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RESUMEN

La campilobacteriosis y la salmonelosis son las enfermedades infecciosas mas
comunes en el mundo, sin embargo en México, no se ha generado suficiente
informacion  sobre el papel de las aves comerciales como reservorios de estos
agentes que pueden ser transmitidos a los humanos mediante el consumo de
alimentos. En el presente trabajo se detectaron Salmonella enteritidis, Campylobacter
jejuni y Campylobacter coli en una parvada de pollo de engorda convencional. Las
muestras se obtuvieron mediante hisopos de la cloaca de 30 aves comerciales en una
granja convencional. Con los aislamientos obtenidos, se inocularon aves libres de
patégenos especificos para determinar si dichos inéculos eran capaces de producir
infeccidn. Las técnicas empleadas fueron el aislamiento bacterioldgico, histopatologia
y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se lograron los aislamientos de 10
cepas de Salmonella sp, que fueron serotipificadas como Salmonella enteritidis (8) y
Salmonella typhimurium (2) y ratificadas por PCR. Se aislaron 11 cepas de
Campylobacter sp que fueron identificadas mediante pruebas bioguimicas como
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli, asimismo confirmadas por PCR. Nuestros
hallazgos sugieren que la prevalencia en México de Salmonella sp en granjas avicolas
es semejante a la de los demas paises que tienen avicultura tecnificada, ademas, en
México los serotipos mas frecuentemente aislados en humanos son S.enteritidis y
S.typhimurium, que corresponden a los aislamientos realizados en este estudio en
aves aparentemente sanas. Dado que en nuestro estudio los aislamientos de
Campylobacter fueron posibles desde el primer muestreo resultando positivas 11 de
30 aves aparentemente sanas y que las pruebas de PCR detectaron heces positivas
en todas las aves inoculadas experimentalmente, resulta pertinente suponer que en
México deben ser frecuentes las infecciones por Campylobacter en humanos
derivadas del consumo de alimentos de origen aviar, lo que debera confirmarse en
futuros estudios epidemioldgicos. El método de PCR empleado en el presente estudio,
dada su sensibilidad y especificidad, sugiere ser el indicado para la deteccién de
Salmonella y Campylobacter en los animales y en los alimentos de origen animal con

el objeto de sentar las bases para un indicador epidemioldgico confiable en México.

Palabras clave: S.enteritidis, C.jejuni, C.coli, aves.



ABSTRACT

World Wide, the most common infections in humans and animals are those
produced by Salmonella sp and Campylobacter sp, however, more information
is needed in Mexico regarding the role of poultry as reservoir of these agents
that can be transmitted to humans by the food chain. In the present study
Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni, and Campylobacter coli were
detected in a flock of commercial broilers naturally exposed. Samples were
collected by vent swabs of 30 birds from the same flock. With the isolates,
specific pathogen free birds were inoculated in order to determine if those
isolates were capable of producing infection. Tests performed included bacterial
isolation, histopathology, and PCR. Ten strains of Salmonella sp were isolated,
eight belonging to S.enteritidis and two to S.typhimurium, all confirmed by PCR.
Eleven strains of Campylobacter sp were isolated and identified by biochemistry
as C.jejuni and C.coli and also confirmed by PCR. Our findings suggest that the
prevalence of Salmonella sp, in poultry farms in Mexico is similar than in other
countries with industrial poultry production and besides the serological types
most frequently isolated in humans in Mexico are S.enteritidis and
S.typhimurium, which correspond to the isolations obtained in the present study
from apparently healthy birds. Considering that in our study, Campylobacter
isolations were possible from the first sampling on and that 11 from 30
apparently healthy birds were positive and also that fecal samples of all
inoculated birds were positive to the PCR test, it is pertinent to arrive at the
conclusion, that in Mexico, human infections with Campylobacter of avian origin
might be frequent, issue that must be confirmed in future epidemiological
studies. The PCR methods used in the present study, due to the sensitivity and
specificity demonstrated in these assays, point to be recommendable for
detection of Salmonella and Campylobacter in animals and food of animal

origin, aiming to establish solid epidemiological indicators in Mexico.

Key words: S.enteritidis, C.jejuni, C.coli, aves.
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INTRODUCCION

Las infecciones debidas a la ingestion de alimento contaminado constituyen un
problema de salud publica que ha cobrado mayor importancia en muchos
paises durante la dltima década. Las enfermedades gastrointestinales en
humanos ocasionadas por Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni y
Campylobacter coli, se deben principalmente al consumo de alimentos
contaminados, entre los cuales destacan la carne de pollo, la carne de cerdo, el
huevo, el agua y la leche sin pasteurizar. Debe tomarse en cuenta ademas, el
posible contagio por la convivencia con animales de compafia que en la
mayoria de los casos actian como portadores sanos. Para prevenir y controlar
la contaminacion de los alimentos con Salmonella sp y Campylobacter sp, se
requiere desarrollar pruebas de deteccién rapidas, altamente sensibles,
especificas y econémicas. En México existen antecedentes de aislamientos de
Salmonella sp moviles en parvadas naturalmente expuestas, sin embargo se
desconoce la situacion de la campilobacteriosis (Padrén, 1990, Gutiérrez, 1993,
Gutiérrez et al, 1995). Los resultados de los aislamientos bacteriolégicos de
aves comerciales permitirdn conocer la presencia de Salmonella enteritidis,
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli que son agentes poco estudiados
en México. Asimismo la inoculacion de aves con los aislamientos obtenidos es
importante para conocer el comportamiento de estos agentes infecciosos en el

organismo de las aves.

En la avicultura moderna existen infecciones persistentes, tales como la
salmonelosis y la campilobacteriosis que se determinan por una variedad de
factores relacionados como la edad y el estado inmunologico de las aves, asi




como la virulencia de los agentes involucrados. En la mayoria de infecciones
naturales, se asocian varios agentes infecciosos y también coinciden factores
de predisposicion como el manejo, la nutricion y el ambiente, de ahi la
necesidad de realizar estudios con inoculaciones experimentales para ponderar

la importancia de los agentes aislados en casos de campo (Goryo et al, 1987).

El aparato digestivo de las aves es un tubo forrado por células epiteliales
especializadas, revestimiento que es continuo con el que cubre la piel, por ello,
se considera expuesto al ambiente externo, del que provienen los patégenos
presentes en los alimentos. A lo largo del trayecto del tubo digestivo, las células
se diferencian en una variedad de epitelios especializados que forman una
barrera selectiva que permite el paso de fluidos, y nutrientes disueltos pero
que, en condiciones normales, evita la entrada de organismos patogenos a la

circulacion sanguinea (Riddell, 1996).

La crianza comercial de aves nunca estara libre de infecciones, no obstante los
adelantos en bioseguridad. Las aves comerciales estan expuestas a multiples
agentes patégenos no obstante haber sido criadas bajo buenas préacticas de
manejo y nutricion (Hoerr, 2003). Existe una frecuencia elevada de infeccién
natural en las granjas avicolas con Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni
y Campylobacter coli. Las metas de este trabajo fueron detectar la presencia de
Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni y Campylobacter coli y determinar
la frecuencia de aislamiento de estos agentes en una parvada de pollo de
engorda naturalmente expuesta. También se decidié evaluar la diseminacién
de la infeccibn mediante estudios anatomopatolégicos, microbiolégicos y
pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del bazo, higado,
intestino delgado y ciegos de aves infectadas experimentalmente con las cepas
de campo de Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni y Campylobacter coli

obtenidas de la parvada de aves naturalmente expuesta.




REVISION DE LITERATURA

Campylobacteriosis y salmonelosis en el mundo

Los alimentos de origen animal pueden ser la fuente de un importante nimero
de infecciones en humanos, sin embargo, aunque el riesgo es bien conocido,
aun no ha sido debidamente cuantificado (Hinton, 2000). En la actualidad la
salmonelosis y la campilobacteriosis son las dos zoonosis de mayor
prevalencia en paises desarrollados como Estados Unidos, Canada, Inglaterra,
Noruega, Dinamarca y paises Bajos en los que se han presentado brotes
comprobados de salmonelosis transmitida por alimentos. Se ha calculado que
en EUA, la salmonelosis causa mas de 18 000 hospitalizaciones y 500
defunciones anuales (OMS, 1988). El costo de la Salmonelosis humana en
Estados Unidos asciende a 3 millones de délares anuales y en Dinamarca
dicho costo es de 15.5 millones de ddlares. En este ultimo pais se ha
implementado un programa de control de salmonelosis en la produccién de
animales destinados al consumo con un costo anual de 14.1 millones de
dolares que sin embargo reconsidera redituable habida cuenta que se ha
calculado que este programa reduce en 25.5 millones de dolares las pérdidas
ocasionadas por ausencias laborales y tratamientos médicos (INFOSAN,
2005). Los datos relacionados con el costo de las enfermedades transmitidas
por los alimentos, por lo general no son publicados en los paises en desarrollo.

En afos recientes los problemas relacionados con Salmonella han aumentado
significativamente en cuanto a la incidencia y la gravedad de los casos en

humanos. Varios paises han sufrido un aumento de 20 veces en los afos




noventa comparado con los afios ochenta. Aunque algunos paises han logrado
limitar y aun revertir estos aumentos, la propagaciéon de los serotipos
Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium va en aumento (Unién
Europea, 2004, 2006).

Kapperud G, Stenwig H, y Lassen J., (1998), realizaron en Noruega un analisis
retrospectivo de casos de salmonelosis de 1966 a 1996 y sus resultados
sugieren que existe relaciébn epidemiologica entre las aves y los humanos,
ademas de otros factores que incrementan el riesgo de infeccion tales como el
agua de bebida no tratada, el contacto directo con aves silvestres o sus

deyecciones y la ingestion accidental de arena o tierra.

En el Reino Unido la Oficina de censos de poblacién y encuestas (OPCS), en
su informe de casos de intoxicacion alimenticia indica que la campilobacteriosis
se incrementa entre junio y agosto al igual que la salmonelosis (Ministry of
Agriculture, 1988). Este incremento en la multiplicacion de patégenos en los
alimentos que no son almacenados a temperaturas de refrigeracion se
presenta cuando la temperatura ambiental se eleva y también por la tradicion
durante el verano de consumir barbacoas en las que la carne no se cuece
adecuadamente (FAHO/WHO, 1998).

En Suiza se han realizado estudios de RNA en aislamientos de Salmonella
enteritidis de origen humano y aviar que comparten el ribotipo A el cual fue
responsable de dos brotes de infeccion en humanos. Durante la ultima década
el numero de casos reportados en Suiza se ha duplicado de 3000 a 6000,
debidos principalmente a un aumento en el numero de infecciones por

Salmonella enteritidis (Wierup M. et al, 1995).

La epidemiologia de la salmonelosis en Suiza durante 2001, estuvo
determinada en un 60 % por cuatro serotipos correspondientes a Salmonella
typhimurium con 22.1%, Salmonella enteritidis con 17.7%, Salmonella newport
con 10% y Salmonella heidelberg con 5.9%. Esta tendencia es aun mas




pronunciada en Francia donde el 71% de los casos en humanos fueron
ocasionados por tres serotipos correspondientes a Salmonella enteritidis con
33%, Salmonella typhimurium con 32% y Salmonella hadar con 6% (Velge et
al, 2005).

En México se analizaron los serotipos de 24 394 aislamientos de Salmonella
realizados en los laboratorios de salud publica y privados de todo el pais, asi
como en el Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos
(INDRE). Se identificaron 199 serotipos, siendo el mas frecuente en muestras
de casos clinicos Salmonella typhimurium con 20.4% seguida de Salmonella
enteritidis con 18.3%, sin embargo, al analizar progresivamente los resultados
desde 1991, se aprecia el incremento gradual de Salmonella enteritidis
respecto a Salmonella typhimurium. Si se combinan los aislamientos de casos
humanos y animales, los serotipos mas frecuentes en México son en orden
descendiente Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Salmonella
derby, Salmonella agona y Salmonella anatum. Desde el punto de vista
epidemiolégico resulta importante conocer cuales son los serotipos
prevalecientes y los de nueva aparicion para poder determinar las acciones de

prevencion requeridas (Gutiérrez-Gogco et al, 2000).

La salmonelosis en Meéxico, en su presentacion como fiebre tifoidea se
incrementd de 205 casos en 1991 a 307 en 1993, representando el 11.2% y el
16.2% respectivamente del total de enfermedades registradas por la Secretaria
de Salud. En nuestro pais, la fiebre tifoidea se considera ain como una de las
principales enfermedades diarreicas que entre 1994 y 1997 ocasiond 28

defunciones anuales en promedio (Secretaria de Salud, 2000).

En los paises en desarrollo, la diarrea producida por Campylobacter sp,
generalmente ocurre solo en nifilos menores de dos afios de edad, en el resto
de la poblacion, la infeccidn es aparentemente asintomatica. La razén de esta
diferencia no esta clara, pero puede reflejar mayor inmunidad adquirida por los
habitantes de paises con deficientes condiciones de higiene (Wassenar y




Newel, 2002). Campylobacter jejuni es la causa mas frecuente de diarreas
infecciosas agudas en los paises desarrollados, supera a las infecciones
causadas por Salmonella y Shigella (Lamoureux et al, 1997). La infeccién en
humanos se limita al tracto alimentario y produce diversos tipos de diarrea.
Raras veces la infeccion puede ocasionar trastornos neurolégicos (Barrow y
Page, 2000).

La mayoria de los casos se producen por la ingestion de carne y leche.
Ademas Campylobacter coli y Campylobacter lari también producen
gastroenteritis en humanos, sin embargo, Campylobacter lari, cuyo origen es

porcino, representa solo el 3% de los aislamientos (Lamoureux et al, 1997).

En Inglaterra y Gales las aves son uno de los alimentos que con mayor
frecuencia se reportan asociados a brotes de Campylobacter (Pearson y
Healing, 1996).

Un estudio efectuado en Dinamarca reporté que el consumo de carne de cerdo
y bovino en barbacoa, de pollo insuficientemente cocinado y de agua
contaminada, son factores de riesgo importantes para contraer la infeccién
(Neimann et al, 1998).

Quiza el factor mas importante en la cadena epidemioldgica sean las personas
qgue preparan y sirven los alimentos debido a la contaminacion cruzada entre
aves y humanos, el cocimiento inadecuado de la carne, el lento enfriamiento, la
falta de refrigeracion y el insuficiente recalentamiento (OMS, 1988; Yang et al,
2002).

Salmonelosis

La salmonelosis es una de las enfermedades mas comunes transmitidas por

los alimentos, constituye un problema de salud publica y representa un alto




costo de salud en muchos paises. Millones de casos se notifican en todo el

mundo cada afio dando lugar a miles de muertes.

La salmonelosis es una zoonosis de importancia econémica en todo el mundo
en humanos y animales y se puede manifestar de muy diversas maneras que
van desde infecciones inaparentes o portadores recuperados hasta enteritis,
septicemia y aborto solos o combinados. Las salmonelas rapidamente se
transmiten entre animales, de animales a humanos y entre humanos de forma
directa o indirecta (Nakamura et al, 1994). El género Salmonella pertenece a la
familia Enterobacteriacea y presenta la peculiaridad de no fermentar o

fermentar lentamente la lactosa (Clarke y Gyles, 1986).

Las salmonelas son responsables de infecciones intestinales limitadas o
extensas en humanos y animales. En afios recientes la incidencia de
Salmonella enteritidis se ha incrementado casi a niveles de pandemia atribuida
a las infecciones transovéaricas en las aves de abasto, aunada a la alta
virulencia de las cepas de Salmonella enteritidis que aun a dosis bajas pueden
producir enfermedad grave en humanos. Existen ademas factores de
complicacion que incluyen la produccién y procesamiento industrial de
alimentos, la transferencia de plasmidos entre organismos bacterianos, la
resistencia a los antibidticos, la existencia de portadores humanos
asintomaticos y los reservorios animales entre los que destacan aves, cerdos y
bovinos (Doran et al, 1996; Zhao et al, 2001).

Durante mucho tiempo se crey0 que era necesario ingerir salmonelas en
cantidades de 1X10° o méas por gramo de alimentos para que se produjera la
enfermedad, pero actualmente se ha demostrado que una concentracion de 3 a
10 células por gramo puede causar enfermedad (Hinton, 2000) y dado que
contaminan agua, frutas, verduras, huevo fresco, carnes, mariscos, leche y
alimentos procesados, el problema de salud publica que representan es

formidable. Ademas debe tomarse en cuenta la capacidad de estos organismos




para sobrevivir en materia fecal, tierra, pasturas, telas, polvo y hasta plasticos
(OMS, 1988).

En comparacion con otras bacterias Gram negativas, las salmonelas son
relativamente resistentes a varios factores ambientales. Crecen a temperaturas
gue oscilan entre 8 y 45°C y un pH de 4 a 8. También pueden multiplicarse en
un medio con poca concentracion de oxigeno o totalmente carente de este
(OMS, 1997).

La gran resistencia que tienen estos microorganismos no sélo al secado, a la
congelacion y a la salazén, sino también al ahumado explica por qué
sobreviven en muchas clases de alimentos (OMS, 1988). Se ha demostrado
que las salmonelas son resistentes a la deshidratacion aun por afos, sobre
todo en las heces, el polvo y los materiales secos como algunos alimentos para
consumo humano y animal. Se ha comprobado que estas bacterias pueden
sobrevivir por varios meses en salmuera en concentraciones de mas de 20%
de sal, sobre todo en productos con un elevado contenido de proteina o grasa.
En carne seca ahumada puede sobrevivir por varias semanas 0 aun meses.
Las salmonelas son sensibles a la irradiacion beta y gama y a temperaturas
superiores a 70° C.

El género Salmonella es representativo de la familia Enterobacteriaceae en la
gue predominan los bacilos Gram negativos que no forman esporas y que en el
género Salmonella presentan tres tipos de antigenos. Las propiedades de
aglutinacion de los antigenos somatico O, flagelar H y capsular Vi, se emplean
para diferenciar a los mas de 2500 serotipos de Salmonella. Cada afio se

aumentan nuevos serotipos a la lista de Kauffmann-White (Popoff et al, 2003).

El género Salmonella consta de solo dos especies, Salmonella bongori y
Salmonella enterica. Esta Ultima se divide a su vez en seis subespecies:
entericae, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. En el serotipo
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entericae, los grupos antigénicos O mas comunes son A, B, C1, C2, Dy E. Las
cepas de estos grupos causan aproximadamente el 99% de las infecciones por
el género Salmonella en humanos y animales de sangre caliente. Los serotipos
de las otras subespecies generalmente infectan animales de sangre fria pero

muy rara vez a humanos (Uzzau et al, 2000).

La nomenclatura del género Salmonella es compleja y se usan diferentes
sistemas de clasificacion. La nomenclatura mas usada se basa en los nombres
de los serotipos de la subespecie |, por ejemplo Salmonella enterica,
subespecie entericae, serotipo enteritidis se abrevia como Salmonella
enteritidis. Los serotipos pueden a su vez subdividirse usando biotipificacion y
fagotipificacion. Un biotipo es la variacion bioquimica entre dos microbios del
mismo serotipo, mientras que el fagotipo refleja las diferencias entre dos
organismos con el mismo serotipo pero diferente susceptibilidad a la lisis por
bacteriéfagos (Ward et al, 1987).

El grado de adaptacion varia entre los diferentes serotipos e influye sobre la
patogenicidad para el hombre y los animales. Los serotipos adaptados al
hombre tales como Salmonella typhi y Salmonella parathyphi generalmente
causan enfermedades severas en humanos como el sindrome septicémico y la
fiebre tifoidea, pero no son patégenos para los animales. Los serotipos
adaptados a los animales como Salmonella gallinarum de las aves y
Salmonella abortus-ovis de las ovejas solo infectan esporadicamente a los
humanos y producen signos clinicos moderados. Sin embargo Salmonella
choleraesuis, cuyo principal hospedador es el cerdo, también causa
enfermedad sistémica severa en humanos. Salmonella enteritidis y Salmonella
typhimurium son serotipos que afectan tanto humanos como animales y
generalmente causan infecciones menos severas que la fiebre tifoidea en
humanos, pero pueden llegar a producir una infeccién parecida a la fiebre
tifoidea tanto en humanos como en ratones, sin embargo la infeccion en pollos

es asintomética (Duchet et al, 1997, Uzzau et al, 2000).




En la segunda mitad del siglo XX ocurrieron dos cambios principales en la
epidemiologia de la salmonelosis en el mundo, por un lado, el surgimiento de
infecciones en humanos provocadas por el consumo de alimentos
contaminados con Salmonella enteritidis y por otro, la multiple resistencia a los

antibioticos de cepas de Salmonella typhimurium (Velge et al, 2005).

Las investigaciones hechas en brotes de salmonelosis o casos esporadicos
indican que la fuente mas comun de Salmonella enteritidis es la carne
insuficientemente cocida, principalmente de pollo y los huevos crudos (Coyle et
al, 1988, Délaroque et al, 1998). La contaminacion de los huevos por salmonela
se atribuye al dafio del cascar6n o a su contaminacion después de la postura.
En el caso especifico de Salmonella enteritidis, los huevos pueden
contaminarse con heces o infectarse en el ovario al momento de la ovulacion
(Humphrey, 1994).

Los factores responsables de la epidemia por Salmonella enteritidis no han sido
totalmente dilucidados, siendo una limitante la deteccidn de la infeccion en
pollos aparentemente sanos. Se sabe que Salmonella enteritidis causa
infecciones intestinales sin signos clinicos en una amplia gama de especies,
especialmente las aves. Los brotes agudos de la enfermedad con alta
mortalidad no ocurren en aves (Duchet et al, 1997). Sin embargo los portadores
aparentemente sanos pueden diseminar la infeccion en la parvada mediante la
contaminacion del ambiente con sus deyecciones. En el huevo también es
dificil detectar Salmonella enteritidis cuando el nUmero de bacterias presentes

es menor a 9 por pieza (Humphrey, 1994).

La modernizacién de las granjas de pollos y las exportaciones de aves
progenitoras han jugado un rol importante en la diseminacion de S.enteritidis.
Por ejemplo, la principal estrategia de muda forzada en las gallinas de postura
en Estados Unidos es retirar el alimento a las aves hasta que pierdan peso, sin

embargo esto las hace mas susceptibles a la infeccion por Salmonella
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enteritidis y una vez infectadas excretan el microorganismo en concentraciones

significativamente altas (Holt, 2003).

Los factores de manejo asociados a mayor riesgo de infeccion por Salmonella
enteritidis son el tamafio de la parvada, el tipo de instalaciones y la
coexistencia en la misma granja de aves de diferente edad (Mollenhorst et al,
2005).

Investigaciones realizadas en los Paises Bajos, indican que las parvadas de
gallinas ponedoras se infectan principalmente por contacto directo con el
ambiente contaminado de la granja, mientras que el contagio de progenitora a
su descendencia es menor (Van de Giessen et al, 1994). En contraste, Ward y
colaboradores, sugieren que la epidemia ocurrida en el Reino Unido a
principios de los afios 80 se debié a la introduccion de lineas progenitoras

infectadas con el fago tipo 4 (Ward et al, 2000).

Varios autores han sugerido que Salmonella enteritidis puede ser introducida
en las parvadas por roedores, los cuales son muy susceptibles, al grado que se
llegé a usar la infeccion intencional para destruir ratones (Henzler y Opitz,
1992, Friedman et al, 1996). Salmonella enteritidis se emple6 en Estados
Unidos para combatir roedores durante el brote de Yersinia pestis en San
Francisco en 1895 y fue usada ocasionalmente como rodenticida en Europa
hasta 1960. Existe una correlacion entre la presencia de Salmonella enteritidis
en ratones y la infeccion en aves. Ademas informes recientes sugieren que
varias especies de roedores estan involucrados en el mantenimiento de la

infeccién por Salmonella enteritidis en las granjas avicolas (Garber et al, 2003).

El uso del sistema de fago tipificacion ha mostrado que la mayoria de los casos
de Salmonella enteritidis en Europa fueron causados por el fago tipo 8 antes de
1980 y el fago tipo 4 después. En contraste Salmonella enteritidis usada en el
Reino Unido como pesticida en 1940 fue fago tipo 6 y los aislamientos de
roedores en 1993 pertenecen al fago tipo 23 (Friedman et al, 1996, Guard et al,
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1997). Sin embargo Threlfall y colaboradores puntualizan el hecho de que la
adquisiciéon del plasmido IncX convierte las cepas fago tipo 4 en el fago tipo 6
(Threlfall et al, 1996).

El dramético incremento de infeccion por Salmonella enteritidis, fago tipo 4, en
Europa del este desde 1980, sugiere que la bacteria ha adquirido
recientemente nuevos genes de virulencia (Helmuth y Schroeter, 1994).
Algunos trabajos han demostrado que los pases repetidos a través del tracto
reproductivo de las aves, incrementa la capacidad de Salmonella enteritidis,
fago tipo 13a, para infectar los huevos, mientras que los pases en higado y

bazo disminuyen dicha capacidad (Gast, 2003).

Salmonella gallinarum es capaz de generar inmunidad en las parvadas contra
el serotipo 09 al que pertenece Salmonella enteritidis, por ello la erradicacion
de Salmonella gallinarum y la consecuente suspension de la vacunacion
rutinaria, pueden abrir un camino para el establecimiento de Salmonella
enteritidis (Velge et al, 2005, Chacana et al, 2006). Datos recientes muestran
que ha ocurrido una disminucion sustancial en el nidmero de casos por
Salmonella enteritidis en humanos desde 1997 en el Reino Unido (Cogan y
Humphrey, 2003, Bouvet y Grimont, 2001). En este caso, el descenso del 50%
en la infeccidén, corresponde a la introduccion de nuevas vacunas vivas en
sustitucién de las vacunas con bacterias muertas en formalina (Ward et al,
2000). Sin embargo, la infeccion por Salmonella enteritidis disminuy6é también
en varios paises en los que no fueron vacunadas las aves, (Barza, 2002), lo
que puede atribuirse al establecimiento de medidas de higiene, a la
capacitacion de las personas que preparan alimentos y a la mayor conciencia

sanitaria de los consumidores (Van Pelt et al, 2003).

Por otro lado en Espafa, la infeccion por Salmonella enteritidis, se ha
incrementado y desde 2001 se han reportado casos del fago tipo 14b en
turistas (Nygard et al 2004).
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Algunas serovariedades de Salmonella sp han sido evaluadas en adhesion,
invasion y virulencia en modelos aviares. Se ha demostrado experimentalmente
qgue utilizando una cepa diferenciada por marcadores de resistencia a
antibiéticos, se previene el establecimiento subsiguiente de la misma cepa de
campo lo que promete ser de utilidad para el ulterior desarrollo de vacunas

administradas por via oral (Martin et al, 1996).

En afos recientes, mayor numero de genomas microbianos han sido
secuenciados y comparados, lo que ha permitido estimar la frecuencia de
mutaciones. Una importante fuente de evolucién son los mecanismos de
recombinacién que se requieren en el proceso de replicacion en los que la
variabilidad del genoma puede resultar de la adquisicion o pérdida de regiones
que portan genes. También puede ocurrir la transmision horizontal de
fragmentos de ADN mediante plasmidos, islas gendmicas, bacteri6fagos,
transposones y secuencias de insercion. Estos elementos moviles pueden
generar la capacidad en los microorganismos para infectar determinadas
células (Ochman et al, 2000).

Los genes asociados a virulencia, también llamados islas de patogenicidad, se
originan fuera de las bacterias y en el caso particular de las salmonelas,
reciben el nombre de Islas de patogenicidad de Salmonella sp (SPI). Estas
regiones de cromosomas, contienen grupos de genes que incrementan la
virulencia del microorganismo y pueden transformar un organismo no patégeno
en uno virulento. Hasta ahora se han descrito 12 islas de patogenicidad de
Salmonella sp, algunas de ellas son compartidas por todos los serotipos del
género pero algunas son especificas de algunos serotipos (Velge et al, 2005).
Otra importante fuente de diversidad son los integrones que generalmente
llevan uno o mas genes de resistencia a los antibioticos (Boyd et al, 2001).

Un inevitable efecto del uso de antibidticos es el surgimiento y diseminacién de
bacterias resistentes. Existen cepas de Salmonella sp resistentes a penicilina,

cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas, tetraciclinas e incluso a las
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fluoroquinolonas, ésta Ultima resistencia atribuida a mutaciones del gen gyrA
(Angulo et al, 2000).

Teniendo en cuenta que los genes de resistencia a los antibiéticos pueden
propagarse por integrones, transposones, islas genomicas y plasmidos, el
tratamiento con agentes antimicrobianos, lleva al aumento de la poblacion de
bacterias resistentes a todos los antibiéticos relacionados entre si y por ello el
uso de antibidticos en el alimento de los animales puede tener efectos

adversos para la salud humana (Velge et al, 2005).

Los programas de prevenciéon y control de la salmonelosis deben ser integrales.
La vacunacién, la exclusibn competitiva y la seleccion genética de animales
resistentes son métodos importantes para reducir la infeccion por Salmonella
enteritidis (Beaumont et al, 1999). Sin embargo, siempre debera ponderarse
gue cualquier intervencion biolégica puede resultar en una nueva caracteristica
evolutiva y asi la bacteria adaptada a un nuevo nicho ecoldgico desplaza de

este a la bacteria previamente residente.

La infeccién por Salmonella enteritidis en las aves, ocurre inicialmente como
colonizacion gastrointestinal, posteriormente los microorganismos se
multiplican en los macréfagos moviles y fijos para finalmente producir
bacteremia e infeccion en diversos érganos (Asheg et al, 2003). Los principales
signos clinicos son depresion y diarrea. Se pueden llegar a observar lesiones a
la necropsia como distension por gas del intestino delgado y dilatacién de
ciegos (Berchieri et al, 2001).

La mortalidad y los signos clinicos disminuyen a medida que incrementa la
edad de las aves. En aves adultas puede detectarse ocasionalmente diarrea
ligera y deshidratacion pero en general no se presentan signos de enfermedad.
En gallinas en produccién puede disminuir la postura y los huevos suelen estar
infectados (Hopper y Mawer, 1988, Henzler et al, 1994). La ausencia de signos

en aves adultas es justamente el factor de riesgo silencioso de salud publica
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por el estado de portadores sanos que conservan las aves durante su vida

productiva (Shivaprasad et al, 1990).

La inoculacién experimental de las aves con Salmonella enteritidis por via oral,
llega a producir dafio epitelial e infiltracion con heterdéfilos de la lamina propia
de los ciegos. Las células epiteliales de todo el intestino contienen bacterias,
pero los ciegos y la union ileo-cecal son los sitios de mayor afinidad. Ademas la
invasion epitelial permite que la bacteria atraviese la membrana basal hacia la
lamina propia, e infecte a los macréfagos (Asheg, 2003; Holt y Porter, 1992;
Porter y Holt, 1993).

En parvadas infectadas naturalmente con Salmonella enteritidis, se ha llegado
a detectar una ligera reaccion inflamatoria en los ovarios y oviductos (Hoop y
Pospischil, 1993).

Salmonella enteritidis inicia la infeccion adhiriéndose a la superficie de la
mucosa intestinal y posteriormente invade las células epiteliales. Su adherencia
a la superficie del epitelio depende de las fimbrias y el flagelo. Las principales
fimbrias son SEF14, SEF17 Y SEF21. Algunos investigadores han encontrado
que el glicosfingolipido (GSL) GlcCer (N-1) y el gangliésido GM3 (G-1) de la
mucosa intestinal de los pollos que se han identificado en duodeno, intestino
delgado, ciego y recto, son los receptores de la fimbria SEF21 de Salmonella
enteritidis. Cuando las bacterias invaden el epitelio y llegan a la ldmina propia
infectan a los macrofagos principalmente pero también a los linfocitos T y B. En
ocasiones Salmonella enteritidis es resistente a la accion de los macrofagos y
entonces estas células le sirven de vehiculo para invadir tejidos en otros

organos y sistemas (Kramer et al, 2003).

La salmonelosis aviar sigue siendo una barrera sanitaria para la exportacion de
carne de pollo y huevo de México a EUA como lo demuestra el acuerdo del
Departamento de Agricultura de EUA que el de 14 de abril de 1999 aprob¢ la
certificacion favorable de Francia, Canada, Hong-Kong, Israel, Holanda y Reino
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Unido, mientras que la certificacion de México quedd pendiente (Agriculture
Department of the U.S.A., 1999).

Campylobacteriosis

La infeccion por Campylobacter ocasiona una de las enfermedades entéricas
bacterianas mas comunes en los paises desarrollados. Las fuentes de ésta
infecciobn se relacionan generalmente con alimentos de origen animal,
principalmente productos avicolas, agua, leche cruda y mascotas (Neil et al,
1984; Nielsen y Nielsen, 1999).

El género Campylobacter comprende 16 especies de bastones espirales
curvados Gram negativos con flagelos que les dan movilidad. Los organismos
del género Campylobacter son microaerofilicos. Campylobacter jejuni
subespecie jejuni, Campylobacter jejuni subespecie doylei, Campylobacter coli,
Campylobacter lari, Campylobacter upsaliensis y Campylobacter helveticus
forman un grupo de especies genéticamente relacionadas (Petersen et al,
2001). Campylobacter jeuni jejuni es patégeno para humanos y Campylobacter
jejuni doylei solo esporadicamente causa enfermedad en humanos. Las tres
principales especies, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli vy

Campylobacter lari causan enteritis (Phillips, 1995).

Bioquimicamente, los Campylobacter son oxidasa positivos, reducen nitratos,
son negativos a rojo de metilo y Voges-Proskauer y no hidrolizan la gelatina. La
mayoria de las especies son urea negativas, excepto algunas cepas de
Campylobacter lari. La exposicion prolongada al agua, hace que los
microorganismos adquieran forma cocoide que en ocasiones no es cultivable
(Federighi, 1999; Talibart et al, 2000).

Campylobacter jejuni jejuni, Campylobacter coli y Campylobacter lari son
termofilicos porque crecen bien a temperaturas entre 42-43°C y no a menos de
25° C. Los métodos de cultivo en medios selectivos requieren dos dias y dos
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dias mas de pruebas confirmatorias para especie, sin embargo, no permiten el
aislamiento de todas las especies presentes. Debido a las multiples dificultades
técnicas, se han elaborado diversos métodos de deteccion como la aglutinacion
latex, que es capaz de identificar las formas espirales y cocoides a niveles de
10°-10® unidades formadoras de colonias por mililitro. Es importante diferenciar
a los miembros del género Campylobacter clinicamente significativos de otros
organismos que presentan similitudes morfolégicas y ecoldgicas.
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli son los patdégenos mas
frecuentemente aislados, sin embargo esto puede estar arrojando resultados
inexactos debido al uso de antibiéticos en los medios selectivos, los cuales no
permiten el crecimiento de la mayoria de los otros miembros del género
Campylobacter, por ello, cuando se usa la técnica de filtracién sin antibidticos,

la variedad de aislamientos se incrementa (Wassenaar y Newell, 2002).

La serotipificacion de Campylobacter se realiza con el esquema de Penner
basado en los antigenos “O” del LPS por medio de la técnica de
hemoaglutinacion indirecta y con el esquema de Lior, con base en los
antigenos proteicos termoldbiles de superficie por medio de la técnica de
aglutinacion en placa, ya que son complementarios (Lior et al, 1982, Penner,
1988).

Las técnicas que hoy en dia se han descrito para identificar Campylobacter son
métodos genéticos, la mayoria de ellos basados en PCR. Potencialmente PCR
puede ser mas facil de realizar y mas confiable que las pruebas bioquimicas,
sin embargo la identificacion por PCR no ha sido aceptada como método de
rutina. Algunos meétodos de deteccion por PCR detectan Campylobacter
termofilicos directamente, muchos de estos métodos estan basados en la
amplificacion de genes flagelares o genes ribosomales. En algunos de los
métodos el gen empleado para especies especificas ha sido seleccionado por
hibridacién y no han sido caracterizados posteriormente. Los métodos difieren
en complejidad, desde los que detectan directamente desde la muestra, los que

usan pre-enriquecimiento y filtrado, amplificacién, electroforesis en gel seguido
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de Southern blotting (o0 spot blots) e hibridacién. La relativa eficacia de estos
métodos todavia tiene que ser determinada. En estudios comparativos PCR ha
resultado ser al menos tan sensible como las clasicas técnicas bioquimicas
(Phillips, 1995; Al Rashid et al, 2000).

La dosis infecciosa requerida para producir campilobacteriosis ha sido
determinada en 10* UFC para humanos (Black et al 1992) y en 90 UFC en
aves (Ruiz-Palacios et al, 1981). En aves, sin embargo, ocurren infecciones
asintomaticas a dosis mas bajas y el desarrollo de la enfermedad depende del

estado de inmunidad.

Campylobacter jejuni y Campylobacter coli viven como comensales en el tracto
intestinal de muchos animales incluyendo los de produccion de alimentos y las
mascotas. Estos organismos pueden sobrevivir en el ambiente a 4° C por
varias semanas. El vehiculo principal de transmision a humanos es la carne
cruda o insuficientemente cocida, principalmente la de pollo. Otras fuentes de
infeccibn en humanos incluyen agua, leche bronca, mariscos crudos y

mascotas (Brooks et al, 1995).

Los sintomas de la campylobacteriosis en humanos incluyen debilidad y dolor
abdominal. El tiempo de incubacion es generalmente entre uno a siete dias,
con un promedio de 3 dias y en la mayoria de los casos el paciente se
recupera en una semana. Muchas cepas de Campylobacter producen
enterotoxinas y citotoxinas, las cuales son probablemente la causa de los
sintomas digestivos, sin embargo existen evidencias de que algunas cepas

pueden producir hepatotoxinas y una citotoxina (Phillips, 1995).

Para las parvadas, se han identificado varios factores de riesgo que incluyen
agua sin desinfectar y mantener en la misma granja aves y cerdos (Phillips,
1995). Hasta hace poco se pensaba que la principal fuente de transmision de
Campylobacter sp en las aves era horizontal a partir de basura, agua, insectos,
equipo y fauna silvestre. No se concebia la transmision de las gallinas

18



progenitoras a su descendencia a través del huevo con base en la
imposibilidad de cultivar Campylobacter sp de las incubadoras o de los pollitos
recién nacidos (Neil et al, 1984). Sin embargo en diversos estudios se sugiere
la transmision vertical como una forma de infeccién (Clark y Bueschkens,
1986), tomando en cuenta que Campylobacter sp se ha encontrado en todos
los segmentos del tracto reproductivo de las gallinas y en el semen de gallos

progenitores (Cox et al, 2005).

El principal cambio asociado con la infeccibn por Campylobacter jejuni en
pollos es la distension con gas del intestino que se extiende desde el asa
duodenal hasta la bifurcacién de los ciegos. También se acumula moco y el
contenido suele ser acuoso (Blaser et al, 1983). La intensidad de estos
cambios depende de la citotoxicidad de la cepa de Campylobacter sp
involucrada, habiendo infecciones en las que se llegan a presentar hemorragias

(Welkos, 1984) como en la campilobacteriosis humana (Klipstein et al, 1985).

En pollitos recién nacidos que recibieron ciclofosfamina como inmunosupresor,
se detectaron manchas amarillas en el parénquima hepético a las 24 horas
posteriores a la inoculacién experimental con cepas toxigénicas e invasivas de
Campylobacter jejuni. En los pollitos control que no recibieron ciclofosfamina y
fueron inoculados con las mismas cepas no se detectaron lesiones hepaticas
(Cruickshank, 1986). Lo anterior sugiere que se requiere de un sistema inmune
intacto y funcional para prevenir la diseminacién de Campylobacter jejuni fuera
del intestino (Blaser et al, 1983).

Los cambios histolégicos atribuidos a Campylobacter jejuni en pollos incluyen
congestién e infiltracibn mononuclear en la lamina propia de la mucosa
intestinal. A las 48 horas post infeccion experimental se presenta atrofia de las
vellosidades del ileon distal. La microscopia electronica revela la presencia de
campilobacterias dentro y entre las células epiteliales y la lamina propia y

edema de la submucosa del yeyuno (Skanseng et al, 2006).

19



Métodos de diagnéstico

Hasta hace poco tiempo, los métodos utilizados para el diagnéstico han sido
los mismos que fueron diseflados en sus principios basicos desde hace
muchas décadas. Las técnicas microbioldgicas y bioguimicas son tardadas y
requieren de una especializacion del personal que las realiza. Asimismo se ha
hecho evidente la necesidad de desarrollar procedimientos que permitan
detectar al patdgeno en muestras muy contaminadas por otros

microorganismos (Galan et al, 2004).

En promedio son necesarios entre 4 y 8 dias para poder identificar la especie
del género Salmonella hasta el nivel del subgrupo. En ocasiones resulta
imposible aislar concentraciones bajas de salmoneras, lo cual cobra
importancia por el caracter intermitente de la infeccion, en la que la
concentracion de las bacterias es variable y en su fase de baja multiplicacién

puede ser no detectable (Maciarovski et al, 2000).

La serotipificacion de salmonelas en ocasiones se ve limitada por la escasez, el
alto costo o la mala calidad de los antisueros, ademas de que mas de 40% de
los aislamientos no son tipificables por este método. La fagotipificacion también
ha sido desarrollada, e incluso se ha combinado el uso de serotipificacién con
fagotipificacion para tipificar cepas de Campylobacter aisladas de humanos en
el Reino Unido (Frost et al, 1999). Charlton et al (2005), redujeron a 3 dias el

diagndstico con prueba de PCR y cultivo en medio de preenriquecimiento.

El aislamiento e identificacion de Campylobacter sp es dificil porque es de lento
crecimiento y se confunde facilmente con bacterias del género Arcobacter y el
mayor inconveniente es que se trata de organismos inertes que no metabolizan
los azucares que son empleados tradicionalmente para diferenciar las
enterobacterias. Es por ello que Campylobacter requiere de la evaluacion de su

crecimiento bajo diferentes condiciones atmosféricas, de temperatura y de
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sensibilidad antimicrobiana asi como de la hidrdlisis del hipurato y del acetato

de indoxyl (Oyarzabal y Murphy, 1998).

Para realizar el aislamiento de Campylobacter se requieren muestras frescas
de no mas de dos horas, transportadas a 4°C en medio Cary Blair, debido a
que si pasa mas tiempo la cantidad de bacterias viables disminuye. Una
practica frecuente consiste en adicionar los medios de cultivo con antibiéticos,
sin embargo, algunas cepas de Campylobacter sp son sensibles y no crecen en
Su presencia, por ello se requiere el uso de al menos dos medios selectivos,

uno con y otro sin antibioticos.

La serotipificacion de Campylobacter se basa en dos esquemas, el de Penner
que detecta los antigenos “O” por medio de la técnica de hemoaglutinacion
indirecta y el de Lior que detecta los antigenos proteicos termolabiles de
superficie mediante la técnica de aglutinacion en placa, ambos esquemas son

complementarios (Lior et al, 1982, Penner, 1988).

Bilte y Jakob (1995) desarrollaron PCR para la deteccion de Salmonella sp en
alimentos contaminados natural y artificialmente y ademas se han evaluado

otros procedimientos como las sondas de ADN y las pruebas de ELISA.

Diversos métodos de PCR, sensibles y especificos, se han desarrollado para la
deteccibn de Campylobacter sp PCR se puede usar para detectar
simultaneamente la presencia de otras bacterias patdgenas de los alimentos,
tales como Salmonella y Listeria. Aunque el primo aislamiento o el cultivo de
las muestras no son indispensables, si resultan convenientes porque
incrementan la sensibilidad de las pruebas. El empleo del método de PCR
reduce el tiempo de diagndstico a menos de dos dias (Phillips, 1995), ademas
de que es capaz de detectar cantidades pequefias de hasta una unidad

formadora de colonia por mililitro de muestra (Skanseng et al, 2006).
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Potencialmente PCR puede ser mas facil de realizar y mas confiable que las
pruebas bioguimicas, sin embargo la identificacion por PCR no ha sido
aceptada como método de rutina. Se han descrito métodos por PCR que
detectan Campylobacter termofilicos directamente y algunos se basan en la
amplificacion de genes flagelares o ribosomales. En algunos métodos, el gen
empleado se ha seleccionado por hibridacibn y no se ha caracterizado
posteriormente. Ademas de los métodos de deteccién directa, se han disefiado
algunos que requieren pre-enriguecimiento, filtrado, amplificacion,
electroforesis en gel seguido de Southern blotting o spot blots e hibridacién. En
estudios comparativos PCR ha resultado ser al menos tan sensible como las
técnicas bioquimicas (Phillips, 1995; Al Rashid et al, 2000).

22



MATERIAL Y METODOS

Aves comerciales para el aislamiento primario

Se muestrearon semanalmente 30 pollos de engorda de la linea Ross desde su
llegada a la granja hasta inmediatamente antes de ser enviados al rastro a las
7 semanas de edad. Las aves recibieron alimento y agua de bebida libre de
antibioticos. Se realiz6 un estudio epidemioldgico transversal para determinar la

presencia de Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni y Campylobacter coli.

Aislamiento de Salmonella

Las muestras consistieron en hisopos con material obtenido de la cloaca y se
conservaron en medio de transporte de Stuart modificado. En el laboratorio los
hisopos se colocaron en 10ml de caldo peptonado y mantenidos durante 2
horas a 40°C, posteriormente 2ml de cada tubo se depositaron en 20ml de
caldo selenito - cistina y se incubaron durante 18 hrs a 37°C. Después, con un
asa de nicromel, se sembro en agar Mac Conkey y agar XLD (Figura 1). Las
cajas de agar fueron incubadas a 37°C y evaluadas a las 24 y 48 hrs post
inoculacion. A las colonias lactosa negativas se les hicieron pruebas
bioquimicas (TSI, citrato, urea, MR-VP, SIM y azucares) (Pietzch, 1984,
Gutiérrez, 1993, Gutiérrez et al, 1995). Las cepas identificadas
bioguimicamente se enviaron al INDRE para ser serotipificadas. En las aves
SPF se realiz0 la necropsia y el cultivo se hizo a partir de: bazo, higado,

vesicula biliar, duodeno, yeyuno, ileon, ciegos y heces.
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Aislamiento de Campylobacter

Las aves de granja fueron muestreadas mediante hisopos impregnados en la
cloaca que fueron introducidos en medio de transporte de Cary Blair. En el
laboratorio los hisopos fueron transferidos a 1ml de caldo Brucella y
mantenidos durante 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente 10
microlitros de cada tubo se depositaron sobre papel filtro estéril (Milipore poro
de 65 micras de diametro) y los filtros impregnados se colocaron en cajas de
agar MCC (medio para cultivo de Campylobacter con Carbéon vy
polienriquecimiento Bioxon) (Figura 2), mismas que se incubaron durante 48
horas a 42°C en condiciones de microanaerobiosis. Las colonias que a la
inspeccion tenian morfologia compatible con Campylobacter, se re sembraron
en agar sangre de carnero al 5% (Figura 3) y fueron sometidas a Tincién de
Gram (-), Prueba de oxidasa (+), Prueba de catalasa (+), TSI: inerte, Prueba de
hipurato: C.jejuni +, C.coli-, Reduccion de nitratos (C.coli positivo, C.jejuni
negativo), Ureasa (negativa), Tolerancia a TTC (tryphenyltetrazolim, C.jejuni y
C.coli resistentes, y Tolerancia a NaCl (C.jejuni y C.coli sensibles) (Van
Landuyt et al 1987, Lee et al, 1994, Petersen et al, 2001, Attenbury et al, 2003,
Maher et al, 2003). En las aves SPF se realiz6 la necropsia y las muestras para
cultivo se obtuvieron de: bazo, higado, vesicula biliar, duodeno, yeyuno, ileon,
ciegos y heces. También se muestre6 a un grupo de 10 aves de la misma

granja, que recibieron bacitracina en el alimento y cloro en el agua.

Animales de estudio

Se inocularon grupos de 5 aves ALPES de 4 semanas de edad, con los
aislamientos de Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni y Campylobacter
coli. Tres semanas mas tarde, las aves se sacrificaron para realizar diagnostico
histopatoldgico, obtener muestras para examenes bacteriolégicos y PCR. Las
aves infectadas, asi como las testigo se alojaron en las unidades de

aislamiento del Departamento de Produccién Animal: Aves de la FMVZ UNAM,
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bajo condiciones ambientales controladas y recibieron alimento libre de
antibioticos y agua a libre acceso. Diariamente las aves fueron evaluadas
mediante inspeccion clinica. Cada uno de los cinco grupos de aves se mantuvo

aislado de los demés (Berchieri et al, 2001).

Preparacion de indculos

Salmonella

Las bacterias S.enteritidis y S.typhimurium se incubaron durante 18 hrs a 37°C
en agar TSA (tripticasa Soya). Se tom6 una asada de cada cultivo que fue
disuelta en 7 ml de caldo TSA. La lectura se realizd en el espectofotbmetro
(Thermospectronic Biomate 5) para asegurar una concentraciéon de 1X10% UFC

(unidad formadora de colonia).

El in6culo con la concentracidn mencionada, se administré a las aves por via

oral a razén de 1ml de caldo (Berchieri et al, 2001).

Campylobacter

Las bacterias Campylobacter jejuni y Campylobacter coli se incubaron durante
72 hrs a 37°C en agar MCC. Se tom6 una asada de cada cultivo y se disolvio
cada una en 7 ml de caldo Brucella. La lectura se realizd en el
espectrofotometro  (Thermospectronic Biomate 5) hasta obtener una
concentracion de 1X109° UFC.

Inmediatamente que se obtuvieron los indculos, se les administraron a las aves
por via oral a razon de 1ml de caldo (Ruiz-Palacios et al, 1981, Barrow y Page,
2000).
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Modelo de infeccién

Las cinco aves de cada uno de los cinco grupos experimentales recibieron por
via oral un mililitro de caldo con el siguiente in6culo de acuerdo con el grupo:
para el grupo 1, caldo Brucella sin bacterias, para el grupo 2, caldo Tripticasa
Soya con 1X10® UFC de Salmonella enteritidis, para el grupo 3, caldo
Tripticasa Soya con 1X10°® UFC de Salmonella typhimurium (Nakamura et al,
1994, Berchieri et al 2001), para el grupo 4, caldo Brucella con 1X10° UFC de
Campylobacter jejuni y para el grupo 5, caldo Brucella con 1X10° UFC de

Campylobacter coli (Ruiz-Palacios et al, 1981).

Necropsiay toma de muestras

Se procesé un grupo de cinco aves por cada sesion. De cada ave, se tomé un
hisopado de cloaca inmediatamente antes del sacrificio por dislocacion de las
vértebras cervicales (Paasch y Perusquia, 1985; Diario Oficial de la Federacion,
1996).

La parte delantera de las aves fue empapada con alcohol industrial antes de
incidir la cavidad abdominal y extraer los 6rganos y separarlos asépticamente
para evitar la contaminacion cruzada y empleando guantes e instrumental
estéril para la colecta de las muestras bacteriolégicas e histolégicas en el
siguiente orden: bazo, higado, vesicula biliar (solo para bacteriol6gico y PCR),

duodeno, yeyuno, ileon y ciegos (Berchieri et al, 2001).

Las muestras de 6rganos para bacteriologia se conservaron en bolsas de
plastico estériles y en refrigeracion hasta ser sembradas en el laboratorio
inmediatamente después de concluir la necropsia de todas las aves del grupo.
Las muestras para histopatologia se depositaron en frascos con formol neutro
al 10%. Los tejidos para prueba de PCR se conservaron en congelacion a -
70°C hasta antes de su procesamiento.
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Para los estudios histopatologicos las muestras de bazo, higado, duodeno,
yeyuno, ileon y ciegos se fijaron por mas de 24 horas en formalina neutra al
10%, posteriormente fueron deshidratadas, incluidas en parafina, se obtuvieron
cortes de las mismas en el microtomo y se tifieron con hematoxilina eosina,
conforme a los métodos histotecnoldgicos del Instituto de Patologia de las
Fuerzas Armadas de los Estados Unidos, AFIP, (Prophet et al, 1995).

Técnicade PCR

ADN de tejidos

Se macer6 1 gramo de cada muestra en 1ml de PBS estéril, para
posteriormente suspenderlas con 4ul de lisozima (20mg/ml), hasta obtener un
volumen final de 1004ul que se incubd a 4°C durante 45 minutos. Después de
la incubacion, se adicionaron 12.5ul de proteinasa K (20mg/ml) y 250ul de
solucion STEP (10% de SDS, TRIS 1M, pH8, EDTA 0.5M, pH 8), obteniendo un
volumen de 1266.5 pl al que se le realizé otra incubacion durante 2 horas a
37°C. Se efectud un proceso de extraccion con fenol-cloroformo isoamilico, al
volumen resultante de 1266.5 pl en una proporcion de 25:24:1 y un volumen de
cloroformo isoamilico. Después se agregaron dos volumenes totales de etanol
absoluto para precipitar el ADN, conservandose a -20°C hasta la realizacion de
PCR (Maniatis et al, 1982).

ADN de cultivo puro

Los organismos cultivados en placa de agar (15 por 100 mm), se recuperaron
en 1 ml de agua destilada y las muestras se hirvieron durante 20 minutos para
la lisis bacteriana. Se realiz6 centirifugacion a 10,000 X g durante 5 minutos y
el sobrenadante fue empleado como templado de ADN para la amplificacion de
PCR (Maniatis et al, 1982, Bloom et al, 1995, Pacheco-Tena et al, 2001).
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PCR Salmonella enteritidis

Se prepardé una mezcla de 20 pl con los siguientes componentes: 2 ul de
solucion amortiguadora para PCR, 0.2mM de dNTP’s, 1 mM de iniciadores, 1.5
mM de MgCl,, 0.5 ul de Taq polimerasa (2.5 unidades) y 9.3ul de agua
destilada. En dicha mezcla se afiadieron 3 pl de ADN de cada una de las
muestras sometidas a extraccion de ADN. Los iniciadores empleados fueron
Inv 1F: 5’-CGT CAT TCC ATT ACC TAC CT-3'e Inv 1R: 5’-CAA TAG CGT CAC
CTT TGA TA-. Se utilizé el protocolo de PCR de 30 ciclos a 93°C por 45
segundos, 59°C por 45 segundos y 72°C por 45 segundos seguido de una
extension final durante 4 minutos a 72°C (Rychlik et al, 1999). El producto
amplificado (485pb) fue detectado por electroforesis en gel de agarosa 2% en

1XTris-Borato-EDTA en presencia de bromuro de etidio.

PCR Campylobacter

Para PCR se tomaron 3 pl de ADN de cada una de las muestras sometidas a
extraccion de ADN y se agregaron a una mezcla de 27 pyl de mezcla maestra:
15 pmol de cada primer, 200 uM de cada desoxirribonucleétido (dATP, dCTP,
dGTP y dTTP), Buffer para PCR 1X y 2.5 U de Taqg polimerasa. Se emplearon
los iniciadores 5'-GGC TGA TCT ACG ATT ACT AGC GAT-3' y 5-GCG CGC
ATT AGA TAC CCT AGT AGT CC-3.. El protocolo de PCR fue 30 ciclos: ciclos
1a5a96°C 2 min, 37°C 30 segundos y 72°C 30 segundos Yy los ciclos 6 a 30,
96°C 30 segundos, 52°C 30 segundos y 72°C 1 minuto. La amplificacion de
PCR fue completada con 10 minutos de extension final a 60°C. El producto
amplificado (600pb) fue detectado por electroforesis en gel de agarosa 2% en
1XTris-Borato-EDTA en presencia de bromuro de etidio (Blom, et al, 1995,
Pacheco-Tena et al, 2001).
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PCR Campylobacter jejuni

Las reacciones de amplificacion se efectuaron en un volumen total de 30ul
(20mM Tris-HCI, pH 8.5, 1.5mM MgCl,, 25 MmKCI, 100pg albumina sérica
bovina), 1 UM de cada iniciador, 200 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP y
dTTP) y 0.5 U de Taq polimerasa. Se emplearon los iniciadores CJ1 5-GAA-
TGA-AAT-TTT-AGA-ATG-GGG-3'y CJ2 5-GAT-ATG-TAT-GAT-TTT-TAT-CCT-
GC-3'. El protocolo de PCR fue 30 ciclos: 94°C 1 min, 57°C 1 miny 72°C 1 min.
La amplificacion de PCR fue completada con 10 minutos de extension final a
72°C. El producto amplificado (358 pb) fue detectado por electroforesis en gel
de agarosa 2% en 1XTris-Borato-EDTA en presencia de bromuro de etidio
(Stonnet y Guesdon, 1993, Stonnet et al, 1995).

PCR Campylobacter coli

Las reacciones de amplificacion se efectuaron en un volumen total de 30ul
(20mM Tris-HCI, pH 8.5, 1.5mM MgCl,, 25 mM KCI, 100ug albamina sérica
bovina, 1 uM de cada iniciador, 200 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP y
dTTP) y 0.5 U de Taq polimerasa. Se emplearon los iniciadores CC1 5-ATA-
TTT-CCA-ACG-GCT-ACT-CCC-C-3' y CC2 5-CAG-GCA-GTG-TGA-TAG-TCA-
TGG-G-3'. El protocolo de PCR fue 30 ciclos: 94°C 1 min, 57°C 1 miny 72°C 1
min. La amplificacion de PCR fue completada con 10 minutos de extension final
a 72°C. El producto amplificado (258 pb) fue detectado por electroforesis en
geles de agarosa 2% en 1XTris-Borato-EDTA en presencia de bromuro de
etidio (Stonnet et al, 1995).

Analisis estadistico

Las diferencias entre las pruebas diagndsticas se evaluaron con la prueba de
chi cuadrada (Davies y Wray, 1994, Hong et al, 2003).
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La Tasa de positividad (TP) a las diferentes pruebas utilizadas (Calvin, 1977,

Lerch, 1977), fue estimada de la siguiente forma:

No. de muestras positivas a la prueba
TP = (A.B., Ht, PCR)

Total de muestras procesadas

DONDE:

A.B. = Aislamiento bacteriolégico

Ht = Estudio histopatolégico

PCR = Reaccidén en cadena de la polimerasa

Los calculos se realizaron con un margen de error del 5% (Z=1.96) (Davies y
Wray, 1996, Hong et al, 2003, Thrusfield, 1986, Thrusfield, 1990).
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RESULTADOS

Aislamiento de Salmonella en granja

No se obtuvieron aislamientos de los muestreos de las primeras dos semanas.
El tercer aislamiento fue positivo. Diez de treinta aves fueron positivas al
aislamiento de Salmonella sp, de las cuales 8 fueron positivas a S.enteritidis y
2 a Salmonella typhimurium (Cuadro 1). Los aislamientos fueron corroborados
con pruebas bioquimicas y serotipificacion, determinando el antigeno somatico
“O” y el antigeno flagelar B, C, D, E. Para Salmonella enteritidis se obtuvo la
caracterizacion: Grupo O: 9 (D1) 1, 9,12; g, m. Para Salmonella typhimurium
Grupo O: (B) 1,4,5,12;i1, 2.

Aislamiento de Campylobacter en granja

Los aislamientos de Campylobacter fueron posibles desde el primer muestreo y
resultaron positivas 11 de 30 aves. En nueve de ellas se aisl6 Campylobacter

jejuni'y en 2 Campylobacter coli (Cuadro 2).

Cabe destacar que en el presente estudio no se obtuvieron aislamientos de un
grupo de 10 aves muestreado de la misma granja que recibié bacitracina en el

alimento y cloro en el agua.
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Aislamientos de los o6rganos de las aves SPF inoculadas

experimentalmente

Los aislamientos de Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium se
realizaron de higado, vesicula biliar, ileon, ciegos y heces. Campylobacter

jejuni y Campylobacter coli, se aislaron de los ciegos y de heces (Cuadro 3).

Histopatologia de las aves SPF inoculadas experimentalmente

La lesibn mas frecuente de las aves infectadas con Salmonella enteritidis fue la
necrosis multifocal en el parénquima hepatico con infiltracion de células
mononucleares (Figuras 4 y 5). Las lesiones intestinales se presentaron en
yeyuno, ileon y ciego, siendo mas frecuentes en el ileon y consistieron en
inflamacion leve no supurativa (Figuras 7 y 8). En algunas aves se detectd
deplecidon de las células linfoides en los centros germinales del bazo y en las

placas de Peyer del ileon (Cuadro 4).

La lesiébn mas frecuente de las aves infectadas con Salmonella typhimurium fue
la infiltracién de células mononucleares en el parénquima hepatico (Figuras 4 y
6). Las lesiones intestinales se presentaron en ileon y ciego, y consistieron en
inflamacion leve no supurativa (Figuras 7 y 9). En algunas aves se detectd
deplecion de las células linfoides en los centros germinales del bazo y en las

placas de Peyer del ileon (Cuadro 5).

Las lesiones de las aves infectadas con Campylobacter se limitaron al ileon y
ciegos y consistieron en infiltrado inflamatorio no supurativo de la lamina
propia, sin embargo, en los ciegos se corrobor6 necrosis epitelial moderada en
las aves infectadas con Campylobacter coli (Cuadros 6 y 7) (Figuras 10, 11y
12).
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Prueba de PCR

La prueba de PCR para Salmonella enteritidis InvlF; Inv 1R, dio resultado
positivo para el grupo de aves inoculado con Salmonella enteritidis en higado,
vesicula biliar, bazo, ileon y ciegos, resultado compatible con los aislamientos
bacteriologicos, excepto que en éstos ultimos el bazo fue negativo (Figuras 13
y 14). Las aves inoculadas con Salmonella typhimurium, dieron resultados
negativos a PCR para Salmonella enteritidis en todos los érganos muestreados
(Cuadro 8) (Figura 15).

La prueba de PCR para Campylobacter sp 16S, en las aves inoculadas con
Campylobacter jejuni, dio resultado positivo en higado, bazo, yeyuno ileon y
ciegos, mientras que solamente se obtuvieron aislamientos bacteriolégicos de
ciegos (Figuras 16 y 17). Esta misma prueba aplicada a las aves inoculadas
con Campylobacter coli, dio resultado positivo en los ciegos al igual que el
aislamiento bacteriolégico (Cuadro 9) (Figura 18).

La prueba de PCR para Campylobacter jejuni VS/15, VS/16, dio resultado
positivo en las aves inoculadas con Campylobacter jejuni en higado, bazo,
yeyuno, ileon y ciegos. Las aves inoculadas con Campylobacter coli dieron
resultados negativos a esta prueba en todos los érganos muestreados (Cuadro
10) (Figuras 19 y 20).

La prueba de PCR para Campylobacter coli CSF/CSR, dio resultado positivo en
las aves inoculadas con Campylobacter coli en ciegos y resultado negativo en
las aves inoculadas con Campylobacter jejuni en todos los &rganos

muestreados (Cuadro 11) (Figuras 21y 22).

Cabe destacar que las pruebas de PCR detectaron heces positivas a los
organismos especificos para las pruebas correspondientes en todas las aves

inoculadas.
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La tasa de positividad de las pruebas realizadas

La tasa de positividad de las pruebas realizadas para Salmonella enteritidis fue
del 75% con PCR, del 50% con aislamiento bacteriolégico y del 40% con
histopatologia (Cuadro 12). La tasa de positividad de las pruebas realizadas
para Campylobacter jejuni fue del 75% con PCR, del 42% con histopatologia y
del 25% con aislamiento bacteriolégico (Cuadro 13). La tasa de positividad de
las pruebas realizadas para Campylobacter coli fue del 50% con PCR y del
25% con histopatologia y con aislamiento bacteriolégico respectivamente
(Cuadro 14).

Al comparar las diferentes técnicas de diagnostico empleadas para detectar la
infeccién por los agentes estudiados en las aves SPF inoculadas, se encontrd
que no existen diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre la
prueba de aislamiento bacteriolégico e histopatologia en los tres agentes
estudiados, pero que existen diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre la prueba de PCR y el aislamiento bacteriol6gico y entre la
prueba de PCR vy la histopatologia en los tres agentes estudiados (Cuadros 12,
13y 14).
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Cuadro 1. Frecuencia de aislamientos de Salmonella enteritidis y

Salmonella typhimurium en aves con exposicién natural.

Muestreo Frecuencia Frecuencia Fraccion Proporcién
Acumulada
1 0 0 0/30 0
2 0 0 0/30 0
3
S.enteritidis 2 2 2/30 6.6
4
S.enteritidis 2 4 4/30 13.3
5
S.enteritidis 2 6 6/30 20
S.typhimurium 1 1 1/30 3.3
6
S.enteritidis 2 8 8/30 26
S.typhimurium 1 2 2/30 6.6
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Cuadro 2. Frecuencia de aislamientos de Campylobacter jejuni vy

Campylobacter coli en aves con exposicion natural.

Muestreo Frecuencia Frecuencia Fraccion Proporcién
Acumulada
1 1 1 1/30 3.3
C.jejuni
2 1 2 2/30 6.6
C.jejuni
3
C.jejuni 1 3 3/30 10
4
C.jejuni 2 5 5/30 16
5
C.jejuni 2 7 7/30 23
C.coli 1 1 1/30 3.3
6
C.jejuni 2 9 9/30 30
C.coli 1 2 2/30 6.6
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Cuadro 3. Recuperaciéon de Salmonella y Campylobacter de diferentes
organos y heces de aves SPF inoculadas con los aislamientos obtenidos

de aves con exposicion natural.

Higado Bazo  Vesicula Duodeno Yeyuno ileon Ciego Heces

Aves control - - - - - - - -

negativo

Aves
inoculadas con 5/5 - 3/5 - - 5/5 3/5 4/5
S.enteritidis

Aves
inoculadas con 1/5 1/5 - - - - 1/5 4/5
S.typhimurium

Aves

inoculadas con - - - - - - 5/5 5/5
C.jejuni

Aves

inoculadas con - - - - - - 5/5 5/5

C.coli
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Cuadro 4. Lesiones observadas en

Salmonella enteritidis.

las aves SPF

inoculadas con

Ave Bazo Higado Duodeno  Yeyuno lleon Ciego
6 Ligera Ligera SL SL Ligera inflamacion no SL
congestién Inflamacién no supurativa en
supurativa y vellosidades y
necrosis deplecion linfoide de
multifocal placas Peyer
discreta
7 SL Ligera SL Ligera Ligera inflamacién no Ligera
Inflamacion no inflamacion supurativa en inflamacién no
supurativa y no vellosidades y supurativa
necrosis supurativa deplecion linfoide de
multifocal placas Peyer
discreta
8 Deplecion Ligera SL Ligera Ligera inflamacioén no SL
Inflamacion no inflamacion supurativa en
supurativa y no vellosidades y
necrosis supurativa deplecion linfoide de
multifocal s placas Peyer
discreta
9 Deplecion Ligera SL SL Ligera inflamacion no SL
Inflamacién no supurativa en
supurativa y vellosidades y
necrosis deplecion linfoide de
multifocal placas Peyer
discreta
10 Hiperplasia de Ligera SL SL Ligera inflamacion no SL

células linfoides

Inflamacion no
supurativa y
necrosis
multifocal
discreta

supurativa en

vellosidades y
deplecion linfoide de

placas Peyer

SL = Sin lesién

38



Cuadro 5. Lesiones observadas en

Salmonella typhimurium.

las aves SPF

inoculadas con

Ave Bazo Higado Duodeno  Yeyuno lleon Ciego
11 Deplecion Inflamacion no SL SL Ligera inflamacion no Ligera
supurativa supurativa en inflamacién no
multifocal vellosidades y supurativa
deplecion linfoide de
placas de Peyer
12 Deplecion Inflamacion no SL SL Ligera inflamacion no Ligera
supurativa supurativa en inflamacién no
multifocal vellosidades y supurativa
deplecion linfoide de
placas de Peyer
13 Deplecion Inflamacion no SL SL Ligera inflamacion no Ligera
supurativa supurativa en inflamacién no
multifocal vellosidades y supurativa
deplecion linfoide de
placas Peyer
14 Inflamacion no SL SL Ligera inflamacion no Ligera
supurativa supurativa en inflamacién no
multifocal vellosidades y supurativa
deplecion linfoide de
placas Peyer
15 SL Inflamacion no SL SL Ligera inflamacion no Ligera
supurativa supurativa en inflamacién no
multifocal y vellosidades y supurativa
congestiéon deplecion linfoide de

placas Peyer

SL = Sin lesién
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Cuadro 6. Lesiones observadas en las aves SPF inoculadas con

Campylobacter jejuni.

Ave Bazo Higado Duodeno Yeyuno fleon Ciego
16 SL SL SL SL Ligera inflamacién no Ligera
supurativa inflamacién no
supurativa
17 Ligera SL SL SL Ligera inflamacion no Ligera
congestion supurativa inflamacién no
supurativa
18 Moderada SL SL SL Ligera inflamacién no Ligera
congestiéon supurativa inflamacién no
supurativa
19 Ligera SL SL SL Ligera inflamacién no Ligera
congestion y supurativa inflamacién no
deplecion supurativa
linfoide
20 Ligera SL SL SL Ligera inflamacién no Ligera
congestion y supurativa inflamacién no
deplecion supurativa
linfoide

SL = Sin lesién
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Cuadro 7. Lesiones observadas en
Campylobacter coli.

las aves SPF

inoculadas con

Ave Bazo Higado Duodeno Yeyuno fleon Ciego
21 Ligera SL SL SL Ligera inflamacién no Severa
congestion y supurativa Inflamacién no
deplecion supurativa y
linfoide necrosis
22 Ligera SL SL SL Ligera inflamacion no Moderada
congestiéon supurativa Inflamacion no
supurativa y
necrosis
23 Moderada SL SL SL Ligera inflamacion no Moderada
congestion supurativa Inflamacion no
supurativa y
necrosis
24 Ligera SL SL SL Ligera inflamacién no Moderada
congestion y supurativa Inflamacién no
deplecion supurativa y
linfoide necrosis
25 Ligera SL SL SL Ligera inflamacion no Severa
congestion y supurativa Inflamacion no
deplecion supurativa y
linfoide necrosis

SL = Sin lesién
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Cuadro 8. Prueba de PCR en tejidos de aves SPF inoculadas con

Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium. Inv1F; Inv 1R.

Resultado PCR

Bazo Higado Vesicula Duodeno Yeyuno Illeon Ciego Heces

Salmonella biliar

enteritidis

Inv 1F

Inv 1R

Tejidos de aves + + + N - + + +

inoculadas con
S.enteritidis

Tejidos de aves
inoculadas con
S.typhimurium
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Cuadro 9. Prueba de PCR en tejidos de aves SPF inoculadas con
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli. 16S.

Resultado PCR Bazo Higado Vesicula Duodeno Yeyuno lleon Ciego Heces
Campylobacter biliar
sp 16S

Tejidos de aves + + _ _ + + + +
inoculadas con

Campylobacter
jejuni

Tejidos de aves _ _ - - _ - + +
inoculadas con

Campylobacter

coli
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Cuadro 10. Prueba de PCR en tejidos de aves SPF inoculadas con

Campylobacter jejuni. VS/15, VS/16.

Resultado PCR
Campylobacter
jejuni
VS15/VS16

Bazo

Higado Vesicula Duodeno Yeyuno

biliar

lleon

Ciego Heces

Tejidos de aves
inoculadas con
Campylobacter
jejuni

Tejidos de aves
inoculadas con
Campylobacter
coli
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Cuadro 11. Prueba de PCR en tejidos de aves SPF inoculadas con

Campylobacter jejuni y Campylobacter coli. CSF/CSR.

Resultado PCR
Campylobacter
coli CSF/CSR

Bazo Higado Vesicula Duodeno Yeyuno Illeon Ciego Heces
biliar

Tejidos de aves
inoculadas con
Campylobacter
jejuni

Tejidos de aves
inoculadas con
Campylobacter
coli
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Cuadro 12. Distribucién de muestras positivas a las diferentes pruebas
para detectar Salmonella enteritidis.

Muestras positivas

No. Tasa de positividad
PCR 30 75°%
Aislamiento bacteriolégico 20 50°
Histopatologia 14 40°

p<0.05 a, b. Letras diferentes por columna difieren estadisticamente.
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Cuadro 13. Distribucién de muestras positivas a las diferentes pruebas
para detectar Campylobacter jejuni.

Muestras positivas

No. Tasa de positividad
PCR 30 75°%
Aislamiento bacteriolégico 10 25"
Histopatologia 15 42°

p<0.05 a, b. Letras diferentes por columna difieren estadisticamente.
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Cuadro 14. Distribucién de muestras positivas a las diferentes pruebas
para detectar Campylobacter coli.

Muestras positivas

No. Tasa de positividad
PCR 20 50%
Aislamiento bacteriolégico 10 25°
Histopatologia 10 25"

p<0.05 a, b. Letras diferentes por columna difieren estadisticamente.
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DISCUSION

Segun informes de la Unidn Europea, la prevalencia de Salmonella en granjas
avicolas es de 47.7% en Portugal, 33.7% en Hungria, 26.2% en Bélgica y
22.4% en Grecia. (Unién Europea, 2006). En nuestro estudio diez de treinta
aves (33%) fueron positivas al aislamiento de Salmonella sp, de las cuales 8
fueron positivas a Salmonella enteritidis y 2 a Salmonella typhimurium en una
granja comercial. Sin pretender inferir comparaciones a partir del muestreo de
una sola granja, dadas las condiciones homogéneas en las que se lleva a cabo
la avicultura contemporanea, nuestros hallazgos sugieren que la prevalencia en
México de salmonelas en granjas avicolas es muy semejante a la de los demas

paises que tienen avicultura tecnificada.

Para Salmonella enteritidis se obtuvo la caracterizacion: Grupo O: 9 en
nuestros aislamientos en granja, a este respecto, recientemente se ha
propuesto que la erradicacibn de Salmonella gallinarum, abrié un nicho
ecologico que permitid la introduccibn de Salmonella enteritidis en las
parvadas. Debido a que el epitope inmuno dominante del lipopolisacarido de
Salmonella gallinarum y Salmonella enteritidis es el antigeno 09, se han
desarrollado modelos matematicos que predicen que la coexistencia de estos
dos serotipos podria promover la competencia entre ellos y uno seria eliminado
del hospedador (Gupta et al, 1996). En México solamente Salmonella pullorum
y Salmonella gallinarum se consideran dentro de la Campafa Nacional para el
Control y Erradicacién de la Salmonelosois Aviar, no obstante que en 1992 se
planted la propuesta de considerar también a Salmonella enteritidis por razones
de salud publica (Diario Oficial, 1994). El antigeno vacunal contra Salmonella
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gallinarum, al ser capaz de generar inmunidad en las parvadas contra el
serotipo 09, podria generar inmunidad contra Salmonella enteritidis que
eventualmente seria eliminada. Por razones de salud publica, resultaria
interesante estudiar el uso de vacunas contra Salmonella enteritidis en las

parvadas comerciales (Chacana et al, 2006).

En nuestro estudio, los aislamientos de Campylobacter sp fueron posibles
desde el primer muestreo y resultaron positivas 11 de 30 aves. Campylobacter
jejuni y Campylobacter coli viven como comensales en el tracto intestinal de
muchos animales incluyendo el pollo de engorda y por ello, las aves son uno de
los alimentos que con mayor frecuencia se reportan asociados a brotes de
Campylobacter sp (Pearson et al, 1996). El mecanismo por el cual
Campylobacter jejuni es introducido en las parvadas de las aves no esta claro,
sin embargo existen diversas fuentes potenciales que incluyen agua, insectos,
personal de la granja y roedores. Cuando se introduce, se disemina
rapidamente e involucra al 100% de la parvada (Brandt et al, 1997).

En nuestro estudio, aunque solo resulté positiva una de cada tres aves, es
evidente que la infeccidon estaba presente en la parvada estudiada. Cabe
considerar que el aislamiento e identificaciéon de Campylobacter es dificil por su
lento crecimiento y porque se trata de organismos inertes que no metabolizan
los azucares que son empleados tradicionalmente para diferenciar las
enterobacterias. Es posible, por lo tanto, que entre las aves muestreadas,
hayamos obtenido cierto nimero de falsos negativos en el cultivo bacteriolégico

y que la infeccién haya sido mayor.

En nuestro estudio, los aislamientos de Salmonella enteritidis y Salmonella
typhimurium de las aves inoculadas experimentalmente se obtuvieron de ileon
y ciegos pero también de higado y vesicula biliar, en este punto cabe recordar
que los ciegos y el ultimo tramo del intestino delgado, son los principales
organos de colonizacién de Salmonella enteritidis, Li et al (2003), sin embargo,
cuando las bacterias invaden el epitelio y llegan a la lamina propia infectan a
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los macrofagos y estas células le sirven de vehiculo para invadir tejidos en
otros oOrganos y sistemas (Kramer et al, 2003) de ahi los aislamientos del
higado y el hallazgo de que la lesion mas frecuente de las aves infectadas con
Salmonella sp fue la necrosis multifocal en el parénquima hepatico con

infiltracion de células mononucleares.

Campylobacter jejuni ha sido identificado en los foliculos ovaricos maduros e
inmaduros de gallinas progenitoras (Cox et al, 2005), e incluso se han
recuperado diferentes serotipos de la misma gallina, sin embargo los serotipos
recuperados de los ovarios fueron diferentes a los recuperados de ciego. En
nuestro estudio Campylobacter jejuni, dio resultado positivo a PCR en higado,
bazo, yeyuno ileon y ciegos, mientras que solamente se obtuvieron
aislamientos bacterioldgicos de ciegos. Esta misma prueba aplicada a las aves
inoculadas con Campylobacter coli, dio resultado positivo en los ciegos al igual
qgue el aislamiento bacteriol6gico. Aunque no se tomaron muestras de 6rganos
reproductores, la presencia de Campylobacter jejuni en dérganos
parenquimatosos detectada a través de PCR, sugiere que este agente produce
una infeccion sistémica y por ello nuestros resultados son compatibles con la
nociéon de que la transmisién en las parvadas puede ocurrir tanto en forma
horizontal como vertical, mientras que los resultados obtenidos con
Campylobacter coli en aves inoculadas, apunta a una colonizacion limitada a

los ciegos.

En México los serotipos de Salmonella mas frecuentemente aislados son en
orden decreciente Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Salmonella

derby, Salmonella agona y Salmonella anatum (Gutiérrez-Gogco et al, 2000).

En el presente estudio 8 de 30 aves de una granja convencional fueron
positivas a Salmonella enteritidis y 2 a Salmonella typhimurium lo que sugiere
que existe una relacién proporcional semejante con los serotipos mas
frecuentemente aislados en humanos. Resulta pertinente suponer que en

México se presenta el mismo cambio en la epidemiologia de Salmonella sp
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qgue se ha dado en muchos paises consistente en el surgimiento de infecciones
en humanos provocadas por el consumo de alimentos contaminados por
Salmonella enteritidis. Cabe destacar que también se aislé Salmonella
enteritidis y Salmonella typhimurium en el presente estudio de aves
aparentemente sanas, pero no se obtuvieron aislamientos de un grupo de aves
muestreado de la misma granja que recibio bacitracina en el alimento y cloro en
el agua, esto tiene relevancia en cuanto a la tendencia prevaleciente en el
mundo que es la multiple resistencia a los antibiéticos de cepas de Salmonella
sp (Velge et al, 2005). Cabe destacar al respecto que en nuestro estudio
existieron diferencias estadisticamente significativas entre la prueba de PCR y
el aislamiento bacteriol6gico y que la tasa de positividad de las pruebas
realizadas para Salmonella enteritidis fue del 75% con PCR y solo del 50% con
el aislamiento bacteriolégico. Es de considerar entonces que el uso del
antibiotico bajo la concentracién de bacterias a un nivel por debajo de la
capacidad de aislamiento y existen informes en la literatura en los que se
afirma que en ocasiones resulta imposible aislar concentraciones bajas de

salmonelas (Maciarovski et al, 2000).

En México son escasos los reportes sobre la presencia de Campylobacter en
animales para abasto y se desconoce su impacto en la salud, sin embargo,
Campylobacter jejuni es la causa mas frecuentemente de diarreas infecciosas
agudas en los paises desarrollados e incluso supera a las infecciones
causadas por Salmonella y Shigella (Lamoureux et al, 1997). Dado que en
nuestro estudio los aislamientos de Campylobacter fueron posibles desde el
primer muestreo resultando positivas 11 de 30 aves aparentemente sanas y en
el caso de todas las aves inoculadas experimentalmente, las pruebas de PCR
detectaron heces positivas a los organismos especificos para las pruebas
correspondientes, resulta pertinente suponer que en Meéxico deben ser
frecuentes las infecciones por Campylobacter sp en humanos derivadas del
consumo de alimentos de origen aviar, habida cuenta que el vehiculo principal
de transmision a humanos es la carne cruda o insuficientemente cocida,

principalmente la de pollo (Brooks et al, 1995).
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En cuanto al diagnéstico el principal problema es que Salmonella y
Campylobacter son habitantes del intestino de las aves y en ese medio crecen
muchas especies de organismos bacterianos, por ello el aislamiento puede ser
muy dificil si el nUmero de organismos buscados es proporcionalmente muy
bajo y ocultado por el crecimiento de los demas. En el presente estudio la
prueba de PCR para Salmonella enteritidis Inv1lF; Inv 1R, fue compatible con
los aislamientos bacteriol6gicos, excepto que en éstos ultimos fueron menos
sensibles e incapaces de detectar los organismos en érganos positivos a PCR.
Nuestras pruebas de PCR para la deteccion de Salmonella, ademas de su
sensibilidad fueron altamente especificas ya que las aves inoculadas con
Salmonella typhimurium, dieron resultados negativos a PCR para Salmonella
enteritidis en todos los érganos muestreados.

El aislamiento e identificacion de Campylobacter es dificil porque es de lento
crecimiento, se confunde facilmente con bacterias del género Arcobacter y
requiere de la evaluacibn de su crecimiento bajo diferentes condiciones
atmosféricas y de temperatura y de sensibilidad antimicrobiana asi como de la
hidrolisis del hipurato y del acetato de indoxyl (Oyarzabal y Murphy, 1998). La
literatura revela muchas inconsistencias en las propiedades bioquimicas de los
cultivos de Campylobacter sp., por ejemplo se han reportado cepas de
Campylobacter jejuni negativas al hipurato. Ademas se ha comprobado que
algunas propiedades bioquimicas dependen de la edad del cultivo (Van
Landuyt et al, 1987; Wassenaar y Newell, 2002). Por otro lado se ha
cuestionado la utilidad de detectar organismos no cultivables por su supuesta
insignificancia en términos de infectividad (Fearnley et al, 1996), sin embargo,
debe tomarse en cuenta que ha sido posible detectar en huevo fértil
Campylobacter jejuni no cultivables pero que han conservado su capacidad
para adherirse a células HeLa (Cappelier et al, 1999).

Se ha demostrado que el método de PCR reduce el tiempo de diagndstico a

menos de dos dias (Phillips, 1995), ademas de que es capaz de detectar
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cantidades pequefias de hasta una unidad formadora de colonia por mililitro de

muestra (Skanseng et al, 2006).

En nuestros estudios la prueba de PCR para Campylobacter jejuni VS/15,
VS/16, dio resultado positivo en las aves inoculadas en higado, bazo, yeyuno
ileon y ciegos, mientras que solamente se obtuvieron aislamientos
bacterioldgicos de ciegos, situacion que es compatible con la sensibilidad arriba
referida reportada en la literatura. Al igual que en el caso de Salmonella, la
prueba de PCR en el presente estudio, también fue altamente especifica, si se
considera que la prueba de PCR para Campylobacter jejuni VS/15, VS/16, dio
resultado negativo en las aves inoculadas con Campylobacter coli y la prueba
de PCR para Campylobacter coli CSF/CSR, dio resultado negativo en las aves

inoculadas con Campylobacter jejuni.
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CONCLUSIONES

Nuestros hallazgos sugieren que la prevalencia en México de
Salmonella sp en granjas avicolas es semejante a la de los demas
paises que tienen avicultura tecnificada, se requieren estudios de

prevalencia en segmentos representativos de la avicultura mexicana.

De acuerdo con nuestros resultados, es probable que Campylobacter
jejuni y Campylobacter coli vivan como comensales en el tracto intestinal
del pollo de engorda en las parvadas comerciales en México, lo que
indica la utilidad de realizar estudios que involucren segmentos

representativos de la avicultura nacional.

Nuestras evidencias de aislamientos en aves aparentemente sanas
sugieren que existe una relacién proporcional respecto a Salmonella
enteritidis y a Salmonella typhimurium entre las parvadas comerciales y

los aislamientos en humanos en México.

En México deben ser frecuentes las infecciones por Campylobacter en
humanos derivadas del consumo de alimentos de origen aviar por lo que

resultan prioritarios los estudios epidemiolégicos al respecto.

El empleo del método de PCR, dada su sensibilidad y especificidad, es
el indicado para la deteccion de Salmonella y Campylobacter en los
animales, en los alimentos de origen animal y en el medio ambiente que
sienten las bases para establecer marcadores epidemioldgicos Utiles en

México.
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ANEXOS

FIGURA 1. Cultivo bacteriano de Salmonella enteritidis en Agar Mac Conkey y Agar XLD.
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FIGURA 2. Cultivo bacteriano de Campylobacter jejuni en Agar MCC.

FIGURA 3. Cultivo bacteriano de Campylobacter coli Agar sangre de carnero.
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FIGURA 5. Higado. Ave inoculada con Salmonella enteritidis. Severa necrosis multifocal con infiltracién de células

mononucleares.10X. Tincién Hematoxilina Eosina.

FIGURA 6. Higado. Ave inoculada con Salmonella typhimurium. Ligera necrosis multifocal con infiltracién de células
mononucleares.10X. Tincién Hematoxilina Eosina.
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FIGURA 8. Ciego. Ave inoculada con Salmonella enteritidis. Inflamacién leve no supurativa. 20X. Tincién Hematoxilina

Eosina.

FIGURA 9. Ciego. Ave inoculada con Salmonella typhimurium. Inflamacién leve no supurativa. 20X. Tincién
Hematoxilina Eosina.
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FIGURA 11. Ciego. Ave inoculada con Campylobacter jejuni. Infiltrado inflamatorio no supurativo y necrosis
moderada.20X. Tincién Hematoxilina Eosina.

FIGURA 12. Ciego. Ave inoculada con Campylobacter coli. Infiltrado inflamatorio no supurativo y necrosis moderada.
20X. Tincién Hematoxilina Eosina.
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485pb

FIGURA 13. Prueba de PCR en cepas de Salmonella enteritidis aisladas en granja. El producto amplificado especifico
para Salmonella enteritidis, indicado con la flecha (485pb), fue detectado por electroforesis en gel de agarosa 2% en
1XTris-Borato-EDTA en presencia de bromuro de etidio. Carriles 1 y 12 marcador de peso molecular 1Kb. Carriles 2
control positivo. Carriles al 3 al 10 cepas de Salmonella enteritidis confirmadas. Carril 11 control negativo.
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FIGURA 14. Prueba de PCR en tejidos de aves SPF inoculadas con S.enteritidis. Inv1lF; Inv 1R. Carriles 1y 12
Marcador de peso molecular 1Kb. Carril 2 Control positivo. Carril 3 Control negativo. Carril 4 Bazo. Carril 5 Higado.
Carril 6 Vesicula biliar. Carril 7 Duodeno. Carril 8 Yeyuno. Carril 9 fleon. Carril 10 Ciego, Carril 11 Heces. El
producto amplificado especifico para Salmonella enteritidis, indicado con la flecha (485pb).
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FIGURA 15. Prueba de PCR en tejidos de aves SPF inoculadas con S.thyphimurium. InvlF; Inv 1R. Carriles 1 y
12 Marcador de peso molecular 1Kb. Carril 2 Control positivo. Carril 3 Control negativo. Carril 4 Bazo. Carril 5
Higado. Carril 6 Vesicula biliar. Carril 7 Duodeno. Carril 8 Yeyuno. Carril 9 ileon. Carril 10 Ciego, Carril 11 Heces.
El producto amplificado especifico para Salmonella enteritidis, indicado con la flecha (485pb).
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FIGURA 16. Prueba de PCR en cepas de Campylobacter sp. aisladas en granja. El producto amplificado
especifico para 16S de Campylobacter sp (600pb), indicado con flecha, fue detectado por electroforesis en gel de
agarosa 2% en 1XTris-Borato-EDTA en presencia de bromuro de etidio: Carriles 1 y 7 Marcador de peso

molecular 100pb. Carriles 2, 3y 4 Cepas de Campylobacter sp.
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FIGURA 17. Prueba de PCR en tejidos de aves SPF inoculadas con Campylobacter jejuni. 16S. Carriles 1y 12
Marcador de peso molecular 100pb. Carril 2 Control positivo. Carril 3 Control negativo. Carril 4 Bazo. Carril 5
Higado. Carril 6 Vesicula biliar. Carril 7 Duodeno. Carril 8 Yeyuno. Carril 9 ileon. Carril 10 Ciego, Carril 11 Heces.
El producto amplificado especifico para 16S de Campylobacter sp (600pb), indicado con flecha.
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FIGURA 18. Prueba de PCR en tejidos de aves SPF inoculadas con Campylobacter coli. 16S. Carriles 1 y 12
Marcador de peso molecular 100pb. Carril 2 Control positivo. Carril 3 Control negativo. Carril 4 Bazo. Carril 5
Higado. Carril 6 Vesicula biliar. Carril 7 Duodeno. Carril 8 Yeyuno. Carril 9 ileon. Carril 10 Ciego, Carril 11 Heces.
El producto amplificado especifico para 16S de Campylobacter sp (600pb), indicado con flecha.
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FIGURA 19. Prueba de PCR en cepas de Campylobacter jejuni aisladas en granja. El producto amplificado especifico
para VS/15, VS/16 (358pb), indicado con la flecha, fue detectado por electroforesis en gel de agarosa 2% en 1XTris-
Borato-EDTA en presencia de bromuro de etidio. Carriles 1 y 12 marcador de peso molecular 100pb. Carriles 2 control
positivo. Carril 3 Control negativo. Carriles 4 al 11 cepas de Campylobacter jejuni confirmadas. Carril 11 control
negativo.
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FIGURA 20. Prueba de PCR en tejidos de aves SPF inoculadas con Campylobacter jejuni. VS/15, VS/16. Carriles
1y 12 Marcador de peso molecular 100pb. Carril 2 Control positivo. Carril 3 Control negativo. Carril 4 Bazo. Carril
5 Higado. Carril 6 Vesicula biliar. Carril 7 Duodeno. Carril 8 Yeyuno. Carril 9 ileon. Carril 10 Ciego, Carril 11
Heces. El producto amplificado especifico para VS/15, VS/16 (358pb).
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FIGURA 21. Prueba de PCR en cepas de Campylobacter coli aisladas en granja. El producto amplificado especifico
CSF/CSR (258 pb), indicado con la flecha, fue detectado por electroforesis en gel de agarosa 2% en 1XTris-Borato-
EDTA en presencia de bromuro de etidio. Carril 1 marcador de peso molecular 100pb. Carril 2 control positivo. Carril 3
Control negativo. Carriles 4 al 10 cepas de Campylobacter coli confirmadas.
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FIGURA 22. Prueba de PCR en tejidos de aves SPF inoculadas con Campylobacter coli. CSF/CSR. Carriles 1 y
12 Marcador de peso molecular 100pb. Carril 2 Control positivo. Carril 3 Control negativo. Carril 4 Bazo. Carril 5
Higado. Carril 6 Vesicula biliar. Carril 7 Duodeno. Carril 8 Yeyuno. Carril 9 ileon. Carril 10 Ciego, Carril 11 Heces.
El producto amplificado especifico CSF/CSR (258 pb), indicado con la flecha.
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