Aislamiento de Salmonella en ojo de perdiz roja
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RESUMEN

Se recibi6 una perdiz roja (4/ectoris rufa), de unos 2 meses de vida, que presentaba ceguera y desorientacion. En la exploracion externa,
se aprecio un acumulo blanquecino detrds de la cornea, bilateral, compatible con una endoftalmitis. Al realizarle la necropsia observamos,
ademads, una marcada tiflitis con contenido fibrinoso. Se tomaron muestras del ojo y del contenido cecal para analisis microbioldgico, asi
mismo se realizo estudio histopatologico del ojo. Los resultados microbioldgicos de las muestras dieron como resultado presencia de Sal-
monella Typhimurium. El estudio histopatoldgico confirmd una endoftalmitis fibrinoheterofilica subaguda y moderada con presencia de
bacterias.

Con el objetivo de caracterizar ambas cepas de Sa/monella (0jo y contenido cecal) se procedio6 a realizar el perfil de resistencias anti-
microbianas y se obtuvo en ambos casos multirresistencia (resistencia a mas de tres grupos de antibidticos). Sin embargo, el perfil no fue el
mismo ya que en el contenido cecal presentd mas resistencias que en el ojo.

Este caso presenta por primera vez, el aislamiento de S. Typhimurium en ojo de perdiz, y, ademas, el aislamiento del mismo serotipo en
la endoftalmitis y la tiflitis, esto sugiere la migracion hematdgena de Salmonella desde el tracto gastrointestinal hasta el ojo. Por otro lado,
el hecho de haber encontrado un perfil de resistencias diferente en el aislado del ojo y en el del contenido cecal, se puede deber a que la
bacteria en el contenido cecal estd en contacto con el resto de bacterias del microbiota, lo que podria haber facilitado que adquiera un perfil
de resistencias diferente.
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INTRODUCCION

La perdiz roja Alectoris rufa (Linneo, 1758) es un ave galliforme de la familia de los Faisanidos (Phasianidae), originaria del Mediter-
raneo occidental. Se distribuye principalmente en Francia y Espafia, con una caracteristica elevada productividad reproductora, alternando
periodos de alto crecimiento demografico y periodos de alta mortalidad, pudiéndose considerar como una estrategia evolutiva de super-
vivencia (estrategia de la “R”) (Sanchez Garcia-Abad, 2013).

Es la especie de caza menor mas importante, debido a sus caracteristicas cinegéticas, lo que lleva a nlimeros cotos de caza a la liberacion
de estas aves criadas en granja. Uno de los problemas que se deriva de la cria en cautividad de la perdiz roja es el riesgo de trasmision de
enfermedades a las poblaciones salvajes, ya que se incrementa el riesgo de aumento de la virulencia de los patogenos por pases sucesivos
de un animal a otro (Gil Ochayta, 2018).

Por otra parte, las aves silvestres son fuentes de infeccion ya que son reservorios que mantienen, transmiten y diseminan patdogenos,
como Salmonella spp. (Molina-Lopez et al., 2011). Esta, se transmite generalmente via fecal-oral y se transporta asintomaticamente en el
intestino de muchos animales que la excretan de manera intermitente a través de las heces, pudiendo infectar a otros animales y propagarse.
Las especies de Salmonella spp. pueden sobrevivir largos periodos en el ambiente y segtin la “European Food Safety Authority” y el “Euro-
pean Centre for Disease Prevention and Control” presentan a la Sa/monella como la segunda causa de zoonosis en Europa con 94.530 casos,
por lo que hay que tener especial atencion (Catald, 2018).

La introduccion de parasitos o enfermedades en las aves silvestres es una de las preocupaciones mas importantes en los programas de
repoblacion, ya que las aves criadas en granjas podrian introducir patdgenos en perdices silvestres (Diaz-Sanchez et al., 2012) y viceversa.
Por ello, la deteccion de la presencia de patdgenos en perdices silvestres debe ser considerada para preservar el estatus sanitario de las ex-
plotaciones de perdiz roja.

MATERIAL Y METODOS

La muestra recibida en el laboratorio fue una perdiz roja (4lectoris rufa) silvestre de unos 2 meses de vida con ceguera y desorientacion.
Se realiz6 una necropsia, un estudio anatémico patoldgico y una bacteriologia general.

El estudio anatomico patologico se realizé en colaboracion con la Universidad Cardenal Herrera-CEU.

En la necropsia se llevé a cabo un examen externo y una toma de muestras de ojo y contenido cecal mediante hisopos estériles.

En la bacteriologia general se sembro cada hisopo procedente de la necropsia en: 2 placas en el medio Agar Sangre (AS, Oxoid, Madrid,
Spain), 1 placa de Triptona-Bilis-X-glucurénido (TBX, Merck, Madrid, Spain) y 1 placa en Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD, Oxoid,
Madrid, Spain).
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La placa de TBX se incub6 a 44+1 °C, las dos placas de AS y la de XLD se incubaron a 37+1°C, todas durante 24+3 horas. En el caso de
las placas de AS, una se incub6 en aerobiosis y la otra en anaerobiosis. Se seleccionaron 5 colonias tipicas de Salmonella en XLD para ser
sembradas mediante la técnica de siembra en masa en superficie a placas de agar nutritivo solido y semisolido (Biokar®, France) e incuba-
das a 37+1°C durante 24+3 horas para realizar la confirmacion bioquimica. Se realiz6 un test bioquimico mediante galerias API (API-20®,
bioM¢érieux, Barcelona, Spain) para la confirmacion del Género Salmonella spp.

Una vez pasadas las 2443 horas se realizo el serotipado de la bacteria siguiendo el esquema de Kauffmann-White-Le-Minor. El estudio
de la estructura antigénica del género Salmonella permite tipificar las bacterias que lo componen en serovariedades (serotipos). La seroti-
pificacion completa se basa en la determinacion de los antigenos somaticos O, los antigenos flagelares H y el antigeno capsular Vi (si esta
presente).

El serotipado se realizé mediante la técnica de aglutinacion rapida enfrentando las cepas de Salmonella aisladas con antisueros de Sal-
monella. Para ello, en una placa de vidrio se deposito una gota del antisuero correspondiente y una colonia pura con asa de siembra estéril
hasta obtener una suspension homogénea y turbia. Tras agitacion continua durante 30-60s, en caso de positivo se observo sobre fondo oscu-
ro la aglutinacion. Se descartaron cepas autoaglutinantes enfrentando una colonia pura a una gota de solucion salina al 0,85%.

Para caracterizar las cepas de Salmonella se realizé un perfil de resistencias antimicrobianas mediante antibiograma AVIPROPLATE,
que es un test de microdilucion para determinar la sensibilidad bacteriana a los antibioticos. Se trata de una placa en la que se encuentran
los siguientes antibidticos en diferentes concentraciones: AMX (amoxicilina), CET (ceftiofur), CPP (cefpodoxima proxetilo), CTX (cefo-
taxima), COL (colistina) DOX (doxiciclina), ENRO (enrofloxacina), STRE (estreptomicina), ERY (eritromicina), LIN (lincomicina), LIS
(lincospectin), NEO (neomicina), OXA (oxaciclina), PEN (penicilina), RAM (rifampicina), SPEC (espectinomicina), TET (tetraciclina),
TIA (tiamulina), TILM (tilmicosina), T/S (trimetropin sulfametoxazol), TLS (tilosina) y ERD (eritromicina D).

RESULTADOS

A) NECROPSIA

En el examen externo se observaron marcas de lesiones en las plumas, compatibles con picaje. Ademas, el animal estaba desorientado
y presentaba ceguera. En ambos 0jos se apreci6 un precipitado blanquecino en camara anterior.

Imagen 1: Acumulo blanquecino en cdmara anterior.

En la necropsia se aprecio, ademas, tiflitis fibrinosa, diarrea y gota visceral.

B) BACTERIOLOGIA GENERAL

Transcurridas 24 horas, se obtuvo de la muestra procedente del contenido cecal un aislamiento de colonias azules en el medio de cultivo
TBX, caracteristicas de E. coli. Ademas, se aislaron colonias tipicas de Salmonella, que crecieron con centro negro y una zona transpar-
ente-rojiza alrededor, siendo H2S positivas en el medio de cultivo XLD. Colonias de Sa/monella similares a las obtenidas en el contenido
cecal se aislaron también a partir del hisopo ocular. En ambos casos se obtuvo el mismo serotipo: S. Typhimurium.

En cuanto al antibiograma, se obtuvieron las siguientes resistencias y sensibilidades:

Tabla 1: Perfil de resistencias de las 3 bacterias aisladas.

Antibidticos AMX | CET |CPP| CTX | COL |DOX|ENRO | STRE | ERY | LIN | LIS
E. coli (contenido cecal) + + + + + +
S. Typhimurium
(contenido cecal) + + +

S. Typhimurium (0jo)

Antibioticos NEO | OXA |PEN | RAM |SPEC | TET | TIA | TILM | T/S | TLS | ERD

E. coli (contenido cecal) + + + + + + + + +
S. Typhimurium
(contenido cecal)

S. Typhimurium (0jo)
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A la vista de los resultados obtenidos, se observé multirresistencia (resistencia a mas de tres grupos de antibidticos) en todos los casos,
siendo el signo + resistente y — sensible. Ademas, en el caso de S. Typhimurium procedente del ojo, se mostraron menos resistencias que en
la muestra del contenido cecal.

C) ANATOMIA PATOLOGICA

Se analiz6 un ojo de perdiz fijado en formol en el que se observé un infiltrado inflamatorio compuesto por heterofilos y células mon-
onucleares. La inflamacion estaba rodeada por un material eosinofilico fibrilar (fibrina) localizado tanto en camara anterior (Fig. 1) como
en la camara posterior del ojo (Fig. 2). Se detect6 la presencia de bacterias gran negativas localizadas en camara posterior (Fig. 2 y 3). Los
hallazgos histolégicos fueron compatibles con una infeccion bacteriana.

Figura 1. Contenido fibrinoheterofilico en camara Figura 2. Contenido fibrinoheterofilico en camara
anterior (flecha). H-E. posterior con presencia de bacterias (flecha). H-E.

Figura 3. Presencia de bacterias multifocales. H-E

DISCUSION Y CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos podemos concluir que se ha aislado por primera vez S. Typhimurium en el ojo de perdiz roja. Las
lesiones oculares causadas por bacterias son comunes en aves y pueden ser infecciones primarias o secundarias por septicemia. Los agentes
mas relevantes son S. arizonae, S. Typhimurium, E. coli, entre otras, sin embargo, hasta donde sabemos, este es el primer caso reportado
en perdiz roja.

El haber obtenido el mismo serotipo en el ojo y en el ciego sugiere que ha habido una trasmision hematoégena de la bacteria desde el
contenido cecal hasta el ojo.

El perfil de resistencias fue multirresistente, y es muy similar entre la cepa de S. Typhimurium aislada del ciego y la cepa aislada del
0jo, solo habiendo una resistencia mas en el contenido cecal (ENRO), que se encontrd también en el patron de resistencias de la cepa de E.
coli aislada en ciego.
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A su vez, el perfil de resistencias de E. coli es muy similar al perfil de resistencias de la cepa de S. Typhimurium aislada del ciego,
contando con una resistencia mas la cepa de E. coli (NEO).

Estos resultados podrian estar vinculados a que la cepa de S. Typhimurium aislada del ciego esta en contacto con la cepa de E. coli del
mismo origen, pudiendo asi haber intercambiado resistencias.

Una de las prioridades de la Unioén Europea (UE) es garantizar un alto grado de seguridad alimentaria. Dado el potencial zoonosico
de la Salmonella, los resultados obtenidos en este estudio justificarian que se iniciara su vigilancia en las poblaciones silvestres. Ademas,
también seria interesante estudiar el papel de la Salmonella aislada en aves silvestres como diseminador de resistencias antimicrobianas, con
el objeto de controlar y reducir la incidencia de las resistencias en las explotaciones cinegéticas.
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