampliamente resistente a los medicamentos (XDR, por sus siglas en ingles
Extensively-Drug -Resistence): es la resistencia al menos a un agente en todas las categorfas de
antimicrobianos excepto a uno o dos de ellos (es decir, los aislamientos bacterianos siguen
siendo susceptibles a solo una o dos categorias).

v pandroga resistente (PDR, por sus siglas en ingles Pan Drug -Resistance): es la
resistencia a todos los agentes en todas las categorias de antimicrobianos.

Otros términos también se han utilizado en la literatura cientifica para referirse a fenotipos
resistentes a multiples farmacos. Estos incluyen (Canton y Ruiz-Garbajosa, 2011).:

v "co-resistencia': implica la transferencia de varios elementos genéticos al mismo
aislamiento bactetiano y/o la adquisicion de mutaciones en diferentes /e genéticos que
afectan a diferentes farmacos antibacterianos.

v’ "resistencia cruzada': se produce por mutaciones o por la adquisicion de genes
de resistencia que afectan a agentes antimicrobianos de la misma clase.

v’ "resistencia pleiotropica': afecta a varias clases de antimicrobianos debido al
mismo evento genético, como la mutacion o la adquisiciéon de un gen de resistencia.

Los patrones de sensibilidad de aislamientos de SG obtenidos de aves de corral en
Corea han cambiado continuamente después del brote de TA en 1992. Park y col. (1995)
informaron que 84 aislamientos de SG de 1992 a 1996 fueron todos susceptibles a la
gentamicina, ampicilina y kanamicina, mientras que Oh y col. (2000) informaron que el 54,5
% de 103 aislamientos de SG de 1998 a 1999 fueron susceptibles a la gentamicina, y la
incidencia de aislamientos multitresistentes a2 mas de cinco medicamentos fue de 68,3 %.
Lee y col. (2003) informaron que la incidencia de aislamientos de SG sensibles a la
ampicilina se redujo significativamente del 100 % en 1995 al 13.0 % en 2001.

En las infecciones por SG, las fluoroquinolonas se usan ampliamente debido a la
ventaja de la administracion oral y la alta potencia. Estos antimicrobianos se han utilizado
con éxito para tratar la salmonelosis, incluidas las infecciones causadas por cepas
multirresistentes (Barnass y col., 1990; Reina y col., 1993). Seo y col. (2019) estudiaron las
caracteristicas moleculares de la resistencia antimicrobiana de aislamientos de SG de pollos
en Corea y observaron altas tasas de resistencia a acido nalidixico (78.5 %), gentamicina

(52.3 %) y ciprofloxacina (26.9 %) en cepas correspondientes al afio 2018. Por otro lado,
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Kang y col. (2010) en la mayoria de los aislamientos de SG también observaron resistencia a
acido nalidixico y fluoroquinolonas.

En Argentina, ante la importancia del uso responsable de antimicrobianos en
animales, el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA, 2015) cre6
el Programa Nacional de Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana en animales destinados
al consumo humano para prevenir la generaciéon y difusion de bacterias que resisten la
accion de los farmacos que las controlan. La medida esta contemplada en la Resolucién
Senasa 591 del 24 de noviembre de 2015. El programa busca determinar y monitorear la
resistencia a diferentes antimicrobianos en bacterias comensales y zoondticas para evaluar la
implementaciéon de posibles medidas que puedan retrasar o impedir la emergencia y

diseminacion de bacterias resistentes, y asi minimizar su riesgo en la salud publica y animal.

10.1.1. Resistencia a antibiéticos B-lactamicos.

Estos compuestos quimicos deben su nombre a la presencia de un anillo de cuatro
atomos, denominado anillo B-lactamico, que define quimicamente a esta familia y que
pueden tener acoplado un segundo anillo. Se caracterizan por presentar baja toxicidad, alta
eficacia y son ampliamente prescriptos (Dominguez, 2016).

La resistencia a antibidticos B-lactamicos puede producirse por distintos
mecanismos (Drawz y Bonomo, 2010):

v Modificacion de las dianas (proteinas PBP, del inglés protein binding penicillin) o
sintesis de moléculas alternativas.

v Modificacion de la membrana bacteriana mediante la reduccion de la permeabilidad
al antimicrobiano.

v" Expulsion activa del antibidtico fuera de la célula.

v’ Presencia de enzimas especificas que modifican o producen la inactivacion
enzimatica del antibiético antes o después de penetrar en la bacteria, por las denominadas
B-lactamasas.

La presencia de enzimas B-lactamasas, es uno de los mecanismos mas importante de
resistencia en bacterias Gram negativas, especialmente en las enterobacterias (Poole, 2004,
Kong y col., 2010). Uno de los grupos de enzimas epidemiolégicamente “exitosos” son las
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), capaces de producir la hidrélisis de las
penicilinas, cefalosporinas de primera (C1G), segunda (C2G) y tercera generacion (C3G), y

monobactamas  (Bonnet, 2004). Posteriormente se comenzaron a  describir,
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microorganismos resistentes a cefotaxima, debido a la presencia de las enzimas CTX-M, las
cuales actualmente representan las BLEE prevalentes a nivel mundial. Estas enzimas tienen
principalmente actividad sobre la cefotaxima y no sobre la ceftazidima; aunque en los
ultimos afios la emergencia de variantes de CTX-M (CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-27 y
CTX-M-19) presentan actividad frente a ceftazidima. Las BLEE han sido reportadas en
bacterias Gram negativas, mas cominmente en K. pneumoniae, E. coli y Protens mirabilis,
aunque también en Salmonella sp., K. oxytoca, Citrobacter sp., Enterobacter sp., Serratia sp.

(Dominguez, 2016; Sadeeq y col., 2018).

10.1.2. Resistencia a quinolonas.

Las quinolonas son un grupo de antibidticos sintéticos caracterizados por una
estructura biciclica hetero-aromatica, constituida por un nucleo piridona-$ acido carboxilico
y un anillo aromatico. El acido nalidixico (AN, quinolona de primera generacion) es el
representante principal de este grupo. Por otro lado, el AN fue relegado a un segundo plano
con la sintesis de 6 fluoroquinolonas (FQ)), las cuales presentan un atomo de fldor en la
posicién 6 del anillo central (Mella y col., 2000). De esta manera las FQ poseen una mayor
capacidad de penetracion a la célula bacteriana, mayor afinidad, lo que propicia un aumento
de la potencia y el espectro antibacteriano (Dominguez, 2016).

Las quinolonas interfieren en la replicaciéon del ADN al bloquear o inhibir las
enzimas ADN topoisomerasa II y topoisomerasa IV. LLa ADN-girasa es una topoisomerasa
IT (cuya funcién es de mantener un nivel de enrollamiento del ADN). Es un tetramero que
posee dos subunidades, GyrA y dos subunidades, GyrB, codificadas por los genes gyrA y
1B, respectivamente. Esta enzima es la diana primaria de las quinolonas en bacterias Gram
negativas (Hawkey. 2003).

Existen dos tipos de mecanismos de resistencia para este grupo de antibibticos:
cromosomico y plasmidico. Dentro del primero, se encuentran las mutaciones en las
topoisomerasas dianas, expulsiéon activa del antibidtico del interior de la célula y la
disminucién de la permeabilidad de la membrana. Por oro lado, dentro de los mecanismos
plasmidicos comprenden la proteccion de las topoisomerasas diana por las proteinas Qnr,
modificacién enzimatica del antibidtico y expulsion activa del mismo mediante bombas de
eflujo (Hawkey, 2003; Giraud y col., 2000).

El mecanismo principal de resistencia a quinolonas en bacterias Gram negativas se

debe principalmente a sustituciones aminoacidicas generadas por mutaciones en las regiones
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denominadas QRDR (Regioén determinante de resistencia a quinolona, por sus siglas en
inglés, Quinolone Resistence Determining Region), localizadas principalmente en GyrA y ParC.
Tanto en E. co/i como en Salmonella sp. se encuentran mutaciones asociadas a la resistencia a
las quinolonas agrupados en una region especifica del gen gyrA, que codifica la subunidad A
de la girasa, el cual es el objetivo primario de las quinolonas (Hawkey, 2003; Giraud y col.,

2006; Dominguez, 2010).

11. Residuos de sustancias inhibidoras del crecimiento bateriano (antimicrobianos).

Los medicamentos veterinarios, especialmente los antibidticos, se encuentran entre
los compuestos mas importantes relacionados con la producciéon de alimentos para
animales. El uso de antibidticos en animales de produccién es muy superior a la de
humanos, aunque la recopilaciéon de datos sobre el uso de antibiéticos en algunas regiones
esta poco documentada, se estima que el consumo veterinario mundial de antibiéticos en
2013 fue de alrededor de 131,000 toneladas (Ritchie, 2017).

Los antibidticos se administran a los animales de diferentes maneras: oral, parenteral
o topica. Se sabe que los niveles de residuos que se producen a partir de fuentes inyectables
son mayores que los resultantes de la alimentacion (Katz y Brady, 2000). Si bien algunos
antimicrobianos pueden eliminarse rapidamente, otros o no se metabolizan o no son
excretados facilmente, por lo que quedan como residuos en los tejidos de los animales y por
lo tanto ingresan a la cadena alimentaria, constituyendo un riesgo para los consumidores
(Dipeolu y Alonge, 2002). Estos residuos pueden causar diversos efectos, como la
transferencia de bacterias resistentes a los antibidticos a los humanos, alergia, efectos
inmunopatolégicos, carcinogenicidad  (sulfamidazina, oxitetraciclina, furazolidona),
mutagenicidad, nefropatfa (gentamicina), hepatotoxicidad, trastornos reproductivos,
toxicidad de la médula 6sea (cloranfenicol) e incluso shock anafilictico en humanos (Nisha,
2008; Darwish y col., 2013). Por lo tanto, los tiempos de espera entre el tratamiento y el
sacrificio de los animales deben ser respetados para prevenir los residuos peligrosos en
carne y huevos con destino a consumo humano (Anadén Navarro, 2007).

Van Boeckel y col. (2015) reportaron el ranking de paises que utilizan antibioticos
en animales de produccion, donde China fue el primer pais con un porcentaje del 23 %. El
orden de otros paises fue el siguiente: Estados Unidos (13 %), Brasil (9 %), India (3 %) y
Alemania (3 %).
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Por otro lado, la contaminacién directa del alimento derivado de animales puede
ocurrir por el agua durante el procesamiento, almacenamiento y transporte. La presencia de
antibidticos en los alimentos para aves es un ejemplo de contaminacion indirecta (Nisha,
2008). Ademas, el alimento puede contaminarse con el guano de las aves, ya que la droga se
puede excretar en las heces de los animales tratados, y, por lo tanto, pueden contaminar el
alimento de otros animales no tratados (Darwish et al., 2013).

La detecciéon de estos residuos puede realizarse mediante diferentes pruebas.
Existen métodos de detecciéon de residuos de antibioticos realizados mediante ensayos
microbiolégicos o inmunoensayos. Los ensayos microbiolégicos pueden ser cualitativos o
semicuantitativos basados en una reaccién especifica entre un organismo susceptible y el

antibidtico (Dey y col., 2005; Kilinc y col., 2007; Chafer-Pericas y col., 2010).

12. Bioseguridad e identificacion de factores de riesgo en granjas.

Van Hoorebecke y col. (2010) identificaron que las medidas de manejo y la
bioseguridad, tales como practicas de limpieza y desinfeccion, son factores que protegen y
minimizan la introduccién y persistencia de Salmonella sp. dentro de las granjas. Cualquier
factor que predisponga a la poblacién de animales a la presencia de enfermedades se
denomina factor de riesgo. En Argentina la resolucion N* 542/10 (SENASA, 2010), hoy
reemplazada por la resolucién N* 1699/2019, estipula los requisitos de bioseguridad,
higiene y manejo sanitario para la habilitaciéon sanitaria de establecimientos avicolas de
produccién comercial tales como establecimientos de produccién de huevos para consumo
y demas tipos de producciones avicolas. A diferencia de la resolucion promulgada en el afio
2010, la nueva resolucion posee algunos puntos nuevos como ser (SENASA, 2019a):

a. Los establecimientos deben tener sistemas de desinfecciéon para calzados y
equipamiento para el lavado de manos al ingreso y egreso de los galpones.

b. Las granjas de postura deben contar con un depédsito de huevos separados de la
granja.

c. Todo establecimiento de produccion comercial de aves debe estar respaldado por
un equipo de sacrificio sanitario, que elimine la totalidad de sus aves.

d. El equipo de sacrificio debe garantizar la aplicacion de un método indoloro, que
consiga una rapida inconciencia y muerte, que requiera una minima inmovilizacion, evite la

excitacion, sea irreversible y minimice el estrés animal. Asimismo, debe garantizar la
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seguridad de los operarios, asi como de otras especies animales que se encuentren en la
explotacion.

e. Todo establecimiento de produccién comercial debe disponer e indicar un lugar
fisico dentro o cercano a su predio, donde se procedera a realizar el enterramiento de sus
aves ante la implementacion de sacrificio sanitario.

f. Todos los establecimientos avicolas deben disponer de manuales de buenas
practicas de manejo, higiene y bioseguridad.

g. Todas las granjas (aves para carne, de huevos para consumo, y los nuicleos de aves
reproductoras) deben cumplir con un periodo de descanso sanitario obligatorio,
comprendido entre la salida de las dltimas aves del lote y la entrada de las primeras aves del
siguiente. Durante dicho periodo se deben realizar las tareas de tratamiento de cama usada o
guano, limpieza, desinfeccion, desinsectacion, desratizaciéon y preparacion para la entrada
del nuevo lote. El tiempo minimo exigido es inicialmente de diez (10) dias.

h. Los establecimientos deben dar cumplimiento a los eventuales muestreos de
verificacién sobre la presencia de residuos de productos veterinarios y contaminantes.

i. Cuando los establecimientos de aves de huevo para consumo no registran
movimientos o falta de antecedentes sanitarios registrados en el sistema del SENASA por
un periodo de dos (2) afios de otorgada la habilitacion sanitaria correspondiente es causal de
la cancelacién de dicha habilitacién.

Las medidas de proteccién y prevencion sanitaria que la granja debe adoptar para
una producciéon segura, se enmarcan dentro de las medidas de bioseguridad que sean
adoptadas. La palabra “bioseguridad”, para los productores avicolas, puede significar la
diferencia entre la salud y la enfermedad de sus lotes. Si el lote se encuentra sano, aumenta
la produccion y con ello, los beneficios (USDA, 20006).

Un buen plan de bioseguridad es como una cadena en la que todos los eslabones
deben estar en buenas condiciones. Si tan solo un eslabén estia roto, la cadena no va a
funcionar. Igualmente, si las medidas de bioseguridad sélo son implementadas en ciertas
areas de la granja avicola y no implementadas en otras no seran efectivas. Un plan de
bioseguridad efectivo debe tener las siguientes caracteristicas (Gernat, 2004):

a. Definir los objetivos y las responsabilidades

b. Asignar responsabilidades a individuos

c. Proveer supervision a los individuos asignados con esas responsabilidades.

d. Aislar la granja para prevenir la entrada o salida de una enfermedad infecciosa.
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e. Puede ser ajustado a medida que las condiciones locales y amenazas de
enfermedades cambian regionalmente.
Entre las medidas de bioseguridad que deberian adoptarse se mencionan (USDA, 2000):
1. Mantener distancia: para mantener el lote en el mejor estado sanitario, se necesita
aislarlo de los visitantes y de otras aves; esto se logra:
a.  Restringir el acceso a la propiedad.
b. Cercar el area donde se encuentran las aves, esto forma una barrera entre
areas “limpias” y “sucias”. El area limpia serd la zona alrededor de las aves.
c.  Disponer de botas limpias para los visitantes.
d. Tener un programa de control de roedores.
2. Mantener la limpieza dentro del galpon:
a.  Disponer un calzado y ropa para usar tnicamente dentro del galpon.
b. Lavarse las manos con agua y jabdn, y desinfectante antes de ingresar a
trabajar con el lote.
c. Limpiar jaulas y comederos.
d. Limpiar y desinfectar los equipos que estan en contacto con las aves y las
heces.
e. Antes de desinfectar, eliminar todas las heces, basura, y plumas; luego
limpiar las superficies con agua y jabon.
3. Evitar transportar la enfermedad a la granja
a. S se traslada a otro lugar de produccién, asegurarse de limpiar el transporte
antes del regreso a la granja.
b. No mezclar nuevas aves en un lote ya instalado; no mezclar aves viejas con
jovenes.
c.  No compartir materiales con granjas vecinas (equipamiento, jaulas etc.). En
caso de hacerlo, desinfectarlos antes del ingreso a la granja.
d. Nunca compartir pallets de madera o maples con otras granjas; estos
materiales son porosos y, por lo tanto, dificiles de desinfectar.

La bioseguridad debe ser vista como una de las dreas mas importantes para un buen
manejo de la produccion. La aplicacién de un amplio rango de procedimientos enfocados a
prevenir o limitar la exposicion del lote a los diversos efectos de los organismos patégenos
conforman el fundamento del éxito econémico en la producciéon. Los procedimientos a

aplicar requieren de un plan detallado y deben delinearse dentro de un plan veterinario
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practico y responsable. Las aplicaciones de estos procedimientos pueden resultar en un
costo-beneficio para alcanzar el objetivo de disminuir el impacto de las enfermedades tanto

de importancia veterinaria como en salud humana (Lister, 2008).
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Hipoétesis de trabajo.

La infecciéon causada por SG en las aves produce cambios en los parametros
hematolégicos y bioquimicos y el uso de terapia antimicrobiana para su tratamiento
favorece el incremento de cepas multirresistentes a distintos antibioticos y de residuos de

los mismos en el huevo y 6rganos de las aves enfermas.

Objetivos.

Obijetivo general.

Generar informacién referida a la contaminacion por Salmonella sp. en granjas
avicolas con brotes de tifosis aviar y su relacion con los parametros bioquimicos y
resistencia a antimicrobianos, como herramientas para el diagnéstico y control de

enfermedades bacterianas.

Objetivos especificos.

1. Estudiar la presencia de Sa/monella sp. en brotes clinicos de tifosis aviar en granjas
avicolas y los factores de riesgo implicados.

2. Relacionar los parametros sanguineos con el aislamiento de SG en brotes de tifosis
aviar en granja avicolas.

3. Estudiar la relacion clonal de las cepas de SG junto a cepas de otros serovares
aisladas en establecimientos/galpones con brotes de tifosis y proveniente de humanos, y la
sensibilidad a antimicrobianos de las mismas, caracterizando feno y genotipicamente los
mecanismos de resistencia en aquellos aislamientos que presenten multirresistencia.

4. Estudiar la presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano y de
residuos de antibiticos, tanto en huevos como en 6rganos de gallinas ponedoras, que
presenten o hayan presentado un brote de tifosis por su riesgo potencial como alergenos

para los consumidores.
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1. Muestreo activo.
1.1. Caracteristicas de las granjas muestreadas.

Se seleccionaron 20 galpones de aves de postura con antecedentes de brotes de
tifosis aviar (TA) desde junio de 2013 a septiembre de 2016. Se consideré6 como brote
epidémico a la aparicién repentina de una enfermedad debida a una infeccién en un lugar
especifico. La seleccion de los galpones a muestrear se realizé en base a que los mismos
presentaron la enfermedad de TA en forma activa o tenfan antecedente de la misma
confirmada previamente por el aislamiento de SG en muestras enviadas al Laboratorio de
Sanidad Aviar de INTA-EEA Concepcién del Uruguay. Por otro lado, el tipo de galpon
fue independiente para la toma de muestra, de manera que se tomaron galpones
automaticos/jaula, galpones convencionales/jaula, galpones convencionales/piso 'y
galpones/piso con salida al exterior (aves de traspatio). En este ultimo tipo de galpones las
aves salfan hacia el exterior a pastorear. Se consider6 galpén automatico/jaula a aquel que
contaba con aves en jaulas multinivel, cintas transportadoras de guano, tolvas moviles,
sistema automatico de recoleccion de los huevos y sistemas de ambiente controlado. Por
el contrario, los galpones convencionales/jaula no posefan esta infraestructura y las
actividades de recolecciéon de guano y de huevos se realizaban manualmente. Por dltimo,
se considerd galpon convencional/piso a aquel que contaba con las aves en un solo nivel
(sobre la cama), con libre movimiento, presencia de nidos para alojar los huevos,
bebederos y comederos manuales (Anénimo, 2011; Glatz y Pym, 2013).

Del total de 20 galpones, 3 pertenecieron a la provincia de Santa Fe y 17 a la
provincia de Entre Rios. En promedio, los galpones presentaron una mortandad semanal
de 8,3 % y un porcentaje de produccién de huevos promedio de 50,5 %. Por otro lado, 6
fueron automiticos/jaula, 16 convencionales/jaula, 1 convencionales/piso y 3

galpones/piso con salida al extetior.
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Tabla 3. Numero total, ubicacién y caracteristicas de los galpones muestreados en las

granjas avicolas con antecedentes de brote de tifosis aviar.

N’ , Localidad Tiporde
galp6 (Departamento, Provincia) Ga} pon/
n crianza
1 Crespo (Parana, Entre Rios) Convencional/Jaula
2 Monte Vera (Capital, Santa Fe) Convencional/Jaula
3 Colonia Sesteada (Uruguay, Entre Rios) Convencional/Piso
Convencional/
4 Las Piedras (Gualeguaychu, Entre Rios) Piso con salida al
exterior
5 Aldea San Rafael (Parana, Entre Rios) Automitico/Jaula
Convencional/Piso
6 Colonia Los Ceibos (Uruguay, Entre Rios) con salida al
exterior
7 Monte Vera (Capital, Santa Fe) Convencional/Jaula
8 Recreo (Capital, Santa Fe) Automatico/Jaula
9 Colonia San José (Colon, Entre Rios) Convencional/Jaula
10 Aldea San Juan (Diamante, Entre Rios) Convencional/Jaula
11 Aldea San Juan (Diamante, Entre Rios) Automitico/Jaula
12 Aldea Santa Rosa (Parana, Entre Rios) Convencional/Jaula
13 Aldea Egenfeld (Parana, Entre Rios) Automatico/Jaula
Convencional/Piso
14 Colonia Perfeccion (Uruguay, Entre Rios) con salida al
exterior
15 Maria Luisa (Parana, Entre Rios) Automitico/Jaula
16 Maria Luisa (Parana, Entre Rios) Convencional/Jaula
17 Aldea San Rafael (Parana, Entre Rios) Convencional /Jaula
18 Aldea San Rafael (Parand, Entre Rios) Convencional/Jaula
19 Gualeguaychu (Entre Rios) Convencional /Jaula
20 Colonia Nueva al Norte (Colon, Entre Rios) Automatico/Jaula

1.2. Tipos de muestras.

1.2.1.

Alimento: Para los galpones convencionales/jaula se extrajeron muestras

de alimento de cada una de las tolvas internas que presentaba el galpon. Si el galpon no
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contaba con las mismas, el alimento se tomé desde los comederos (1 muestra por cada fila
de jaulas) y/o del silo exterior (1 muestra). Por otro lado, en los galpones
convencionales/piso se tomaron muestras de alimento desde los comederos o de la bolsa
de alimento (como maximo 2 muestras/galpén). En el caso de los galpones
automaticos/jaula, las muestras se tomaron desde los comederos (1 muestra por cada fila
de jaulas). En todos los casos, se tecolectaron 3 £ 1 kg de alimento/muestra en bolsas
plasticas. Para ello se utilizé una pala o cuchara de plastico, previamente desinfectada con

etanol al 70 %.

1.2.2. Huevos: De cada galpén se recolecté un maple de treinta huevos,
solicitando al propietario de la granja o encargado los huevos mas sucios. En el caso de las
granjas que no llegaban a completar el maple entero, se solicité al duefio la recoleccion del
total de huevos que hubiera en el establecimiento. Tres galpones tenfan aves que no

estaban en edad de postura, por lo que alli no se tomaron huevos.

1.2.3. Guano/calza/nido: En los galpones convencionales/jaula el guano se
recolecté con cucharas plasticas estériles de unos 20 a 30 puntos diferentes debajo del
foso de las jaulas, por pasillo del galpén. En las granjas con galpones automaticos/jaula se
tomaron 2 muestras de guano desde las cintas transportadoras, correspondientes a cada
una de las filas de jaulas, previo funcionamiento del sistema de movimiento automatico de
la cinta. La muestra por hilera/pasillo tuvo un peso promedio de 300 + 50 g. En el caso
de galpones convencionales a piso se tomaron muestras de hisopado de cama con calzas.
Para ello se utilizaron cofias estériles las cuales se embebieron con solucién fisiologica
estéril (0,85 % p/v), postetiormente se colocaron sobre las botas de goma envueltas en
bolsas plasticas, previamente desinfectadas con etanol al 70 % y se recorrié hasta la mitad
del perimetro utilizando un par de cofias. Para recorrer la mitad restante, se utilizdé un
nuevo par de cofias. Ambos pares se introdujeron juntos en una bolsa plastica estéril (1
muestra de calza/galpén convencional a piso). Por otro lado, en los galpones
convencionales a piso se tomaron dos pooles de muestra de nido de al menos 25 g presente
en el galpén. Todas las muestras fueron transportadas al laboratorio en una conservadora

con refrigerantes congelados.

1.2.4. Agua: En cada galpon se recolect6 1 litro de agua del tanque principal
externo y/u otro litro de agua tomado desde las canillas ubicadas dentro del galpén (agua
exterior e interior, respectivamente). Antes de tomar la muestra, se esterilizé el grifo

flameando el extremo del mismo, mediante la llama obtenida con un hisopo de algodén
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empapado con alcohol etilico 96 %. Luego se dejé correr el agua durante 3 a 5 minutos

antes de proceder a recolectar la muestra en un frasco estéril.

1.2.5. Aves agonicas sacrificadas: Se seleccionaron hasta 10 aves agénicas por
galpon mediante observacion de las mismas en el dfa del muestreo. Se eligieron aquellas
que presentaban: cresta retraida, guano color verde en la cloaca y con menor consistencia,
y de menor tamafio con respecto a sus pares en la jaula. Luego de recolectar las muestras
de sangre e hisopados cloacales, como se detalla a continuacién, las aves fueron
sacrificadas por el veterinario responsable de los galpones muestreados mediante
dislocacion cervical. Dicho sacrificio se realizé de acuerdo a la Gufa para el Cuidado y Uso
de Animales Agricolas en Investigaciéon y Ensefianza (National Research Council, 2010) y
de acuerdo con las leyes vigentes de Argentina. En aquellos galpones en los que no se
pudieron sacrificar las 10 aves seleccionadas, se sacrificaron sélo el nimero de aves que el
duefio del galpén muestreado autorizaba al veterinario responsable de los galpones. De las
195 aves seleccionadas 109 aves se pudieron sacrificar mediante dislocacion cervical. Los
animales muertos (naturalmente y sacrificados) fueron transportados al laboratorio con

refrigeracion.

1.2.5.1. Muestras de sangre: Se tomaron 195 muestras de sangre de aves
agonicas pertenecientes a galpones de aves de postura con antecedentes de TA. La sangre
se recolectd asépticamente con jeringa de 5 ml y aguja a partir de la vena alar (Figura 13).
Una gota de la sangre entera se utilizo para realizar el extendido sanguineo sobre un
portaobjeto, el cual se seco al aire. El resto de la sangre fue colocada en microtubos
rotulados, mantenidos a temperatura ambiente. Las muestras fueron transportadas al
Laboratorio de Sanidad Aviar de la EEA-Concepcion del Uruguay, Entre Rios. En el
mismo se separd el coagulo del suero. Este altimo se conservé a 4 °C. Las muestras de
sueros se dividieron para la prueba de aglutinacién rapida en placa (ARP) y para la

determinacion de los diferentes parametros bioquimicos.
B

Figura 13. Toma de muestra de sangre. A: vena alar; B: aguja; C: jeringa; D: sangre.
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1.2.5.2. Hisopados cloacales: Se hisoparon 195 aves agonicas. Se
tomaron dos hisopados por ave. Ambos hisopos estériles fueron humedecidos con
solucién fisiolégica (0,85 % p/v). Una vez extraida el ave de la jaula, se abri6 el plumaje de
la zona cloacal y se introdujo un hisopo por vez en la cloaca, rotandolo suavemente dos o
tres veces hasta obtener una muestra abundante de materia fecal. Posteriormente, el
primer hisopado se envasé en tubos de vidrio estériles de forma individual y se
transportaron refrigerados hasta el laboratorio para el aislamiento de Salmonella sp. Con el
segundo hisopado se realizo6 el extendido de materia fecal en un portaobjeto, los cuales se
dejaron secar al aire y se transportaron al laboratorio a temperatura ambiente para la

observacion de leucocitos.

1.2.5.3.  Organos: Se realiz6 la necropsia de las aves agénicas sacrificadas
para obtener muestras de higado, bazo, foliculos, ciego y patas. Cada uno de los tipos de
muestras se coloraron individualmente en bolsas estériles de plastico. En el caso de higado
y bazo se tomaron los 6rganos enteros. Con respecto a los foliculos, se tomaron 3
foliculos de igual o diferente tamafio enteros y para la muestra de ciego se tomo una

porcién del mismo. Para las muestras de patas, se tomé una pata/ave sacrificada.

1.2.6. Aves muertas naturalmente: Se recolectaron hasta 10 aves muertas en
cada galpéon durante el dia de muestreo. En aquellos galpones que no se pudieron
recolectar las 10 aves muertas, se tomaron las que habia presentes en el mismo. Las aves
se colocaron en bolsas plasticas para ser transportadas hasta el laboratorio.
Posteriormente en el laboratorio se realizé la necropsia y se tomaron las muestras de

organos descriptas en el punto 1.2.5.3.

1.3. Aislamiento de Salmonella sp. en muestras provenientes del monitoreo

activo.

1.3.1. Alimento: De cada bolsa de 3 kg se tomaron 2 sub-muestras de 25 g cada
una. Las muestras fueron procesadas segun lo propuesto por Soria y col., (2011). Se
realizé el pre-enriquecimiento en 225 ml de caldo Salmocyst (CSyst; Merck, Darmstadt,
Alemania). La mezcla se incubé a 35 £ 2 °C durante 18-24 h. Luego, 10 ml de la mezcla se
transfirieron a un tubo estéril y se agregd el suplemento selectivo en tableta del medio
Salmocyst (1 tableta por tubo, Merck, Darmstadt, Alemania) y se incubaron a 36 £ 1 °C
durante 18-24 h. Posteriormente, se realiz6 la siembra por agotamiento en estria en los
medios agarizados selectivos-diferenciales xilosa lisina desoxicolato (Oxoid, Basingtoke,
Hampshire, England) con el agregado de tergitol 4 (XLDT; 4,6 ml/l; Sigma, St. Louis,
MO), y EF-18 (Acumedia).
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1.3.2. Huevos: Del maple de 30 huevos se separaron los huevos en 5 grupos de
6 huevos cada uno. En aquellos galpones que no posefan el maple de 30 huevos, se realizé
el/los pooles con la cantidad de huevos recolectados. En primer lugar, se quebraron los
huevos y el contenido del mismo (Cl y/o Y) se colocé en bolsas plisticas en forma
individual. Las cascaras de los 6 huevos que conformaban un poo/ se colocaron en bolsas
de plastico estériles y posteriormente se pesaron 25 g para obtener las muestras de C. Por
otro lado, con respecto a las muestras individuales de CL y/o Y, se homogeneizaron
(Stomacher 440 circulator, Seward, Inglaterra) durante 2,5 min a 2.500 rpm.
Postetiormente, el poo/ de 6 CL y/o 6 Y se realizé6 tomando 4,2 ml de cada una de las
muestras individuales de CL y/o Y de manera de obtener la muestra de 25 ml por
separado en bolsas de plastico estériles. Las muestras de huevo (C, CL y Y) fueron
procesadas segun lo propuesto por Sotia y col.,, (2012), utilizando 25 g de C o 25 ml de
contenido (Cl 6 Y) en 225 ml de caldo tripteina de soja (CTS; Merck, Darmstadt,
Germany) adicionado con 35 pg/ml de sulfato de hierro II (Anedra, Argentina, CTS-Fe)
como pre-enriquecimiento, incubandolo durante 18-24 h a 35 £ 2 °C. A su término, 1 ml
del caldo fue transferido a 10 ml de caldo tetrationato (T'T, Acumedia, Lansing, Michigan)
adicionado con 20 ml/l de solucién de iodo-ioduro de potasio (Anedra, Argentina), 40
mg/ml de novobiocina (N, Sigma, Steinheim, Alemania) y de solucién de verde brillante al
0,1 % (p/v) (Sigma, Steinheim, Alemania) e incubados a 35 + 2 °C durante 18-24 h. Luego
de la incubacién, del caldo se tomé una ansada del mismo y se sembré en los medios
agarizados selectivos-diferenciales Hektoen (Acumedia, Lansing, Michigan) y XLD

(Oxoid, Basingtoke, Hampshire, England).

1.3.3. Guano/calza/nido: De cada bolsa de guano con 300 * 50 g se tomatron
2 submuestras de 25 g. En el caso de los pooles de nidos se tomé una submuestra de 25 g.
En el caso de las muestras de hisopados de cama (4 calzas) se consider6é que pesaban 25 g
cada una. Tanto las muestras de nido y de cama (calza) se procesaron como una unica
muestra. Todas las muestras fueron procesadas segin lo propuesto por Soria y col,
(2012a). Las muestras fueron pre-enriquecidas en 225 ml de agua de peptona tamponada
(APT; Merck, Darmstadt, Germany). Las mezclas se incubaron a 35 + 2 °C durante 18-24
h. A su término, se inocularon 30 pl del cultivo APT en tres puntos equidistantes en
medio modificado semisélido Rappaport Vassiliadis (MSRV, Acumedia) suplementado
con 1 ml/l de una solucién de novobiocina al 2 %. Las placas fueron incubadas a 41,5 + 1
°C durante 18-24 h. Posteriormente, se realiz6 la siembra por agotamiento en estria en los

medios agarizados selectivos- diferenciales XLDT y EF-18.
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1.3.4. Agua: De cada litro de agua proveniente del extetior y/o del intetior de los
galpones, se tomaron 2 submuestras de 50 ml de agua cada una. Las muestras fueron
procesadas segun lo propuesto por Soria y col., (2013b), es decir pre-enriquecidas en 450
ml de agua de peptona tamponada, doble concentraciéon (APT-dc; Merck). La mezcla se
incubd a 35 + 2 °C durante 18-24 h. A su término, se inocularon 30 ul del cultivo APT-dc
en medio MSRV (Acumedia) suplementado con solucién de novobiocina al 2 %, al igual
que se explicé anteriormente. Las placas fueron incubadas a 41,5 £ 1 °C durante 18-24 h.
Posteriormente, se realizé la siembra por agotamiento en estria en los medios agarizados

selectivos-diferenciales XLDT y EF-18.

1.3.5. Hisopados cloacales: Los hisopados cloacales de las aves sacrificadas se
procesaron de forma individual. Cada uno de los tubos estériles con las muestras de
hisopados cloacales fueron pre-enriquecidas con 5 ml de APT (Merck) y se los procesé

segun lo descripto para las muestras de guano/calza/nido en el punto 1.3.3.

1.3.6. Organos de aves: Por su parte, todas las muestras de érganos fueron
procesadas en forma individual y en conjunto. La muestra de hisopado de médula 6sea del
hueso tarso-metatarso fue tomada con hisopo humedecido en solucién fisiologica estéril
(0,85 %). En primer lugar, la cara interna de una porcion de los 6rganos de higado y bazo,
las muestras de hisopos embebidos con el contenido de foliculos, ciego y los hisopados de
médula 6sea fueron sembrados, individualmente mediante siembra directa, en agar MC
(Acumedia) y agar Salmonella-Shigella (SS, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) e incubados
a 37 °C por 18-24 h. Al término de este tiempo, en las placas que no se observd
crecimiento se incubaron a la misma temperatura por 18-24 h mas. A su vez, se juntaron
potciones de los higados y bazo (poo/ HB), contenido de ciegos (poo/ Cie) y contenido de
foliculos (poo/ Fol) de las aves de cada galpon. En el caso de aquellos galpones en donde
habfa una sola ave muerta, se sembrd poo/ de 6rganos, el cual inclufa: higado, bazo,
foliculos y ciegos (poo/ Org). Todos los pooles se diluyeron en caldo tetrationato con
solucién de iodo-ioduro de potasio, verde brillante y novobiocina en relacién 1/10. La
mezcla se incub6 a 35 £ 2 °C durante 18-24 h. Luego las muestras fueron sembradas por

agotamiento en estrias en placas de agar SS (Merck) y MC (Acumedia).

En todos los casos, se tomaron de cada placa de agar selectivo-diferencial una o dos
colonias compatibles fenotipicamente con Salmonella sp. En caso de no haber colonias
bacterianas compatibles con Salmonella sp., se tomaron igualmente dos colonias al azar. A
partir de los cultivos bacterianos puros se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas:

agar TSI, LIA, ONPG, agar citrato de Simmons, medio sulfuro-indol-movilidad (SIM),
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agar tartrato de Jordan y agar fenilalanina. Ademas, para las cepas inméviles, se realizé la
prueba de aglutinacién con acriflavina (solucién 1/1.000) para saber si eran cepas lisas o
rugosas, utilizando un control de la solucioén de acriflavina y un control de la bacteria
diluida en solucién salina al 0,85 %. Todos los aislamientos fueron conservados en agar
nutritivo hasta su serotipificaciéon (en caso de Salmonellas tipo mévil). Una granja fue
considerada positiva a Salmonella sp. cuando esta bacteria se aislé en al menos una de las
muestras procesadas. Se seleccionaron para este trabajo de tesis al menos 10 aislamientos
de SG/establecimiento.

1.3.7. Caracterizacion fenotipica de los aislamientos de Salmonella sp.

1.3.7.1. Serotipificacion: La serotipificacion de los aislamientos de Salmonella
tipo moviles incluidos en este trabajo de tesis se realizé segin el esquema de Kauffman-
White-Le Minor en el laboratorio de Produccion de antigenos y antisueros del Instituto
Carlos G. Malbran. En primer lugar, los aislamientos en agar nutritivo fueron cultivados
en placas de agar tripteina de soja (ATS, Acumedia, Lansing, Michigan) y se incubaron a
35 £ 2 °C, durante 18-24 h, para ser utilizados en la caracterizaciéon del antigeno somatico
(Ag O, realizado sobre una placa de vidrio) y del antigeno flagelar (Ag H, realizada en

tubo).

1.3.7.1.1. Serotipificaciéon somatica. A partir del cultivo en ATS se
verificd que el mismo se encontraba en forma lisa, suspendiendo las bacterias en solucion
salina al 0,85 %. Las cepas sin autoaglutinacién (lisas) se colocaron sobre una placa de
vidrio junto a 20 ul de los antisueros polivalentes OS-A y OS-B (INPB-A.N.L.LS., Dr.
Carlos G. Malbran, Buenos Aires, Argentina). Luego, se mezclé cuidadosamente con
palillo durante 2 min para observar presencia o ausencia de aglutinaciéon bajo luz
oblicuamente dirigida. Se continud la tipificacién con los factores somaticos en las cepas

que mostraron aglutinacién positiva con alguno de los sueros polivalentes.

1.3.7.1.2. Serotipificacion flagelar. La serotipificaciéon flagelar se
realizé a partir de un cultivo en caldo flagelar (CF: caldo tripteina de soja 15,2 g, triptona
13,3 g, agua destilada c.s.p. 1000 ml). Desde el cultivo en ATS se sembr6 en CF e incub6 a
37 °C durante 18-24 h. A partir de ese crecimiento, se agregaron 5 ml de solucion
fisiologica formolada al 1 % (Cloruro de sodio 8,5 g, formalina comercial al 37-40 % 10
ml, agua destilada c.s.p. 1000 ml), y se incub6 1 h a temperatura ambiente (25% 2 °C). En
cuatro tubos de ensayo se colocaron 25 pl de los antisueros flagelares polivalentes HS-A,

HS-B, HS-C y HS-1 (INPB-A.N.L.LS., Dr. Carlos G. Malbran, Buenos Aires, Argentina).
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Luego se agregd 1 ml del caldo formolado, incubando durante 1 h a 50 °C en bafio de
agua. A su término, se observé presencia o ausencia de aglutinacién bajo luz oblicua. En
los aislamientos que fueron positivos a uno o mas sueros polivalentes H (expresion de una
o dos fases) se continué la serotipificacion con los factores del antigeno flagelar
correspondiente. Las cepas que no aglutinaron a los antisueros polivalentes H, pero

fueron positivas a la aglutinacion somatica, fueron tipificadas como salmonelas inméviles.

1.3.7.1.3. Inversion de fase. Aquellos aislamientos que mostraron
aglutinacién positiva a sélo un suero polivalente flagelar (AgH) y por los resultados de la
aglutinacion frente al AgO se consideraron que se trataba de una serovariedad difasica,
fueron evaluados mediante el método de inversion de fase, para evidenciar la fase que no
habia sido expresada. Para ello, el AgH ya expresado fue enmascarado en tubo de agar
movilidad de Craigie el cual tenfa una varilla de vidrio hueca. Para la inversion se fundié el
agar movilidad y se le agrego el antisuero flagelar correspondiente para inversion que ya
habia sido expresado por el aislamiento de Sa/monella, se dejé enfriar y posteriormente se
sembré la cepa por dentro de la varilla de vidtio por puncién y fue incubado a 37 °C
durante 24 h o hasta que se observara crecimiento de la cepa en la parte externa del medio
(Figura 14). Posteriormente, se transfiri6 el crecimiento de la parte externa de la varilla de
vidrio a un tubo conteniendo CF para la identificacion de la fase flagelar no expresada
mediante la técnica explicada en el punto 1.3.7.1.2. De esta manera, las células, que
posefan la fase ya identificada, quedaban inmovilizadas por el suero flagelar empleado,

mientras que las que tenfan la fase no expresada conservaban su movilidad.

Figura 14. Inversion de fase en agar movilidad de Craigie. A: Siembra de la cepa de
Salmonella sp. B: Crecimiento de la cepa de Salmonella sp. por fuera de la varilla de
vidrio hueco.

1.3.8. Confirmacion genotipica de los aislamientos de Salmonella sp.

1.3.8.1.  Extracciéon de ADN. Todas las extracciones de ADN se
obtuvieron a partir de los aislamientos positivos a Salmonella sp. Se seleccionaron como

maximo un total de 10 aislamientos de SG/establecimiento. En el caso de los aislamientos
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de Salmonella sp. tipo moviles, se realizé la extraccion a todos los aislamientos obtenidos.
El ADN fue liberado de las células bacterianas por calentamiento en H,O destilada estéril
durante 10 min a 100 °C en bafio seco (Labnet D1 100, Labnet International Inc., Edison,
Estados Unidos) y luego centrifugado a 9.300 x g durante 1 min a 4 °C. El sobrenadante
conteniendo el ADN bacteriano fue fraccionado en microtubos y conservado a -70 °C

hasta su uso.

1.3.8.2. PCR para Salmonella sp.: Las extracciones de ADN
correspondientes a los aislamientos fueron utilizadas como templados para la
amplificacion del gen A, La reacciéon de PCR se realizé en un termociclador (Ivema T-
18, Argentina). Este gen permitié la deteccion de Salmonella enterica y Salmonella bongori
(Malorny y col., 2003). Los templados de ADN (5 pl) fueron amplificados en un volumen
final de reacciéon de 25 ul que contenfan 0,25 pl de cada cebador 0,1 mM (Operon
Biotechnologies GmbH, Alemania), 2,5 pl de tampén 10 X (Inbio Higway, Argentina), 1,5
ul de MgCl, 25 mM (Inbio Higway, Argentina), 0,5 ul de mezcla de los ANTP 0,2 mM
cada uno (Inbio Higway, Argentina), 0,2 ul de TagADN polimerasa 5 U/l (Inbio
Higway, Argentina) y agua bidestilada hasta completar el volumen final de reaccién. Los
cebadores empleados para este proposito fueron P139
(GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA) y P141
(TCATCGCACCGTCAAAGGAACC). Como blanco de reacciéon se usé la mezcla de
reaccion sin ADN, el cual fue reemplazado por agua bidestilada estéril. Se incluyeron
como control negativo cepas de Citrobacter sp. Las condiciones de ciclado comprendieron
una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 1 min; 38 ciclos de amplificacién a 95 °C
durente 30 s, alineamiento a 64 °C durante 30 s, extensién a 72 °C durante 30 s; extensidén

final a2 72 °C en 3 min.

1.3.8.3. PCR multiple para la deteccion de S. ser. Gallinarum
biovares Gallinarum y Pullorum: Las extracciones de las cepas serotipificadas como
inmoviles fueron utilizadas para realizar la amplificaciéon de las regiones polimorficas de
los genes ghC  (cebadores SG-L GATCTGCTGCCAGCTCAA y SG-R
GCGCCCTTTTCAAAACATA) y speC (cebadores speC 1 CGGTGTACTGCCCGCTAT
y speC 2 CTGGGCATTGACGCAAA). Esta reacciéon maltiple produce un amplicon de
174 pb especifico para el gen speC presente en ambos biovares (SG y SP) y un amplicén de
252 pb especificos para el gen glC, presente en SG. Los templados de ADN (5 pl) fueron
amplificados en un volumen final de 25 pl que contenfan 1,5 ul de cada uno de los
cebadores SG-L (10 pM) y SG-R (10 uM), 1 pl de cada uno de los cebadores speC 1 (10
uM) y speC 2 (10 uM), 2,5 pl de tampdn 10 X (Inbio Higway, Argentina), 1,5 ul de MgCl,
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25 mM, 0,5 ul de mezcla de los ANTP 0,2 mM cada uno (Inbio Higway, Argentina) y 0,2 ul
de TagADN polimerasa 5 U/ul (Inbio Higway, Argentina) y agua bidestilada hasta
completar el volumen final de reaccién. Se incluyeron controles positivos (SG y SP) y
negativo (E. o/ ATCC 25922). Las condiciones de ciclado comprendieron una
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min; 30 ciclos de amplificacion a 94 °C durante
30 s, alineamiento a 65 °C durante 30 s, extension a 72 °C durante 30 s; extensién final a

72 °C durante 7 min (Kang y col., 2011).

1.3.8.4. PCR para Salmonella ser. Enteritidis (SE): Las
extracciones de ADN correspondientes a los aislamientos fueron utilizadas como
templados para la amplificacion de fragmentos diferenciales de ADN (Sdf, Salmonella
diferent fragment, por sus siglas en inglés), exclusivos de SE, segin Agron y col. (2001). La
reaccion de PCR se realizé en un termociclador (Ivema T-18, Argentina). Los templados
de ADN (5 ul) fueron amplificados en un volumen final de reaccién de 25 ul que contenia
0,25 pl de cada cebador 0,1 mM (Ruralex, Argentina), 2,5 pl de tampoén 10 X (Inbio
Higway, Argentina), 1,5 pl de MgCl, 25 mM (Inbio Higway, Argentina), 0,5 ul de mezcla
de los dANTP 0,2 mM cada uno (Inbio Higway, Argentina), 0,125 ul de TaqADN
polimerasa 5 U/ul (Inbio Higway, Argentina) y agua bidestilada hasta completar el
volumen final de reaccién. Los cebadores empleados para este proposito fueron Sdf 1 SE
1063 Forward (TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG) y Sdf 1 SE  Reverse
(CGTTCTTCTGGTACTTACGATGAC). Como blanco de reaccion se usé la mezcla de
reacciéon sin ADN, el cual fue reemplazado por agua bidestilada estéril. Se incluyeron
control positivo (SE ATCC 13076) y negativo (E. /i ATCC 25922). Las condiciones de
ciclado comprendieron una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 1 min; 38 ciclos de
amplificacion a 95 °C durante 30 s, alineamiento a 64 °C durante 30 s, extension a 72 °C
durante 30 s; extension final a 72 °C durante 3 min.

1.3.8.5. PCR multiple para la deteccion de Salmonella ser.
Typhimurium (ST): Las extracciones de las cepas aisladas de granjas, que dieron

negativo a la reacciéon de PCR para SE, fueron utilizadas para la amplificaciéon de los

genes: ] (F: CCAGCACCAGTTCCAACTTGATAC vy R
GGCTTCCGGCTTTATTGGTAAGCA); fiC (F:
ATAGCCATCTTTACCAGTTCCCCC y R:
GCTGCAACTGTTACAGGATATGCC) y /B (F:

ACGAATGGTACGGCTTCTGTAACC y R: TACCGTCGATAGTAACGACTTCGG),

cuyos fragmentos tienen un tamafio de 663, 183 y 526 pb, respectivamente. Esta reaccion
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permiti6 la identificaciéon de ST, de acuerdo a Lim y col. (2003). La reaccién de PCR se
realiz6 en un termociclador (Ivema T-18, Argentina). Los templados de ADN (5 pul)
fueron amplificados en un volumen final de reaccién de 25 ul que contenia 0,25 pl de cada
cebador 0,1 mM (Ruralex, Argentina), 2,5 ul de tampén 10 X (Inbio Higway, Argentina),
1,5 ul de MgCl, 25 mM (Inbio Higway, Argentina), 0,5 pl de mezcla de los ANTP 0,2 mM
cada uno (Inbio Higway, Argentina), 0,125 ul de TagADN polimerasa 5 U/ul (Inbio
Higway, Argentina) y agua bidestilada hasta completar el volumen final de reaccién. Se
incluyeron control positivo (ST 06/11) y negativo (E. c/i ATCC 25922). Las condiciones
de ciclado comprendieron una desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 3 min; 30 ciclos de
amplificacion a 95 °C durante 1 min., alineamiento a 65 °C durante 1 min., extensioén a 72
°C durante 30 s; extension final a 72 °C durante 1 min.

1.3.9. Anidlisis estadistico: Para comparar los resultados de los
aislamientos de Sa/monella sp. en las diferentes muestras analizadas se usé la prueba de
hipétesis para diferencia de proporciones, asumiendo que todos los valores son
igualmente probables. Cada valor de exactitud (EXA,) y sensibilidad (Se;) relativos de la
prueba fueron informados con sus respectivos intervalos, con un nivel de confianza del 95
%. Los datos fueron analizados mediante el programa OCTAVE, desarrollado por el
Grupo de Métodos Numéricos de la Universidad Tecnolégica Nacional-Facultad Regional
Concepcion del Uruguay, Entre Rios, Argentina (Proyecto 25D041). Los valores
informados definieron el limite de un intervalo que, con un 95 % de seguridad, contenfan
los verdaderos valores de EXA y Se. Los resultados fueron considerados estadisticamente
significativos con un valor de P < 0,05.

La concordancia entre las diferentes muestras y los medios agarizados selectivos y
diferenciales para la deteccion de Salmonella en los diferentes tipos de muestras estudiadas
fue evaluada mediante el estadistico Kappa (Martin, 1977) y la prueba de McNemar. El
primero fue calculado para evaluar el grado de concordancia para clasificar las muestras
como positivas o negativas mas alla del azar (Dawson y Trapp, 2004). El nivel de
concordancia se determiné comparando el valor obtenido con la escala de valores
predeterminados: 0,93 a 1,00 (concordancia excelente); 0,81 a 0,92 (muy buena
concordancia); 0,61 a 0,80 (concordancia buena); 0,41 a 0,60 (concordancia débil); 0,21 a
0,40 (concordancia ligera); 0,01 a 0,20 (concordancia pobre) y menor a 0,01 (concordancia
nula). La prueba de McNemar se calculé utilizando una aproximaciéon de x’a P < 0,05
(GraphPad Software, 2018).

1.4. Relacion de pesos de aves muertas naturalmente o

sacrificadas/6rganos (higado y bazo): Antes de realizar la necropsia, las aves muertas

Materiales y Métodos 71



Mario Alberto Soria (2021) Tesis Doctoral

naturalmente o sacrificadas fueron pesadas en balanza electrénica, escala 0,1 g (Precisa
3000 D, Zurich, Suiza). Posteriormente, se realiz6 la necropsia en esterilidad para obtener
muestras de diferentes 6rganos como ser higado y/o vesicula biliar, bazo, foliculos,
muestras de contenido de ciegos y pata en bolsas de plastico estériles individuales. El
higado y bazo se pesaron de manera individual en balanza granataria (Precisa 3000 D) para

determinar la relacion entre el peso del ave/peso de los 6rganos (higado y bazo).

1.5. Estudios de parametros hematolégicos, serolégicos y presencia de
leucocitos fecales en muestras provenientes de aves agoénicas.

1.5.1. Recuento diferencial de leucocitos en sangre entera: lLos
extendidos sanguineos fueron tefiidos con los colorantes May-Grinwald (Biopack,
Buenos Aires, Argentina) y Giemsa (Biopur, Argentina). Se contaron 100 leucocitos en
microscopio 6ptico (Leica, DM 1000, Suiza) con un aumento total 1000 X, diferenciando
los granulocitos (heterdfilos, eosindfilos y basofilos) de los agranulocitos (linfocitos y
monocitos) y se expresaron como numero relativo (porcentaje). Ademas, se calcul6 la
relacién heteréfilo/linfocito (H/L). El recuento total de glébulos blancos (RTGB) se
estim6 segun Cotter (2015), realizandose un recuento de todas las clases de leucocitos en
cinco campos microscopicos de 400 X y se multiplico por 4.000 para expresar el

RTGB/mm? (Figura 15).

I e " Muestra de sangre
— 3
Extendido sanguineo
II L?.—__._'ﬂ.‘_
Coloracion con May-
1 Grlnwald-Giemsa

IT1

Figura 15. Recuento de leucocitos en sangre entera. I: preparacion del extendido; II:
coloraciéon; III: observaciéon al microscopio; IV: frotis sanguineo de aves. GR:
globulos rojos, H: heteréfilos, L: Linfocitos.

1.5.3. Parametros bioquimicos: Se determinaron diferentes parametros
bioquimicos en el suero de aves agoénicas. Proteinas totales (PT) y albumina (ALB) fueron
determinadas mediante método colorimétrico usando un kit comercial (Wiener Lab,
Rosario, Argentina). Por otro lado, la concentracién de globulina (GLOB) se determiné

por diferencia entre PT y ALB. La relacién ALB/GLOB fue calculada. Asimismo, se
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determinaron las actividades enzimaticas de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina
aminotransferasa (ALT) mediante método colorimétrico, segiin Reitman y Frankel (1957).
También se calculd la relacion AST/ALT. La actividad enzimatica de la gamma glutamil

transferasa (GGT) se determind segun Szasz (1969).

1.5.4. Deteccion de Salmonella biovar Gallinarum mediante
aglutinacion rapida en placa: Los sueros obtenidos a partir de las muestras de sangre
fueron inactivados a 56 °C durante 30 min en bafio marfa. Luego se realizé la técnica de
aglutinacion rapida en placa (ARP). Se sigui6 el protocolo descripto para Mycoplasma en el
Plan Nacional de Sanidad Avicola de Argentina (SENASA, 2003). Por no contar con
muestra suficiente, del total de 195 muestras de suero, 178 se utilizaron para la ARP. La
ARP fue realizada a temperatura ambiente (25 £ 2 °C), con antigeno de SP (Charles River
Lab, Wilmington, MA) tefiido con cristal violeta. Para la prueba se colocaron 25 ul de
antigeno y 25 ul de suero entero sobre una placa de plastico iluminada desde abajo. El
suero entero y el antigeno se mezclaron con palillos de madera y luego se realizaron
movimientos rotatorios suaves con la placa. Los resultados para la prueba ARP fueron
registrados dentro de los 2 minutos. LLos sueros enteros positivos a la aglutinaciéon fueron
diluidos en solucién fisiologica (relacién 1/8) y se realiz6 la ARP nuevamente. Se
considerd positiva la presencia de anticuerpos contra SG cuando la ARP fue positiva en la
dilucién 1/8. Como controles positivos y negativos se utilizaron sueros positivos a SG y

negativos conocidos, respectivamente.

1.5.5. Presencia de leucocitos fecales (LF): Los extendidos fueron
coloreados con fucsina (Cicarelli, Argentina) y observados al microscopio 6ptico con un
aumento total de 400 X (Leica, DM 1000) para determinar la presencia o ausencia de
leucocitos en materia fecal. Se observaron al menos 30 campos para determinar el nimero
de leucocitos por campo. Se consideré muestra positiva a leucocitos en materia fecal

cuando, al menos, se observaban 5 leucocitos por campo (Figura 16).
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Figura 16. Presencia de leucocitos fecales en hisopados cloacales. I: toma de muestra;
II: coloracion; I11: observacion al microscopio; IV: extendido del hisopado cloacal de
las aves. LF: leucocitos fecales, CE: células epiteliales.

1.5.6. Analisis estadistico: Cada una de las aves fueron consideradas
como una unidad. Los valores hematoldgicos y bioquimicos fueron expresados como
media * desvio estandar (DE). Ademas, fueron considerados los resultados del
aislamiento de SG, la ARP y LF en el analisis. Los resultados se informaron como el rango
o media = DE. Las diferencias en las medias se evaluaron mediante una prueba de analisis
de varianza de una via (ANOVA). Los resultados se consideraron estadisticamente
diferentes con un valor de P < 0,05 (Rossman y Chance, 1998). La variable edad de las
aves de postura se dividié en dos categorias: iguales o mayores de 18 meses y menores de
18 meses. La division se basé en el promedio de edad de la primera muda en gallinas
ponedoras (Soria y col., 2015). La concordancia entre el aislamiento de SG y los resultados
obtenidos en la ARP y la presencia de LF se evalué mediante el estadistico Kappa (Martin,

1977) y la prueba de McNemar como se explicé en el punto 1.3.9.

1.6. Presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano
presentes en muestras de galpones de aves de postura con antecedentes de tifosis

aviar,

1.6.1. Tipos de muestras: Las muestras individuales de CL y Y,
alimento, guano, agua utilizadas en este punto fueron las que se obtuvieron en el
procedimiento para el aislamiento de Sadwonella sp. en el punto 1.3. Los galpones N° 11 y
12 presentaron 1 y 9 huevos sin yema, respectivamente. Por otro lado, en los galpones 9,

10 y 18 no se obtuvieron muestras de huevos debido a que por la edad de las aves las
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mismas no estaban en postura. Para el ensayo las muestras de alimento y guano se
diluyeron en solucién fisiologica estéril 0,85 % (dilucién 1/10) mientras que las muestras
de agua se sembraron sin realizar dilucién. Por otro lado, Las muestras de o6rganos
utilizadas en este punto fueron las utilizadas para el aislamiento de Salmonella sp. en el
punto 1.3.6 (aves muertas naturalmente y sacrificadas). Para el ensayo, se sembraron

potciones de los 6rganos de aproximadamente 1 cm.

1.6.2. Cepas utilizadas en el ensayo: Las cepas de Salwonella sp.
utilizadas para analizar las muestras de huevo, alimento, guano y agua se describen en la
Tabla 4. Como control del ensayo se utiliz6 la cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633

(SENASA, 2002). En las muestras de 6rganos solo se utilizé esta ultima cepa.

Tabla 4. Cepas de Salmonella utilizadas en el estudio de presencia de inhibidores del
crecimiento bacteriano.

Coleccion de

Cepa Origen cultivo

Salmonella ser. Enteritidis INTA PT 1 Aves EEA INTA
Balcarce

Salmonella ser. Typhimurium INTA 06/11 Aves EEA INTA
Balcarce

Salmonella ser. Gallinarum biovar Gallinarum INTA Aves EEA INTA
03/121 Balcarce

Salmonella ser. Gallinarum biovar Pullorum INTA Aves EEA INTA
90/142 Balcarce

1.6.3. Ensayo para determinar la presencia de sustancias
inhibidoras del crecimiento bacteriano: A partir del cultivo en ATS, todos los
microorganismos fueron sembrados e incubados a 37 °C durante 18-24 h en caldo
tripteina de soja (Merck, Darmstadt, Germany) hasta alcanzar la turbidez del estandar
equivalente al tubo 0,5 de la escala de Mc Farland. Posteriormente, las placas de agar
Mieller-Hinton (Britania, Argentina) fueron sembradas con cada una de las cepas
ensayadas con hisopo estéril en todas las direcciones de manera de obtener un crecimiento
bacteriano en forma de patina. Se dejaron secar tapadas aproximadamente de 3 a 5 min a
temperatura ambiente, posteriormente las mismas fueron inoculadas de la siguiente

manera dependiendo del tipo de muestra ensayada (Figura 17):

a. Muestras de huevo: se sembraron 200 pl de muestra de CL y Y en un pocillo
de 10 mm de didmetro realizado con sacabocado en el agar Mueller Hinton

(Soria, 2012).
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b. Muestras de alimento y guano: se sembraron 25 ul de las muestras diluidas
en solucion fisiologica.
c. Muestras de agua: se sembraron 25 pl de las muestras de agua sin diluir.
d. Muestras de higado y bazo: se colocaron porciones de higado y bazo en las
placas de agar Mieller-Hinton apoyando la cara interna de estos 6rganos.
Todas las placas fueron incubadas a 37 °C durante 18-24 h. La prueba fue
considerada positiva a la presencia de sustancias antibacterianas cuando existian halos
mayores a 11 mm de didmetro para las muestras de huevo y porciones de 6rganos (higado y

bazo) y halos mayores a 6 mm de diametro en las muestras de alimento, guano y agua.

Siembra con O

hisopo estéril Siembra de 200 ul de
muestras de CLy Y

Medir el

Agar Mieller 37°C halo de

10° UFC/ml Hintan 13-

Siembra de 25 pl de muestras AL s inhibicién
de alimento, agua y guano

~ C >

Siembra de porciones de 1 cm
de higado y bazo

Figura 17. Procedimiento para evaluar la presencia de sustancias inhibidoras del

crecimiento bacteriano.

1.6.4. Deteccion de sustancias inhibidoras presentes en huevo
mediante kit comercial: Se evaluaron sélo las muestras de huevo (CL y Y). Se utiliz6 el
Kit Zeu Explorer 2.0 (ZeuLab, Zaragoza, Espafia). Es una prueba basada en la inhibicion
del crecimiento de la bacteria Geobacillus stearothermophilus. El fundamento de la prueba se
detalla en el anexo secciéon I. La lectura de los resultados se realiz6 de manera visual
invirtiendo la placa y observando los pocillos desde el fondo de la misma (Figura 18). Se
utiliz6 como control negativo la muestra suministrada por el fabricante para huevo
(ZE/CN2). El limite de deteccién del kit para las muestras de huevo se detalla en la tabla
5.

Materiales y Métodos 76



Mario Alberto Soria (2021) Tesis Doctoral

L// Megativo

@®
[ =™

Positivo

Preparacién de la muestra Difusién a T* amb. / 20 min Resultado

100 pl de muestra Lavado
Incubacién a 65¢C /3 h

Figura 18. Procedimiento para evaluar la presencia de sustancias inhibidoras del

crecimiento bacteriano mediante Kit explorer.

Tabla 5. Limites de deteccién (ug/kg o ppb) del kit Explorer para diferentes

antimicrobianos en huevos de gallina, segiin fabricante.

Antibiético Kit Explorer (ug/kg)
Eritromicina 400
Tilosina 400
1.600
Neomicina
Sulfadiazina 400
Tetraciclina 2.800
Oxitetraciclina 2.800

1.6.5. Detecciéon de quinolonas presentes en huevo mediante kit
comercial: Las muestras de huevo que dieron positivo en el punto anterior (1.6.4), fueron
evaluadas para determinar residuos de quinolonas. Se utilizé el kit comercial Equinox
(Zeulab, Zaragoza, Espana). Este método cualitativo esta basado en la inhibicién del
crecimiento de FE. co/, bacteria especialmente sensible a quinolonas. Su fundamento se
detalla en el anexo seccion II. Si la muestra a evaluar contiene una concentraciéon de
quinolonas superior al limite de deteccién de la prueba, el crecimiento del microorganismo
se inhibe y por lo tanto no se produce el cambio de color. La lectura de los resultados se

realiz6 de manera visual (Figura 19).
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Figura 19. Procedimiento para evaluar la presencia de quinolonas mediante Kit Equinox.

1.6.6. Analisis estadistico: La concordancia entre las muestras de clara y
yema para la deteccion de sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano para cada uno
de los serovares de Salmonella utilizados en el ensayo y la concordancia entre los métodos
utilizados para este ensayo, fueron evaluados mediante el estadistico Kappa (Martin, 1977)

y la prueba de McNemar segun lo descripto en el punto 3.1.6.

1.7.  Evaluacioén de analisis de riesgo.

1.7.1. Disefio del cuestionario: La encuesta se basé en las medidas de
bioseguridad dispuestas para los establecimientos avicolas segiin la reglamentacién de
SENASA 542/2010 (SENASA, 2010). Las preguntas fueron cerradas (dicotémicas o de
opcion multiple). El cuestionario fue dividido en diferentes secciones:

V' recolecciéon de datos del galpén muestreado (cantidad de aves, edad de las aves,
namero de aves por jaula, etc.)
medidas de bioseguridad en las granjas,
sistema de eliminacién de cadaveres,
caracteristicas del alimento, abastecimiento de agua, destino de los huevos y guano,

medidas tomadas para mantener la sanidad de la granja y

NN

datos referidos al personal de las granjas
Las preguntas se realizaron personalmente el dia del muestreo, efectuandolas al
propietario de la granja, o en su ausencia, al encargado del establecimiento. Para mas
detalles ver Anexo seccion 111

1.7.2. Procesado de los datos y analisis estadistico: Las respuestas
obtenidas a partir de la encuesta fueron codificadas en una planilla de Excell (Microsoft).
Para cuantificar el riesgo asociado con la presencia de Salmonella sp. en las granjas de
gallinas ponedoras con antecedentes de T'A, se realiz6 un andlisis estadistico de dos etapas,

tomando como unidad de estudio a los galpones muestreados. En la primera etapa, en la
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cual se determinaron posibles factores asociados, todas las variables incluidas en la
encuesta fueron comparadas con el resultado del aislamiento de Salmonella, utilizando
tablas de contingencia y mediante la prueba estadistica de asociacion x> 6 el test de Fisher.
Esto ultimo fue realizado en aquellos casos en los que una de las celdas de la tabla de
contingencia tuviera un valor entre 1y 5.

Por otro lado, se tomaron datos de encuestas de 20 galpones de aves de postura
negativas tanto al aislamiento de SG como a la presencia de anticuerpos para SG,
muestreadas previamente por Soria (2013). Las variables tomadas de estos galpones
fueron: N° de galpones presentes en la granja, conocimiento de la reglamentacion de
SENASA 542/2010, cantidad de aves en la granja, edad de las aves, N° de aves/jaula, si
recibieron medicacién, tipo de galpdn, presencia de cerco perimetral, presencia de
equipamiento de desinfeccion, distancia entre las granjas vecinas, equipos para el ingreso
de personas, registro foliado de los galpones, presencia de otras especies en el predio,
eliminacién de cadaveres, control de moscas, control de roedores, origen del alimento, uso
de acidificantes, uso de secuestrantes de micotoxinas, presentacion del alimento, si
realizaba analisis de agua, si reutilizaba el maple, y si vacunaba para SG. Esto permitié
determinar el factor de riesgo asociado a la presencia de SG en galpones de aves de
postura.

Las variables cuantitativas y las cualitativas con varios niveles fueron categorizadas
a dos niveles. Una vez ordenados los datos se procedio al andlisis mediante y* 6 el test de
Fisher y las variables se consideraron significativas con un valor de P < 0,15. Dichas
variables fueron seleccionadas para la segunda etapa del analisis. Este altimo consistio en
la aplicaciéon de una regresion logistica, en la cual se incluyeron todas las variables
estadisticamente significativas obtenidas en el analisis previo (Hosmer y Lemeshow, 2004).
El método de estimacién fue el de las probabilidades maximas (“maximum likelibood’) con
un criterio de convergencia de 0,01 para un maximo de 10 interaciones. En esta segunda
etapa del analisis, las variables se consideraron significativas para un valor de P < 0,05. La
probabilidad de riesgo se interpretd a través de la razén o cociente de probabilidades (OR,
por sus siglas en inglés Odds ratio). Las variables que no resultaron significativas aplicando
el modelo de regresion logistica fueron comparadas aplicando el test de y* a fin de

establecer una asociacion entre ellas.

2. Muestreo pasivo.
2.1. Muestras de aves: Durante el periodo febrero 2014 a noviembre 2016, se

recibieron en el Laboratorio de Sanidad Aviar del INTA-EEA Concepcién del Uruguay

Materiales y Métodos 79



Mario Alberto Soria (2021) Tesis Doctoral

muestras provenientes de 49 establecimientos avicolas (245 patas de aves, 20 aves muertas,
59 higados y 39 bazos) con sospecha de TA. Las mismas provenian de aves
(reproductoras, parrilleros y ponedoras) de las provincias de Jujuy, Salta, Tucuman,
Mendoza, Entre Rios y Buenos Aires. Del total de aislamientos de SG confirmadas como

se indica en el punto 1.3, se seleccionaron al menos un aislamiento/establecimiento.

2.2.  Confirmacion de Salmonelia sp. provenientes de pacientes humanos:
Durante el mismo petiodo mencionado en el punto 2.1, se recibieron 26 tubos y/o placas
con cepas identificadas como Salmonella sp. de tipo moévil, provenientes de hospitales
publicos y laboratorios privados de la provincia de Entre Rios aislados del ambiente como
de pacientes humanos. Se confirmaron el género Salmonella sp. de todas las cepas como se

indica en el punto 1.3 y luego las mismas fueron serotipificadas como se indica en el punto

1.3.7.
3. Estudio de la sensibilidad a antibi6ticos en cepas de Salmonella sp.

Se evalu6 la sensibilidad a diferentes antimicrobianos (ATM) en las cepas de
salmonelas inméviles (SG) y moviles aisladas y seleccionadas en los puntos 1.3 y 2.1. Por
otro lado, se compararon la sensibilidad antimicrobiana de las salmonelas moviles de
granja con las salmonelas moéviles provenientes de pacientes humanos obtenidas en los
puntos 1.3y 2.2

3.1.  Caracterizacion fenotipica de la resistencia a diferentes antibidticos.

3.1.1. Antibiéticos evaluados: Se utilizé el método de difusion en placa
segun las recomendaciones del CLSI (Clinical and Laboratory Standars Institute; 2008 y
2015). Se evaluaron 29 ATM (OXOID, Inglaterra) pertenecientes a 13 categorfas de
antibidticos que se utilizan en medicina veterinaria y/o humana (Tabla 6). En el Anexo
seccion IV se encuentran la lista de ATM evaluados y los puntos de corte utilizados para

cada uno.

3.1.2. Prueba de sensibilidad a los antibidticos: Se utilizé el método de
difusién en placa segun las recomendaciones del CLSI (Clinical and Laboratory Standars
Institute; 2008 y 2015). Para controlar la precision y la exactitud de las pruebas de difusion
se usé como cepa control del ensayo Escherichia coli ATCC 25922. A partir de 2 a 5
colonias bacterianas aisladas se prepard una suspension en CTS, se incubd a 37 °C de 2 a
4 h hasta alcanzar la turbidez del estandar equivalente al tubo 0,5 de la escala de Mc
Farland. Las placas de agar Mieller-Hinton (Difco, Estados Unidos) fueron sembradas

con hisopo estéril en todas las direcciones de manera de obtener un crecimiento
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bacteriano en forma de patina. Se dejaron secar tapadas aproximadamente de 3 a 5 min a
temperatura ambiente y luego se colocaron los discos a ensayar con pinza estéril

ejerciendo una leve presion en dicho agar. A su término fueron incubadas a 37 °C durante

18-24 h.

Para la lectura de los halos se tuvo en cuenta el area que no mostré desarrollo a
simple vista; esto no incluyo velo de crecimiento o colonias muy pequefias que puedan ser
detectadas sélo con mucha dificultad en el borde de la zona de inhibicion. El didametro del
halo de inhibicién de crecimiento fue medido con una regla (escala 1 mm) y la sensibilidad
fue determinada segun las recomendaciones del CLSI (2008 y 2015). En base a ello, los
microorganismos fueron clasificados como cepas sensibles, cepas con sensibilidad
intermedia o cepas resistentes.

3.1.2. Determinacion de co-resistencia: La co-resistencia a los
antimicrobianos ensayados, pertenecientes a diferentes categorias de ATM, se calcul6 a
través del coeficiente de resistencia multiple a los antibiéticos (RMAs), segin la férmula

(Singh y col., 2010):

N° de antibidticos resistentes
RMAs =

N° total de antibiéticos ensayados

Los aislamientos clasificados como de sensibilidad intermedia, segun la zona de
inhibicién del crecimiento microbiano, fueron considerados como sensibles para el calculo
del coeficiente de RMAs. Por otro lado, para poder clasificar una cepa como cepa
multidroga resistente (MDR), extrema droga resistente (XDR) y/o pandroga resistente
(PDR) se tuvo en cuenta si una cepa bacteriana tiene resistencia intrinseca a un agente
antimicrobiano o a toda la categoria, ya que ese agente o categoria debe eliminarse de la

lista antes de aplicar los criterios para las clasificaciones (Magiorakos y col., 2011).
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Tabla 6. Antibiéticos evaluados frente a diferentes cepas de Salmonella sp.

3 Concentra-
Categoria del o ./
. Subgrupo Antibi6tico ciéon
antibiotico .
(ng/disco)
Lo . L Ampicilina 10
Penicilinas Aminopenicilinas o
Amoxicilina 10
Inhibidores de Amoxicilina / Ac. 30
betalactamasas ) clavulanico
1ra Generacion Cefalotina 30
2da Generacion Cefoxitina 30
Cefixi 5
Cefalosporinas c 1X1r?a
40 G . Cefotaxima 30
. Generacidon
cnereo Ceftazidima 30
Cefpodoxima 10
Carbapenemes Carbapenemes Imipenem 10
1 Generacion Acido nalidixico 30
Quinolonas 2da Generacion Ciproﬂoxa?ina °
Norfloxacina 10
31 Generacion Enrofloxacina 5
12 Generacion Tetraciclina 30
Tetraciclinas 2da Generacién Doxiciclina 30
31 Generacion Tigeciclina 15
Fenicol Cloranfenicol 30
ni -
cnicoles Florfenicol 30
o Amikacina 30
Kanamicinas ..
Kanamicina 30
Aminoglucésidos Estreptomicinas Estreptomicina 10
Gentamicinas Gentamicina 10
Neomicinas Neomicina 30
Antagonistas de Combinaciones Sulfametoxz?zol/ Trim 23.75/1.25
la ruta del folato etoprima
Lipopéptidos Polimixinas Colistina 10
Derivados del
. - Fosfomici 50
Ac. fosfonico ostormicina
Macrolidos 14 Carbonos Eri.tromi.ci.na 15
15 Carbonos Azitromicina 15

3.1.3. Caracterizacion fenotipica de la presencia de enzimas Beta

lactamasas (BL): Todos aquellos aislamientos de Sa/nonella sp. que mostraron resistencia

a cefalosporinas de 3°* generacion (C3G), se sometieron a ensayos fenotipicos

confirmatorios para detectar la probable produccién de B-lactamasas de espectro

extendido (BLEE). Para ello se seleccionaron cepas de Salmonella sp. que presentaron

halos de inhibicién para cefpodoxima < 17 mm, ceftazidima < 22 mm y cefotaxima < 27

mm. Posteriormente, se prepararon las cepas y se sembraron como se describié en el
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punto 3.1.2. Luego, se colocaron en la placa de Mieller-Hinton sembrada los discos de las
cefalosporinas de 3° generacion solas: Cefotaxima (CTX) y Ceftazidima (CAZ) y los discos
de las combinaciones de las cefalosporinas mas el 4cido clavulanico: cefotaxima/acido
clavulanico (CTX/ACL) y ceftazidima/4cido clavulanico (CAZ/ACL) y se incubaron a 37
°C durante 18-24 h (Figura 20). Al término de la incubacién, se midieron los halos de
inhibicién en forma convencional de los 4 discos colocados en la placa. Se confirma la
presencia de BLEE cuando el halo de inhibicién de la combinacién es = 5 mm respecto

de la cefalosporina sola (Famiglietti y col., 2005).

Confirmatorio de
BLEE
CTX/ACL CTX
mm de CAZ/ACL — mm

CAZ =25mm

mm de CTX/ACL — mm
= >
CAZ  CAZ/ACL CAZ CIX == 5mm

Flguta 20: DISpOSICIOn de discos de antibidticos para la deteccion fenotipica en
productores de BLEE. CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; CLA: Acido clavulanico.

3.2.  Caracterizacion genotipica de los mecanismos de resistencia de los

aislamientos de Salmonella sp.

3.2.1. PCR para B-lactamasas tipo blacrx.m2: E1 ADN utilizado como
templado para la amplificacion del gen blacrxae (550 pb) propuesto por Quiroga y col.
(2007) se extrajo de las células bacterianas por calentamiento en H,O destilada estéril
durante 10 min a 100 °C en bafio seco (Labnet D1 100, Labnet International Inc., Edison,
Estados Unidos) y luego centrifugado a 9.300 x g durante 1 min a 4 °C. El sobrenadante
conteniendo el ADN bacteriano fue fraccionado en microtubos y conservado a -70 °C
hasta su uso. La reacciéon de PCR se realizé en un termociclador (Ivema T-18, Argentina).
Los templados de ADN (5 ul) fueron amplificados en un volumen final de reaccién de 25
ul que contenfan 1,00 pl de cada cebador 0,1 mM (Inbio Higway, Argentina), 2,5 pl de
tampon 10 X (Inbio Higway, Argentina), 2,0 pl de MgCl, 25 mM (Inbio Higway,
Argentina), 0,25 pl de mezcla de los ANTP 0,2 mM cada uno (Inbio Higway, Argentina),
0,15 pl de TagADN polimerasa 5 U/pl (Inbio Higway, Argentina) y agua bidestilada hasta
completar el volumen final de reaccién. Los cebadores empleados para este proposito
fueron CTX-M2 (F: ATGACTCAGAGCATTCGC y R: TCACTTTATCGGGACCAQ).

Como blanco de reaccién se usé6 la mezcla de reaccion sin ADN,; el cual fue reemplazado
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por agua bidestilada estéril y como control positivo se incluy6 la cepa de Serratia marcescens
1115 A, obsequiada por la Dra. Cecilia Rodriguez del laboratorio de biologia molecular del
Centro de Referencias para Lactobacilos (CERELA). Las condiciones de ciclado
comprendieron una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min; 30 ciclos de
amplificacion a 95 °C durante 1 min, alineamiento a 52 °C durante 1 min, extensiéon a 72

°C durante 1 min; extension final a 72 °C durante 5 min.

3.22. PCR para los genes de resistencia a quinolonas y/o
fluoroquinolonas: En las cepas que presentaron resistencia a quinolonas y/o
fluoroquinolonas se estudi6 la presencia de los genes gyrA y ¢gn/B. Las extracciones de
ADN correspondientes a los aislamientos fueron utilizadas como templados para la
amplificacion del gen gyrA (589 pb, Andres y col., 2013) y del gen gnB (550 pb, Quiroga y
col., 2007). La reacciéon de PCR se realiz6 en un termociclador (Ivema T-18, Argentina).
Los templados de ADN (5 pl) fueron amplificados en un volumen final de reacciéon de 25
ul que contenfan 1,00 pl de cada cebador 0,1 mM (Inbio Higway, Argentina), 2,5 ul de
tampon 10 X (Inbio Higway, Argentina), 1,5 ul de MgCl, 25 mM (Inbio Higway,
Argentina), 0,25 pl de mezcla de los ANTP 0,2 mM cada uno (Inbio Higway, Argentina),
0,15 pl de TagDNA polimerasa 5 U/pl (Inbio Higway, Argentina) y agua bidestilada hasta
completar el volumen final de reaccién. Los cebadores empleados para este propdsito
fueron para el gen grA (F:  CGACCTTGCGAGAGAAAT y R
GTTCCATCAGCCCTTCAA) y para el gen gnB (F: CCGACCTGAGCGGCACTGA y
R: CGCTCCATGAGCAACGATGCCT). Como blanco de reaccion se uso la mezcla de
reaccion sin ADN, el cual fue reemplazado por agua bidestilada estéril. Se incluyeron
como control positivo para el gen grA a la cepa SG CUB 226/13 y para el gen gmB el
control positivo fue ST 862 A humanos, obsequiada por la Dra. Cecilia Rodriguez del
laboratorio de biologfa molecular del Centro de Referencias para Lactobacilos (CERELA).
Las condiciones de ciclado comprendieron una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5
min; 30 ciclos de amplificacion a 95 °C durante 1 min, alineamiento a 52 °C durante 1 min,

extension a 72 °C durante 1 min; extension final a 72 °C durante 5 min.

Todos los productos de amplificacion fueron sembrados en gel de agarosa para
realizar la migracion del/los amplicon(es) mediante electroforesis horizontal. Un volumen
de 10 pl de amplicén se sembré en un gel de agarosa al 2 % (BioRad, Espana) en buffer
TBE 0,5 X (Tris-Acido bérico-EDTA) v se tifié con una solucién de bromuro de etidio
(0,5 pg/ml). Al finalizar la cotrida, el gel se tifié con una solucién de bromuro de etidio

(0,5 pg/ml). Los productos de amplificaciéon fueron visualizados con un transiluminador
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UV (UltraBright UV Transiluminator, MBL-21, Maestrogen). El marcador de peso
molecular usado contenfa bandas de ADN entre 100 y 2080 pb (PB-L Products Bio-

Légicos, Buenos Aires, Argentina).

4. Subtipificaciéon molecular de los aislamientos de Salmonella sp.

4.1. Extraccion de ADN: La extracciéon de ADN se realizé mediante Kit
comercial con columnas, ADN Puriprep-B Kit (InbioHighway, Argentina), siguiendo las

especificaciones del fabricante.

4.2. Reaccion de ERIC-PCR en cepas de SG: Se incluyeron aislamientos
obtenidos en este trabajo de Tesis y la cepa de SG obtenida de una vacuna comercial de
SG 9R (Intervet). Se utilizaron los cebadores ERIC 1
(ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC) y ERIC 2
(AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG) (Invitrogen) descriptos por Versalovic y col.
(1991). La PCR se realizé en un volumen final de 25 ul donde la mezcla de reaccion
contenfa 2,5 ul de tampén 10 X (InbioHighway, Argentina), 4 ul de mezcla de dNTP 0,2
mM cada uno (InbioHighway), 6 ul de MgCl, 25 mM (InbioHigway), 0,25 ul de cada
cebador 0,1 mM (Invitrogen), 0,25 pl de AmpliTaq Gold ADN polimerasa 5 U/pl
(Applied Biosystems), 2 ul de ADN templado y 9,75 ul de agua tridestilada. La
amplificacion se realizé en un termociclador BIOER Thermal Cycler (Bioer Technology,
Co. Ltd) con una desnaturalizaciéon inicial a 95 °C durante 10 min, 35 ciclos de
amplificacion a 94 °C durante 30 s, alineamiento a 40 °C durante 3 min, extension a 72 °C
durante 2 min; extensién final a 72 °C durante 7 min. Los fragmentos de ADN obtenidos
fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 2 % (Invitrogen Life
Technologies, Brasil) y visualizados con bromuro de etidio (2 pg/ml) (Promega). La
corrida electroforética fue realizada en buffer TAE 1 X durante 3 h a 80 V y el marcador

de peso molecular utilizado fue 1 Kb DNA ladder (Promega).

4.3. Reaccion de PFGE en cepas de Salmonella sp.: Los criterios de

seleccion de las cepas para este punto fueron:

> aislamientos de SG de acuerdo a la presencia de resistencia a mas de 1
ATM

»  al menos 1 aislamiento de SG de cada una de las provincias (Mendoza,
Jujuy, Buenos Aires, Tucuman y Santa Fe).

> las mismas serovariedades moviles presentes tanto en las granjas como en

pacientes humanos.
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>  aislamientos de Salmonella tipo moévil de granja mas prevalentes en los
galpones.

La técnica de PFGE se realiz6 utilizando el protocolo de la red PulseNet
estandarizado para E. co/i O157:H7, E. coli n0o-O157, Salmonella sp., Shigella sonnei y Shigella
flexcneri (PulseNet PEFGE, 2017). Para ello:

1-  Las cepas fueron sembradas inicialmente en agar nutritivo (Britania) en
forma de patina y se incubaron durante 18 h a 37 °C.

2-  Las bacterias de la zona de confluencia se recogieron con un hisopo estéril
y se re-suspendieron en 2 ml de buffer de suspension celular (BSC, Tris 100 mM: EDTA
100 mM, pH 8) hasta alcanzar una densidad bacteriana de 0,35-0,4 MFU (Mc¢ Farland units)
determinado en un densitémetro Mc Farland DEN-1B (Biosan, Biosystems, Argentina).

3-  Los tacos de agarosa (plugs) fueron preparados a partir de 200 ul de
suspension celular estandarizada mezclados con 20 pl de solucién de proteinasa K (20
mg/ml) (PB-L, Buenos Aires, Argentina) y 200 pl de agarosa al 1 % (Bio-Rad, Tecnolab,
Argentina) fundida en buffer TE 1X (Tris10 mM: EDTA1 mM, pH 8.0). Las células dentro
de los tacos de agarosa se lisaron con un bzuffer de lisis celular [Tris 50 mM: EDTA 50 mM,
pH 8; + Satcosina (Sigma, San Luis, Estados Unidos) 1% y proteinasa K (0,1 mg/ml) (PB-
L)], incubados a 54 °C, durante 1,5-2 h con agitaciéon (120 rpm). Luego, los tacos se
lavaron dos veces con agua de calidad molecular a 50 °C, con agitacion, durante 10-15 min
y cuatro veces con buffer TE 1X estéril. Los tacos de agarosa se almacenaron en buffer TE
1X a 4 °C hasta realizar la restriccién enzimatica.

4-  La digestion del ADN en los plugs se realizé6 con la endonucleasa de
restriccion Xbal (30 U) (ThermoScientific, Invitrogen, Argentina) en 200 ul del buffer de
restriccion tango 1X (provisto con la enzima), a 37 °C, durante 1,5 a 2 h.

5-  Los tacos se colocaron en un gel de agarosa BioRad 1% en buffer TBE 0,5
X [Tris 5,4 g; acido boérico (Sigma) 2,75 g; 2,0 ml EDTA 0,5 M] en un molde (BioRad,
California, Estados Unidos) de 150 ml de 15 calles. La corrida electroforética se realiz6 en
el equipo CHEF DR III (BioRad) utilizando las siguientes condiciones: pulso inicial: 2,2
seg; pulso final: 63,8 seg; voltaje: 6 V/cm; dangulo: 120°%; tiempo de corrida: 19-20 h; con
temperatura de buffer de corrida (TBE 0,5 X) de 14 °C. Se colocé el ADN de una cepa de
Salmonella ser. Braenderup H9812, digerido con la misma enzima, en dos calles externas y
una central en cada gel, para permitir la normalizacién de las bandas entre los geles.

6-  Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio 0,1 pg/ml durante 20 a 30
min a temperatura ambiente en un agitador orbital (60 rpm), y luego se destifieron

mediante 3 lavados con 400 ml de agua calidad molecular en las mismas condiciones. Para
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la documentacién de los resultados, los geles fueron fotografiados en un transiluminador
de luz UV (Slider Imager, Maestrogen, Nevada, Estados Unidos). LLas imagenes fueron
registradas utilizando una camara fotografica (Canon PowerShot G16, Tokio, Japén) y
almacenadas en formato TIFF.

4.4. Determinacion de la relacion clonal de los aislamientos de
Salmonella sp.: La asignacion de bandas se determiné manualmente y los patrones de
ERIC y PFGE fueron analizados con el programa BioNumerics version 6.6 (Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica), utilizando el coeficiente de Dice y mediante
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages, por sus siglas en inglés)
para generar un dendograma con 1,5 % y 2,0 % de valor de tolerancia para ERIC y PFGE,
respectivamente. De esta manera se generaron patrones unicos o c/usters, de forma tal que
los datos de un mismo c/uster compartian una serie de caracteristicas y similitudes, mientras

que los datos de c/usters distintos presentaron mayores diferencias (Jiang y col., 2004).
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1. Muestreo activo.
1.1. Caracterizacion de los galpones muestreados.

De los 20 galpones muestreados (Tabla 7), 17 estaban en etapa de postura (13 en
granjas comerciales de produccion intensiva con crianza en jaula y 4 en granjas con crianza
a piso). Solo 3 galpones tenfan aves que no estaban en edad de postura (2 a 4 meses). Sin
contar con estos 3 galpones, la edad promedio de las aves fue de 13 meses, con un rango de
edad entre 6 a 21 meses como minimo y maximo, respectivamente. La cantidad de aves de
los galpones muestreados estuvo entre 45 y 30.000 aves. El 48,7 % (95/195) y el 51,3 %
(100/195) de las aves incluidas en este estudio fueron de plumaje blanco y de color,
respectivamente. Por otro lado, sélo los galpones N° 2, 7, 10, 11, 13, 17 y 18 habian
recibido la vacuna SG 9R (Tabla 11). Con respecto al uso de antibidticos, 9 galpones
indicaron haber utilizado antibidticos: N°® 4 (oxitetraciclina), N° 5 (enrofloxacina,
kanamicina, gentamicina, tilosina), N° 8 (combinacion de fosfomicina + tilosina), N° 9
(kanamicina y gentamicina), N° 12 (oxitetraciclina, fosfomicina, enrofloxacina), N° 13
(florfenicol), N° 14 (enrofloxacina), N° 19 (florfenicol) y N° 20 (amoxicilina y

enrofloxacina)

1.2. Aislamiento de Salmonella sp.

Considerando un galpén como positivo al aislamiento de Sa/wonella sp. en al menos
uno de los tipos de muestras, sobre un total de 20 galpones, 18 resultaron positivos a
Salmonella sp. (90 %). Sobre el total de muestras analizadas, el 27,3 % de las mismas
(473/1.732) fueron positivas al aislamiento de Salmonella sp. De ese porcentaje, el 26,4 %
(458/1.732) y el 0,9 % (15/1.732) de las muestras fueron positivas a SG y Salmonella sp. de
tipo movil, respectivamente. Todas las cepas de Salmonella ser. Gallinarum biovar Gallinarum
fueron negativas a la reaccion con acriflavina. Dentro de las muestras positivas a Salmonella
sp., el 4,0 % (19/473) correspondieron a las muestras de alimento, huevo, guano/calza/nido,
mientras que el 96 % (454/473) se obtuvieron de las muestras provenientes de aves muertas

(naturalmente y sacrificadas).
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Tabla 7. Caracterizacion de los galpones muestreados obtenidos a partir de la encuesta realizada

durante el muestreo activo.

Edad

N° Tipo de . N° de aves Vacuna Uso de
. i . promedio , S
galpon Galpon/crianza (meses) en el galpén IR antibidticos
1 Convencional/Jaula 132 16.000 No No
2 Convencional/Jaula 10,5 6.000 S No
3 Convencional/Piso 6 70 No No

Convencional/ Piso con

4 salida al exterior 30 45 No Si

5 Automatico/Jaula 13 60.000 No Si
Convencional/Piso con
6 salida al exterior 75 0 o e
7 Convencional/Jaula 13,8 25.000 Si No
3 Automético/Jaula 6 36.000 No Si
9 Convencional/Jaula 4 18.000 No Si
10 Convencional/Jaula 23 22.000 Si No
1 Automitico/Jaula 18 30.000 Si No
12 Convencional/Jaula 20 22.000 No Si
13 Automético/Jaula 16,3 65.000 Si Si
Convencional/Piso con
14 salida al extetior 1.3 600 o ¥
15 Automatico/Jaula 21,8 60.000 No No
16 Convencional/Jaula 21 20.000 No No
17 Convencional/Jaula 6,5 18.000 Si No
18 Convencional/Jaula 3.8 18.000 Si No
19 Convencional/Jaula 13 520 No Si
20 Automitico/Jaula 88 23.500 No Si

1.2.1. Muestras ambientales.

En la tabla 8 se observan los resultados obtenidos para el aislamiento de Sa/wonella
sp. en muestras ambientales (guano, calza, nido, alimento, agua y pooles de huevo)
provenientes de galpones de gallinas ponedoras con antecedentes de brote de TA. Con
respecto a los aislamientos de SG, el alimento, poo/ de cascara y yema presentaron un
porcentaje de aislamiento del 2,7 %; 1,4 % y 1,4 %, respectivamente. Las 14 muestras
positivas a Salmonella sp. tipo movil fueron de guano (10), calza (1), nido (2) y alimento
(1/110, galpon N° 10).

Sélo en el galpon N° 10 se aislé Salmonella sp. mévil y SG en muestras de alimento.

Las muestras de agua fueron todas negativas al aislamiento de Salwonella sp. De los pooles
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de huevos analizados, separados en grupos de cascara (C), clara (CL) y yema (Y), sélo en
dos galpones se aislé SG, correspondiendo a muestras de Y (galpén N° 4 convencional/

piso con salida al exterior) y C (galpén N° 19 convencional/jaula).

Tabla 8. Resultados obtenidos por aislamiento de Salnonella sp. en muestras de guano, calza, nido,
alimento, agua y pooles de huevo provenientes de granjas de gallinas ponedoras con antecedentes de

brote de tifosis aviat.

N° de muestras positivas a Salmonella sp./N° total de muestras procesadas!

NO

. . . Huevo
Galpén  Guano3 Calza3 Nido? Alimento Agua Cascara  Clara  Yema
1 0/8 sm sm 1/82 0/4 0/5 0/5 0/5
2 1/12 sm sm 0/4 0/4 0/5 0/5 0/5
3 sm 0/1 0/2 0/4 0/4 0/1 0/1 0/1
4 sm 1/1 2/4 0/2 0/2 0/1 0/1 1/12
5 2/4 sm sm 0/4 0/4 0/5 0/5 0/5
6 sm 0/1 0/2 0/4 0/6 0/2 0/2 0/2
7 2/10 sm sm 0/6 0/4 0/5 0/5 0/5
8 0/4 sm sm 0/6 0/2 0/5 0/5 0/5
9 0/12 sm sm 0/12 0/4 sm sm sm
10 2/6 sm sm 3/1223 0/4 sm sm sm
11 3/4 sm sm 0/4 0/4 0/5 0/5 0/5
12 0/4 sm sm 0/8 0/4 0/5 0/5 0/5
13 0/4 sm sm 0/4 0/4 0/5 0/5 0/5
14 sm 0/1 0/4 0/2 0/2 0/5 0/5 0/5
15 0/4 sm sm 0/4 0/2 0/5 0/5 0/5
16 0/4 sm sm 0/8 0/2 0/5 0/5 0/5
17 0/4 sm sm 0/6 0/4 0/5 0/5 0/5
18 0/6 sm sm 0/6 0/2 sm sm sm
19 0/4 sm sm 0/2 0/4 1/52 0/5 0/5
20 0/4 sm sm 0/4 0/2 0/5 0/5 0/5
Total 10/94 1/4 2/12 4/110 0/68 1/74 0/74 1/74

sm= sin muestra. 'El nimero total de muestras procesadas incluye las réplicas de cada muestra. 2Aislamiento de S. ser.
Gallinarum biovar Gallinarum. 3Aislamiento de Sa/nonella sp. tipo mévil.

Con respecto a las serovariedades de Salmonella de tipo moévil, la tabla 9 muestra la
distribucion de los diferentes serovares segun el tipo de galpén y muestra analizada. Se
aislaron un total de 28 cepas correspondientes a 5 galpones muestreados. En los galpones
N°® 4,7, 10 y 11 se aislé mas de un serovar de Salmonella. En el galpén 5, que no habia
recibido vacuna SG 9R, se aislé sélo SE. Por otro lado, el tnico galpén positivo en muestra

de alimento fue el N° 10, y nido y calza el N°4.
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Tabla 9. Serovates de Salmonella tipo moévil en muestras de galpones con aves de postura con

antecedentes de brotes de tifosis aviar de la provincia de Entre Rios.

Numero de galpén
(Ciudad, tipo de

Serovares aislados por tipo de muestra (N° de aislamientos)

i Alimento Guano Nido Calza
galpon)
4 (Gualeguaychu, - - Cerro (2) -
Piso) - - - Schwarzengrund (3)
5 (Parana, automatico) - Enteritidis (4) - -
Cotvallis (1)
7 (Santa Fe, Mbandaka (1)
tradicional) _ Livingstone (2) ) i
Cerro (4)

10 (Diamante,

Montevideo (1)

Livingstone (2)

tradicional) . Infantis (2) - -
. Heidelberg (1)
11
(D1ar}nfz1nt€, _ Cortvallis (2) - )
automatico) Derby (3)

En la tabla 10 se observan los parametros de Se,, EXA, y concordancia para los
medios agarizados selectivos-diferenciales empleados para el aislamiento de Salmonella para
cada tipo de muestra ambiental. En relacién a Se,, su valor estuvo entre 0,50 a 1. En las
muestras de alimento, se encontré que los agares XLDT y EF-18 tuvieron Se, de 0,50,
mientras que en las muestras de guano se observé una Se, entre 0,83 y 0,92 con los mismos
medios de cultivos agarizados selectivos-diferenciales. Por otra parte, la EXA, estuvo entre
0,98 y 0,99 sin diferencias para ninguno de los medios utilizados. I.a concordancia fue nula

para los medios XLDT-EF18 en alimento, mientras que resulté buena para las muestras de

guano.
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Tabla 10. Sensibilidad (Se:) y exactitud (EXA,) relativas y concordancia para los agatres selectivos-
diferenciales xilosa lisina desoxicolato con tergitol (XLDT), EF18, MacConkey (MC) y Salmonella-
Shigella (SS) utilizados en muestras ambientales provenientes de galpones de gallinas ponedoras con

antecedentes de brote de tifosis aviar.

Tipo de Medio Coeficiente

. Se, EXA, pP?
muestra selectivo Kappa
0,504 0,984
XL.DT 2 ?
Alimento 015085 (0,93-099) 0,00 1,000
LRl 0,504 0,984
(0,15-0,85) (0,93-0,99)
0,924 0,994
XL.DT > ?
Guano (0,62-1,00) (0,93-0,99) 0,79 0,625
EF18 0,834 0,984
(0,54-0,96) (0,93-0,99)

AB Valores con letras diferentes en la misma columna son significativamente distintos para cada
parimetro (P < 0.05). 'El valor de y* se determin6 con la prueba de McNemar para muestras

pareadas.

1.2.2. Muestras de aves muertas.
1.2.2.1.  Aves muertas naturalmente.

Los resultados obtenidos a partir de las muestras provenientes de las 80 aves
muertas naturalmente, se muestran en la tabla 11. Sélo se aislé SG. El porcentaje de
aislamiento a este biovar fue de 77,5 % (62/80); 74,7 % (59/79), 71,2 % (57/80) y 63,8 %
(51/80) para las muestras de médula 6sea, bazo, higado y foliculos, respectivamente. Con
respecto a la muestra de ciego, sélo el 22,8 % (18/79) fueron positivas a SG. Por otro lado,
la tasa de aislamiento de Salmonella sp. presentd diferencia estadisticamente significativa
entre las muestras de contenido de ciego y las muestras de médula 6sea, bazo, higado y
foliculos (P < 0,05). Con respecto a las muestras de pooles de 6rganos, el mayor numero de
muestras positivas correspondieron al poo/ higado-bazo, poo/ de foliculos y poo/ de 6rganos
con respecto al poo/ de contenido de ciego (P < 0,05).

En la tabla 12 se observan los parametros de Se,, EXA, y concordancia para los
medios agarizados selectivos-diferenciales para cada tipo de muestra. No se observaron
diferencias significativas en ninguna de las muestras analizadas para los medios MC y SS. La
Se, para MC estuvo entre 0,74 y 1, mientras que para SS estuvo entre 0 y 1. Por otra parte, la
EXA, estuvo entre 0,79 y 1 sin diferencias para ninguno de los medios utilizados. Los agares
MC y SS tuvieron una concordancia nula en el poo/ de ciegos, mientras que fue débil en las
muestras de poo/ higado-bazo, ciegos y poo/ foliculos. La concordancia fue muy buena para
las muestras de bazo y foliculos mientras que fue excelente en las muestras de higado y

médula 6sea. En ninguna comparacién se encontré diferencia significativa.
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Tabla 11. Resultados obtenidos por aislamiento de Salmonella set. Gallinarum biovar Gallinarum en
muestras de aves muertas naturalmente provenientes de granjas de gallinas ponedoras con

antecedentes de brote de tifosis aviar.

N° de muestras positivas a Salmonella sp./NP° total de muestras procesadas

N° de , , Pooles
alpon Médula Bazo Higado Folicu- Ciegos Folicu- .
galp Osea g los g HB! Olo(s:u Ciegos Organos?
1 1/1 sm 1/1 1/1 sm sm sm sm 1/1
2 8/10 9/10 9/10 9/10 5/10 1/1 1/1 1/1 sm
3 1/1 1/1 1/1 1/1 0/1 sm sm sm 1/1
4 sm sm sm sm sm sm sm sm sm
5 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 sm sm sm 0/1
6 1/3 3/3 3/3 3/3 0/3 1/1 1/1 0/1 sm
7 2/7 2/7 2/7 3/7 2/7 0/1 0/1 0/1 sm
8 7/7 7/7 7/7 7/7 4/7 1/1 1/1 0/1 sm
9 sm sm sm sm sm sm sm sm sm
10 5/5 5/5 4/5 0/5 0/5 0/1 0/1 0/1 sm
1 6/8 7/8 7/8 4/8 2/8 1/1 1/1 0/1 sm
12 4/5 3/5 3/5 3/5 0/5 1/1 0/1 0/1 sm
13 9/10 6/10 6/10 5/10 0/10 1/1 1/1 0/1 sm
14 4/4 4/4 4/4 4/4 1/4 1/1 1/1 0/1 sm
15 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/1 0/1 0/1 sm
16 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 sm
17 10/10 9/10 8/10 7/10 3/10 0/1 1/1 0/1 sm
18 3/4 2/4 1/4 3/4 0/4 0/1 0/1 0/1 sm
19 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 sm sm sm 1/1
20 sm sm sm sm sm sm sm sm sm
Total de )
62/80a 59/79a 57/80a 51/802 18/79b 7/13 7/13 1/13b 3/4
muestras
ggr;j:;ﬂz 77,50 74,72 71,22 63,72 228 | 538 538 7,70 75,00
aislamient (0,671- (0,640- (0,605- (0,528- (0,148- (0,291- (0,291- (0,001- (0,290-
o (I0)? 0,854) 0,830) 0,800) 0,734) 0,332) 0,768) 0,768) 0,354) 0,966)

! Pool higado y bazo. 2 Pool de 6tganos: incluye higado, bazo, foliculo. 2Intervalo de confianza del 95 % (IC)
&b Valores seguidos por diferentes letras en minusculas en la misma fila indican diferencia estadistica
(P < 0,05) para muestras individuales o de pooles.
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Tabla 12. Sensibilidad (Se;) y exactitud (EXA,) relativas y concordancia para los agares selectivos-
diferenciales MacConkey (MC) v Salmonella-Shigella (SS) utilizados en muestras de érganos de aves

muertas provenientes de galpones de gallinas ponedoras con antecedentes de brote de tifosis aviar.

Tipo de Medio Coeficient
. Se: EXA, P2
muestra selectivo e Kappa
1,004 1,004
MC
. (0,16-1,00) (0,75-1,00)
Pool de ciegos 0,00 -
ss 0,004 0,934
(0,00-0,83) (0,66-1,00)
0,864 0,934
MC
i (0,46-0,99) (0,66-1,00)
Pool higado-bazo 0,53 1,000
3S 0,714 0,864
(0,35-0,92) (0,58-0,97)
0,744 0,944
MC
, (0,51-0,89) (0,86-0,98)
Ciegos 0,54 1,000
ss 0,684 0,924
(0,46-0,84) (0,84-0,97)
1,004 1,004
MC
. (0,63-1,00) (0,75-1,00)
Pool foliculos 0,70 0,500
ss 0,634 0,794
(0,30-0,90) (0,52-0,93)
0,984 0,994
MC
(0,90-1,00) (0,92-1,00)
Bazo 0,82 0,220
3s 0,924 0,944
(0,81-0,96) (0,87-0,98)
0,961 8A
MC 9 0,9
. (0,86-0,99) (0,91-0,99)
Foliculos 0,84 0,683
3s 0,924 0,954
(0,81-0,99) (0,87-0,98)
MC 1,004 1,004
, (0,92-1,00) (0,94-1,00)
Higado 0,94 0,480
ss 0,967 0,984
(0,87-0,99) (0,91-0,99)
0,984 1,004
MC
, ) (0,91-1,00) (0,93-1,00)
Médula 6sea 0,96 1,000
SS 1,004 1,004
(0,93-1,00) (0,94-1,00)

AB Valores con letras diferentes en la misma columna son significativamente distintos para cada
parimetro (P < 0.05). 'El valor de y* se determin6 con la prucba de McNemar para muestras

pareadas.

1.2.2.2.  Aves agonicas sacrificadas.
Con respecto a las aves agonicas sacrificadas, de las 785 muestras analizadas (higado,

bazo, foliculos, ciegos, médula 6sea e hisopados cloacales) obtenidas de los galpones de
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aves de postura con antecedentes de TA, el 24,5 % fueron positivas al aislamiento de
Salmonella sp. (192/785). E1 24,3 % de estas muestras fueron positivas a SG (191/785). Con
respecto al tipo moévil, sélo una muestra de hisopado cloacal (0,13 %) fue positiva, cuya
serovariedad fue S. ser. Derby. Del total de 109 aves agoénicas sacrificadas y estudiadas, 10
(9,2 %), 16 (14,7 %), 10 (9,2 %), y 5 (4,6 %) fueron positivas a SG en 2, 3, 4 y 5 6rganos,
respectivamente.

Los resultados obtenidos a partir de las muestras provenientes de las 109 aves
agonicas sacrificadas se muestran en la tabla 13. El porcentaje de aislamiento positivo a SG
fue de 36,7 % (40/109), 34,0 % (37/109), 32,1 % (35/109) y 31,2 % (34/109) para las
muestras de bazo, higado, foliculos y médula 6sea, respectivamente. Con respecto a las
muestras de ciego ¢ hisopado cloacal, sélo el 12,8 % (14/109) y el 5,5 % (6/109) fueron
positivas a SG, respectivamente. No hubo diferencias estadisticamente significativas en las
tasas de aislamiento entre bazo, higado, foliculos y médula ésea. Por otro lado, se observd
diferencia estadisticamente significativa entre las muestras de ciego e hisopado cloacal con
las muestras de bazo, higado, foliculos y médula 6sea (P < 0,05). La tasa de aislamiento en
las muestras de hisopado cloacal en las 195 aves muestreadas fue del 3,6 % (7/195; IC 95
%: 0,016-0,074). Por otro lado, la tasa de aislamiento de Sakmonella sp. en los pooles de
organos estuvo entre 33,3 % y 66,7 %. Se observé diferencias estadisticas entre los pooles de
higado-bazo y foliculos con el poo/ de ciegos (P < 0,05). Del total de muestras de hisopado
cloacal analizadas, el galpon N° 11 presenté dos muestras positivas a Salmonella sp., una a

SG y otra a . ser. Derby.
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Tabla 13. Resultados obtenidos para el aislamiento de Salmonella Gallinarum biovar Gallinarum en
muestras de aves agonicas sacrificadas provenientes de galpones de gallinas ponedoras con
antecedentes de brote de tifosis aviar.

N° de muestras positivas a Salnonella Gallinarum biovar Gallinarum/N° total de muestras

NC de procesadas —
Galpn Bazo  Higado Foliculos M’édula Ciegos Hisopado higado- 1,)00/ Poo/
Osea cloacal bazo foliculos  ciegos
1 1/10 1/10 1/10 1/10 2/10 2/10 1/1 1/1 1/1
2 4/10 5/10 6/10 1/10 7/10 0/10 1/1 1/1 1/1
3 4/5 3/5 3/5 1/5 0/5 0/5 1/1 1/1 0/1
4 sm sm! sm sm sm 0/10 sm sm sm
5 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/10 0/1 0/1 0/1
6 sm sm sm sm sm 0/10 sm sm sm
7 sm sm sm sm sm 1/10 sm sm sm
8 sm sm sm sm sm 0/10 sm sm sm
9 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 2/10 1/1 1/1 0/1
10 6/10 6/10 1/10 8/10 0/10 0/10 0/1 0/1 0/1
11 5/10 3/10 6/10 3/10 1/10 1/10 1/1 1/1 1/1
12 2/10 4/10 1/10 5/10 0/10 0/10 0/1 1/1 0/1
13 sm sm sm sm sm 0/10 sm sm sm
14 5/10 2/10 6/10 2/10 0/10 0/10 1/1 1/1 1/1
15 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/10 0/1 0/1 0/1
16 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/10 0/1 0/1 0/1
17 3/5 3/5 3/5 0/5 0/5 0/10 1/1 1/1 0/1
18 2/5 3/5 1/5 5/5 0/5 0/10 1/1 0/1 0/1
19 2/10 2/10 2/10 2/10 1/10 0/10 1/1 1/1 0/1
20 3/5 2/5 2/5 3/5 0/5 0/10 1/1 1/1 1/1
Izzzltfaes 40/109 37/109  35/109  34/109 14/109  6/109 | 10/15  10/15  5/15
g:r;:ﬂz 3678 34,00 32,18 310 12,8 5,50 66,74 66,74 33,3
S (02820 (0257 (0241~ (0233 (0078-  (0,023- | (0415 (0415 (0,150-
iy 0460) 0432  0414)  0404) 0204)  0117) | 0,850)  0,850)  0,585)

sm: sin muestra; ! Intervalo de confianza del 95 % (IC). a-b: Valores seguidos por diferentes letras en minuscula en la
misma fila indican diferencia estadistica (P < 0,05) para muestras individuales o de a pooes.

En la Tabla 14 se muestran los resultados de concordancia entre los tipos de
muestras tomadas para el aislamiento de SG en aves agdnicas sacrificadas de galpones con
antecedentes de TA. El coeficiente kappa mostré una concordancia entre pobre y buena,
dependiendo de las muestras comparadas. Con respecto al aislamiento de Sa/wonella sp., la
concordancia entre higado-bazo fue buena, mientras que fue débil entre higado-
foliculo/médula 6sea, bazo- foliculo/médula 6sea, sin diferencia estadistica entre ellos (P >
0,05). Por otro lado, en las muestras de higado-ciego, bazo-ciego, foliculo-ciego/médula
Osea y ciego-hisopado cloacal tuvieron una ligera concordancia. Por ultimo, la concordancia

entre higado/hisopado cloacal, bazo/hisopado cloacal, foliculo/hisopado cloacal,
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ciego/médula ésea y médula ésea/hisopado cloacal fue pobre, existiendo diferencia

estadistica entre ellos (P < 0,05).

Tabla 14. Concordancia (coeficiente Kappa y prueba de MacNemar) para el aislamiento de
Salmonella sp. entre los diferentes tipos de muestras de aves agoénicas de galpones con
antecedentes de tifosis aviar.

Comparacion entre el aislamiento de SG Coeficiente o
proveniente de diferentes muestras Kappa

Higado/bazo 0,72 0,424
Higado/ foliculo 0,54 0,832
Higado/ ciego 0,30 0,000
Higado/médula 6sea 0,52 0,678
Higado/hisopado cloacal 0,05 0,000
Bazo/ foliculo 0,59 0,264
Bazo/ ciego 0,21 0,000
Bazo/médula 6sea 0,49 0,230
Bazo/hisopado cloacal 0,08 0,000
foliculo/ ciego 0,27 0,000
foliculo /médula dsea 0,26 1,000
foliculo/hisopado cloacal 0,11 0,000
ciego /médula 6sea 0,13 0,001
Ciego/hisopado cloacal 0,30 0,039
Médula 6sea/hisopado cloacal 0,06 0,000

1El valor de ¥2 se determiné con la prueba de McNemar para muestras pareadas (P < 0,05).

En la tabla 15 se observan los parametros de Se,, EXA; y concordancia para los
medios agarizados selectivos-diferenciales empleados por cada tipo de muestra. No se
observaron diferencias estadisticas para estos parametros en las comparaciones entre los
distintos medios de cultivos selectivos-diferenciales utilizados. La Se. para MC estuvo entre
0,77 y 1, mientras que para SS estuvo entre 0,46 y 1. La EXA, para dichos medios fue de
0,96 a 1y 0,87 a 1, respectivamente. No se observaron diferencias estadisticas entre los
medios MC y SS en cuanto a Se, y EXA, para los distintos tipos de muestras analizadas. Con
respecto a los medios utilizados en las muestras de hisopados cloacales, no se observaron
diferencias estadisticas entre los medios utilizados y la Se: fue de 0,43 y 0,71 y la EXAr fue
de 0,98 y 0,99 para XLDT y EF-18, respectivamente. La concordancia estuvo entre ligera
(ciego) y excelente (médula 6sea) para la comparaciéon de MC-SS en muestras de 6rganos.

Por otro lado, la concordancia fue ligera entre los medios selectivos-diferenciales utilizados
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en las muestras de hisopado cloacal (XLDT y EF-18) y no se observaron diferencias
significativas (P > 0,05).

Tabla 15. Sensibilidad (Se:) y exactitud (EXA,) relativas y concordancia para los agares
selectivos-diferenciales xilosa lisina desoxicolato con tergitol (XLDT), EF18, MacConkey
MC) v Salmonella-Shigella (SS) utilizados en las muestras de aves agoénicas sacrificadas
provenientes de granjas con antecedentes de brotes de tifosis aviar.

Tipo de muestra Med'lo Se; EXA, Cocficiente P!
selectivo Kappa
0,434 0,984
Hisopado XLDT (0,16-0,75) (0,95-0,99)
0,23 0,683
cloacal B8 0,714 0,994
(0,35-0,92) (0,96-0,99)
0,894 0,964
MC ) ;
Higado (0,75-0,96) (0,91-0,99) 0.83 1,000
s 0,894 0,964
(0,75-0,96) (0,91-0,99)
0,904 0,964
MC i ’
(0,77-0,97) (0,91-0,99)
Bazo s 0,881 0,951 0,82 1,000
(0,74-0,95) (0,89-0,98)
MC 0,924 0,974
Foliculos 0,77-0,98) (0.86-0.96) 0,82 0,724
s 0,86 0,954
(0,71-0,04) (0,89-0,98)
0,774 0,974
MC : ;
. (0,49-0,02) (0,92-0,99)
Ciegos s 0.461 0,041 0,33 0,343
0,23-0,71) (0,87-0,97)
MC 0,944 0,984
Médula ésea (0,80-0.99) (0,95-0.99) 0,96 0,480
ss 1,004 1,004
(0,88-1,00) (0,96-1,00)
e 1,00 1,007
) (0,68-1,00) (0,76-1,00)
Pool higado-bazo s 1,004 1,004 1,00 1,000
(0,51-1,00) (0,76-1,00)
e 1,00 1,00~
Pool foliculos (0,68-1,00) (0,76-1,00) 0,73 0,480
ss 0,804 0,874
(0,48-0,95) (0,61-0,97)
1,004 1,004
MC bl bl
. (0,51-1,00) (0,76-1,00)
Pool de ciegos s 0,804 0,934 0,84 1,000
(0,36-0,99) (0,68-1,00)

AB Valores con letras diferentes en la misma columna son significativamente distintos (P < 0,05).

IEl valor de y* se determiné con la prueba de McNemar para muestras pareadas.

1.3. Confirmacién genotipica de los aislamientos de Salmonella sp.

En la tabla 16 se observan los resultados de la reaccion de PCR para los 189
aislamientos (Salmonella tipo movil e inmévil) de las muestras tomadas en los galpones
visitados. Todos los aislamientos fueron positivos a la amplificaciéon por PCR a nivel de
género. Con respecto a las PCR especificas para SG-SP, SE y ST de los 189 aislamientos,

158 fueron positivos a SG (88 y 70 aislamientos de aves muertas naturalmente y
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sacrificadas, respectivamente), 4 fueron positivos a SE y los 27 restantes fueron negativos a
las PCR ensayadas. Al comparar la serotipificacion y las PCR, los 4 aislamientos
serotipificados como SE (correspondientes a muestras de guano de un solo galpén),
también fueron positivos a la reacciéon de PCR especifica para el mismo serovar. Por otro
lado, de los 27 aislamientos restantes de Salmonella tipo movil serotipificados como S. ser.
Livingstone (4); S. ser. Mbandaka (1); . ser. Infantis (2); 5. ser. Montevideo (1); S. ser.
Derby (6, de las cuales 3 correspondieron a muestras de guano y 3 a una muestra de
hisopado cloacal); S. ser. Schwarzengrund (3); S. ser. Heidelberg (1); S. ser. Corvallis (3) y .

ser. Cerro (6), todos resultaron negativos a la PCR para SE y ST.

Tabla 16. Resultados de la PCR y serotipificacion para los aislamientos obtenidos del
muestreo activo en granjas de gallinas ponedoras con antecedentes de brotes de tifosis aviar.
SE= . ser. Enteritidis, SG= . ser. Gallinarum biovar Gallinarum, S.P=5. ser. Gallinarum

biovar Pullorum. NR= no realizado.

N¢ aislamientos
Origen de los aislamientos

compatibles con Salmonella sp.

Positivos a PCR

S.G S.P S.E S.T No SE-ST
Alimento 3 0 - - 1
Cascara 1 0 NR NR NR
Yema 2 0 NR NR NR
Guano NR NR 4 0 18
Cama NR NR 0 0 3
Nido NR NR 0 0 2
Higado 32 0 NR NR NR
Bazo 29 0 NR NR NR
Foliculos 28 0 NR NR NR
Ciegos 10 0 NR NR NR
Médula Osea 34 0 NR NR NR
Hisopado cloacal 3 3
Pool higado-bazo 6 0 NR NR NR
Pool foliculos 7 0 NR NR NR
Pool ciegos 3
Total 158 0 4 0 27

1.4. Relacion de pesos de o6rganos (higado y bazo)/aves muertas naturalmente o
sacrificadas.
El peso relativo del higado y bazo en las aves muertas naturalmente tuvo un valor
promedio de 5,3 y 0,6, y de 4,3 y 0,2 en aves positivas y negativas al aislamiento de SG,
respectivamente. Por otro lado, con respecto al peso relativo de los 6rganos (higado y bazo)

y el aislamiento de SG en aves agonicas sacrificadas, el valor promedio fue de 3,6 y 0,3, y de
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2,8 y 0,1 para el higado y bazo en aves agonicas positivas y negativas al aislamiento de SG,
respectivamente. Al analizar estadisticamente dichos pesos en aves muertas naturalmente o
sacrificadas, se observaron diferencias significativas entre los pesos relativos de ambos

organos, segun fueron positivos o negativos al aislamiento de SG (P < 0,05).

1.5. Parametros hematologicos y bioquimicos de aves agdénicas de galpones con
antecedentes de TA.

Con respecto a los parametros hematolégicos y bioquimicos, los rangos fueron
amplios para cada uno de ellos. Se observa que el promedio de los porcentajes para cada
uno de los tipos de leucocitos fue de 39,3 %, 56,4 %, 3,5 %, 0,9 % y 0 % para los
heteréfilos, linfocitos, monocitos, eosinofilos y baséfilos, respectivamente. El promedio de
la relacion H/L fue de 1,1 y del RTGB fue de 121.236/mm’. Con respecto a los pardmetros
bioquimicos en suero, el promedio fue de 161,5 UI/L, 15,0 UI/L, 25 UI/L, 6,2 g/dl, 2,3
g/dl, 4,0 g/dl para AST, ALT, GGT, PT, ALB, y GLOB, respectivamente, mientras que
pata la relacion ALB/GLOB y AST/ALT fue de 1,0 y 10,6, respectivamente.

En la Tabla 17 se muestran los parametros sanguineos analizados en referencia al
aislamiento de SG y la presencia de leucocitos fecales (LF). Se analizaron 109 aves para el
aislamiento de SG, donde el 55 % (60 animales) y el 45 % (49 animales) fueron positivos en

al menos una muestra y negativos a SG en todas las muestras analizadas, respectivamente.
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Tabla 17. Recuento total de glébulos blancos, porcentaje (%) diferencial de leucocitos y
parametros bioquimicos en suero de aves agdnicas provenientes de galpones con
antecedentes de tifosis aviar segun el aislamiento de SG y la presencia de LF. Los valores

representan el promedio £ desvio estandar.

Aislamiento de SG (nimero LF
) i de muestras) (nimero de muestras)
Parametros analizados Posii Neoati
si i
Positivo (60)  Negativo (49) O( ) 6)“’ ‘(3';52 9;0
Heterdfilos (%o) 445+ 19,1= 30,20 £ 16,8> | 47,7 £ 21,8« 38,0 £ 19,7°
Linfocitos (%o) 50,2+ 19,8+ 66,02+ 181> | 487 £22,1 57,6 £20,6
3,7t 32 % 33+ 3,5%
. 0 b b 3 5
Monocitos (%) 1.0 116 1.0 11
1,6 0,8 £ 0,4 = 0,9 £
s ’ 0 b 5 3 b
Eosinofilos (%) 2,00 1,40 14 1.6
0,0 + 0,0 £ 0,0 + 0,0 £
B z fl 0 b - b - b - b -
asofilos (%) 0.0 0.0 0.0 0.0
1,3+ + 1,5+ 1,0 +
Relacién heteréfilos/Linfocitos 3 0,70 = 0
1,3 1,0 1,3 1,1
Recuento total de glébulos 139.585 + 107.253 *+ 79.600 £ 122182 +
blancos (mmb?) 52.807+ 35.876b 11.879 50.083
Aspartato aminotransferasa (AST 1574 =
71 172,0 £ 1843 202,9 £ 160,2 ; 149,2 £ 1282
UI/L) ’ ’ ’ ’ 187,9 ’ ’
Alanina aminotransferasa (ALT, 142 + 14,0 £ 16,8 + 14,7
UI/L) 4,0 2,1 8,3 5,2
+ +
Relacién AST/ALT! 12,1 +12,7 150% 10,6 + 12,7 106+
12,5 9,5
i +
Gamma glutamil transferasa 27.5 + 36,7 30,5 = 383+ 3690 231 + 27,5
(UI/L) 29,0
) 51+ 6,2t 83+ 59+
Proteinas totales (g/dl) 1.7 1.8 310 20
22+ 22+ 23+ 23+
Al . l 9 — e~ — »~ = 5~ —
bumina (g/dl) 11 08 0.7 1.0
3,0 40 £ 3,6
3 b b + a b
Globulina (g/dl) 17 1.8 6,1+28 o1
1,3+ 0,9 £ 0,7 £ 1,1 +
Relacion Albumina/Globulina ’1,3 2),6 6,4 ’1’0

1 Relacion aspartato aminotransferasa / alanina aminotransferasa
ab Valores con letras diferentes en la misma fila son significativamente distintos (P < 0,05).

Las aves positivas a SG mostraron un mayor porcentaje para los heterdfilos,
monocitos, eosindfilos, relacion H/L y RTGB, mientras que fue menor para los linfocitos,
PT y GLOB (P < 0,05), en comparacién con las aves que fueron negativas al aislamiento de
SG. Con respecto a los LF, se analizaron un total de 195 extendidos, donde el 13,3 % (26
animales) y el 86,7 % (169 animales) fueron positivos y negativos a la presencia de LF,

respectivamente. Por otro lado, se observo que el porcentaje de heteréfilos, PT, GLOB y la
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actividad enzimatica de GGT presentaron valores mas altos en las aves con LF positivos
con respecto a las aves que fueron negativas (P < 0,05). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas para los otros parametros estudiados.

Con respecto a la presencia de anticuerpos contra SG en las muestras de suero de
aves agonicas provenientes de galpones con antecedentes de TA, se analizaron 178 sueros
de 109 aves agodnicas, ya que no se logré obtener suero de la sangre extraida de 17 aves
agonicas. E1 46,6 % (83/178) de muestras de suero entero fueron positivas a la aglutinacion
rapida en placa (ARP). De ese porcentaje, el 50,6 % de las muestras (42/83, 23,6 % del total
de aves agonicas) fueron positivas a la ARP usando las muestras de suero diluidas. La
concordancia entre a la ARP de suero entero y suero diluido fue débil, con diferencia
estadistica entre ellos (P < 0,05). Por otro lado, teniendo en cuenta los animales vacunados
con la vacuna de Salmonella IR (68/178 aves agonicas), el 51,5 % (35/68) fueron positivos a
la prueba. De este porcentaje, el 42,9 % de las muestras (15/35, 22,1 % del total de aves
agbnicas vacunadas) fueron positivas a la ARP utilizando el suero diluido.

Con respecto a la presencia de LF, el 13,3 % (26/195) y el 86,7 (169/195) fueron
positivos y negativos a la prueba, respectivamente. I.a concordancia entre las pruebas de
ARP de suero entero y diluido y la presencia de LF fue nula y pobre, respectivamente (P <
0,05).

Con respecto a la ARP, los datos hematoldgicos y bioquimicos de suero estudiados
se muestran en la Tabla 18. Las aves agdnicas mostraron un elevado porcentaje de
heterofilos, relacion H/L y RTGB mientras que fue menor para el porcentaje de linfocitos
en las muestras positivas (P < 0,05) comparadas con las muestras negativas a la ARP
usando tanto muestras de suero entero como diluido. Sin embargo, el porcentaje de
esosinoéfilos fue mas elevado en las muestras positivas que en las negativas en suero puro,
mientras que GLOB fue mayor en las muestras positivas que en las negativas (P < 0,05) en
suero diluido. No se observaron diferencias estadisticas significativas para los otros

parametros estudiados.
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Tabla 18. Recuento total de globulos blancos (mm3), porcentaje diferencial de leucocitos
(%), y parametros de bioquimica de suero en aves agonicas de acuerdo a la aglutinacion
rapida en placa (ARP). Valores representan el promedio = DE. Suero diluido (1:8) con

solucién fisiolégica.

Prueba de ARP (nimero de muestras)

Parametros analizados Suero entero Suero diluido
Positivo (83) Negativo (95) Positivo (42) Negativo (135)
Heteréfilos (%) 43,3 £ 19,52 344 + 20,0b 49,7 £ 19,22 35,1 £ 19,4b
Linfocitos (%) 52,0 = 20,22 61,7 = 20,6b 45,9 + 20,1a 60,7 £ 20,1b
Monocitos (%) 35+ 1,1 34110 36+1,2 34+1,0
Eosinéfilos (%) 1,1 £1,62 0,6 £ 1,50 0,8+ 1,4 0,8+ 1,6
Basoéfilos (%) 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0
Relacion
1,3 £1.2a 0,9 £1,1b 1,6 £1.3a 0,9 £1,1b
heteréfilos/Linfocitos
Recuento total de 148.119 £ 112.677 157.280 £ 119.482 £
glébulos blancos (mm?3) 46.6562 45.802b 53.5652 46.732b
Aspartato
151,2 £ 1395 1478 £ 1337 1454 £ 139,7 150,8 £ 1359
aminotransferasa (UI/L)
Alanina aminotransferasa
15,3 + 6,0 14,7 £ 5,6 16,0 £ 6,9 14,7 £ 54
(U/L)
Relacién AST/ALT! 10,2+ 9.2 10,7 £ 10,4 10,0 £ 10,1 10,7 £ 9,8
Gamma glutamil
26,9 = 332 230 * 245 273+ 31,6 242 + 28,1
transferasa (UI/L)

Proteinas totales (g/dl) 59126 6,5t23 6,829 6,023
Albumina (g/dl) 23111 2,2 1+0,8 2110 2,310,9
Globulina (g/dl) 3,6t 25 42123 461% 27 37+ 23b

Relacion
12+12 0,9 +0,8 0,8+ 0,9 1,1£10
albumina/Globulina

ab Valores con diferentes superindices en la misma fila para suero entero o diluido representan diferencias
significativas (P < 0,05).
TAST/ALT: Relacion aspartato aminotransferasa / alanina aminotransferasa.

La concordancia entre el aislamiento de SG y los resultados obtenidos en la ARP y
la presencia de LF se muestran en la Tabla 19. La concordancia estuvo entre nula y ligera.
La concordancia con el aislamiento de SG fue pobre en el caso del ciego e hisopado cloacal
y nula en médula 6sea. Por otro lado, la concordancia entre el aislamiento de SG y la
presencia de LF fue desde nula (médula 6sea) a ligera (contenido de ciego); la mayoria de las

muestras mostraron una pobre concordancia.
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Tabla 19. Concordancia (coeficiente Kappa y prueba de McNemar) para la aglutinacion
rapida en placa (ARP), presencia de leucocitos fecales (LF) entre las diferentes muestras
tomadas para el aislamiento de Salmonella ser. Gallinarum biovar Gallinarum (SG) a parir de
aves agonicas provenientes de galpones con antecedentes de tifosis aviar.

ARP
Leucocitos fecales
Suero entero Suero diluido
Muestras
Coeficiente : Coeficiente 1 Coeficiente
Kappa Kappa Kappa

Higado 0,23 0,256 0,08 0,002 0,05 0,001
Bazo 0,29 0,743 0,24 0,002 0,02 0,001
Foliculo 0,31 0,176 0,08 0,006 0,11 0,001
Ciego 0,10 0,001 0,12 0,678 0,30 0,804
Médula 6sea 0,00 0,227 0,00 0,004 0,00 0,034
Hisopado cloacal 0,03 0,001 0,10 0,019 0,04 0,213

1 El valor de Xz se determiné con la prueba de McNemar para muestras pareadas.

1.5.1. Relacion entre diferentes variables (aislamiento de Salmonellla sp.,
ARP y LF) segun la edad de las aves agénicas.

En referencia al resultado de aislamiento de SG (positivo y negativo) y a la edad de las
aves agonicas (Tabla 20), se observd que las aves con menos de 18 meses de edad
presentaron un mayor porcentaje de heteréfilos y un menor porcentaje de linfocitos cuando
fueron positivas al aislamiento de SG. Sin embargo, ninguno de los valores bioquimicos en
suero tuvo una diferencia significativa (P > 0,05). Por otro lado, las aves agonicas que tenfan
2> 18 meses de edad y que fueron positivas al aislamiento SG no tuvieron diferencia
significativa en ninguno de los pardmetros estudiados. El RTGB (mm’) en aves agénicas de
4,5 - 18 meses fueron mas elevados que en las aves agénicas = 18 meses de edad para el
aislamiento positivo y negativo de SG (P < 0,05), mientras que AST, relaciéon AST/ALT y
GGT fueron mayores en las aves agonicas negativas a SG de 4,5-18 meses de edad que en las

negativas a SG en aves = 18 meses (P < 0,05).
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Tabla 20. Recuento total de glébulos blancos (mm3), porcentaje diferencial de leucocitos
(%) y valores de bioquimica de suero en aves agonicas provenientes de galpones con
antecedentes de tifosis aviar, segun la edad de las aves y el aislamiento de Sa/wonella ser.
Gallinarum biovar Gallinarum (SG). Los valores representan el promedio = DE.

Edad de las aves

i i 4.5 - <18 meses > 18 meses
Parémetros analizados — - — -
Positivo a Negativo a Positivo a Negativo a
SG SG SG SG
Heterofilos (%) 434 + 17,12 27,6 £ 17,70 | 42,7 £20,8 343 £ 15,3
Linfocitos (%) 51,7 £ 17,42 68,7 £ 19,00 | 51,9 £ 214 61,51 16,4
Monocitos (%) 34415 30413 39407 35+ 0,7
Eosinéfilos (%) 15117 0,8+ 1,4 1,514 0,9+1,5
Baséfilos (%) 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0
Relacion
Heterdfilos,/Linfocitos 12112 0,713 12+1.1 0,7+ 0,6
Recuento total de 143.300,0 124.628,6 82.000,0 92.050,0
glébulos blancos (mm?3) 1 46.806,4A 32.986,64 +20.224,38 £ 31.892,48
Aspartato aminotransferasa 2452 2497 100,4 116,1
(UI/1) 12450 1 170,44 + 56,9 1 98,28
Alanina aminotransferasa (Ul/L) 14,5+ 5,6 13,9+ 1,5 13,3+ 0,4 14,1 £ 3,0
Relacién AST/ALT! 169 +17,0 186+ 135" | 7.6+44  84+74»
Gamma glatamil HaSEEEasa gy 04 417 4083080 | 143157 113+ 1138
(UL/L)
Protefnas totales 53+ 2,1 64220 | 55t11  61%15
(g/dl)
Albumina 22+ 1,4 2,1+0,8 22+0,7 24408
(g/dl)
Globulina 33+19 43 %20 32412 37+10
(g/dl)
Relacién albumina/globulina 12+14 0,8+ 0,6 1,0 £ 0,6 1,0+ 05

ab Valores con diferentes superindices en la misma fila representan diferencias significativas (P <
0,05) dentro de la misma edad.

AB Valores con diferentes superindices en distintas columnas positivo o negativo a SG  representan
diferencias significativas (P < 0,05) para cada parametro.

TAST/ALT: Relacion aspartato aminotransferasa/alanina aminotransferasa.

En referencia a los resultados de las muestras de suero entero para la ARP y la edad
de las aves agbnicas, se muestran en la Tabla 21. Se observé que las aves positivas a la
serologia presentaron valores mas altos en el porcentaje de heterofilos y relacion de H/L y
valores mas bajos en el porcentaje de linfocitos (P < 0,05) y PT (P < 0,05) con respecto a
las aves negativas a la prueba serologica en ambos grupos de edades (4,5 - < 18 meses y =
18 meses). Por otro lado, las aves agonicas < 18 meses de edad positivas a la ARP,

presentaron un valor mayor de PT comparado con las aves positivas = 18 meses (P < 0,05).
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Por otro lado, para las aves negativas a la ARP, los valores de GGT en las aves < 18 meses
fue mayor comparado con las aves = 18 meses (P < 0,05).

Tabla 21. Recuento total de glébulos blancos, porcentaje diferencial de leucocitos (%) y valores de
bioquimica de suero en aves agbnicas provenientes de galpones con antecedentes de tifosis aviar de
acuerdo a la edad de las aves para la aglutinacion rapida en placa (ARP) en suero entero. Los valores
representan el promedio = DE.

ARP para suero entero

Parémetros 4.5 - <18 meses > 18 meses
analizados Positivo Negativo Positivo Negativo
Heterofilos (7o) 46,2 £ 19,92 35,8 £ 20,6> A 42,0 £17,60 259 £ 13,68
Linfocitos (%0) 49,1 £ 20,42 60,4 £ 20,9 53,1 £ 18,7 70,4 £ 13,6
Monocitos (7o) 35+13 33+ 1,1 3808 34109
Eosinéfilos (%) 1,1 +1,60 0,4+ 1,0 1,1+1,7 0,4+ 0,9
Basofilos (%0) 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 0,0 0,0+ 0,0
Relacién heteréfilos/linfocitos 14+ 13 0,9 + 1,10 1,1 0,92 0,4 + 0,40
Recuento total de globulos 142.400,0 + 116.453,4 + 98.800,0 + 92.311,1 +
blancos (mm?) 432213 45.842.4 10.583,0 28.204,5
Aspartato aminotransferasa
UL 1852 + 178,0 171,1 +153,8 108,1 + 56,0 99,5+ 91,2
Alanina aminotransferasa (Ul/L) 163+ 78 154 7,0 13923 133£0,3
Relacion ALT/AST! 122+ 118 12,3+ 122 79 * 4,3 7,5 % 6,8
Gamma glutamil transferasa
UL 29,9 + 393 28,7 + 27,17 33,1 £2720 11,6 = 18,258
Proteinas totales (g/dl) 6,8 + 3,04 71426 53+ 1,68 59+ 0,6
Albumina (g/dI) 25+12 23409 2,0+08 22405
Globulina (g/dl) 44429 48+26 33+ 13 3,7+ 0,6
Relacién albumina/globulina 12413 0,9+ 08 0,8 + 0,6 09+ 03

b Valores con diferentes superindices en la misma fila para las aves agénicas de la misma edad en suero entero
son significativamente diferentes (P < 0,05)

AB Valores con diferentes superindices en distintas columnas positivo o negativo a SG son significativamente
diferentes (P < 0,05) para cada uno de los parametros en suero entero.

Suero diluido (1:8) con solucién fisiol6gica.2AST/ALT: Relacién aspartato aminotransferasa/Alanina
aminotransferase.

Para el suero diluido (Tabla 22) se observé que las aves < 18 meses positivas a la
serologfa presentaron valores més altos en el porcentaje de heterofilos, relacién de H/L,
RTGB, GLOB y valores mas bajos en el porcentaje de linfocitos con respecto a las aves
negativas a la prueba serolégica (P < 0,05). Por otro lado, los valores de GGT fueron mas
altos en aves positivas a la ARP con suero diluido en aves = 18 meses con respecto a las
aves negativas a la prueba para el mismo rango de edad (P < 0,05). Al comparar las aves
positivas en ambas edades se observé que el porcentaje de heterofilos, relacion H/L,

RTGB, PT, ALB y GLOB fueron mayores mientras que el porcentaje de linfocitos y GGT
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fueron menores en aves < 18 meses con respecto a las = 18 meses (P < 0,05). En el caso de

las aves negativas a la ARP y < 18 meses se observo que el RTGB, AST GGT y GLOB

fueron mas altos comparados con las aves = 18 meses (P < 0,05).

Tabla 22. Recuento total de glébulos blancos, porcentaje diferencial de leucocitos (%) y valores de
bioquimica de suero en aves agonicas provenientes de galpones con antecedentes de tifosis aviar de
acuerdo a la edad de las aves para la aglutinacién rapida en placa (ARP) con suero diluido. Los

valores representan el promedio = DE.

ARP para suero diluido !

Parémetros 4.5 - <18 meses > 18 meses
analizados Positivo Negativo Positivo Negativo
Heterofilos (7o) 53,3 + 19,10 36,1 £ 19,9 38,7 13,78 322+ 18,6
Linfocitos (%0) 422 + 20,12 59,9 + 20,10 57,4 + 14,80 633+ 195
Monocitos (%0) 3,6+ 1.4 33+ 1,1 3,4%09 3,6£0,9
Eosinofilos (%0) 0,8+ 14 0,613 0,5+15 08+13
Basofilos (7o) 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0
Relacion
heterofilos/linfocitos 1,8 £ 1,42 0,9 +1,1b 0,8 0,58 0,8+ 0,9
Recuento total de glébulos 160.800,0 + 121.169,2 + 98.000,0 + 93.040,0 +
blancos (mm?) 50.808,5: 43.498,7A 5.091,28 27.073,5P
Aspartato aminotransferasa
Ui/ 1751 +173,3 177,7 £163,3% | 137,8 + 1444 1063 *+ 86,38
Alanina aminotransferasa
U1/ 172487 154+ 6,8 13,5+ 0,4 13,7+ 20
Relacion ALT/AST! 10,2 + 19,9 12,4+ 11,9 10,4 + 11,2 79 £ 6,5
Gamma glutamil transferasa
UL 20,9 + 32,0 32,4 + 32,6M 53,6 £ 40,618 13,3+ 17,48
Proteinas totales (g/dI) 7,9 + 3,17 6,7 %26 52+1,78 57+ 1,1
Albumina (g/dl) 24+ 1,18 23410 1,7 + 0,5 23+0,7b
Globulina (g/dl) 5,7 + 2,93 4.4+ 2,50 354138 344098
Relacion albumina/globulina 0,8+ 0,9 1,0+ 1,1 0,6+ 0,2 1,0 £ 0,5

ab Valores con diferentes supetindices en la misma fila para las aves agénicas de la misma edad en suero

diluido son significativamente diferentes (P < 0,05)
AB Valores con diferentes superindices en distintas columnas positivo o negativo a SG son significativamente

diferentes (P < 0,05) para cada uno de los parametros en suero diluido.
'Suero diluido (1:8) con solucién fisiologica.2AST/ALT: Relacion aspartato aminotransferasa/Alanina

aminotransferase.

1.6. Evaluacion de sustancias inhibidoras del crecimiento de Salmonella sp.
presentes en diferentes muestras de galpones de aves de postura con antecedentes
de tifosis aviar.

1.6.1. Numero y tipo de muestra.
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Los tipos y numeros de muestras se detallan en la tabla 23. Se analiz6 un total de
1.374. Del total de muestras, 864 correspondieron a muestras de huevo (CL y Y), 50 de
alimento, 50 de guano, 32 de agua, 218 y 160 correspondieron a muestras de 6rganos
(Higado y bazo) provenientes de aves agonicas sacrificadas y muertas naturalmente,
respectivamente.

Tabla 23. Numero y tipo de muestras utilizadas en el ensayo de presencia de sustancias
inhibidoras del crecimiento bacteriano tomadas en galpones de granjas avicolas con
antecedentes de brote de tifosis aviar.

N° Huevos Organos
, Alimento | Guano Agua Aves agbnicas | Aves muertas
galpén Clara | Yema Higado | Bazo | Higado | Bazo
1 30 30 4 4 2 10 10 1 1
2 30 30 2 6 2 10 10 10 10
3 4 4 - - - 5 5 1 1
4 2 2 - - - - - - -
5 30 30 2 2 2 4 4 1 1
6 11 11 2 1 2 - 3 3
7 30 30 3 5 2 - - 7 7
8 30 30 2 2 2 - - 7 7
9 - - 6 6 2 3 3 - -
10 - - 6 3 2 10 10 5 5
11 30 29 2 2 2 10 10 8 8
12 30 21 4 2 2 10 10 5 5
13 30 30 2 2 2 - - 10 10
14 30 30 1 2 2 10 10 4 4
15 30 30 2 2 1 8 8 2
16 30 30 4 2 1 4 4 1 1
17 30 30 3 2 2 5 5 10 10
18 - - 2 3 1 5 5 4 4
19 30 30 1 2 2 10 10 1 1
20 30 30 2 2 1 5 5 - -
Total 437 427 50 50 32 109 109 80 80

1.6.2. Presencia de inhibidores del crecimiento de Salmonella sp. en
muestras de alimento, agua y guano.

Con respecto a la cepa control del ensayo, se observd que el crecimiento fue
inhibido por sélo 2 (6,3%), 12 (12,0 %) y 12 (12,0 %) muestras de agua de bebida, alimento
y guano, respectivamente (Tabla 24). Al evaluar las diferentes muestras frente a SE, ST, SG
y SP, se observo que sélo la muestra de agua (2 muestras) y la de alimento (2 muestras)
provenientes del galpén N° 14 inhibieron el crecimiento de Sa/nonella. 1.a muestra de agua
inhibi6 a las 4 serovariedades de Salmonella incluidas en el ensayo, mientras que la muestra
de alimento sdlo inhibié a ST. Por otro lado, no se obsetvd inhibicion del crecimiento
bacteriano para ninguna de las serovariedades de Salwonella en las muestras de guano

analizadas (Figura 21).
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Tabla 24. Presencia de inhibidores del crecimiento de Salmonella sp. presentes en muestras

de agua, alimento y guano de galpones de aves de postura con antecedentes de TA.

N° muestras positivas/N° total de muestras

Cepas
Agua (%) Alimento (%) Guano (%)
Salmonella ser. Enteritidis
2/32 (6,3) 0/100 0/100
INTA PT 1
Salmonella ser. Typhimurium
2/32 (6,3) 2/100 (2,0 0/100
INTA 06/11
Salmonella biovar Gallinarum
2/32 (6,3) 0/100 0/100
INTA 03/121
Salmonella biovar Pullorum
2/32 (6,3) 0/100 0/100
INTA 90/142
Bacillus subtillis ATCC 6633 2/32 (6,3) 12/100 (12,0) 12/100 (12,0)

Figura 21. Presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano en
muestras de agua y guano. La flecha roja indica zona de inhibicién del crecimiento

bacteriano en muestras de agua.

A: Bacillus subtilis ATCC 6633; B: ST INTA 06/11, C: SE INTA PT1, D: SP INTA
90/142, E: SG INTA 03/121. Los numeros 1 y 2 corresponden a muestras de
guano 1y su duplicado y los numeros 2 y 4 corresponden a la muestra de guano 2y
su duplicado.

1.6.3. Presencia de inhibidores del crecimiento de Salmonella sp. en

muestras de higado y bazo de aves muertas naturalmente y sacrificadas.
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Se observé que, de los 109 higados y bazos de aves sacrificadas, s6lo 11 y 6 6rganos,
respectivamente, mostraron un efecto inhibitorio en el crecimiento de la cepa control. Por
el contrario, de los 80 higados provenientes de aves muertas naturalmente, sélo una muestra
de higado inhibi6 el crecimiento de la cepa ensayada y ninguna de las muestras de bazo
mostr6 dicho efecto (Figura 22).

Las muestras en las que se observo efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano
pertenecieron a 4 galpones distintos. En uno de ellos (N° 17) no se habia informado la
utilizaciéon de ATM en el tratamiento de las aves. En los 3 galpones restantes, se habian
utilizado ~ kanamicina/  gentamicina  (N° 9), enrofloxacina (N° 14), vy

amoxicilina/enrofloxacina (N° 20)

Figura 22 Presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento en muestras higado (A) y
bazo (B) en placas sembradas con Baciius subtilis ATCC 6633. Las flechas rojas indican

inhibicién del crecimiento bacteriano.

1.6.4. Presencia de inhibidores del crecimiento de Salmonella sp. presentes

en muestras de clara (CL) y yema (Y).

Los resultados se muestran en la figura 23 y tabla 25. Para Bacillus subtilis ATCC
0633 se observé un efecto inhibitorio del crecimiento en el 100 % y 8,6 % de las muestras
de CL y Y, respectivamente. Con respecto al tipo de muestra, se observé que las muestras
de CL presentaron mayor efecto inhibitorio en las cepas de SE (13,0 %) y SG (8,0 %),
mientras que las muestras de Y fueron mas inhibitorias del crecimiento en las cepas de ST
(15,5 %) y SP (8,0 %). En el galpén N° 6 se observo que las muestras de CL inhibieron el
crecimiento de las 4 serovariedades de Salmonella ensayadas y en el caso de SG y SP se
observé una muestra mas con efecto inhibitorio. Por el contratio, las muestras de Y no

inhibieron el crecimiento de SG, pero si de las otras serovariedades de Salmonella. Con
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respecto al galpén N° 14, se observé una gran cantidad de muestras con sustancias anti-
Salmonella, aunque fue mas marcado en las muestras de Y. La cepa de SG fue la que
presentd mayor efecto inhibitotio (29/30) independientemente de la muestra de contenido
de huevo ensayada. En este galpén se habia realizado tratamiento de las aves afectadas con
enrofloxacina. En el galpén 19 se observé el efecto inhibitorio en las muestras de CL sélo
para SE, mientras que en el galpén N° 20 se observé que el mayor efecto inhibitorio del
crecimiento fue en ST con las muestras de Y. En esto dltimos dos galpones se habian
utilizado ATM para el tratamiento de las aves, florfenicol (galpén N° 19) vy

enrofloxacina/amoxicilina (galpén N° 20).

Figura 23. Presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento en muestras de clara y
yema. La flecha roja indica halo de inhibicién del crecimiento bacteriano.

A: Bacillus subtilis ATCC 6633; B: Salmonella ser Typhimurium INTA 06/11, C:
Salmonella ser. Enteritidis INTA PT1, D: S. ser. Gallinarum biovar Pullorum INTA
90/142, E: S. ser. Gallinarum biovar Gallinarum INTA 03/121. Los pocillos 1, 3 y 5.

Al evaluar la existencia de diferencias significativas entre el efecto inhibitorio de las
muestras de huevo y las cepas ensayadas, se observé que para las muestras de CL tanto BS
como SE fueron estadisticamente diferentes entre si y al compararse con ST, SG y SP (P
< 0,05). Por otro lado, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre ST y SG,
pero si de ambas cepas bacterianas con SP (P < 0,05). Por el contrario, en las muestras de

Y se observé que ST present6 diferencias estadisticamente significativas al compararse

con BS, SE, SG y SP (P < 0,05).
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Tabla 25. Presencia de inhibidores del crecimiento de Salmonella sp. presentes en muestras

de clara (Cl) y yema (Y) de galpones de aves de postura con antecedentes de TA.

N° muestras positivas/N° total de muestras
. Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella
N° BHbCII'IIZ'S ser. ser. biovar biovar
galpon ATSZ Ctl 6 g 33 Enteritidis | Typhimurium | Gallinarum Pullorum
INTAPT 1 INTA 06/11 | INTA 03/121 | INTA 90/142
Cl Y Cl Y Cl1 Y Cl Y Cl1 Y
1 30/30 0/30 | 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
2 30/30 0/30 | 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
3 4/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
4 2/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
5 30/30 0/30 | 8/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
6 11/11 7/11 5/11 7/11 5/11 6/11 6/11 0/11 6/11 6/11
7 30/30 0/30 | 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
8 30/30 0/30 | 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
11 30/30 0/29 | 0/30 0/29 0/30 0/29 0/30 0/29 0/30 0/29
12 30/30 0/21 1/30 0/21 1/30 0/21 0/30 0/21 0/30 0/21
13 30/30 3/30 | 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
14 30/30 27/30 | 13/30 28/30 | 13/30  30/30 | 29/30 29/30 | 14/15  28/30
15 30/30 0/30 | 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
16 30/30 0/30 | 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
17 30/30 0/30 | 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
19 30/30 0/30 | 30/30  0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
20 30/30  30/30 | 0/30 0/30 3/30 30/30 0/30 0/30 0/30 0/30
TOTAL 437/ 67/ 57/ 35/ 22/ 66/ 35/ 29/ 20/ 34/
4372 427+ | 437> 427+ | 437ed 427> | 437ed 4272 4374 4274
Porcent.| 100%  15,7% | 13,0% 8,2% | 5,0% 15,5% | 8,0% 6,8% | 4,6%  8,0%

abed Diferentes letras indican diferencias significativas entre las cepas utilizadas para el mismo tipo de
muestra de huevo ensayada (clara o yema).

1.6.5. Presencia de inhibidores del crecimiento de Salmonella sp. y residuos
de quinolonas presentes en el contenido de huevo mediante kit ZEU Explorer y

Equinox.

El 21,3% (93/437) de las muestras de CL fueron positivas a la presencia de
sustancias inhibidoras (Figura 24 A). Por el contrario, todas las muestras de Y fueron
negativas a dicha reaccion. Las muestras de CL positivas a la presencia de inhibidores del
crecimiento bacteriano fueron evaluadas para determinar la presencia de residuos de
quinolonas mediante el kit Equinox (Figura 24 B). Las muestras positivas para las sustancias
inhibidoras cotrespondieron a los galpones N° 14 (24/30), N° 15 (8/30), N° 16 (5/30), N°
17 (3/30), N° 19 (23/30) y N° 20 (30/30). En base a los resultados obtenidos sobre el total
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de muestras analizadas, el 63,4 % (59/93) fueron positivos para la presencia de residuos de
quinolonas. De estas muestras positivas, se observé que en los galpones N°© 14 (23/24) y N°
19 (23/23) fue mayor el porcentaje de reaccion positiva para esta familia de antibioticos,
donde so6lo se habia utilizado enrofloxacina en el galpén N° 14, mientras que en el 19 se
habia informado el uso de florfenicol. Por otro lado, en los galpones N° 15 y 16 se observé
un 25 % (2/8) y 100 % (5/5) de muestras positivas a la presencia de residuos de quinolonas.
Sin embargo, dichos galpones indicaron no haber utilizado antibiéticos al momento del

muestreo.

A CN MN

Figura 24. Presencia de sustancias inhibidoras en muestras de clara y yema de huevos
provenientes de aves de postura con antecedentes de tifosis aviar mediante kit
comerciales. A: Kit Zeu Explorer. CN: control negativo. MN: muestra negativa, MP:
muestra positiva. B. Kit Equinox. CN: control negativo. 2,3 y 5: muestras de clara.

La concordancia entre las muestras de CL y Y para detectar la presencia de
sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano en las 5 cepas utilizadas en el ensayo se
muestran en la Tabla 26. El valor del coeficiente Kappa dependié de los serovares
ensayados, y estuvo entre ligera (K=0,33) a muy buena (K=0,90). La concordancia fue
ligera para SE INTA PT 1, mientras que para ST INTA 06/11 fue débil. Por el contratio,
en los serovares inmoviles, la concordancia fue buena para SP INTA 90/142 y para SG
INTA 03/121 fue muy buena. Con tespecto a la concordancia entre los métodos utilizados
en este punto, estuvo entre ligera (K=0,33) a pobre (K=0,14), siendo diferentes

estadisticamente en todos los casos.
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Tabla 26. Concordancia entre las muestras de clara y yema y entre los métodos empleados
para la detecciéon de sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano para cada uno de los

serovares de Salmonella y la cepa control Bacillus subtillis.

Cocficiente Kappa (P?)

Bacillus Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella
Comparacion  subtillis sef. sef. biovar biovar
ATCC Enteritidis Typhimurium Gallinarum Pullorum
6636 INTAPT 1 INTA 06/11 INTA 03/121 INTA 90/142
0,33 0,44 0,90 0,67
Clara-yema -
(0,007) (0,001) (0,031) (0,004)
0,33 0,16 0,29 0,14
MCA-MCC -
(0,001) (0,001) (0,001) (0,001)

1E] valor de X2 se determiné con la prueba de McNemar para muestras pareadas.
MCA: método cualitativo en agar Mueller Hinton.
MCC: método cualitativo comercial Zeu Explorer

1.7. Identificaciéon de factores de riesgo para Salmonella sp. en gallinas

ponedoras con antecedentes de tifosis aviar.

Los resultados del cuestionario tanto de galpones con antecedentes de TA vy las de
los galpones negativos a SG se describen en las Tabla 27 (A y B). Se puede observar en la
Tabla 27.A que el 35 % y el 15 % de los galpones positivos y negativos a SG,
respectivamente, conocfan la reglamentacién nacional vigente acerca de bioseguridad en los
establecimientos de produccion avicola. En cuanto al tipo de galpén, se observé que el tipo
de galpén tradicional fue del 50 % y 70 % en granjas positivas y negativas a SG,
respectivamente. En el 55 % de los galpones positivos a SG, las aves estaban medicadas con
diferentes antibéticos (oxitetraciclina, enrofloxacina, gentamicina, kanamicina, fosfomicina,
tilosina, florfenicol, amoxicilina), mientras que en los galpones negativos a este biovar s6lo
el 10 % estaban medicadas (amoxicilina). El 30 % de los galpones positivos a SG presentaba
olor a amoniaco dentro del galpén.

Cuando se pregunté sobre las medidas de bioseguridad en los establecimientos
avicolas, la mayorfa de ellos presentaban el cerco perimetral completo y puerta de entrada
(80 % y 90 % de los galpones positivos y negativos a SG, respectivamente). El 50%
(galpones positivos) y 65 % (galpones negativos) de los establecimientos cumplian con la
distancia de 1.000 m entre las granjas vecinas. Doce galpones positivos a SG (60 %) no
presentaron equipos de desinfeccion de vehiculos, jaulas e implementos en el

establecimiento y de los 8 galpones restantes so6lo en el 50 % estos equipos eran
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funcionales. Un porcentaje similar se encontré en los establecimientos con galpones
negativos a SG. Ninguno de los establecimientos con galpones positivos a SG encuestados
presenté equipamiento para el ingreso de personas externas, ni registro de visitas a las
granjas a diferencia de los establecimientos con galpones negativos a SG donde el 35 % y 2
% si lo posefan, respectivamente. En ambos tipos de galpones, mas del 80 % de los
establecimientos presentaban otras especies circulantes en el predio (caninos, felinos,
bovinos, equinos, porcino y ovino).

Los principales sistemas de eliminacion de cadaveres en galpones positivos y
negativos a SG fueron de fosa abierta (35 % y 25 %), incineracién abierta y/o cerrada (25
%) y fosa cerrada (15 % y 30 %), respectivamente. El 35 % de los galpones positivos a SG y
el 85 % de los galpones negativos al mismo biovar realizaban control de moscas. Sin
embargo, en el 60 % de los galpones positivos a SG se observo la presencia de moscas. Por
otro lado, un porcentaje mayor realizaban el control de roedores (75 % y 95 % en galpones
positivos y negativos a SG, respectivamente). En los galpones positivos a SG contestaron
que era efectivo dicho tratamiento el 90 %. Sin embargo, en el 2 % de los galpones se
observaron cuevas de roedores.

En mas del 50 % de los galpones elaboraban su propio alimento y el porcentaje
restante realizaba la compra a terceros. En general, la presentacion del mismo fue en forma
de harina (95 %) y pellet (75 %) en los galpones positivos y negativos a SG, respectivamente.
Sélo el 25 % de los galpones positivos a SG realizaba analisis microbioldgicos a las materias
primas. Por otro lado, en el 75 % y 50 % de los galpones positivos y negativos a SG,
respectivamente, desconocian si en el alimento se usaban acidificantes, mientras que el 65 %
(galpones positivos a SG) y 60 % (galpones negativos a SG) respondieron que si usaban

secuestrantes de micotoxinas.
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Tabla 27. A. Resultados generales de la encuesta realizada en las 20 granjas muestreadas

con antecedentes de tifosis aviar y 20 granjas negativas a tifosis aviar muestreadas

previamente. Se indica el nimero de galpones con respuestas afirmativas para cada una de

las preguntas del cuestionario.

N° de galpones con TA N° de galpones sin TA
Aspectos de la encuesta (% sobre total de (% sobre total de
galpones) galpones)
¢Conoce la reglamentacion 542/2010? 7 (35) 3 (15)
GALPON A MUESTREAR
Tipo de galpén
Piso 4 (20) 0
Tradicional 10 (50) 14 (70)
Automitico 6 (30) 6 (30)
Aves medicadas con antibidticos 11 (55) 2 (10)
Olor a amoniaco 6 (30) 0
MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD
Cerco perimetral y puerta de entrada 16 (80) 18 (90)
Cumplimiento de distancias de separacion con granjas 10 (50) 13 (65)
vecinas
Posee equipos de desinfecciéon (vehiculos, equipos, 8 (40) 7 (35)
jaulas e implementos)?
Funcionamiento de los equipos de desinfeccion 4 (50) 0
Posee equipamiento para ingreso de personas 0 7 (35)
Posee registro foliado 0 2 (10)
Existen otras especies animales en el predio 19 (95) 16 (80)
SISTEMA DE ELIMINACION DE CADAVERES
Sistema de eliminacién de caddveres
Composta 2 (10) 1(5)
Fosa abierta 7 (35) 5 (25)
Fosa abierta + incineracién abierta 15 0
Fosa cerrada 3 (15) 6 (30)
Incineracion abierta y/o cerrada 5(25) 5 (25)
Reutilizacién 1(5) 0
otro sistema (Pozo) 15 3 (15)
Control de moscas 7 (35) 17 (85)
Se considera efectivo 7 (100) 0
Existencia visual de moscas 12 (60) -
Control de roedores 15 (75) 19 (95)
Se considera efectivo 14 (90) 0
Existencia visual de cuevas de roedores 2 (10) 0
ALIMENTO, AGUA, HUEVOS Y GUANO
Alimento
Elaboracién propia 14 (70) 11 (55)
Compra a terceros 6 (30) 9 (45)
Harina 19 (95) -
Pellet 0 15 (75)
Ambos 15 5 (25)
Realizacion de analisis microbioldgicos de las materias 5(25) 0
primas
Uso de acidificantes
Si 0 3 (15)
Desconoce 15 (75) 10 (50)
Uso de secuestrantes de micotoxinas
Si 13 (65) 12 (60)
Desconoce 5(25) 6 (30)

En la Tabla 27.B se observa que un bajo porcentaje de galpones positivos a SG

realizaban el analisis microbiolégico del agua (15 %) a diferencia de los galpones negativos a

SG, donde el 65 % de los mismos si realizaban dicho analisis al agua de bebida. En la
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mayoria de ambos tipos de galpones, el almacenamiento de los huevos se realizaba en una
sala independiente y el 60 % y 95 % de los galpones positivos y negativos a SG,
respectivamente, reutilizaba los maples de cartén. Con respecto al guano que se producia en
los galpones, un bajo porcentaje de galpones positivos a SG destinaban el guano fuera del
predio. Ademas, el 75 % de este guano se encontraba en estado humedo.

Con respecto al area de sanidad de los galpones positivos a SG, el 65 % de ellas
utilizaron antibiéticos 3 semanas antes de realizar el muestreo, mientras que, en los galpones
negativos a SG soélo el 10 % habian informado el uso de antibiéticos. Por otro lado, el 30 %
y 85 % de los galpones positivos y negativos a SG, respectivamente, usaban vacuna contra
SG, siendo la vacuna utilizada la 9R. Por lo general, la mayoria del personal (duefio o
empleado) vivia en el mismo predio de los galpones positivos a SG y sélo en un
establecimiento un empleado indicé haber sentido sintomas como dolor abdominal y

diarrea durante dias previos a la visita a la granja, pero no realizé consulta médica por ello.

Tabla 27.B. Resultados generales de la encuesta realizada en las 20 granjas muestreadas con
antecedentes de tifosis aviar y 20 granjas negativas a tifosis aviar muestreadas previamente.
Se indica el nimero de galpones con respuestas afirmativas para cada una de las preguntas
del cuestionario.

N° de galpones con TA N° de galpones sin TA
Aspectos de la encuesta (% sobre total de (% sobre total de
galpones) galpones)
Realizacion de analisis del agua 3 (15) 13 (65)
Almacenamiento de los huevos
Mismo galpén 15 0
Sala independiente 18 (90) 20 (100)
Recria 1(5 0
Reutilizacién del maple 16 (60) 19 (95)
Destino del guano
Campo propio 16 (80) 0
Fuera del predio 4 (20) 0
Estado del guano
Huamedo 15 (75) 0
Seco 5(25) 0
SANIDAD
Uso de antibidticos las ultimas 3 semanas 13 (65) 2 (10)
Vacunacion contra Salmonella ser. Gallinarum biovar 6 (30) 17 (85)
Gallinarum
PERSONAL DE LA GRANJA
Alojamiento en el mismo predio? 17 (85) 0
Presentaciéon de algunos de estos sintomas
Dolor abdominal 15) 0
Fiebre entre 8 272 h 0 0
Escalofrios 0 0
Néuseas y/o vomitos 0 0
Diarrea 1(5 0
Consulta al médico por los sintomas mencionados 0 0
anteriormente

En la Tabla 28 se muestran los resultados para el analisis univariado (x> 6 el test de

Fisher) en la determinaciéon de los factores de riesgo. Las variables estadisticamente
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significativas asociadas a la presencia de Salmonella sp. con un valor de P < 0,15 en los
galpones fueron: N° de galpones categorizados (< 5 galpones y = 5 galpones),
equipamiento para ingreso de personas, eliminacién de cadaveres, control de moscas,
realizacion de analisis de agua, cantidad de aves categorizadas (< 10.000 y = 10.000),
cantidad de aves por jaula categorizadas (< a 5 aves y = 5 aves y piso), edad de las aves

categorizadas (< 72 semanas y = 72 semanas), uso de medicacién y uso de vacuna.

Tabla 28. Resultados del andlisis univariado para la identificacién de los factores de riesgo
para la presencia de Salmonella ser. Gallinarum biovar Gallinarum en los galpones con
antecedentes de tifosis aviar.

Variable 1 % de galpones positivos a | Valor
Salmonella biovar Gallinarum P

Departamento
Parana y La Capital 19 52,6 0,752
Resto de los departamentos de Entre Rios | 21 47,6

N° de galpones
< 5 galpones 19 63,2 0,113
= 5 galpones y piso 21 38,1

Dice tener conocimiento de la reglamentacién N°

542/2010
No 30 433 0,273
Si 10 70,0

Posee cerco perimetral
No 6 66,7 0,661
Si 34 471

Cumplimiento de distancia con las granjas vecinas?
No 16 62,5 0,242
Si 23 435

Posee equipo de desinfeccién
No 25 48,0 0,744
Si 15 53,3

Posee equipo para el ingreso de personas
No 33 60,6 0,008
Si 7 0,0

Otras especies en el predio
No 5 20,0 0,342
Si 35 54,3

Eliminacién de cadaveres
Sistema abierto 20 65,0 0,058
Sistema cerrado 20 35,0

Realiza control de moscas
No 16 81,3 0,003
Si 24 292

Realiza control de roedores
No 6 83,3 0,182
Si 34 441

Posee registro foliado
No 38 52,6 0,487
Si 2 0,0
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Continuacion de la Tabla 28.

Variable n % de galpones positivos a Valor
Salmonella biovar Gallinarum P

Elaboracién del alimento
Elaboracién propia 25 56,0 0,327
Compra a terceros 15 40,0

Usa secuestrantes de micotoxinas
No 4 50,0 1,000
Si 24 542

Usa acidificantes
No 12 41,7 0,505
Si 3 0,0

Presentacién del alimento
Harina 34 55,9 0,182
Pellet 0 ambos 6 16,7

Realiza analisis del agua
No 24 70,8 0,003
Si 16 18,8

Reutiliza el maple
No 5 80,0 0,342
Si 35 45,7

Cantidad de aves categorizadas
< a10.000 18 33,3 0,057
> 2 10.000 22 63,6

Cantidad de aves por jaula categorizada
2 a4 aves 26 36,0 0,048
5y apiso 14 71,4

Edad de las aves categorizadas
< a 72 semanas 25 60,0 0,146
= a 72 semanas 15 35,7

Usa medicacién
No 27 33,3 0,006
Si 13 84,6

Realiza vacunacion contra Salmonella sex.

Gallinarum biovar Gallinarum
No 15 92,9 0,000
Si 25 26,1

En la Tabla 29 se detallan los resultados del analisis multivariado de regresion
logistica. De acuerdo con estos resultados, el uso de vacunas y el control de moscas
resultaron significativas, con un valor de P de 0,002 y 0,010, respectivamente. La razén de
probabilidades (OR) para el uso de vacuna fue de 92,85. Esto significa que los galpones de
las granjas que no realizan vacunacién a las aves poseen 92,85 veces mas riesgo de presencia
de SG que aquellos que si lo hacen. Por otro lado, aquellas granjas que no realizan un
control de moscas poseen 25,06 veces mas probabilidades de tener SG con respecto a
aquellas granjas que si lo hacen. Las variables N° de galpones categorizados (< 5 galpones y
2 5 galpones), equipamiento para ingreso de personas, eliminacién de cadaveres, realizacion

de analisis de agua, cantidad de aves categorizadas (< 10.000 y = 10.000), cantidad de aves

Resultados 120



Mario Alberto Soria (2021) Tesis Doctoral

por jaula categorizadas (< a 5 aves y = 5 aves y piso), edad de las aves categorizadas (< 72
semanas y = 72 semanas) y uso de medicacion, quedaron fuera del modelo de regresion
logistica (P > 0,05).

Al evaluar la existencia de asociacion entre los factores de riesgo y las variables que
quedaron fuera del modelo, se encontré que el control de moscas estaba asociado a
equipamiento para el ingreso de personas (P= 0,029), y control de roedores (P= 0,029). La
variable vacunacién estuvo asociada a uso de medicacion (P= 0,0006). Por otro lado, N° de

galpones, y analisis de agua no presentaron asociacion con ninguna de las otras variables.

Tabla 29. Resultado del analisis multivariado para la identificacién de los factores de riesgo
(P<0,05) para la presencia de Salmonella ser. Gallinarum biovar Gallinarum en galpones con
antecedentes de tifosis aviar.

Variable OR* Valor P
N° de galpones 5,63 0,263
2 5 galpones
< 5 galpones y piso (ref)**

Posee equipo para el ingreso de personas < 0,00 1,000
St
No (ref.)

Eliminacién de cadaveres 1,50 0,850

>

Sistema cerrado
Sistema abierto (ref.)

Realiza control de moscas 25,06 0,010
Si
No (ref.)

Realiza andlisis del agua 1,70 1,000
Si
No (ref.)

Cantidad de aves categorizadas 0,18 0,140
=2 10.000
< 10.000 (ref.)

Cantidad de aves por jaula categorizada < 0,00 1,000
5y a piso
2 a 4 aves (ref)

Edad de las aves categorizadas 1,40 0,818
= a 72 semanas
< a 72 semanas (ref.)

Usa medicacién 0,41 0,463
Si
No (ref.)

Realiza vacunacion 92,85 0,002
Si
No (ref.)

*OR: razén de probabilidades (por sus siglas en inglés, odds ratio)
**Ref: indica la variable de referencia para el calculo del OR

2. Muestreo pasivo.

2.1. Muestras provenientes de aves.
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Se analizaron un total de 363 muestras provenientes de 49 protocolos ingresados al
laboratorio correspondientes a las provincias de Buenos Aires, Entre Rios, Jujuy, Mendoza,
Santa Fe, Salta y Tucuman. Los resultados se muestran en la tabla 30. El 89,8 % de las
muestras (44/49) fueron positivos a la presencia de SG confirmados mediante pruebas
bioquimicas. Por otro lado, todos los aislamientos fueron negativos a la reaccién con

acriflavina.

Tabla 30. Muestras ingresadas al laboratorio para el diagnéstico de tifosis aviar
provenientes de diferentes provincias de la Republica Argentina durante el periodo de

febrero de 2014 a noviembre 2016.

Tipo y nimero de muestras N° de establecimientos
Provincia . Ave positivos a SG /N° de
Patas | Higado | Bazo L.
muerta establecimientos
Buenos Aires 8 - - - 1/1
Entre Rios 121 55 39 20 32/36
Jujuy 17 - - - 2/2
Mendoza 34 - - - 5/5
Santa Fe 17 - - - 1/1
Salta 7 - - - 0/1
Tucuman 41 4 - - 3/3
TOTAL 245 59 39 20 44/49

2.2. Aislamiento y/o confirmacion de Salmonella sp. provenientes de pacientes
humanos y/o ambientes hospitalarios.

De los 26 aislamientos de Salmonella tipo méviles enviadas al laboratorio, provenientes de
hospitales publicos y sanatorios privados de la provincia de Entre Rios, se confirmé
mediante pruebas bioquimicas el género. Por otro lado, al realizar la serotipificacion se
observé que el 73,1 % (19/206) correspondieron a ST, el 19,2 % a S. ser. Schwarzengrund
(5/26) y el 7,7 % correspondieron a SE (2/26).

3. Pruebas de sensibilidad a antimicrobianos en cepas de Salmonella sp.

En este punto se seleccionaron un total de 204 aislamientos de SG, 164
provenientes del muestreo activo y 40 del muestreo pasivo (Tabla 31). Por otro lado, se
incluyeron en este punto un total de 67 aislamientos de Salmonella tipo méviles de las cuales

41 y 26 aislamientos se obtuvieron del muestreo activo y pasivo, respectivamente (Tabla

32).

Resultados 122



Mario Alberto Soria (2021) Tesis Doctoral

Tabla 31. Cepas de Salmonella ser. Gallinarum biovar Gallinarum seleccionadas para el

estudio de sensibilidad a antibioticos.

Tipo de Tipo de L Afio del N°
.. Provincia . . . .
muestreo produccion aislamiento aislamientos
2013 10
2014 8
Entre Rios
) 2015 75
Activo Ponedoras
2016 41
2014 10
Santa Fe
2015 20
Ponedoras 2014 5
Ponedoras 2015 4
Parrilleros 6
Entre Rios
Ponedoras 4
2016
Reproductoras 2
Ponedoras 2
Pasivo Santa Fe 2014 2
2015 4
Mendoza
2016 2
Ponedoras Jujuy 2016 2
) 2015 4
Tucuman
2016 2
Buenos Aires 2016 1
Total 204
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Tabla 32. Cepas de Salmonella moéviles incluidas en el estudio de sensibilidad a antibiéticos.

Tipo de . L. Aiio del . N° de
Origen Provincia . . Serovariedad . .
muestreo aislamiento aislamientos
Cerro 2
2014 Schwarzengrund 3
Javiana 1
Enteritidis 4
Infantis 2
Entre Rios -
Montevideo 1
2015
_ Derby 6
Activo Ponedoras -
Corvallis 2
Heidelberg 1
2016 Livingstone 9
Corvallis 1
Livingstone 4
Santa Fe 2015
Mbandaka 1
Cerro 4
2014 Typhirn.u.rigm 7
. Enteritidis 1
. Pacientes i ; ;
Pasivo Entre Rios Typhimurium 12
humanos 2015
Schwarzengrund 5
2017 Enteritidis 1
TOTAL 67

3.1. Caracterizacion fenotipica de la resistencia a diferentes antibi6ticos.

En todos los aislamientos de SG (Figura 25) provenientes del muestreo activo
(independientemente del origen) se observo que presentaron una sensibilidad entre 60 y
100% para los ATM B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes, 3-
lactamicos/inhibidor de B-lactamasas), tetraciclinas, fenicoles, aminoglucésidos (excepto
estreptomicina), inhibidores de la via del folato, polimixinas, fosfomicinas y macrolidos
(excepto eritromicina). La sensibilidad intermedia de las cepas para estreptomicina fue del
71 %. Con respecto al grupo de las quinolonas, se observo que el 100 % de las cepas fueron
resistentes al acido nalidixico (halos de 6 mm). Para el grupo de las fluoroquinolonas, la
sensibilidad intermedia fue de 53 % y 58 %, y la resistencia fue de 46 % y 24 % para
ciprofloxacina y enrofloxacina, respectivamente. Por el contrario, para norfloxacina se
observo un 41% y 36% de cepas sensibles y resistentes, respectivamente. Con respecto a

eritromicina todos los aislamientos fueron resistentes a dicho ATM.
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Figura 25. Sensibilidad a diferentes antimicrobianos (ATM) en cepas de Salmonella ser.
Gallinarum biovar Gallinarum.

Los nimeros indican el porcentaje de cepas. Verde: cepas sensibles; Amarillo: cepas con sensibilidad intermedia;
Rojo: cepas resistentes. AML: Amoxicilina; AMP: Ampicilina; KF: Cefalotina; FOX: Cefoxitima; CFM: Cefixima,;
CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; CPD: Cefpodoxima; IMP: Imipenem; AMC: Amoxicilina/ Acido clavulanico;
AN: Acido nalidixico; CIP: Ciprofloxacina; NOR: Norfloxacina; ENR: Enrofloxacina; DO: Doxiciclina; TE:
Tetraciclina; C: Cloranfenicol; FFC: Florfenicol; AK: Amicacina; S: Estreptomicina; CN: Gentamicina; K:

Kanamicina; N: Neomicina; SXT: Sulfametoxazol/Trimetoprima; TGC: Tigeciclina; CT: Colistina; FOS:
Fosfomicina; E: Eritromicina; AZM: Azitromicina.

Los coeficientes RMAs en las cepas de SG estuvieron entre 0,07 y 0,45. Se observo
que 136 aislamientos de SG presentaron resistencia a dos o mas ATM analizados con
diferentes patrones de resistencia (Tabla 33). Dentro de éstos, se observd que los mas
comunes fueron NA-E (68); NA-E-S (24); AN-E-CIP-NOR (13); AN-E-CIP (12). Con
respecto a la clasificacién de los aislamientos como MDR (multidroga resistentes) el 18,1 %
(37/204) fueron resistentes al menos a un ATM de 3 categorias diferentes. Con respecto a
los aislamientos de SG provenientes del muestreo activo, no se observo diferencia entre el

porcentaje de cepas MDR en aquellas cepas proveneitnes de granjas que indicaron haber

usado ATM con respecto a aquellas que no lo usaron.
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Tabla 33. Perfiles de resistencia a antimicrobianos e indice de resistencia multiple a antibiéticos
(RMAs) en aislamientos de SG provenientes de galpones de aves de postura con antecedentes de TA.

N°de ATM N° de aislamientos Patron de multirresistencia RMAs
2 68 AN-E 0,07
12 AN-E-CIP
2 AN-E-CTX
3 2 AN-E-ENR 0,10
5 AN-E-NOR
24 AN-E-S
1 AN-E-CIP-ENR
13 AN-E-CIP-NOR
AN-E-CIP-S
AN-E-CFM-CPD
4 AN-E-CPD-CIP 0,14
AN-E-CTX-CIP
AN-E-ENR-S
AN-E-FOX-CIP
AN-E-NOR-S

AN-E-CIP-NOR-ENR

AN-E-CIP-ENR-S

AN-E-CIP-NOR-S

AN-E-CPD-CIP-NOR

AN-E-CTX-CIP-ENR 0,17
AN-E-CTX-CIP-FOS

AN-E-CTX-CIP-NOR

AN-E-CTX-CPD-ENR

AN-E-DO-TE-S

AN-E-NOR-DO-TE

AN-E-CIP-NOR-ENR-FOS

AN-E-CAZ-CIP-NOR-FFC

AN-E-CTX-CIP-NOR-FFC

AN-E-CPD-CIP-NOR-ENR-S

AN-E-CIP-NOR-ENR-S

AN-E-CTX-CAZ-CIP-NOR 021
AN-E-CTX-CIP-NOR-ENR ?
AN-E-CIP-ENR-DO-TE

AN-E-CTX-CAZ-CIP-ENR

AN-E-CIP-ENR-FFC-S

AN-E-CFM-CIP-NOR-AZM

AN-E-CIP-NOR-ENR-FFC

AN-E-CTX-CPD-CIP-NOR

AN-E-CIP-NOR-ENR-FFC-§

AN-E-CPD-CIP-NOR-ENR-FFC

AN-E-CTX-CIP-NOR-FFC-S 0.24
AN-E-CAZ-CIP-NOR-ENR-FFC ’
AN-E-CTX-CPD-CIP-FOS-AZM

AN-E-CFM-CIP-NOR-ENR-AZM

AN-E-CTX-CAZ-CIP-NOR-ENR

AN-E-CTX-CPD-CIP-NOR-ENR-FFC
AN-E-CFM-CTX-CPD-CIP-NOR-ENR
AN-E-CPD-CIP-NOR-ENR-FFC-S 0,28
AN-E-CTX-CPD-CIP-NOR-ENR-FOS
AN-E-CTX-CAZ-CPD-CIP-NOR-ENR
AN-E-CTX-CIP-NOR-ENR-FFC-S

AN-E-CFM-CAZ-CPD-CIP-NOR-ENR-FFC 0,31
AN-E-CFM-CTX-CPD-CIP-NOR-ENR-FFC

AN-E-AML-AMP-CIP-DO-TE-CN-K-N

10 AN-E-CTX-CAZ-CPD-CIP-NOR-ENR-C-FFC 0,34
AN-E-CTX-CAZ-CPD-CIP-NOR-ENR-FFC-§

1 AN-E-CFM-CTX-CAZ-CPD-CIP-NOR-ENR-FFC-S 0.38
AN-E-KF-FOX-CTX-CAZ-CPD-CIP-NOR-ENR-FFC ’

13 AN-E-KF-FOX-CFM-CAZ-CPD-CIP-DO-TE-AK-S-N 0,45

[EEGUIN JUIN Y QN Y NN N T N T Y SN U N (O 1 U U SR Y SN U VN N S NN SN LY SN N NN RS 11 1 S R SO NN NN

AN-E-KF-FOX-CFM-CTX-CAZ-CPD-DO-TE-AK-S-N
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En las cepas de Salmonella moéviles (Figura 26), se observd que todas fueron
sensibles a las penicilinas, cefalosporinas (excepto a cefexima, cefotaxima y ceftazidima), 3-
lactamicos/inhibidor de B-lactamasas, quinolonas (excepto ciprofloxacina y enrofloxacina),
tetraciclinas, fenicoles, aminoglucésidos (excepto estreptomicina y neomicina), inhibidores
de la via del folato, y polimixinas. Se observaron resistencia a cefixima (1/41),
estreptomicina (2/41), fosfomicina (3/41), azitromicina (1/41) y etitromicina (41/41). Por
otro lado, a diferencia de las cepas de SG que presentaron resistencia al acido nalidixico, las

cepas moviles fueron todas sensibles a ese ATM (41/41).
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Figura 26. Sensibilidad a diferentes animicrobianos en cepas de salmonelas tipo mévil

aisladas de galpones de aves de postura con antecedentes de TA.

Los numeros indican la cantidad de aislamientos. Verde: cepas sensibles; Amatillo: cepas con sensibilidad
intermedia; Rojo: cepas resistentes. AML: Amoxicilina; AMP: Ampicilina; KF: Cefalotina; FOX:
Cefoxitima; CFM: Cefixima; CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; CPD: Cefpodoxima; IMP:
Imipenem; AMC: Amoxicilina/Acido clavulinico; AN: Acido nalidixico; CIP: Ciprofloxacina; NOR:
Norfloxacina; ENR: Enrofloxacina; DO: Doxiciclina; TE: Tetraciclina; C: Cloranfenicol; FFC:
Florfenicol; AK: Amicacina; S: Estreptomicina; CN: Gentamicina; K: Kanamicina; N: Neomicina; SXT:
Sulfametoxazol/Trimetoprima; TGC: Tigeciclina; CT: Colistina; FOS: Fosfomicina; E: Eritromicina;
AZM: Azitromicina.

El coeficiente de RMAs estuvo de 0,07 y 0,10. Se observé que 6 aislamientos de
Salmonella presentaron resistencia a dos o mas categorias de ATM analizados con diferentes
patrones de resistencia (Tabla 34). Dentro de los patrones de resistencia, se observé que S.
ser. Schwarzengrund (3 aislamientos) presenté dos patrones distintos (FOS-E y S-FOS-E),
y todos los aislamientos pertenecieron al mismo galpén. Por otro lado, S. ser. Cerro (CT-E)
y S. ser. Livingstone (S-E) presentaron resistencia a 2 categorias de ATM, siendo ambas

aisladas del mismo galpén muestreado (Tabla 38). No se observaron cepas MDR.
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Tabla 34. Perfiles de resistencia a antibiéticos y coeficiente de resistencia mualtiple a
antibidticos (RMAs) en aislamientos de Salmonella tipo méviles provenientes de galpones de
aves de postura con antecedentes de tifosis aviar.

N° de N° de . Patron de
ATM  aislamientos Serovariedad multiresistencia RMAs
2 Schwarzengrund! FOS-E
1 Cerro? CT-E
2 1 Livingstone? S-E 0.07
1 Livingstone CFM-E
3 1 Schwarzengrund! S-FOS-E 0,10

12 Corresponden a aislamientos de un mismo galp6n

Con respecto a las cepas de Salmonella tipo moviles enviadas al laboratorio
provenientes de hospitales y sanatorios, del total de aislamientos analizados (Figura 27),
todas las cepas fueron sensibles a cefoxitima, cefotaxima, ceftazidima, cefpodoxima,
imipenem, amoxicilina/acido  clavulanico, norfloxacina, amicacina, gentamicina,
sulfametoxazol/trimetoprima, colistina y azitromicina. Se observaron resistencia a
amoxicilina  (2/26), ampicilina (2/26), cefexima (1/26), 4cido nalidixico (23/26),
enrofloxacina (3/26), doxiciclina (1/26), tetraciclina (1/26), cloranfenicol (1/26), flotfenicol
(1/26), estreptomicina (2/206), kanamicina (3/26), fosfomicina (1/26), y eritromicina
(26/26). El coeficiente de RMAs (Tabla 35) estuvo entre 0,07 y 0,28. Se observé que 21
aislamientos de Salmonella presentaron resistencia al menos a un ATM de categorias
diferentes. Dentro de los patrones de resistencia, se observo que de los 16 aislamientos de
ST, 12 presentaron el mismo patrén (NA-E) y 4 aislamientos presentaron resistencia a 3
ATM. Con respecto a S. ser. Schwarzengrund, de los 4 aislamientos multiresistentes sélo 1
aislamiento se clasific6 como MDR ya que present6 resistencia a 3 categorias de ATM
(penicilinas, quinolonas y aminoglucésidos). Por otro lado, en el caso de SE se clasifico
como MDR ya que se observé un patrén de resistencia a 4 categorias distintas de ATM
(penicilinas, tetraciclinas, fenicoles, derivados del acido fosfénico), dicho aislamiento

provino del ambiente de una sala de parto de un hospital publico.
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intermedia; Rojo: cepas resistentes. AML: Amoxicilina; AMP: Ampicilina; KF: Cefalotina; FOX:
Cefoxitima; CFM: Cefixima; CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; CPD: Cefpodoxima; IMP:
Imipenem; AMC: Amoxicilina/Acido clavulinico; AN: Acido nalidixico; CIP: Ciprofloxacina; NOR:
Norfloxacina; ENR: Enrofloxacina; DO: Doxiciclina; TE: Tetraciclina; C: Cloranfenicol; FFC:
Florfenicol; AK: Amicacina; S: Estreptomicina; CN: Gentamicina; K: Kanamicina; N: Neomicina; SXT:
Sulfametoxazol/Trimetoprima; TGC: Tigeciclina; CT: Colistina; FOS: Fosfomicina; E: Eritromicina;
AZM: Azitromicina.

Tabla 35. Perfiles de resistencia a antimicrobianos (ATM) y coeficiente de resistencia
multiple a antibiéticos (RMAs) en aislamientos de Salmonella moéviles provenientes de

pacientes humanos.

N°de N°de

. . Serovariedad Patrén de multirresistencia RMAs
ATM aislamientos
2 14 Typhimurium (12) y Schwarzengrund (2) AN-E 0,07
2 Typhimurium AN-S-E
3 2 Typhimurium y Schwarzengrund AN-ENR-E 0.10
1 Typhimurium AN-K-E ?
1 Typhimurium AN-CFM-E
4 1 Schwarzengrund AN-ENR-K-E 0,14
1 AN-AML-AMP-K-E 0,17
8 1 Enteritidis AML-AMP-DO-TE-C- 0.28
FFC-FOS-E ?

3.2.Caracterizacion fenotipica de la presencia de enzimas B-lactamasas de

espectro extendido (BLEE) y caracterizacion molecular de -lactamasas tipo CTX-
M 2 en cepas de Salmonella sp.

De todas las cepas de Salmonella sp. ensayadas, sélo 23 cepas de SG presentaron el

patron de seleccion para los 3 ATM: cefpodoxima, ceftazidime y cefotaxima. El andlisis

fenotipico dio negativo a la produccion de BLEE. En todos esos casos, el gen blacrs 2 dio

negativo.
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3.3.Caracterizacion fenotipica y genotipica de la presencia de genes de
resistencia a quinolonas.

Se analizaron todos los aislamientos que fueron resistentes al menos a un ATM del
grupo de quinolonas. Fenotipicamente, los aislamientos de SG dieron halos de 6 mm de
diametro con el disco de acido nalidixico (AN), mientras que en los aislamientos de
Salmonella tipo moviles los halos estuvieron entre 9 y 12 mm de diametro. Al estudiar la
presencia del gen grA en las cepas de Salmonella se observd que las moviles fueron
negativas, mientras que el gen estuvo presente en los 204 (100 %) aislamientos de SG

estudiados (Figura 28).

Figura 28 Amplicones obtenidos por PCR para el gen gyrA utilizando cepas de Salmonella ser.
Gallinarum biovar Gallinarum (SG). B: blanco de la reaccién. C: Control positivo SG CUB
226/13.1-9: cepas de SG. MPb: marcador de pares de bases.

De los 204 aislamientos de SG en los que se evalu6 la presencia del gen gn/B, el
100 % fueron negativos a la presencia de este gen. En las cepas méviles provenientes de
pacientes humanos, el 82 % (18/22) presentaron el gen gnB, de los cuales 13 aislamientos

pertenecieron a ST y 5 a . ser. Schwanzengrund (Figura 29).

Figura 29 Amplicones obtenidos por PCR para el gen gn#/B. B: blanco de la reaccion.
C: Control positivo S. ser. Typhimuriun 862 A (CUB 13/16) de humanos. MPb:

marcador de pares de bases. Calles N° 1-7: aislamientos de Salnonella moviles.
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4. Subtipificacion molecular de los aislamientos de Salmonella sp.

4.1. Determinacion de la relacion clonal de los aislamientos de Salmonella sp.

mediante ERIC-PCR.

En este punto se incluyeron los 204 aislamientos de SG. Ademas, se incluyo la cepa
vacunal de SG obtenida de la vacuna comercial de SG 9R (Intervet).

Considerando el 100 % de similitud, la técnica de ERIC-PCR dio lugar a la
formacion de 11 clusters y 8 patrones fueron tnicos. El grado de semejanza entre las cepas se
represent6é en un dendrograma de homologia (Figura 30). Al realizar el analisis en base a
cada tipo de duster y la cantidad de bandas presentes en el producto de amplificacion, se
observé que a las provincias de Entre Rios y Santa Fe le correspondieron 10 de los 11
clusters. Ambas provincias tuvieron aislamientos en los siguientes custers: 11 (con 5 bandas
entre 180-480 pb), III (con 4 bandas entre 180-380 pb), IV (con 3 bandas entre 180-390
pb), V (con 6 bandas entre 180-410 pb), VI (con 5 bandas entre 180-390 pb), VII (con 7
bandas entre 200-900 pb), VIII (con 8 bandas entre 200-900 pb), X (con 9 bandas entre
200-900 pb) y XI (con 10 bandas entre 200-900 pb). El dcuster IX (con 6 bandas entre 200-
900 pb) le correspondi6 a la provincia de Entre Rios mientras que el I (con 4 bandas entre
180-900 pb) le correspondio a la provincia de Santa Fe.

El cluster 111 se conformé con aislamientos de SG pertenecientes a 5 de las 6
provincias incluidas en este estudio, donde 5 aislamientos correspondieron a Santa Fe, 3 a
Tucuman, 1 a Buenos Aires, 1 a Jujuy y 54 a Entre Rios. Segun estos resultados, el custer 111
fue el predominante a nivel pais y el que estuvo formado por el mayor nimero de cepas (64
cepas; 31,4 % de las cepas ensayadas). Los aislamientos de la provincia de Mendoza se
agruparon en 5 clusters distintos, los cuales fueron V (1), VI (1), VII (2), X (1) y XI (1). Con
respecto a la provincia de Jujuy, ademas de presentar 1 aislamiento en el duster 111, se
observo que el otro aislamiento pertenecio al custer V1. Por otro lado, con respecto a
Tucuman, 1 aislamiento perteneci6 al custer V' y 2 aislamientos al VIII. El patrén molecular
generado por la cepa vacunal 9R tuvo 100 % de similitud con aislamientos de SG
pertenecientes a las provincias de Entre Rios (4), Santa Fe (1) y Mendoza (1), conformando
el cluster X1. Con respecto a los patrones unicos, los mismos pertenecieron a las provincias
de Entre Rios (5 aislamientos) y Santa Fe (3 aislamientos).

Teniendo en cuenta el mismo afio de aislamiento y los patrones que incluyeron a 2 o
mas provincias, 6 c/usters presentaron dichas condiciones. Ademas, se pudieron aislar clones
con el mismo patrén a través de distintos afios. Por otro lado, se observa una tendencia de

la persistencia en el tiempo de los clones a nivel pafs. Al cluster 1 sélo le correspondieron
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aislamientos de la provincia de Santa Fe del afio 2015 (2) pertenecientes al mismo galpon.
Los aislamientos del c/uster I1 fueron durante los anos 2014, 2015 y 2016 correspondientes a
las provincias de Santa Fe (5) y Entre Rios (35). Con respecto a los aislamientos
correspondientes a Santa Fe, 3 y 2 pertenecieron al galpén 7 y 8, respectivamente. Con
respecto a los aislamientos de Entre Rios, los mismos correspondieron a los galpones 3 (1),
4 (1), 6 3), 9 (5, 10 9, 11 (2), 13 (1), 14 (5), 17 (6) y 18 (2). El cluster 111 estuvo
conformado por cepas obtenidas en Entre Rios (4 cepas) en el 2014; Santa Fe (5 cepas),
Tucuman (1) y Entre Rios (21) en 2015; y Tucuman (2), Buenos Aires (1), Jujuy (1) y Entre
Rios (29) en el afio 2016. Los aislamientos de la provincia de Santa Fe pertenecieron a los
galpones 7 y 8, mientras que los de la provincia de Entre Rios correspondieron a los
galpones 4 (2014), 6 (2015), 9 (2015), 10 (2015), 11 (2015), 12 (2015), 14 (2015), 18 (2015),
19 (2016) y 20 (20106).

Los aislamientos pertenecientes al custer IV fueron en 2013 y 2014, siendo
aislamientos de las provincias de Santa Fe (1, galp6n 2) y Entre Rios (4, galpén 1). El cluster
V incluy6 aislamientos de las provincias de Mendoza (1), Tucuman (1), Santa Fe (1, galpon
8) y Entre Rios (25) correspondientes a los afios 2015 y 2016. Los aislamientos de la
provincia de Entre Rios correspondieron a los galpones 9 (2015), 11 (2015), 12 (2015), 13
(2015), 14 (2015), 17 (2016) y 18 (2016). El duster VI incluyé aislamientos de SG
provenientes de las provincias de Jujuy (1), Mendoza (1), Santa Fe (6) y Entre Rios (6),
donde los afios de aislamientos correspondieron a 2013 (3 de Entre Rios, galpon 1), 2014
(Santa Fe, galpén 2), y 2016 (Jujuy, Mendoza y 3 de Entre Rios) correspondientes a
aislamientos del muestreo pasivo.

Los aislamientos pertenecientes al c/uster VII se aislaron en los afios 2014 un total de
8 aislamientos de Entre Rios (galpén 3) y 1 de Santa Fe (galpon 2) y 2015 de los cuales 2
correspondieron a Mendoza, 2 de Tucuman, 3 de Santa Fe (galpon 8) y 7 de Entre Rios
(galpén 3 y 12). Por otro lado, los aislamientos del custer VIII correspondieron a los afios
2015 (Santa Fe, 3 del galpon 8) y 2016 (Entre Rios, 3 del galpon 18). El duster IX sélo
presenté aislamientos de la provincia de Entre Rios correspondientes al afio 2013 (3)
provenientes de galpén 1. En el duster X los afios de aislamiento correspondieron al 2014
(Santa Fe) y 2015 (Entre Rios y Mendoza) todos provenientes del muestreo pasivo. Por otro
lado, en el c/uster X1 los afios de aislamiento fueron 2014 (1 de Entre Rios y 1 de Santa Fe),

2015 (1 de Santa Fe y 1 de Mendoza) y 2016 (2 de Entre Rios, galpén 17).
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Figura 30. Dendrograma de la relacion genética entre aislamientos de SG POR ERIC-PCR. I:
Afo del aislamiento II: Provincia argentina
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Continuacion de Figura 30. I: Afio del aislamiento II: Provincia argentina
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4.2. Determinacién de la relacion clonal de los aislamientos de Salmonella sp.

mediante PFGE.

Para este punto se incluyeron un total de 48 aislamientos de SG de los 204

aislamientos a los que se les habia realizado ERIC-PCR (Tabla 36). Ademas, se incluy6 la

cepa vacunal 9R (Intervet) al estudio. Por otro lado, se incluyeron 6 aislamientos de

Salmonella moévil aisladas de galpones de aves de postura con antecedentes de TA y 7

aislamientos de Salmonella mévil provenientes de pacientes humanos (Tabla 37). Las

serovariedades moviles incluidas en el estudio correspondieron a aquellas aisladas de

galpones y pacientes del mismo periodo de estudio: S. ser. Livingstone, SE y §. ser.

Schwarzengrund.

Tabla 36. Aislamientos de . ser. Gallinarum biovar Gallinarum incluidas en la reaccion de

PFGE.
N°  Provincia aiﬁfr(r)li(iflto Origen Perfil de resistencia

1 Entre Rios 2014 Ciego 10 AA NA-S-E

2 Entre Rios 2016 Higado 9 AA NA-CIP-E

3 Entre Rios 2016 Pool Foliculos AA CTX-NA-E

4 Entre Rios 2015 Hisopado Cloacal AA NA-CIP-E

5 Entre Rios 2014 Pata 3 AA NA-ENR-S-E

6 Entre Rios 2014 Higado 2 AA NA-S-E

7 Entre Rios 2016 Higado 5 CTX -NA-CIP-NOR-E

8 Entre Rios 2016 Pool Higado/Bazo CTX-CAZ-CPD-NA-CIP-NOR-ENR-E

9 Entre Rios 2016 Higado 2 CPD-NA-CIP-NOR-E

10 Santa Fe 2015 Bazo 1 NA-E

11 Santa Fe 2015 Sangre 8 NA-E

12 Entre Rios 2015 Médula 6sea 3 NA-ENR-E

13 Mendoza 2015 Pata 1 Galpén 3 NA-DO-TE-S-E

14 Entre Rios 2016 Higado 1 AA NA-E

15 Entre Rios 2016 Higado 1 AM NA-CIP-E

16 Entre Rios 2016 Cascara 2 NA-E

17 Entre Rios 2013 Higado 10 NA-CIP-NOR-S-E

18 Tucuman 2016 Pata 6 NA-CIP-E

19 B. Aires 2016 Pata 8 NA-CIP-ENR-E

20 Entre Rios 2013 Alimento 2A NA-CIP-NOR-ENR-E

21 Entre Rios 2016 Bazo 4 AA CTX-CAZ-NA-CIP-NOR-E

22 Entre Rios 2015 Bazo 7 AA KF FOXN%IE% EFI?RZ— F%PCI?ENA CIp

23 Entre Rios 2015 Pata 4 AM CEM-CTX-CPD-NA-CIP-NOR-ENR-
FFC-E

24 Entre Rios 2014 Yemal NA-NOR-E

25 Entre Rios 2015 Ciego 5 AA CFM-CTX-CAZ-CPD-NA-CIP-NOR-
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ENR-FFC-S-E
26 Entre Rios 2015 Higado 3 AM CTX-NA-CIP-NOR-FFC-S-E
27 Santa Fe 2014 Pata 3 NA-E
28 Santa Fe 2014 Pata 1 NA-E
29 Entre Rios 2015 Higado 3 AM CTX-NA-CIP-NOR-ENR-FFC-S-E
30 Entre Rios 2015 Pool Foliculo 1 AM CAZ-NA-CIP-NOR-ENR-FFC-E
31 Jujuy 2016 Pata 1 AMIL-AMP-NA-CIP-DO-TE-CN-K-N-E
32 Jujuy 2016 Pata 4 NA-CIP-ENR-DO-TE-E
33 Entre Rios 2015 Ciego 10 AM NA-CIP-NOR-ENR-S-E
34 Entre Rios 2016 Pool Ovario AA CTX-CAZ-NA-CIP-NOR-ENR-E
35 Entre Rios 2015 Pata 9 AM NA-CIP-NOR-FFC-S-E
36 Tucuman 2015 Pata 2 NA-E
37 Entre Rios 2015 Bazo 1 AA CTX-CPD-NA-CIP-NOR-ENR-FOS-E
38 Entre Rios 2015 Pata 1 AM CFM-NA-CIP-NOR-ENR-E-AZM
39 Entre Rios 2015 Pool Foliculo NA-CIP-NOR-ENR-FOS-E
40 Entre Rios 2016 Bazo 3 AM NA-CIP-NOR-E
41 Entre Rios 2015 Bazo 2 AM NA-E
42 Entre Rios 2016 Pata 2 AM NA-NOR-E
43 Santa Fe 2014 Higado 2 SD AM NA-NOR-S-E
44 Entre Rios 2015 Pata 1 AM NA-CIP-NOR-E
45 Santa Fe 2015 Ciego 7 NA-S-E
46 Mendoza 2016 Pata 1 NA-DO-TE-S-E
47 Santa Fe 2015 Hisopado cloacal 10 NA-E
48 Santa Fe 2014 Ciego 7 AM KF-FOX-CFM-CTX-CAZ-CPD-NA-

DO-TE-AK-S-N-E

Referencias: AML: Amoxicilina; AMP: Ampicilina; KF: Cefalotina; FOX: Cefoxitima; CFM: Cefixima; CTX:
Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; CPD: Cefpodoxima; IMP: Imipenem; AMC: Amoxicilina/Acido clavulanico;
NA: Acido nalidixico; CIP: Ciprofloxacina; NOR: Norfloxacina; ENR: Enrofloxacina; DO: Doxiciclina; TE:
Tetraciclina; C: Cloranfenicol; FFC: Florfenicol; AK: Amicacina; S: Estreptomicina; CN: Gentamicina; K:
Kanamicina; N: Neomicina; SXT: Sulfametoxazol/Trimetoprima; TGC: Tigeciclina; CT: Colistina; FOS:
Fosfomicina; E: Eritromicina; AZM: Azitromicina.
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Tabla 37. Aislamientos de Sa/monella sp. moéviles incluidas en la reacciéon de PFGE.

N° Provincia Ao de Origen Serovar Perfil de resistencia
aislamiento

1 214 Ponedoras S-FOS-E

2 NA-E

3 AMP-NA-K-E

S. ser. Schwarzengrund

4 2015 Humanos NA-E

5 NA-ENR-K-E

6 NA-ENR-E

7 Entre Rios 2015 Ponedoras E

8 2014 S. ser. Enteritidis E

9 2017 Humanos AML-AMP-DO-TE-

C-FFC-FOS-E

10 S-E

1 2015 .

12 —— Ponedoras S. ser. Livingstone .

13 2016 .

Referencias: AML: Amoxicilina; AMP: Ampicilina; NA: Acido nalidixico; ENR: Enrofloxacina; DO:
Doxiciclina; TE: Tetraciclina; C: Cloranfenicol; FFC: Florfenicol; S: Estreptomicina; K: Kanamicina; FOS:
Fosfomicina; E: Eritromicina; AZM: Azitromicina.

Al realizar la reacciéon de PFGE, el grado de semejanza entre las cepas se representd
en un dendrograma de homologia (Figura 31). Considerando el 100 % de similitud, se
observo que la cepa de SG 9R presentd un patron unico. Con respecto a los 48 aislamientos
de SG se observaron 4 patrones. El custer 1 incluy6 3 aislamientos de la provincia de Entre
Rios aislados en los afios 2015 (1) y 2016 (2). Con respecto al c/uster 11, el mismo incluy6 los
aislamientos correspondientes al afio 2014 provenientes de la provincia de Entre Rios. El
cluster mas prevalente fue el III, el cual incluyé 42 aislamientos pertenecientes a las
provincias de Buenos Aires (1), Entre Rios (27), Jujuy (2), Mendoza (2) y Santa Fe (8)
correspondientes a los afos 2013, 2014, 2015 y 2016. Un solo aislamiento de Entre Rios
correspondiente al ano 2015 present6 un patrén tnico.

Teniendo en cuenta los perfiles de resistencia de los aislamientos de SG incluidos en
el ensayo de PFGE, se observé que las cepas pertenecientes al custer I fueron resistentes a 3
categorfas de ATM (cefalosporinas, quinolonas y aminoglucésido). Los aislamientos
pertenecientes al custer 11, presentaron 3 patrones de resistencias; NA-S-E; NA-CIP-E y
CTX-NA-EAI analizar el c/uster mas prevalente, se observaron aislamientos resistentes desde
2 a 13 familias de ATM. Por otro lado, el aislamiento con el patrén tnico presenté el perfil
de resistencia NA-CIP-E.

Con respecto a los aislamientos de tipo mévil y considerando el 100 % de similitud

(Figura 27), se observé que los aislamientos de SE (1 de granja y 2 de humanos)
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presentaron el mismo patrén de restriccion. Con respecto a S. ser. Livingstone, el ADN de
uno de los aislamientos proveniente de galpones con antecedentes de TA se lisé y por lo
tanto no se pudo obtener el patréon genético correspondiente, pero los aislamientos de los
afios 2015 (1) y 2016 (2) todos presentaron el mismo patrén de restriccion. Por el contrario,
con respecto a S. ser. Schwarzengrund, se observo que el aislamiento proveniente de un

galpon de aves de postura con antecedente de TA presentd un patrén unico, mientras que

los 5 aislamientos provenientes de pacientes humanos conformaron un mismo c/uster.
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Xbal-PFGE

Xbal-PFGE I

2017
2014
2014
2012
2014
2016
2016
2014
2014
2014
2015
2015
2015
2014
2014
2014
2015
2016
2016
2016
2013
2016
2016
2013
2016
2015
2015
2014
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2016
2016
2015
2016
2015
2015
2015
2015
2014
2016
2014
2016
2013
2014
2014
2016
2014
2013
2015
2016
2016
2014
2015
2015
2015
2015
2015

Sala de parto Enteritidis
Humano cepa 877H Enteritidis
Guano F 1 A perif. XLD-T Enteritidis

REA de vacuna
Ciego 10 MC AA
Higado 9 AA SS
Pool Foliculos AA 5SS

Hisop Cloacal & EF-18 AA

Pata 3 MC AA
Hig 2 MC AA

Hig 5

Pool HB MC (2)
Hig 2

Bazo 1 MC
Sangre 8 XLD-T 2
Pata 3 MC

Pata 1 Galpon 3 MC 2
Higado 1 AA MC
Higado 1 AM MC
Cascara 2 XLD
Hig. 10 MC
Pata 6 MC

Pata 8 MC (2)
Alimento 2A (2) EF-18
Bazo 4 MC AA
Bazo 7 MC AA
Pata 4 MC AM
Yema XLD 1
Ciego 5 MC 1 AA
Hig 3 MC AM
Pata 3 Santiago MC
Pata 1 Sergio MC
Hig 3 MC AM
Fol 1 MC AM
Pata 1 MC
Pata 4 MC
Ciego 10 S5 AM
Pool Ovario MC (1) AA
Pata 9 MC AM
Pata 2 MC
Bazo 1 5SS AA
Pata 1 MC AM
Pool Fol 55
Bazo 3 MC AM
Bazo 2 MC AM
Pata 2 MC AM
Hig 2 SD MC AM
Pata 1 S5 AM
Ciego 7 MC
Pata 1 MC
Hisopo 10 EF-18
Ciego 7 MC AM

Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum
Gallinarum

Huano 1A perﬁen’a
Pulmoén 2 TT MC1
Pulmon 3 TT SS2

Livingstong
Livingstong
Livingstong

Cofia periferia XLD-T1 Schwarzengrund
Humano cepa SL702 Schwarzengrund
Humano cepa 641 Schwarzengrund
Humano cepa SL712 Schwarzengrund
Humano cepa 288 Schwarzengrund
Humano cepa 092 Schwarzengrund

Figura 31. Dendrograma de la relacion genética entre aislamientos de SG (amarillo) y Salmonella
moviles. Subrayado en rojo cepa vacunal SG 9R. I: afio de aislamiento. II: origen del aislamiento
III: Serovariedad o biovar de Salmonella.
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1. Aislamiento de Salmonella sp.

Si bien SG no tiene implicancia en salud publica, el hallazgo de esta enfermedad
cobra mucha importancia en términos econémicos debido a las pérdidas que ocasiona a la
produccion avicola. (Barrow y Freitas Neto, 2011). Un método de deteccion no ofrece la
misma posibilidad de aislamiento a todos los serotipos de Sa/monella (Jones y Richardson,
2004). Soria y col. (2011) demostraron que las cepas de SG y SP son dificiles de detectar
en muestras de alimentos para aves. Por otro lado, un estudio posterior de Soria y col.
(2013b) donde se compararon 3 métodos de cultivos para SG y SP en alimento inoculado
artificialmente, observaron que el limite de deteccion usando caldo Salmocyst como pre-
enriquecimiento, suplemento selectivo en tabletas para el caldo Salmocyst y siembra en
agates XLDT y EF-18 estuvo entre 3 x 10" y 3 x 107 UFC/25 g. En este trabajo de tesis,
teniendo en cuenta que se utilizé la misma matriz y metodologia, sélo se obtuvieron 2
muestras de alimento positivas a SG. Con ello, se pudo constatar que el alimento puede
servir como via de entrada de esta bacteria, como plantean otros trabajos (Williams, 1981;
Shivaprasad, 2000; Jones, 2011).

Para disminuir la carga bacteriana presente en el alimento para aves, generalmente
se lo trata mediante un proceso de calentamiento. Por esta razén, si hay Salwonella
presente, probablemente se dafiarfa por las altas temperaturas y para poder revivirlas se
realiza previamente un enriquecimiento. Por lo antes mencionado, el resultado obtenido
en las muestras de alimento en este trabajo de tesis podria explicarse de dos maneras: que
la cantidad de SG presente en el alimento estaba por debajo del limite de deteccién para la
técnica empleada o bien que el tratamiento térmico del alimento pudo dafiar a las cepas de
SG y no pudo ser recuperada después del enriquecimiento.

La recoleccion de los huevos durante el muestreo producidos en las granjas tiene
la ventaja de ser una medida directa y con sentido epidemiolégico de la sanidad del
establecimiento avicola. Sin embargo, se ha observado que las gallinas naturalmente
infectadas producen huevos contaminados en muy bajas frecuencias (Gast y Beard, 1993).
Soria y col. (2012b) en su trabajo de inoculacién de Salmonella en el contenido de huevo
observaron que SG podia detectarse en una concentracion entre 5 a 13 UFC/25 ml de
muestra. Por otro lado, Soria (2012) en su estudio de Salmonella en huevos destinados para
consumo humano, de un total de 451 pooles de clara y yema, s6lo el contenido de 1 huevo
fue positivo para este biovar. Betancor y col. (2010), en su trabajo de prevalencia de
Salmonella enterica en aves y huevos del Uruguay, sobre un total de 620 pooles de huevos

muestreados en granjas de postura, encontraron 4 muestras positivas a SG
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correspondiendo a 4 granjas diferentes. Si bien los trabajos anteriores no fueron realizados
en granjas con antecedentes de brotes de TA, los resultados negativos en las muestras de
huevo analizadas en este trabajo de tesis coinciden con la baja prevalencia encontrada en la
literatura.

Carrique-Mas y Davies (2008) sefialaron que, durante la vida de un lote infectado,
normalmente Salmonella sp. es excretada de manera intermitente por una pequefia
proporcién de aves. Kagambeéga y col. (2013) evaluaron 350 muestras de guano donde el
55 % de las mismas resultaron positivas para Salmonella de tipo moévil. Ademas, existen
varios trabajos en los cuales el porcentaje de aislamiento de Salmonella paratificas varia
entre un 11 % al 60 % en muestras de guano (Melbak y col., 2006; Ishihara y col., 2009;
Fashae y col., 2010; Fagbamila y col., 2017). En este trabajo de tesis el porcentaje de
muestras positivas de materia fecal (guano) fue del 10,6 % (10/94) que correspondieron a
6 galpones muestreados. El-Tras y col. (2010) informaron que la cloaca de las aves es un
sitio de colonizacién importante y juega un rol en la posterior infecciéon del huevo. Por
ello, la recolecciéon de pequefias muestras de materia fecal de varios sitos del galpén,
mezcladas en una muestra conjunta, aumenta las chances de incluir excretas con Sa/wonella,
ya que compensa la baja prevalencia de esta infecciéon que usualmente se registra a nivel
individual.

La mayoria de los serovares de Salmonella producen sulfuro de hidrégeno con la
excepcion de unos pocos (S. ser. Paratyphi A y S. ser. Choleraesuis) y ademas la mayoria
no fermentan la lactosa. Estas importantes propiedades bioquimicas se han utilizado para
desarrollar una variedad de medios selectivos y diferenciales para el cultivo, el aislamiento
y la identificacion de Salmonella (Jajere, 2019). Soria y col. (2011), compararon la
sensibilidad del agar XLDT y el agar EF-18 en muestras de alimento para aves
contaminadas artificialmente con serovares moviles e inmoviles de Salmonella, y no
encontraron ninguna diferencia en este parametro. Sin embargo, por otro lado, Soria y col.
(2017) encontraron que el agar EF-18 tenia una mejor sensibilidad relativa que el agar
XLDT en muestras de alimento contaminado naturalmente. En el presente trabajo se
observé que tanto EF-18 como XLDT tuvieron la misma Ser para el alimento, aunque,
existi6 un bajo porcentaje de aislamiento de Salmonella sp. Esto concuerda con lo
publicado por Poppe y col. (2004) quienes indicaron que las cepas inméviles de Salmonella
representan menos del 1 % de los aislamientos efectuados a partir de alimento balanceado

para consumo animal.
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En este trabajo de tesis también se aislé6 SG de muestras de 6rganos provenientes
de aves agonicas sacrificadas. Chiroma y col. (2017) aislaron SG del higado, bazo y ovario
en aves de postura infectadas experimentalmente, desde los 9 dias posteriores a la
infeccién y durante todo el periodo experimental (42 dias). Resultados similares fueron
observados por Lopes y col. (2016), quienes recuperaron SG de los higados y bazos a los
2, 4, 6 y 12 dias después de la infeccion. En nuestro estudio, menos del 37 % de las
muestras de 6rganos fueron positivas para el aislamiento de SG en las aves agoénicas
sacrificadas provenientes de galpones con antecedente de brote de TA. El bazo, el higado,
el contenido de foliculos ovaricos y la médula 6sea fueron las muestras que mostraron la
mayor tasa de aislamiento de SG, con una concordancia de ligera a buena entre ellas.
Diferentes trabajos en los que se realizaron infecciones experimentales de SG (por ruta
oral, intra-ingluvial e intraperitoneal), mostraron una tasa de aislamiento de esta bacteria
entre 0 % y 78 % en muestras de higado, foliculo ovarico/oviducto y bazo de gallinas
ponedoras sacrificadas. Sin embargo, pudo ser aislada de todas las muestras de 6rganos
sembradas de las aves muertas (Chacana y Terzolo, 2006; Prosdocimo, 2013; Nazir y col.,
2014).

A diferencia de los resultados obtenidos por Prosdocimo (2013), donde no se
pudo aislar SG de ninguna muestra de médula 6sea, de las aves de postura infectadas
experimentalmente con este biovar, en este trabajo de tesis el porcentaje de aislamiento de
SG de médula ésea fue de 31,2 % (34/109). Esto podtia explicarse a que las aves de
postura infectadas experimentalmente no murieron de tifosis aviar en su fase septicémica,
sino que fueron sacrificadas previo a que esto ocurra (Prosdocimo, 2013).

En un estudio realizado por Chacana y Terzolo (2000) se encontré que SG podia
ser recuperado al segundo dia después de la infeccidn, utilizando hisopados cloacales, pero
pasado ese tiempo no podia aislarse de ninguna de las muestras analizadas, incluso en
todas las gallinas no vacunadas contra Salmonella. Estos resultados podrian explicar la baja
tasa de aislamiento de SG obtenida en este trabajo de tesis.

Se sabe que SG crece bien en cultivos puros en medios no selectivos, pero se han
descripto algunos medios selectivos y de enriquecimiento que contienen sustancias para
inhibir el crecimiento de organismos contaminantes (OIE, 2018). Cuando se evaluaron los
medios agarizados selectivos y diferenciales en las muestras de 6rganos provenientes de
aves muertas naturalmente, en general presentaron una buena Ser y EXAr, salvo en las
muestras del pool de ciegos donde el medio SS presentd una Ser de 0. Cox y col. (1972)

evaluaron el desempefio del agar SS en muestras de excretas de aves de corral,
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encontrando un 41,6 % de muestras positivas, siendo el mas alto comparado con otros
medios de cultivo. Por otro lado, Soria (2013) encontré una elevada Ser y EXAr en el
aislamiento de SG utilizando los agares MC y SS de muestras de aves. Los resultados
obtenidos en este trabajo de tesis concuerdan con estos autores. Con respecto a las
muestras de médula 6sea, Soria (2013) encontré una mayor Ser en agar MC comparado
con el S§, atribuyéndole estos resultados a la menor selectividad del medio. En contraste,
en este trabajo de tesis para el mismo tipo de muestra, la Ser y EXAr estuvo entre 0,98-1y
no fueron estadisticamente diferente los medios MC y SS.

Soria (2013) utilizando los medios selectivos y diferenciales como MC y SS y el
método de impresion de los érganos, reporté que la concordancia entre estos medios
estuvo entre muy buena y excelente para el aislamiento de SG en muestras de higado, bazo
y médula 6sea, mientras que este parametro fue excelente en el pool de 10 hisopados
cloacales en los medios agarizados XLDT y EF-18 en aves de postura muertas
naturalmente, utilizando el método de pre-enriquecimiento, enriquecimiento selectivo y
siembra en medios selectivos y diferenciales. En este trabajo de tesis, se encontraron los
mismos resultados con relacién a los medios MC/SS, pero fueron diferentes para las
muestras de hisopado cloacal en los medios agarizados XLDT y EF-18. Aunque Soria
(2013) utiliz6 los mismos medios para el aislamiento de Salmonella del hisopado cloacal, la
diferencia radica en que en el trabajo antes mencionado las muestras se procesaron en

formato de pooles, mientras que en este trabajo se utilizaron muestras individuales.

2. Parametros hematolégicos y bioquimicos de aves agénicas de galpones con
antecedentes de TA.

Lucas y Jamroz (1961) dijeron que el nimero deseable de aves para ser utilizado en
un grupo experimental estda determinado por el componente sanguineo. Ellos informaron
una alta variabilidad en algunos de los componentes de la sangre que, por razones
practicas, hacen que sea necesario aceptar un alto coeficiente de variacion. En este trabajo
de tesis, los rangos de todos los parametros analizados en aves de postura provenientes de
galpones con antecedentes de TA concuerdan con lo expresado por Lucas y Jamroz
(1961). Nazir y col. (2013) mostraron que el aumento de RTGB se debié al aumento en el
namero de heterdfilos y linfocitos en la infeccidon experimental por SG. Sin embargo, los
heteréfilos contribuyeron mas al desarrollo de la leucocitosis. En este trabajo de tesis, los
heteréfilos y los linfocitos fueron las células granulociticas y mononucleares mas

comunmente encontradas en los frotis sanguineos, como ocurre en aves de postura y
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pollos parrilleros clinicamente sanos (Lucas y Jamroz, 1961, Sturkie y Griminger, 1986,
Simaraks y col, 2004, Latimer y Bienzle, 2010). El porcentaje de heteréfilos y el RTGB
aumento en las aves de postura positivas al aislamiento de SG, mientras que el porcentaje
de linfocitos disminuy6 en los mismos animales. El aumento en el recuento de leucocitos
podria deberse a la rapida multiplicacion de SG dentro de los fagocitos (Berchieri, 2000).
Diversos trabajos informaron que, durante las infecciones causadas por SG, una variedad
de células inflamatorias se activa, lo que lleva a matar las bacterias (Kaiser y col., 2000;
Chappell y col., 2009), y los heteréfilos son la principal linea celular que responden en las
infecciones bacterianas (Latimer y Bienzle, 2010).

Por otro lado, el higado es responsable de la mayoria de los procesos de sintesis,
metabolismo, excrecién y desintoxicacion en el cuerpo (Zaefarian y col., 2019). Algunas de
las actividades enzimaticas que aumentan cuando hay una enfermedad hepatica son ALT,
AST y GGT (Tennant y Center, 2008). Sin embargo, en numerosos trabajos se informo
que estas enzimas no son exclusivamente hepaticas (Campbell y Coles, 1989; Brugere-
Picoux y col, 1987; Tennant y Center, 2008). Biazus y col. (2017) encontraron un
incremento de los niveles enzimaticos de ALT, AST y GGT en aves de postura de la
misma edad infectadas naturalmente por SG. A estos datos, se suman los aportados por
Freitas Netos y col. (2007) informando que el nivel de AST es significativamente mayor a
los 5 dias posterior a la infeccion experimental con SG en aves de postura. Mientras que
otros autores (Nazir y col., 2013; Sharma y col., 2018) informaron que los niveles de ALT
y AST disminuyen después de 21 dfas a la infeccion artificial con el mismo biovar, hasta
los valores de los pollos controles. En este trabajo de tesis, los niveles de ALT, AST y
GGT no cambiaron significativamente en aves de postura con aislamiento positivo a SG,
aun cuando en los animales negativos al aislamiento de SG se observé un aumento de
AST y GGT en aves menores de 18 meses de edad. Ademas, Soria y col. (2015)
encontraron valores similares a los de este trabajo de tesis con respecto a AST en aves de
postura comerciales con o sin infeccion natural por SG, utilizando ARP como diagnéstico
en aves menores de 18 meses. Por el contrario, los niveles enzimaticos de ALT fueron
mas altos en las aves de granjas con antecedentes de TA comparadas con el grupo de aves
de la misma edad estudiadas por Soria y col. (2015). Este comportamiento podria
explicarse teniendo en cuenta la ubicacion de las enzimas hepaticas ya que la AST se
encuentra dentro de las células de diversos 6rganos y tejidos como el higado, el rifién, el

musculo-esquelético y cardiaco, mientras que, la ALT se localiza predominantemente
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(aunque no unicamente) en el higado. Asi, un aumento de ALT procedera casi siempre del
higado, indicando destruccion de las células hepaticas (Moreira y Garrido, 2015).

La relacién AST/ALT sugiere ciertas condiciones en los seres humanos, por lo
que en este trabajo de tesis se evalu6 dicha relaciéon en aves de postura. Esta proporcion
suele ser inferior a 1, en hepatitis virales humanas (Botros y Sikaris, 2013). L.a mayorfa de
las muestras de aves de postura mostraron una relacion AST/ALT mayor a 1 en este
trabajo de tesis. Ademas, Senanayake y col. (2015) informaron que la relacién AST/ALT
aumenta con la edad en los pollos parrilleros criados a 27 © C, con suministro de alimento
y agua a voluntad. Si bien en este trabajo de tesis se ha realizado en aves de postura con
antecedentes de TA, se observo que la relacion AST/ALT disminuy6 con el aumento de la
edad de las aves de postura cuando el aislamiento a SG fue positivo e inclusive la
disminucion fue significativa en muestras negativas al aislamiento de SG.

Diferentes autores mostraron que la proteina sérica total estda influenciada por la
edad, aumentando en aves de 16 a 17 meses de edad (Jones, 1987; Kaneko, 1997; Filipovic
y col., 2007). Sin embargo, en este trabajo de tesis se encontrd que las PT disminuyeron en
las aves de postura de = 18 meses de edad. Inclusive, las PT y GLOB disminuyeron en las
aves de postura positivas al aislamiento de SG. Estos resultados podrian explicarse, como
informaron otros autores, debido al dafio hepatico severo que resulta en la falla de la
sintesis de la proteina plasmatica (Nazir y col.,, 2013; Shah y col., 2013; Kumari y col,,
2015; Biazus y col., 2017).

La presencia de LF tiene un valor limitado para discriminar entre patégenos que
causan diarrea acuosa en seres humanos cuando la respuesta inflamatoria es leve. Los
pacientes con patégenos diarreicos presumiblemente no inflamatorios pueden tener una
respuesta inflamatoria leve con LF entre de 11-20 L/campo (Guerrant y col., 1992;
Huicho y col., 1996, 1997). Por otro lado, diferentes autores (Henderson y col. 1999,
Kaiser y col., 2000) sugieren que la entrada de SG no desencadena una fuerte respuesta
inmune o inflamatoria. Tal mecanismo permitiria la entrada de este biovar sin producir
dano intestinal. Del mismo modo, Soria y col. (2015) encontraron una pobre concordancia
entre el suero diluido en la prueba de ARP para Salmonella y LF en un estudio de
monitoreo en aves de postura. En este trabajo de tesis, la concordancia entre ARP con
suero puro o diluido y los resultados de LF estuvo entre nula a ligera. Comparando las
muestras en las pruebas ARP y LF, solo el 5,2 % y el 2,1 % de las aves de postura fueron
positivas en ambas pruebas para sueros puros y diluidos, respectivamente. Ademas, la

concordancia entre el aislamiento de SG de las muestras y la presencia de LF fue de nula a
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ligera, con diferencia estadistica entre ambos. Diferentes autores informaron una
seroprevalencia de salmonelosis en gallinas ponedoras entre 14,1 % y 43,4 % (Islam y col.,
20006, Akter y col., 2007, Hossain y col., 2010) con suero puro y 7,0 % con sueros diluidos
(Soria y col., 2015), respectivamente. Esta variaciéon puede explicarse debido a la variacion
geografica, la metodologfa, el nimero de aves utilizadas y si el suero se diluyé o no. En
este trabajo de tesis hubo un 46,7 % y un 23,7 % de muestras de suero positivas a la
infeccién por SG en brotes de TA con sueros puros y diluidos, respectivamente. La
prueba de ARP en algunos casos puede tener falsos positivos y para ello, los sueros de la
prueba deben inactivarse calentandolos a 56 °C durante 30 minutos en un bafio de agua o
bien diluyendo los sueros (OIE, 2018). Estos dos procesos se realizaron en nuestro
estudio. Por otro lado, la prueba de ARP para Salmonella puede detectar tanto SP o SG
(Shivaprasad y Barrow, 2008), y puede subestimar la infecciéon por otros serotipos de
Salmonella. Otras serovariedades de Salmonella invasivas, como SE, pueden dar resultados
falsos positivos en pruebas serolégicas para SP-SG debido a que comparten el antigeno
inmunodominante O-9, que genera inmunidad cruzada. Ademas, los animales que son
serolégicamente positivos pueden haber dejado de excretar Salmonella a pesar de que las
concentraciones de inmunoglobulina circulante pueden permanecer altas, mientras que
otros animales en la granja pueden estar infectados. Las aves serolégicamente negativas
pueden resultar de una infeccién reciente, causando excrecion antes de que la produccion
de inmunoglobulina sea maxima, o infeccién con serotipos menos invasivos (OIE, 2018).
En este trabajo de tesis, sélo se pudo aislar S. ser. Derby en una muestra de hisopado
cloacal en las aves de postura provenientes de galpones con antecedentes de TA. Por su
férmula antigénica, este serovar no cruza en la respuesta inmune con SG. Por lo tanto, hay
una baja posibilidad de tener reaccién cruzada con SE o SP en estos animales.

En referencia al resultado de ARP (positivo y negativo) y la edad de las gallinas
(menor a 18 meses), Soria y col. (2015) no encontraron diferencias estadisticamente
diferentes en los parametros hematoldgicos y bioquimicos estudiados. Por el contrario, en
este trabajo de tesis se observé un incremento en el porcentaje de heterofilos, relacion
H/L, RTGB, GLOB y disminucién del porcentaje de linfocitos en las aves < 18 meses de
edad con resultado positivo a la ARP. Las diferencias observadas en este trabajo de tesis y
los resultados obtenidos por Soria y col (2015) pueden deberse a que estos ultimos
realizaron un estudio de monitoreo para Salmonella utilizando el suero diluido 1/5, sin

confirmacion de la presencia de SG con el aislamiento mediante medios de cultivos.
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3. Presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano presentes
en muestras de galpones de aves de postura con antecedentes de tifosis aviar.

Vandenberge y col. (2012) determinaron la presencia de residuos de ATM (DO:
doxiciclina) en el higado y tejido muscular de pollos de engorde suplementados con
alimento contaminado con DO, y reportaron que el higado fue la muestra que presentd
mayor concentraciéon de residuos del ATM. Si bien en este trabajo de tesis no se
contaminé artificialmente el alimento para aves, se observd que el crecimiento de BS
ATCC 6633 fue inhibido por 2 muestras de alimento provenientes de 2 galpones, donde
en uno de ellos se habia utilizado ATM (oxitetraciclina, fosfomicina y enrofloxacina),
mientras que en otro galpén en el que indicaron haber usado enrofloxacina, se observo el
efecto inhibitorio del crecimiento solo para ST INTA 06/11.

Otro de los métodos mas comunes y econémicos para administrar ATM a
diferentes tipos de aves es a través del agua de bebida. Proporciona una solucion rentable,
una administracion segura y una distribucién rapida a todas las aves en los estadios
primarios de la enfermedad, y facilita la dosis o el cambio de medicamentos (Landoni y
Ibarellos, 2015). Ademas, debido a la baja calidad del agua en los paises en desarrollo
(dureza, presencia de diferentes iones, sustancias en suspension, temperatura, etc.) los
ATM se usan, en ciertos casos. en dosis mas altas que la dosis indicada, con la esperanza
de alcanzar la concentraciéon Optima necesaria en los cuerpos de los animales tratados
(Collel, 2006; Dosoky y col., 2015; Okocha y col., 2018). En este trabajo de tesis la
presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento en muestras de agua provenientes de
galpones de aves de postura con antecedentes de TA fue en bajo porcentaje. S6lo una
muestra de agua inhibi6 el crecimiento de las 4 cepas evaluadas y correspondié al galpon
en el cual estaban utilizando enrofloxacina (ENR). Sumano Loépez y Gutierrez Olvera
(2000) indicaron que cuando una granja con problemas sanitarios se medica con ENR se
hace por via oral mediante el agua de bebida y, en contadas ocasiones, por medio del
alimento. Si bien en este trabajo de tesis no nos indicaron la via de administraciéon del
ATM, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis demostraron la presencia de
residuos de sustancias antibacterianas en el galpén tratado con ENR tanto en las muestras
de agua como de alimento.

Existen varios trabajos de investigaron sobre la presencia de residuos de ATM en
animales tratados en diferentes matrices (corazoén, higado, bazo, rifiones, etc.), mediante
diferentes técnicas (Amjad y col., 2005; Mehdizadeh y col., 2010; Amiri y col.,, 2014).

Sattar y col. (2014) determinaron la presencia de diferentes antimicrobianos en 50 higados
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y observaron altas concentraciones de tetraciclina (48 %), ciprofloxacina (44 %),
amoxicilina (42 %) y residuos de ENR (40 %) en higados de pollos y aves de postura
mediante técnica de cromatografia en capa delgada. Si bien, en este trabajo de tesis se
utilizé6 un método cualitativo, se observé un bajo porcentaje de muestras positivas de
sustancias inhibidoras del crecimiento en las muestras de higados y bazos provenientes de
las aves agonicas sacrificadas. Si bien no se determiné el tipo de sustancia inhibidora, esas
muestras correspondieron a galpones tratados con diferentes antibidticos como
kanamicina, gentamicina, enrofloxacina y amoxicilina.

Las pruebas de inhibicién del crecimiento microbiolégico se han utilizado
tradicionalmente en la deteccién de varios residuos de antibiéticos. Estas pruebas se basan
en la capacidad de los ATM para inhibir el crecimiento de bacterias sensibles. Una de las
ventajas de estos ensayos es que son econémicos y requieren un equipamiento simple. Por
lo tanto, se pueden usar para el “screening” de grandes cantidades de muestras (Hagren y
col., 2005). Soria (2012) evalué la presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento en
huevos, provenientes de diferentes supermercados, mediante una técnica de inhibicion
microbioldgica y reporté que las muestras de clara presentaron mayor efecto inhibitorio, y
dicho efecto fue principalmente sobre SG. En contraste con esos resultados, en este
trabajo de tesis se utilizaron las mismas cepas y método microbiolégico, y se observé que
el efecto de inhibiciéon del crecimiento bacteriano fue dependiente de la serovariedad
ensayada tanto en clara (SE INTA PT 1 y SG INTA 06/121) como en yema (ST INTA
06/11 y SP INTA 90/142). Los efectos de inhibicién del crecimiento bacteriano presentes
en el huevo también pueden deberse a la presencia de sustancias inhibidoras del mismo.
De Franceschi y col. (1999) evaluaron el efecto inhibidor de la clara y yema de huevo en
un cultivo de SE y observaron que la clara inhibié la multiplicacién de SE actuando como
bactericida hasta los 7 dias de postura y como bacteriostatico hasta los 15 dias de postura,
mientras que en las muestras de yema no se observé dicho efecto. En este trabajo de tesis,
a diferencia de lo reportado por De Franceschi y col. (1999), para SE INTA PT 1 la
inhibicién del crecimiento bacterianos fue dada con ambos componentes del huevo (clara
y yema). Varios autores difieren en lo que respecta a que componente del huevo debe ser
tomado en cuenta a la hora de evaluar residuos de sustancias antibacterianas. Anhalt
(1977) y Hafez (1991) consideran a la yema como el principal compartimiento, mientras
que Blom (1975) reporta mayor concentracion de residuos en la clara. En este trabajo de

tesis, se han evaluado ambos componentes y si bien se observé un mayor efecto de
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inhibicion del crecimiento bacteriano en las muestras de clara, dicho efecto también fue
observado con las muestras de yema.

Gaudin y col. (2009) evaluaron la capacidad de deteccion de residuos de ATM del
kit Explorer en muestras de huevo entero y observaron que se podian detectar residuos de
eritromicina y tilosina, pero que no fue satisfactorio para la deteccién de tetraciclinas. A
diferencias de estos autores, en este trabajo de tesis se evaluaron muestras de clara y yema
por separado y se observo que no se pudieron detectar residuos de sustancias inhibidoras
en muestras de yema, aunque si en clara, pero en menor numero que los obtenidos con el
método microbiolégico en placa. L.a menor tasa de deteccion de muestras positivas con el
kit Explorer con respecto al método en placas, una de las causas podria deberse a que las
muestras de huevo deben diluirse antes de realizar la prueba con el kit, mientras que en el
método de placa se utilizé la muestra sin dilucion.

Dado que los antimicrobianos no comparten una estructura quimica comun, se
necesitan diferentes procedimientos analiticos para detectar cada familia o incluso cada
compuesto (Sanz y col., 2010). Diversos autores reportaron que cuando se administran
por via oral o intramuscular fluorquinolonas a gallinas ponedoras, sus residuos aparecen
en los huevos aproximadamente 24 h después de la primera dosis y persisten tanto en la
yema como en la albumina durante varios dias después de la interrupcion del tratamiento
(Maxwell y col., 1999; Lolo y col., 2005; Herranz y col., 2007). El método comercial
Explorer permitié realizar un tamizaje de las muestras analizadas en este trabajo de tesis,
de manera que en segundo lugar se utilizo el test para determinar residuos de quinolonas
mediante el kit Equinox. Sanz y col. (2010) evaluaron el mismo kit en muestras de
musculo (bovino, ovino, porcino y de aves) para diferentes quinolonas (enrofloxacina,
ciprofloxacina, marbofloxacina, norfloxacina, sarafloxacina, danofloxacina, difloxacina y
flumequina) y observaron que las concentraciones que puede detectar el kit estan por
debajo de los limites permitidos, por lo que es una buena prueba para la deteccién de
quinolonas. En este trabajo de tesis, si bien la matriz fue diferente (clara de huevo), se
observo que el 63,4 % de las muestras positivas a sustancias antibacterianas presentaron
residuos de quinolonas. De los 4 galpones que dijeron haber usado enrofloxacina, sélo en
2 de ellos se pudo detectar residuos de quinolonas como asi también en 3 galpones que no
indicaron el uso de este ATM. Cornejo y col. (2011) estudiaron la deplecion de residuos
de enrofloxacina y flumequina en aves de postura y reportaron que los residuos de
enrofloxacina + ciprofloxacina en la clara de huevo fueron detectables hasta por 8 dias,

mientras que, en la yema de huevo las concentraciones de estos ATM fueron detectables
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hasta el dia 10 posterior a la administraciéon. En este trabajo de tesis se pregunt6 si durante
las ultimas 3 semanas se habfan utilizado ATM, el tiempo transcurrido entre el uso y la
deteccion del residuo en el laboratorio pudo deberse a lo expuesto por Cornejo y col.
(2011) y/o a que en los galpones positivos a quinolonas adquirieron el alimento para las
aves y probablemente desconocian si este ATM habia sido agregado en el momento de su
preparacion.

Aunque diversos autores sugieren que la muestra de elecciéon para estudiar los
residuos de enrofloxacina y otras fluorquinolonas (danofloxacina y sarafloxacina) en
muestras de huevos es la yema (Gorla y col.,, 1997; Chu y col., 2002; Yang y col., 2007;
Cornejo y col., 2011). Lolo y col. (2005) indicaron que tanto las muestras de clara y yema
pueden ser utiles para detectar residuos de enrofloxacina + ciprofloxacina. Sin embargo,
en este trabajo de tesis s6lo se pudo detectar residuos de quinolonas en las muestras de
clara, aunque no se ensayaron muestras de yema directamente, debido a que ninguna de

esas muestras fue positivo a sustancias antibacterianas.

4. Identificaciéon de factores de riesgo para Salmonella sp. en gallinas
ponedoras con antecedentes de tifosis aviar.

El procedimiento de analisis de los factores de riesgo asume que la asociacion
existente entre dicho factor y la enfermedad puede predecir la existencia de la misma, sin
embargo, la mera presencia del factor no tiene valor diagnéstico per se sobre la presencia
de enfermedad individual (Tarabla, 2000). Uno de los factores que se determiné en este
trabajo de tesis que puede afectar la presencia de Salmonella en las granjas analizadas es “si
se realiza o no el control de moscas”. Salmonella se distribuye ampliamente en moscas y
con menor frecuencia en escarabajos y 4caros. Las granjas ofrecen nichos excelentes y
adecuados como estiéreol, polvo, alimentos derramados y largos periodos de produccion
sin limpieza (Wales y col.,, 2009; Zamora-Sanabria y Molina Alvarado, 2017) para la
reproduccion de estos vectores. La Musca domestica es la mosca asociada con mayor
frecuencia con zoonosis en todo el mundo (Bidawid y col., 1978; Barro y col., 20006).
Hinckle y Hickle (1999) reportaron que las moscas son el grupo de plagas mas importante
en aves de postura de California. Ademas de la Musca domestica, indicaron que la especie
Fannia es un problema para el vecindario porque puede migrar lejos de las granjas. En este
trabajo de tesis no se determiné la especie de mosca presente en los galpones
muestreados, pero si se observo que las granjas que no realizaban control de este vector

presentaban mayor probabilidad de tener SG en sus instalaciones. En contraste con estos
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hallazgos, Soria (2013) no encontré como posible riesgo que las granjas presenten
Salmonella sp. en base a si realizan o no el control de moscas, lo que podria deberse a que
en este estudio el 85 % (17/20) de las granjas si realizaban control para este vector. Por
otro lado, Vanselow y col. (2007) reportaron que las poblaciones de moscas fueron
identificadas como un factor de riesgo para la excrecion de Salmonella sp. por el ganado de
engorde en Australia. Si bien este estudio fue realizado en otro tipo de produccién,
concuerdan con los resultados encontrados en este trabajo de tesis.

Otro factor de riesgo que se pudo determinar en este trabajo de tesis fue si en las
granjas muestreadas “realizaban o no vacunaciéon para SG”. La vacunacién es una
herramienta de control especifica contra Salmonella. Las vacunas se usan para aumentar la
resistencia a la infeccién y puede mejorar la capacidad de respuesta a corto plazo de los
programas de control, pero los problemas no se eliminan por completo (Zamora-Sanabria
y Molina Alvarado, 2017). La vacuna viva SG 9R contiene una cepa rugosa de SG. Tanto
SG como SE pertenecen al serogrupo D1 de Salmonella y comparten la misma férmula de
antigeno somatico "O" inmunodominante (Ochoa-Reparaz y col., 2004) y, por lo tanto, se
espera una proteccion cruzada razonable entre los dos serotipos. Esta teorfa se confirmé
en un gran ensayo de campo, en los Paises Bajos, en el que 80 lotes comerciales fueron
vacunados con la cepa de la vacuna SG 9R y el nivel de apariciéon de infecciones por SE en
los lotes fue del 2,5 % (2/80 lotes), que fue significativamente menor que en granjas no
vacunadas (214 de 1854 aves, 11,5 %; Feberwee y col., 2001a). Si bien, en este trabajo de
tesis se determiné que aquellas granjas que no vacunaban contra Sa/wonella sp. tenian mas
probabilidad de tener SG en sus instalaciones, todas las granjas que habian recibido la
vacuna 30 % (6/20) en los galpones muestreados fueron positivos al aislamiento de SG en
muestras de Organos de aves muertas. Esto sugiere que, las condiciones ambientales
(estrés, mala higiene, etc.) y las malas practicas de manejo pueden interferir con el éxito de
la vacunacién (Penha Filho y col., 2009). Por otro lado, de los 14 galpones no vacunados
con SG 9R, solo en uno se aislé SE de guano. Este hallazgo podria explicar por qué en las
granjas vacunadas no se aisl6 este ultimo serovar.

Muchas de las variables relacionadas con la presencia de Salmonella sp. que han
sido estudiadas en este trabajo de Tesis y que no resultaron significativas al realizar el
analisis multivariado, fueron “nimero de galpones”, “equipamiento para el ingreso de
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personas”, “eliminacién de cadaveres”, “analisis de agua”, “cantidad de aves en el galpon”,
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“cantidad de aves por jaula”, “edad de las aves” y “uso de medicacién”.
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Con respecto al nimero de aves por galpones, a diferencia de los resultados
obtenidos en este trabajo de tesis, varios autores demostraron que lotes con un gran
namero de aves presentaban un aumento de riesgo de contaminarse con Salmonella que en
aquellos que contenfan menor cantidad de aves (Huneau-Salaiin y col., 2009; Mollenhorst
y col. (2005; USDA, 2000; Snow y col., 2010, Soria, 2013). Esta disparidad de resultados
podria deberse al bajo numero de galpones estudiados para este parametro, ya que, si bien
se obtuvo un P de 0,057 en el primer analisis y de esta manera se pudo incluir esta variable
a el andlisis multivariado, sin embargo, no fue un factor de riesgo asociado a la presencia
de SG.

Por otro lado, Chaiba y Rhazi-Filali (2016) observaron que las granjas avicolas que
utilizan agua de red, potable, tienen una menor prevalencia de Salmonella. Por otro lado,
Argiiello y col. (2013) informaron que el tratamiento del agua principalmente mediante la
adicién de acidos organicos, reducen el numero de Salmonella. Si bien en este trabajo de
tesis no se pregunto la fuente de abastecimiento de agua, no se aislé Salmonella en ninguna
de las muestras analizadas y por lo tanto no se identific6 dicha variable como un factor de
riesgo para la presencia de Salmonella sp.

Humprey y col. (1991a) demostraron mediante ensayos experimentales que la
susceptibilidad a la infeccién por Salmonella varia con la edad de las aves. Namata y col.
(2008) identificaron que existe un mayor riesgo de contraer Salmonella a medida que las
gallinas envejecen y aumenta el tamafio de las aves. Sin embargo, Soria (2013) no encontrd
la misma asociacién de estos factores de riesgo con la infeccion por Salmonella. En este
trabajo de tesis, el aislamiento de SG fue independiente tanto de la edad como de la
cantidad de aves en el galpén, lo que podria explicar por qué no se considera esta variable
como un posible factor de riesgo para este caso.

Mestorino (2009) indic6 que existe un amplio espectro de agentes antimicrobianos
que permiten enfrentarnos a las mas diversas infecciones bacterianas asegurando la
sanidad y el bienestar de los animales. Taddese y col. (2019) evaluaron los factores de
riesgo de presencia de Salmonella sp. a través del aislamiento de la misma en gallinas
ponedoras y huevos en la ciudad de Jimma, suroeste de Etiopia, y observaron que el uso
previo de medicacién en las aves no se identificé como factor de riesgo (P > 0,05). Los
resultados obtenidos en este trabajo de tesis concuerdan con los resultados obtenido por

€estos autores.
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5. Pruebas de sensibilidad a antimicrobianos en cepas de Salmonella sp.

En este trabajo de tesis, la susceptibilidad a los ATM en Salmonella dependié si los
serovares eran moéviles o inméviles. E1 100 % de los aislamientos fueron resistentes a la E.
Las enterobacterias son intrinsecamente resistentes a la gran mayoria de los macroélidos en
relacion con la baja permeabilidad natural de los mismos a través de la membrana externa
debido a su naturaleza hidréfoba (Vaara, 1993; Gomes y col., 2016). Datos reportados por
otros autores (Taddele y col., 2012; Lee y col., 2013) informaron el mismo porcentaje de
resistencia.

Con respeto la categoria de las penicilinas en cepas de SG, diferentes autores
reportaron sensibilidad intermedia y/o resistencia para los antibiéticos AML y AMP
(Sannat y col., 2017; Seo y col., 2019). En contraste con estos autores, en este trabajo de
tesis los aislamientos de SG fueron sensibles a los mismos ATM. Por otro lado, con
respecto a la categoria de los carbapenemes, Seo y col. (2019) reportaron sensibilidad para
IMP, lo que concuerda con los resultados reportados en este trabajo de tesis.

Para la categoria de las tetraciclinas, diversos autores reportaron resistencia del 35
% a DO y a TE en cepas de SG (Mantilla y col., 2010; Taddele y col, 2012; Parvej y col,,
2016). En contraste con estos autores, en este trabajo de tesis se observd que, para los
mismos ATM, las cepas de SG presentaron una sensibilidad entre el 80 % y 98 %. Por
otro lado, Lee y col. (2013) reportaron resultados similares de susceptibilidad a la TE en
cepas de SG aisladas de huevo a los encontrados en esta tesis. Con respecto a la categoria
de los aminoglucésidos, los resultados reportados por diferentes autores difieren en la
susceptibilidad de SG a esta categoria de ATM. Taddele y col, (2012) reportaron
aislamientos de SG sensibles a CN pero resistentes a K, mientras que Parvej y col. (2016)
encontraron cepas resistentes a ambos. En este trabajo de tesis, ademas de evaluar la
sensibilidad a CN y K, se evaluaron otros miembros de este grupo de ATM como ser N, y
en todos se observé una sensibilidad mayor del 96%. Resultados similares fueron
reportados por Lee y col. (2013).

Al evaluar la sensibilidad a los ATM de la categoria de las quinolonas, diversos
autores encontraron una resistencia mayor al 95 % al AN (Kang y col., 2010; Sannat y col,,
2017). Estos datos concuerdan con los encontrados en este trabajo de tesis donde el 100
% de las cepas presentaron resistencia al mismo ATM. Por otro lado, algunos autores
(Soria, 2012; Lee y col., 2013) observaron en cepas de SG aisladas de contenido de huevo
una sensibilidad del 100 % a las fluorquinolonas (CIP, NOR y ENR). Taddele y col.
(2012) informaron un 88,8 % y 82,2 % de sensibilidad a CIP y ENR, respectivamente. Por
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el contrario, Seo y col. (2019) informaron un 69,2 % de resistencia a CIP en cepas de SG
aisladas de brotes de TA en Korea. En contraste con lo encontrado por estos autores, en
este trabajo de tesis se observo una sensibilidad intermedia de 53 %, 24 % y 58 % de las
cepas a CIP, NOR y ENR, respectivamente, ademas, en algunas de las granjas
muestreadas informaron el uso de ENR durante el perfodo de estudio.

Diferentes estudios (Oh y col.,, 2000; Lee y col. 2003) muestran que los datos
MDR para las cepas de SG es variable (8,5 % - 84,4 %). En este trabajo de tesis, se
observo que el 18,1 % (37/204) de las cepas de SG fueron clasificadas como cepas MDR,
presentando resistencia a ATM de las categorfas de las cefalosporinas, quinolonas,
tetraciclinas, aminoglucésidos, fenicoles, fosfomicina y macroélidos. Esto puede deberse a
que en algunos de los galpones que se muestrearon indicaron haber usado ATM de las
categorias antes mencionadas. A diferencia de los resultados obtenidos en este trabajo de
tesis, Oh y col., (2000) reportaron que el patrén de MDR contenia ATM de las categorias
de los lipopeptidos, lincosamidas, penicilias y aminoglucésidos, mientras que Lee y col
(2003) reportaron cepas MDR que contenia ATM de las categorias de las penicilinas,
aminoglucésidos y tetraciclinas.

La administracién de ATM es uno de los métodos para controlar los brotes de TA
en granjas de aves de postura (Lee y col., 2003). Oh y col., (2000) y Lee y col., (2003)
reportaron un incremento de cepas de SG MDR en brotes de TA en Korea debido al uso
de los ATM para su control. A diferencia de estos autores, basado en los datos de la
encuesta a los productores y los resultados de aislamiento de Salmonella spp., en este
trabajo de tesis no se observé un incremento de cepas MDR en aquellas granjas que
usaban ATM de las que no lo usaban.

Con respecto al indice RMAs, diversos autores reportaron valores mayores a 0,21
en cepas de Salmonella moéviles aisladas de aves, productos avicolas y frigorificos
(Cloeckaert and Schwarz, 2001; Bada-Alambedji y col.,, 2006; Elgroud y col., 2008;
Dominguez, 2016; Vuthy y col.,, 2017; Cesur y col., 2019). En este trabajo de tesis, se
observé que las cepas de Salmonella moéviles aisladas de granjas de aves de postura con
antecedentes de TA presentaron valores de RMAs mas bajos (0,07 y 0,10). Por otro lado,
con respecto a . ser. Schwarzengrund, Dominguez (2016) report6 un indice de RMAs de
0,58 (resistentes a 14 de los 26 ATM evaluados) y . ser. Cerro que fue sensible a todos los
ATM. Sin embargo, en contraste por lo informado por este autor, en este trabajo el indice
RMA para la S. ser. Schwarzengrund y . ser. Cerro fue de 0,07 (resistentes a 2 de los 29

ATM evaluados) y un aislamiento de . ser. Schwarzengrund tuvo un indice de RMAs de
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0,10 (resistente a 3 de los 29 ATM evaluados). Krumperman (1983) indico que valores de
indices de MRAs por encima de 0,28 indica presencia de microorganismos multirresistes.
En este trabajo de tesis los indices de RMAs estuvieron por debajo de ese valor, por lo
que no existe riesgo de presencia de cepas multirresistentes.

Elgroud y col. (2015) informaron que 7 cepas de ST provenientes de muestras de
pacientes humanos de un hospital de Argelia el 43 % (3/4) fueron resistentes al AN y los
4 aislamientos restantes presentaron el patrén de resistencia AMP-C-S-Sulfonamida-TE
(indice RMAs de 0,31). Wang y col. (2019) informaron, al comparar los patrones de
resistencia obtenidos en humanos con los patrones de resistencia obtenidos de
aislamientos de animales y carnes, que el patron de resistencia mas frecuente en ST fue el
de AMP-S-Sulfonamida-TE y AMP-C-S-Sulfonamida-TE, este ultimo patrén de
resistencia concuerda con lo reportado por Elgroud y col. (2015). A diferencia de lo
informado por estos autores, si bien en este trabajo de tesis el nimero de cepas
provenientes de pacientes humanos fue menor (29 aislamientos) y que ST fue el serovar
mas prevalente (19/29), se observé que 12 aislamientos presentaron un patrén de
resistencia AN-E y en 5 aislamientos se observé ademas resistencia a S (AN-E-S), K (AN-
E-K) ENR (AN-E-ENR) y CFM (AN-E-CFM).

Muchos estudios de resistencia a ATM han revelado que S. ser. Schwarzengrund
es MDR, especialmente a las fluoroquinolonas (Olsen y col., 2001; Tsai y Hsiang, 2005;
Lauderdale y col., 2006; Zhao y col., 2006; Aarestrup et al., 2007). Los aislamientos de S.
ser. Schwarzengrund provenientes de pacientes humanos incluidos en este trabajo de tesis
(5 aislamientos) presentaron resistencia a AN. De igual manera aun con un numero mayor
de cepas analizadas, Chen y col. (2010) reportaron que los 30 aislamientos estudiados de S.
ser. Schwarzengrund aisladas de pacientes humanos fueron resistentes al AN. Por otro
lado, Olsen y col. (2001) en un estudio de un brote nosocomial de infeccién por S. ser.
Schwarzengund, todas las cepas presentaron resistencia a CIP y AN. Sin embargo, en este
trabajo de tesis, los 5 aislamientos correspondientes al mismo serovar fueron resistentes al
AN, pero sensibles a CIP.

Muchos serotipos de Salmonella fueron reportados por diversos autores como
resistentes al SXT (Olsen y col., 2001; Chen y col., 2006; Lauderdale y col., 2006). En
contraste con estos autores, en este trabajo de tesis todos los aislamientos (independientes
de la serovariedad) fueron sensibles al SXT.

En este trabajo de tesis, en base a los resultados de los antibiogramas realizados en

las cepas de Salmonella tipo moéviles (de granjas y de humanos), existi6 diferencia en la tasa
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de resistencia a los ATM en los aislamientos humanos y ambiente hospitalario con
respecto a los aislamientos provenientes de las aves y su ambiente. Esto se present6 en los
ATMs AML, AMP, K y NA. Una de las posibles causas a lo que se puede deber este
comportamiento es a la diferencia de fuentes de infecciones entre los humanos y las aves
de produccién. (Wang y col., 2019).

La resistencia a las fluoroquinolonas en bacterias gramnegativas ha recibido
atencion en todo el mundo (Chen et al, 2010). Las cepas con alta CIM para la
ciprofloxacina se han asociado con mutaciones puntuales en la regiéon determinante
resistente a las quinolonas (RDRQ)) del gen gy7A que codifica la enzima ADN-girasa, que
es el objetivo principal de la accién de las quinolonas (Piddock, 2002; Giraud y col., 2000).
Las mutaciones en un solo punto pueden ser suficientes para generar altos niveles de
resistencia al AN. Aunque no evaluaron la sensibilidad a este dltimo ATM, Lee y col.
(2004), de 258 aislamientos de SG provenientes de diferentes afnos (1995 y 2001),
observaron resistencia o sensibilidad disminuida (intermedia) a las ENR, CIP y NOR y
fueron positivos al gen gyrA. Estos datos concuerdan con lo observado en este trabajo de
tesis, ya que los aislamientos de SG fueron positivos al gen gyrA y los mismos presentaron
sensibilidad disminuida a CIP, NOR, ENR, y presentaron un 100% de resistencia al AN.
Se han reportado especies de Salmonella con altos niveles de resistencia a las
fluoroquinolonas, y se han estudiado mutaciones que confieren resistencia. Las
mutaciones de un solo punto en la region RDRQ de gyrA confieren resistencia a las
quinolonas como el AN (Lee y col., 2004). Estas mutaciones en el sitio objetivo muestran
que diferentes mutaciones de aislamientos de Sa/monella resistentes a fluoroquinolonas
pueden dar lugar a niveles de resistencia muy diferentes de quinolonas, y esto no es lo
mismo para todas las cepas y todas las mutaciones de resistencia. Por lo tanto, las
sustituciones de aminoacidos son inadecuadas para aclarar el nivel de resistencia a las
quinolonas en . enterica (Kongsoi y col., 2017). Sin embargo, queda por investigar en este
trabajo de tesis cual es el papel especifico de estas mutaciones en la resistencia a la
quinolona en los aislamientos de SG provenientes de galpones con antecedentes de TA.

Por otro lado, en este estudio no se detectd el gen de resistencia a quinolona
mediados por plasmidos, g#/B, en las cepas de SG estudiadas. A diferencia de Seo y col.
(2019) quienes confirmaron la presencia de este gen en aislamientos de SG aisladas de aves
en Corea. Aunque los determinantes del gen g#/B confieren un bajo nivel de resistencia a
las quinolonas por si solo, facilitan la adquisicion de resistencia de alto nivel y mutaciones

de resistencia en cepas susceptibles (Yang et al.,, 2008). Sin embargo, en este trabajo de
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tesis, en los aislamientos de Sa/monella moéviles provenientes de pacientes humanos, se
observé que 18 aislamientos presentaron el gen gz/B. Veldman y col. (2011) reportaron
salmonelas humanas positivas a plasmidos de multiresistencia a quinolonas (PMQR por
sus siglas en inglés: Plasmid Mediated Quinolone Resistance) en S. ser. Corvallis (qnrS1) y

ST (qnrB19). Ademas, reportaron el primer aislamiento de Sa/wonella sp. positiva a gnrD.

6. Determinacion de la relacion clonal de los aislamientos de Salmonella sp.
mediante técnicas moleculares (ERIC-PCR y PFGE).

De Souza y col. (2015) analizaron 22 cepas de SG aisladas de aves de corral
enfermas de diferentes regiones brasilefias durante un periodo de 27 afios hasta 2014.
Estos autores obtuvieron 3 clusters y 3 patrones tnicos de ERIC para las cepas de SG,
con un 80 % de similitud. En el presente trabajo de tesis, se ha utilizado la técnica de
ERIC-PCR para caracterizar el perfil genético de un mayor numero de aislamientos que
los analizados por De Souza y col. (2015). De los 204 aislamientos de SG, aisladas en
diferentes afios y provincias de Argentina a partir de granjas con antecedentes de TA, y
considerando una similitud mas estricta (100%), el dendrograma gener6 11 clusters y 8
patrones unicos.

Analizando las cepas de SG segun el afio del aislamiento, de Souza y col. (2015)
observaron que las cepas aisladas en 2011 y en 2012 presentaron genotipos ERIC
idénticos (100% homologia) con una cepa de SG aislada en 1991 de aves infectadas. En
este trabajo de tesis se observé que en el clusters III se encontraron el mayor nimero de
aislamientos provenientes de 5 de las 6 provincias de Argentina incluidas en el estudio
durante los afios 2014, 2015 y 2016. Es poco probable que la propagacion de SG a largas
distancias ocurra naturalmente y, ademas, se cree que la transmisién horizontal es la
principal ruta de propagacion de SG (Berchieri Junior y col.,, 2001). Por lo tanto, la
propagacion del microorganismo a largas distancias geograficas no serfa simple, sino que
dependeria del transporte activo de la bacteria. Una posibilidad podria ser el comercio no
intencionado de animales enfermos de una regién a otra, lo que lleva a la instalaciéon de un
brote local causado por un clon caracteristico de otro estado (de Souza y col., 2015a). Esto
podria explicar los resultados obtenidos con respecto a el clusters III de ERIC-PCR.

Las vacunas de cepas vivas rugosas (9R) originadas de cepas atenuadas 9S de SG
estan disponibles comercialmente (Okamoto y col, 2010). De Souza y col. (2015)
incluyeron la cepa vacunal 9R en su estudio y observaron que presentaba un genotipo de

ERIC muy diferente al de las cepas de campo, y debido a esta baja similitud, agrupaba por
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separado de las demas. A diferencia de este autor, en el presente trabajo de tesis se
observé que la cepa vacunal 9R compartié el clusters de ERIC-PCR (Clusters XI) con
aislamientos de SG pertenecientes a las provincias de Entre Rios, Santa Fe y Mendoza. Sin
embargo, al realizar la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), en el dendrograma
del PFGE obtenido en este trabajo de tesis se observd que la cepa vacunal presentd un
clusters unico, separado de los aislamientos de SG provenientes de brotes de TA.
Resultados similares fueron reportados por Kwon y col. (2010), donde analizaron un total
de 69 aislamientos de SG (aislados desde 2001 a 2007) y la cepa vacunal 9R, y observaron
que la cepa de la vacuna (SG 9R) mostré notablemente un clusters diferente al de las cepas
de SG, lo que indica que la cepa vacunal podria diferenciarse de las cepas de campo. Por
otro lado, a diferencia de estos resultados, Van Inmmersel y col. (2013) observaron una
estrecha relacion entre las cepas SG 9R y SG aisladas de diferentes granjas en diferentes
paises de Europa. Sin embargo, lo que ellos proponen es que este método evidencia s6lo
pequenas regiones del genoma microbiano y en base a sus resultados confirman el valor
limitado de esta técnica para discriminar aislamientos estrechamente relacionados. Sin
embargo, en este trabajo de tesis la técnica de PFGE permiti6 diferenciar la cepa vacunal
de las cepas de los brotes de TA.

Con respecto a S. ser. Schwarzengrund, si bien solo se analiz6 un unico
aislamiento proveniente de granjas, se observé que presentd un patrén unico diferenciado
de los 3 aislamientos de este serovar provenientes de pacientes humanos. Estos datos
concuerdan por lo reportado por Tejada y col. (2016), donde ellos no encontraron
relacién clonal entre los aislamientos de pacientes humanos con los de los aislamientos
provenientes de granjas. A diferencia de estos resultados, Aarestrup y col. (2007),
utilizando PFGE para la deteccién de clones de S. ser. Schwarzengrund en productos de
pollo y aislamientos humanos, demostraron que habia relaciéon clonal entre este
microorganismo proveniente de los alimentos con el hombre. El hecho de que se
observaron algunos patrones dentro de un serotipo particular en Salmonella humana pero
no en Salmonella aisladas de granja y viceversa demuestra la utilidad de subtipificar
aislamientos dentro de un serotipo (Sandt y col., 2013).

Con respecto a SE, si bien se observé que el aislamiento proveniente del ambiente
hospitalario presenté un patrén de multirresistencia mientras que los provenientes de
granja solo presentaron una sensibilidad disminuida a CIP, se observé un tnico patrén de
restriccion en el dendrograma de PFGE independiente del origen del aislamiento. Sandt y

col. (2013) reportaron que la presencia del patrén de SE encontrados en humanos también
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se encontraron en las cepas del mismo serovar provenientes de aves durante todos los
afios del estudio (2005 a 2011) y sugieren un potencial impacto en la salud publica, que
requiere una mayor investigacion para determinar qué caracteristicas sostienen la
persistencia de este serovar y qué medidas podrian disminuir su incidencia.

Murase y col. (2004) reportaron que 50 aislamientos de S. ser. Livingstone,
provenientes de aves de postura, presentaron 4 patrones de restriccion utilizando la
PFGE. Por otro lado, Eriksson y col. (2005) reportaron que 7 de 32 aislamientos de S. ser.
Livingstone provenientes de aves, presentaron 3 patrones de restriccion considerando el
80 % de similitud. A diferencia de estos autores, en este trabajo de tesis, los aislamientos
de S. ser. Livingstone aisladas de 3 galpones diferentes de aves de postura en diferentes
afios (2015 y 2016) presentaron un unico patrén de restriccion genético, concordante con
los mismos patrones de sensibilidad a los 29 ATB estudiados. Sin embargo, no se pudo
determinar si existe o no relacién con aislamientos de pacientes humanos y ambiente

hospitalario, ya que no se obtuvieron aislamientos de este serovar.
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v El porcentaje de aislamiento de SG en muestras ambientales es bajo en galpones
con antecedentes de brotes de TA. La presencia de SG en muestra de alimento para aves de
postura explica la posible ruta de ingreso de este biovar en las aves.

v Aun en presencia de distintos serovatres de salmonelas tipo moviles en el ambiente
de los galpones con antecedente de brote de TA, en su mayoria, sélo se aisla SG de las aves
del mismo.

v Los medios selectivos diferenciales (MC y SS) utilizados para el aislamiento de
Salmonella sp. a partir de muestras 6rganos tanto en aves muertas naturalmente como en
aves agonicas sacrificadas son similares en cuanto a Ser y EXAr, por lo que pueden ser
utilizados indistintamente en galpones con sospecha de brotes de TA.

v' Los medios selectivos y diferenciales XLDT y EF-18 utilizados en muestras
ambientales (alimento y guano) son similares en cuanto a Ser y EXA, por lo que pueden ser
utilizados indistintamente. Por otro lado, para muestras de hisopados cloacales individuales
en aves agonicas se recomienda la utilizaciéon de ambos medios para mejorar el aislamiento
de este biovar, dada sus diferencias en cuanto a Ser y EXA.

v' Para aumentar la tasa de aislamiento de SG en aves agonicas en brotes de TA, se
deben combinar muestras de higado, bazo, médula 6sea o contenido de foliculo con el
contenido de ciego o hisopado cloacal. Si bien el hisopado cloacal individual no es una
buena muestra para aislar SG en brotes de TA, permite aislar otro tipo de serovares, (co-
infeccién) que pueden afectar a las aves.

v" Los resultados de la encuesta sugieren que mantener un plan de vacunacion y aplicar
un control de moscas pueden prevenir la introduccién de S. ser. Gallinarum biovar
Gallinarum y la contaminacién en las granjas de gallinas ponedoras con antecedentes de TA.

v Aun cuando se presentan valores sanguineos que pueden modificarse con la edad de
las aves, existe un mayor recuento total de glébulos blancos y porcentaje de heterdfilos y
menor porcentaje de linfocitos en animales positivos al aislamiento de SG y la prueba de
aglutinacion rapida en placa, por lo que pueden usarse como indicadores de la infeccién por
este biovar.

v’ Existen diferencias estadisticas entre los resultados de las técnicas de aislamiento de
SG, ARP y LF. Esto implica que la primera es la mejor técnica de las 3 para confirmar un
brote de TA.

v' Las cepas de SG estan distribuidas en 11 clusters y 5 patrones unicos, incluyendo a
la cepa vacunal 9R, utilizando ERIC-PCR y PFGE, respectivamente, con un 100% de

similitud. El cluster mas prevalente posee aislamientos correspondientes a 5 provincias
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(Santa Fe, Tucuman, Buenos Aires, Jujuy y Entre Rios) aislados en los afos 2014, 2015 y
2016 por lo que podria presuponerse que los aislamientos de SG pertenecen a un mismo
clon circulante que ademas es persistente en el tiempo. Sin embargo, estos datos requieren
confirmacion.

v' La técnica de PFGE permite diferenciar mediante patrones genéticos la cepa
vacunal 9R de los aislamientos de SG aisladas de galpones con antecedentes de TA.

v Dependiendo del serovar de Salmonella tipo movil aislada de galpones con
antecedentes de TA puede existir una relaciéon clonal con los aislamientos de pacientes
humanos y ambientes hospitalarios. Esto representa una alerta para maximizar los cuidados
en la crianza de las aves de postura para disminuir el impacto de estos serovares en la salud
publica.

v’ La presencia de cepas MDR de SG es una alerta ante el problema de las bacterias
altamente resistentes a los antimicrobianos y por lo tanto indica la importancia del
monitoreo de la sensibilidad a los ATB en avicultura.

v Los datos obtenidos no permiten inferir que se acepta la hipdtesis con respecto a
que el uso de terapia antimicrobiana favorece el incremeto de cepas multiresistentes a
distintos antibioticos en granjas de aves de postura con antecedentes de brotes de TA, ya
que no se observa una diferencia en el porcentaje de cepas de SG MDR entre las granjas
que habian indicado el uso de ATM de las que no.

v La presencia del gen gyrA y no del gen qntB en todas las cepas de SG provenientes
de galpones con antecedentes de TA indica que el mecanismo de resistencia al NA en SG
esta dado por mecanismos cromosomicos. En cambio, la presencia del gen qnrB en las
cepas de Salmonella moéviles provenientes de pacientes humanos y ambiente hospitalario
indica que la resistencia a las quinolonas, si las hubiera, se debe a mecanismos plasmidicos.

v" Los fenotipos de BLEE no tienen importancia en las cepas de SG estudiadas.

v Los patrones de multiresistencia mas comunes en las cepas de SG, sin tener en
cuenta la resistencia intrinseca a la E, son AN-S y AN-CIP-NOR.

v’ La presencia de sustancias inhibidoras en las muestras de contenido de huevo es
cepa/serotipo dependiente, por lo que para su uso se recomienda utilizar al menos dos
serotipos diferentes de Sa/monella junto con la cepa control.

v' La presencia de sustancias inhibidoras presentes en muestras de higado y bazo en las
aves de postura son un potencial peligro para la salud publica ya que dichos residuos

pueden transmitirse hacia el producto final a consumir.
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v El método cualitativo en agar Miieller Hinton detecta mayor nimero de muestras
con sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano en comparacion al kit comercial
Explorer.

v La prueba de Equinox tiene que ser complementada con otra prueba més precisa,
dado que dio resultados positivos para residuos con quinolonas en galpones que dijeron que

no estaban utilizando ATM o que usaban ATM de familias diferentes a las quinolonas.
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v' Estudiar el efecto de las sustancias inhibidoras del crecimiento bactetiano sobre la
tasa de aislamiento de diferentes serovares de Salmonella spp.

v Estudiar la presencia de genes de resistencia presentes en SG como en Salmonella
tipo moviles sensibles a los ATM, ya que pueden representar un reservorio de mecanismos
de resistencia.

V" Realizar secuenciacion en las cepas de SG y Salmonella tipo moéviles de las aves y su
ambiente para poder determinar la mutaciéon ocurrida en el gen gyrA que brinda la
resistencia al acido nalidixico.

v Realizar estudio de secuenciacion en cepas de Salmonella tipo moéviles aisladas de
pacientes humanos para determinar la proteina ¢gn/B involucrada en la resistancia a

quinolonas.
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1. Deteccion de sustancias inhibidoras presentes en huevo mediante kit

comercial

El fundamento de la prueba consiste en que en el medio de cultivo especifico y en
condiciones adecuadas (65 °C), las esporas de Geobacillus stearothermophilus germinan y se
multiplican acidificando el medio, lo cual provoca un cambio de color del medio de cultivo
de azul a amarillo. Si la muestra de alimento contiene una concentraciéon de antimicrobiano
superior al limite de deteccion de la prueba, el crecimiento bacteriano se inhibe y por lo

tanto no se producira el viraje de color del medio
I1. Deteccion de quinolonas presentes en huevo mediante kit comercial

El fundamento de la prueba consiste en que al incubar el medio de cultivo del kit
junto con E. cli a 37 °C, la bacteria crece modificando el potencial redox del medio

provocando el viraje del indicador de azul a marrén-naranja.

ITI. Encuesta realizada en los 20 galpones de gallinas de postura con antecedentes

de TA

ENCUESTA PARA DETERMINAR FACTORES ASOCIADOS A LA
PRESENCIA DE SALMONELLAS TIFICAS EN GRANJAS DE GALIIMNAS
PONEDORAS

Frotocolo Facha

Bhumeros de galpones Cantidad total de ares en ol predio

Locakidad Depastouentn Poosincia
Linea genetica Blanca Colar
Categoria de SEMASA A B c

Conoce la resclucion 542,/ 20007 5L (s
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GALPON A MUESTREAR

Caomtidad de avres Edad (senmansas) M® de aves por jaula
Estan medicadas con ATE? =1 el Qs ATH®

Va de postura hicrandad scunsulada Montandad semnanal

B de Tobras: Olor a amwond aco? =1 ]

Galpon: Tradiciomnal Arttommatico

Estado del galpon: Bueno Fegular Lialo

Intepridad de la jaula: 51 Il

Sistema de bebederoc canalez miple Iple + copita

Sistema de comedeno canal=m ot

Techao: debe esiar lonpio = ntesza.

Obserracion: Un galpon para ser
caregorizade como bueno debe cumplic . Lareral: deie tener of tejido 7 oorminas meeemas,
COEC

Fiso: deibe fener pasillo bbee de poano 7 mateda feeal de roedores.

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD EN 1A GRANJA

INGEE3 AL FREDIO:

Alambrado perimetral ¥ puerta de enmada ST NOD
Equipos de desinfeccion de veluculos 51 MO Pumciona? 51 rO
Cuniple distancias de separacion con granjas vecinas (U0 m) 51 N0
Foser equipamiento para el ingreso de personas 51 MO Lo wsa? 51 MO
Regisoo dooumentado de ingreso de personas v velioulos S MND
Existencia de otras especies en el predio 51 MO

Omo:  Caming  Felino Orino Caprmo Eovino Eqno

SISTEMA DE ELIMINACION DE CADAVERES

Conmposta Fosa abierta  Fosa cermrada Incinerscion abierra Incineracicn cerrada
iControla laz mwscas’ 51 w0 Ez efectve” =1 0
e producto® £3e observan moscas? s X0
iCoanmala roedaces? &l 20 Es efectve £l N0
Qe producto? £3¢ observan cuevas o roedopes™ 51 0
Dbservadones:
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ATTMFENTO, AGUA, HUEVOS Y GUANO

Alimasssre: Elavosssds pooges  Adepuds Asaliziz mucrebiolémics: de rias prismas? sl NOQ

Lza acidiScantes =1 o Frodacto:

Sec de oo i > =1 N0 Prodmeto:

Prezentacién Pallet Hiagina

Conyposicicn del alimento Mlaiz Porcto de soja Harina de oja Hagina de came

e Hagoa de pescado e e s Omos

Realira andlisiz del agua® 1 MO

;Reurilira el maple? sI O

+Cudl ez &l dectino del guanc® C AP propes Fuera del poecio Estado: Homedo  Seco

SAINNIDAD
iUz de ATH en la: uldmas ) sesnanas® 51 NO Jus annbisncs®
JVacuna para Salmonella® %1 MO Tipo de vacuna
sFrecusncia®
JEdad de vacunacion®
PERSOMAL DE LA GRATJA

Vive en el mismo predio® 51 MO Total de empleados

sPrezents alpuns de estos sintemwas?
Dholor abdooninal 51 NO
Fisbos ot 81 720 1 O
Escalofios SI NO
Miaseas 7/ 0 vomitos I NO
Driarren b 4 MO

sConzults a su medico de confianza por slgunc de estos sintomas? SI  NO

Contirmiacidn ANEXC 2.
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Anexo IV. Puntos de cortes utilizados en las pruebas de sensibilidad a los antibiéticos en cepas de Salmonella sp. para

Categoria del antibiético Subgrupo Antibiético C‘z;‘;j‘;rs“cf)‘)on s I R Cita

Penicilinas Aminopenicilinas Ampicilina 10 >17 14-16 <13 CLSI Ed.25 2015

Amoxicilina 10 =17 14-16 <13 CLSI Ed.25 2015

Inhibidores de betalactamasas - Amoxicilina / Ac. 30 >18 1417 <13 CLSI Ed.25 2015

clavulanico

112 Generacién Cefalotina 30 =18 15-17 <14 CLSI Ed.25 2010

2da Generacion Cefoxitina 30 =18 15-17 <14 CLSI Ed.25 2015

Cefalosporinas Ceﬁxir.na 5 =19 16-18 <15 CLSI Ed.25 2015

3 Generacion Cefotaxima 30 > 26 23-25 <22 CLSI Ed.25 2015

Ceftazidima 30 =21 18-20 <17 CLSI Ed.25 2015

Cefpodoxima 10 > 21 18-20 <17 CLSI Ed.25 2015

Carbapenemes Carbapenemes Imipenem 10 =23 20-22 <19 CLSI Ed.25 2015

112 Generacion Acido Nalidixico 30 =19 14-18 <13 CLSI Ed.25 2015

. . X ., Cirpofloxacina 5 > 31 21-30 <20 CLSI Ed.25 2015

Quinolonas y Fluorquinolonas 2% Generacién Notfloxacina 10 >17 1316 <12 CLSI Ed.25 2015
31 Generacion Enrofloxacina 5 >23 17-22 <16 CLSI Vet 01-S2 Ed. 2008

12 Generacion Tetraciclina 30 =15 12-14 <11 CLSI Ed.25 2015

Tetraciclinas 2da Generacion Doxiciclina 30 =14 11-13 <10 CLSI Ed.25 2015

3r Generacién Tigeciclina 15 =21 - <16 Pasteran y col., 2012
. Cloranfenicol 30 >18 13-17 <12 CLSI Ed.25 2015
Fenicoles - .

Florfenicol 30 > 22 19-21 <18 CLSI Vet 01-S2 Ed. 2008

Kanamicinas Amikacina 30 >17 15-16 <14 CLSI Ed.ZS 2015

Kanamicina 30 >18 14-17 <13 CLSI Ed.25 2015

Aminoglucésidos Hstreptomicinas Estreptomicina 10 =15 12-14 <11 CLSI Ed.25 2015

Gentamicinas Gentamicina 10 =15 13-14 <12 CLSI Ed.25 2015

Neomicinas Neomicina 30 =17 13-16 <12 Zurita y col., 1989%
Antagonistas de la ruta del Combinaciones Sulfametoxazol/ 23,75/125 >16 11115 <10 CLSI Ed.25 2015
folato Trimetoprima

Lipopéptidos Polimixinas Colistina 10 =11 - <10 CLSI Ed.25 2015

Derivados del Ac. fosfénico - Fosfomicina 50 > 16 13-15 <14 CLSI Ed.25 2015
L. 14 Carbonos Eritromicina 15 =21 16-20 <15 CLSI Vet 01-S2 Ed. 2008

Macrolidos - —
15 Carbonos Azitromicina 15 >13 - <12 CLSI Ed.25 2015

*El punto de corte utilizado para Neomicina corresponde a bacterias Gram positivas, ya que este antibidtico se eliminé del CLSI en el afio 2010.

enterobacterias
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