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INTRODUCCION

La avicultura en Colombia es uno de los sectores mas dinamicos y de mayor
importancia a nivel pecuario, con un crecimiento promedio de 8,3% en los
ultimos afios (6,4 para huevo y 10,8 para pollo de engorde), al igual que
representa un gran porcentaje en el inventario de la actividad pecuaria, con
cifras para el aflo 2009 la colocaban en el primer lugar con un 49% con
respecto a las demas especies pecuarias. Por otro lado, para el mismo afio
representd el 14,82% de la produccion pecuaria del pais, ubicandose en
segundo lugar, solo por debajo de la producciéon ganadera (Dane, 2009). Sin
embargo, la avicultura se ve afectada por un sin nimero de enfermedades
tanto infecciosas como metabdlicas que no solo afectan el bienestar de las
aves, sino que impactan de forma directa en la produccion, ocasionando

pérdidas econdémicas incalculables. (Fenavi, 2012).

En materia de sanidad aviar, existen tres enfermedades de control oficial:
a)Influenza Aviar b)Newcastle y c)Salmonelosis aviar, debido a sus
implicaciones como enfermedad zoondética, (Conpes, 2007). Estudios
realizados en Latinoamérica durante el afio 2000, permitieron evaluar y tipificar
los serotipos de Salmonella en centros de referencia de cada pais, de un total
de 9.402 cepas aisladas, predomind la Salmonella Enteritidis y Salmonella
Typhimurium, de explotaciones avicolas (FAO/OMS, 2002). Diversos
laboratorios que analizaron los casos que se presentaron en Colombia durante
el afio 2006, diagnosticaron la presencia de Salmonella, en especial del grupo
D; la mayoria de aislamientos se hicieron de muestras de higado, vesicula biliar

y foliculos ovaricos (Pulido, 2008).



Las pruebas bacterioldgicas y moleculares (PCR) realizadas en un laboratorio
fuera de Colombia identificaron cepas como Salmonella enterica, serovariedad
Gallinarum, biovariedad Gallinarum (Sanchez, 2003). Las salmonellas pueden
aislarse utilizando varias técnicas, una de las cuales es un pre-enriquecimiento
para recuperar salmonellas, medios de enriguecimiento que contienen
sustancias inhibidoras para evitar microorganismos competidores, y medios
sélidos selectivos en placa para diferenciar las salmonellas de otras
enterobacterias. Para obtener una confirmacién definitiva de la cepa aislada, se
pueden aplicar varias pruebas bioquimicas y seroldgicas a los cultivos puros.
Las salmonellas poseen antigenos llamados somaticos (O), flagelares (H) y de
virulencia (Vi), que pueden identificarse por sueros especificos de tipo, y
después puede determinarse el serotipo por referencia a la formula antigénica
del esquema de Kauffman-White. (OIE, 2004).

Cada dia las diferentes técnicas moleculares estan avanzando hacia un
diagnéstico mas sensible y especifico para encontrar como los
microorganismos pueden ser identificados y caracterizados. Los métodos de
diagnoéstico bacterioldégico son laboriosos, requieren tiempo y no todas las
cepas aisladas pueden ser identificadas. Contrariamente, la técnica de PCR es
una metodologia rapida, especifica y muy sensible para detectar, identificar y
caracterizar a las bacterias de dicho Género (Ferraz, 2005). Las técnicas por
PCR pueden reconocer diferentes secuencias de nucledtidos de las
comunidades de Salmonellas presentes en reproductoras y pollos de engorde
(Cao-Yan et al, 2008). Estos secuencias de nucleétidos “Primer” fueron
trabajados inicialmente por Moganedi en el 2005, Por secuencias distribuidas

por cada primer, asi la secuencia era especifica para el género Salmonella.
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En consecuencia cuando la salmonelosis se determiné como una enfermedad
zoondtica de gran importancia estas técnicas mejoraron, utilizando el PCR-
TiRe con doble extraccién de ADN vy utilizando SYBR-green, como una técnica
novedosa donde se puede utilizar en alimentos contaminados ayudando a la
salud publica, debido a que son técnicas diagndsticas oportunas y rapidas
(Medici, et al, 2003; Malory, et al, 2004). Asi se inicio la segunda generacion de
técnicas en PCR en tiempo real, que es una metodologia potencial para la
amplificacion y deteccibn como uno de los pasos para el diagndéstico de
salmonelosis en alimentos para uso humano y animal. (Kreader, 1996). Estas
técnicas han sido bien descritas (Gutzman, 1976, Croci et al, 2000, Jensen,
2002, Inglis, 2006. Fedorka, 2006). En Colombia estudios de incidencia y
prevalencia estan enfocados en algunas zonas del pais (Sanchez, 2005); sin
embargo estos conocimientos estan enfocados a pocas pruebas y localizados

en algunas zonas (Alvares, 2005).

OBJETIVOS

Aislar e identificar mediante técnicas bioquimicas las diferentes especies de
Salmonella pullorum, S. gallinarum, S. enteritidis y S. typhimurium en algunas
granjas de Cundinamarca en el ciclo completo de produccion de pollo de

engorde.

Identificar a partir del PCR convencional las diferentes cepas de Salmonella
previamente identificadas de S pullorum, S. gallinarum, S. enteritidis y S.
typhimurium en el ciclo completo de produccion de pollo de engorde en

Cundinamarca.

METODOLOGIA

El proyecto fue financiado por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural y la
Universidad De La Salle. Para el desarrollo del siguiente proyecto de

investigacién se conto con la participacion de 2 empresas del sector productivo.



Estas empresas poseen los procesos de produccién de pollos de engorde
debidamente identificados, (Reproductoras pesadas, planta de incubacion,
pollos de engorde y plantas de sacrifico). Ademas, se acompafio con la
implementacion de actividades de bioseguridad en cada una de ellas
supervisadas por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), ya que estas
empresas hacen parte del programa de control de enfermedades

infectocontagiosas implantadas por el estado (Newcastle, Influenza aviar).

Las empresas cuentan con diferentes granjas ubicadas en diversos municipios
de Cundinamarca que hicieron parte del proceso de identificacion vy
caracterizacion de las diferentes cepas de Salmonella. La poblacién avicola de
la region de Cundinamarca esta cerca de los 20-25 millones de pollos de
engorde, cerca de 5 millones de reproductoras, 10 plantas de incubacion y 20
plantas de sacrifico (DANE, 2004). Con base a estos datos, se establecio el
namero de animales que podrian ser muestreados en un manejo de

trazabilidad reportada por Dito en 1992.

Toma de muestras y envié a laboratorio

El nimero de muestras que fueron adquiridas en los diferentes procesos fue de
4.500, repartidas en reproductoras, planta de incubacién, pollos de engorde y
planta de sacrificio. Para la toma de muestra se emplearon Hisopos cloacales
estériles; debidamente marcados y etiquetados; el muestreo para las
reproductoras fue de de 2 empresas, 5 lotes de reproductoras por empresa, 30
hisopados (por lotes por grupos de 30 animales), por mes, durante 6 meses,
para un total de 1800 Muestras (2X5X30x6=1800 muestras).

Posteriormente de estos lotes de reproductoras se tomaron muestras de
huevos incubables en la respectiva planta de incubacién. El muestreo para la
planta de incubacién fue de: 5 lotes de reproductoras por empresa (2), (cada
muestra es de 30 Huevos picados no nacidos, de 21 dias de incubacion). Por

mes, durante 6 meses, para un total de 600 Muestras (5X2X6=600 muestras).



Para el muestreo en los pollos de engorde se realizo por medio de Hisopos
cloacales estériles por lote, provenientes de los huevos de las mismas
reproductoras, por empresa, por mes, por 6 meses. 5 lotes de reproductoras
por empresa, 30 hisopados (cada hisopado es por lotes de grupos de 30
animales), por mes, durante 6 meses, para un total de 1800 Muestras.
(2X5X30x6=1800 muestras).

Para la toma de muestras de la planta de sacrificio, se establecié contacto con
el frigorifico de aves que pertenecen a las mismas empresas, para hacer el
respectivo muestreo por alguno de los investigadores. Se tomaron por medio
de Hisopos cloacales, 5 lotes de reproductoras, por empresa, durante 3 meses.
(2X5X3=300 muestras).

Estas muestras se llevaron hasta el laboratorio de Control de Calidad de la
Universidad de La Salle, sede La Floresta. Usando los recipientes respectivos
para tal fin de acuerdo al muestreo realizado y segun las recomendaciones de
los manuales por parte del ICA, Hisopos cloacales en tubos de ensayo con
solucién salina estéril debidamente refrigerados e identificados (fecha, hora,
temperatura, lote) para reproductoras y pollos de engorde, o frascos schot de
100 ml para la toma de muestra huevos en la planta de incubacién. El tiempo

trascurrido entre toma de muestra y analisis fue de maximo de 24 horas.
Aislamiento e identificacién por pruebas bioquimicas

Para el aislamiento de la Salmonella cada muestra obtenida de reproductora,
huevo e hisopo cloacal, fue sometido a un pre-enriquecimiento utilizando agua
peptonada estéril, con el objeto de rescatar y vivificar las bacterias; estas
muestras fueron incubadas a 37°C por 24 horas. Luego se realizo un sub-
cultivo en un medio de enriquecimiento de caldo tetrationato, con el objeto de
inhibir el crecimiento de flora competitiva y aumentar su concentracion.
Posteriormente se llevo a incubacion a 43°C por 24 horas al bafio maria. Se
realizo cultivos en medios selectivos XLT4, los cuéles inhiben el crecimiento de
otras bacterias y permiten el crecimiento de la Salmonella. Se llevo a

incubacion a 37°C por 24 - 48 horas. Luego se realizo coloracion de Gram.



para determinar las caracteristicas de las bacterias y se procedio a efectuar las

correspondientes pruebas Bioquimicas. (Técnicas reportadas por ICA).

Caracterizacion por técnicas moleculares

Para la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) y su extraccion de ADN
se empleo el High Pure PCR Template Preparation Kit. ROCHE Cat. No.
11796828001 (100rx). Este kit esta disefiado para purificar acidos nucleicos a
partir de distintos tipos de muestra, incluyendo sangre, cultivos celulares y
tejidos. Se uso siguiendo las instrucciones del fabricante. Del tubo eppendorf
conservado en refrigeracion se tomo las cepas de Salmonella y seguidamente
se suspendio en 200ul de solucién de ligaje suplementada con 40ul de
proteinasa K. Se incubo durante 10min a 70°C. Se adiciono 100ul de
isopropanol, se mezclo bien y se transfiri6 a una columna de filtracién y se
ensamblo en un tubo de coleccion. Se transfirio la columna de filtracion a un
nuevo tubo de coleccidn y se adiciona 500ul de buffer de lavado a la columna
de filtracion. Se centrifuga por 1min a 8000g. Se descarta el sobrenadante y el
tubo de coleccion. Se transfiere la columna de filtracion a un nuevo tubo de
coleccion y se adiciona 500ul de buffer de lavado a la columna de filtracién. Se
centrifuga por 1min a 8000g. Se descarta la columna de filtracion. EI ADN

obtenido esta listo para ser usado. (Hong, et al, 2003).

Amplificacion De ADN (PCR)

Para la amplificacion de ADN se empleo el TAQXpedite PCR System (FAST
end-point) EPICENTRE Cat. No. TXP78200. EL KIT esta diseifiado para
asegurar la reproducibilidad de las reacciones de PCR. Se uso siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se transfiri6 23ul de esta mezcla a tubos de 0.2ml
y se adiciono 2 ul de ADN de la muestra correspondiente. Se adiciono 18 ul de
chill-out (BIORAD) a cada tubo. Se llevo al termociclador y se corrié bajo las
siguientes condiciones: 95°C por 2min por 34 veces. La extension final de 72°C
por 5min a 4°C. (Cao, 2008).



Visualizaciéon

Se peso 1,2gr de agarosa y se preparo un gel al 1.5% en buffer TBE 0.5X. Se
adiciono 1ul de bromuro de etidio, se mezclo y se sirvid en bandeja formadora
de geles con los peines correspondientes. Se dejo gelificar por al menos
durante 20 min. Se sirvié el marcador de tamafio molecular y cada una de las
muestras en el pozo correspondiente. Se corrio la electroforesis en gel
horizontal a 125v por 30min. Se transfirié el gel a un transiluminador de luz
ultravioleta y se documento fotograficamente el resultado. (Castagna, 2005)

RESULTADOS

Fase 1: Entre julio del 2010 y noviembre del 2011, Se obtuvieron 3840
muestras de hisopo cloacal para aislamiento de Salmonella en reproductoras
(480), en planta de incubacién (480), en pollos comerciales (480) y en planta de
sacrificio (480), de una empresa de Cundinamarca, realizando seguimiento al
ciclo productivo. Los hisopos se refrigeraron y pasaron a medio enriquecido de
agua peptonada estéril, se cultivaron en medios no selectivos y selectivos para
salmonella, se efectuaron las pruebas bioquimicas con el Kit BBL-Cristal y se
realizé la lectura e interpretacion de cada prueba. Se aislaron 160 cepas las
cuales se mantienen en crioprerservacion. Estos aislamientos fueron 38 de
reproductoras, 37 de incubacién, 43 de pollos de engorde y 42 de planta de
sacrificio. Los aislamientos se tipificaron por pruebas bioquimicas como 113 de
S. typhimurium, 44 como S. enteritidis y 4 como S. pullorum. Entre los
resultados parciales se tiene, ademas de los aislamientos de salmonellas en el
ciclo productivo del pollo de engorde, un manual de bioseguridad y buenas
practicas para el control y prevencion de salmonella en explotaciones avicolas.
Asi como la realizacién de 12 procedimientos operacionales estandarizados

(POE) basados en la legislacién nacional e internacional, vigentes.



Tabla 1. Distribucion de muestras de aislamientos de Salmonella spp., para
PCR convencional. Primer grupo.

FASE ETAPA DEL CICLO NUMERO DE
MUESTRAS

1 Reproductoras 15

1 Incubacion 16

1 Pollo de Engorde 20

1 Sacrificio 18

2 Reproductoras 23

2 Incubacion 21

TOTAL 113

Con el fin de contribuir al diagnéstico de la salmonelosis en aves, a partir de
muestras de hisopos cloacales o de lavados de carcasas de pollos en plantas
de sacrificio, se normalizaron cuatro técnicas de PCR para la deteccién de
Salmonella spp, mediante la deteccion del gen invA, Salmonella enteritidis,
mediante la detecciéon del gen fliC, Salmonella typhimurium mediante la
deteccion del gen mdh, y Salmonella gallinarum/pullorum mediante la deteccién
del gen rfbS, para ello se utilizaron cepas de referencia de Salmonella enterica
var typhimurium CRM-124208, Salmonella enterica var enteritidis ATCC-4931 y

Salmonella entérica var pullorum ATCC-10398.

La extraccion de ADN se normaliz6 a partir de muestras de hisopos cloacales
transportados en agua peptonada y preincubados a 37°C por 24 horas; de
muestras en medio de enriquecimiento tetrationato y de caldo RVS. Para la
extraccion se utilizé el Kit High pure Viral Nucleic Acid ROCHE®, con algunas
modificaciones, la visualizacion de los productos se realizé en agarosa 1% en
TBE 1X con Syber-safe.

Tabla 2. Relacion de la extraccion de DNA a partir de las muestras aisladas de
Salmonella spp.

Fecha 2011 Reproductoras Incubacién Pollo de Sacrificio

Engorde
Septiembre 26 15 9 - -
Septiembre 27 - 7 17 -
Septiembre 27 3 - 3 18

Octubre 03 19 5 - -




Octubre 03 1 16 - -
TOTAL 38 37 20 18

Se obtuvo 160 aislamientos de Salmonella spp de dos granjas avicolas de
Cundinamarca de ciclo completo (Reproductoras, incubacion, pollos de
engorde y planta de sacrificio) de los cuales se detectd genoma para
Salmonella genérica en 147 de 158 (93.03%) las cuales fueron tipificadas como
Salmonella enterica var typhimurium 100 de 158 (63.29%); Salmonella enterica
var enteritidis 43 de 158 (27.21%) y uUnicamente 4 de 158 (2.53%) como
Salmonella enterica var gallinarum / pullorum. Estos aislamientos concordaron
con la clasificacion por pruebas bioquimicas realizada. La rapidez y

confiabilidad del diagndstico realizado por PCR a partir de muestras

Una vez realizado cada procedimiento para PCR convencional, se procedi6 a
realizar la electroforesis en gel de agarosa al 1% en solucion amortiguadora
TBE. Se emplearon 50111 de la muestra una vez realizada la PCR mas 1 [l de
EZ-vision®. En el caso de los controles positivos y negativos, se procedi6 de la
misma forma y para el marcador de peso molecular se tomaron 201011 y se le
adicion6 1 [1l de EZ-vision®, realizando la preparacion en placas Terasaki de

60 pozuelos.

Grafica 1. Resultados a Salmonella spp por PCR detectando el gen invA
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M1 a M45: Muestras de DNA extraido de muestras positivas por cultivo a Salmonella spp
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