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RESUMEN

Actualmente, la salmonelosis, la influenza avia),(lla
enfermedad de Newcastle (NCD), la enfermedad de b@ron
(Infectious Bursal Disease; IBD) y la micoplasmosmor
Mycoplasma gallisepticum (MG) son enfermedades infecciosas
aviares de gran interes.

En este contexto, en este trabajo se plantearsmljetivos
iniciales. El primero fue obtener e integrar leommiacion sanitaria
de las explotaciones avicolas estudiadas; el segahdrdo el
disefio e implementacion de los mapas de seroprevaleara el
control de IANBP (influenza aviar de baja patogeldad de
declaracion obligatoria), NCD, MG e IBD y el mapaptevalencia
paraSalmonella spp.; y por ultimo, controlar y representar en un
mapa dinamico la respuesta seroldgica despuésalgacunacion
Gnica in ovo frente a IBD, utlizando una vacuna de
inmunocomplejos en pollos. Asi, se desarroll6 usaramienta
informatica basada eBusiness Intelligence (Bl) que posibilité la
explotacionon-line, a través de Internet, de la informacion de
resultados analiticos (titulos de ELISA (enzymésdith
immunosorbent assay), titulos de IHA (Inhibicion da
Hemaglutinaciéon) y resultados cualitativos de ELISA de
presencia/ausencia obtenidos con el método de @hS&y6579, a
partir de muestras de explotaciones avicolas (suealzas). Este
sistema permitio la visualizacion geografica de resultados por

provincias, comarcas y municipios, utilizando df#es colores.
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La monitorizacion del estado sanitario de las e=giones de
engorde puede ser una herramienta para el contel d
enfermedades, Util para los servicios técnicos rveteos,
constituyendo una fuente de informacion adicionarap su
prevencion.

Dada la histérica relevancia de la zoonosis pansatlosis
en este sector, se continud el trabajo incidienalares aspectos
relacionados con la prevencion y caracterizaciotadgalmonella
en gallinas ponedoras. Asi, el cuarto objetivoasiten el estudio
cualitativo de la contaminacion pSalmonella spp. (ISO 6579) de
una explotacion de gallinas ponedoras, previa @ifgao por ser
positiva aSalmonella serotipo Enteritidis en autocontroles de heces
y en controles oficiales. Ademas, se serotipar@urels cepas
segun el método de Kauffman-White-Le-Minor (Patri2807) y se
caracterizaron mediante macrorrestriccion gendoratdeeando la
técnica de electroforesis en campo pulsante (PRRibpt et al.,
2006). La deteccion cualitativa del patdégeno ensattiveles de
contaminacion en las heces de gallinas ponedoramplicd su
presencia en el contenido del huevo.

El quinto, y ultimo objetivo, consistio en evalugrefecto
in vitro de bacteriofagos frente & almonella Enteritidis,
previamente inoculada en muestras de heces frecamllinas
ponedoras. El empleo de bacteriofagos contribuy@dacir los
aislamientos dé&almonella Enteritidis en las muestras de heces a
las 24h de su aplicacion, por lo que podria sesiderado una

herramienta de prevencion.



1. INTRODUCCION






1. INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas de la avicultura de carne y puesta

La produccion de carne de ave ha crecido de manera
continuada durante las ultimas décadas, proliferanglotaciones
avicolas con distintas orientaciones y especiabnas dentro del
sector. En cualquier caso, predomina por su Vvolunden
produccion la cria de pollo de engorde de altacsi&la genética,
también conocido como “pollo para carne” o “brdileAunque
inicialmente el término de broiler se aplico a dipseanimales
comercialmente destinados a asadero (“to broilingiés significa
“asar”), en la actualidad se emplea la palabrddrpiara designar,
independientemente de su destino comercial, a un javen,
macho o hembra, procedente de un cruce genéticament
seleccionado, de la espedsallus gallus, para alcanzar una alta
velocidad de crecimiento y un buen rendimientoadednal, con la
formacion de notables masas musculares. El factodamental
gue ha contribuido a convertir al broiler en laébasincipal de la
produccion masiva de carne de ave, representands pencipal
exponente de esta produccién, es su rapido cicloratiuccion (6-

7 semanas) (Catala-Gregori, 2007).

Considerando el informe anual de la AssociatioRPailtry

Processors and Poultry Trade in the EU (AVEC) ampoadiente al

afio 2014, la Unidén Europea se sitla en cuarta ipasien la



produccion debroilers mundial (12%), tal como se refleja en la
figura 1.

BEEUU
M China
M Brasil
mUE

M Resto

Figura 1. Produccion déroilers a nivel mundial (adaptado de
AVEC, 2014).

La cria de aves para produccion de carne es, en la
actualidad, una de las ganaderias mas importaptesi@stro pais.
Espafia se encuentra entre los primeros productu@gpeos de
carne de ave, aunque el balance comercial es hhbénote
importador. Asi, a nivel Europeo de los 27 estadoembros,
Espafa fue la segunda productorabdeilers en 2008 y 2009,
tercera en 2010 y quinta en 2011, 2012 y 2@38r@ 1 y tabla 1).



Tabla 1. Produccién debroilers en la Union Europea y terceros

paises (produccién nacional bruta, tonelada de plesaanal)
(adaptado de AVEC, 2014).

2008 2009 2010 2011 2012 2013
Austria 85 90 90 91 89 89
Bélgica/Luxemburgo 250 250 249 235 246 246
Dinamarca 175 175 175 175 175 168
Finlandia 91 86 88 93 99 104
Francia 1009 1008 1041 1096 1091 1146
Alemania 868 911 1073 1150 1160 1190
Grecia 160 160 160 160 160 160
Irlanda 91 98 109 110 116 117
Italia 713 742 780 796 816 820
Paises Bajos 626 655 664 710 738 750
Portugal 251 263 269 265 258 259
Espafia 1059 1063 1085 1073 1063 1041
Suecia 78 79 79 80 80 80
Eslovenia 46 47 46 47 49 50
Bulgaria 74 79 7 81 78 72
Chipre 28 27 28 27 25 25
Republica Checa 191 181 181 181 158 161
Estonia 14 14 14 14 14 14
Hungria 230 145 240 254 280 305
Letonia 23 23 23 23 25 25
Lituania 70 69 76 75 79 79
Malta 5 5 4 4 4 5
Polonia 730 1060 1123 1150 1325 1450
Reino Unido 1214 1220 1323 1297 1322 1391
Rumania 357 389 370 359 325 350
Eslovaquia 93 84 79 66 68 70
EU-27 8531 8923 9445 9612 9843 10166




Tabla 2. Produccién debroilers en la Union Europea y terceros
paises (produccién nacional bruta, tonelada de plesaanal)
(AVEC, 2014).

2008 2009 2010 2011 2012 2013
Argentina 1435 1500 1680 1770 2014 2022
Brasil 11033 11021 12312 12863 12645 12308
China 11840 12100 12550 13200 13700 13500
India 2490 2550 2650 2900 3160 3420
Indonesia 1350 1409 1465 1515 1540 1550
Iran 1450 1525 1600 1660 . .
Méjico 2853 2781 2822 2906 2958 3002
Rusia 1680 2060 2310 2575 2830 3050
Sudafrica 1240 1250 1290 1300
Tailandia 1170 1200 1280 1350 1550 1500
USA 16561 15935 16563 16694 16621 16958
Mundo 80744 83366 87286 90100 92730 94000

Se denomina gallinas ponedoras las hembras deézies
Gallus gallus que se crian especificamente para la produccion de
huevos para consumo.

Entre 2000 y 2010 la produccién mundial de huewzior
mas de 2% anual, de 51 millones de toneladas ansilidhes de
toneladas. Sin embargo, desde entonces parecelcusmento
anual apenas ha sido de un promedio del 1%. Eraj@ma de los
casos las cifras de produccion se refieren a ldym@én de todos
los huevos de gallina, e incluyen los huevos indabaanto para
las manadas de ponedoras como de los pollos derdengo

Globalmente se considera que los huevos fértilgsirgis pollos)
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representan aproximadamente 5% del total, aunqeofaorcion
de huevo fértil varia mucho en cada pais, depeddiéel tamafio
de la industria del pollo de carne.

Las tasas anuales de crecimiento varian segunidtistos
continentes flgura 2). Mientras que el incremento mundial entre
2000 y 2010 promedi6 2,3% por afio, Africa regisiné expansion
anual promedio de 3,7%. Asia logré un crecimiemoahde 2,6%,
mientras que América y Oceania obtuvieron increoeme un
poco menos de 2%. En Europa la expansion fue més, lede solo
1,1% al afio.

4%

W Asia
B América

Europa

M Africa

Figura 2. Produccion de huevos a nivel mundial (adaptado de
Global Poultry Trends, 2013).

Como resultado de estas diferencias, Africa logmentar
su participacion en el total mundial de 3,8% a 4,34
contribucion de América ha bajado nuevamente un,pbe 20,4%

a 20,1%, mientras que Asia ha aumentado su patiép de
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56,9% a 58,7%. La participacion de Europa se cjontla 18,6% a
16,5%. Si se dedujeran los huevos fértiles de l&mscde
produccion, los porcentajes cambiarian un poca peralterarian
la vision general de un aumento en la produccidorargicipacion
del mercado en Asia y Africa, un crecimiento paado en el
mejor de los casos en América, y una reduccion erofa.

70

millones de toneladas

Africa América Asia - Europa Oceania Mundao

=2000 w2005 w2006 w2007 m2008 =2009 =2010 m=m2012P

Figura 3. Produccién mundial de huevo (millones de tonelpdas
2008 (www.elsitioavicola.com).

En cuanto a nimeros de gallinas ponedoras, la @ayadn
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) estimae en 2010
hubo en el mundo casi 6556 millones de ponedom$agicuales
509 millones estaban en Africa, 1053 millones enéAoa, 4211
millones en Asia, 765 millones en Europa y unosrifones en

Oceania (www.elsitioavicola.com)
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El censo medio de ponedoras de la Union Europea2@)E
en 2013 se estima en 326,4 millones de aves. DRestpor el
volumen de su parque Espafia, Italia, Alemania, daatlolanda,
Reino Unido y Polonia que en conjunto representaf6&8% del
censo total comunitario.

La produccién de huevos de consumo en 2013 seastim
6866 millones de docenas, lo que representa uredssael 15%
respecto a la del afio 2012. En el grafico siguiéfigara 4) puede
observarse la distribucion de la produccion togahdevos (incubar
y consumo) en los principales paises de la Unidofaa en el afio
2013.

2,4% M Resto (978)

2,4% r

M Francia (918)

m Alemania (842)

M Espana (756)

M Reino Unido (711)
B Holanda (704)

I Italia (693)

m Polonia (637)

Rumania (301}

m Hungria(163)

Bélgica (163)

Figura 4. Produccion total de huevos en la Union Europea, afio
2013 (para incubar y de consumo, miles de toneladd%)
(adaptado de www.magrama.gob.es).
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El consumo humano global en la Unién Europea smést
para el afio 2012 en 4642681 toneladas y el consya@nte por
habitante y afio estaria en unos 9,2 kg.

En 2012, el valor de la produccién de huevos eraisse
estimé que superaba los 1204 millones de €, losgpeso el 2,9%
de la Producciéon Final Agraria y un 7,6% de la Booibn Final
Ganadera. Sin embargo, estas magnitudes descendierca del
35%, hasta los 781,9 millones de € en 2013, a coeseia de la
disminucion del censo derivado de la aplicacionlad®irectiva
1999/74/CE del Consejo de 19 de julio de 1999, lpoque se
establecen las normas minimas de proteccion degddisas
ponedoras. Asi, en 2013 la produccion de huevoseseptd el
1,8% de la produccion final ganadera y el 4,9%adprbducciéon
final agraria.

En Espafia el censo medio de gallinas ponedora@khse
estima en 46,8 millones de aves, lo que suponelignanucion del
5,5% respecto del censo medio de 2011. En esta estan
incluidas tanto las estirpes selectas como las awas produccion
se destina al autoconsumo en la explotacion ag(eammperas y
otras). La produccion total de huevos fue de 1026jbnes de
docenas, es decir, inferior en un 5,2% a la de 2Bflos graficos
siguientes flgura 5 y figura 6) aparece la distribucion por
Comunidades Autébnomas del censo y produccion deosudel
afio 2011 (Magrama, 2013).
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| Castillala Mancha
(11351)

M Castillay Ledn (7225)

M Aragon (5073)

B Comunidad Valenciana
(3334)

W Cataluna(3301)

W Andalucia(3222)

M Galicia (2966)

M Extremadura (1360)

Canarias (1344)

Figura 5. Distribucion del censo total de gallinas ponedqas
Comunidades Autonomas en el afio 2012 (miles de wavés

(adaptado de www.magrama.gob.es).
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M Castillala Mancha (245346)
M Castillay Le6n (157131)
W Aragon (110560)
W Cataluna (81072)
W Comunidad Valenciana (76754)
m Andalucia (70649)
M Galicia(51758)
[ Canarias (29419)
Extremadura (29264)
W PaisVasco (28954)
Resto (69851}

Figura 6. Distribucién de la produccion total de huevos dbirtp

por Comunidades Auténomas en el afio 2012 (miledodenas y

%) (adaptado de www.magrama.gob.es).

En lo sucesivo nos referiremos a la situacibn en

Comunidad Valenciana.

1.1.1. Tipologia de las granjas en la Comunidad Valenciana

El sector productivo avicola de la Comunidad Vaikma

contaba, a Noviembre de 2012, con 672 explotacianiEwlas con

censo de 19003197 animales, alojados en 462 egpo&s de

16
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broilers con censo de 12480784, 15 explotaciones de repimais
con censo de 370401, 6 explotaciones de recrigmteductoras
con censo de 124519, 67 explotaciones de gallinasdoras con
censo de 3404939, 22 explotaciones de recria dedpoas con
censo de 1195128, 68 explotaciones de pavos comocdrm
1176285, 3 explotaciones de patos y ocas con caé@szbl0, 3
explotaciones de ratites con censo de 294 y 26ow@agqbnes de
cinegéticas con censo de 248337, distribuidaslar¢m de toda la
region (Conselleria d"Agricultura, Pesca, Alimeita¢ Aigua
CAPAA, 2012). En ladiguras 7, 8y 9 se muestran los datos de
censo y explotaciones de la Comunidad Valenciarfacha de
Noviembre de 2012.
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® | cawnas 269 GRANIAS DE PRODUCCION PARA CARNE 6,349,355 | 6.911.268
® | cawmss g GRANJAS DE MULTIPLICACION PARA CARNE nons | 21203
® | cawwas 4 GRANJAS DE CRIA PARA CARNE [AVES DE CRIA) 728 | 154400
® | cawmas 1 GRANJAS DE CRIA PARA CARNE [AVES DE EXPLOTACION) U500 | 36000
@ | cawnas 1 INCUBADORA 1,200.000 | 1.209.600
@ | cawnas 8 GRAMIAS DE PRODUCCION PARA HUEVOS n7sa | 475509
@ | sawmas 3 GRANIAS DE CRIA PARA HUEVOS 37,000 | 275.000
A | pavos & GRANIAS DE PRODUCCION PARA CARNE 1171520 | 1211648
A | ratosrocas 3 GRANIAS DE PRODUCCION PaRA CARNE 2510 5,030
B | cnecencas 1 GRANJAS DE PRODUCCIGN PARA CAZA PARA REPOBLACIGN 2025 3150
B | cinesencas 1 GRANIAS DE CRIA PARA CAZA PARA REPOBLACION [AVES DECRIA] | 700 1.000
B | cimecenicas 1 GRAMIAS DE PRODUCCION PARA HUEVOS 170,000 | 170.000

Figura 7. Censo y explotaciones en la provincia de Caste{Berna,
2012).
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L3 GALLINAS 167 GRANIAS DE PRODUCCION PARA CARNE 5.656.165 | 6.437.354
L) GALLINAS 5 GRANJAS DE MULTIPLICACION PARA CARNE 130.882 172.600
L] GALLINAS 2 GRANIAS DE CRIA PARA CARNE (AVES DE CRIA) 52,300 52,300
[ ] GALLINAS 1 GRANIAS DE SELECCION PARA CARNE 23.000 35,000
® GALLINAS 1 INCUBADORA 277.500 | 1.105.902
@ GALLINAS 37 GRANJAS DE PRODUCCION PARA HUEVOS 2861483 | 3.333.790
K3 GALLINAS 16 GRANJAS DE CRIA PARA HUEVOS SUTN | 1412520
A RATITES 1 INCUBADORA 0 1.140
A RATITES 1 GRANJAS DE PRODUCCION PARA CARNE 185 1.100
A RATITES 1 GRANJAS DE MULTIPLICACION PARA CARNE ] n
B | cnecencas 2 GRANJAS DE PRODUCCION PARA CARNE 2400 13.200
B | cnecencas 9 GRANJAS DE PRODUCCION PARA CAZA PARA REPOBLACION 64.100 121.300
B | cinecencas 3 GRANIAS DE MULTIPLICACION PARA CAZA PARA REPOBLACION 34982 4,582
'_. CINEGETICAS 1 GRANIAS DE CRIA PARA CAZA PARA REPOBLACION [AVES DE CRiA) 20 6.000

Figura 8. Censo y explotaciones en la provincia de Valencia.
(Berna, 2012).
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. GALLINAS 25 GRANJAS DE PRODUCCION PARA CARNE 440.760 614.815
. GALLINAS 1 GRANJAS DE MULTIPLICACION PARA CARNE 29.200 20.000
. GALLINAS 22 GRANJAS DE PRODUCCION PARA HUEVOS 225.933 300.025
1 GALLINAS 3 GRANJAS DE CRIA PARA HUEVOS 13.408 29.306
‘ PAVOS 4 GRANJAS DE PRODUCCION PARA CARNE 4.365 10.500
A RATITES 1 GRANJAS DE PRODUCCION PARA CARNE 40 235
. CINEGETICAS 3 GRANIAS DE CRIA PARA CAZA PARA REPOBLACION (AVES DE CH‘AI 4.660 24,200
. CINEGETICAS 2 GRANJAS DE PRODUCCION PARA CAZA PARA REPOBLACION 450 720

Figura 9. Censo y explotaciones en la provincia de Alicante.

(Berna, 2012).
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1.2. Control Sanitario en el sector avicola de la Comudad
Valenciana

Las enfermedades infecciosas aviares que tienereqen
broilers desde la perspectiva del control oficial son doteate |la
salmonelosis, la influenza aviar (I1A) y la enferraddle Newcastle
(NCD) (Plan Sanitario Avicola, 2003; Programa Naelo de
Control de Salmonella, 2015). En la Comunidad Valenciana, la
sistematica de control de estas enfermedades $iegpabualmente
en el Plan Anual Zoosanitario (PAZ) por la Consdlle
d"Agricultura, Pesca, Alimentacio i Aigua (CAPAAEN ella se
detalla la periodicidad de control de cada enfeadedegun la
orientacion productiva de las explotaciones garsdeAsi, en
broilers, se indicaban los siguientes controles a realpare IA,
NCD y Salmonella en el afio 2013. En labla 3 se incluye los
controles marcados por el PAZ y otros adicionaésdizados en
2013.
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Tabla 3. Controles erroilers.

Origen Tipo de Ne o )

Edad Analisis Técnica
muestra muestra  muestras

Ultimas 3 semanas Autocontrol 2 pares 1 Cultivo ISO 6579
Salmonella de calzas Salmonella
>30d PAZ Sangre 15 tubos IA, EN ELISA | IHA
Anual (municipios PAZ)
>30d Mapa de Sangre 15 tubos MG ELISA
Semestral

2 manadas/explot en 2009 y 2010 seroprevalencia

Anual
1 manada/explot en 2011
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Desde el punto de vista productivo, por su traseecid en
los resultados econdmicos de la actividad ganaderapr su
impacto sobre la seguridad alimentaria, también isgportantes
otras enfermedades viricas como la bronquitis adsa
(Infectious Bronchitis Virus; IBV) y sus cepas \anies, la
enfermedad de Gumboro (Infectious Bursal DiseaB®),l la
anemia infecciosa (Chicken Anemia Virus; CAV), Ila
laringotraqueitis infecciosa (Infectious Laryngotraitis; ILT), la
rinotraqueitis (Turkey Rhinotracheitis; TRT) o lapatitis por
cuerpos de inclusion (Fowl Adenovirus; FAV). Entilas
enfermedades bacterianas encontramos las micoesnpor
Mycoplasma gallisepticum (MG) y Mycoplasma synoviae (MS), la
colibacilosis o la campilobacteriosis. El sectorema con
herramientas de diagnéstico de laboratorio paraaxyal control
de estas enfermedades, como la serologia (ELISA), Ha
biologia molecular (Reaccion en Cadena de la Paddisae(PCR),
Genotipado) o los cultivos microbiologicos y prugbéquimicas.

El control de estas enfermedades se realiza pgersias
normativas, como parte del programa sanitario dexpdotacion o
en caso de sospecha. La informacion obtenida espérda (gran
cantidad de datos, diferentes laboratorios, tésmigaanalisis, kits
de andlisis dentro de una misma técnica, difereptases de
muestreo segun la explotacion, etc.), y no est@dible en tiempo
real de forma agrupada.

Asi, seria atil poder centralizar la informaciénestida de

los resultados analiticos, eliminando la disperside la
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informacion y contemplando variables cruciales desldpunto de
vista epidemiolégico, como son las variables gdams y
temporales, para asi facilitar el control de alguaafermedades
infecciosas. La inexistencia de un sistema que iebrestas
necesidades impulsé el desarrollo de la soluciopy®sta en esta
Tesis Doctoral.

En la Comunidad Valenciana, el laboratorio autalizpara
desarrollar las actuaciones contempladas en el MPaoal
Zoosanitario (PAZ) en materia avicola es el CemteoCalidad
Avicola y Alimentacion Animal de la Comunidad Vabéma
(CECAV), centralizando asi toda la informacion gade.

Por todo ello, se propuso la creacion de un sistdma
control sanitario en tiempo real, centralizandoinormacion y
contemplando variables geogréaficas y temporalesordaado
mapa de prevalencia y mapa de seroprevalencia.

Para ello, se desarroll6 una herramienta inforrmdt@sada
enBusiness Intelligence (Bl) que posibilita la explotaciéon-line, a
través de Internet, de la informacion de resultadasliticos
realizados por el CECAV en las explotaciones aaiolEste
sistema permite la visualizacion geografica dertsiltados por
provincias, comarcas y municipios.

Asi, en una primera fase, se pretendié disefiar e
implementar 4 mapas de seroprevalencia y 1 magaed@lencia
enbroilers de las enfermedades de control oficidlnonella, 1A
y NCD) y algunas de las enfermedades de interéavemltura

controladas a nivel sectorial (MG e IBD).
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1.3. Enfermedades infecciosas objeto de control en losaydas
de prevalencia y seroprevalencia

1.3.1. Salmonelosis

La salmonelosis se mantiene, tras la campilobasisri
como la segunda zoonosis transmitida por alimestgosmas casos
registrados en el ser humano, con 82694 casostadpsrdurante
2013 en la Uniodn Europea, 4537 de ellos en Espania.

En los productos alimentarios se ha detectadallaonella
sobre todo en huevos y ovoproductos y en carnesoguptos
carnicos. El porcentaje de brotes (44,9% de lotebyanas elevado
se detectd en huevos y ovoproductos. En carnesrde,dovino y
pollo se obtuvieron el 8,9%, 16% y 5,1% de los tdsp
respectivamente. En otros alimentos como dulceshocatate,
vegetales, frutas y pescados también se ha debeldadacteria
(EFSA, 2015).

Teniendo en cuenta estos datos, el sector avicela e
considerado el principal responsable de la eleyadaalencia de
Salmonella spp.

Los serotipos objetivo emroilers segun PNCS sors.
Enteritidis yS Typhimurium (incluyendo las cepas monofésicas de
Salmonella Typhimurium con férmula antigénica 1,4,[5],12:i:-)

Actualmente, en gallinas ponedoras, la legislablé@nional
y Europea indica que si se confirma la presenci@atteonella de
ciertos serotipos§ Enteritidis, S. Typhimurium incluyendo las

cepas monofasicas d&lmonella Typhimurium con formula
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antigénica 1,4,[5],12:i:-) en heces, se proceda delstruccion de
los huevos bajo control oficial debiendo ser tratadde

conformidad con el Reglamento (CE) 1774/2002, orgodser

trasladados a un establecimiento autorizado paetaksoracion de
ovoproductos a fin de ser sometidos a un tratamiggrmico que
garantice la destruccion de Balmonella, de acuerdo con la
legislacidon comunitaria de higiene de los alimenjoxon la

normativa sobre comercializacion de los huevos IgRegnto (CE)

1028/2006).

Etiologia

Las salmonellas son bacterias Gram negativas, fopage
de lasy-Proteobacterias y pertenecen al génsaiononella de la
familia Enterobacteriaceae. Son bacterias anaerobias facultativas,
por tanto, pueden crecer bien en condiciones aesgbanaerobias.
La temperatura Optima paiglmonela es 37°C, pero podemos
observar su crecimiento en un rango de temperguugaoscila de
5° a 45°C (Biereet al., 1961). El pH Optimo para estas bacterias es
de 7,0, aunque pueden crecer entre 4,0 y 9,0 (Bb985; Padast
al., 1987). Los requerimientos de crecimiento soatisgdmente
simples y casi todos los medios de cultivo promoran las fuentes
necesarias de carbono y nitrdgeno para su credmiela
viabilidad de los cultivos puede mantenerse porhuoscfios en
medios simples, tales como el agua de peptona I ragativo
(Shulmaret al., 1999).
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Las salmonellas tienen un tamafo relativamente qiexju
(0,5 um por 2-3um) y al microscopio presentan forma de bacilos
cortos, no esporulados y moviles debido a la psenle
numerosos flagelos que rodean la bacteria (flagpkrtricos),
aunqgue existen dos serotipos que no son modleSallinarum y
S Pullorum.

Las salmonellas tipicas fermentan glucosa (paraugio
acido y gas), dulcitol, manitol, maltosa y mucafero no
fermentan lactosa, sacarosa, malonato o salicias.shlmonellas
paratifoideas no hidrolizan urea, ni producen intdak salmonellas
paratifoideas pueden distinguirse del resto, @izonae, S.
Pullorumy S. Gallinarum, en base a diferencias bioquimi&as.
arizonae no puede fermentar dulcitol, pero por lo general
fermentan malonatoS Pullorumno puede fermentar mucato ni
dulcitol, y S Gallinarumno puede descarboxilar ornitina o producir
gas a partir de la fermentacion de glucosa (Cathek, 2000).

Se considera dos especies del géngatmonedla: S
enterica y S bongori. (Fookeset al., 2011). Dentro de la espe@e
enterica se distinguen 6 subespeci8senterica indica, S. enterica
salamae, S. enterica arizonae, S enterica diarizonae, S. enterica
houtenae y S. enterica enterica.

Dentro de cada subespecie se separan, en funciGusde
respuestas seroldgicas, distintos serotipos 0 &@e®Vv LoS
serotipos de&almonella enterica subespecienterica se identifican
por nombre y corresponden a (Adelantatlal., 2008), de acuerdo

a latabla 4.
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Tabla 4. Clasificacion de los serotipos d&almonella (Curso

serotipado d&almonella spp., 2010).

Serogrupo Serotipo

2 Paratyphi A, Paratyphi B, Stanley,
Schwarzengrund, Saintpaul

4 Derby, Agona, Typhimurium, Bredeney,
Brandenburg, Heildelberg

7 Cholerasuis, Paratyphi C, Livinstone,
Montevideo, Thompson, Wirchow, Infantis,
Mbandaka

8 Muenchen, Newport, Hadar

9 Enteritidis, Dublin, Panama, Gallinarum,
Typhi*

3,10 Anatum

1,3,19 Senftenberg

11 Rubislaw

13 Kedougou

Otras subespecies

16/11 Salmonella enterica subsp salamae

18/1lla Salmonella enterica subsparizonae

21,60,61/1lIb Salmonella enterica subspdiarizonae

43/IvV Salmonella enterica subsphoutenae

6é14/VI Salmonella enterica subsp. idica

*

Salmonella bongori

Dada la complejidad de la taxonomia y con el fin de
facilitar las denominaciones se recomienda denamima cepa
con el nombre del serotipo correspondiente. Agigpmplo, si se
identifica una cepa com&almonella enterica subsp. enterica
serotipo Enteritidis, podemos referirnos a ella cagalmonella

Enteritidis.

! para este dltimo, algunos autores lo clasificanaespecie con entidad propia,
dada su importancia clinica, ya que se describ@aragente etioldgico de la
fiebre tifoidea en humanos.

2 Se emplea la férmula antigénica para nombrarla.
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Clinicamente resulta util clasificar los gruposSdémonella
segun su huésped especifico:
* El'hombre & Typhi yS. Paratyphi).
* Los animales (En aveS Pullorum,S Gallinarum,
S arizonae).
e Las salmonellas zoonédticas (mas de 2000
serotipos).
La semejanza entre los serotipos aislados en dbteynlos
de los animales ilustra el patron de propagacidredmumanos y
los alimentos que consumen. (Shulregal., 1999).

Epidemiologia y patogenia

Los problemas sanitarios que causa en humanosestte d
episodios leves de gastroenteritis acompafiados epgesion,
fiebre, dolores o calambres abdominales y diaresstiahproblemas
mucho mas graves (como puede ser la artritis kegctambién
conocida como sindrome de Reiter) o incluso la eu&os casos
mortales son poco frecuentes y se dan en poblaciuiaerables
gue comprenden a lactantes, personas de edad deanparsonas
inmunodeprimidas (Zwadyk, 1992; D"Aoust, 1997). general,
Unicamente se dan episodios leves, en los que rébdpe de
incubacion varia entre 8 y 72 horas y los sintorpasden

prolongarse una semana.
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Las infecciones de las aves pueden agruparse en tre
categorias atendiendo a su patogenia y epideméol@galmeret
al., 1998):
» Infecciones con serotipos no moévil& Pullorum y

S Gallinarum.

Estas especies son especificas de huésped paspkses
aviares. La pullorosis, originada pos Pullorum es una
enfermedad aguda septicémica. El tifus aviar causaaor S
Gallinarum, es una enfermedad septicémica agud@rica, que
afecta con mayor frecuencia a aves adultas. Tantpullorosis
como el tifus aviar, se pueden transmitir a tragék huevo por
infeccion transovarica.

La mortalidad de la pullorosis se confina por logral a las
2-3 primeras semanas de vida. Los pollos o pavesqgbreviven a
la infeccion inicial llegan a ser portadores coasiro desarrollo de
lesiones. Aunque el tifus aviar se relaciona gémsiate como
enfermedad de aves adultas, esta puede dar lugaa &levada
mortalidad en pollos jovenes. Al igual que la prdkis, las
pérdidas empiezan en el momento de la incubacidrersbargo,
esta Ultima también continua cuando las aves soltead

Estas dos enfermedades, hoy erradicadas de Ilas
explotaciones avicolas espafiolas, causaron enseldpagraves
pérdidas economicas a los productores y han heoh®€ pongan
en practica extensos programas de pruebas diacgmsyi de

erradicacion.
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» Infecciones con serotipos moviles, salmonellas

paratifoideas.

Generalmente las infecciones p@almonella paratifoidea
en adultos se caracterizan por la colonizaciont@siéitica del
aparato intestinal, con persistencia hasta elfgagriEsto supone
una excrecion intermitente d&lmonella durante el ciclo de
produccion, favoreciendo la diseminacion e infegcite todo el
lote.

En los pollitos recién nacidos, la infeccion [@atmonella
paratifoidea puede causar alta morbilidad y maléalj mientras
gue en aves jovenes suele cursar exclusivamenti@msitologia
digestiva, acompafiada por una elevada excrecida lolecteria en
heces (Gagdt al., 1990; Desmidét al., 1997). En animales adultos
s6lo puede observarse una ligera diarrea que remitees dias y
gue va acompafada de la excrecion de gran carda@amonella
(Kindeet al., 2000).

Algunos serotipos también pueden pasar al torrente
sanguineo y colonizar 6érganos internos (Van Imneérse al.,
2004). Si la bacteria se acantona en tejidos hiefi el ave se
convertira en portadora asintomatica cronica, ¢éaotd agente de

forma intermitente.

* Infecciones con serotipos moviles del subgérgro

arizonae.
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Este grupo de microorganismos, aunque bioguimictmen
distintos, causan una enfermedad que no se distirggu sus
aspectos clinicos de otras infeccionesSabmonella. La arizonosis
es de particular importancia econémica en pavos,josnque
produce una reduccion drastica en la producciormuwe/o y la

incubabilidad.

El principal reservorio de I&lmonella es el intestino de
animales vertebrados (mamiferos, incluyendo el memk las
aves) aunque es un microorganismo ubicuo.

En las infecciones pofalmonella paratifoidea, las aves
pueden padecer clinicamente la infeccion o comgs@taomo
portadores asintomaticos, transmitiendo la infaccio
transovaricamente (transmision vertical) (Shivagdass al., 1990;
Keller et al., 1995).S. Gallinarum yS. Pullorum, son especificas de
las especies aviares, y hoy se encuentran erradicdd las
explotaciones avicolas en Espafia.

Las aves portadoras excretan de forma intermitéate
Salmonella a través de las heces pudiendo permanecer vialgé e
material fecal y contaminar el medio ambiente (gombacion
horizontal de jaulas, camas, ambiente, comedetms/ds etc.). La
forma mas importante de transmision deSémonella spp. entre
individuos es la ingestion de material contaminadolas heces de

portadores o enfermos.
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La resistencia de l&almonella en el medio ambiente
gracias a la formacion de biofilm (Joergeal., 2009; Sheffieldet
al., 2009) y, en condiciones favorables, su capacidid
multiplicacion en él, constituyen un factor critiqoe facilita su

difusion y mantenimiento, y dificulta su control.

Sintomas y lesiones

Generalmente su presentacion es asintomatica eavéss
Solo se presentan sintomas, en ocasiones, en ayevenes. Se
da somnolencia, ojos cerrados, alas caidas y plemzasdas, asi
como anorexia, emaciacion y diarrea acuosa profusa.
Generalmente su presentacion es asintomatica sonés.
Cuando hay sintomas, se ha descrito enteritis @owsfnecroticos
en la mucosa intestinal; focos de necrosis en bigabazo, que
estdn aumentados de tamafio Yy congestionados; sifione
congestionados y aumentados de tamafio; perihspatiti
pericarditis fibrinopurulenta; vitelo no completame absorbido.

Control y prevencion
La prevencion de la infeccion se basard en la
implementacion de las medidas de bioseguridad eertag la

vacunacion de los reproductores y el analisis dexdd de las

manadas mediante autocontroles.
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En Europa y Espafia existe una normativa espeg@iéicasu
control. El objetivo de la Normativa Europea 21602 es
garantizar que se toman las medidas apropiadascgce$ para
detectar y controlar I&lmonella y otros agentes zoondticos en
todas las fases de produccion, transformacién yillision, en
particular a nivel de la produccion primaria, indhs los piensos,
con el fin de disminuir su prevalencia y el riesg® suponen para
la salud publica.

Asi, entre octubre de 2005 y septiembre de 200@a&o6
un estudio de prevalencia para determinar la peecaé de
Salmonella en pollos de carne a nivel de la Union Europea.

A nivel nacional durante 2007 y 2008 se aplico EnP
Nacional de medidas de vigilancia de determinadwstipos de
Salmonella hasta el 1 de enero de 2009 en el que comenzo la
aplicacion del Programa Nacional de Control a neeghunitario.

El objetivo nacional contemplado para este prograara
la reduccion de la Salmonella Enteritidis y Salmonella
Typhimurium incluyendo las cepas monofasicas S#monella
Typhimuriumcon férmula antigénica 1,4,[5],12:i:-, en los pslite
engorde consistira en la reduccion al 1% o menog1ade
diciembre de 2011, del porcentaje maximo de mandelg®llos de
engorde positivas respecto a los serotipos anéstior

Una de las practicas utilizadas en las explotasiqreera
controlar laSalmonella es el uso de antibidticos. Sin embargo, el
elevado grado de resistencia de la bacteria plaim@taciones

graves en las posibilidades del tratamiento eficaz.
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Los bacteriéfagos (fagos) son virus que matan baste
(Huff et al., 2013). Los fagos han sido propuestos como altiemn
al uso de antibidticos basado en su capacidad ipaedir y
perturbar el metabolismo bacteriano, que causasia tle las
bacterias (Oliveirat al., 2010).

Los bacteriofagos son especificos para cada bacteri
previniendo la destruccion de la flora circundaseadhieren a la
pared bacteriana contribuyendo a atenuar fact@esrdlencia; no
inducen fendmenos alérgicos; no se han detectadotosf
secundarios (son inofensivos para los animalegldadas y para el
medio ambiente); pueden ser usados como tratanpeenentivo y
para higienizacion; contindan multiplicandose hasjae la
infeccién con el huésped se mantenga (terminarcddracuando
ya no hay bacteria huésped); se utilizan en uneatlagplicacion y
no tienen intervalo de seguridad (Sereno, 2013).&suno de los
capitulos de esta Tesis Doctoral se evalud el efeevitro de
bacteriéfagos frente aSalmonella Enteritidis, inoculada en

muestras de heces frescas de gallinas ponedoras.
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1.3.2. Influenza Aviar

Etiologia

La Influenza aviar (IA) es una enfermedad incluedala
Lista unica de enfermedades de declaracién obligatde la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) y enlista de
enfermedades de notificacion obligatoria de la drikdropea. Esta
enfermedad estd producida por el virus influenpa tA de la
familia Orthomyxoviridae, género Influenzavirus (Alexander vy
Brown, 2000).

Se clasifican en dos subtipos basados en dos aosigie
superficie, la hemaglutinina (H) y la neuraminidé@da Existen 16
antigenos de hemaglutinina (de H1 a H16) y 9 deanenidasa
(de N1 a N9). Las cepas de IA se describen por igo, t
hospedador, lugar de aislamiento, numero de cefa, de

aislamiento, y subtipo antigénico (Slawtal., 2012).

Epidemiologia y patogenia

Los virus de IA suelen ser hospedadores especkHigogue
pueden existir transmisiones entre individuos dpe@ss muy
préximas, e incluso se han sefalado transmisionésinaanos
(Bankset al., 1998).

La cepa altamente patdégena del subtipo H5N1 desrorig

asiatico ha sido el centro de la atencidon durasgedltimos afos
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debido a los importantes focos que han afectad@saalves
domésticas y silvestres en el mundo (Tiemsial., 2005; Webster
et al., 2006).

La reciente y rapida dispersion de la variantetiasiael
subtipo H5N1 del virus de la IA representa una gramenaza no
sélo para la industria avicola, sino también pasaalves silvestres,
varias especies de mamiferos y humanos en contacioestas
especies (Alexander, 2000a; Kuiketnal., 2004; Nicholsoret al.,
2003; Subbarao y Shaw, 2000). Mientras que los\deula IA son
en general propios de determinadas especies, ka @iégmente
patogena H5N1 ha infectado también a veces a loshos (Hatta
y Kawaoka, 2002) Cabe sefalar que existen tambéfasc de
H5N1 de baja patogenicidad pero no son vinculadasgaos
patdgenos con gravedad por parte de los animdkgados.

Varios factores pueden contribuir a la disemina@énlos
virus de la IA, entre ellos, la mundializacion y ebmercio
internacional, las précticas de comercializacioerados de aves
vivas), las practicas ganaderas y la presenciarde gn las aves
silvestres.

Los virus de la IA, por tanto, no son homogénes) que
hay una gran variedad de ellos, y esta variedagl,rgside en su
estructura genética y se refleja en su estructurtigémica,
determina también su patogenicidad. Existen cepas bdja
patogenicidad (IABP) y cepas de alta patogenic{@i®dP). Todas
ellas son capaces de infectar y por tanto multipdie en aves, pero

mientras que las de baja patogenicidad apenasaafext sus
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huéspedes, las de alta patogenicidad producennfimaredad letal
en un porcentaje muy alto de las aves infectadastodos los

subtipos de virus influenza tipo A son capacesatdutar a cepas
altamente patdgenas. Cuando se han aislado y &dtuldis cepas
altamente patégenas, se ha encontrado que hastanetnto todas
pertenecen a los subtipos H5 o H7. En la actualidads los

aislados de subtipo H5 y H7 deben ser notificadias autoridades
veterinarias competentes y se debe obtener infedmacerca de
su patogenicidad o potencial patogenicidad a niwelecular

(http://www.madrimasd.org).

Los virus de la IA pueden propagarse por contactrid
con las secreciones de aves infectadas, en esfsectatces, o con
piensos, agua, equipos y ropa contaminados.

Ademas de ser altamente contagiosos entre las dwes
corral, los virus de la IA se transmiten rapidareeti¢ granja en
granja por los movimientos de aves domesticas yvd@da gente
(especialmente si el calzado y otras prendas estitaminados) y
vehiculos, equipos, piensos y jaulas contaminados. virus
altamente patdgenos pueden sobrevivir durante dgpgaodos en
el medio ambiente, sobre todo a bajas temperai{@asayne y
Halvorson, 2008)

El virus de la 1A es de ARN y de sentido negativaight y
Webster, 2001). El virus presenta 8 fragmentosctoducléico y
cada uno de ellos codifica para una o varias praseiSon virus de
ARN de envoltura lipidica. La superficie lipidicat& recubierta

por proyecciones de glucoproteina de dos tipos: dadgutinina y
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Neuraminidasa. La Hemaglutinina es el antigeno img®rtante

del virus y uno de los condicionantes de su capadcidfecciosa y
patogénica, facilita tanto la union como la perwdradel virus a la
célula hospedadora. La Neuraminidasa juega un Eseeicial en
la liberacién del virus desde las células infectagl@n su difusion
por el sistema respiratorio, previene la agregad®tas particulas
viricas y permite al virus difundir a través de Isscreciones
respiratorias. La Hemaglutinina representa el 2%tatal de las
proteinas del virus frente al 5% de la Neuramirad@sorimoto y

Kawaoka, 2005).

Sintomas y lesiones

Existen varias cepas de virus de la IA que suelen
clasificarse en dos categorias: IA poco patogemapgr lo general
produce pocos signos clinicos o ninguno en las ;aeesA
altamente patégena, que produce signos clinicosegrg/o alta
mortalidad entre las aves.

Afecta a los aparatos respiratorio, digestivo wioso de
aves comerciales y silvestres. Los signos que pegueden ser
extremadamente virulentos, con alta mortalidad ag pocos dias
(Banoet al, 2003).

En su forma leve, los signos de la enfermedad puede
manifestarse con plumaje erizado o efectos leveglesistema

respiratorio. En su forma grave, el virus no sdiecta al tracto
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respiratorio, sino que también invade varios organdejidos y

puede producir hemorragia interna masiva.

Las aves infectadas con la IA altamente patogerdu{da

la cepa H5N1) pueden presentar los signos clirsgpgentes o al

menos algunos (Swayne y Halvorson, 2008):

Postracion y depresion extrema.

Edema y congestion de crestas.

Edema de la piel debajo de los ojos.

Tos, estornudos y signos nerviosos.

Diarrea.

Hemorragias.

Se pueden producir algunas muertes durante varios
dias, seguidas de una difusion rapida y una tasa de
mortalidad cercana al 100% dentro de las 48 horas.

Las lesionewarian mucho segun la patogenicidad (Swayne

y Halvorson, 2008):

Baja patogenicidad: traqueitis catarral, sinusitis,
aerosaculitis, conjuntivitis, neumonia, peritonitis
ooforitis, salpingitis, etc.

Alta patogenicidad: lesiones hemorragicas en piel
de la cara, cresta y extremidades, y en el tracto
gastrointestinal, neumonia intersticial, nefritis,
encefalitis, conjuntivitis, miocarditis, adrenaditi
pancreatitis, miositis, necrosis linfoide, vasasili

trombosis, etc.
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Control y prevencion

Para el diagnéstico se tendra en cuenta los sigfrosos y
se confirmarda mediante pruebas de laboratorio ddodia
molecular, como el PCR. Para su vigilancia, es coet@mpleo de
la serologia mediante ELISA.

No hay tratamiento. Es sumamente importante poner e
practica sistemas de detecciéon y alertas precocesedios de
prevencion en el marco de una estrategia eficatefiela IA.

En Espafia se encuentra prohibida la vacunaciorvee a
domésticas contra la enfermedad. En caso de rigsaee, se
considera que la vacunacion puede constituir umeainéenta de
gran utilidad en la lucha contra la IA, por lo (geedispone de un
Plan de Vacunacion de Emergencia. En éste se alelad
requisitos que habrian de cumplir en su caso logramas de
vacunacion que se elaboraran como método de comttatha
contra la IA, y que deberian ser aprobados por d¢ani€ion
Europea. En aves de corral, la vigilancia actieatie a este virus
se basa en el muestreo y diagnéstico seroldgitasdaves frente a
cepas H5 y H7 (Directiva 2005/94/EC).

Es esencial que los productores avicolas mantengan
practicas de bioseguridad a fin de prevenir labthiccion del virus

en sus manadas.
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1.3.3. Enfermedad de Newcastle

Etiologia

La enfermedad de Newcastle es una enfermedad altame
contagiosa incluida en la lista Unica de enfermedgadie
declaracion obligatoria de la Organizacion Mundial Sanidad
Animal (OIE) y en la lista de enfermedades de ruatifion
obligatoria de la Unién Europea. La enfermedad davddastle es
causada por el paramixovirus aviar del tipo 1 (ARN)V Estos
virus, llamados APMV-1 o virus de la enfermedadN#wvcastle
(NDV), son miembros del génerédwvulavirus en la familia
Paramyxoviridae (Alexander, 2000Db).

Los paramixovirus se clasifican en nueve grupoad@sen

la relacion antigénica (test de IHAabla 5):
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Tabla 5. Clasificacion de los paramixovirugatala-Gregori y
Mateo, 2012; Shivaprasad, 2013).

Grupos Hospedador primario  Otros hospedadores

PMV-1/Virus de la Varios Varios

enfermedad de

Newcastle

PMV-2/Yukaipa Paseriformes, pavos Gallinas, psilasi

PMV-3 Pavos Ninguno (el pollo es
un posible

hospedador pero no
esta comprobado)

PMV-3 Psitacidas Paseriformes
PMV-4 Patos Ganso
PMV-5/Kunitachi Periquitos Ninguno
PMV-6 Patos, Ocas Pavos
PMV-7 Tortola Palomas Ninguno
PMV-8 Gansos, Patos Ninguno
PMV-9 Patos Ninguno

Epidemiologia y patogenia

Se trata de una enfermedad altamente contagiospuguaie
afectar a 236 especies de aves de 27 oOrdenes, siealiitud
especies de aves tanto domeésticas como salvajepugaen ser
hospedadores. Los indices de mortalidad y de nideldilvarian
segun las especies y en funcién de la cepa viad. dallinas y
pollos son las aves de corral mas susceptiblesdsios patos y
los gansos las menos susceptibles (Ebako, 2008; R002),

La transmisién del virus se produce por inhalacopor
ingestion. Por contacto directo con las secreciatedas aves
infectadas y especialmente con las heces, asi comta comida,

agua, instrumentos, locales, vestuario, etc., coin&dos. Son
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fuentes de virus las secreciones respiratoriasgshgctodas las
partes de las aves muertas.

El virus se transmite durante el periodo de incidimag por
un periodo limitado durante la convalecencia. Sedémostrado
gue algunas psitacidas transmiten durante mas dé@auipl virus de
la enfermedad de Newcastle de manera intermitéxléxgnder y
Senne, 2008).

El periodo de incubacion es breve, entre 2 y 18 (ifeedia
de 5 dias), de tal forma que la aparicion de laremdad se
produce simultdneamente en todo el lote de avedam@xposicion.
La mortalidad puede llegar al 100% en lotes de gwenes (Al-
Gariet al., 2003).

Tradicionalmente se han clasificado las cepas ecidn de
los signos clinicos, el tropismo por diversos o6ggan
patogenicidad, termoestabilidad (tiempo/temperatecesaria para
destruir la hemaglutinina de la capside), etc. Ainggcientemente
estos criterios han sido reemplazados por caraat@édn genética,
se mantienen en parte los antiguos conceptosséisie la base de
los signos clinicos observados en pollos infectagodefinen cinco
grupos de cepas. Las dos primeras son considerdelaalta
patogenicidad (cepas velogénicas), la cepa meszaygmiestra una
patogenicidad media, y las dos ultimas (lentogénjicantérica
asintomatica) son consideradas de baja patogedidianual
Terrestre OIE, 2014)

La clasificacion actual de la OIE se basa en eicéende

patogenicidad intracerebral en pollo (ICPI):
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* |PIC > 0,7 es virus de enfermedad de Newcastle
(anteriormente Velogénico y Mesogénico) o que
contenga una secuencia de aminoacidos que se
asemeja a las observadas en los virus altamente
virulentos (aminoacidos basicos mdltiples en el C-
terminal de la proteina F2 y fenilalanina en el
residuo 117 de la proteina F1).

e [PIC < 0,7 es un Paramixovirus aviar tipo 1

(anteriormente Lentogénico).

Sintomas y lesiones

Los sintomas clinicos varian con la patogenicidathatepa
y las especies de aves. En pollos, cursan desaeciaohes
subclinicas o una leve afeccion respiratoria cos, jadeo y
estornudos hasta enfermedad respiratoria aguda gynossi
neuroldgicos con alta mortalidad.

Los sintomas respiratorios y/o nerviosos son jagl¢os;
alas caidas, arrastran las patas, cabeza y custiasdos
(torticolis), desplazamientos en circulos, depresidapetencia,
paralisis completa. Se describe en ocasiones uwmaedi verde
acuosa Yy tejidos hinchados en torno a los ojoscyelo.

La morbilidad y mortalidad dependen de la virulande la
cepa del virus, del grado de inmunidad a la vaddnade las
condiciones ambientales y del estado de las avés ebglotacion
(Alexander y Senne, 2008).
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Las lesiones que se pueden encontrar son edentejidel
intersticial o peritraqueal del cuello, especialteenerca de la
entrada toracica; congestion y algunas veces hagias en la
mucosa traqueal; edema, petequias y pequefas esjsimo la
mucosa del proventriculo, concentradas alrededdogl@rificios
de las glandulas mucosas; edema, hemorragias, sigecm
ulceraciones del tejido linfoide en la mucosa dpdeed intestinal;
edema, hemorragias o0 degeneracion de los ovaricsnu
practico de operaciones en la lucha contra la ewédad de
Newcastle, 2009).

El cuadro clinico de la enfermedad puede ser coansinas
enfermedades que cursen con sintomas respiratooim® son
Coélera aviar, IA, Laringotraqueitis infecciosa ayidiruela aviar
(forma diftérica), Micoplasmosis, Bronquitis infémga aviar y
errores de manejo, tales como falta de agua, almentacion
(Manual practico de operaciones en la lucha cdatenfermedad
de Newcastle, 2009).

A este nivel, la enfermedad es practicamente iratifgable
de la IA.

46



Control y prevencion

Se recomienda seguir las pautas establecidas Maralal
practico de operaciones en la lucha contra la ewéad de
Newcastle elaborado por el Ministerio de Medio Aemte y
Medio Rural y Marino en 2009.

Para el diagnoéstico se tendra en cuenta los sigirosos y
se confirmara mediante pruebas de laboratorio.

Se confirma con un indice de patogenicidad inteduait
(IPIC) igual o superior a 0,7 en pollitos de un dia edad.
Actualmente, se admite como alternativa al testCIPh
confirmacién del virus por técnicas moleculareop@das, como
el RT-PCR.

Para su vigilancia, es comun el empleo de la sgi®lo
mediante IHA y ELISA.

No hay tratamiento. Es sumamente importante poner e
practica sistemas de detecciéon y alertas precocesedios de
prevencion en el marco de una estrategia eficaatefra la
enfermedad de Newcastle.

Debido a que se trata de una enfermedad altamente
transmisible, que en caso de apariciéon y disendnaguede
provocar importantes pérdidas econdmicas, la palilie la UE se
encamina a lograr la deteccidon precoz y en su aasopedir la
diseminacién o lograr su rapida erradicacion ens ade corral,

palomas mensajeras y otras aves cautivas.
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Para llevar a cabo esta premisa es necesario amplaa

combinacion de las siguientes estrategias:

Sacrificio inmediato de todas las aves de corral qu
se encuentren en la explotacion o explotaciones
afectadas y destrucciéon de las aves de corral
muertas o sacrificadas y de todos sus restos.
Movimientos controlados de las aves de corral, y
sus productos, estiércoles y todo aquel material
relacionado con el manejo de las aves que pudiese
estar contaminado, en las areas declaradas, para
evitar la propagacion del virus.

Estrictas medidas de bioseguridad, desinfeccion de
instalaciones, material y vehiculos de transpaute g
pudiesen estar contaminados.

Rastreabilidad y vigilancia para determinar la
fuente de contagio y las vias de expansion de la
enfermedad.

Zonificacion para establecer éareas infectadas y
aquellas libres de la enfermedad, asi como
compartimentacion territorial para controlar los
movimientos de vehiculos que puedan suponer un
riesgo para la difusibn o propagacion de la

enfermedad

Es esencial que los productores avicolas mantengan

practicas de bioseguridad a fin de prevenir labthiccion del virus

en sus manadas.
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1.3.4. Enfermedad de Gumboro

Etiologia

Los primeros brotes de la infeccion de la bolséddlericio
(IBD) se produjeron en el area de Gumboro (Delayagreor esto
motivo en 1966, se denominé enfermedad de Gumboro
(Eterradossi y Saif, 2008). Este virus pertenecéa aamilia
Birnaviridae (Brown, 1986; Doboset al., 1979; Mdulleret al.,
1979), género Avibirnavirus.

Epidemiologia y patogenia

Es una afeccién virica altamente contagiosa quetaafe
pavos, patos, pintadas y avestruces, aunque lanedad clinica
sé6lo ocurre en pollos.

El érgano diana del virus es la bolsa de Fabrigiogrgano
importante en pollos jévenes con el sistema inmage en
desarrollo. Su presencia se ha asociado a impestanbrtalidades
en pollitos de corta edad, que han llegado hast@%l, sobre todo
cuando coincide en el tiempo con infecciones semugisl Por otra
parte, cuando no conduce a un desenlace fatalpferneedad
provoca una inmunosupresion cuya importancia rfaasevaluar.
La inmunosupresion sufrida da lugar a retrasos| eneeimiento,
empeoramiento de los indices de conversion, disidnuen la

respuesta a otras vacunas y mayor susceptibilidpddecimiento
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de otras enfermedades (salmonelosis y colibacjlasiscidiosis,
laringotraqueitis, bronquitis infecciosa, anemibp#lo, dermatitis
gangrenosa y enfermedad de Marek (Eterradossify2883)).

McFerranet al. (1980) evidenciaron la presencia de dos
serotipos, designandolos serotipo 1 y serotipol Zekotipo 1 es
patégeno y el serotipo 2 no es virulento, por tdatenfermedad
clinica se asocia con el serotipo 1 y contra éhae preparado
vacunas. Existen variantes del serotipo 1 (Rosgebey Cloud,
1986; Saif, 1984). Mientras que el serotipo 1 gse€idico de
pollos, el serotipo 2 se es comun tanto en poloeacen pavos
(Jackwood y Saif, 1983; Kibengeal., 1988).

Se transmite de forma directa entre las aves dgalgja y
de forma indirecta a través del agua, pienso, paama, material
de la granja, ropa del personal, etc. (Benébral., 1967). El
escarabajo de la camalphitobius diaperinus) es capaz de actuar
como reservorio del virus de IBD (Snedekerl., 1967). El virus
de IBD también se ha aislado en mosquiteEsiés vexans) (Howie
y Thorsen, 1981).

El virus de IBD es muy estable, resistiendo a nosws
desinfectantes y al calor (Bensehal., 1967; Landgrafet al.,
1967; Shirakt al., 1994).

En Espafa, en numerosos casos clinicos se hartadietec
variantes muy virulentas, denominadas vvIBD (Corgtyal.,
2012).
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Sintomas y lesiones

Los primeros sintomas aparecen a los 2-3 dias l#&ras
infeccion (Eterradossi y Saif, 2008). Se describgtomas como
plumas sucias, diarrea acuosa, anorexia, destidratalepresion,
plumas erizadas, temblores, postracion, y finalmetld muerte
(Islam y Samad, 2003).

Las lesiones que se presentan son deshidratacion,
coloracion oscura de la pechuga, hemorragias efomyechuga.

Se producen alteraciones secuenciales de la basa d
Fabricio. En relacién al tamafio y peso, al ter¢anpast-infeccion,
la bolsa empieza a aumentar de tamafo a causaelabey de la
hiperemia. El dia 4 ya tiene un peso que duplicacamal. El
guinto dia la bolsa vuelve a su peso normal, yirpadet octavo dia
pesa aproximadamente un tercio o menos de su Estin En
relacion al aspecto de la serosa, a dia 2 y 3ipfesteion presenta
un exudado gelatinoso amarillento que desaparecedada que la
bolsa retoma su tamafio normal. Los pliegues senhacés
prominentes y el color blanco de la bolsa pasaracssmoso
(Eterradossi y Saif, 2008). Las bolsas presenteosfde necrosis y
petequias y equimosis en la superficie de la mucosa

En el caso de las cepas wvIBD, se presenta unarmayo
disminucién del peso del timo y mas lesiones en ttassilas
cecales, timo, bazo y médula 6sea.

A nivel microscopico, ya al primer dia post-infentiexiste

degeneracion y necrosis de los linfocitos en laaaoedular de los
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foliculos. En el tercer o cuarto dia, todos losicidbs estan
afectados. EI aumento de tamafio de la bolsa sespamde
histolégicamente con edema, hiperemia y acumulacdn
heterdfilos. Son caracteristicas las cavidadestigagsen la zona
medular de los foliculos una vez que la reaccidtarmtoria
disminuye (Eterradossi y Saif, 2008).

Control y prevencion

Es posible controlar la enfermedad observando la
sintomatologia, lesiones macroscopicas de la hidds&abricio y
técnicas laboratoriales como ELISA, Anatomia Paficdy PCR.
Los dos serotipos se diferencian por virus-neaaldn pero no se
distinguen por ELISA (Eterradossi y Saif, 2008).

El analisis por ELISA se realiza sobre muestrasuidos y
los ensayos moleculares y de histopatologia era$als Fabricio.

La enfermedad no tiene tratamiento. La prevencuinsiste
en medidas de bioseguridad y vacunacion, mediaesetipos de

vacunas (vivas, vectoriales o por inmunocomplejos).
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1.3.5. Micoplasmosis porMycoplasma gallisepticum

La micoplasmosis aviar esta causada por varios
micoplasmas patdgenos. Hlycoplasma gallisepticum (MG) es el
mas importante y ocasiona una enfermedad de deidara
obligatoria incluida en la lista Unica de la OlEe Bata de un
patdogeno presente en el mundo entero, y es el fagop que

afecta con mayores repercusiones economicas adasla corral.

Etiologia

MG es una bacteria que pertenece al géiycoplasma,
clase  Moallicutes, orden Mycoplasmatales, familia
Mycoplasmataceae. Es particularmente importante en pollos y
pavos como causa de enfermedad respiratoria yedekdso de la
produccion de carne y de huevos (Bradbury, 200fh).ates de
corral, la infeccion se transmite verticalmenteravés de los
huevos infectados y horizontalmente por contactoeelas aves,
por aspiracion del polvo contaminado, el agua dbidae los
utensilios contaminados y a través de los interaredi como el
hombre (Sasipreeyajagt al., 1987; Maroiset al., 2002). Los
micoplasmas son microorganismos exigentes y nacegit medio
de crecimiento rico en suero (Kleven, 1998).

MG miden entre 0,3-0,8 um de diametro, son inm@yile
aerobias y anaerobias facultativas y gram negativden

pleomorficas y algunas veces se presentan en foootade y otras
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como filamentos o alargadas, debido a la careneidadpared
celular.

Son fermentadores de la glucosa y maltosa, corupcaih
de acido y sin produccion de gas, raramente feaneiat sacarosa
y se obtienen resultados variables con la galactiveatosa y
manitol (Holtet al., 1994).

Epidemiologia y patogenia

El periodo de incubacion en condiciones experimesta
puede variar de 6 a 21 dias, pero aparentemeritaséante dificil
determinar el momento preciso de infeccion en aoodes
naturales; las aves infectadas pueden ser asint@amaturante
varios dias o meses hasta que sufren estrés (Byaghievisohn,
1996; Dingfeldeset al., 1991).

Los signos clinicos de MG en aves de corral intkaga
pueden variar de subclinicos a sintomas respicataivios como
estornudos, conjuntivitis y tos (Ley y Yoder, 200@)ede aparecer
exudacion nasal, estertores traqueales y soploavast del pico
parcialmente abierto. También puede ser caradbtarigha sinusitis
unilateral o bilateral, particularmente en pav@s/gs de caza, y los
senos infraorbitales pueden presentarse tan inflamaue los
parpados llegan a cerrarse. La conjuntivitis condexlo ocular
espumoso es también una caracteristica comun &s yaaves de

caza, y a veces en pollos. Los pavos se manchagiuiass de las
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alas con frecuencia como resultado de los intedéosliminar el
exudado de los ojos.

MG se puede asociar con las enfermedades respagator
agudas en pollos y pavos, especialmente en lag@awates, siendo
mas susceptibles los pavos. En los pavos existegssmo con la
infeccion debida al neumovirus aviar. Las lesiomes tracto
respiratorios se manifiestan al principio por uudado mucoso
excesivo y después por una exudacion catarral sasgae puede
formar masas amorfas en los sacos aéreos. EnVos paaves de
caza, los senos infraorbitales se encuentran iafiasy contienen
una exudacién mucosa o caseosa.

La gravedad de la enfermedad esta muy influida glor
grado de la infeccidn secundaria con virus talanccel de la
enfermedad de Newcastle y el de la bronquitis mésa, y con
bacterias tales com&. coli (Fabricant y Levine, 1962; Gross,
1961; Gross, 1990; Fischeral., 1997). La enfermedad por MG en
los pollos puede aparentar padecer una enfermesmratoria
causada por otros patdgenos, como las cepas dediagenicidad
de la enfermedad de Newcastle y la bronquitis ombésa aviar.
Estas se pueden presentar en infecciones mixtasviédro M.
synoviae.

También deberian descartarse infeccionesAstvacterium
paragallinarum  (anteriormente  denominada Haemophilus
paragallinarum), y Pasteurella multocida. En los pavos, MG se

puede confundir con infecciones producidas por elnmmvirus
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aviar y la presencia de sinusitis también puedegesse a una
infeccién porP. multocida, Chlamydia o M. synoviae.

La morbilidad aumenta progresivamente hasta alcagiza
100% de las aves después de varias semanas. lalidaattes mas
alta en aves jévenes que en las adultas, ya qas éeh mas
resistentes a la infecciobn por virus respiratoribg. mortalidad
suele darse en un porcentaje que varia entre el®20% de las
aves (Ley y Yoder, 2000).

Sintomas y lesiones

Los signos clinicos pueden variar de subclinicegtomas
respiratorios obvios como estertores, conjuntiviiis y descarga
nasal.

La gravedad de la enfermedad esta muy condiciopadal
grado de la infeccion secundaria con virus talescel de la
enfermedad de Newcastle y el de la bronquitis mésa, y con
bacterias tales comiéscherichia coli. (Fischeret al., 1997; Gross,
1990).

Se reduce el consumo y los pollos pierden pescsuSke
presentar a partir de la cuarta semana de vida.

Las lesiones que se encuentras son exudado cagarral
cavidad nasal, trdquea, bronquios y sacos aéremaisitss.
Exudado caseoso en sacos aéreos, pérdida de éraspaEn casos
severos, aerosaculitis, perihepatitis fibrinosaboirfopurulenta y
perdicarditis (David, 2008)

56



A nivel microscopico, se caracteriza por un adelgaento
de las membranas mucosas de los tejidos afectadfdsacion
mononuclear e hiperplasia de las glandulas mucések traquea,
destruccion de cilios. Se observan areas neumoeicgsulmon,

cambios linfofoliculares y lesiones granulomatosas.

Control y prevencion

El diagnéstico se basaré en los datos clinicodetasnes y
el aislamiento e identificacion déycoplasma gallisepticum. Es de
gran utilidad la PCR a partir de hisopos tragueakara la
monitorizacion de la enfermedad, es frecuente @ de la
serologia (ARP y ELISA, mayoritariamente).

El tratamiento consiste en antibioterapia con mas,
tetraciclinas, fluoroquinolonas. Es resistente agpdmicilina y a
otros antibidticos que actuan inhibiendo la biesist de la pared
celular (David, 2008)

Se recomienda medidas de bioseguridad y medidas de

manejo basicas. La vacunacion no se suele aplicargollos.
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1.4. Técnicas de analisis microbiolégico

La determinacion d&almonella spp. en calzas se realizo
utilizando el anexo D de la norma ISO 6579:2002.

1.4.1. 1SO 6579 y serotipado

El método de aislamiento e identificacién 8amonella

spp. es la norma ISO 6579:2002 y su modificacione¢d D). La

norma ISO 6579:2002 se aplica para alimentos desurna

humano y alimentacion animal y el anexo D de essaianorma a

heces de animales y muestras medioambientales etapa de

produccion primaria. Tanto la norma ISO como suxarEnstan

de cuatro etapas sucesivas:

1.

Preenriquecimiento en medio liquido no selectivo.

2. Enriquecimiento en medio selectivo.
3.
4

. Confirmacion de identidad.

Siembra e identificacion.

La Unica diferencia entre la norma ISO 6579:2008uy

modificacion se basa en la segunda etapa ya gua& eorma se

utiliza como medios selectivos de enriquecimientocado de

Rappaport-Vassiliadis con soja (caldo RVS) y etlcale Muller-

Kauffmann (caldo MKTTn), y en el anexo D se usanadio

Rappaport-Vassiliadis semisdlido modificado (MSRV).
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El géneroSalmonella se divide en dos especi&s enterica
(incluye seis subespeciesyybongori (tabla 6).

Los siete subgrupos en que se divigdmonella pueden
diferenciarse por sus propiedades fenotipicasuéoan la practica
permite la identificacibn basdndonos en sus caiatitas
bioquimicas de acuerdo atibla 7.
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Tabla 6. Clasificacion del Géner&almonella. (Curso serotipado d&almonella spp., 2010).

Simbolo correspondiente a cada

ESPECIE SUBESPECIE .
subespecie
S enterica
enterica |
salamae 1
arizonae INa
diarizonae b
houtenae v
indica VI
S. bongori V
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Tabla 7. Diferenciacion de sub-especiesSimonella. (Curso serotipado dgalmonella spp., 2010).

ESPECIE S. enterica S.
SUBESPECIE enterica salamae arizonae diarizonae Houtenae indica  bongori
Dulcitol + + - - - d +
ONPG (2 h) - - + + - d +
Malonato - + + + - - -
Gelatinasa - + + + + + -
Sorbitol + + + + + - +
Crecimiento en KCN - - - - + - +
L(+)-tartrato + - - - - - R
Galacturonato - + - + + + +
I'Glutamiltransferasa +* + - + + + +
- glucuronidasa d d - + - d -
Acido musico + + + -(70%) - + +
Salicina - - - - + . .
Lactosa - - -(75%) -(75%) - d -
Lisis por fago O1 + + - + - + d

*: Typhimurium d, Dublin -

+: reacciones positivas en un 90% o mas de loscaso
-: reacciones negativas en un 90% o mas de los.caso
d: reacciones diferentes segun serotipos.
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Solo reciben nombre los serotipos pertenecientela a
subespeci@nterica, que suponen mas del 99,5 % de las cepas de
Salmonella que se aislan (por ejempl@&lmonella enterica
subespecienterica serotipo Enteritidis). El nombre del serotipo no
se escribe en cursiva y la primera letra es mayalscu

Los serotipos pertenecientes al resto de las sabespno
reciben nombre propio sino que se designan solosaoformula
antigénica, por ejempl&lmonella enterica subespeciarizonae
47 z51: -

De acuerdo a la norma ISO 6579:2003, tras la coafiton
bioquimica de las colonias sospechosas de perteaéagEnero
Salmonella, hay que realizar la confirmacion seroldgica y el
serotipado de las mismas.

Como el resto de enterobacterias, el gérsaiomonella
posee tres tipos de antigenos principales:

* Antigenos somaticos (O).
» Antigenos flagelares (Vi).
» Antigenos flagelares (H).

La determinacion de estos antigenos mediante sueros
especificos es lo que permite conocer la formutmémica de una
cepa y por tanto llevar a cabo su serotipado. Eltipado de las
cepas se realizard segun el esquema de Kaufmarte-\Aéhi
Minor: para describir los serotipos @&almonella se ha disefiado

una férmula antigénica que consta de tres partesgegpresan por
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orden el antigeno somatico, el antigeno flagelafade 1 y el
antigeno flagela de fase 2 (O : H1 : H2).

Antigenos somaticos (O):Los antigenos somaticos se
expresan con numeros. Se han individualizado granero de
factores antigénicos, 67 de los cuales se usanlgatantificacion
seroldgica (O1 al O67).

Por otra parte, los serotipos se agrupan por agrogrO.
Cada uno de estos serogrupos esta caracterizade prexsencia de
un antigeno somatico mayor, que estara siempremeegn cada
uno de los serotipos incluidos en el serogrugblé 8).

Los serogrupos se designaron inicialmente corelaas del
alfabeto (de la A a la Z) y algunos grupos se d@vah en
subgrupos (por ejemplo A, B,;@tc.). Mas tarde a medida que se
descubrieron nuevos factores fue necesario comtinlza
designacion de los serogrupos con numeros (del I567a
Actualmente se denomina cada serogrupo O por dbemtt
somatico caracteristico de ese serogrupo. Lasslsgamantienen
provisionalmente entre paréntesis (por ejemplo(B)4

Aunque se han descrito 67 antigenos somaticos,4€otte
ellos se consideran como antigenos mayores, esqlectdan lugar
a un serogrupo. El resto de los factores no posesdor
discriminatorio (por ejemplo O:12) o vienen detaerados por
conversion por fagos (por ejemplo O:5) y por tamigeden
aparecer o no. Estos antigenos somaticos denonsimagoores

pueden aparecer en cepas pertenecientes a dis@Entggupos.
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Tabla 8. Serogrupos O dé&almonella. Los antigenos mayores
dentro de cada serogrupo se indican en negritas¢CGarotipado de
Salmonella spp., 2010).

SEROGRUPO ANTI%ENOS SEROGRUPO ANTIGENOS O
A 2,12 T 42
B 4,12 U 43

C:-C, 6,7 \% 44
CrCs 8 w 45
D1 9,12 X 47
D, 9,46 Y 48
Ds 9,46,27 z 50
E;-E>-E3 3,10 51 51
E4 1,39 52 52
F 11 53 53
Gi-G; 13 54 54
H 6,14 55 55

I 16 56 56

J 17 57 57

K 18 58 58

L 21 59 59
M 28 60 60
N 30 61 61
(0] 35 62 62

P 38 63 63
Q 39 65 65
R 40 66 66

S 41 67 67

Antigenos flagelares (H): En cuanto a los antigenos
flagelares, los de la primera fase fueron denontisadicialmente
con letras mindsculas y los de segunda fase corm@&mCuando
se usaron todas las letras del alfabeto comentibzanse la letra z

con un subindice para la primera fase, pero la tgjidad de las
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relaciones antigénicas llevo a la adicion de ledréss antigenos de
segunda fase.

Antigenos capsulares (Vi):Los antigenos capsulares en
Salmonella pueden enmascarar los antigenos O y la bacteria no
aglutinara con los antisueros O.

Uno de las antigenos capsulares mas conocidos ¥ el
denominado asi por su relacion con la virulenciste Eantigeno
sb6lo aparece en algunas cepas de tres de los pssrotie
Salmonella conocidos: Typhi, Paratyphi y Dublin (las cepas de
estos serotipos pueden tener o no el antigeno Vi).

El calentamiento a 100°C generalmente solubiliza el
antigeno Vi y de esta manera las bacterias asidaatpueden ser

aglutinadas con antisueros O.

Presentacion del esquema de simbolos:Cuando
encontramos factores de los antigenos somaticaayadns esto
nos indica que ese factor puede estar presentedependiendo de
gue el cultivo haya sido lisado por el fago coroegpente.

Cuando encontramos factores O 6 H entre corchests,
quiere decir que ese factor puede estar presenteusente
independientemente de la conversién por fagos. @udws que
estan entre corchetes son factores H nos indicemaslgue son
factores que se encuentran excepcionalmente eepas salvajes.
Cuando encontramos factores O 0 H entre parénasisies indica

gue ese factor es débilmente aglutinable.
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Grupo 54: Se ha demostrado que el factor 54 esta
determinado por un plasmido. Si el plasmido sedpieel factor
0:54 no se expresa. Se consideran los siguientegses:

* Toney como variante 54+ de Minnesota

* Winnipeg como variante 54+ de Ferruch

* Poeseldorf como variante 54+ de Kentucky

* Ochsenwerder como variante 54+ de Thompson

» Steiwerder como variante 54+ de Orion var. 15+

» Canton como variante 54+ de Hadar

* Barry como variante 54+ de Mbandaka

* Newholland como variante 54+ de Banana
Patrick en 2007 describié procedimiento de serdtpde

Salmonella spp. detallado en este trabajo.
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1.5. Técnicas de analisis seroldgico

Una herramienta diagndstica util, sencilla y ecoicanpara
evaluar el contacto con el virus (y por lo tantopltasencia del
mismo) es la serologia,

La deteccion de anticuerpos (debidos a la vacunacid
desafios de campo) se realiza a través de la g&litSA vy la
inhibicion de la hemaglutinacion (IHA), entre otras

Asi, se ha realizado un analisis serologico de stdda
enfermedades estudiadas excepto [@atenonella, es decir, para
IA, NCD, MG e IBD.

El ELISA no presenta especificidad de cepas o peoy es
adecuado para analizar respuestas a la vacunatiéangliciones
de campo (De Witt al., 1997; Karaca y Nagi, 1993). Por esta
técnica han sido analizadas las enfermedades dé¢@¢ IBD.

El virus de NCD puede emplearse como un antigenman
variedad amplia de pruebas seroldgicas, lo que iferque se
utilicen las técnicas de neutralizacion o de ELIEAHA para
valorar el nivel de anticuerpos en las aves. Ead@alidad, la
prueba IHA es la mas ampliamente utilizada pardekeccion de
anticuerpos contra el NCD en las aves, aunque &urgs utilizan
kits de ELISA comerciales para valorar los nivalesanticuerpos
tras la vacunacion. Normalmente, para el analisilN@D se ha
utilizado la técnica de inhibicion de la hemaglatidn porque los
kits de ELISA no son multiespecie frente a la téarde IHA que si

gue lo es. Se emplea de rutina la IHA para otrpeaiss diferentes
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debroilers y el uso del ELISA para el analisis de NCD sup@ndr
tener que aplicar técnicas diferentes dependiereddadespecie

avicola a analizar.

1.5.1. Inmunoensayos

El ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) es una
técnica que permite detectar tanto antigenos (&ocanticuerpos
(Ac). Para la deteccion, un enzima conjugado a micLEerpo
reacciona con el sustrato adecuado producienda.daldre los
enzimas mas utilizados tenemos la peroxidada dencapicante, la
fosfatasa alcalina y la glucosa oxidasa.

Se han adaptado varios tipos de ELISA tanto para la
deteccion de Antigenos como de Anticuerpos. La tiotath mas
frecuente de ELISA para la determinacion de antgees el
Sandwich. En cuanto a la determinacién de antiaseegspecificos
frente a un determinado antigeno se utilizan nomaate el ELISA
indirecto y el de competicion (aunque el ELISA denpeticion
también puede utilizarse para la deteccion de Aatfmos).

Sandwich Si el andlisis se realiza para determinar elgant
presente en una muestra, utilizaremos un anticuegpecifico
fijado a una fase sdlida. Incubamos el suero proalgue contiene
el antigeno buscado en el pocillo con el anticuezppecifico.
Después procedemos a un lavado para eliminar lopaoentes
del suero que no han reaccionado. Seguidamentelirafi@s

anticuerpo marcado enzimaticamente que se unetigean del
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suero, formando asi el “sandwich”. Se incuba yreeque a otro
lavado para eliminar el exceso de anticuerpo cagjogjue no ha
reaccionado. Se afiade el sustrato cromogénico igspedel

enzima y se produce un color cuya intensidad se piad métodos
espectrofotométricos. Esta intensidad es directtsrgoporcional
a la concentracion de antigeno presente en la ryastblema. En
el caso de que el analisis se realice para bustauerpo en el
suero problema, usaremos pocillos recubiertos deigeno

especifico. El resto de ensayo es similar al d@scri

COLOR

A A A F e P Y
Om Q..O
YY Y AR &x&

Ac fijados a la
fase sélida

Afadir muestra Lavar y afiadir Ac Lavar y afiadir
problema marcado sustrato
enzimaticamente cromogénico

Figura 10. ELISA Sandwich.

Indirecta Se inmoviliza el antigeno a la fase sélida dek qu
gueremos conocer si en el suero problema existéouarpos
especificos. Se pueden utilizar proteinas viralesacterianas e
incluso virus completos como antigenos. El primasgpes la
incubacion de la muestra. Los anticuerpos presamda muestra
se uniran al antigeno especifico y el resto dectmsponentes se

eliminaran por lavado. Luego se afiade el anticueqgugado
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marcado enzimaticamente. El Ultimo paso es la @dide un
sustrato cromogénico especifico de ese enzima,pyahicira un
color de intensidad directamente proporcional @lecentracion de

anticuerpo presente en la muestra problema.
COLOR
A
A N e
oo JIL L
B, 0| =
L M M M

Ag fijados a la
fase solida

Afiadir muestra Lavary afiadir Badi
oroblema Ac marcado Lavar y afiadir

enzimaticamente sustrato

cromogeénico

Figura 11. ELISA indirecto.

Competitivo Se fija a la fase solida un anticuerpo frentena u
antigeno conocido. Previamente a la incubacionaepldca de
ELISA, ese incuba el suero problema con el antigahimcubar se
produce una competencia por los sitios de uniéradituerpo. La
mezcla anterior se deposita sobre los pocillos eé@ndviamente se
ha fijado un suero anti antigeno, se lava paraimdinresto y se
afiade el conjugado marcado enzimaticamente. Seelaxceso y
afiadimos el sustrato. Se producira un color, ea eato sera
inversamente proporcional a la concentracién deic@erpo

presente en la muestra.
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Figura 12. ELISA Competitivo.

1.5.2. Inhibicién de la hemaglutinacién

La prueba de inhibicion de la hemaglutinacion (IH&)una
prueba serolégica con la que se puede cuantifitalogd de
anticuerpos presentes en suero frente a un vitesngi@ado. Estas

pruebas se basan en la capacidad de algunos pasQogma causar
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la aglutinacion de los eritrocitos. Esto se denraes$iaciendo
reaccionar la mezcla de antigeno con anticuerperqsproblema)
con glébulo rojo. Cuando los anticuerpos de unapesitivo se
unen al antigeno, se produce la inhibicion de ladgdutinacion y
los eritrocitos sedimentan formando un botén o gueh ausencia
del anticuerpo especifico se expresa la propiedswaplutinante

del virus igura 13).
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Figura 13. Inhibicion de la hemaglutinacion.
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1.6. Vacunaciéon en avicultura

La prevencion y el control de las enfermedadesanbsas
es de gran importancia en la avicultura.

Los principios basicos para la prevencion y el cirtde las
enfermedades infecciosas se basan en medidas dmehig
bioseguridad. Sin embargo, estas medidas no saesiés para la
proteccion de la avicultura intensiva contra lageenedades
infecciosas. Esto se debe principalmente a lacalt@entracion de
poblaciones, lo que exige una continua mejora gmdaencion de
enfermedades. Por otra parte, en los ultimos aaasaparecido
nuevas enfermedades o ha habido cambios en lososudd las
enfermedades conocidas. Por tanto, debera habeorapromiso
entre la implementacion de un manejo razonableual incluya
medidas profilacticas y terapéuticas.

La vacunacion es el proceso por el cual se exponen
individuos a un antigeno de un agente causanteaenfermedad
para inmunizarlo contra el mismo. Una vez alcanzsie objetivo,
los individuos se benefician de su inmunidad aativ@ntras que su
progenie podra beneficiarse a través de inmunidadenmal,
conocida también como inmunidad pasiva.

La regulacion especifica de la vacunacion frertelA esta
determinada por la Directiva 2005/94/EC, de 20 d=enhbre,
relativa a las medidas comunitarias de lucha cdati®. Como
principio general, la vacunacion frente a la |Adgstohibida, salvo

en dos situaciones:
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Vacunacion preventiva, que se llevara a cabo cygpoio
las caracteristicas de determinadas zonas, tippraguccion o
categoria de de aves de corral u otras aves cauyilEsandose en
un analisis de riesgo, se llegue a la conclusiogugese encuentran
especialmente expuestos al virus. Se considera coi@aonedida a
largo plazo. En la situacién actual espafiola, sélprevé realizar o
mantener este tipo de vacunacion en determinadidégicos.

Vacunacion de urgencia, que se llevara a cabo coettida
a corto plazo para contener un foco cuando unauacién de
riesgo indique que existe riesgo de difusion ondduccion de la
IA, como resultado de la declaracién de un brotEgmafia 0 en un
pais cercano (ya sea o0 no de la Union Europea)utra cuidadosa
evaluacion del riesgo de difusion de estos brotes.

En el caso d&lmonella, NCD y MG si esta permitida la
vacunacion en el sector avicola, pero no se suateinar en
broilers debido a su coste unitario, corto ciclo de vidadprctivo o
ausencia de vacunas autorizadas.

Para el control de la enfermedad de IBDbegilers, segun
Gonzalez y Balaguer (2011), uno de los mayores wadufridos
en el organigrama de produccion avicola en losnaki afios en el
mundo es la evolucion y el protagonismo que haruiadq los
programas de vacunacion en la sala de incubaceivatunacion
via subcutaneaim ovo en la sala esta cada vez mas generalizada, y
en el caso de la prevencion frente a IBD, aproxanashte el 30%
de losbroilers vacunados frente a esta enfermedad en Espafa en

2011 se vacunaron en sala de incubacion.
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1.7. Herramienta informéatica

La Asociacion Avicola Valenciana (ASAV) habia vemid
realizando mapas de seroprevalencia aplicadostlrsavicola de
la Comunidad Valenciana, donde se mostraban losltadss
analiticos por comarca y por municipio para todediaunidad, de
forma manual y con periodicidad semestral. Se dispade
diferentes sistemas y herramientas informaticasdaban soporte
a esta actividad, sin embargo no se disponia dguna
herramienta que permitiera integrar la informaciérias diferentes
aplicaciones y ofreciera un analisis sencillo yept¢ de la gran
cantidad de resultados generados.

La elaboracion de mapas dinamicos a lo largo deifib no
es frecuente en el sector avicola. Por tanto, teealde gran
utilidad proporcionar una herramienta informatice gposibilite la
explotacionon-line, a través de Internet, de la informacion de
resultados analiticos de serologia de la ComunMalénciana.
Esto permitira la consulta del estatus sanitaritos servicios
veterinarios oficiales y a los propios productoyeseterinarios
habilitados, permitiendo asi la prevencion de @pgacion de los
procesos patoldgicos.

Para ello se plante6 el uso de la aplicaciénBds ness
Intelligence (BI) SaaS Litebi, en colaboracién con la empresa

Litebi y pionero a nivel internacional aplicadosdeefin.

75



Bl SaaS Litebi es una aplicacion Web que permiteyiate
datos de cualquier origen, relacionarlos entresefialisponer de
potentes posibilidades de analisis.

Actualmente la mayoria de las organizaciones y esgsr
poseen y generan diariamente una enorme cantidadaties
imposibles de analizar a simple vista. La mayotepde estos datos
generados no aportan la informacion necesaria #rsa de
decisiones, pues para poder usarlos es necesargeduansformen
en conocimiento Gtil. Estos datos se transformanntarmacion
cuando se analizan para estructurarlos de fornedigante. En la
actualidad, poseer un conocimiento proveniente ndermacion
comprensible, detallada, relevante y util es vpara lograr y
sostener una ventaja competitiva en el mundo empatsPara
transformar los datos y convertirlo en informacigrgsta a su vez,
ser aprovechada como conocimiento, se necesitantasstécnicas
y procesos. A todos estos procesos de tratamientdatbs se les
atribuye el término de Bl o Inteligencia de Negodim lafigura
14 se puede observar el esquema clasico de una Goldei Bl
(Arias, 2010).
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Figura 14. Esquema clasico de una solucion de Bl.

1.7.1. Integracion de la informacion

Los procesos Extraer, Transformary Cargar (Extract,

Transform and Load; ETL) son los encargados de extraer datos de

multiples fuentes, darles formato y presentaci@mvertirlos en

informacion util y organizada, y cargarlos y almsdos en un

almacén de datosdata mart para su posterior analisis a través de

las herramientas disponibles:

Extraer: Este paso se basa en extraer e integrar la
informacion de diferentes fuentes (ERP, CRM,

Excel) en el data warehouse. En este proceso de
extraccion se estandariza un formato para todos los
datos que poblaran el data warehouse, ya que
provienen de diferentes fuentes y cada una

originalmente poseera un formato propio.
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» Transformar: En esta fase se ponen en préactica
una serie de reglas de negocio para seleccionar
Gnicamente la informacion necesaria para el data
warehouse. Utilizando técnicas de filtrado,
manipulacion de datos y célculos evitaremos
almacenar informacion no necesaria, redundante o
erronea.

e Cargar: En esta Uultima fase los datos ya
formateados, integrados y seleccionados se

almacenan en el data warehouse.

Los procesos ETL adaptaran la informacion origieal
funcion del perfil del usuario final en distintosriatos de
presentacion, como pueden ser aplicaciones desenatiformes,
scorecards o cuadros de mando.

Se ha desarrollado una capa de metadatos capazlde i
las estructuras (cubo y dimensiones) que albergueermitan el
andlisis de la informacion integrada. Los proced®sntegracion
ETL, pueblan las estructuras de metadatos con faniacion
necesaria para facilitar los analisis establecidogartir de la
informacion de los origenes de datos anteriormiedieados.

Las tres aplicaciones implicadas (Oralims, xCheck vy
Biochek) poseen herramientas integradas de regokasico y
exportacion de informacion

Oralims es una aplicacion de gestién destinada qearaos

de investigacion, desarrollo e innovacion, y latmias de control
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de calidad y pruebas. Esta aplicacion posee méghalas conectar

equipos de

laboratorio, integrarse con EnterprisesoBrce

Planning (ERP’s) y para ofrecer servicios en lifesie sistema se

apoya en una base de datos Oracle.

Esta basado en el concepto LIMS, una solucion de

tecnologia de la informacién que permite a los aesamodificar

el formato de los datos sin tener conocimientoprdgramacion y

adaptarse de forma rapida y flexible a las nuewesesidades

laborales. Se trata de una solucion modular estaada que

permite incorporar médulos y procedimientos nugvara adaptar

el sistema a las necesidades del usuario.

Esta aplicacion es utilizada para:

Registro de muestras: Consiste en la
identificacién de la muestras que se van a anafizar
registro de sus datos de origen. Los datos que se
almacenan en este programa son: datos del cliente,
tipo de muestra, tipo de ave, cantidad de muestra,
veterinario responsable, numero de muestras,
determinaciones que se van a realizar, etc.
Introduccion de resultados: Después de la
realizacion del analisis de las muestras, esta
aplicacion permite introducir los resultados. El
resultado de los andlisis puede ser un valor
cualitativo (por ejemplo eBalmonella, el resultado

es presencia o ausencia), cuantitativo (el resultad

es un valor numérico), una matriz (por ejemplo en
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la técnica de Inhibicién de la Hemaglutinacién) o,
como en el caso del ELISA, un informe adjunto.

* Validacion de resultados: Consiste en la
comprobacion de los datos y resultados asociados a
la muestra.

Los informes de xCheck y Biochek se obtienen coasun
aplicaciones orientadas a los analisis de muedt@aavicultura y
ganaderia, utilizada por las casas comercialexIge&iochek. Se
trata de unas aplicaciones altamente editables npedio de
plantillas y con gran capacidad de realizar expmitaes (Excel),
informes y graficas de los resultados analizadary multiples
formatos de presentacion.

Por medio de estas aplicaciones, se analiza uma der
muestras para determinar las enfermedades de IAGy pdr
xCheck e IBD por Biochek.

1.7.2. Mddulos

Bl SaaS Litebi es una plataforma de Inteligencia de
negocios basada en cubos OLABh{Line Analytical Processing),
Reportes, Cuadros de Mando y una Herramienta ETL de
integracion de datos. Esta plataforma Bl permitinoteun data
warehouse completo, o simplemente cargar y analiatns de un
excel en pocos minutos.

Los modulos de los que se compone son:
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liteSpace: Es el diccionario de datos de Litebi,
contiene datos y estructuras de metadatos que seran
utiizados en los procesos de analisis de
informacion por el usuario, divididos en dos
familias:

» Estructurados: Cubos y dimensiones para el
analisis OLAP. Enfocados al andlisis
cuantitativo.

* No estructurados: Para andlisis semanticos,
textuales y de contenido. Enfocado al
analisis conceptual.

litel ntegrator: Herramienta de integracion de datos
basada en la popular y potente herramienta de ETL
Open Source Kettle de Pentaho, que pretende llevar
la integracion de informacion en organizaciones al
entorno actual, en el que cada vez hay mas
informacion distribuida en mudltiples formatos y
fuentes en Internet.

liteExplorer: Una vez los datos estan cargados en
liteSpace mediante litelntegrator es posible wtiliz
diferentes herramientas analiticas a través de la
plataformaliteExplorer. Es una potente herramienta
OLAP de analisis y exploracion de datos
estructurados, de uso sencillo orientada al usuario
final, permite interactuar con la informacion

residente en liteSpace, realizar operaciones de
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exploraciéon multidimensional, visualizar
graficamente los datos explorados, exportar los
informes generados a formatos habituales como
Excel y PDF y realizar operaciones de mineria de
datos (predicciones, extrapolaciones).

* liteMonitor: Es la herramienta de cuadros de
mando de Litebi (dashboards), permite al usuario
disefiar cuadros de mando utilizando controles
visuales para representar la informacion existente
en LiteSpace: Tablas de datos OLAP, graficas,
alarmas, datos textuales, patrones, scorecards...etc.
permitiendo la interaccibn mediante filtros y
operaciones de drill-through. En definitiva,
liteMonitor permite al usuario monitorizar los

aspectos clave del negocio, integrando recursos.

Basicamente Litebi funciona en tres pasos:

1. Definir la informacién que se desea analizar a
través de una interfaz web. Esto genera todas las
estructuras de datos y metadatos (datawarehouse y
modelos analiticos) necesarios para satisfacer las
necesidades de informacion del cliente. Es a lo que
se denomina como liteSpace.

2. Cargar la informacion proveniente de los sistemas
del cliente (ERP, CRM, Excel, Web Services, etc.)
a los modelos definidos en liteSpace. Para hacer
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esto se apoya en un producto open source de ETL y
una capa de servicios web que permite construir de
forma sencilla procesos de integracion de datos
muy potentes. A este conjunto, que nos permite
integrar la informacion que se desea analizarese |
denomina litelntegrator.

3. Analizar una vez los datos residen en liteSpace, se
cuenta con una herramienta de reporting avanzado
(OLAP) con la que el usuario final puede, de forma
muy sencilla y potente analizar desde cualquier
punto de vista la informacion y generar sus propios
informes que pueden ser compartidos a lo largo de
toda la organizacion. Es el fin de los informes
hecho a medida o el caos semi-gestionado a base de

excels.

1.7.3. Representacién geografica y mapas de prevalencia y

seroprevalencia

Para la elaboracion de los mapas de prevalencia y
seroprevalencia, se ha desarrollado un sistema néimmes
interactivos que permite, a un usuario no técniteractuar con
toda la informacion de forma dinamica y constrais informes
necesarios a partir de las estructuras de metadafosdas. Esta
herramienta optimiza la preparacion y consumo dafamacion

sanitaria.

83



El objetivo era de disponer de una herramienta de
visualizacion geografica de los resultados por coasw O
municipios que permitiera poder tomar decisiones eficacia y
analizar la situacion sanitaria avicola.

La herramienta permite realizar el analisis geagpéde los
resultados obtenidos en el laboratorio utilizands $otentes
posibilidades de analisis basadas en cubos OLAPRoESs vy
Cuadros de Mando. Asi, es capaz de representag sobmapa la
informacion sanitaria en forma de codificacionescoéor. Esta
herramienta permite, de forma automatizada presentalquier
informacion analitica residente en las estructdeasnetadatos del
sistema sobre un mapa, a cualquier nivel de degabdgrafico. Por
ejemplo permite representar un mapa resumen anealos
resultados de los analisis para un patdgeno detadmipara cada
municipio a través de codificaciones de color, @sino poder
detectar un foco en concreto de una enfermedadfeuta al sector

avicola.
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2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo fueron:

1. Obtener e integrar la informacion sanitaria de las
explotaciones avicolas estudiadas.

2. Disefiar e implementar los mapas de
seroprevalencia para el control de Influenza Aviar
(IA), Enfermedad de Newcastle (NCD),
Mycoplasma gallisepticum (MG), Enfermedad de
Gumboro (IBD) y el mapa de prevalencia para el
control deSalmonella spp.

3. Controlar y representar en un mapa dinamico la
respuesta seroldgica después de una vacunaciéon
Gnicain ovo frente a IBD, utilizando una vacuna de
inmunocomplejos en pollos.

Estudiar cualitativamente la contaminacion de
Salmonella spp. en muestras de heces, hisopos
cloacales y huevos (interior y exterior) de una
explotacion de gallinas ponedoras, previa al
sacrificio por ser positiva &lmonella serotipo
Enteritidis en autocontroles de heces y en corgrole
oficiales. Evaluar el efectim vitro de bacteri6fagos
frente a Salmonella Enteritidis, inoculada en

muestras de heces frescas de gallinas ponedoras.
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3. CAPITULOS EXPERIMENTALES
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3.

CAPITULOS EXPERIMENTALES

En los cinco pmeros capitulos experimentales de esta
Tesis Doctoral se disefiaron e implementaron map@isasos en
broilers con ayuda de la herramienta informatica descrita
anterormente.
En concreto, tres mapas de seroprevalencia, unegua una de
estas enfermedades: IA, NGDMG; un cuarto de prevalencia de
Salmonella spp., y por ultimo, el quinto, donde se evalu6 la
respuesta serologica frente a la vacunadidnovo mediante
vacunas por inmunocomplejos para la Enfermedaduthet@ro.

Debida a la importancia que tiene &@lmonella en el
control sanitario del sector avicola, ademas dglitgld antes
mencionado, se dedicaron dos capitulos mas a asiggmo, el
primero relacionado con el estudio comparativdsalenonella en
heces y huevos y el segundo, y ultimo capituleadaésente Tesis
Doctoral, abordando el estudin vitro del efecto de los
bacteriéfagos sobre Balmonella en heces.
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3.1 CAPITULO PRIMERO:

DESARROLLO Y RESULTADOS DE UN
MAPA DE SEROPREVALENCIA DE LA
INFLUENZA AVIAR EN POLLOS DE
ENGORDE DE LA COMUNIDAD
VALENCIANA DURANTE LOS ANOS 2008,
2009 Y 2010.
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3.1. Capitulo primero: Desarrollo y resultados de un mapa de
seroprevalencia de la influenza aviar en pollogigorde de

la Comunidad Valenciana durante los afios 2008, $GTHL0.

Resumen

El objetivo de este estudio fue disefiar e implearenh
mapa seroprevalencia para influenza aviar de laEgpnicidad de
declaracion obligatoria (IANBP) en pollos de engordn la
Comunidad Valenciana basado en inteligencia de aiegd.a
herramienta de mapeo de software desarrollada gseaestudio
consistié en tres fases principales: recopilac®unlatos, analisis de
datos y representacion de datos. Para obteneatos derologicos,
se analizaron 8520 muestras de suero de granjaside a lo largo
de tres afos. Los datos fueron representados emapa de la
Comunidad Valenciana, incluyendo la informacionggéafica de la
localizacion de la granja para facilitar el segeimd de la
enfermedad. No se reportaron signos clinicos deBIRANen las
manadas estudiadas. Los datos de este estudio strarno
evidencia de contacto con IANBP en manadas degdicengorde
y la novedosa herramienta de mapeo de softwardtGeser un
método valioso para monitorear facilmente la resguseroldgica

frente a la gripe aviar, incluyendo informacion gedica.
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Introduccion
La gripe aviar es una enfermedad viral causadaepdipo A
Orthomyxoviridae (Capua y Alexander, 2001). Seuyel en la
lista Gnica de enfermedades de declaracién obligatde la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), asio en la
lista de enfermedades de declaracion obligatorialaeiJnion
Europea. El virus de la gripe contiene ocho segosedé ARN de
sentido negativo, y cada uno de codificacion pama o mas
proteinas (Capua y Alexander, 2001).

La envoltura viral se cubre con proyecciones de
glicoproteina de dos tipos: la hemaglutinina y &unaminidasa
(Fouchier et al, 2005). La hemaglutinina es el antigeno mas
importante del virus y uno de los determinantedadeapacidad
infecciosa y patogénica facilitando la fijacionaypenetracion del
virus en la célula huésped. La neuraminidasa jusagapapel
esencial en la liberacion de virus de las céluidsctadas y su
difusion a través del sistema respiratorio. Previ@nagregacion de
las particulas virales y permite que el virus sgppgue a través de
las secreciones respiratorias. La hemaglutinineesgmta el 25%
de las proteinas virales, en comparacién con el @a la
neuraminidasa (Horimoto y Kawaoka, 2005).

Los virus de la gripe aviar son normalmente espesifde
su huésped, pero pueden transmitirse entre indigidie especies

estrechamente relacionadas e incluso se ha repdaansmision
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a humanos (Banket al., 1998). En las aves de corral, los signos

clinicos se presentan como alteraciones en |lcensést respiratorio,
digestivo, urinario y los organos reproductivos é$me et al.,
2013).

La vigilancia activa de este virus se basa en uastneo y
pruebas seroldgicas de aves contra las cepas H5/.yLH
vacunacion de las aves de corral contra la grips agta prohibida
en Espafa. Sin embargo, en caso de grave riesg@aclmacion
podria ser considerada una herramienta Util pamgbatr la gripe
aviar, por lo que existe un plan de vacunacionrdencia.

Una herramienta de diagnéstico util, facil y barptaa
evaluar el contacto de las aves de corral conres\de IA de baja
patogenicidad de declaracion obligatoria (IANBP)eeserologia.

Por otra parte, un mapa seroprevalencia permite
monitoreo de la presencia, distribucion y evolucide las
enfermedades de los animales a través del tiengl@gpacio. La

ubicacion de la granja es de interés debido al adtiencial de

contagioso de los viruaNBP. Por lo tanto, el desarrollo de estos

mapas a intervalos especificos revela el compoetaimide estos
procesos, que estan vinculados a otros factoregsigo, como el
movimiento de las aves, la evolucion del clima yostfactores
ecoldgicos. El conocimiento de estos parametrodeaqinldgicos
ayuda a controlar la enfermedad y por lo tanto aimzar su
incidencia.

El objetivo de este trabajo fue controlar y repnése

geograficamente, con la ayuda de una novedosantienta de
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mapeo, la respuesta serolégica de los pollos deréagde la
Comunidad Valenciana frente a IANBP, mediante ard&ensayo
especifico basado en inmunoabsorcion ligado a e{@nzyme-

linked immunosorbent assay, ELISA) disponible emefcado.

Materiales y métodos

El estudio se llevd a cabo en granjas avicolasotlespde
engorde de la Comunidad Valenciana.

En primer lugar, describiremos de la herramienta de
software, y a continuacion, definiremos las pruebaslogicas
asociadas realizadas.

La herramienta de software consta de tres fasesijpaies:
recopilacion de datos, andlisis de datos y reptasiém de datos.
Durante la primera fase de recopilacion de datus ptocesos de
extraccion, transformacion y carga (ETL) nos paseron obtener
datos de varias fuentes diferentes y cargarlo ensata base de
datos, para ser analizados en otro sistema oper&ies este modo,
Oracle, Excel y xChek se integraron para este ptoye
Para el analisis de los datos, se desarroll6 uneaeidn
informatica On-Line Analytical Processing (OLAP), que permite
un analisis dinamico y geogréfico a través de ldzation de
cubos multidimensionales que contienen informaesemitaria, y la
integracion de los resultados para IANBP en lasjgsade engorde
en la Comunidad Valenciana, en colaboracion con amaresa

externa. Un cubo es una base de datos multidimeadsien la que
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el almacenamiento fisico de los datos se realizaurernvector
multidimensional. Podemos considerar cubos OLAP accama
extension de las dos dimensiones de una hoja delea&n tres o
mas dimensiones, también llamado hipercubos. Faratien
después de la obtencion de los datos mediantedoggos ETL y
analizarlos utilizando la herramienta de OLAP, iguente paso
fue representar la informacion geograficamente. distema de
informacion geogréfica (SIG) se integré con un skenvde codigo
abierto llamado GeoServer. Esta herramienta geinésemacion
geografica de Espafia, tales como comunidades, noiasi
regiones o ciudades. Asocia datos para cada muestral codigo
de identificacion de cada unidad geografica. Bsfiarinacion esta
contenida en el registro de explotaciones ganad@Rag)istro
General de Explotaciones Ganaderas, o REGA) pada ca
explotacion, estableciendo asi la relacion ent® WIOLAP. Los
datos fueron categorizados en diferentes areastifidadas por
colores, donde los valores de cada zona se podidener
haciendo clic sobre ellas.

En el periodo de tres afios que abarca el pressnigie se
analizaron un total de 8520 muestras. Fueron audz 3315
muestras de 131 granjas de pollos en 2008; 2925tragede 173
granjas en 2009, y 2280 muestras de 145 granj@0#0. Estas
muestras se obtuvieron de animales de mas de 8@eliedad, con
15 sueros tomados por cada manada o lote. La veodpuse
realizd con una aguja o bisturi en la vena braqui@a sangre se

recogio en un tubo de vidrio de 5 ml (un tubo poirmel) para
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obtener aproximadamente 3 ml de muestra. Los tubes
mantuvieron en posicion horizontal a temperaturbiante hasta la
formacion del coagulo y posteriormente se refrigerahasta su
llegada al laboratorio. Una vez en el laboratolas, muestras se
registraron utilizando ORALIMS (Nobel Biocare ABpthenburg,
Suecia), un programa basado en ORACLE. A cada det€el5
sueros se le asigné un numero de registro paraemantla
trazabilidad durante todo el proceso de analigsaluacion de los
resultados. Las muestras se centrifugaron a 25@duones por
minuto (rpm) durante 5 min. Los globulos rojos sakitaron en
el fondo del tubo y el suero en la parte supeBerrecogieron 250
pl de cada muestra de suero aproximadamente easptie 96
pocillos, que fueron identificados con su numero rdgistro
correspondiente.

Para el analisis, se utilizd FlockChek (ldexx Labories
Inc., Westbrook, EE.UU.), un ensayo de inmunoaléordisefiado
para detectar anticuerpos frente la nucleoprteiela vitus de
influenza A en los suerodidura 15). Los titulos se calcularon

como se describe por el fabricante.
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Kit ELISA Idexx Dilucién 1:25 de Dilucién 1:500 30+£2 minutos a
las muestras de las muestras 21,5:3,5°C

en la placa de
ELISA 1

30+£2 minutos a Adicion del
21,5:3,5°C

1 conjugado

Adicion del 15¢1 minutos a Adicion de la Lectura de
sustrato TMB 21,5:3,5°C solucion de A 650 nm
frenado

Figura 15. Preparacion de las muestras y el procedimient&ldSA de ldexx.
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Resultados

La monitorizacion del estado sanitario de las e®giones
de engorde puede ser una herramienta para el tod&o
enfermedades util para los servicios técnicos weteos. En este
estudio, se diseid e implementé un mapa seropreialgara
IANBP en pollos de engorde de la Comunidad Valeraipara
evaluar la situacion de la enfermedad en estddeoi Se empleo
una aplicacion informética para el andlisis din@mycgeografico
OLAP, con cubos multidimensionales que contiendarinacion
sanitaria, integrando los resultados cualitativedad serologia de
IANBP en las granjas de engorde en la Comunidacgnéadna.
Con la herramienta de software, se obtuvieron magas
seroprevalencia de IANBP en las granjas de engamulela
Comunidad Valenciana durante el afio 2008, 20091y Zgura
15, figura 16y figura 17).
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Figura 16. Mapa de seroprevalencia de IANBP laoilers de la
Comunidad Valenciana en 2008.
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Figura 17. Mapa de seroprevalencia de IANBP l@oilers de la
Comunidad Valenciana en 2009.
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i

N° positivos >0
I Positivos =0

Figura 18. Mapa de seroprevalencia de IANBP laoilers de la
Comunidad Valenciana en 2010.
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Estos mapas muestran graficamente los resultados

cualitativos (positivo / negativo) obtenidos porl&A (tabla 9).

Tabla 9. Titulos de referencia para IA de Idexx.

Tipo de ave M/P Interpretacion Color
No vacunados y
) <0,5 . Verde
Broilers no infectados
>30 dias Vacunados,
>0,5 seroconversién o Amarillo

desafio de campo

El resultado de una muestra se evalla por la éelage
muestra (del inglésample, S) a positivo (P) (relacion S/P):

S/p= Absorbanca mediamuestra- Absorbanca mediacontrolnegativo
Absorbanca mediacontrolpositivo- Absorbanca mediacontrolnegativo

Esta herramienta nos permiti6 comparar la respuesta
humoral frente a IANBP en diferentes lugares gdagra durante
este periodo, destacando las posibles presionesfateion. La
edad media de los animales muestreados en estkoekia 42,34
dias, con una desviacion estandar (DE) de 8,440@8&; 20,64 dias
con una DE de 8,11 en 2009; y 41,13 dias con unad>& 95 en
2010. La tabla 10 muestra las regiones de la Comunidad
Valenciana con el numero de lotes analizados, mlend de sueros
testados, y el numero de resultados positivos gthaxs obtenidos.
Todos los resultados fueron negativos, indicande o existié

infeccion en las explotaciones analizadas durasteeperiodo.
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Tabla 10. Comarcas de la Comunidad Valenciana: N° de registnuestras analizadas y resultados

cualitativos obtenidos de IA.

NUmero de lotes

; Numero de resultados  NUmero de resultados
NUmero de muestras

COMARCA negativos positivos

2008 2009 2010 2008 2009 2010 2008 2009 2010 200809 2 2010
Alcalatén 9 3 3 135 45 45 135 45 45 0 0 0
Alto
Maestrazgo 12 7 180 105 135 180 105 135 0 0 0
Alto Palancia 0 1 0 0 15 0 0 15 0 0 0 0
Bajo
Maestrazgo 50 44 35 750 660 525 750 660 525 0 0 0
Bajo Segura 0 1 1 0 15 15 0 15 15 0 0 0
Campo de
Turia 0 1 0 0 15 0 0 15 0 0 0 0
Canal de
Navarrés 0 0 2 0 0 30 0 0 30 0 0 0
Condado de
Cocentaina 5 14 8 75 210 120 75 210 1200 0 0
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COMARCA

Ndmero de lotes

i Ndamero de resultados  Numero de resultados
Numero de muestras

negativos positivos

2008 2009 2010 2008 2009 2010 2008 2009 2010 200809 2 2010
Costera 1 1 0 15 15 0 15 15 0 0 0 0
Hoya de
Alcoy 3 0 0 45 0 0 45 0 0 0 0 0
Hoya de
Bufiol 4 1 1 60 15 15 60 15 15 0 0 0
Huerta Sur 2 1 1 30 15 15 30 15 15 0 0 0
Los Serranos 5 6 0 75 90 0 75 90 0 0 0 0
Marina Alta 4 1 3 60 15 45 60 15 45 0 0 0
Plana Alta 52 47 40 780 705 600 780 705 600 0 0 0
Plana Baja 1 2 0 15 30 0 15 30 0 0 0 0
Puertos de
Morella 1 1 0 15 15 0 15 15 0 0 0 0
Ribera Alta 6 5 2 90 75 30 90 75 30 0 0 0
Safor 27 28 21 405 420 315 405 420 315 0 0 0
Utiel -
Requena 4 3 3 60 45 45 60 45 45 0 0 0
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Ndmero de lotes

i Ndamero de resultados  Numero de resultados
Numero de muestras

COMARCA negativos positivos

2008 2009 2010 2008 2009 2010 2008 2009 2010 200809 2 2010
Valle de
Albaida 35 28 23 525 420 345 525 420 345 0 0 0
TOTAL 221 195 152 3315 2925 2280 3315 2925 2280 O 0 0
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Discusion y conclusiones

Se espera que el consumo de carne de aves de sigaal
creciendo en los proximos afios, con Francia, ehdreinido, los
Paises Bajos, Alemania, Italia, Polonia y Espafmaccprincipales
paises productores dentro de los (entonces) 2ddsstaiembros
de la Unién Europea (ahora 28) (Van Horne, 2000nhZalest al.
recomendaron, en 2010, que la Comisién Europeautthsa la
necesidad de evaluar las actividades de vigilacmmsus Estados
Miembros para optimizar el disefio de un programaig#ancia
para IANBP en aves de corral. Espaiia lleva a cabdidas de
control contra la gripe aviar, ya que teniendo @enta el hecho de
gue con frecuencia se actualiza la legislacion, blaena
coordinacién y comunicacién entre las autoridadessdnidad
animal y de salud publica son cruciales (Arteegal., 2006). Los
brotes de gripe aviar causan gran dafio a la industicola, que
conduce a la prohibicion de exportacion y al dekpuolento
intensivos (Henzleet al., 2003). La combinacion de analisis en las
explotaciones y las medidas de prevencién, juntoatalesarrollo
de mapas de seroprevalencia son herramientassvéalia tarea de
mantener las aves de corral seguras. En 2013 edaem brotes
de IA altamente patdgena (IAAPN) en tres explotaesoavicolas
en ltalia: en Ostellato (en la provincia de FeiyaMordano (la
provincia de Bolonia), y Portomaggiore, cerca deelldo, en la
region de Emilia-Romagna. Estos brotes se produjle® dias 15,
21y 23 de agosto de 2013, respectivamente (e@wpapid/press-
release_ MEMO-13-753_en.htm). Ademas, recientemsetehan
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producido nuevos brotes de alta y baja patogerdceta 2014 y
2015 (abla 11).
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Tabla 11.Brotes de IA recientes en 2014 y 2015.

Pais Provincia Comarca Foco Tipo foco Fecha Fecha Ne Especie Serotipo  Patogenicidad
sospecha confirmacion animales
Alemania  Cuxhaven 2015/1 Avesde 27/02/2015 03/03/2015 23500 Aves de H5 Baja
corral corral
Hungria Flizesgyarmet Békés 2015/1 Aves de 23/02/2015 24/02/2015 21170 Patos de  H5N8 Alta
corral engorde
Italia Venecia 2015/2 Avesde  04/02/2015 06/02/2015 39 Aves de H5 Baja
corral corral
Reino Hampshire Upham 2015/1 Aves de 28/01/2015 02/02/2015 10539 Pavos H7N7 Baja
Unido village corral reproductores
Bulgaria Burgas Konstantinovo 2015/1 Avesde 30/01/2015 02/02/2015 22 Aves de H5N1 Alta
corral corral
Bulgaria Burgas 2015/1 Aves 23/01/2015 26/01/2015 2 Pelicano H5N1 Alta
silvestres cefiudo
Italia Arezzo 2015/1 Aves de 20/01/2015 24/01/2015 81 Aves de H5 Baja
corral corral
Alemania Pomerania Anklan 2015/2  Explotacién Zona de 26/01/2015 36 Aves de H5N8 Alta
Occidental de traspatio proteccion traspatio
del foco de
Anklan
Alemania  Ostvorpommern 2015/2  Aves 20/01/2015 20/01/2015 196 Aves H5N8 Alta
cautivas cautivas
Alemania Pomerania Anklan 2015/1  Explotacion 16/01/2015 20/01/2015 98 Gallinas, H5N8 Alta
Occidental de traspatio patos y
gansos junto
con otros
animales de
granja.
Alemania  Rostock Rostock 2015/1 Aves 07/01/2015 07/01/2015 496 Coleccion deH5N8 Alta
cautivas aves de
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Pais Provincia Comarca Foco Tipo foco Fecha Fecha Ne Especie Serotipo  Patogenicidad
sospecha confirmacion animales
diferentes
especies en
un Zoo
Alemania  Baja Sajonia Emsland 2014/3 Aves de 20/12/2014 20/12/2014 10102 Patosde  HS5N8 Alta
corral engorde
Italia Rovigo 2014/1 Avesde 15/12/2014 20/12/2014 31985 Pavos de H5N8 Alta
corral engorde
Alemania  Cloppenburg Barssel 2014/2 Aves de 16/12/2014 17/12/2014 17887 Pavos de H5N8 Alta
corral engorde
Holanda  Zoeterwoude Nine 2014/5 Avesde 29/11/2014 30/11/2014 28000 Gallinas H5N8 Alta
corral ponedoras y
reproductoras
Holanda Kamperveen Seven 2014/4 Aves de 1kmdelfoco 21/11/2014 14600 Gallinas H5N8 Alta
corral anteriormente ponedoras y
notificado en reproductoras
Kamperveen
Holanda Kamperveen Seven 2014/3 Aves de 20/11/2014 21/11/2014 10000 Aves de H5N8 Alta
corral corral
reproductoras
Holanda Ter Aar Nine 2014/2 Avesde 19/11/2014 21/11/2014 43000 Gallinas H5N8 Alta
corral ponedoras
Alemania  Mecklenburg- Isla de Rlgen 2014/1 Aves N/A 17/11/2014 1 Aves H5N8 Alta
Vorpommern silvestres silvestres
Reino Yorkshire East Riding 2014/1 Avesde 14/11/2014 16/11/2014 6000 Patos H5N8 Alta
Unido corral
Holanda Hekendorp Twelve 2014/1 Avesde 14/11/2014 16/11/2014 150000 Gallinas H5N8 Alta
corral ponedoras y
reproductoras
Alemania  Mecklenburg-  Uecker- 2014/1 Aves de 04/11/2014 05/11/2014 30939 Pavos de H5N8 Alta
Vorpommern Randow corral engorde
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Aunque el origen exacto de la infeccion no ha sido
identificado en la mayoria de los brotes de grip@araaltamente
patogena, las aves acuaticas silvestres se hamidug®mo la
fuente mas probable de virus IANBP, que se coreredn virus
IAAPN en muchos brotes de virus IAAPN (excluyengor el
momento, los causados por la linea Asiatica desvidAPN
H5N1). Sin embargo, la circulacion de un virus IAREN los
sistemas avicolas industrializados, aunque se aenasiun factor
importante en la aparicion de algunas cepas IAARN,es un
requisito esencial para la génesis de un virusadgripe aviar
altamente patogena (FAO, 2013).

El mapa de seroprevalencia desarrollado en eleptes
estudio puede filtrar los resultados por variasriced, como el
tiempo (afio, trimestre, mes o dia) o geografiavipoia, comarca
0 municipio). Si se produce un brote de IANBP, aerécesario
prevenir la propagacion de la infeccion monitoreang
restringiendo los movimientos de aves de corrat yod productos
animales que podrian estar infectados; fortaleciéasl medidas de
bioseguridad en todos los niveles de la producaidoola a traves
de la limpieza y desinfeccion de las instalaciomgectadas;
estableciendo zonas de proteccion y vigilanciadaller del foco v,
en caso necesario, mediante la vacunacion. Thetahs(Thomas
et al., 2005) plantearon la hipétesis de que la intromuc de la
gripe aviar en una explotacion, que tuvo lugar@nRaises Bajos
en 2003, podria haber sido causado por, en ordempui@tancia

relativa:
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* Los transportes de aves de corral

» Infeccion horizontal

* Personal en la industria avicola que manejan aves e
entran en los gallineros (por ejemplo, ayudantes de
granja, funcionarios, transportistas de huevo)

* Las aves silvestres infectadas

* La transferencia mecanica de heces de granjas
comerciales con aves silvestres infectadas y otras
plagas, o cerdos en las explotaciones mixtas.

Estos autores sugirieron que la falta de controllale
enfermedad se debié al hecho de que los datos@erslugares
agricolas no estaban disponibles. El uso de los &Gmuy
importante en la determinacién de los factores idsgo. La
literatura refleja el uso de la tecnologia SIG amptevencion de
enfermedades de las aves en paises como Italiana.(hlerset
al. (Ehlerset al., 2003) aplica esta tecnologia en el marco de un
plan de contingencia implementado durante la epalel® 1999 a
2001 de la gripe aviar en ltalia. Los brotes en912Q00 en
Lombardia y Véneto fueron asignados, utilizandotarfaz entre
la tasa de incidencia de la infeccion y el sistefeanformacion
geografica denominada GRASS 5.0 (Cheing., 2007). En China,
Chang et al. (2007) desarrollaron la herramienta IV Sequence
Distribution Tool (IVDT), similar a los SIG, que fta en los datos
de coordenadas y después dibuja el mapa de dgtibuA nivel
mundial, Boulos y Burden (Boulogt al., 2007) aplicaron una
Web-Based Really Simple Syndication (RSS) alimeatate
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noticias sobre la gripe aviar e incluyendo inforfdacde Google
Maps. El precursor de este sistema fue disefiado lpor
Organizacion de Alimentaciéon y Agricultura de lasadibnes
Unidas (Food and Agriculture Organization, FAO)egen 1994,
desarroll6 un sistema de informacion sanitaria malfshsado en
la web llamada EMPRES-i, que se aplic6 a la IAARyee otras
enfermedades (Matrtigt al., 2007). Este sistema fue desarrollado
utilizando diversas fuentes de informacion, coms sitios web
oficiales de la OIE, la Organizacion Mundial deSud, Comision
Europea, los Gobiernos y los Ministerios de Agtiaca. Ademas
de estas fuentes oficiales, los datos se han éatds® las listas de
correo como ProMed, GPHIN, o Al-watch y se trazamicms
sobre la gripe aviar a través de la investigacion Imternet.
Vietnam, en colaboracion con el Centro de Investia
Agrondémica para el Desarrollo (French Agricultui@esearch
Centre for Development, CIRAD), desarrollo el SI@gent-based
Modelling Architecture (GAMA) plataforma de simuléo
(Amourouxet al., 2009).

El uso de los mapas de seroprevalencia durante, 2009
y 2010 mostro, en tiempo real, que no hubo conteatolos virus
IANBP en las granjas de engorde en la Comunida@éntéana y
demostré la utilidad de este método para el seguimide la

respuesta serologica, incluida la informacion géfca.
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3.2 CAPITULO SEGUNDO:

DESARROLLO Y RESULTADO DE UN
MAPA DE SEROPREVALENCIA DE
PARAMIXOVIRUS TIPO 1 EN POLLOS DE
ENGORDE DE LA  COMUNIDAD
VALENCIANA DESDE EL ANO 2008 HASTA
EL ANO 2012.
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3.2.

seroprevalencia de paramixovirus tipo 1 en pollesdgorde
de la Comunidad Valenciana desde el afio 2008 lehstfio
2012.

Resumen

El objetivo de este estudio fue disefiar e implearenh
mapa seroprevalencia basado en inteligencia de citegmara
paramixovirus tipo 1 (APMV-1) de declaracién obtiyda en
pollos de engorde en la Comunidad Valenciana. keaheenta de
mapeo de software desarrollada para este estudgstio en tres
fases principales: recopilacion de datos, analgs datos y
representacion de datos. Para obtener los datofdgieps, se
analizaron 12495 muestras de suero de granjaslids pdo largo
de cinco afios. Los datos fueron representados enapa de la
Comunidad Valenciana, incluyendo la informacionggéafica de la
localizacion de la granja para facilitar el segeimd de la
enfermedad. No se reportaron signos clinicos de YRMen las
manadas estudiadas. Los datos de este estudio strarno
evidencia de contacto con APMV-1 en manadas deogpalle
engorde y la novedosa herramienta de mapeo deasefts@sultd
ser un método valioso para monitorear facilmentaelspuesta
serolégica frente al paramixovirus tipo 1, inclugennformacion

geogréfica.
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Introduccion
La enfermedad de Newcastle (NCD) es una enfermedad

sumamente contagiosa incluida en la lista de laa@zgcion
Mundial de Sanidad Animal (OIE) y la lista de enfedades de
declaracién obligatoria en Espafia (Orden ARM/83192@009) y
la Union Europea (Directiva 82/894 /| CEE) (82/8F(E 1982).
NCD es causada por un paramixovirus aviar tipo PMA-1).
Estos virus, llamados APMV-1 virus o virus de ldeemedad de
Newcastle (NDV), son miembros del génedwulavirus en la
familia Paramyxoviridae (Alexander, 2000). Las cepas de APMV-
1 se clasifican en cinco patotipos dependiendoud@ralencia en
los pollos. El primero es el patotipo asintomatemeérico, que
generalmente consiste en la infeccidn entericalsuda. Las cepas
lentogénicas son  menos  virulentas, mesogénica  son
moderadamente virulentas, y velogénica son las viragentas.
Los virus velogénicos pueden subdividirse en formaarotropico,
que estd tipicamente relacionado con signos réspos Yy
neuroldgicos y lesiones viscerotrdpicas asociadaset sangrado
del intestinal (Bearét al., 1993). El periodo de incubacion varia en
aves de corral de 2 a 15 dias dependiendo de Uientia de la
cepa y la susceptibilidad de la poblacién. Lososiats clinicos
varian con la patogenicidad de la cepa y espe@esaves. En
pollos, las cepas lentogénicas tipicamente causéacciones
subclinicas o enfermedad respiratoria leve, conréspiracion con
silbido y estornudos. Las cepas mesogénicas puedesar

enfermedad respiratoria aguda y signos neurologiroslgunos
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pollos, pero la tasa de mortalidad es generalmasgte Las cepas
lentogénicas 0 mesogénicas pueden causar sintoasmgraves Si
la manada es co-infectada con otros patdégenos &bt al.,
2003). La mayoria de ellos son de baja patogericidalas
infecciones son asintomaticas. A pesar de que ngsaca
normalmente enfermedad grave en las aves silvesires vez
introducidos en las aves de corral pueden mutapascaltamente
patogenas (Dimitroet al., 2010).

El reciente aumento en el nimero de epidemias dB NC
notificadas en Espafia y en otros paises miembrola déién
Europea (UE), junto con la falta de identificacida la fuente de
las epidemias espafiolas causan preocupacion pamlarabilidad
gue nuestro pais tiene a la enfermedad (Sancheai¥zet al.,
2010). Una herramienta util, facil y barata paralear el contacto
con el virus es la serologia. El mapa de seropeacea permite
monitorizar la presencia, distribucion y evolucioe las
enfermedades animales a través del tiempo y etiespa

La ubicacion de la granja es de interés debidoltal a
potencial de contagioso de los virus APMV-1. Portdoto, el
desarrollo de estos mapas a intervalos especifiessla el
comportamiento de estos procesos, que estan vitosula otros
factores de riesgo, como el movimiento de las alaesyolucion
del clima y medidas de seguridad. ElI conocimiené edtos
parametros epidemioldgicos ayuda a controlar larerédad y por

lo tanto a minimizar su incidencia.
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En Europa, la OIE proporciona “Mapas de Distribacite
Enfermedades” incluyendo NCD, por paises y poroped de seis
meses 0 por meses del afio. Esta herramienta deonmagion se
puede mejorar mediante la adicion de factores celeables como
informacion en tiempo real, tipo de produccion, gidades
geograficas menores (comunidades, provincias o AR
Actualmente, no existe tal herramienta a disposicide los
veterinarios en Esparia.

El objetivo de este trabajo fue controlar y repnémse
geograficamente, con la ayuda de una novedosantienta de
mapeo, la respuesta serolégica de los pollos deréegde la
Comunidad Valenciana frente a APMV-1, mediantetaica de la

Inhibicién de la Hemaglutinacion (IHA).

Métodos y materiales

El estudio se llevd a cabo en granjas avicolasotlespde
engorde ubicadas en la Comunidad Valenciana.

En primer lugar, describiremos de la herramienta de
software, y a continuacion, definiremos las pruebaslogicas
asociadas realizadas.

La herramienta de software empleada figura detaléadel
capitulo primero, y aqui Unicamente fue optimizadara
alimentarse con la informacion de NCD de ORALIMS.

En el periodo de cinco afos que abarca el presshidio,

se analizaron un total de 12495 muestras. Fueralizvadas 3345
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muestras de 131 granjas de pollos en 2008; 2925tragede 173
granjas en 2009; 2280 muestras de 145 granjas £0; 22130

muestras de 147 granjas en 2011 y 1515 muestrB&7dgranjas en
2012. Estas muestras se obtuvieron de animalesadeden30 dias
de edad, con 15 sueros tomados por cada manad&e.olL®

venopuncion se realizé con una aguja o bisturaermha braquial y
la sangre se recogio en un tubo de vidrio de 5unlt@ibo por

animal) para obtener aproximadamente 3 ml de naudsbs tubos
se mantuvieron en posicion horizontal a temperaamdiente

hasta la formacién del coagulo y posteriormentaedggeraron

hasta su llegada al laboratorio. Una vez en elréboo, las

muestras se registraron utilizando ORALIMS (Nob&ldare AB,

Gothenburg, Suecia), un programa basado en ORAGLEada

lote de 15 sueros se le asigné un nimero de regiate mantener
la trazabilidad durante todo el proceso de an&jissaluacion de
los resultados. Las muestras se centrifugaron 8 &&@luciones
por minuto (rpm) durante 5 min. Los gldbulos rogesdepositaron
en el fondo del tubo y el suero en la parte supefie recogieron
250 pl de cada muestra de suero aproximadamerlaess de 96
pocillos, que fueron identificados con su numero rdgistro

correspondiente.

Para el analisis, la técnica de Inhibicion de landglutinacién

(IHA) se llevé a cabo como se describe en el Mangala OIE

sobre animales terrestres (OIE, 2008). Varios omth@virus y

paramixovirus aviares son hemaglutinantes, talesodd, virus de

la enfermedad de Newcastle, Adenovirus, Sindrom@adda de la
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Puesta y Virus de la Bronquitis Infecciosa. Estmdglutinacion
generalmente ocurre como resultado de la preseeciaceptores
naturales (hemaglutinina) en la superficie delsziru
En primer lugar, las placas con fondo en "V" fueron

identificadas y se dispensaron 25 pL s de PBS eillgeode la
placa. Se afiadieron 25 pL s de la muestra a testal primer
pocillo de cada fila, 25 puL s de control positivonggativo de
control y después, se hicieron diluciones seriati@sdesde el
primer pocillo. Se dispensaron 25 pL de la disdoae antigeno a
cuatro unidades de actividad de hemaglutinacionH@)) las
placas se agitaron 30 segundos en las placas @gfiadzontal y
se incubaron durante 30 minutos a temperatura atebiBespués,
se dispensé 25 uL s de la suspension de glébujos ab 1% en
toda la placa, las placas se agitaron durante mpaoamente 30
segundos en la placa de agitador horizontal y sabaron 40
minutos a temperatura ambiente. El titulo de IHAlaeslilucién
mayor de suero que causa la inhibicion completaddelA de
antigeno. La aglutinacion se valor6 inclinando f[@acas. El

procedimiento de ensayo se esquematiza gguea 19.
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Dispensacion de Diluciones 1:2 Adicion de la

las muestras y solucién de Ag
controles 4UHA
— 302 minutos a
; 3 21,5t3,5°C

40£3 minutos a Adicion de la

21,5+3,5°C solucién de
1 Glébulos Rojos

A
Lectura placa Lectura placa Lectura placa
positiva negativa control

Figura 19. Preparacion de las muestras y el procedimientatibition de la Hemaglutinacion.
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Se considerd que muestran inhibicion sélo aquekadios
en los que la corriente de glébulos rojos se preduda misma
velocidad que los pocillos control (que contiened 2L de
Globulos Rojos y 25 pL de PBS). La validez de lsultados se
evalué frente a un suero control negativo, quereegntd presentar
un titulo mayor de ¥ (%3, y un suero control positivo para el cual
el titulo se encontré entre una de las diluciorgdgitiilo conocido.

Hubo que tener en cuenta que se puede producifeatoe
pro-zona. Se trata de una hemaglutinacion en laaplde la
inhibicion debido a la concentracion excesiva diécaerpos en el

suero. Ejemplo:

2 S 6 7 8 9 10 11 12

A OOO(DG)@CDCD(D(D(D(D

Figura 20. Efecto pro-zona. En este caso en los pocillos B,s&
produce el efecto pro-zona y sin embargo el tildbsuero seria
10 que es donde se produce una inhibicion complietala

hemaglutinacion.

El valor de la serologia en el diagnostico estaciehado
claramente con el estado inmune esperado de |asadgetadas.
Los titulos de IHA puedes considerarse positivdsasi inhibicién
a una dilucién del suero de 1/16)(@ superiores, contra 4 UHA de

antigeno.
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Resultados

La monitorizacion del estado sanitario de las esgiones
de engorde es una herramienta para el control terneedades
utilizada por los servicios técnicos veterinariés. este estudio, se
disefié e implement6 un mapa seroprevalencia pafd\VAP en
pollos de engorde de la Comunidad Valenciana pesduar la
situacion de la enfermedad en este territorio. Bpled una
aplicaciéon informatica para el andlisis dinamicoggografico
OLAP, con cubos multidimensionales que contiendarinacion
sanitaria, integrando los resultados cuantitatid#eslos titulos de
APMV-1 de la serologia en las granjas de engorde laen
Comunidad Valenciana. Con la herramienta de so#iwae
obtuvieron mapas de seroprevalencia de APMV-1 gianjas de
engorde en la Comunidad Valenciana durante los 2008, 2009,
2010, 2011 y 2012figura 21, figura 22, figura 23, figura 24y
figura 25). Se representaron los titulos mas bajos en virslenas
altos en rojo y los valores intermedios en amarHiste cédigo de
colores depende de los valores obtenidos en edgmeanalizado.
Asi, se puede comparar respuestas humorales faeNED para
ese periodo en regiones geograficas diferentesimiteahdo
posibles presiones de infeccion. Se debe consideravalor

absoluto para la interpretacion correcta.
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ALTO MUARES

ALTO PALANCIA

VINALOPO ALTO

0,186 Valor Numérico (Avg)

Figura 21. Mapa de seroprevalencia de APMV-1l@woilers de la
Comunidad Valenciana en 2008.
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i
ERA BA

VINALOPO N.T =

CAMPO DE ALICAMTE

VINALOFO MEDIO

2 635 Valor Numérico (Avg)
527

Figura 22. Mapa de seroprevalencia de APMV-1l@woilers de la
Comunidad Valenciana en 2009.
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FUERTOS DE MORELLA

ALTO MIJARES.

ALTO PALANCIA

LOS SERRANDS

P

VINALOPO ALTQ

0,019 WValor Numeérico (Avg)
D038

Figura 23. Mapa de seroprevalencia de APMV-1l@wilers de la
Comunidad Valenciana en 2010.
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PUERTOS DE MORELLA

ALCALATEN

T ALTO MIJARES
~—

ALTO PALANCIA

VINALOPO ALTO

1,535 Walor Numérico [Avg)

.

Figura 24. Mapa de seroprevalencia de APMV-1l@wilers de la
Comunidad Valenciana en 2011.
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PUERTQS DE MORELLA

ALCALATEN

. ALTO MIARES
“‘-_, - B ' ~—

ALTO PALANCIA

LOS SERRANOS

VINALOPO ALTQ

BAJO SECURA -IJ

0,109 ‘Walor Mumérico (Avg)

BN o218

Figura 25. Mapa de seroprevalencia de APMV-1l@wilers de la
Comunidad Valenciana en 2012.
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Esta herramienta nos permiti6 comparar la respuesta
humoral frente a APMV-1 en diferentes lugares géfigps
durante este periodo, destacando las posibles opesside
infeccion. La edad media de los animales muesteeao este
estudio fue 42,34 dias, con una DE de 8,44 en 284 dias con
una DE de 8,11 en 2009; y 41,13 dias con una DE3feen 2010;
41,74 dias con una DE de 13,27 en 2011 y 40,49cdimasina DE
de 10,81 en 2012. Lasblas 12, 13, 14, 1% 16 muestran las
regiones de la Comunidad Valenciana con el niumerdotes
analizados, el numero de sueros testados, y ldsgipromedio de
IHA en 2008, 2009, 2010, 2011 y 2012, respectivdmen
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Tabla 12 Comarcas de la Comunidad Valenciana: numero de

lotes, numero de muestras y titulo medio de IHR@DS.

2008
Titulo
Comarca Ndmero de Ndmero de
medio de
lotes muestras
IHA
Alcalatén 10 150 0,37
Alto Maestrazgo 13 195 0,00
Bajo
Maestrazgo 50 750 0,00
Condado de
Cocentaina 5 75 0,00
Costera 1 15 0,00
Hoya de Alcoy 3 45 0,00
Hoya de Bufiol 4 60 0,00
Huerta Norte
Huerta Oeste
Huerta Sur 2 30 0,00
Los Serranos 5 75 0,30
Marina Alta 4 60 0,25
Plana Alta 52 780 0,09
Plana Baja 1 15 0,00
Puertos de
Morella 1 15 0,00
Ribera Alta 6 90 0,00
Ribera Baja
Safor 27 405 0,00
Utiel - Requena 4 60 0,00
Valle de
Albaida 36 540 0,00
Total 224 3360
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Tabla 13 Comarcas de la Comunidad Valenciana: nimero de
lotes, nimero de muestras y titulo medio de IHR@DO.

2009
Comarca NUmero de NUumero de  Titulo medio
lotes muestras de IHA

Alcalatén 3 45 0,00
Alto
Maestrazgo 7 105 0,00
Alto Palancia 1 15 0,00
Bajo
Maestrazgo 44 660 0,00
Bajo Segura 1 15 5,27
Campo de Turia 1 15 0,00
Condado de
Cocentaina 14 210 0,00
Costera 1 15 0,00
Hoya de Bufiol 1 15 0,00
Huerta Sur 1 15 0,00
Los Serranos 6 90 0,00
Marina Alta 1 15 0,00
Plana Alta 47 705 0,00
Plana Baja 2 30 0,00
Puertos de
Morella 1 15 0,00
Ribera Alta 5 75 0,00
Safor 28 420 0,00
Utiel - Requena 3 45 0,00
Valle de
Albaida 29 435 0,00
Total 196 2940
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Tabla 14 Comarcas de la Comunidad Valenciana: nimero de
lotes, numero de muestras y titulo medio de IHR@10.

2010
Comarca Ndmero de NUmero de  Titulo medio
lotes muestras de IHA

Alcalatén 3 45 0,00
Alto
Maestrazgo 9 135 0,00
Bajo
Maestrazgo 35 525 0,04
Bajo Segura 1 15 0,00
Canal de
Navarrés 2 30 0,00
Condado de
Cocentaina 8 120 0,00
Hoya de Bufiol 1 15 0,00
Huerta Sur 1 15 0,00
Marina Alta 3 45 0,00
Plana Alta 40 600 0,02
Ribera Alta 2 30 0,00
Safor 21 315 0,00
Utiel - Requena 3 45 0,00
Valle de
Albaida 23 345 0,00
Total 152 2280
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Tabla 15. Comarcas de la Comunidad Valenciana: nimero de

lotes, nimero de muestras y titulo medio de IHR@Mh1.

2011
Comarca Ndmero de NUmero de  Titulo medio
lotes muestras de IHA

Alto
Maestrazgo 8 120 0,00
Bajo
Maestrazgo 36 540 0,08
Bajo Segura 1 15 3,07
Canal de
Navarrés 1 15 0,00
Condado de
Cocentaina 12 180 0,00
Costera 1 15 0,00
Hoya de Alcoy 1 15 0,00
Hoya de Bufiol 1 15 0,00
Huerta Sur 1 15 0,00
Los Serranos 1 15 0,00
Marina Alta 3 45 0,00
Plana Alta 40 600 0,01
Ribera Alta 4 60 0,00
Safor 23 345 0,00
Utiel - Requena 4 60 0,00
Valle de
Albaida 25 375 0,00
Total 162 2430
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Tabla 16. Comarcas de la Comunidad Valenciana: nimero de

lotes, numero de muestras y titulo medio de IHR@12.

2012
Comarca Numero de Namero de Titulo medio
lotes muestras de IHA

Alto Maestrazgo 7 105 0,00
Bajo Maestrazgo 24 360 0,00
Condado de

Cocentaina 3 45 0,00
Hoya de Bufiol 1 15 0,00
Huerta Sur 1 15 0,00
Marina Alta 3 45 0,00
Plana Alta 30 450 0,05
Ribera Alta 1 15 0,00
Safor 15 225 0,22
Utiel - Requena 1 15 0,00
Valle de Albaida 15 225 0,00
Total 101 1515

El Unico resultado positivo durante el periodo stu@io fue
en el Bajo Segura en 2009, sin sintomatologia taegar Se
determiné como un falso positivo mediante técnitedeculares
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa, PCR). Peshahte la
reaccion cruzada con otros paramixovirus o cepasinaes de
explotaciones de recrias cercanas fue la causatdeaesultado de
IHA. Estos resultados indican que, para el periadalizado, no
hubo contacto con el virus en las granjas de ewrgatd la

Comunidad Valenciana.
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Discusion y conclusiones

Se espera que el consumo de carne de aves de sigaal
creciendo en los proximos afios, con Francia, ehdrEinido, los
Paises Bajos, Alemania, Italia, Polonia y Espafmaocprincipales
paises productores dentro de los (entonces) 2ddsstaiembros
de la Union Europea (ahora 28) (Soberanal., 2009). De 2000 a
2009 en la Unién Europea (UE), se detectaron wimgentos de
NCD en aves silvestres, palomas domésticas y aveoal, en
los Estados Miembros (Alexander, 2011). La ley catiie en el
control de NCD en la Unién Europea es la Direc82#66 / CEE.
Debido a que esta enfermedad es altamente trabsamisi politica
de Estados Unidos tiene como objetivo lograr laect@6n
temprana y prevenir la propagacion 0 asegurar <udaa
erradicacion de los animales. Para llevar a cabts memisa son
necesarios trazabilidad y vigilancia para determiaafuente de
infeccion y vias de propagacion de la enfermedad.

El riesgo de introduccion de patdégenos de enferdesdan
el pais y la propagacion del agente dentro del midepende de
una serie de factores que incluyen los controlesmgmrtacion,
circulacibn de animales y productos para mascotaslay
bioseguridad aplicada por los productores de gartadan estudio
previo realizado en el sur de Espafia, la mayordamgia de
APMV-1 a 3 en las aves silvestres se registrO ervesano,

mientras que en las especies domésticas la preialaltanzé su
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maximo en el invierno (Maldonadet al., 1994). Un plan de
contingencia adecuado es un instrumento importame la

preparacion y el manejo de una epidemia. La leg@tade la UE

exige que todos los Estados miembros elaboren an ple

contingencia que especifigue las medidas nacionaéeesarias
para mantener el alto nivel de concienciacion yparacion y que
se aplicara en caso de brote de la enfermedad €vgaatrd, 2008).
Los enfoques mas eficaces para controlar la prapagadel

APMV-1 incluyen estrictas medidas de bioseguridadjigilancia

continua y la erradicacion de los lotes infectadba. rapida

expansion de la industria avicola en todo el muedoareas
geograficas restringidas y las graves pérdidas@uomas debidas a
APMV-1 conducen la puesta en marcha nuevas hemdasiale

seguimiento (OIE, 2009).

El monitoreo de la situacion sanitaria de las eqgiones
de engorde es una herramienta para los serviciosicts
veterinarios para el control de enfermedades. Est@pas
dinAmicos de seroprevalencia para paramyxoviruplitaalos en
pollos de engorde de la Comunidad Valenciana poskfauna
herramienta eficaz para el control de NCD, lo quede ayudar a
los veterinarios y Servicios Veterinarios Oficialesestar mejor

preparados para combatir esta enfermedad.
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3.3 CAPITULO TERCERO:

DESARROLLO Y RESULTADOS DE UN
MAPA DE SEROPREVALENCIA DE
MYCOPLASMA  GALLISEPTICUM  EN
POLLOS DE ENGORDE EN LA
COMUNIDAD VALENCIANA DURANTE
LOS ANOS 2009 Y 2010.
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3.3.

Capitulo tercero: Desarrollo y resultados de un mapa de
seroprevalencia d&lycoplasma gallisepticum en pollos de
engorde en la Comunidad Valenciana durante los 2008 y
2010.

Resumen

El objetivo de este estudio fue disefiar e implearenh
mapa seroprevalencia pakéycoplasma gallisepticum en pollos
de engorde en la Comunidad Valenciana basado eligaricia
de negocio. Para obtener los datos serolégicorazaron 7363
muestras de granjas de pollos de engorde de m&6 dés de
edad durante dos afios (3813 y 3550 muestras eny2Q090,
respectivamente, de 189 y 193 granjas de pollosng®rde en
2009 y 2010, respectivamente). Los datos fueroresemtados en
un mapa de la Comunidad Valenciana, incluyendaftamacion
geografica de la localizaciéon de la granja parailitac el
seguimiento de la enfermedad. En cuanto a loositoledios de
ELISA, s6lo una comarca presento valores superai®30 en el
periodo de 2009, lo que indica un contacto prewin MG en
manadas de pollos de engorde. El resto de regrum@sostraron
la presion de la infeccidn, lo que indica una sexe@lencia baja
para MG. Ademas, los datos de este estudio preseama
novedosa herramienta de mapeo para monitoreamicié la

respuesta seroldgica, incluyendo informacion gdumgta

143



Introduccién

Mycoplasma gallisepticum (MG) es una bacteria causante
de una enfermedad en aves incluida en la Orgadizadundial
de Sanidad Animal (OIE) y la lista de enfermedad@ssmisibles
en Espaia (Orden ARM / 831/2009).

MG pertenece al géneMycoplasma de la claséMollicutes,
ordenMycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae (David, 2008).
Es particularmente importante en pollos y pavos c@ausa de
enfermedades respiratorias y de la disminuciéragedducciéon de
carne y huevos (Bradbust al., 2001; Pillaiet al., 2003). En las
aves, la infeccion se transmite verticalmente @ésale los huevos
infectados y horizontalmente a través del contactive las aves,
por aspiracion de polvo contaminado, agua potabtensilios
contaminados y a través de intermediarios comomldne (Marois
et al.,, 2002). El periodo de incubacion en condiciones
experimentales puede variar de 6 a 21 dias, peneriemente es
muy dificil determinar el momento preciso de laeodion en
condiciones naturales; las aves infectadas puestesisgitomaticas
durante varios dias o meses antes de experimehtastes
(Dingfelderet al., 1991). Los signos clinicos de MG en aves varian
de infeccién subclinica a los sintomas respirasoabvios, como
los estornudos, conjuntivitis y tos (Pillei al., 2003). También
puede ser caracteristica la sinusitis unilateral bitateral,
particularmente en pavos y aves de caza, y puedgirogue los

senos infraorbitario estén tan hinchados que logpapés se
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cierren. La conjuntivitis con secrecion ocular dplena es también
una caracteristica comun en pavos y aves de cazageyges en los
pollos. A menudo los pavos se manchan las plumakdealas

como resultado de los intentos para eliminar etlago de los ojos.
La gravedad de la enfermedad esté fuertementeeirdiada por el

grado de infeccion secundaria con virus tales ctavenfermedad
de Newcastle y la bronquitis infecciosa, y bacteiales como
Escherichia coli (Fischeret al., 1997).

Una herramienta de diagnéstico util, sencilla yabapara
evaluar el contacto con las bacterias es la sdémlog

Por otra parte, la elaboracion de un mapa serojeresia
permite el monitoreo de la presencia, distribugtéevolucion de
las enfermedades de los animales a través del digngb espacio.
La ubicacion de la explotacion es de interés dehitioposibilidad
de contagio de M@ otras explotaciones cercanas.

Asi, el desarrollo de estos mapas a intervalosoifspes de
tiempo puede revelar el comportamiento de estosepas, que
estan vinculados a otros factores de riesgo, cdmmeimiento de
las aves, la evolucion del clima y otros factorasd@gicos.

El conocimiento de estos parametros epidemiolégicos
puede ayudar a controlar la enfermedad y por ltwtaminimizar
Su incidencia.

En Europa, la OIE proporciona "mapas de distribuaié
enfermedades”, incluyendo MG, por paises y por odes
mensuales o0 semestrales. Sin embargo, esta hantans@nitaria

no incluye otros factores importantes como queflarinacion sea
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en tiempo real, datos sobre el tipo de produccigifcota e
informacion sobre unidades geograficas menores delapais
(comunidades, provincias o comarcas). Actualmemteexristen
herramientas de mapeo similares disponibles inollyeestas
caracteristicas mencionadas para el control de MGatlos de
engorde en Espafa por los servicios técnicos nerers.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un Mapa
Dinamico de Seroprevalencia para MG en pollos dpmele de la
Comunidad Valenciana que fuera una herramienta paib el
control de su incidencia por los servicios técnigeterinarios, y
gue constituye una fuente de informacion adiciopata su

prevencion.

Materiales y métodos

El estudio se llevo a cabo en granjas de pollogacanados
frente a MG en la Comunidad Valenciana.

En primer lugar, describiremos la herramientaafevsire,

y a continuacion, definiremos las pruebas sero&sgiasociadas
realizadas.

La herramienta de software empleada figura detaléadel
capitulo primero, y aqui Unicamente fue optimizadara
alimentarse con la informacion de MG de xCheck.

Los datos fueron categorizados en diferentes areas,
identificadas por colores, donde los valores da @aha se podrian

obtener haciendo clic sobre ella.
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En el periodo de dos afios que abarca el presdnthese
analizaron un total de 7363 muestras. Fueron ausEs 3813
muestras de 189 granjas de pollos en 2009 y 35%3tmas de 193
granjas en 2010. Estas muestras se obtuvieroniohalas de mas
de 30 dias de edad, con 15 sueros tomados pontatkda o lote.
La venopuncion se realiz6 con una aguja o bistarilae vena
braquial y la sangre se recogié en un tubo dewide 5 ml (un
tubo por animal) para obtener aproximadamente 8eminuestra.
Los tubos se mantuvieron en posicion horizontakraperatura
ambiente hasta la formacién del coagulo y postmeote se
refrigeraron hasta su llegada al laboratorio. Urex \en el
laboratorio, las muestras se registraron utilizar@BALIMS
(Nobel Biocare AB, Gothenburg, Suecia), un progrdrasado en
ORACLE. A cada lote de 15 sueros se le asigné unend de
registro para mantener la trazabilidad durante teldproceso de
analisis y evaluacion de los resultados. Las ma®stse
centrifugaron a 2500 revoluciones por minuto (rphmante 5 min.
Los glébulos rojos se depositaron en el fondo wab ty el suero en
la parte superior. Se recogieron 250 pl de cadastrauee suero
aproximadamente en placas de 96 pocillos, que ruero
identificados con su numero de registro corresporidi
Para el analisis, se utilizd FlockChek (Idexx Lattories Inc.,
Westbrook, EE.UU.), un ensayo de inmunoabsorciéeri#ido para
detectar anticuerpos frente a MG. Los titulos $eutaron como se
describe por el fabricante. El esquema de trabidjpado para MG

fue el mismo que para IA.
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Resultados

La monitorizacion del estado sanitario de las esgiones
de engorde es una herramienta para el control teneedades

utilizada por los servicios técnicos veterinarios.

En este estudio, se disefid e implementé un mapa

seroprevalencia para Mén pollos de engorde de la Comunidad

Valenciana para evaluar la situacion de la enfeameen este
territorio. Se empled una aplicacion informaticaapal andlisis
dinamico y geogréfico OLAP, con cubos multidimensies que
contienen informacién sanitaria, integrando los ultagdos
cuantitativos (titulos de MG) en las granjas deoetg en la
Comunidad Valenciana. Con la herramienta de so#iwae
obtuvieron mapas de seroprevalencia de MG en lasjag de

engorde en la Comunidad Valenciana durante el 888 £ 2010

(figuras 26 y 27, en las que se representa los titulos mas bajos e

verde, los mas altos en rojo y los valores inteiosedn amarillo,
agrupados por comarcas, como unidad geografica.
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Figura 26. Mapa de seroprevalencia de MG broilers de la
Comunidad Valenciana en 2009.
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Figura 27. Mapa de seroprevalencia de MG broilers de la
Comunidad Valenciana en 2010.
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El resultado de una muestra se evalla por la éelage
muestra (del inglésample, S) a positivo (P) (relacion S/P):

S/p= Absorbanch mediamuestra- Absorbanca mediacontrolnegativo
Absorbanca mediacontrolpositivo- Absorbanca mediacontrolnegativo

Esta codificacibn de colores dependi6 de los valore

obtenidos en el periodo analizado. Asi, las respsdente a MG
para este periodo en las diferentes regiones dgeagr&e pudieron
comparar, delimitando las posibles presiones deeandn. El valor
absoluto de la respuesta humoral fue igualmentsiderado para
la interpretacion correcta de los colores.

Los titulos mayores de 500 se consideraron indgiasitde
contacto con MG. Como los pollos de engorde erdesto fueron
vacunados frente a MG, los resultados de 2009 anoiic mayor
presién de la infeccion en las granjas de la comale "Los
Serranos". Las granjas de esta comarca probablensshivieron
previamente en contacto con MG, tal como indicaesultado
promedio de 605, si bien no se reportaron sintoreas2010,
ninguna de las comarcas estudiadas presenté assilpgomedio
indicativo de infeccidn. En general, se detect® lo@jel de presion
de infeccion de MG en las granjas de engorde epredente
estudio.

La edad promedio de los animales muestreados en
estudio fue 41,73 dias, con una DE de 7.29, en 2G0Ddias con
una DE de 7.79, en 2010.
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La tabla 17 muestra las comarcas de la Comunidad
Valenciana con el numero de muestras, titulo mddicMG vy el

numero de explotaciones.
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Tabla 17. Comarcas de la Comunidad Valenciana, numero de
muestras, titulo medio y nimero de explotacionaglexas.

NUumero de _ ) Ndmero de
Titulo medio ]
Comarca muestras explotaciones

2009 2010 2009 2010 2009 2010

Alcalatén 75 72 205 79 4 4
Alto Maestrazgo 196 166 111 114 11 11
Alto Palancia 15 86 1

Bajo Maestrazgo 582 588 195 193 34 34
Bajo Segura 15 15 282 328 1 1
Campo de Turia 44 31 226 112 2 1
Canal de

Navarrés 16 46 43 450 1 2
Condado de

Cocentaina 200 126 116 40 11 9
Costera 30 15 136 110 1 1
Hoya de Alcoy 15 113 1
Hoya de Bufiol 35 42 313 77 2 3
Huerta Sur 16 16 90 139 1 1
Los Serranos 167 105 605 117 8 6
Marina Alta 11 40 246 40 1 3
Plana Alta 669 684 179 105 41 43
Plana Baja 60 75 135 275 3 4
Puertos de

Morella & 87 3

Ribera Alta 153 119 172 72 7 6
Safor 409 294 187 168 22 20
Utiel - Requena 576 665 176 118 9 15
Valle de Albaida 469 436 237 178 26 28
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Discusion y conclusiones

El uso de los SIG es importante para determinafalcisres
de riesgo. La literatura refleja el uso de la téogia SIG en la
prevencion de las enfermedades aviares como |& gmar en
varios paises como ltalia y China (Changl., 2007; Ehlerst al.,
2003; Mannelliet al., 2006). Sin embargo, hasta ahora, no estaban
disponibles herramientas informéaticas en tiempbaglcadas para
mejorar la vigilancia de la enfermedad ocasionada MG en
pollos de engorde de la Comunidad Valenciana.

Los enfoques mas eficaces para controlar la pespéig de
MG incluyen estrictas medidas de bioseguridad, igilancia
continua y la erradicacion de los lotes infectadba. rapida
expansion de la industria avicola en todo el muedoareas
geograficas restringidas y graves pérdidas ecora@uebido a los
brotes de MG (Gharaibeh-Hailat, 2011) llevan a esnpgntar
nuevas herramientas de monitoreo.

A tenor de los resultados de este estudio, la gmmedé la
infeccion de MG en pollos de engorde fue baja, plotdmente, por
las buenas practicas de bioseguridad y por ecestrontrol de los
reproductores. En contraste, estudios previos es de traspatio
de una region de Argentina mostraron una alta peeea de MG
(Xavier et al., 2011) y también en los pollos de engorde de Egipto
(Osmaret al., 2009).

En el presente estudio, los animales fueron seleadbs

con mas de 30 dias para evitar la deteccion deamdisuerpos
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maternos en la prueba de ELISA, aunque un estediente indica
gue los titulos de anticuerpos maternos no se tdetéas 10 dias
de edad para MG (Gharaibeh-Mahmoud, 2013), con vida
media de 4,9 dias y un CV de 13,4%.

Este mapa de seroprevalencia de MG basado ergerneh
de negocio aplicado en pollos de engorde de la @Gaad
Valenciana podria ser una herramienta eficaz garangrol de esta

enfermedad, que puede ayudar a los servicios EnEterinarios.

155



156



3.4 CAPITULO CUARTO:

CONTROL SEROLOGICO DE LA
RESPUESTA A LA VACUNACION IN OVO
MEDIANTE VACUNAS POR
INMUNOCOMPLEJOS FRENTE A IBD EN
BROILERS.
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3.4. Capitulo cuarto: Control serolégico de la respuesta a la
vacunaciéonin ovo mediante vacunas por inmunocomplejos

frente a IBD erbroilers.

Resumen

La industria avicola necesita conocer de formaisidtica y
constante el estado de inmunizacion de lotes despbknte a la
Enfermedad de Gumboro (IBD), especialmente cuamdatifiza
una sola vacunacidn ovo.

El objetivo de este estudio fue controlar y repnéar en un
mapa dinamico la respuesta seroldgica despuésalgacunacion
Gnica in ovo frente a IBD, utilizando una vacuna de
inmunocomplejos en pollos.

Se analizaron un total de 7576 muestras de sue@8e
lotes de pollos criados 354 granjas esparfiolas tutemperiodo de
un afo (2012). Se tomaron 10 6 15 muestras de slieapar de
lotes de pollos de engorde con edad mayor de 3§, disse
analizaron serolégicamente utilizando un ELISA disple
comercialmente.

La serologia mostré titulos de anticuerpos entré049
14000 en el 95,7% de los lotes, lo que indic6 ummaunizacion
adecuada. La edad media de los pollos de engoedéefd3 dias y
el titulo medio fue 6846 con un coeficiente de aidn del 28,3%.
Se representaron los datos en un mapa de Espafiaaugd la
informacion geografica de la ubicacion de la graggea facilitar el

seguimiento. No se reportaron clinicos de IBD em lotes
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estudiados.

Los datos de este estudio mostraron una inmuedizaci
adecuada frente a IBD en lotes de pollos después ecunacion
in ovo Unica con una vacuna basada en inmunocomplejosay
novedosa herramienta para facil monitoreo de Ilgpuesta

seroldgica incluyendo informacién geograéfica.

Introduccion

La Bursitis Infecciosa o Enfermedad de Gumboro (IBB
una infeccion viral aguda y altamente contagiosdadeaves que
tiene como objetivo primario el tejido linfoide, rcoespecial
predileccion por la bolsa de Fabricio (bolsa clbaca afecta
especialmente a los pollos. Los primeros casodserearon en el
area de Gumboro (Delaware, EE.UU.), y por esto 866 1se
denomid como la enfermedad de Gumboro (Van den Beab,
2000).

El virus de la bursitis infecciosa (IBDV) perteneaela
familia Birnaviridae y al género Avibirnavirus (Dobas al., 1979;
Muller et al., 1979). IBDV es muy estable y resiste al tratauae
con gran cantidad de desinfectantes (Beetah., 1967b; Shiraet
al., 1994). La robusta naturaleza de este virus aglarias razones
para su supervivencia en las explotaciones avidolelsiso cuando
se siguen los procedimientos de limpieza y desindec
rigurosamente (Eterradossi y Saif, 2008). IBDV eg/rrontagioso.
Las explotaciones permanecen contaminadas duranfigeriodo
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prolongado después de la despoblacién y el agadimantacion, y
sobre todo las heces son fuente de infeccion dukemias semanas
(Bentonet al., 1967a; Zhaat al., 2013). El escarabajo de la cama
(Alphitobius diaperinus) puede actuar como reservorio de IBDV
(Skeeleset al., 1979). Ademas, el IBDV ha sido aislado de
mosquitos Aedes vexans) (Howie y Thorsen, 1981).

Con el fin de prevenir la IBD en pollos de engortie,
industria puede utilizar tres tipos de vacunas:umas vivas
atenuadas aplicadas en el agua potable, y dos asaque pueden
ser aplicadas via subcutanean ovo vacunas basadas en vectores y
vacunas por inmunocomplejos

La serologia es una herramienta de diagnosticecésm,
sensible y de bajo coste para controlar la coriaeatanizacion con
vacunas. Ademas, la informacion geografica de leagibn de la
granja es util para observar la respuesta ser@d@glas vacunas en
estudios a gran escala, donde pueden confluir stigefactores
caracteristicos de una zona geografica (metereploginsidad de
explotaciones, diversas orientaciones productsias).

Por otra parte, la ubicacion de la explotacion @snterés
debido al potencial altamente contagioso de IBDV.

El objetivo de este trabajo fue evaluar y reprement
geograficamente la respuesta seroldégica de polsenporde
criados en Espafia y vacunados con wuna vacuna de
inmunocomplejos administrada en incubadaravo, utilizando un
kit de IBDV ELISA disponible en el mercado espaxifiy una

novedosa herramienta de mapeo sanitario.
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Material y métodos

El estudio se llevdo a cabo en las granjas de pal®s
engorde ubicadas en Espafia en lotes que recibiaonmacion con
una sola dosis de vacuna basada en inmunocomefsAC ®
Transmune), el dia 18 de incubacién. Se evaluGekpuesta
serolégica en pollos de engorde de mas de 35 dias.

Se tomaron 10 o 15 muestras de sangre por loteuacon
total de 7576 muestras de suero analizadas, a part603 lotes
criados en 354 granjas.

La venopuncion se realizé con una aguja o bistuth@ena
braquial y la sangre se recogié en un tubo deoidd 5 ml (un
tubo por animal) para obtener aproximadamente 8aninuestra.
Los tubos se mantuvieron en posicion horizontakraperatura
ambiente hasta la formacion del coagulo y posteeote se
refrigeraron hasta su llegada al laboratorio. Urex \en el
laboratorio, las muestras se registraron utilizar@BALIMS
(Nobel Biocare AB, Gothenburg, Suecia), un progrdrasado en
ORACLE. A cada lote de 15 sueros se le asigné uneno de
registro para mantener la trazabilidad durante teldproceso de
andlisis y evaluacion de los resultados. Las magstse
centrifugaron a 2500 revoluciones por minuto (rplmante 5 min.
Los globulos rojos se depositaron en el fondo b ty el suero en
la parte superior. Se recogieron 250 pl de cadastraude suero

aproximadamente en placas de 96 pocillos, que fiuero
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identificados con su numero de registro corresporidi
Para el analisis, se utilizO BioChek (BioChek Netms, ER
Reeuwijk, Holanda), que es un inmunoensayo para&ctt
anticuerpos frente la IBD en sueros. Se siguieasnristrucciones

del fabricante en cuanto al método de ensafygura 28).
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Tl

Kit ELISA Dilucién 1:25 de Dilucién 1:500 30+£2 minutos a
Biochek las muestras de las muestras 21,5:3,5°C

en la placa de
ELISA 1

30+£2 minutos a
21,5:3,5°C

Adicion del Lavado
conjugado

Adicion del 151 minutos a Adicion de la Lectura de
sustrato TMB 21,5:3,5°C solucion de A 405 nm
frenado

Figura 28. Preparacion de las muestras y el procedimient&ld&8A de Biochek.
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La herramienta de software empleada figura detaléadel
capitulo primero, y aqui Unicamente fue optimizadara

alimentarse con la informacion de Biochek.
Resultados
Se muestrearon animales con una edad media deag3 di

una DE de 5. El titulo medio y el coeficiente med® variacion

fueron 6846 y 28,3%, respectivamente.
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E
2
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1000

T T T T
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Edad (Dias)

Figura 29. Titulos de ELISA de pollos de engorde frente edad,
durante 2012.
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Estos resultados muestran una inmunizacion poygect
entre 35 y 51 dias de edad, con valores mediogudacion que
van desde 6331 a 7426. La media de CV fue del 2&B%ste
periodo, lo que indic6 una inmunizacion altamenéoume. La
ecuacion polinébmica de ajuste de titulo medio remtedad con
mejor valor de Rfue:

y=-0005 +0218%° - 6147%* + 84257%3 - 58946x2 +190(Bx +513(L

Donde vy es el titulo medio y x la edad de pollogdgorde en dia;
R? fue 0,7703.

En un mapa de Espafndig(ra 30), se representd
graficamente la seroprevalencia de anticuerpostdreh virus,
teniendo en cuenta la distribucion espacial eregbdo de un afio
(2012).
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0<Titulo medio<4000
- 4000<Titulo media<14000

- Titulo medio>14000

Figura 30. Mapa de seroprevalencia de IBD de pollos de ergeadunados ovo con dosis Unica in ovo
de vacuna frente a IBD basada en inmunocomplejoegones espafiolas durante 2012.
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En latabla 18 se detalla el coeficiente de variacién (CV), nimer
de muestras analizadas y titulo medio para cadagob.

Tabla 18. Pueblo o ciudad de Espafia, coeficiente de variacion

(CV), nimero de muestras y titulo medio.

Coeficiente  Numero

Pueblo o ciudad de variacion de THUI_O
(CV) muestras medio
Agolada 20,73 10 9373
Agramunt 18,52 30 8008
Agres 22,37 15 6949
Albalate del Arzobispo 19,92 40 8625
Albalatillo 34,56 20 5678
Albocasser 21,45 45 7648
Alcala de Xivert 41,02 15 6194
Alcala del Obispo 27,45 50 6693
Alcanar 15,58 43 628
Alcané 28,44 10 6817
Alcarras 39,69 10 4745
Alcaudete 24,45 30 8717
Alcolea de Cinca 36,33 40 5796
Alcublas 32,05 135 7278
Aldea (L) 14,41 15 6377
Aldover 45,48 80 7040
Aliaguilla 21,75 30 7914
Almacelles 26,66 60 7105
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Coeficiente  Numero ;

Pueblo o ciudad de variacion de TItUI_O
(CV) muestras medio

Almenar 30,56 10 6251
Almunia de San Juan 39,70 30 4973

Altorricon 119,65 10 831
Ames 32,07 25 9647
Amposta 26,97 15 5035
Andilla 39,98 15 7798
Andujar 19,93 40 10906
Anglesola 36,36 10 7666
Afiora 24,09 15 12746
Artesa de Lleida 30,85 30 4932
Artesa de Segre 33,62 120 5543
Badolatosa 75,61 68 2121
Baélls 22,60 30 7290
Baltar 23,00 15 6840
Banyeres del Penedes 17,13 30 5734
Barx 42,88 45 6797
Batea 17,45 15 6798
Beas 21,06 30 7230
Bedmar y Garciez 29,57 10 6306
Bellcaire d'Urgell 29,00 80 5201
Bellmunt d'Urgell 16,91 30 6543
Bellvis 20,88 60 6653
Bélmez de la Moraleda 22,17 10 9547
Belver de Cinca 27,69 35 7902
Benalla de las Villas 33,57 10 1568
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Coeficiente  Numero ;

Pueblo o ciudad de variacion de TItUI_O

(CV) muestras medio

Benavent de Segria 24,46 50 7612
Benicarld 37,58 30 5810
Benifallet 17,92 14 8266
Berbegal 27,36 20 6632
Bigues i Riells 22,70 10 8164
Biota 20,13 10 4417
Bujaraloz 59,20 25 4812
Cabacés 25,19 30 7415
Calaceite 32,68 50 7115
Camarasa 28,73 20 6338
Camarles 14,99 45 7537
Cambil 9,02 15 6558
Campillo de Arenas 86,67 10 2267
Camporrobles 21,82 60 7030
Candasnos 17,39 10 8257
Canet lo Roig 13,24 15 6210
Cartelle 21,47 80 6516
Casas de Garcimolina 16,51 30 10113
Castejon de Monegros 27,56 10 4450
Castelldans 35,32 30 4180
Castell6 de Farfanya 43,51 90 5810
Castilléjar 61,18 40 3457
Castro de Rei 27,53 45 7296
Cati 62,63 45 2926
Caudete de las Fuentes 14,79 15 6446
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Coeficiente  Numero

Pueblo o ciudad de variacion de TitUI_O

(CV) muestras medio

Cerda 12,54 15 7510
Chert/Xert 15,81 45 8992
Ciutadilla 28,90 30 6963
Coirés 31,54 10 5509
Corgo (O) 21,98 15 6424
Cortes de Baza 30,06 45 8485
Costur 41,52 30 3710
Coves de Vinroma (les) 11,48 30 8536
Cubells 44,78 30 4988
Deltebre 27,71 100 5364
Dodro 19,45 15 5216
Dos Torres 23,18 45 8773
Dozén 18,97 80 8637
Ejea de los Caballeros 20,37 10 7719
Estopifian del Castillo 26,24 50 7357
Estrada (A) 23,89 45 6847
Fabara 18,90 40 8077
Far d'Emporda (El) 21,59 10 7850
Figueroles 22,70 15 6443
Figueruelas 27,13 10 5860
Flix 36,81 20 5040
Forcarei 31,20 80 8194
Fraga 28,96 45 8349
Friol 25,38 110 6448
Fuente Obejuna 17,15 15 7461
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Coeficiente  Numero

Pueblo o ciudad de variacion de TitUI_O

(CV) muestras medio

Fuenterrobles 22,87 75 7978
Fuentespalda 20,62 35 6531
Galera (La) 85,46 15 3131
Godall 9,60 10 8569
Gorga 23,64 76 7473
Guadasequies 22,56 60 7153
Herbés 11,52 15 8050
Hontecillas 16,39 30 7744
Horta de Sant Joan 29,80 15 4512
Huelma 29,99 35 8183
Huesa 26,48 165 6497
Isona i Conca Della 40,26 30 3937
Iznalloz 30,87 50 6294
Jana (la) 23,95 85 7013
Lalin 24,93 100 6709
Landete 26,90 15 9569
Linyola 27,72 20 5317
Lleida 11,96 30 4925
Lliria 17,59 45 9144
Lloar (EI) 9,20 15 5847
Llutxent 21,51 15 8700
Loarre 22,24 50 6259
Lupifieén-Ortilla 31,92 50 6322
Maella 18,71 45 6908
Mallén 19,67 10 7128
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Coeficiente  Numero ;

Pueblo o ciudad de variacion de TItUI_O

(CV) muestras medio

Malpica de Bergantifios 21,98 25 11892
Martin de la Jara 22,38 50 6117
Mas de Barberans 11,14 15 6028
Mas de las Matas 16,06 25 7585
Masdenverge 35,54 15 3737
Mazaricos 27,32 35 5955
Meafio 26,88 30 6429
Meis 39,16 70 6959
Moia 14,29 45 6882
Monfero 21,99 40 7363
Monforte de Lemos 36,77 30 9110
Montejicar 55,39 10 2285
Montgai 8,23 10 8946
Montillana 53,07 10 1370
Montmajor 14,26 10 7830
Monzon 29,12 40 6585
Navas de San Juan 24,25 40 7580
Naves 32,50 10 8019
Neves (As) 30,45 70 7398
Noalejo 36,43 10 1469
Olite/Erriberri 22,28 20 6165
Ordis 27,97 10 9248
Osso de Cinca 41,15 15 5176
Palanques 8,46 15 6088
Palas de Rei 24,65 25 6892
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Coeficiente  Numero ;

Pueblo o ciudad de variacion de TItUI_O

(CV) muestras medio

Pedrola 16,09 10 8563
Pefnalba 45,34 10 5351
Pefarroya de Tastavins 11,06 15 7647
Perell6 (EI) 18,50 120 7119
Piera 24,43 10 8945
Pinet 18,14 105 8562
Pifior 17,61 40 10207
Portomarin 42,37 55 5550
Pozo Alcon 20,82 15 7147
Pozoblanco 24,72 15 8159
Puebla de la Reina 27,91 15 6782
Quatretonda 22,75 15 7032
Quesada 35,86 45 5772
Quintanar del Rey 44,51 45 5948
Rairiz de Veiga 30,20 35 6731
Rianxo 40,02 10 5719
Riudecanyes 12,60 15 6157
Robres 39,38 20 7315
Roda (La) 26,98 60 7455
Rodeiro 30,89 80 5613
Roquetes 31,60 140 5808
Rossell 38,52 95 5786
Sabiote 31,89 15 7585
Salzadella (la) 33,97 30 5979
San Mateo de Gallego 23,34 30 7562
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Coeficiente  Numero ;
Pueblo o ciudad de variacion de TItUI_O

(CV) muestras medio
Sant Mateu 15,70 40 7273
Santa Magdalena de Pulpis 13,04 25 6630
Sanxenxo 28,66 15 5320
Sarreaus 19,49 15 6236
Sastago 17,42 10 8004
Secuita (La) 24,67 10 6410
Selva del Camp (La) 18,24 40 4976
Sénia (La) 24,53 65 7982
Silleda 33,13 230 6145
Sisante 21,51 15 7403
Solsona 22,03 20 7848
Talavera 18,02 10 8019
Tamarite de Litera 36,41 10 6523
Tarazona de la Mancha 22,11 30 8019
Tarrega 44,96 10 6738
Tauste 22,43 30 6273
Tirig 26,13 30 8135
Titaguas 11,79 15 12570
Tivenys 15,90 20 8648
Toras 57,34 15 6416
Torre de Arcas 8,42 15 6450
Torre-serona 22,56 20 7103
Tortosa 27,44 20 6008
Traiguera 23,10 85 8289
Trigueros 16,41 15 9752
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Coeficiente  Numero

Pueblo o ciudad de variacion de TitUI_O
(CV) muestras medio
Tui 16,25 50 6939
Ubeda 28,93 190 6367
Ulldecona 20,14 75 7253
Valdepefias de Jaén 17,17 15 5960
Valga 124,54 15 551
Vall d'Alba 26,50 45 8149
Vall d'Uixé (la) 23,46 30 6769
Vallfogona de Balaguer 18,23 10 5936
Vedra 30,55 15 6623
Verin 25,35 30 6537
Vila-real 28,18 30 6681
Vilafamés 24,26 30 7721
Vilalba dels Arcs 22,95 30 6229
Vilanova d'Alcolea 24,85 10 6297
Vilavella (la) 21,61 60 8830
Vilches 31,23 15 9670
Villanueva de Huerva 41,56 10 4385
Villanueva del Rey 18,95 30 7418
Villardompardo 11,94 15 7487
Villargordo del Cabriel 14,86 15 6116
Villarta 102,27 30 2756
Vinaros 16,21 30 6161
Xerta 12,24 10 8324
Xinzo de Limia 42,98 130 6199
Zaidin 32,32 200 6520
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Coeficiente  Numero

) o Titulo
Pueblo o ciudad de variacion de )
medio
(CV) muestras
Zorita del Maestrazgo 16,60 60 6934
Zucaina 18,28 30 6947
TOTAL 8036

Para la interpretacion de los resultados se smuiéas
instrucciones del fabricante del kit ELISA. El ekiade una

muestra se evaluo por la relacién de muestra &ymsi

S/p= Absorbanca mediamuestra- Absorbanca mediacontrol negativo
Absorbancia mediacontrol positivo - Absorbanca mediacontrol negativo

En amarillo se representd las zonas con titulodioae
inferiores a 4000, lo que indicé una inmunizacidadecuada. Las
zonas verdes correspondieron a titulos entre 4004000, que
sugieren una adecuada inmunizacion de los pollenderde. Los
titulos superiores a 14000 correspondieron a lacearersion, y se
sefialaron en color rojo.

La mayoria de las areas estaban coloreadas en \@wglee
demuestré que, en general, se obtuvieron los situteedios
esperados tras la vacunacion, teniendo en cuerdaisancia de
signos clinicos reportados de IBD y los datos derfmetacion. Se
obtuvieron titulos menores de 4000 en las siguseptilaciones:
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Alcanar, Altorricon, Badolatosa, BenalUa de ladagil Campillo de
Arenas, Castilléjar, Cati, Costur, La Galera, Isof@onca Della,
Masdenvenge, Montejicar, Montillana, Noalejo, Valg¥illarta.
Por lo tanto, probablemente en los lotes criados estas
poblaciones no se vacundé correctamente en la saiacdbacion.

No se detectd seroconversion en este estudio.

Discusion y conclusiones

El manejo adecuado de la vacuna en la incubadmsa y
administracion eficiente a cada pollo de un dia lohaevo
embrionado es fundamental para obtener la inmuidizatel lote
eficiente y uniforme, sobre todo cuando se usasata dosis de
vacuna frente una enfermedad especifica.

Este monitoreo seroldgico de campo ayuddé a evdhlar
eficiencia y la calidad de la administracion de @o#a dosis de
vacuna de inmunocomplejasovo, en la incubadora.

El monitoreo de los titulos de anticuerpos, tenermh
cuenta la distribucion terrritorial y evolucion tpamal es una
manera util de evaluar la vacunacion frente IBDates de pollos
de engorde en estudios a gran escala.

En el presente estudio, se obtuvieron titulos diewsTpos
considerados como protectores frente a IBD, er@fi® 4/ 14000,
en el rango de 35 a 51 dias de edad en pollos gimd® lo que
indica que la vacunacidim ovo Unica utilizando una vacuna

complejo inmune IBD inmunizé a los animales frenBDV.
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Ademas, el coeficiente de variacion fue bajo (29,360que indicé
gue la vacunacion fue uniforme.

Por otro lado, la herramienta de mapeo desarrobadeste
trabajo permiti6 analizar facilmente los resultadies miles de
muestras, teniendo en cuenta los datos geograficos.

Los titulos de menos de 4000 podrian deberse aamejm
inadecuado en la aplicacion de la vacunacion, onoala calidad
de la vacuna. Hay estudios previos de seroprevalete IBD
(Mushi et al., 1999; Mawet al., 2008; Jenbreiet al., 2012) pero
ninguno considera los mapas de seroprevalenciaEtd8A y
broilers aplicando una unica dosis de vacuna de inmunoaspl
in ovo frente IBD.

El uso de herramientas informaticas similares lexido
significativamente en los Ultimos afios en el cdntte varias
enfermedades de los animales, incluyendo la leagub(Conteet
al., 2005; Dall'Acquat al., 2006; Savinet al., 2003; Calistret al.,
2007), las epidemias de camardon (Bagbtal.,, 200§ y otros
(Saviniet al., 2007). La bibliografia refleja el uso de la telogia
GIS en la prevencion de enfermedades de las awee ta gripe
aviar en varios paises como ltalia y China (Eh&trsl., 2003;
Mannelli et al., 2006; Changet al., 2007). Sin embargo, hasta
ahora, no se disponia de herramientas informaénatempo real
aplicadas para mejorar el control de la inmuniza¢&D en pollos
de engorde. Esta herramienta de mapeo podria adrarramienta
eficaz para los servicios veterinarios para coatrgl prevenir la
IBD.
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Los datos de este trabajo mostraron una herramata
mapeo novedosa que supone método valioso parareéfomem, en
estudios a gran escala, la respuesta seroldgiaavacunacion en
dosis unican ovo de pollos de engorde solo contra IBD utilizando
una vacuna basada en inmunocomplejos, incluyenfdomacion
geografica. Esta herramienta podria permitir complar respuesta
humoral en diferentes lugares geograficos duramteperiodo,
destacando las posibles diferencias de presita dgdccion y la
eficiencia y homogeneidad en la administracionadeacuna en la
incubadora. Este mapa de seroprevalencia, aplieagollos de
engorde y sobre la base de inteligencia de negduéosicas y
herramientas para transformar los datos en infadgnac
significativa y util para fines de andlisis de neige), podria ser
una herramienta eficaz para los servicios técnietarinarios para

controlar y prevenir enfermedades, como la IBD.
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3.5 CAPITULO QUINTO:

ESTUDIO MICROBIOLOGICO DE
PREVALENCIA DE SALMONELLA SPP. EN
POLLOS DE ENGORDE DE LA
COMUNIDAD VALENCIANA DESDE EL
ANO 2009 HASTA EL ANO 2013 USANDO
UNA HERRAMIENTA DE MAPEO
DINAMICO.
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3.5. Capitulo quinto: Estudio microbiolégico de prevalencia de

Salmonella spp. en pollos de engorde de la Comunidad
Valenciana desde el afio 2009 hasta el afio 2013lasam

herramienta de mapeo dinamico

Resumen

El objetivo de este estudio fue disefiar e implearenh
Mapa Dinamico de Prevalencia dealmonela spp. para el
monitoreo en pollos de engorde en la Comunidadn¢aedea. La
herramienta de mapeo desarrollada para este estodsistié en
tres fases principales: recopilacion de datos,isigalle datos y
representacion de datos. Se analizaron 15168 rasafdrdos pares
de calzas (cuatro calzas) tomadas de pollos dedmgdo largo de
cinco afios (2125, 2493, 2812, 3378 y 4360 muesra009,
2010, 2011, 2012 y 2013, provinientes de 420, 426, 437 y 423
granjas, respectivamente). Los datos fueron reptades en un
mapa de la Comunidad Valenciana, incluyendo larin&zion
geografica de la localizacion de la granja parailifac el
seguimiento. La prevalencia &lmonella spp fue 2,74% en el
periodo global de estudio. La prevalencia de lostip®s deS.
Enteritidis y/0oS. Typhimurium (incluyendo la cepa monofasi&a
Typhimurium) fue menor del 1%. Gracias a esta neeata, se
detectd una region del territorio estudiado quetmdss niveles
mas altos de prevalencia 8aimonella spp. a lo largo de los cinco

afos. Esto sugiere que los servicios técnicos inatérs deben
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centrarse en ella para reducir la futura prevatedeiSalmonella
spp., y demuestra la utilidad de esta herramieataapeo.

Introduccion

Salmonella ha sido reconocida como un importante
patdogeno zoonotico transmitido por los alimentosndgortancia
econdémica en los animales y en los seres humanagaéHy
Beloeil, 2014). En la Unién Europea (UE), mas d@®Dcasos
humanos se reportan cada afio (82568 casos notisicau 2013;
EFSA, 2015).

El seguimiento y control de las enfermedades tréitkam
por los alimentos, asi como los requisitos de higige los mismos
y los criterios de seguridad alimentaria estan lestps por la
legislacion de la UE. Se fijaron metas para la cetun de la
Salmonella en manadas de aves de corral (las gallinas
reproductoras y ponedoras, pollos de engorde, pgvosrdos. Las
restricciones también se impusieron en el comeateigproductos
procedentes de manadas infectadas. Desde 2009 staslog
miembros de la UE se han visto obligados a ponepréntica
programas nacionales de control 8d@monella en manadas de
pollos de engorde, de conformidad con el Reglam¢@te) N°
2160/2003 (Official Journal of the European Uni@@03). El
Reglamento exige que se tomen medidas eficacesppavanir,
detectar y controlar |I&lmonella en todas las fases pertinentes de

produccion, transformaciéon y distribucion, en pmaftr en la
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produccion primaria, con el fin de reducir la plenaia de
Salmonella y el riesgo para la salud publica. El objetivoimi&f/o
de la UE para pollos de engorde se define en elaRemto (CE)
N° 200/2012 (Commission Regulation, 2012), dondpoetentaje
maximo de manadas de pollos de engorde que contisiéado
positivas para los serovaré Enteritidis y/o S. Typhimurium
(incluyendo monofasic& Typhimurium) es del 1% (EFSA, 2015).
Los requisitos minimos de deteccidn en lotes depahcluyen el
muestreo de las manadas dentro de las tres semategsde que
las aves sean trasladadas al matadero, tomandenalsndos pares
de calzas (4 calzas) por lote.

La informacion de resultados de prevalencia virdailal
tiempo y el espacio podria integrarse con el fircidar un Mapa
Dinamico de Prevalencia (DPM), lo que permite caafr la
presencia, distribucién y evolucion de las enferaded animales a
lo largo del tiempo y el espacio. Hacer estos DRids cierta
frecuencia revelara el comportamiento de las erddatdes
animales, y podria ser mejorado mediante la adicdn
informacion de factores de riesgo tales como efeoriy el
movimiento de las aves, la evolucién de la clin@@ o de
medidas de bioseguridad. ElI conocimiento de estyangetros
epidemioldgicos por los servicios técnicos veterosa podria
ayudar a controlar la enfermedad y minimizar sudemcia. La
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) ofrébtapas de
Distribucion de Enfermedades”, incluyendo la saletosis (S.

Abortusovis), por paises y por periodo de seis smesmeses del
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afio. Sin embargo, esta herramienta sanitaria nee tfactores
seleccionables como informacion en tiempo r&lmonella en
aves de corral, tipo de produccion avicola y uredageograficas
menores (comunidades, provincias o comarcas). Acarde no
hay herramientas de mapeo similares disponibldsyiecdo estas
caracteristicas para los veterinarios para el cbadi Salmonella
en Espana.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un DBsfa
Salmonella en pollos de engorde de la Comunidad Valenciaga qu
fuera una herramienta util para el control de sidencia por los

servicios técnicos veterinarios.

Material y métodos

El estudio se llevé a cabo en granjas avicolasotdlespde
engorde de la Comunidad Valenciana.

La herramienta de software empleada figura detaléadel
capitulo primero, y aqui Unicamente fue optimizadara
alimentarse con la informacion de Oralims.

En el periodo de cinco afios que abarca el presshidio,
se analizaron un total de 15168 muestras. Fueralizadas 2125
muestras de 420 granjas de pollos en 2009; 2493trasede 416
granjas en 2010; 2812 muestras de 421 granjas &h; 3378
muestras de 437 granjas en 2012 y 4360 muesté@3dgranjas en
2013.

186



Las muestras consistieron en dos pares de calzaadie
lote, tomadas en las tres semanas antes del id&idraslado a
matadero. El area de muestreo se dividié en ddsrssciguales,
cada par de calzas cubrio el 50% de la nave. $2butin par de
calzas para la recoleccion de muestras de heceadansector con
al menos 100 pasos por cada par, asegurando genaeon de
todas las partes del sector. La prevalencia seuléalcomo el
porcentaje del numero de manadas positivas entrotal de
manadas sometidas a pruebas. Para la toma de ansestiilizd un
kit listo para usar de Sodibox (http://www.sodilmmm/) que
incluye dos pares de calzas humedecidas con unei@olde 0,8
por ciento de cloruro de sodio y 0,1 por ciento piptona,
cubrebotas de plastico, un par de guantes y ursa laE plastico
estéril para remitir la muestra. Se colocaron labrebotas de
plastico encima de las botas y sobre éstos, laasumedecidas..
Una vez finalizado el muestreo en cada sector, usiargn las
calzas con cuidado para evitar que se desprendieraaterial
adherido, se invirtieron las calzas para consergignerlo y se
colocaron en la bolsa estéril. Se cerré la bolsaeyetiquetd
convenientemente con el fin de ser enviada al &boo. Los dos
pares de calzas se agruparon y se consider6 coanmuestra por
cada lote.

La deteccion desalmonella consistié en la determinacion
de la presencia o ausencia de este microorganisnuma masa 0

volumen de producto. Actualmente, EI método deamignto e
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identificacion deSalmonella spp. es la norma ISO 6579:2002 y su
modificacion (Anexo D)figuras 31y 33.
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2 PARES DE CALZAS

225 mL AGUA PEPTONA

HOMOGENEIZAR

Figura 31.

Preparacién de las muestras de calzas.
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37£1°C  Q1mL 41.5£1°C I o —
Dilucién 1:10 18%+2 h 24/48%3 h -
agua de | — ——
peptona
Halo blanquecino
MSRV
Sembrar 5
colonias

caracteristicas
aisladas

API 20E
ISO 6579:2002

Amd.1:2007

Confirmacion seroldgica:
Antigeno O, Vio H

Figura 32.1SO 6579:2002/Amd. 1:2007 (calzas).
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La norma ISO 6579:2002 se aplica para alimentos de
consumo humano y alimentacion animal y el anexoeDesdta
misma norma a heces de animales y muestras medaaaibs en
la etapa de produccion primaria. Las muestras deaxase
analizaron mediante el anexo D, que utiliza comadimede
enriquecimiento selectivo el Rappaport-Vassiliadismisoélido
modificado (MSRV). EI método consta de cuatro etaqpacesivas:
prereenriquecimiento en medio liqguido no selectivo,
enriquecimiento en medio selectivo, siembra e ifieation y
confirmacion de identidad. En primer lugar, se ir€alel
preenriquecimiento no selectivo de las muestragiddis 1:10
incubando a 371 °C durante 18+2 horas. Para @efsadilucion
1:10 se afiadié 225 ml de agua de peptona a la raukstios pares
de calzas y se homogeneizé. Se transfirié 1Q0t8e la muestra
enriquecida, en tres gotas, a una placa de medjpdpart-
Vassiliadis semisdlido modificado (MSRV) (Difco, kidd,
Espafia) y se incubd a 41,5+1 °C durante 24+3 h8ida.placa era
negativa tras 24 horas, se incubd durante otra8 Pbtas. Las
placas positivas mostraron una zona en blancoygusbia que se
extiende desde el punto de inoculacién. La zondiause
caracteriza por un halo blanco con un borde clantengefinido. A
partir del cultivo obtenido, se sembraron los dedims solidos
selectivos: XLD (Xilosa-lisina-desoxicolato) (OxeidMadrid,
Espafia) y AESSalmonella Agar Plate (ASAP) (AES, Terrasa,
Espafa), que se incubaron a 37+1 °C durante 24#8sh&e

seleccionaron 5 colonias sospechosas, que searaliiven agar
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nutritivo (Scharlau, Madrid, Espafia) a 37+1 °C dtg®4+3 horas.
Las colonias tipicas d&lmonella que crecen en el agar XLD
tienen un centro negro y una zona ligeramente ppeaeste de color
rojizo debido al cambio de color del indicador. hasiantes de
Salmonella H,S negativas que crecen en XLD son rosas con un
centro rosa mas oscuro. L&lmonella lactosa positivas son
amarillas con o sin ennegrecimiento. Las colonigscds de
Salmonella que crecen en agar ASAP son color rosa-purpura.
Finalmente, la confirmacion bioquimica se realiad tira APl 20E
(Biomerieux, Madrid, Espafa). De acuerdo con lamaorlSO
6579:2002, tras la confirmacion bioquimica de l|aslomias
sospechosas de pertenecer al géSalmonella, hay que realizar la
confirmacion seroldgica y el serotipado con antbgesomaticos
(O), flagelares (H) y capsulares (Vi). Para el spaglo se utilizo el
esquema de Kauffmann-White-Le-Minor. La serotigifion se
realizo utilizando antisueroSalmonella, placa de vidrio, asas
estériles, placas de agar nutritivo y agar nuteiesgmisolido, que
estd compuesto por agua destilada, desoxicolatodie (Merck,
Cerdanyola del Vallés, Espafia), caldo de sojaotngt dextrosa,
extracto de levadura, extracto de carne y agar oBébifco,
Madrid, Espafia). A partir de colonias puras se @rqgior
aglutinacion en placa las diferentes antisuerosa B@scartar cepas
autoaglutinantes, se coloc6 sobre una placa dewnmha gota de
solucion salina al 0,85%, se disperso la colorti@star con un asa

estéril con el fin de obtener una suspension homem§ turbia, se
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agitdé suavemente durante 30-60 segundos y se dbsalove fondo
oscuro. No se detecaron cepas autoaglutinantesteestudio.

Resultados

Se muestrearon animales en las tres Ultimas senaates
de ir a matadero con una edad media de 36,45 dimar@a DE de
9,66 en 2009; 38,82 dias con una DE de 3.96 en; BBlR4 dias
con una DE de 9.55 en el 2011; con 29,25 dias @hdé>8.23 en
2012 y 29,30 dias con una DE de 7,05 en 2013. trarhénta de
software mostré el DPM d&ilmonella spp. en las granjas de
engorde en la Comunidad Valenciana durante los 2003, 2010,
2011, 2012 y 201Figuras 33, 34, 35, 3§ 37).
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Estos mapas muestran graficamente los resultados
cualitativos (presencia/ausencia), representando verde las
regiones que tenian todos los resultados de aasdeSalmonella
spp.. La intensidad del color verde esta directaeneslacionada
con el nimero de lotes muestreados. Cuando unanrggivo
resultados con presencia 8amonella spp. los colores utilizados
variaron de amarillo a naranja, de manera que eariln
representa los valores mas bajos y el naranja ks aitos. Esta
codificacion de colores es dependiente de los @alobtenidos en
el periodo analizado. Por lo tanto, los resultadessalmonella
pueden ser comparados en diferentes regiones dieagréan este
periodo.

La tabla 19 muestra manadas de pollos 2009-2013
analizadas en la Comunidad Valenciana y controlatifzando la
herramienta de mapeo dinamico (T: muestras totatedizadas;

%P: porcentaje de presenciassdbmonella spp.).
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Tabla 19. Lotes de pollos de engorde analizados usandortarhignta de mapeo dinamica desde 2009 a
2013.

2009 2010 2011 2012 2013

T % P T % P T % P T % P T % P

Alcalatén 96 1,04 113 4,88 125 160 154 0,00 176 1,70

Alto 145 3,45 193 941 211 427 234 128 310 1,94
Maestrazgo

Alto Mijares 39 0,00 66 4,71 85 0,00 96 0,00 132 0,00

Alto Palancia 47 0,00 71 4,49 89 0,00 119 0,00 156 1,28

Comarca

Bajo 432 6,48 471 5,48 518 483 592 794 78 7,13
Maestrazgo
Bajo Segura 3 0,00 5 0,00 7 0,00 4 0,00 5 20,00

Campo de 17 0,00 37 1,43 70 0,00 66 0,00 79 1,27
Turia
Canal de 22 4.55 27 0,00 38 2,63 33 0,00 35 0,00

Navarrés
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Comarca 2009 2010 2011 2012 2013
T % P T % P T % P T % P T % P
Condado de 61 1,64 60 1,33 76 1,32 67 0,00 74 0,00
Cocentaina
Costera 13 0,00 13 0,00 6 0,00 10 0,00 18 0,00
Hoya de 15 6,67 15 0,00 16 0,00 30 0,00 26 0,00
Alcoy
Hoya de 31 3,23 36 0,00 36 0,00 46 0,00 50 0,00
Buiiol
Huerta Norte 12 0,00 20 0,00
Huerta Sur 4 25,00 6 0,00 9 0,00 10 0,00 12 0,00
Los Serranos 138 2,17 159 3,51 172 058 221 090 312 0,64
Marina Alta 10 0,00 14 0,00 20 0,00 48 0,00 72 6,94
Plana Alta 271 1,48 310 3,98 331 1,21 390 1,03 439 1,59
Plana Baja 64 1,56 107 7,69 118 0,85 166 0,60 252 0,79
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2009 2010 2011 2012 2013
T %P T %P T %P T %P T %P

Comarca

Puertos de 83 1325 72 11,11 71 11,27 62 4,84 96 7,29

Morella

Ribera Alta 99 1,01 109 0,00 99 2,02 206 1,46 266,750
Safor 109 1,83 95 1,74 115 0,00 159 0,00 198 2,02
Utiel 209 0,96 317 0,80 381 1,05 407 0,00 537 0,93
Requena

Valle de 217 1,38 197 0,00 219 1,37 246 1,22 310 0,32
Albaida

Total 2125 3,11 2493 4,09 2512 2,17 3378 198360 2,39
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La regiébn con mayor nimero de resultados de preseec
Salmonella spp y mayor numero de muestreos fue el Bajo
Maestrazgo de forma constante en todos los af@stdeestudio.
Los resultados de este DPM sugieren que los sesvi@gcnicos
veterinarios deben centrar sus esfuerzos en cantelregion del
Bajo Maestrazo. Los lotes contaminados con lostipeo S
Enteritidis, S Typhimurium (incluyendo monofasicaS.
Typhimurium) fueron del 0,19% (4 lotes), 0,04% ¢ie), 0,39%
(11 lotes), 0,21% (7 lotes) y 0,23% (10 lotes) 662 2010, 2011,
2012 y 2013, respectivamente, siendo menor del 1%.

Discusion y conclusiones

Se espera que el consumo de carne de aves de sigaal
creciendo en los proximos afios, con Francia, ehdreinido, los
Paises Bajos, Alemania, Italia, Polonia y Espafmccprincipales
paises productores dentro de los (entonces) 2ddsstaiembros
de la Unidn Europea (ahora 28) (Soberahal., 2009). La ley
aplicable en el control d8almonella en la Union Europea es el
Reglamento (CE) n ° 2160/2003 (Official Journakloé European
Union, 2003). El numero de casos notificados dmsatlosis en
humanos en la UE disminuy6 en 2012, segun los odtidatos de
27 Estados miembros publicados en febrero de 201 lnforme
resumido de la Unién Europea sobre las tendendiasntes de las
zoonosis, los agentes zoonaticos y brotes de oagerentario en

2012, y esta disminucion es la continuacion de temaencia
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decreciente observada en los ultimos cinco afiosufene que la
reduccion observada en los casosSdenonella es principalmente
el resultado exitoso de los programas de contrdatieonella de
aves de corral. Sin embargo, Salmonella sigue siendo la causa
mas frecuentemente reportada de brotes de origeardario en la
UE (22,5% de los brotes totales). Desde 2008 a 2018imero
anual de brotes de Salmonella en la UE disminuyébhemente,
un 38,1% (de 1888 a 1168 brotes) (EFSA, 2015).reagncion de
la contaminacion pdgalmonella de los productos avicolas requiere
un conocimiento detallado de las principales fugasociadas a su
presencia en el sistema de produccion. Los factieesesgo mas
importantes de contaminacion g&aimonella en las explotaciones
al final del periodo de engorde son el estatusasami en cuanto
Salmonella, de la granja después de la limpieza y desinfacdé
los animales de un dia de vida y del pienso dedasederos Por lo
tanto, toda la cadena de produccion necesita gerotada para
erradicar las bacterias de la produccion primakar{n et al.,
2011).

El DPM desarrollado en nuestro trabajo puede ayadtar
una vision general de la distribucion geograficdadpresencia de
Salmonella y permite realizar comparaciones en la Comunidad
Valenciana, ya que se presentan en tiempo re&brerato sencillo
y accesible desde Internet.

El DPM se muestré como una herramienta muy podenosa

la epidemiologia descriptiva, ya que se recopilaioraaticamente
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los datos de ubicacion geografica y los resultatid$aboratorio,
como parte de la vigilancia de enfermedades.

En un brote desalmonella Typhimurium ocurrido en el
suroeste de Inglaterra, en abril-mayo de 2003|es® la cabo un
estudio de control de casos, junto con una invasitig del medio
ambiente y se analiz6 con un sistema de informageoygrafica
(SIG). El autor propuso que deben ser consideradésodos
alternativos en apoyo de la investigacion epidebgich
tradicional (Bocciaet al., 2004), como podria ser el DPM. Otros
estudios de prevalencia 8almonella en Espafia podrian mejorarse
por medio de los DPM, como el presentado por Vicklginar-
Jaime (Vico y Mainar-Jaime, 2012) en cerdos.

El uso de los SIG es importante para determinafalcsres
de riesgo (Aung y Chang, 2014; Bosona y GebresefbéB). La
bibliografia refleja el uso de la tecnologia SIGl&prevencion de
enfermedades de las aves como la gripe aviar @nsvpaises
como lItalia y China (Changt al., 2007; Ehlerset al., 2003;
Mannelliet al., 2006).

Sin embargo, hasta ahora, no se disponia de hemtasi
informaticas de mapeo en tiempo real implementpdss mejorar
la vigilancia deSalmonella en pollos de engorde en lotes de la
Comunidad Valenciana.

En conclusion, el seguimiento de la situacion saiaitde
las explotaciones de engorde es una herramiengagbaontrol de
enfermedades por los servicios técnicos veteripafitste DPM

paraSalmonella spp., aplicado en lotes de pollos de engorde de la
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Comunidad Valenciana, podria ser una herramieitazepara este

fin.
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3.6 CAPITULO SEXTO:

EVALUACION DE SALMONELLA SPP. EN
HECES, HISOPOS CLOACALES Y HUEVOS
(CASCARA DE HUEVO Y DE CONTENIDO

POR SEPARADO) DE UNA GRANJA DE
GALLINAS PONEDORAS.
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3.6. Capitulo sexto: Evaluacion deSalmonella spp. en heces,
hisopos cloacales y huevos (cascara de huevo prterado

por separado) de una granja de gallinas ponedoras.

Resumen

Los patdégenos microbianos del gén&amonella estan
entre las principales causas de las enfermedaalesniitidas por
los alimentos en el mundo. El presente estudioeabizd en una
granja de gallinas ponedoras, con resultado deepces de
Salmonella Enteritidis de acuerdo con las pruebas especdadr
el reglamento europeo 2160/2003. El objetivo de estudio fue
comparar la contaminacion pdalmonella en una granja de
gallinas ponedoras, con la presencieSdenonella en sus huevos.
Las cepas fueron aisladas por la norma ISO 65792 2Zthétodo
estandar para la deteccion &almonella spp en la normativa
europea para la alimentaciéon de los alimentos mealtacion
animal, heces animales y muestras ambientales etajza de
produccion primaria, incluyendo granjas avicolas) fueron
confirmadas comd. Enteritidis por el método de Kauffmann-
White-Le-Minor. Ademas, las cepas se compararon por
macrorrestriccion gendémica seguida de electroferesi gel de
campo pulsado. Cuatro tipos de muestras heces5@),=hisopos
cloacales (n = 150), cascara de huevo (n = 50) iptetior del

huevo (n = 50), se tomaron de cada una de lasuldésjan bateria
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seleccionadas al azar. Los resultados demostrawenlas heces
(92%) fueron las muestras con mas resultados dsemra,
seguido de cascaras de huevo (34%) e hisopos dedddo). No

se detectéSalmonella spp. en el contenido del huevo. Nuestros
resultados muestran que un resultado de preser®i&materitidis

en una granja de gallinas ponedoras de acuerdto @specificado
en el reglamento europeo 2160/2003 no implica &sencia del
patogeno en el contenido de los huevos. Ademadigestion del
DNA genomico con Xbal de las cepas SleEnteritidis aisladas a
partir de varias muestras resulté ser un mismapagor lo que

eran probablemente de un mismo origen.

Introduccién

Salmonella ha sido reconocida como un importante
patdogeno zoonodtico de importancia econdmica eratosiales y
los seres humanos. El gén&aimonella se divide actualmente en
tres especiesS enterica y S Bongori. S enterica se divide en seis
subespecies y muchas Salmonellas pertenecen ddspacieS
enterica subsp. enterica. Existen mas de 2500 serotipos de
Salmonella zoonotica y la prevalencia de los serovares difese
cambia con en el tiempo. En general en la Uniénojiea, S
enterica serovar EnteritidisSalmonella Enteritidis) yS. enterica
serovar TyphimuriumSalmonella Typhimurium) son los serotipos
mas frecuentemente asociados con la enfermedadnlaunhas

casos humanos d& Enteritidis son mas cominmente asociados
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con el consumo de huevos y ovoproductos contaminésiy9%),
mientras que los casos d&€ Typhimurium son los mas
frecuentemente asociados con el consumo de carneeu®
contaminado y productos derivados (46,7%).Enteritidis y S
Typhimurium representaron el 39,5% y el 20,2% dtlltde casos
confirmados de salmonelosis humana en Europa, csg@ente
(EFSA, 2015).

El propdsito de reglamento europeo 2160/2003 entjaar
gue se adopten medidas apropiadas y eficaces pheatal y
controlar laSalmonella y otros agentes zoondticos en todas las
fases pertinentes de produccién, transformaciorstyilelicion, en
particular a nivel de produccion primaria, inclusdos piensos, con
el fin de disminuir su prevalencia y el riesgo qugonen para la
salud publica. Actualmente, las pruebas se lleveaiba de acuerdo
con la Norma Internacional ISO 6579:2002 para aito® y
alimentacion animal o con la ISO 6579:2002 anex@dba las
heces de animales y muestras ambientales en laa edap
produccion primaria. Una vez que las cepas soadsslpueden ser
serotipificadas segun el método de Kauffmann-Wh&evinor
(Patricket al., 2007). Ademas, con el fin de estudiar el origen
las cepas aisladas, puede llevarse a cabo la earacion genética
de las colonias para comparar las cepas aislagastia de un
mismo serovar.

El objetivo de este estudio fue comparar cualitatignte la
contaminacion pofalmonella en una granja de gallinas ponedoras

(con resultado de presencia 8e Enteritidis de acuerdo con la
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normativa europea 2160/2003), con la presenciSatieonella en

los huevos puestos por este mismo lote de gallinas.

Materiales y métodos

Se seleccion6 una granja de gallinas ponedoras, con
resultado de presenciaSalmonella de acuerdo con la normativa
europea 2160/2003. Habia ciento cincuenta mil rgadli
comerciales Lohmann Brown de 27 semanas de vidadal® en
cuatro naves. La nave estudiada albergaba 65000nagal
distribuidas en 12 gallinas por jaula en bateridadps a seis
alturas. Tanto en el muestreo oficial como en ®a@ntrol a las 24
semanas de edad arrojaron el resultado de prestmSshimonella
Enteritidis.

Durante la toma de muestras, la temperatura fug2d€
con iluminacion diaria de 16h. La superficie dgdala para cada
animal, centimetros del comedero e inclinacion sletlo eran
acordes a la legislacion vigente en materia deeltan animal
(Anexo 1l del RD 3/2002). Los animales fueron vesdms dos
veces contra la salmonelosis con vacunas vivas agua potable
(Salmonella Enteritidis, semanas 2 y 8) en la granja de recria
convencional.

Antes del sacrificio de las gallinas, 4 tipos deesitas,
incluyendo heces (n = 50), hisopos cloacales (B3),Icascaras de

huevo (n = 50) y el contenido de los huevos (n x 56 tomaron
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simultdneamente de cada una de 50 jaulas en batdeizcionadas
al azar.

En primer lugar, una muestra colectiva de al melis g
de heces (simulando autocontroles o controlesabdis) fue tomada
de la cinta de las heces usando un depresor lirgtadil y un par
de guantes para cada jaula para evitar la contamima&ruzada.
Cada muestra fue transportada al laboratorio einasco estéril de
500 ml figura 38).

Figura 38. Toma de muestra de heces.

En segundo lugar, un hisopo estéril se insertéaeridaca
de cada una de las gallinas seleccionadas, y lssgayird
lentamente para tomar la muestra de fluidos, pararsalizado de
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forma independiente. El hisopo se mantuvo en uo asgtéril que
contenia 10 ml de agua de peptona tamponada lzastarega al

laboratorio figura 39).

Figura 39. Toma de muestra de hisopos cloacales.
Por ultimo, por cada jaula, 6 huevos de gallinalddia

desde la fecha de puesta se recogieron de la aéntas huevos
(figura 40).
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Figura 40. Toma de muestra de huevos.

El contenido del huevo y la superficie externaldetvo se
analizaron de forma independiente. Se utiliz6 un ¢m guantes
diferentes para el muestreo de cada jaula. Todasmiaestras
fueron transportadas al laboratorio aproximadamelus horas
después de la recogida, almacenadas bajo refrigerac se
procesaron el dia del muestreo.

En el caso del interior de los huevos, el método de
aislamiento e identificacion consistié en un pregrecimiento no
selectivo seguido de un enriquecimiento selectvglamiento y la
identificacion bioquimica, de acuerdo con la nori8® 6579:
2002. Los hisopos cloacales, las heces y las nased& cascaras
de huevo se analizaron mediante una modificacioreda 1SO
(Anexo D), utilizando el semisdlido modificado deagpaport-
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Vassiliadis (MSRV) como medio de enriquecimientesivo. En

primer lugar, el preenriquecimiento en un medicealectivo de las
muestras se realizd a una dilucion 1:10 en agugoeaj#ona
tamponada. Esta dilucidon se incubd a 37 + 1 °Crderrd8 + 2

horas para todas las muestras. Esta dilucion $edeie forma
diferente de acuerdo a la muestra ensayada.

Para las heces, la muestra se homogeneiz0 y sepasag
de la mezcla y se afiadié a 225 ml de agua de peormponada vy,
finalmente, la muestra se homogeneiz6 de nueva R@opos
cloacales, se consider6 la dilucion 1:10 la mue=tra0 ml de agua
de peptona tamponada. Para cascaras de huevaysséer6 como
una muestra la superficie de los 6 huevos. Cadaogite 6 huevos
se mantuvieron en contacto durante 10 minutos Goml9de agua
de peptona tamponadigg(ra 41).
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HECES

PESADA 25 g 225 mL AGUA PEPTONA HOMOGENEIZAR

HISOPOS CLOACALES

HISOPO CLOACAL AGITAR

10 mL AGUA PEPTONA

Figura 41.

Preparacién de las muestras de heces, hisomrsatds y huevos.
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HUEVOS EXT.

90 ml AGUA PEPTONA CONTACTO CON HUEVOS

HUEVOS INT.

FLAMEAR CASCAR HUEVOS HOMOGENEIZAR

HOMOGENEIZAR 225 ml AGUA PEPTONA

Figura 41. Preparacion de las muestras de heces, hisommsatds y huevos (continuacion).
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A partir de estas muestras, 100 uL del caldo prgesecido
se inocul6é en MSRYV (Difco, Madrid, Espafia). El MSB&incubd
a 41,5 £ 1 °C durante 24 + 3 horas. Si una plaesanegativa
después de 24 horas, se incubd durante otras 2hardd. Las
placas positivas mostraron una zona en blancoydgusbia que se
extiende desde el punto de inoculacion. La zondiauise
caracteriza por un halo blanco con un borde clamgendefinido.
Dos medios selectivos sélidos, xilosa lisina desaaio agar
(XLD) (Oxoid, Madrid, Espafa) y xilosa lisina tei@i4 agar
(XLT4) (Oxoid, Madrid, Espafa), fueron inoculadameubadas a
37 £ 1 ° C, y luego se examinaron después de 24 horas.
Para el contenido de los huevos, las superficie® lugevos fueron
flameadas con etanol (cada huevo se sumergié anleh96% vy
luego flameado) para evitar la contaminacion crazéags huevos
flameados se cascaron y se recogio el contenido@ibolsa estéril
con el fin de homogeneizar. Se afadieron 225 mhgiea de
peptona tamponada a 25 g de contenido del huevodemeizado,
y finalmente se homogeneizaron de nuevo. En elesitgipaso, las
muestras del interior de los huevos se procesammmednera
diferente que las otras muestras. Asi, 100 pL d&oca
preenriquecido desde el contenido del huevo seftrigna un tubo
gue contenia 10 ml de medio de Rappaport-Vassliadn soya
(RVS) (Scharlau, Sentmenat, Espafa), y 1 ml a o tgue
contenia 10 ml de Muller-Kauffmann tetrationato ovobiocina
(MKTTn) caldo (Biomerieux, Madrid, Espafia). El cal®VS se
incub6é a41,5+1°Cyelcaldo MKTTn a 37 + 1 8i@ante 24 + 3
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horas. De los cultivos de RVS y caldos MKTTn, sacidaron dos
medios sdlidos selectivos. Estos medios solidos eilasa lisina
desoxicolato agar y xilosa lisina tergitol-4 aggre se incubaron a
37 + 1 °C durante 24 + 3 horas. Mas tarde, cindontas aisladas
como presuntivasSalmonella se sembraron desde los medios
selectivos a placas de agar nutriente (Scharlautptemat, Espafna)
y se incubaron a 37 £ 1 ° C durante 24 + 3 horas.URimo, la
confirmacion bioquimica d&lmonella spp. se realizé por API
20E (Biomerieux, Madrid, Espafa). En laguras 42 y 43 se
esquematiza el procedimiento de ensayo.
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41.5£1°C

243 h
| e—
37+1°C
Dilucion 1.10 Sembrar
ilucion 1: —
agua de
peptona 37£1°C
243 h
= XLD XLT4

37£1°C
24£3 h
Sembrar 5
colonias
caracteristicas
| aisladas . ®

<<

I Ausencia

37£1°C
Agar nutritivo

2443 h !
P
API 20E \

Figura 42.1SO 6579:2002 (contenido del huevo).

221



37+1eC 0.1 mL 41.5:1°C
Dilucién 1:10 18+2 h 24/48:3 h
agua de g —

peptona

MSRV

I Ausencia

Sembrar 5
colonias
caracteristicas
aisladas

<=

XLD XLT4

Agar nutritivo l 710G

S o[

7

Figura 43.1SO 6579:2002/Amd. 1:2007 (heces, hisopos cloagatéscara del huevo).
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La caracterizacion de las cepas consisti6 en la
determinacién de serotipo y analisis de materinétieo.

De acuerdo con la norma ISO 6579:2002, tras la
confirmacién bioquimica de las colonias sospechdsgsertenecer
al génerdsalmonella, hay que realizar el serotipado para antigenos
somaticos (O), flagelares (H), y capsulares (Villiaete la prueba
de aglutinacion en placa segun el esquema de Kanffriavhite-
Le-Minor (figura 44).
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[E—— —
Sembrar 3m=l1°C
182 h
Agar nutritivo Agar Agar
gelosa nutritivo
semisolido

Antisuero

I No aglutinacién _

Figura 44. Serotipaddalmonella spp
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Las cepas confirmadas confalmonella Enteritidis se
compararon mediante macrorrestriccion gendmica idagpor
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE),iagaa la
colaboracion de la Universidad Autonoma de Barceltuas cepas
seleccionadas fueron de heces (jaulas 4, 15 yi2dpds (jaulas 12
y 48) y cascaras de huevo (jaulas 16, 41y 44).

Cada cepa estudiada se cultivd en medio LB y dsspeaé
incubaron en atmosfera aerobia a 37 °C durante dt8sh Se
extrajo el ADN para los experimentos de PFGE w@diyo describe
Ribot et al. (2006). Se realizd la digestion total de ADN dan
enzima Xbal (Roche Diagnostics, Sant Cugat delégalEspana).
PFGE se realizo en el aparato CHEF DR 1l (BioRathdratories,
El Prat de Llobregat, Espafia). Se realiz6 un dsdles la similitud
de los perfiles obtenidos utilizando el paquete sidtware
Fingerprinting Il (BioRad Laboratories, ElI Prat ddobregat,
Espafia). Como control de estabilidad y reproduddw de la
técnica se utilizd una cepa &lmonella Enteritidis (LK5) de la
Universidad Autbnoma de Barcelona. Se compararsrbémdas
obtenidas de la digestion de las cepas con Xbalch®o
Diagnostics, Sant Cugat del Valles, Espafia) connmaw de
restriccion y PFGE. Las condiciones de electroferéa tincion de
geles, y la adquisicion de las imagenes digitadeealizO como se
describié anteriormente por Shahadtaal. (2007). El andlisis e
interpretacion de imagenes TIFF de PFGE se llewéba como se
ha explicado anteriormente (Shahagtaal., 2007) f{igura 45).
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Siembra por 37°C
agotamiento 18 horas

) )

/[
ﬁ |

Figura 45. Macrorrestriccion (PFGE).
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Analisis estadistico:Los datos sobre la deteccion de
Salmonella spp. en cada muestra (heces, hisopos, el contdeido
huevo y cascaras de huevo) fueron sometidos aukbarde Chi-
cuadrado con software Statgraphics Plus 5.1 (Matiagj Inc,
Dallas, EEUU).

Resultados

La tabla 20 muestra los resultados de deteccion de
Salmonella spp. en los cuatro tipos diferentes de muestras
estudiadas. Se encontraron diferencias signifiaatp <0,05) de

positividada Salmonella spp. entre las muestras.

Tabla 20. Deteccién deSalmonella spp. en diferentes tipos de
muestras (media en % de positividadsdemonella spp.)

Muestra N Positividad Err(?r
(%) estandar
Heces 50 920 3,9
Hisopos cloacales 150 4.0 2,8
Céscara 50 34°0 6,8
Contenido huevos 50 g,0 0,0

b ¢\Media en la misma columna con diferentes super@sdson

significativamente diferentes por el test de Chadrado (p <0,05).

Las heces (92%) fueron la muestra con mas resutlado

presencia, seguido de cascaras de huevo (34%p@okisloacales
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(4%), mientras que no encontramos ningBalaonella spp. en el
contenido del huevddbla 21y figura 46).

Tabla 21. Resultados de los cultivos en las diferentes nesric
estudiadas.

HISOPO HISOPO HISOPO HUEVOS HUEVOS
2 3 INTERIOR  EXTERIOR

JAULA HECES

Jaulal + - - - - +
Jaula 2 +
Jaula 3 +
Jaula 4 +
Jaula 5 +
Jaula 6 +

Jaula 7 +

+

Jaula 8
Jaula 9
Jaula 10
Jaula 11
Jaula 12
Jaula 13
Jaula 14
Jaula 15
Jaula 16
Jaula 17
Jaula 18
Jaula 19
Jaula 20
Jaula 21
Jaula 22
Jaula 23
Jaula 24
Jaula 25
Jaula 26
Jaula 27
Jaula 28

o+ o+ o+ o+ o+ A+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + o+ 4+
.
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JAULA

HECES

HISOPO HISOPO HISOPO

2

3

HUEVOS
INTERIOR

HUEVOS
EXTERIOR

Jaula 29
Jaula 30
Jaula 31
Jaula 32
Jaula 33
Jaula 34
Jaula 35
Jaula 36
Jaula 37
Jaula 38
Jaula 39
Jaula 40
Jaula 41
Jaula 42
Jaula 43
Jaula 44
Jaula 45
Jaula 46
Jaula 47
Jaula 48
Jaula 49
Jaula 50

+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
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HECES

M Ausencia

M Presencia

HISOPOS CLOACALES

1,3%

M Ausencia

M Presencia

Figura 46. Resultados deSalmonella spp. en las diferentes
matrices estudiadas.
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HUEVOS INTERIOR

0%

M Ausencia

M Presencia

HUEVOS EXTERIOR

M Ausencia

M Presencia

Figura 46. Resultados deSalmonella spp. en las diferentes

matrices estudiadas.

La digestion del ADN gendémico aislado deSamonella
Enteritidis utilizando la enzima Xbal seguido p&GE permitio la

demostracion de perfiles idénticoig(ra 47). Estos resultados
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confirman que el ADN gendmico digerido con Xbal aipas de
Salmonella Enteritidis aisladas a partir de varias muestradaen
granja de gallinas ponedoras resultd ser un paindco figura
47). Segun Ribotet al. (2006), la técnica de PFGE se ha
establecido como el "estandar de oro" en la tigdfien de bacterias

patdgenas transmitidas por los alimentos.

Lane: M 1 2 3 4 56 7 8 9 M

*"EEEFETETT

prRteeiey, -

. — 436.5
. — 388

- p L o8 & — 3395
AEEiEsE

- ” S o- — 242,5
1 212 - B — 194

— 145,5

- - : * - —
» — 97

-4 v 0 ' — 48,5
- B i
“ - —23.1

Figura 47.Patrones de electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE) por digestion del DN gendmica de cepaSatieonella
Enteritidis obtenidas de varias muestras en ungacke gallinas

ponedoras. Carriles 1-3, Enteritidis de hisopos cloacales; carriles
3-5,S Enteritidis de la cascara de huevo; carriles 8-8nteritidis
de heces; carril 9 € Enteritidis (LK5); M, marcador de PFGE.
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Discusion y conclusiones

El tamafo del lote, la jaula y el muestreo son rabgu
factores a considerar en la contaminacionSatmonella.

Cuanto mayor es el tamafio del lote, mayor es ekengite
aves susceptibles (Mollenhoret al., 2005). Por otra parte, las
explotaciones de gran tamafio son las que suelenvarias naves
gue estan vinculadas a las plantas de clasificgmdmedio de un
transportador de huevos (Nametal., 2008).

En cuanto a al alojamiento de las gallinas y el
procedimiento de toma de muestras, Garlgeral. (2003)
encontraron que la cria de pollitos en suelo earlag en jaulas
aumentaba el riesgo de infeccién, mientras que Kamtaal.
(2009) informaron de que el alojamiento en pisodagegallinas
ponedoras parecia tener un efecto protector. Ségiamconyet al.
(2001), la jaulas de aves de corral son dificiles lichpiar y
desinfectar. La contaminacién p8almonella se ha demostrado
gue es mas persistente en lotes sucesivos aloggadiasllas que en
suelo debido a la baja calidad de la limpieza yinfescion de
granjas de jaulas (Davies y Breslin, 2003) o enalosdedores de
los locales (Davies y Wray, 1996).

Huneau-Salalinet al. (2009) reflej6 que las heces son un
método de muestreo menos sensible para la deteate&n
Salmonella que las muestras de polvo o hisopos, como de&cribi
previamente Skoet al. (1999b) y Buhet al. (2007) en granjas de
pollos de engorde en suelo. La resistencia rela®/@almonela a
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la desecacion podria explicar la mayor probabilidadgiislamiento

de Salmonella a partir de muestras de polvo que en muestras de
mezcla de heces. En las heces, la flora compepavece jugar un
papel importante (Davies y Wray, 1996).

Probablemente el mayor riesgo de contaminacionasn |
aves en jaula se debe a una falta de limpiezaipfdesion de las
naves de las aves de corral. El mayor riesgo deagonacion en
las aves de jaula se ha reportado en varios paisepeos, como
Bélgica (Namateet al., 2008), Dinamarca (Skoet al., 1999a),
Francia (Chemalt al., 2009), Alemania (Methner, 2006), entre
otros.

En la cloaca de la gallina, la presenciaSdbmonella fue
menor que en las heces y cascaras de huevo. Seréanenos
Salmonella a partir de hisopos cloacales probablemente dedbido
gue laSalmonella aislada de heces y cascaras de huevo proviene de
naves que no han sido limpiadas y desinfectadasatamente. El-
Tras et al. (2010) informé que la cloaca es un lugar impdgan
implicado en la infeccion del huevo. Thongsl. (2009) inoculé
Salmonella Enteritidis en gallinas, y estimoé en siete diaseshpo
medio entre la colonizacibn de una gallina "primary la
colonizacion de las gallinas expuestas. Una nav&0@60 gallinas
alcanzaria un nivel maximo de colonizacion de 92%tm de los
80 dias después de la colonizacion de la primetinagaSin
embargo, Van Hoorebeket al. (2009) analizaron muestras
cloacales y contenido fecal y observaron que elstnee fecal

subestima la prevalencia real 8g@monella en gallinas ponedoras
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en base a los resultados del programa oficial dglawcia.
Okamuraet al. (2001) sugirié qu&almonella Enteritidis tiene una
ventaja especifica sobre los otros serotiposaiionella por su
capacidad para colonizar los tejidos vaginales aléings. Esta
mayor afinidad desalmonella Enteritidis a la vagina puede jugar
un papel significativo en la produccion de muchasevos
contaminados por este serotipo.

En cascaras de huevo, la presenciegsaleonella fue del
34% de las muestras estudiadas. El-Haal. (2010) observaron
gue el riesgo de contaminacion de la cascara delvdhies
altamente probable en gallinas ponedoras infectadas
Salmonella Enteritidis con porcentaje de mas del 30%. Segén D
Reu et al. (2006), la penetracion bacteriana de la cascaros
huevos se debe a varios factores, incluyendo ledeal especifica
y la conductancia. Jones y Curtis (2002), usandxvdsi enteros y
Salmonella Enteritidis sugirieron que la contaminacion bdatea
de las membranas de la cascara y el contenidougeohse logra
mas facilmente en huevos de gallinas mas viejasdgugallinas
mas jovenes.

En el contenido de los huevos, no se detectd el
microorganismo estudiado. La incidencia baja y egtioa de la
contaminacion de los huevos es probablemente debiddiecto
protector del complejo sistema de las barreras dmbrana del
huevo y a la presencia de componentes antibacbsri@m la
albimina. Se ha sugerido la penetracion de la @Aspar
Salmonella Enteritidis (Nascimentaet al., 1992; Schoengt al.,
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1995), y Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium o
Salmonella Heidelberg presente en las heces podria penetral e
interior de los huevos y crecer durante el almaoégrato.

En conclusion, la deteccion cualitativa del pat@gen altos
niveles de contaminacion (92%) en las heces dagalponedoras
no implicaba su presencia en el contenido del hudwas
resultados de este estudio podrian ayudarnos aagvalforma en
gue la infeccidn po&almonella en la etapa de produccién primaria
contribuye a la infeccion pagalmonella en los seres humanos,
frente a la incorrecta manipulacion doméstica devbs. De
acuerdo con estos resultados, seria mas utili  evalua
cuantitativamente la presencia 8gmonella spp. en heces en las
gallinas ponedoras (contando el nimero de bacteziasugar de
cualitativamente para establecer una correlaciéa mdn la

presencia del patdgeno en el contenido de los Isuevo
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3.7 CAPITULO SEPTIMO:

EMPLEO DE BACTERIOFAGOS FRENTE A
SALMONELLA  ENTERITIDIS  COMO
HERRAMIENTA DE PREVENCION.
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3.7. Capitulo séptimo: Empleo de bacteriéfagos frente a
Salmonella Enteritidis como herramienta de prevencion

Resumen

En este trabajo se evaluo el efeictaitro de bacteriéfagos
frente aSalmonella Enteritidis. Para ello, se realizaron dos pruebas
con tres concentraciones de bacteriéfagos frentesacepas de
Salmonella Enteritidis inoculadas en muestras de heces fsedea
gallinas ponedoras, y el correspondiente contraitipo. Asi, se
testaron cuatro grupos en cada una de las dosgwu€bda grupo
experimental cont6é con dos réplicas, y en cadaceepk incubaron
tres placas.

Las concentraciones ensayadas fueron tres: soluciéon
comercial (5x10 pfu/ml), y dos diluciones de la misma (1/10 y
1/30). Una de las cepas testada fue la cepa CEQU, 4*®pa
certificada de la Coleccidon Espafiola de CultivooTypla otra una
cepa de campo aislada en una explotacion de pamedacrificada.
Ambas cepas se inocularon en muestras de hecesl@sig de
1.3x10 ufc/g de heces en cada uno de los cuatro grup®s. S
procedié con el aislamiento e identificacion debkcteria por
ISO6579 a varios tiempos desde la inoculacion: dutoi 24h y 7
dias.

En la primera prueba, con la cepa certificada, is® a
Salmonella en todos los grupos a tiempo 1 minuto. A las 2dh s
aislé Salmonella en todos los grupos excepto en una de las réplicas

tratada con la dilucion 1/10 de bacteri6fagos, ea de las placas

239



de la otra réplica tratada con la diluciéon 1/1@&nydos placas de
cada una de las dos réplicas tratadas con la éolecimercial. A

partir de los 7 dias, ya no se aisl6 la bacteriaidguno de los

grupos experimentales.

En la segunda prueba, con la cepa de campo, s& aisl
Salmonella en todos los grupos a tiempo 1 minuto. A las 2dh s
aislé Salmonella en todos los grupos excepto en una de las réplicas
tratada con la dilucién 1/10 de bacteriofagos yasndos réplicas
tratadas con la soluciébn comercial. Al igual que lanprueba
primera, a los 7 dias tampoco se af&bmonella en ninguno de los
grupos experimentales.

Como conclusion, el empleo de bacteriofagos camgdba
reducir los aislamientos d&almonella Enteritidis en las muestras
de heces a las 24h de su aplicacion, por lo queigaskr
considerado una herramienta de prevencion. A lasag tras la
inoculacion de la bacteria, no se aislé la mismaiaguno de los

grupos experimentales.

Introduccién

La salmonelosis humana presenta una destacaddgireiaa
(Mglbak y Neimann, 2002) y forma parte del grupo de
enfermedades de transmision alimentaria con gramesecuencias
econdmicas, sociales y sanitarias. Los principale®res de riesgo
de intoxicacion alimentaria causada p&@almonella estan

relacionadas con las aves de corral tales comce adenpollo o
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huevos poco cocinados. Entre las salmonellas m@eriemtes
asociadas con el pollo y huevos se encuentgalfeonella entérica
serovar Enteritidis § Enteritidis). Este es un serotipo que ha
entrado en la industria avicola intensiva y puealesar la infeccion

y la contaminacion de los productos avicolas, amselcia de la
enfermedad clinica. El control de salmonellas enetapa de
produccion primaria es de importancia primordiak Puede
prevenir la introduccion de este bacteria en la&oadlimentaria y
por tanto, reducir la intoxicacion entre los conglores (Fiorentin

et al., 2005). Una de las practicas utilizadas en lgdotxciones
para controlar |&almonella es el uso de antibioticos. Sin embargo,
el elevado grado de resistencia de la bacteriagdalimitaciones
graves en las posibilidades del tratamiento eficaz.

Los bacteriéfagos (fagos) son virus que matan baste
(Huff et al., 2013). Los fagos han sido propuestos como aliiean
al uso de antibidticos basado en su capacidad ipaedir y
perturbar el metabolismo bacteriano, que causasia tle las
bacterias (Oliveirat al., 2010).

Los bacteriofagos son especificos para cada bacteri
previniendo la destruccion de la flora circundaseadhieren a la
pared bacteriana contribuyendo a atenuar factaesrdlencia; no
inducen fendmenos alérgicos; no se han detectadotosf
secundarios (son inofensivos para los animaleglddas y para el
medio ambiente); pueden ser usados como tratanpeenentivo y
para higienizacion; contindan multiplicandose hasjae la

infeccién con el huésped se mantenga (terminarcddracuando
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ya no hay bacteria huésped); se utilizan en unealaplicacion y
no tienen intervalo de seguridad (Sereno, 2013).

En este trabajo se evaluo el efectaitro de bacteridfagos
frente aSalmonella Enteritidis. Para ello, se realizaron dos pruebas
con tres concentraciones de bacteriéfagos frentesacepas de
Salmonella Enteritidis (una cepa de referencia y una cepadas
en campo) inoculadas en muestras de heces frescasllihas
ponedoras, y el correspondiente control positivei, Ae testaron

cuatro grupos en cada una de las dos pruebas.

Material y métodos

En este trabajo se evalud el efetaitro de bacteri6fagos
frente aSalmonella Enteritidis, inoculada en muestras de heces
frescas de gallinas ponedoras. Para ello, se aeafizdos pruebas
con dos cepas d&lmonella Enteritidis. Las cepas inoculadas
fueron: cepa CECT 4300, cepa certificada de la ccale
Espafiola de Cultivo Tipo y cepa de campo aisladauea
explotacion de ponedoras sacrificada. Se empledwercepas con
origenes diferentes para evaluar posibles difeasrem cuanto a la
resistencia a la accién del tratamiento o la vidki de la cepa
inoculada en heces y mantenida a 25°C. Esquemaintamla

metodologia de trabajo ha sido la indicada enfigara 48.
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Analisis

\ Anexo D
S~ -l

ISO6579 a

SE Tratamiento con
heces frescas de Bacteri6éfagos
gallinas ponedoras frente SE

distintos
tiempos

Simulacién de las
condiciones de

temperatura de las
explotaciones

Prueba I Prueba 2
SE Cepa SE Cepa de campo

certificada CECT aislada en granja de
4300 gallinas ponedoras

Figura 48. Metodologia de trabajo empleada en la pruebagiesfa
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La inoculacién se realizé sobre heces de gallimaegoras
libres de Salmonella spp. Para garantizar la ausencia de este
microorganismo se analizaron las heces 10 veceslporétodo
ISO 6579:2002/Amd. 1:2007, con resultado de auserus
Salmonella spp. Posteriormente, se adicion6 100 ml de una
solucién de 10ufc/ml de cada una de las cepas sobre 2 kg de esta
heces (equivalente a 0,4 e la cinta). Por tanto, ambas cepas se
inocularon en muestras de heces a la dosis de (P,3#t/g de
heces.

Para cada prueba, la mezcla de heces inoculadgpa#id
en 4 porciones de 500 g. Cada porcion constituymudastra de
analisis de un grupo experimental. Una de las poes se
pulverizd con 2 ml de una solucién comercial dedraifagos Bio-
S107 de Controvet Genetics (5%Iffu/ml), otra con 2 ml de una
dilucién 1/10 (5x10 pfu/ml) y otra con 2 ml de una dilucién 1/30
(1,6x10 pfu/ml), de la misma. La Gltima porcién es el coht
positivo y no fue tratada con bacteri6fagos.

Las cuatro porciones de heces se repartieron en dos
subporciones.

Por tanto, en cada prueba se testaron tres coacemies
de bacteriéfagos y el correspondiente control. é&dizaron dos
réplicas (una réplica de cada subporcion) de cadapog
experimental

Se tomaron 25 g de cada subporcion y se analizsghn
la ISO 6579:2002/Amd. 1:2007, teniendo en cuentz ge
sembraron tres placas de Rappaport-Vassiliadis seéido
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modificado (MSRV) de cada submuestra. El ensayoeabzo a
distintos tiempos desde la incubacion: 1 minutt, 2Z dias.
Las submuestras se mantuvieron a 25+2°C entre cada

analisis, controlando la temperatura con sondalsradhs.
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2.000g heces
frescas de gallinas
ponedoras

Control positivo

(sin tratamiento
con

Bacteriéfagos )

!

2 mL de solucién

de Bacteriéfagos
1/30

(1.6 108 pfu/mL)

!

100 mL 108

ufc/mL SE
(1.3 10° ufc/g
heces frescas)
‘ 2 mL de solucién

de Bacteriéfagos
1/10
(5 106 pfu/mL)

!

2 mL de solucién
de Bacteriéfagos
pura
(5 107 pfu/mL)

I

5009

Figura 49. Subporciones analizadas.
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Andlisis segun la 1ISO
6579:2002/Amd.
1:2007 a los tiempos 1
minuto, 24 horasy 7
dias.

Siembra a tres placas
de Rappaport-
Vassiliadis semisélido
modificado (MSRV) de
cada submuestra.




Resultados

En la primera prueba, con la cepa certificada, is® a
Salmonella en todos los grupos a tiempo 1 minuto. A las 2dh s
aislé Salmonella en todos los grupos excepto en una de las réplicas
tratada con la dilucion 1/10 de bacteri6fagos, ea de las placas
de la otra réplica tratada con la dilucion 1/1@&nydos placas de
cada una de las dos réplicas tratadas con la éolecmercial de
bacteriofagos.

En la segunda prueba, con la cepa de campo, s& aisl
Salmonella en todos los grupos a tiempo 1 minuto. A las 2dh s
aislé Salmonella en todos los grupos excepto en una de las réplicas
tratada con la dilucién 1/10 de bacteri6fagos yasndos réplicas
tratadas con la solucién comercial de bacteriéfagows 7 dias,
no se aisl@lmonella en ninguno de los grupos experimentales de
las dos pruebas.

Los resultados se presentan etalda 22
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Tabla 22. Resultados prueba de fagos.

Tiempo N° presencias N° presencias
analisis Cepa Cepa de campo
certificada

Heces ponedoras + SE (Al) 3/3 3/3

Heces ponedoras + SE (A2) 3/3 3/3

Heces ponedoras + SE + dilucion 1/30 BacteriofdBas 3/3 3/3

Heces ponedoras + SE + dilucién 1/30 Bacteri6fd883 0 3/3 3/3

Heces ponedoras + SE + dilucion 1/10 BacteriofdGas 3/3 3/3

Heces ponedoras + SE + dilucién 1/10 BacteriofdGas 3/3 3/3

Heces ponedoras + SE + Puro Bacteriéfagos (D1) 3/3 3/3

Heces ponedoras + SE + Puro Bacteriéfagos (D1)) 3/3 3/3

Heces ponedoras + SE (Al) 3/3 3/3

Heces ponedoras + SE (A2) 3/3 3/3

Heces ponedoras + SE + dilucién 1/30 Bacteri6fdBas 3/3 3/3

Heces ponedoras + SE + diluciéon 1/30 Bacteriofdgay  24h  3/3 3/3

Heces ponedoras + SE + dilucién 1/10 BacteriofdGas 2/3 3/3

Heces ponedoras + SE + dilucion 1/10 BacteriofdGas 0/3 0/3

Heces ponedoras + SE + Puro Bacteriéfagos (D1) 1/3 0/3
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Tiempo N°

analisis Cepa

presencias N° presencias

Cepa de campo

certificada
Heces ponedoras + SE + Puro Bacteriéfagos (D1)) 1/3 0/3
Heces ponedoras + SE (Al) 0/3 0/3
Heces ponedoras + SE (A2) 0/3 0/3
Heces ponedoras + SE + dilucién 1/30 Bacteri6fdBas 0/3 0/3
Heces ponedoras + SE + dilucion 1/30 Bacteriofd883 7d 0/3 0/3
Heces ponedoras + SE + dilucién 1/10 BacteriofdGas 0/3 0/3
Heces ponedoras + SE + dilucion 1/10 BacteriofdGas 0/3 0/3
Heces ponedoras + SE + Puro Bacteriéfagos (D1) 0/3 0/3
Heces ponedoras + SE + Puro Bacteriéfagos (D1)) 0/3 0/3

249



Discusion y conclusiones

Comparando los resultados obtenidos con ambas,cepas
se han detectado diferencias a excepcion de lagadss a las 24
horas en las muestras tratadas con la dilucion L diQucion pura
de bacteriéfagos, donde parece que el efecto esfigente mayor
frente a la cepa de campo.

Algunos estudios han demostrado que matrices gon a
menor o igual a 0,93 no sustentan el crecimient&alimonella
(D"Aoust, 1989). La deshidratacidon de las heceS &2podria ser
el motivo por el cual no se ha aislasmonella a los 7 dias en los
controles positivos en ambas pruebas.

Como conclusion, el empleo de bacteriéfagos camgtba reducir
los aislamientos d&lmonella Enteritidis en las muestras de heces
a las 24h de su aplicacion, por lo que podria sesiderado una
herramienta de prevencion. Por otro lado, la so6tucide
bacteriéfagos resulté ligeramente mas eficaz frenta cepa de
campo, que frente a la cepa certificada. Teniemd@uenta los
resultados obtenidos, este estudio podria complamsen
reduciendo los tiempos entre los analisis, es deealizando el
ensayo de&salmonella al minuto 1, a las 24 horas, a las 48 horas, a
las 72 horas, etc. desde la inoculacion. De estaafose evaluaria
la reduccion de los aislamientos &lmonella Enteritidis por
accion de los bacteriéfagos en funcion del tiempoacte el
periodo en el que el control positivo es viablelas condiciones

experimentales.
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4. DISCUSION GENERAL
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4.

DISCUSION GENERAL

Se espera que el consumo de carne de aves de sigaal
creciendo en los proximos afios, con Francia, ehdreinido, los
Paises Bajos, Alemania, Italia, Polonia y Espafmaccprincipales
paises productores dentro de los (entonces) 2ddsstaiembros
de la Unidn Europea (ahora 28) (Van Horne, 2007).

Las infecciones por MG, NCD e IA deben notificassge
la OIE segun la lista uUnica de enfermedades deadaibn
obligatoria para animales terrestres y acuaticoa. rapida
expansion de la industria avicola en todo el muedoareas
geograficas restringidas y las graves pérdidasé@umas debidas a
estas enfermedades conducen a la puesta en magchaegas
herramientas de seguimiento (OIE, 2009). Por o&ep las
principales herramientas de prevencion frente a I8 las
medidas de bioseguridad y la vacunacion.

La ley aplicable en el control d&almonella en la Union
Europea es el Reglamento (CE) n ° 2160/2003 (@ffisdurnal of
the European Union, 2003). EI numero de casos icadibs de
salmonelosis en humanos en la UE disminuyd en 264@n los
ultimos datos de 27 Estados miembros publicadotelerero de
2014 en el Informe resumido de la Union Europearesdbs
tendencias y fuentes de las zoonosis, los agemtesoticos y
brotes de origen alimentario en 2012, y esta disoidm es la
continuacion de una tendencia decreciente obseemallzs Gltimos

cinco anos. La reduccion observada en los cas&ldendla en
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humanos es principalmente atribuida al resultadtosx de los
programas de control d&ilmonella de aves de corral. Sin
embargo, l&&almonella sigue siendo la causa mas frecuentemente
reportada de brotes de origen alimentario en la(2%£5% de los
brotes totales). Desde 2008 a 2013 el numero ateuddrotes de
Salmonella en la UE disminuyd notablemente en uxi%8(de
1888 a 1168 brotes) (EFSA, 2015).

La combinacion de analisis en las explotacionesay |
medidas de prevencién, junto con el desarrollo dwpas de
prevalencia y seroprevalencia son herramientasesiten la tarea
de mantener las aves de corral seguras. En estaDa@doral se ha
obtenido e integrado la informacion sanitaria dedaplotaciones
avicolas estudiadas y se ha disefiado e implemeliadoapas de
seroprevalencia para el control de IANBP (influeazéar de baja
patogenicidad de declaracion obligatoria), NCD, M@D vy el
mapa de prevalencia par8almonella spp. Ademas, se ha
controlado y representado en un mapa dindmico $puesta
serolégica después de una vacunacion uvimaao frente a IBD,
utilizando una vacuna de inmunocomplejos en pollos.

El uso de los SIG (sistema de informacion geogaifes
muy importante en la determinacion de los factalesiesgo. La
literatura refleja el uso de la tecnologia SIG arptevencion de
enfermedades de las aves en paises como Italiana.(hlerset
al. (Ehlerset al., 2003) aplicaron esta tecnologia en el marconde u
plan de contingencia implementado durante la epalel® 1999 a

2001 de la gripe aviar en ltalia. Los brotes en912Q00 en
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Lombardia y Véneto fueron asignados, utilizandontarfaz entre
la tasa de incidencia de la infeccion y el sistateanformacion
geografica denominada GRASS 5.0 (Cheing., 2007). En China,
Chang et al. (2007) desarrollaron la herramienta IV Sequence
Distribution Tool (IVDT), similar a los SIG, que &ta en los datos
de coordenadas y después dibuja el mapa de dgtibuA nivel
mundial, Boulos y Burden (Boulogt al., 2007) aplicaron una
Web-Based Really Simple Syndication (RSS). El premude este
sistema fue disefiado por la Organizacion de Aliamdh y
Agricultura de las Naciones Unidas (Food and Adtice
Organization, FAO), que, en 1994, desarroll6 urnesia de
informacion sanitaria mundial basado en la web ddanEMPRES-

i, que se aplico a la IAAP, entre otras enfermeddMartinet al.,
2007). Este sistema fue desarrollado utilizanderdias fuentes de
informacion, como los sitios web oficiales de laEQlla
Organizacion Mundial de la Salud, Comision Européas
Gobiernos y los Ministerios de Agricultura. Vietnanen
colaboracion con el Centro de Investigacion Agroicanpara el
Desarrollo (French Agricultural Research CentreDerelopment,
CIRAD), desarroll6 el SIG y Agent-based Modellingchitecture
(GAMA) plataforma de simulacion (Amourow al., 2009). En un
brote de Salmonella Typhimurium ocurrido en el suroeste de
Inglaterra, en abril-mayo de 2003, se llevé a cabcestudio de
control de casos, junto con una investigacion dedimambiente y
se analiz6 con un SIG. El autor propone que deben s

considerados métodos alternativos en apoyo de viestiigacion
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epidemioldgica tradicional (Boccat al., 2004), como podria ser la
elaboracién de DPM. Otros estudios de prevalenei@ltinonella
en Espafia podrian mejorarse por DPM, como el piaserpor
Vico y Mainar-Jaime (Vico y Mainar-Jaime, 2012)aardos.

El uso de herramientas informaticas similares lexido
significativamente en los ultimos afios en el cdntte varias
enfermedades de los animales, incluyendo la leagub(Conteet
al., 2005; Dall'Acquat al., 2006; Savinet al., 2003; Calistret al.,
2007), las epidemias de camardon (Bagbtal., 2008) y otros
(Saviniet al., 2007), ademas de las descritas anteriormengel par
Sin embargo, hasta ahora, no habia disponible rhemsas
informaticas en tiempo real aplicadas para mejaraigilancia de
enfermedades como la IA, MG, NCZalmonella spp. o para
mejorar el control de la inmunizacién IBD, en pslide engorde de
la Comunidad Valenciana y Espafa. Los mapas dealgresia y
seroprevalencia desarrollados en el presente espugiden filtrar
los resultados por varias métricas, como el tielf@io, trimestre,
mes o dia) o geografia (provincia, region o ciudad)

En cuanto al estudio de seroprevalencia de IBDnanades
vacunados, el manejo adecuado de la vacuna endbadora y su
administracion eficiente a cada pollo de un dia lohaevo
embrionado es fundamental para obtener la inmuidizatel lote
eficiente y uniforme sobre todo cuando se usa i dosis de
vacuna frente una enfermedad especifica. Este aoneait
serolégico, teniendo en cuenta la distribucion riterial y

evolucion temporal ayuddé a evaluar la eficiencia galidad de la
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administracion de una sola dosis de vacuno de inoamplejosn

ovo, en la incubadora. Hay estudios previos de sevaj@ecia de
IBD (Mushi et al., 1999; Mawet al., 2008; Jenbreiet al., 2012)
pero ninguno considera los mapas de seroprevaleoni&LISA y
broliers aplicando una Unica dosis de vacuna deimaomplejos
in ovo frente IBD. Esta herramienta podria permitir corapda

respuesta humoral en diferentes lugares geograticoante un
periodo, destacando las posibles diferencias dsigprede la
infeccion y la eficiencia y homogeneidad en la adstiacion de la
vacuna en la incubadora.

En conclusion, el monitoreo de la situacion saiaitede las
explotaciones de engorde puede constituir unatésraa Util para
los servicios técnicos veterinarios para el cordmlenfermedades
y de la respuesta seroldgica a la vacunaciéon eis dagain ovo
de pollos de engorde frente a IBD utilizando uneuna basada en
inmunocomplejos. Estos DPM basados en Bl aplicatopollos
de engorde de la Comunidad Valenciana podria sex un
herramienta eficaz para el control, lo que puededary a los
veterinarios y Servicios Veterinarios Oficiales atae mejor
preparados para combatir estas enfermedades.

En este trabajo, los datos fueron categorizadaliferentes
areas e identificados por colores. En los mapd#s de integraron
resultados cualitativos. En los mapas se representn verde las
zonas en las que S/P era menor o igual de 0,5 &wesnmo
vacunados y infectados) y en amarillo las de S/jomde 0,5

(animales vacunados, seroconversion o desafio mea)a Todos
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los resultados fueron negativos (verde), indicaqde no existié
infeccion en las explotaciones analizadas durasteeperiodo.

En los mapas de NCD los resultados fueron cuanttate
los titulos de IHA de APMV-1 (paramixovirus aviagldipo 1). Se
representaron los titulos méas bajos en verde, &ssatios en rojo y
los valores intermedios en amarillo. Este codigoaleres depende
de los valores obtenidos en el periodo analizadsi, $e puede
comparar respuestas humorales frente a NCD parpezg®lo en
regiones geogréficas diferentes, delimitando pesilpresiones de
infeccibn. Se debe considerar el valor absolutoa péa
interpretacion correcta. El Unico resultado positigurante el
periodo en estudio fue en el Bajo Segura en 2000, s
sintomatologia reportada. Se determiné como urp falssitivo
mediante técnicas moleculares (Reaccion en Cadanalad
Polimerasa, PCR).

En el caso de MG se representa los titulos de ELiBA
bajos en verde, los mas altos en rojo y los valoresmedios en
amarillo. Los titulos mayores de 500 se consid@mnditativos de
contacto con MG. Como los pollos de engorde erdesto fueron
vacunados frente a MG, los resultados de 2009 analic mayor
presién de la infeccion en las granjas de la coamale "Los
Serranos”. En 2010, ninguna de las comarcas edasgligresenté
resultados promedio indicativo de infeccion. Enegah se detectd
bajo nivel de presion de infeccion de MG en langimde engorde

en el presente estudio.
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Los mapas de prevelencia @&lmonella spp. muestran
graficamente los resultados cualitativos (preséamasencia),
representando en verde las regiones que tenian tosloesultados
de ausencia d8almonella spp.. La intensidad del color verde esta
directamente relacionada con el numero de lotesstmaszlos.
Cuando una region tuvo resultados con presenciSalisonella
spp. los colores utilizados variaron de amarillonaanja, de
manera que el amarillo representa los valores nagass by el
naranja los mas altos. Esta codificacion de colesedependiente
de los valores obtenidos en el periodo analizadoIdPtanto, los
resultados deSalmonella pueden ser comparados en diferentes
regiones geograficas en este periodo.

La regiébn con mayor nimero de resultados de preseec
Salmonella spp y mayor numero de muestreos fue el Bajo
Maestrazgo de forma constante en todos los afiestdesstudio.

Debido a la importancia que tieneSaimonella en el sector
avicola, ademas del mapa de prevalencia antes omaaici, se han
realizado dos estudios mas dedicados a este patogan el
primero de los estudios adicionales se realizéaamaparacion de
presencia deSalmonella spp. en heces y en huevo en una
explotacion de gallinas ponedoras en las que sia lgectado la
presencia d&almonella Enteritidis.

El tamafo del lote, la jaula y el muestreo son rabgu
factores a considerar en la contaminacion [Batmonella.
(Mollenhorst et al., 2005; Namataet al., 20086; Garbeet al.,
2003; Namataet al. 2009; Valanconyet al., 2001; Davies y
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Breslin, 2003; Davies y Wray, 1996). Huneau-Sal&tial. (2009)
reflejo que las heces son un método de muestre@smsnsible
para la deteccion d&lmonella que las muestras de polvo o
hisopos, como describié previamente Skbal. (1999b) y Buhet

al. (2007) en granjas de pollos de engorde en sualoesistencia
relativa deSalmonella a la desecacion podria explicar la mayor
probabilidad de aislamiento dalmonella a partir de muestras de
polvo que de muestras de mezcla de heces. En ¢as,Ha flora
competitiva parece jugar un papel importante (DaweWray,
1996). Probablemente el mayor riesgo de contaminaen las
aves en jaula se debe a una falta de limpiezaipfdesion de las
naves de las aves de corral. En la cloaca de limgdh presencia
de Salmonella fue menor que en las heces y cascaras de huevo. Se
recuper6 menosSalmonella a partir de hisopos cloacales
probablemente debido a que $almonella aislada de heces y
cascaras de huevo proviene de naves que no halfirsmadas y
desinfectadas correctamente. El-Teasl. (2010) inform6 que la
cloaca es un lugar importante implicado en la icifat del huevo.
En cascaras de huevo, la presencigalmonella fue del 34% de
las muestras estudiadas. El-Teisal. (2010) observaron que el
riesgo de contaminacion de la cascara del huevaltasente
probable en gallinas ponedoras infectadas csahmonella
Enteritidis con porcentaje de mas del 30%. SegurRBPeet al.
(2006), la penetracion bacteriana de la cascarbbsidiuevos se
debe a varios factores, incluyendo la gravedad céfsme y la

conductancia. En el contenido de los huevos, nokeatatectado el
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microorganismo estudiado. La incidencia baja y egtioa de la
contaminacion de los huevos es probablemente debiddiecto
protector del complejo sistema del huevo de lagebas de
membrana y componentes antibacterianos en la atlainse ha
sugerido la penetracion de la cascara fmmonela Enteritidis
(Nascimentoet al., 1992; Schoengt al., 1995), y Salmonella
Enteritidis, Salmonella Typhimurium o Salmonella Heidelberg
presente en las heces podria penetrar en el intiitos huevos y
crecer durante el almacenamiento. Asi, la detecoidditativa del
patégeno en altos niveles de contaminacion (92%asheces de
gallinas ponedoras no implicab6 su presencia exortienido del
huevo. Los resultados de este estudio podrian ayosla evaluar
la forma en que la infeccibn pdgalmonella en la etapa de
produccion primaria contribuye a la infeccién gatmonella en
los seres humanos, frente a la incorrecta maniduatomeéstica
de huevos. De acuerdo con estos resultados, sasaitih evaluar
cuantitativamente la presencia 8@monella spp. en heces en las
gallinas ponedoras (contando el nimero de bactezimdugar de
cualitativamente para establecer una correlacidéal mn la
presencia del patdgeno en el contenido de los Isuevo

El segundo trabajo adicional relacionado &amonella
consistié en un estudia vitro del efecto de los bacteriéfagos sobre
la Salmonella en heces. Comparando los resultados obtenidos con
ambas cepas (cepa de referencia y cepa de canopgg,detectaron
diferencias a excepcion de los resultados a lahidtds en las

muestras tratadas con la dilucion 1/10 y diluciéarap de
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bacteriéfagos, donde parece que el efecto es figae mayor
frente a la cepa de campo.

Algunos estudios han demostrado que matrices gon a
menor o igual a 0.93 no sustentan el crecimient&alimonella
(D"Aoust, 1989). La deshidratacidon de las heceS &2podria ser
el motivo por el cual no se ha aislas®monella a los 7 dias en los
controles positivos en ambas pruebas.

Como conclusion, el empleo de bacteriofagos camgdba
reducir los aislamientos dealmonella Enteritidis en las muestras
de heces a las 24h de su aplicacion, por lo queigaskr
considerado una herramienta de prevencion. Por latlo, la
solucion de bacteriéfagos resulta ligeramente rfiéazefrente a la
cepa de campo que frente a la cepa certificadaei@m en cuenta
los resultados obtenidos, este estudio podria empitarse
reduciendo los tiempos entre los analisis, es deealizando el
ensayo de&salmonella al minutol, a las 24 horas, a las 48 horas, a
las 72 horas, etc. desde la inoculacion. De estaafose evaluaria
la reduccion de los aislamientos &lmonella Enteritidis por
accion de los bacteriéfagos en funcion del tiempoacte el
periodo en el que el control positivo es viablelas condiciones

experimentales.
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CONCLUSIONES

La elaboracion de mapas dinamicos de prevalencia y
seroprevalencia permitié monitorizar la presenialistribucion

y la evolucién de patdgenos corBamonella, IA, NCD y MG a

lo largo del tiempo y el espacio. La elaboraciotomatizada de
estos mapas puede ayudar a controlar estas entmtexén el
sector avicola.

Durante los periodos estudiados, no se detectGesepcia de
respuesta humoral frente a IA, NCD ni MG en lasl@sgiones

de pollos de engorde de la Comunidad Valencianiadrente

se detect6 una comarca con valores medios ligetamen
superiores al limite indicativo de infeccion par&Mn el afio
2009, pero sin sintomatologia reportada.

La elaboracion de mapas de seroprevalencia perautitrolar la
respuesta humoral a la vacuna por inmunocomplegjosra la
IBD aplicadain ovo, y por lo tanto determinar el grado de
proteccion frente a la enfermedad en estudiosraggeala.

La region con mayor numero de resultado de presedei
Salmonella spp en manadas de pollos de engorde y mayor
namero de muestreos fue el Bajo Maestrazgo de foonstante
en todos los afios de este estudio. El niumero deadman
contaminadas con los serotipos zoonoticos fue iorfex 1%,
cumpliendo con los objetivos comunitarios a nivel tddo el

territorio de la Comunidad Valenciana.
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5. La deteccion cualitativa dealmonella a altos niveles (92,0%) en
las heces de gallina ponedora no implicO su présesc el
interior del huevo. De estos resultados se despriendecesidad
de evaluar cuantitativamente la presencisgsaleonella spp en
las heces para poder establecer una correlacidncosa la
presencia del patdgeno en el interior del huevo.

6. El empleo de bacteridfagos contribuyd a reducirdisgamientos
de Salmonella Enteritidis en las muestras de heces a las 24h de s
aplicacion, por lo que podria ser considerado wreamienta de

prevencion.
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