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RESUMEN

En la actualidad, la avicultura es un pilar econdmico para diversos paises a nivel
mundial y sus productos, una pieza clave en la alimentacion de muchos consumidores.
El constante crecimiento de la industria y una mayor exigencia del consumidor en
seguridad y calidad del producto ha llevado al sector avicola a enfrentarse a importantes

retos desde el punto de vista tanto de salud publica como sanidad animal.

La avicultura actual busca garantizar los mayores estandares en seguridad y
calidad de sus productos alimenticios, ya que para los consumidores los alimentos
seguros son una prioridad. Desde el punto de vista de seguridad de los alimentos
Campylobacter spp. y Salmonella spp. son dos de los patégenos zoonéticos con mayor
importancia en la salud publica en la Uniéon Europea, habiendo causado 120.946 y
52.702 casos en humanos, respectivamente en 2020. Una de las principales fuentes de
infeccion gastrointestinal en humanos es el consumo de productos alimenticios de
origen animal, siendo uno de ellos los productos avicolas (productos carnicos, huevos y
ovoproductos) (EFSA, 2021). La contaminacién cruzada y la manipulacion de los
alimentos es una de las principales causas de transmision de estos microorganismos, por
lo que uno de los objetivos en avicultura es la disminucién de la contaminacién en los

animales o huevos en la produccion primaria.

Otro reto desde el punto de vista de seguridad alimentaria y sanidad animal al
gue no solo se enfrenta el sector avicola, sino que es un problema de salud mundial, es
la aparicion resistencias bacterianas a antibioticos debido a un uso amplio tanto en
medicina veterinaria como en humana. En la Union Europea, es obligatorio que los
Estados miembros controlen y notifiquen las resistencias a antimicrobianos de
Salmonella (EFSA, 2021). En este sentido, en 2014 se implanté en Espafia el Plan
Nacional de Resistencias a Antibidticos. Por lo tanto, para proporcionar informacién (til
sobre la influencia de la implementacion de este Plan en el sector avicola, es esencial
monitorear las tendencias de resistencias antimicrobianas de Salmonella spp. a nivel de
campo. Por otro lado, la aparicibn de los microorganismos resistentes y
multirresistentes, junto a las restricciones de uso de antibiéticos aplicados por la Union
Europea han llevado a la busqueda de soluciones alternativas a los antimicrobianos,
como los compuestos derivados de productos naturales para controlar las infecciones en

avicultura, lo que puede ayudar a garantizar el bienestar de los animales y a reducir el
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impacto en el desarrollo de resistencias. El ajo (Allium sativum) es un agente
antibacteriano eficaz tanto para bacterias Gram positivas como para las Gram negativas
(Belguith et al., 2010). El ingrediente antimicrobiano del ajo es un compuesto
denominado alicina. Esta molécula es un biocida dependiente de la concentracién con
actividad contra una amplia gama de microorganismos (Curtis et al.,, 2004). Su
utilizacion de forma aislada o en combinacion con otros compuestos puede ser una
herramienta atil para la reduccion de resistencias y el tratamiento de algunos

microorganismos que presentan un desafio en la industria avicola.

Desde el punto de vista de la sanidad animal, la aparicién y reaparicion de
enfermedades aviares es otra de las preocupaciones de la avicultura actual. Esta
probablemente ligada al incremento en los movimientos comerciales a nivel mundial, la
migracion de aves silvestres y los cambios en algunos sistemas productivos en
detrimento de la bioseguridad, particularmente en la avicultura de puesta. Tanto por su
impacto en la salud de los animales, como sobre los resultados productivos y su
repercusiéon econdémica sobre la actividad ganadera, son importantes algunas
enfermedades viricas como la bronquitis infecciosa (Infectious Bronchitis Virus; IBV) y
sus cepas Vvariantes, y enfermedades bacterianas como las micoplasmosis por
Mycoplasma synoviae (M. synoviae; MS). La vigilancia y la monitorizacion de ambas
enfermedades es esencial para conocer su prevalencia y cepas variantes circulantes con

el fin de ajustar los programas de control apropiados.

Esta tesis doctoral se ha desarrollado integramente en el Centro de Calidad
Avicola y Alimentaciéon Animal de la Comunidad Valenciana (CECAV) como

respuesta a la necesidad de abordar varios de los retos de la avicultura actual.

Dada la relevancia de Salmonella spp. y conocida su prevalencia por los Planes
Nacionales de Control de Salmonella, el primer objetivo de esta Tesis Doctoral fue
investigar la dindmica de las resistencias de Salmonella spp. en 3 orientaciones
productivas (pollos, pavos y gallinas ponedoras) y evaluar los patrones de
multiresistencia a los antibi6ticos utilizados actualmente en medicina veterinaria y
terapia humana. Los resultados del estudio sugirieron que la reduccién en el uso de
antibidticos comienza a verse reflejada en la reduccién del namero de multirresistencias
encontradas en las aves, mostrando una tendencia decreciente en las resistencias,

especialmente en ponedoras desde que se implementd el PRAN en 2018, junto a las
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mejores practicas de bioseguridad de los avicultores. Sin embargo, el nivel de
resistencias detectado en otras orientaciones productivas sugiere la necesidad de seguir
trabajando en la reduccién del uso de antibidticos en las aves para lograr (al igual que en

ponedoras) una disminucion significativa en las resistencias.

En linea con el estudio de las resistencias y la busqueda de nuevas alternativas
naturales para reducir el uso de antibioticos, el segundo objetivo fue evaluar la
interaccion del compuesto natural alicina in vitro junto a 14 antibi6ticos frente a algunos
de los serotipos mas relevantes de Salmonella spp. Los resultados obtenidos sugirieron
que este compuesto junto a la ciprofloxacina y la gentamicina presentaban un efecto
sinérgico estadisticamente significativo con reduccion de las resistencias. Asi mismo,
también se observé una reduccién estadisticamente significativa en ciertos serotipos de
Salmonella (S. Infantis, S. Kentucky, S. Mikawasima, S. Montevideo y S. Typhimurium

(monofasica)) en comparacidn con otros serotipos estudiados.

Dada la importancia en salud publica de Campylobacter spp., el Reglamento
(UE) 2017/1495 establecio un criterio de higiene de proceso <1000 UFC/g en matadero
para la vigilancia de Campylobacter spp. en canales de pollos de engorde (UE, 2017).
En este contexto, el tercer objetivo fue investigar la presencia de este microorganismo
a nivel de campo y reportar nuevos datos cuantitativos mediante recuentos en heces
procedentes de granjas de pollos en edades cercanas a sacrificio durante 12 meses. Este
estudio demostro alta presencia de Campylobacter spp. en lotes de pollos cercanos a
edad de sacrificio, aunque se requieren mas estudios para verificar si posteriormente se
traducen en recuentos altos a nivel de matadero. Por otro lado, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la presencia de Campylobacter spp.
durante los diferentes meses del afio (junio a diciembre) coincidiendo con las estaciones

de verano y otofio.

Desde el marco de la sanidad animal y por su impacto econdémico en la
produccion avicola, el cuarto y quinto objetivo fueron conocer las prevalencias y
seroprevalencias de 2 microorganismos aviares, M. synoviae y el virus de la Bronquitis
Infecciosa Aviar en una localizacién geogréafica concreta (Comunidad Valenciana). Con
ello, se pretendié evaluar la situacion epidemioldgica actual y proporcionar informacién
para la toma de decisiones en la instauracion de programas de control y estrategias

profilacticas. Para ello se muestre6 un ndmero representativo de explotaciones de
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ponedoras Yy reproductoras en el caso de M. synoviae; y de ponedoras, reproductoras y
pollos para IBV. En gallinas ponedoras la seroprevalencia de M. synoviae fue del 95% y
la prevalencia del 100%. Los genotipos encontrados fueron 1ZSVE/4504, MSK-1, MGS
1342, MGS 543, PASC 8, WT4 y MS-H. En cuanto a las reproductoras pesadas, la
seroprevalencia fue del 74% vy la prevalencia del 47%, siendo todas las cepas halladas la
cepa vacunal MS-H. En relacion con IBV, la seroprevalencia fue del 100% en todas las
orientaciones productivas, y la prevalencia fue del 38% en pollos, 44% en ponedoras y
el 43% en reproductoras pesadas. En granjas de pollos las cepas detectadas fueron 4/91
y Massachusetts; en ponedoras, se hallaron las variantes Qx, 4/91, Italy-02 y D274; y en
reproductoras pesadas solo se encontro la cepa 4/91. Los hallazgos en ambos estudios
demuestran la utilidad de la vigilancia y monitoreo de rutina en las manadas de aves
para controlar la presencia de ambos microorganismos y sus serotipos emergentes,

permitiendo asi ajustar los planes de vacunacion.
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ABSTRACT

Nowadays, the poultry industry is an economic key for many countries
worldwide, and poultry products are a basic piece in the diet of many consumers. The
industry constant growth and the high consumer demands for safety and quality
products has imposed new challenges to poultry sector from the point of view of both

public and animal health.

Today's poultry farming seeks to guarantee the highest standards in safety and
quality of its food products since safe food is a priority for consumers. From food safety
point of view, Campylobacter spp. and Salmonella spp. are two of the most important
zoonotic pathogens in public health in the European Union. These pathogens caused
120,946 and 52,702 cases in humans, respectively, in 2020. One of the main routes of
gastrointestinal infection in humans is the consumption of food products of animal
origin, being one of them poultry products (meat products, eggs and egg products)
(EFSA, 2021). Cross-contamination and food handling are the main causes of
acquisition of these microorganisms, so one of the objectives in poultry is reduce the

contamination in animals and eggs in primary production.

Another challenge in food safety and animal health is the appearance of bacterial
resistance to antibiotics. This is a global health problem that not only affects the poultry
sector due the wide use of antibiotics in human and veterinary medicine. In the
European Union, it is mandatory for Member States to monitor and report Salmonella
antimicrobial resistance (EFSA, 2021). In this sense, in 2014 the National Antibiotic
Resistance Plan was implemented in Spain. Therefore, to provide useful information on
the influence of the implementation of this Plan in the poultry sector, it is essential to
monitor the antimicrobial resistance trends of Salmonella spp. at field level. On the
other hand, the appearance of resistant microorganisms and the restrictions on
antibiotics” use applied by the European Union have motivated the research for
alternative solutions to antimicrobials, such as natural products to control infections in
poultry. These natural compounds can help to ensure animal welfare and reduce the
impact in resistance development. Garlic (Allium sativum) is an effective antibacterial
agent for both Gram-positive and Gram-negative bacteria (Belguith et al., 2010). The
antimicrobial ingredient in garlic is a compound called allicin. This molecule is a

concentration-dependent biocide with activity against a wide range of microorganisms
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(Curtis et al., 2004). Its use alone or in combination with other compounds can be a
useful tool for reducing resistance and for the treatment of some microorganisms that

present a challenge in the poultry industry.

Another poultry concern from the point of view of animal health is the
appearance and recurrence of some avian diseases. This emergence can probabily due to
the increase in commercial movements worldwide, the migration of wild birds and
changes in some production systems to the detriment of biosecurity, particularly in
laying poultry. Due to their impact on the health of the animals, as well as on the
productive results and their economic repercussion on the livestock activity, some viral
diseases are important, such as infectious bronchitis (Infectious Bronchitis Virus; IBV)
and its variant strains, and bacterial diseases such as mycoplasmosis due to Mycoplasma
synoviae (M. synoviae; MS). The surveillance and monitoring of both diseases is
essential to know their prevalence and the recirculating variant strains in order to adjust

the appropriate control programs.

This doctoral thesis has been developed entirely at the Center for Poultry Quality
and Animal Feeding of the Valencian Community (CECAV) to know several of the

challenges of current poultry farming.

Due the relevance of Salmonella spp. and its actual prevalence (provided by the
National control Programs of Salmonella), the first objective of this Doctoral Thesis
was to investigate the resistance dynamics of Salmonella spp. in 3 productive
orientations (chickens, turkeys and laying hens) and evaluate the patterns of
multiresistance to antibiotics currently used in veterinary medicine and human therapy.
Results shown in the present study suggest that the reduction in the use of antibiotics
begins to be reflected in the reduction of the number of multiresistances, especially in
layers since the PRAN implementation in 2018. However, the level of resistances found
in this study suggests the necessity of continuing working on the limitation of the use of

antimicrobials in poultry to achieve (as in layers) the reduction in resistances.

On the other hand, after the resistance rates observed in the previous study and
the continuous research for alternatives to reduce the use of antibiotics, the second
objective of this Doctoral Thesis was to evaluate the interaction in vitro between allicin
and 14 antibiotics against some of the most relevant serotypes of Salmonella spp. The

results obtained suggested that this compound, together with ciprofloxacin and
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gentamicin, had a statistically significant synergistic effect with a reduction in
resistance. Likewise, a statistically significant reduction was also observed in certain
Salmonella serotypes (S. Infantis, S. Kentucky, S. Mikawasima, S. Montevideo and S.

Typhimurium (monophasic)) compared to other serotypes studied.

Campylobacter spp. is the most important zoonotic bacteria in public health. For
this reason, in 2017, Regulation (UE) 2017/1495 was established, to Campylobacter
spp. surveillance in broiler carcasses. A process hygiene criterion of >1000 CFU/g was
set at slaughterhouse (UE, 2017). In this context, the third objective was to investigate
the presence of this microorganism at the field level and report new quantitative data
through counts in feces from chicken farms at ages close to slaughter during 12 months.
This study revealed a high presence of Campylobacter spp. in flocks of chickens close
to slaughter age, although more studies are required to verify if they subsequently
translate into high counts at the slaughterhouse level. On the other hand, statistically
significant differences were found in the presence of Campylobacter spp. during
different months of the year (June to December) coinciding with the summer and

autumn seasons.

The fourth and fifth objectives were focused on two important diseases in
animal health that have an economic impact, M. synoviae and IBV in a specific
geographical location (Valencian Community). The current epidemiological situation
was evaluated through 2 prevalence and seroprevalence studies to provide useful
information for the establishment of control programs and prophylactic strategies. For
this purpose, a representative number of laying and breeders farms were sampled in M.
synoviae; for IBV, layers, breeders and broilers farms were sampled. In laying hens, the
seroprevalence of M. synoviae was 95% and the prevalence 100%. The genotypes found
were 1ZSVE/4504, MSK-1, MGS 1342, MGS 543, PASC 8, WT4 and MS-H.
Regarding broiler breeders, the seroprevalence was 74% and the prevalence 47%. All
the strains found were MS-H vaccine strain. On the other hand, the seroprevalence of
IBV was 100% in all productive orientations, and the prevalence was 38% in broilers,
44% in layers and 43% in broiler breeders. In broiler farms, the detected strains were
4/91 and Massachusetts; in layers, the variants found were Qx, 4/91, Italy-02 and D274.
The findings in both studies demonstrate the usefulness of routine surveillance and
monitoring in poultry flocks to control the presence of both microorganisms and their

emerging serotypes in order to update vaccination plans.
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RESUM

En l'actualitat, I'avicultura és un pilar economic per a diversos paisos a nivell
mundial i els seus productes, una peca clau en I'alimentacié de molts consumidors. El
constant creixement de la industria i una major exigencia del consumidor en seguretat i
qualitat del producte, ha portat al sector avicola a enfrontar-se a importants reptes des

del punt de vista tant de salut publica com sanitat animal.

L'avicultura actual vol garantir els majors estandards en seguretat i qualitat dels
seus productes alimentosos, ja que per als consumidors els aliments segurs sén una
prioritat. Des del punt de vista de seguretat dels aliments Campylobacter spp. i
Salmonella spp. sén dos dels patogens zoonotics amb major importancia en la salut
publica a la Uni6 Europea, havent causat 120.946 i 52.702 casos en humans,
respectivament en 2020. Una de les principals fonts d'infeccié gastrointestinal en
humans és el consum de productes alimentaris d'origen animal, sent un d'ells els
productes avicoles (productes carnis, ous i productes derivats de I’ou) (EFSA, 2021). La
contaminacio creuada i la manipulacié dels aliments és una de les principals causes
d'adquisicié d'aquests microorganismes, per tant un dels objectius en avicultura és la

disminucid de la contaminacid dels animals o ous en la producci6 primaria.

Un altre repte des del punt de vista de seguretat alimentaria i sanitat animal al
qual no sols s'enfronta el sector avicola, sind que és un problema de salut mundial, és
I'aparicio de resistencies bacterianes a antibiotics a causa d'un Us ampli tant en medicina
veterinaria com humana. En la Unié Europea, és obligatori que els Estats membres
controlen i notifiquen las resisténcies a antimicrobians de Salmonella (EFSA, 2021). En
aquest sentit, en 2014 es va implantar a Espanya el Pla Nacional de Resistencies a
Antibiotics. Per tant, per a proporcionar informacid Util sobre la influencia de la
implementacid d'aquest Pla en el sector avicola, és essencial monitorar les tendencies de
resistencies antimicrobianes de Salmonella spp. a nivell de camp. Daltra banda,
I'aparicio dels microorganismes resistents i multiresistents i les restriccions d'Us
d'antibiotics aplicats per la Unio Europea han portat a la cerca de solucions alternatives
als antimicrobians. Aquests productes naturals poden ajudar a assegurar el benestar dels
animals i reduir I'impacte en el desenvolupament de resisténcies. L'all (Allium sativum)
és un agent antibacteria efica¢ tant per a bacteris Gram positives com per a les Gram

negatives (Belguith et al., 2010). L'ingredient antimicrobia de I'all és un compost
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denominat alicina. Aquesta molecula és un biocida dependent de la concentracio amb
activitat contra una amplia gamma de microorganismes (Curtis et al., 2004). La seua
utilitzacié de forma aillada o en combinacié amb altres compostos pot ser una eina (til
per a la reduccio de resisténcies i el tractament d'alguns microorganismes gque presenten

un desafiament en la indUstria avicola.

Des del punt de vista de la sanitat animal, I'aparicio i reaparicié de malalties
aviaries és una altra de les preocupacions de l'avicultura actual. Esta probablement
lligada a l'increment en els moviments comercials a nivell mundial, la migracié d'aus
silvestres i els canvis en alguns sistemes productius en detriment de la bioseguretat,
particularment en l'avicultura de posta. Tant pel seu impacte en la salut dels animals,
com sobre els resultats productius i la seua repercussié economica sobre l'activitat
ramadera, son importants algunes malalties viriques com la bronquitis infecciosa
(Infectious Bronchitis Virus; IBV) i les seues variants, i malalties bacterianes com les
micoplasmosis per Mycoplasma synoviae (M. synoviae; MS). La vigilancia i el
monitoratge de totes dues malalties és essencial per a conéixer la seua prevalenca i les

seues variants circulants amb la finalitat d'ajustar els programes de control apropiats.

Aquesta Tesi Doctoral s'ha desenvolupat integrament en el Centre de Qualitat
Avicola i Alimentacié Animal de la Comunitat Valenciana (CECAV) com a resposta a

la necessitat d'abordar diversos dels reptes de l'avicultura actual.

Donada la rellevancia de Salmonella spp. i coneguda la seua prevalenca pels
Plans Nacionals de Control de Salmonella, el primer objectiu d'aquesta Tesi Doctoral
va ser investigar la dinamica de les resisténcies de Salmonella spp. en 3 orientacions
productives (pollastres, titots i gallines ponedores) i avaluar els patrons de
multiresistencia als antibiotics utilitzats actualment en medicina veterinaria i terapia
humana. Els resultats de I'estudi van suggerir que la reduccié en I'Gs d'antibiotics
comenga a veure's reflectida en la reduccio del nombre de multiresisténcies trobades en
les aus, mostrant una tendéncia decreixent en les resisténcies, especialment en
ponedores des que es va implementar el Pla Nacional de Resistencies Antimicrobianes
en 2018, al costat de les millors practiques de bioseguretat dels avicultors. No obstant
aixo, el nivell de resistencies detectat en altres orientacions productives suggereix la
necessitat de continuar treballant en la reduccié de I'is d'antibiotics en les aus per a

aconseguir (igual que en ponedores) una disminucid significativa en les resisténcies.
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En linia amb l'estudi de les resistencies i la cerca de noves alternatives naturals
per a reduir I'is d'antibidtics, el segon objectiu va ser avaluar la interaccié del compost
natural alicina in vitro al costat de 14 antibiotics enfront d'alguns dels serotips més
rellevants de Salmonella spp. Els resultats obtinguts van suggerir que aquest compost al
costat de la ciprofloxacina i la gentamicina presentaven un efecte sinergic
estadisticament significatiu amb reduccio de les resisténcies. Aixi mateix, també es va
observar una reduccio estadisticament significativa en certs serotips de Salmonella (S.
Infantis, S. Kentucky, S. Mikawasima, S. Montevideo i S. Typhimurium (monofasica))

en comparacio amb altres serotips estudiats.

Donada la importancia en salut publica de Campylobacter spp., el Reglament
(UE) 2017/1495 va establir un criteri d'higiene de procés <1000 UFC/g en escorxador
per a la vigilancia de Campylobacter spp. en canals de pollastres d'engreixament (UE,
2017). En aquest context, el tercer objectiu va ser investigar la preséncia d'aquest
microorganisme a nivell de camp i reportar noves dades quantitatives mitjancant
recomptes en femta procedent de granges de pollastres en edats proximes a sacrifici
durant 12 mesos. Aquest estudi va demostrar alta presencia de Campylobacter spp. en
lots de pollastres proxims a 1’edat de sacrifici, encara que es requereixen més estudis per
a verificar si posteriorment es tradueixen en recomptes alts a nivell d'escorxador. D'altra
banda, es van trobar diferencies estadisticament significatives en la presencia de
Campylobacter spp. durant els diferents mesos de I'any (juny a desembre) coincidint
amb les estacions d'estiu i tardor.

Des del marc de la sanitat animal i pel seu impacte economic en la produccio
avicola, el quart i cinqué objectiu van ser conéixer les prevalences i prevalences
serologiques de 2 microorganismes aviaris, M. synoviae i el virus de la Bronquitis
Infecciosa Aviaria en una localitzacié geografica concreta (Comunitat Valenciana). Es
va pretendre avaluar la situacio epidemiologica actual i proporcionar informacio per a la
presa de decisions en la instauracié de programes de control i estratégies profilactiques.
Per a aix0 es va mostrejar un nombre representatiu d'explotacions de ponedores i
reproductores en el cas de M. synoviae; i de ponedores, reproductores i pollastres per a
IBV. En gallines ponedores la prevalenga serologica de M. synoviae va ser del 95% i la
prevalenca del 100%. Els genotips trobats van ser 1ZSVE/4504, MSK-1, MGS 1342,
MGS 543, PASC 8, WT4 i MS-H. Quant a les reproductores pesades, la prevalenga

serologica va ser del 74% i la prevalenca del 47%, sent tots els genotips trobats el
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genotip vacunal MS-H. En relacio amb IBV, la prevalenca serologica va ser del 100%
en totes les orientacions productives, i la prevalenca va ser del 38% en pollastres, 44%
en ponedores i el 43% en reproductores pesades. En granges de pollastres les variants
detectades van ser 4/91 i Massachusetts; en ponedores, es van trobar les variants Qx,
4/91, Italy-02 i D274; i en reproductores pesades només es va trobar la variant 4/91. Les
troballes en tots dos estudis demostren la utilitat de la vigilancia i monitoratge de rutina
en els aus per a controlar la presencia de tots dos microorganismes i els seus serotips

emergents, permetent aixi ajustar els plans de vacunacio.
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Centro de Calidad Avicola y de Alimentacion Animal de la Comunidad
Valenciana

Center for food Security & Public Health
Cloranfenicol

Concentracion Minima Inhibitoria
Ciprofloxacina

Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
Colistina

Cefotaxima

Diario Oficial de la Union Europea

Anomalia del Apice del Huevo

Centro Europeo para la Prevencion y Control de enfermedades (de las
siglas en inglés, European Center for Disease Prevention and Control)

Punto de corte epidemioldgico (de las siglas en inglés, Epidemiological
cut-off value)

Estados Unidos

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(de las siglas en inglés, European Food Safety Authority)

Prueba inmunoenzimatica ligada a enzimas
(siglas en ingles, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos

Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion

Hepatitis por cuerpos de inclusion (de las siglas en inglés, Fowl
Adenovirus)

Cefotaxima

Transferencia de energia de resonancia fluorescente
Gramos

Gentamicina
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GSH Glutation

h Horas

IBD Bursitis infecciosa

IBV Virus de la Bronquitis Infecciosa Aviar

ILT Laringotraqueitis infecciosa

1SO Organizgci()n Interna_lciopal de Normaliz_acif')n (de las siglas en inglés,
International Organization of Standardization)

kb Kilobases

m Valor minimo

mm Milimetros

M Valor méaximo

MAPA Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién

MARM Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino (actual MAPA)

MBD Minima concentracion bactericida
mCCD Desoxicolato-Cefoperazona-Carb6n modificado
MDR Multirresistencia (de las siglas en inglés, Multidrug Resistance)

MERO Meropenem

Mg Magnesio

MG Mycoplasma gallisepticum
min Minutos

mL Mililitros

MS Mycoplasma synoviae

Medio Semisolido Modificado Rappaport Vassiliadis (de las siglas en

MSRV inglés, Modified Semi-Solid Rappaport Vassiliadis)
n NuUmero de unidades de muestra
NAD Nicotinamida adenina dinucleétido
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NAL Acido Nalidixico

NC Nivel de confianza

ND No disponible

NGS Next-Generation Sequencing

nm Nanometro

OIE Organizacion Mundial de sanidad animal.

OMS Organizacion mundial de la salud

PBS Tampon Fosfato salino (siglas en inglés, Phosphate-Buffered Saline)

PCR Reagcién en Cadena de la Polimerasa (de las siglas en inglés, Polimerase
Chain reaction)

PCH Préacticas Correctas de Higiene

PNCS Plan Nacional de Control de Salmonella

PRAN Plan Nacional de Resistencias a Antibidticos

RAE Real Academia de la Lengua Espafiol

REGA Registro General de Explotaciones Ganaderas

RIA Radioinmunoensayo

RPM Revoluciones por minuto

RT-PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Retrotranscriptasa Inversa

RVS Rappaport-Vassiliadis con soja
s.f. Sin fecha

sec Segundos

SMX Sulfametoxazol

Spp. Especies

TET Tetraciclina

TAZ Ceftazidima
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TGC Tigeciclina

TMP Trimetoprim

TRT Rinotraqueitis del pavo

TSI Triple hierro azucar (siglas en inglés, Triple Sugar Iron)
UE Unién Europea

UFC Unidades formadoras de colonia

XLD Xilosa-Lisina-Desoxicolato

XLT4: Xilosa Lisina Tergitol-4

Mg Microgramos

pL Microlitros

um Micrémetro
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1. INTRODUCCION
1.1. Avicultura

La avicultura se encuentra definida por la Real Academia Espafiola (RAE) como
la cria de aves y/o el conjunto de técnicas y conocimientos relativos a la cria de las aves.

Esta palabra procede del latin avis (ave) y el sufijo -cultura (cuidado) (RAE, 2022).

El origen de la avicultura se remonta a miles de afios, ya que evidencias
arqueoldgicas sugieren que las gallinas domésticas (Gallus gallus) ya existian en China
desde hace 8.000 afios y, posteriormente, se expandieron hacia Europa occidental
(Alders, 2005). En la peninsula Ibérica los restos méas antiguos hallados datan de entre
los 800 y 600 a.C. La motivacién de la expansion de esta especie erradicaba en ritos
religiosos (sacrificos), espectaculos (peleas de gallos) y en el consumo (carne, huevos
etc.) (Camps i Rabada, 2015). El origen, por tanto, es asiatico, pero debido a su
capacidad de adaptacién y a la gran cantidad de razas locales existentes, hoy la especie
Gallus gallus esta presente en casi todo el mundo, siendo una de las fuentes de proteinas

mas completa a través de la carne y el huevo.

Hasta el siglo XX la avicultura en Espafia era una actividad ligada al medio rural
fundamentada en la subsistencia y el autoconsumo. Sin embargo, a partir de la década
de los 60, junto al desarrollo socioeconémico espafiol, se produjo una demanda de
proteina animal haciendo que la ganaderia en general se independizara de la tierra y se
dirigiera hacia especies de mayor produccion y productividad, entre ellas las aves,
mediante la seleccion de razas y la alimentacion equilibrada mediante piensos. La
avicultura fue pionera en desarrollarse sobre varios pilares fundamentales: genética,

nutricion, manejo y sanidad aviar (Tortuero, 2009).

1.2.  Estructura de la produccion avicola actual en Espafia

El sector avicola es una parte del sector ganadero de gran importancia en Espafia
que se ha ido modificando y diversificando con el paso de los afios. Esto ha dado lugar
al desarrollo de diferentes sistemas productivos tanto en el sector carne como en el de
puesta. La clasificacion de las explotaciones avicolas de produccién se encuentra
definida por el apartado 1 del anexo Il del Real Decreto 479/2004, de 26 de marzo,
donde dependiendo de la actividad o actividades a que se dediquen, se diferenciaran

segun la siguiente clasificacion zootécnica (MAPA, 2004):
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- Seleccion

- Multiplicacion

- Recria de aves de cria o reproductoras para carne o para puesta

- Recria de aves de explotacion o de produccion para carne 0 para puesta
- Produccion para carne

- Produccion para puesta

- Produccion de especies de caza para suelta o repoblacion

- Produccion para otros fines

- Cebo de palmipedas grasas

- Incubadoras.

En este contexto, esta tesis se centra en explotaciones de produccion para carne
(explotaciones de broilers y pavos), explotaciones de produccién para puesta
(produccion de huevos) y explotaciones de multiplicacion, es decir, de reproductoras

pesadas (produccion de huevos para la obtencion de pollos).

1.2.1. Explotaciones de produccion de carne

El mayor volumen de produccién avicola que predomina es el pollo de engorde
de alta seleccion genética, también conocido como “pollo para carne” o “broiler”.
Aunque inicialmente el término de broiler se aplicé a animales comercialmente
destinados a asadero (“to broil” en inglés significa “asar”), en la actualidad se emplea la
palabra broiler para designar, independientemente de su destino comercial, a un ave
joven, macho o hembra, procedente de un cruce genéticamente seleccionado, de la
especie Gallus gallus, para alcanzar una alta velocidad de crecimiento y un buen
rendimiento de la canal, con la formacion de notables masas musculares. Su rapido ciclo
de produccidn ha sido el factor fundamental que ha contribuido a convertir al broiler en
la base principal de la produccion masiva de carne de ave, representando asi el principal

exponente de esta produccion (6-7 semanas) (Catala-Gregori, 2007).

La produccién de pavos (Meleagris gallopavo), es la segunda produccién de

importancia econdémica en nuestro pais con una tendencia al crecimiento y con buenas
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perspectivas de futuro. EI pavo tiene origen en México siendo introducido en Europa en
el siglo XVI. Durante siglos ha sido seleccionado para conseguir animales de mayor
tamano, crecimiento vigoroso y carne apetecible para el consumo. Las variedades de
granja o los pavos domeésticos (Meleagris gallopavo gallopavo) son seleccionadas a
partir de la especie Meleagris gallopavo e hibridaciones con otras subespecies. Tras
inicialmente ser un consumo estacional (navidad), su consumo se ha extendido al resto
del afio por las propiedades nutritivas de la carne. La produccion del pavo se divide en
tres fases: la cria, que se extiende desde la primera a la cuarta semana; crecimiento,
desde la cuarta a la octava semana; y engorde, desde la octava semana hasta su
sacrificio. En general, los ciclos productivos del pavo comercial se extienden hasta 18-
20 semanas en el caso de las hembras y hasta las 24 semanas en machos (Regién de

Murcia digital, s.f).

1.2.2. Explotaciones de produccion para puesta

Dentro de las explotaciones destinadas a la produccién intensiva de huevos,
debemos distinguir entre explotaciones de produccion en bateria, la cria ecologica, la
alternativa y las de autoconsumo. En la actualidad, la mayor parte de la produccién de
huevos en Esparia se realiza en ponedoras criadas en jaulas en bateria (76,8%). Aunque
la cria en granjas alternativas (camperas y suelo) y ecoldgicas en la actualidad es méas
reducida (23,2%), la tendencia es a incrementar en importancia poco a poco, como
consecuencia de la demanda creciente por parte de los consumidores (INPROVO,
2019). En el marco en el que esta realizada esta tesis, nos centraremos en granjas de

produccion intensiva en bateria.

Las gallinas ponedoras comerciales son la base animal para la produccion de
huevos de consumo. Las gallinas ponedoras son hibridos de razas ligeras (Leghorn) en
el caso de produccion de huevo blanco, o semipesadas (Rhode Island, New Hapshire,
Plymouth Rock) en huevo moreno (Junta Andalucia, 2008). Estas gallinas son
genéticamente seleccionadas para la produccion de méas y mejores huevos acordes a la
demanda del mercado. Son aves con alta capacidad de adaptacion, pudiendo llegar a
producir un huevo cada 24 horas (AECA-WPSA, 2005). En explotaciones de
produccién de huevos en bateria el proceso comienza con la entrada de las pollitas a una
edad aproximada de 17 semanas, iniciandose la puesta entre las 19-20 semanas de edad
y se prolonga este periodo entre 385-450 dias. Los animales se alojan en jaulas que

43



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

siguen la normativa vigente de bienestar animal (MAPA, 2010). Ademas de este
esquema de produccion industrial, existe en Espafia un nimero importante de ponedoras

destinadas a autoconsumo.

1.2.3. Explotaciones de multiplicacion

Mientras que las gallinas ponedoras de huevos comerciales estan seleccionadas
para la mayor produccién de huevos, las gallinas reproductoras son aves reproductoras
seleccionadas con el objetivo de que se produzca el mayor nimero de pollos vigorosos
de un dia de edad, combinando un nivel elevado de puesta de huevos con un buen nivel
de incubabilidad. Este es un proceso largo, donde la puesta se prolonga durante 9-10
meses, aunque la produccion global no es elevada ya que no se suelen superar los 150-
160 huevos/ciclo (Callejo Ramos, 2019).
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1.3.  Situacion actual de la produccién avicola

La carne de pollo y los huevos son dos de los productos mas consumidos por la
poblacion mundial segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y Agricultura (FAO). EI consumo de los productos de origen avicola, y de alimentos de
origen animal en general, ha aumentado rapidamente en las Gltimas décadas. Este
incremento en el consumo es atribuido al crecimiento demografico, precio asequible,
bajo contenido en grasa, alto indice proteico y a pocas restricciones religiosas y
culturales (FAO, 2020).

Este aumento en el consumo de alimentos de origen animal ha inducido la
implantacion y desarrollo de sistemas ganaderos de caracteristicas tales que se pueda
satisfacer de forma réapida esa creciente demanda, conocido como ganaderia intensiva
industrializada. La ganaderia intensiva actual se caracteriza, entre otros aspectos, por la
elevada concentracion animal en determinadas areas geograficas, ocupando las granjas

unas superficies relativamente reducidas (Generalitat VValenciana, 2008).

1.3.1. Produccién de carne

Con respecto a los datos de la avicultura a nivel mundial, la produccién de carne
de pollo en el afio 2021 ascendi6 a 120 millones de toneladas de peso de canal. Los
principales productores de carne de pollo a nivel mundial son EEUU (16,8%), China

(12,2%), Brasil (11,5%) y Europa (9,3%) tal y como podemos observar en la Figura 1.

mEEUU

m China

m Brasil
Europa

m Otros

Figura 1. Produccidn de carne de pollo a nivel mundial (Adaptado AVEC, 2021)

Dentro de los 27 estados miembros de la Union Europea, Espafia fue el cuarto
productor en 2020 y 2019, y el tercero de 2015 a 2018 detras de Polonia, Alemania y
Francia (Tabla 1), (AVEC, 2021).
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Tabla 1. Produccién de pollo en la Unién Europea y terceros paises (producciéon nacional bruta,
tonelada de peso de canal) (Adaptado de AVEC, 2021).

2015 2016 2017 2018 2019 2020

Austria 102 107 110 114 117 118
Bélgica/Luxemburgo 445 453 455 462 440 450
Bulgaria 85 86 87 87 89 90
Chipre 23 24 25 25 27 25
Republica Checa 160 159 165 170 174 175
Dinamarca 146 155 154 157 167 165
Estonia 20 20 20 19 20 21
Finlandia 108 113 122 127 132 135
Francia 1139 1133 1163 1.185 1.187 1.176
Alemania 1285 1290 1300 1.345 1.340 1.330
Grecia 173 156 151 185 185 185
Hungria 365 394 409 414 136 454
Irlanda 110 160 180 190 205 206
Italia 929 981 1.034 1101 1.015 1.030
Croacia 69 67 67 69 70 70
Letonia 30 30 33 33 35 36
Lituania 105 105 126 103 97 100
Malta 4 4 4 4 4 4
Paises Bajos 986 1.036 1.034 1.038 1.036 1.047
Polonia 1.699 - 2.055 2116 2.207 2.180
Portugal 271 278 287 289 294 289
Rumania 350 360 388 415 415 420
Eslovaquia 70 57 80 80 80 80
Eslovenia 54 62 63 64 65 69
Espafia 1203 1268 1250 1.191 1.151 1.147
Suecia 113 136 148 150 54 159
EU-27 10.043 10.511 10.909 11.032 11.142 11.160
Reino Unido 1456 1535 1.630 1.750 1.749

Durante 2020 se produjeron en Espafia 1,15 millones de toneladas de peso de
canal de pollo. La produccion de carne de pollo en Espafia se concentra principalmente
en cuatro comunidades autonomas: Andalucia (25,5%), Catalufia (21,5%), Galicia
(13,3%) y Comunidad Valenciana (10,9%) (MAPA, 2021). La produccion avicola de
carne, por tanto, se trata de un sector importante para la economia de determinadas
zonas ganaderas de nuestro pais. La distribucion de la produccion de carne de aves

durante el afio 2020 se encuentra reflejada en la Tabla 2.
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Tabla 2. Explotaciones de pollos para carne por clasificacion zootécnica y CC.AA. y produccion de
carne de aves durante 2020 (Adaptado MAPA, 2021).

Granjas ) ) Granjasde  Produccion
Granjas de Granjas de i
CC.AA. de o . cria(aves (tm)carnede %
. Multiplicacion  Produccion i
Seleccién de cria) aves
Andalucia 0 27 759 26 438.446 25,5
Aragén 3 21 385 20 1.408 0,1
Prmc[pado de 0 0 9 0 0 0
Asturias
llles Balears 0 0 18 0 251 0,01
Canarias 3 1 47 8 14.235 0,8
Cantabria 0 0 8 1 0 0
Castilla La Mancha 4 22 385 13 65.146 3,8
Castillay Ledn 7 13 442 7 126.614 7,4
Catalufia 6 153 929 18 368.813 21,5
Extremadura 3 1 344 0 78.360 4,6
Galicia 0 46 848 18 227.986 13,3
Madrid 0 0 6 0 52.415 3,1
Region de Murcia 0 3 212 2 DC -
Comunidad F. 0 13 109 6 86930 5.1
Navarra
Pais Vasco 5 8 58 4 DC -
La Rioja 0 1 46 0 DC -
Comunidad 2 16 401 6 187912 10,9
Valenciana
1.717.880
ESPANA 33 325 5.006 129 (1.400.215
Broilers)

DC: Dato confidencial. (Datos provisionales 2020)

Con relacién a la produccion de carne de pavo la produccion a nivel mundial es
menor con una tendencia muy estable, con 5,89 millones de toneladas de peso de canal
anualmente. EI mayor productor es EE.UU., seguido de Brasil y Europa (FAO, 2021). A
nivel europeo se produjeron durante 2020, 1,9 millones de toneladas de peso de canal de
carnes de pavo. Espafia ocupa el tercer lugar como productor de carne de pavo, con 238
mil toneladas de peso de canal, por detras de Alemaniay Polonia (AVEC, 2021).

En Espafia, se ha incrementado la produccion de carne de pavo un 50% en los
ultimos 5 afos, pasando de 158.000 toneladas a 238.000 toneladas en 2020. A nivel de
CC.AA, destacan Andalucia, Catalufia y la Comunidad Valenciana con 109.000, 67.000
y 25.000 toneladas respectivamenten (MAPA, 2021).
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En la Comunidad Valenciana el 47% de la carne sacrificada pertenecié al sector
avicola, con 198.682 toneladas, distribuyéndose un 64% en Valencia, 18% en Alicante
y 16,8% en Castellon.

1.3.2. Produccién de huevos

La produccion de huevos continla experimentando un crecimiento sustancial en
la Gltima década. Segun los datos publicados por la FAO, la produccién total de huevos
en el mundo ascendi6 a 86,67 millones de toneladas en 2020. China es el mayor
productor de huevos con un 34% de la produccion mundial. Tras China, otros paises
productores de huevos fueron Europa (9%), EE.UU. (8%), India (7%) y Mexico (4%)
(Statista, 2022) (Figura 2).

1%

m China

mEEUU

= Europa
Africa

m Otros

Figura 2. Produccion de huevos a nivel mundial (Adaptado Statista, 2022)

A nivel de la Unién Europea, Espafia ocupa el tercer puesto en produccién de
huevos por detras de Alemania y Francia, con una produccion de 918.000 toneladas de
huevos en 2020, representando el 13,1% de produccion de huevos en Europa. (MAPA,
2021) (Tabla 3).
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Tabla 3. Produccién de huevos en la UE (miles de toneladas) (Adaptado MAPA, 2021).

2020 %
Austria 129 1,8
Bélgica/LLuxemburgo 205 2,9
Bulgaria 94 1,34
Chipre 11 0,16
Republica Checa 177 2,5
Dinamarca 92 1,3
Estonia 10 0,14
Finlandia 76 11
Francia 943 13,4
Alemania 958 13,7
Grecia 128 1,8
Hungria 138 19
Irlanda 65 0,92
Italia 805 11,5
Croacia 45 0,6
Letonia 42 0,6
Lituania 51 0,7
Malta 7 0,1
Paises Bajos 703 10,0
Polonia 635 91
Portugal 138 2,0
Rumania 380 5,4
Eslovaquia 71 1,0
Eslovenia 22 0,3
Espafia 918 13,1
Suecia 149 2,1
EU-27 7001 100

El nimero de explotaciones de aves de puesta en Espafia ha aumentado de
manera significativa en los ultimos afios. En 2021 el ndmero total ascendié a 1.821
explotaciones, lo que supone un incremento del 3,6% respecto 2019. En cuanto a datos
productivos a nivel de CC.AA destacan Castilla La Mancha con un 24,9% de la
produccién, seguido de Castilla y Léon (16,1%), Aragon (14,3%) y la Comunidad
Valenciana (10,3%) (MAPA, 2021).

En la Comunidad Valenciana la produccion de huevos de gallina fue de 116.288
docenas. El 86% se produjo en la provincia de Valencia, el 9% en Castellon y 5% en
Alicante (Tabla 4).
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Tabla 4. Explotaciones de gallinas ponedoras por clasificacion zootécnica y CC.AA. y produccion
de huevos durante 2020 (MAPA, 2021).

. . Produccién
Granjas ] ) Granjas de ]
Granjas de Granjas de i (miles de
CC.AA. de L . cria (aves %
.. Multiplicacion  Produccion i} docenas,
Seleccion de cria)
2019)

Andalucia 2 1 1733 0 56.115 5,2
Aragon 0 0 59 43 155.591 14,3
Principado de 0 2 19 0 3.364 03
Asturias

Illes Balears 0 0 30 6 6.534 0,6
Canarias 0 1 167 51 29.753 2,7
Cantabria 0 0 28 1 1.574 0,1
Castilla La Mancha 0 0 110 54 270.603 24,9
Castillay Ledn 6 7 138 25 174.846 16,1
Catalufia 1 27 271 63 95.791 8,8
Extremadura 0 0 52 2 31.730 2,9
Galicia 2 8 84 57 40.132 3,7
Madrid 0 0 30 2 16.307 15
Region de Murcia 0 1 23 3 30.871 2,8
Comunidad F. 0 0 57 8 28,455 26
Navarra

Pais Vasco 3 0 90 4 31.085 2,9
La Rioja 1 1 14 3 3.723 0,34
Comunidad 0 2 71 17 111653 10,3
Valenciana

ESPANA 15 50 1417 339 1.088.127 100
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1.4. Control sanitario en el sector avicola

Algunos de los retos a los que se enfrenta la avicultura intensiva se encuentran
enmarcados en el ambito de la sanidad animal y salud publica. Para evitar la
introduccién y diseminacion de enfermedades que pueden producir una alteracion
sanitaria, del bienestar animal, pérdidas econémicas y repercusiones sobre la salud
publica (MAPA, 2021) es necesario implantar programas sanitarios y medidas de
bioseguridad en las explotaciones del sector. Estos van encaminados a la prevencion y
control de procesos infectocontagiosos y parasitarios desde el punto de vista tanto de
sanidad animal como de salud publica.

En la actualidad existen diferentes normativas tanto comunitarias como
nacionales que regulan las explotaciones avicolas desde el punto de vista sanitario y de

salud publica, como son entre otras:

- Real Decreto 1888/2000, de 22 de noviembre, por el que se establecen las
condiciones de sanidad animal aplicables a los intercambios
intracomunitarios y las importaciones de aves de corral y de huevos para

incubar procedentes de paises terceros.

- Real Decreto 640/2006, de 26 de mayo, por el que se regulan determinadas
condiciones de aplicacion de las disposiciones comunitarias en materia de

higiene, de la produccién y comercializacion de los productos alimenticios.

- Real Decreto 479/2004, de 26 de marzo, por el que se establece y regula el
Registro general de explotaciones ganaderas.

- Real Decreto 1940/2004, de 27 de septiembre, sobre la vigilancia de las

zoonosis y los agentes zoondticos.

- Real Decreto 637/2021, de 27 de julio, por el que se establecen las normas

béasicas de ordenacion de las granjas avicolas.

En la actualidad se desarrollan los siguientes programas nacionales que
conllevan una vigilancia y control oficial: Programas Nacionales de Salmonella spp. en
manadas de Gallus gallus de reproduccion, de puesta, broilers y manadas de pavos de
reproduccion y de engorde y el Programa de vigilancia de la Influenza Aviar (MAPA,
2021).
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Sin embargo, debido al constante crecimiento de la industria y a la exigencia del
consumidor desde el punto de vista de calidad y seguridad de los productos avicolas, el
sector asume importantes retos desde el punto de vista tanto de salud publica como de
sanidad animal de otros patdgenos que deben tenerse en cuenta en los programas de

control sanitarios en las explotaciones.

Desde el punto de vista de salud publica destacamos dos de los patdgenos

zoondticos con mayor importancia, Salmonella spp. y Campylobacter spp.

Por otro lado, por su importancia en la salud de los animales, como por su
impacto en los resultados productivos y su repercusion econémica sobre la actividad
ganadera, son importantes algunas enfermedades viricas como la bronquitis infecciosa
(Infectious Bronchitis Virus; IBV) y sus cepas variantes; la enfermedad de Gumboro
(Infectious Bursal Disease; IBD), la anemia infecciosa (Chicken Anemia Virus; CAV),
la laringotraqueitis infecciosa (Infectious Laryngotracheitis; ILT), la rinotraqueitis
(Turkey Rhinotracheitis; TRT) o la hepatitis por cuerpos de inclusion (Fowl
Adenovirus; FAV); y enfermedades bacterianas como las micoplasmosis por

Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma synoviae (M. synoviae; MS).

La vigilancia y la monitorizacion de estas enfermedades es esencial para conocer
su prevalencia y cepas variantes circulantes con el fin de ajustar los programas
sanitarios de control apropiados. En este contexto, por su importancia a nivel de salud
publica y sanidad animal 4 de estos patdgenos con gran impacto en el sector avicola

fueron objeto de esta tesis, Salmonella spp., Campylobacter spp., M. synoviae e IBV.
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15. Resistencias a los antibioticos

La resistencia a los antimicrobianos (AMR, de las siglas en inglés antimicrobial
resistance) surge cuando algunos microorganismos como bacterias, virus, hongos y
parésitos se adaptan a lo largo del tiempo y dejan de responder a los tratamientos
comunes (antibiodticos, desinfectantes etc.), lo que complica el tratamiento de las
infecciones, incrementando su propagacion, aparicion de formas mas graves y mayores
tasas de muerte. Como consecuencia de la aparicion de resistencias, los antibioticos y
otros medicamentos antimicrobianos se vuelven ineficaces, por lo que las infecciones

son cada vez mas dificiles o imposibles de tratar (OMS, 2020).
Existen dos tipos de resistencia:

- Resistencia natural o intrinseca, por carecer de la diana sobre la que actua el

antibiotico en cuestion.

- Resistencia adquirida, por modificacion de la carga genética de la bacteria que

puede aparecer por mutacion cromosoémica o por mecanismos de transferencia
genética (vertical u horizontal). La resistencia transmisible es la méas relevante,
puede estar mediada por plasmidos, transposones o integrones, que pueden pasar de
una bacteria a otra (Garcia Rodrigez et al., 1997).

Los mecanismos de desarrollo de resistencias de las bacterias son 3, la
inactivacién del antibidtico por enzimas, modificaciones bacterianas que impiden la
llegada del antibidtico al punto diana y alteracion por parte de la bacteria de su punto
diana. Una misma bacteria puede desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a
uno o varios antimicrobianos, del mismo modo que un antimicrobiano puede ser
inactivado por diferentes mecanismos de diferentes especies bacterianas (Daza, 1998).
A su vez, con frecuencia, las cepas resistentes a una familia de antimicrobianos suelen
ser resistentes también a otras familias de compuestos que no estan relacionados por sus

mecanismos de accion o de resistencia (Alekshun et al., 2007).

1.5.1. Resistenciasy salud publica

El fendmeno de la resistencia no es nuevo. En un principio se reconocié como
una curiosidad cientifica para posteriormente convertirse en una amenaza a la eficacia
de los tratamientos (OMS, 2001). El desarrollo de la resistencia puede desencadenarse

por diferentes factores, como el uso inadecuado de antimicrobianos en medicina
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humana a nivel de atencidn primaria y hospitalaria, el uso de antibidticos inadecuados
en veterinaria, condiciones y practicas de higiene deficientes en la cadena alimentaria
que propician la transmision de microorganismos resistentes (EFSA, 2021). Se trata
entonces de un problema que debe enforcarse desde la perspectiva del “One Health” que
integre tanto la salud humana y la sanidad animal, ya que este problema causa 33.000
muertes al afio en Europa y genera un gasto sanitario adicional de 1.500 millones de
euros anuales (PRAN, 2018).

Los agentes antimicrobianos utilizados en veterinaria y medicina humana en
Europa son los mismos o pertenecen a las mismas familias, aunque la via de
administracion y la dosificacion difiere entre humanos y animales. Las resistencias
producidas en los animales destinados a la produccion de alimentos podrian propagarse
a través de los alimentos a los seres humanos, convirtiéndose en un problema de salud
mundial cuando estas bacterias resistentes son agentes zoondticos como Salmonella
spp., Campylobacter spp. y algunas cepas de Escherichia coli (EFSA, 2021). En el caso
particular de la medicina veterinaria, los antibiéticos en el pasado fueron ampliamente
utilizados tanto terapéutica y profilacticamente y como promotores de crecimiento en
muchas especies de produccion (Usera et al., 2002). Sin embargo, tras la toma de
conciencia del problema, el consumo de antibioticos en veterinaria en Espafia registrd
una reduccion del 58,8% entre 2014-2019, con un cambio de tendencia a la baja muy
significativo (PRAN, 2018).

En relacion a la transmision de microorganismos resistentes a través de los
alimentos, datos del PRAN revelaron que analizando globalmente el consumo de
antibidticos y de resistencias (consumo comparado con resistencia), tanto en personas
comparadas con personas, como en animales comparado con animales y en animales
comparado con personas, se demostrd la existencia de correlacion positiva entre el
consumo de antibioticos y las tasas de resistencia, maxima en el caso animal comparado
con animal y minima entre animal comparado con personas. Por tanto, la reduccién en
el consumo de antibidticos tendria su mayor repercusion en la reduccién de resistencias
del mismo conjunto poblacional, personas o animales, aunque se espera que la
reduccion del uso de antibioticos en veterinaria tenga efectos beneficiosos sobre los

porcentajes de resistencias en bacterias aisladas de personas (PRAN, 2018).
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1.5.2. Programas de vigilancia de las resistencias antimicrobianas

La aparicion y evolucidén de las cepas resistentes se ha convertido en un
problema mundial que preocupa tanto en medicina veterinaria como en salud puablica,
por lo que monitorizar las resistencias a antibidticos de las cepas de microorganismos
zoonaticos, es esencial para proporcionar informacién sobre la magnitud del problema 'y

las tendencias de resistencias.

Debido a ello, en la UE se estableci6 en 2014 la Decision de Ejecucion
2013/652/UE de la Comision modificada en 2020 por la Decision de ejecucion (UE)
2020/1729 de la Comisién, donde el monitoreo de AMR es obligatorio en Salmonella
spp., C. jejuni y el indicador comensal E. coli en las principales poblaciones animales
de produccién nacional y su carne derivada, correspondientes a diferentes tipos de
produccién para recopilar datos que podrian combinarse con los de exposicion a
antimicrobianos (CE, 2013). El seguimiento se realiza de forma rotativa, teniendo como
objetivo los cerdos de engorde y los bovinos menores de 1 afio y su carne derivada en
los afios impares y las poblaciones de aves de corral y su carne derivada en los afios
pares, tal y como establece la legislacion. En esta directiva se describe el grupo de
sustancias antimicrobianas que deben incluirse en la vigilancia de la AMR, umbrales de
resistencia a intervalos de concentracion de EUCAST que deben utilizarse para el

ensayo con los diferentes microorganismos.

Por otro lado, a nivel nacional en 2014 se implant6 en Espafa el Plan Nacional
de Resistencias a Antibioticos (PRAN) para el periodo 2014-2018, y recientemente
prorrogado hasta 2021 (MAPA, 2018). Asi mismo el sector avicola espafiol ha accedido
voluntariamente a adherirse al programa nacional REDUCE en 2020. El principal
objetivo de este convenio es el uso racional de los antibiGticos y proponer planes
preventivos de salud gracias al desarrollo de nuevas medidas terapéuticas mas eficaces

que permitan reducir el uso de antibiéticos.

1.5.3. Actualidad de las resistencias de Salmonella spp. en avicultura

En cuanto a Salmonella spp., la relevancia del agente zoono6tico aumenta con la
aparicion de las cepas resistentes. Aungue la mayoria de los casos de salmonelosis en
humanos son autolimitantes y suelen resolverse sin necesidad de tratamiento con
antibioticos, en casos graves 0 pacientes inmunocomprometidos puede ser necesaria la

antibioterapia con ciprofloxacina en adultos y ceftriaxona en nifios (Berrang et al.,
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2009). Las consecuencias de la aparicion de multirresistencias son la mayor frecuencia
de fracasos de tratamiento, mayor gravedad de la infeccion y mayor tasa de mortalidad
tras infeccion con estas cepas (PRAN, 2018). Por ello, este microorganismo se
encuentra bajo la vigilancia de AMR establecida en la UE, quien establecio el grupo de
sustancias antimicrobianas y los umbrales de resistencia a intervalos de concentracion
de EUCAST que deben utilizarse ((Tabla 5).

Tabla 5. Sustancias antimicrobianas que deben incluirse en la vigilancia de la AMR, umbrales de
resistencia e intervalos de concentracion de EUCAST que deben utilizarse para el ensayo con
Salmonella spp. (Adaptado UE, 2020).

Umbrales interpretativos de la Intervalos de

Antimicrobiano

Tipo de
antimicrobiano

AMR (mg/ )

Valor de corte

concentracion

(mg/ L)( nimero de

epidemiolégico Valor critico pocillos)
Amicacina Aminoglucésido >4* > 16 4-128 (6)
Ampicilina Penicilina >8 >8 1-32 (6)
Azitromicina Macrolido ND ND 2-64 (6)
Cefotaxima Cefalosporina >0,5 >2 0,25-4 (5)
Ceftazidima Cefalosporina >2 >4 0,25-8 (6)
Cloranfenicol Fenicol > 16 >8 8-64 (4)
Ciprofloxacina Fluoroquinolona > 0,06 > 0,06 0,015-8 (10)
Colistina Polimixina ND >2 1-16 (5)
Gentamicina Aminoglucésido >2 >4 0,5-16 (6)
Meropenem Carbapenem > 0,125 >8 0,03-16 (10)
Acido nalidixico  Quinolona >8 ND 4-64 (5)
Sulfametoxazol  Antifolato ND ND 8-512 (7)
Tetraciclina Tetraciclina >8 ND 2-32 (5)
Tigeciclina Glicilciclina ND ND 0,25-8 (6)
Trimetoprim Antifolato >2 >4 0,25-16 (7)

ND: no disponible. *umbral provisional de EUCAST.

Segun ultimos datos aportados por la EFSA en 2018, acerca de las resistencias
de Salmonella spp. a los antimicrobianos utilizados en veterinaria de forma comdn,
sefialaron que se encontraron datos de resistencia del 59,5% en canales de pollo, con un
32,7%

multirresistencia la resistencia a 3 o0 més familias de antibiéticos. Con relacion a las

de multirresistencia (MDR, de las siglas en inglés), considerando

canales de pavos, la resistencia fue del 71,2%, siendo el 15,1% de los aislados MDR. En
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Esparia, la tasa de resistencias en canales de broilers fue del 48,9%, con un 15,9% de
multirresistencias. Con respecto los pavos, el 100% de los aislados fue resistente y un
27,3% presentd MDR.

Por otro lado, también se dispone de datos de resistencia de Salmonella spp. de
muestras aisladas a nivel de granja. Los datos reportados a nivel de la UE mostraron que
el 61% de las aislados en broilers presentd resistencia, siendo el 38,2% MDR. En los
pavos, se presentaron tasas del 72,9% de AMR y 38,8% MDR. A nivel de gallinas
ponedoras los niveles fueron menores, la tasa de resistencia fue del 23,6% vy la de
multirresistencia del 6,5%. En Espafia a nivel de granja, los aislados de Salmonella spp.
en broilers presentaron el 51,8% de AMR y un 31,8% fue MDR. En granjas de pavos, la
AMR fue del 80,6% y la MDR del 54.7%. Por el contrario, los aislados de Salmonella
spp. en granjas de gallinas ponedoras Unicamente presentaron una tasa de AMR el
17,8% con un 4,1% de MDR. (EFSA, 2021)

De forma general en Espafia las mayores tasas de resistencia a antibioticos se
encontraron en broilers, pavos y ponedoras a acido nalidixico, ciprofloxacina,

sulfometoxazol, trimetoprim y tetraciclinas (Tabla 6).

Debido a la relevancia de la evolucion de las resistencias en avicultura, en uno
de los capitulos de esta Tesis Doctoral se evalud la resistencia de cepas de Salmonella
spp. Yy su evolucién en tres orientaciones productivas en avicultura en la Comunidad

Valenciana durante 3 afios consecutivos (2015-2018).

Tabla 6. Tasas de resistencia de aislados de Salmonella en Espafia segin antimicrobianos.
(Adaptado EFSA, 2021)

Ta:ﬁﬁ]gle GEN CHL AMP CTX TAZ MERO TGC NAL CIP AZI COL SMX TMP TET
Granjas ¢ 0 0 0 0 0 0 692 692 0 0 641 487 64,1
broilers
Granjas 0 0 0 0 0 0 917 917 0 0 25 25 25
pavos
Granjas 0 0 0 0 0 0 143 143 0 0 95 48 95
ponedoras

GEN: gentamicina; CHL: cloramfenicol; AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; TAZ: Ceftazidima; MERO: meropenem; TGC:
tigeclcline, NAL: é&cido nalidixico; CIP: ciprofloxacina; AZI: azitromicina; COL: colistin; SMX: sulfamethoxazole; TMP:

trimetoprim; TET: tetracycline.
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1.5.4. Estrategias alternativas de reduccion de resistencias

Las alternativas a los antibidticos seguras y eficaces pueden ayudar a minimizar
la necesidad del uso de antibidticos para prevenir y controlar las enfermedades en
produccion animal. En la actualidad, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
recomienda a los productores que apliquen métodos alternativos a los antibidticos para
prevenir y tratar enfermedades infecciosas (Lowenthal et al., 1999). Existen multiples
medidas alternativas para minimizar el uso de antibidticos que incluyen desde cambios
en el manejo, bioseguridad, vacunacion, alternativas bioldgicas como la fagoterapia
(Sevilla et al., 2020) y el uso estratégico de modificadores de la flora entérica como:
acidificantes, probidticos, enzimas, algas, productos derivados de plantas, potenciadores

de la microflora e inmunomoduladores (Salim et al., 2018).

Recientemente, ha aumentado el interés en investigar nuevas sustancias
naturales con propiedades antimicrobianas tanto para terapia como para su uso en
microbiologia alimentaria (Belguith et al., 2010). Desde la antigliedad, el hombre ha
utilizado plantas para tratar enfermedades infecciosas comunes durante afios, como la
melisa (Melissa officinalis), el ajo (Allium sativum) y el arbol del té (Melaleuca
alternifolia) que se han descrito en manuales de fitoterapia como agentes
antimicrobianos de amplio espectro (Heinrich et al., 2004).

Debido al amplio abanico de sustancias naturales, la presente tesis se centrd en
la efectividad terapéutica del principio activo del ajo (Allium sativum), la alicina.

154.1. Alicina

La alicina es el compuesto organosulfurado responsable de la actividad
antibacteriana del ajo caracterizado por primera vez como alicina (tiosulfinato de
dialilo) por Cavallito y Bailey (1944).

La alicina se produce a partir del aminoacido aliina (sulféxido de alilcisteina)
por la enzima alinasa. En los dientes de ajo intactos, la aliina y la alinasa se
compartimentan en el citoplasma y la vacuola, respectivamente. La alicina se produce
tras el dafo tisular, cuando la enzima y el sustrato se mezclan (Borlinghaus et al., 2014)

(Figura 3). A ella se debe el olor caracteristico del ajo recién cortado.
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Figura 3. Biosintesis de alicina a partir de aliina catalizada por enzimas al cortar el ajo (Reiter,
2020)

Entre las propiedades del ajo que se han demostrado en animales estan efectos
hipolipidémicos, hipotensores, hipoglucémicos, hipotrombdticos e hipoaterogénicos
(Shoetan et al., 1984). A su vez también se han demostrado propiedades antivirales
(Ankri y Mirelman, 1999), antibacterianas (Sivam, 2001), actividades antifungicas y
antiparasitarias (Ankri y Mirelman, 1999).

La actividad antimicrobiana de la alicina se debe a que es un compuesto quimico
a base de azufre que reacciona con grupos tiol libres como los que se encuentran en las
cisteinas o el glutation (GSH) (Gruhlke et al., 2019). La reaccién con grupos tiol
disminuye las reservas celulares de GSH y provoca estrés oxidativo en las células
(Rabinkov et al., 2000). Por otro lado, la alicina reacciona también con las cisteinas
accesibles de las proteinas (Mdiller et al., 2016). La S-tioalilacion de la cisteina puede
inhibir enzimas esenciales o interrumpir la transduccion de sefiales cambiando la
conformacién tridimensional de las proteinas o evitando la unién del cofactor metélico
(Brandes et al., 2009).

Varios autores han descrito la efectividad in vitro de la alicina mediante la
inhibicidn y retraso del crecimiento de algunos microorganismos como Salmonella spp.
(Belguith et al., 2010). Asi, en uno de los capitulos de esta Tesis Doctoral se evalud el
efecto in vitro de la alicina en combinacion con 14 antibioticos frente a los serotipos de

Salmonella spp. méas importantes de origen avicola.
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1.6. Enfermedades infecciosas con relevancia en salud publica
1.6.1. Salmonelosis
1.6.1.1. Etiologia

Salmonella spp. es un microorganismo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae. Los microorganismos del género Salmonella spp. son bacilos, gram
negativos, anaerobios facultativos y su tamafio oscila de 0,3 a 1 um x 1,0 a 6,0 um.
Poseen un metabolismo oxidativo y fermentativo, produciendo acido y a menudo gas
durante la fermentacion de la glucosa u otros hidratos de carbono, son catalasa positivos
y oxidasa negativos (Linder, 1995). La temperatura Optima para Salmonella spp. es
37°C, pero podemos observar su crecimiento en un rango de temperaturas que oscila de
5°C a 45°C (Bierer et al., 1961). EI pH éptimo para estas bacterias oscila entre 6,6 y 8,2
(Linder, 1995). El valor 6ptimo de actividad de agua (a,) para su multiplicacion es
0,995, aunque también presenta una gran resistencia a la baja a, por lo que puede
sobrevivir en ambientes secos hasta varias semanas. Incluso se ha descrito la
supervivencia de Salmonella spp. en agua congelada durante periodos prolongados
(Jawetz et al., 2014).

Con excepciodn de los serotipos gallinarum y pullorum, los demés serotipos son
moviles por medio de flagelos peritricos (Popoff, 1992). El género Salmonella incluye
solo dos especies: S. enterica y S. bongori. Las serovariedades mas comunes gque causan
infeccion en humanos y en animales de abasto pertenecen a la subespecie enterica
(Grimont y Weill, 2007).

1.6.1.2. Salmonelosis en humanos
1.6.1.2.1. Epidemiologia y situacion actual

La salmonelosis es la segunda infeccion gastrointestinal transmitida por lo
alimentos con relevancia en la UE tras la campilobacteriosis. Durante 2020 se
notificaron 52.702 casos confirmados en la UE, con una tasa del 13,7% por 100.000
habitantes, produciéndose en Espafia 3.526 casos procedentes de 56 brotes de los 694
detectados. Durante este afio se registrd una disminucion de casos frente a 2019 donde
se reportd el 19,5% (UE 28). Sin embargo, esta disminucion es debida a dos
acontecimientos excepcionales ocurridos durante 2020, como fue la salida de Reino

Unido de la UE y la pandemia de Covid-19. A nivel estadistico, la tendencia de la
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salmonelosis en los ultimos 5 afios no presentd ni aumento ni disminucién

estadisticamente significativos (EFSA, 2021).

Una de las principales fuentes de infeccion de Salmonella spp. en humanos es el
consumo de productos alimenticios de origen animal, siendo uno de ellos los productos
avicolas (productos carnicos, huevos y ovoproductos). Durante 2020, los alimentos
comunmente involucrados con evidencias en los brotes de salmonelosis fueron los
huevos y los ovoproductos (37 brotes), carne de cerdo y productos derivados (11 brotes)
y productos de panaderia (9 brotes) (EFSA, 2021). Debido a ello, los productos y
subproductos del sector avicola son considerados como uno de los principales

transmisores de Salmonella spp. a través de los alimentos.

Teniendo en cuenta los 5 serotipos principales de Salmonella mas frecuentes en
brotes alimentarios, Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis (1,9,12:g,m:-)), Salmonella
Infantis (S. Infantis (6,7,14:r:1,5), Salmonella Typhimurim (S. Typhimurium
(1,4,[5],12:i:1,2))., Salmonella Typhimurim monofésica (S. Typhimurium monofasica
(1,4,[5],12:i:-)).y Salmonella Derby (S. Derby (1,4,[5],12:f,g: [1,2]) y las principales
fuentes avicolas de transmision de este agente, se encontré6 que durante 2020 la
transmision de S. Enteritidis se relaciond con pollos, gallinas ponedoras y huevos. Asi
mismo, S. Typhimurium y S. Infantis se vincularon a los pollos, mientras que S.
Typhimurium monofasica se relacion6 de forma secundaria tras los cerdos. Con relacién
a S. Derby, se asoci6 en mayor medida a los cerdos y una pequefia parte a pavos y

ponedoras (Figura 4).

Enteritidis
Broileg

Infantis

Bovine

Typhimurium

%T%yphimurium. monophasic

Derby

Bigi

Turkey

Layers

Figura 4. Diagrama de Sankey de la distribucion de los 5 principales serotipos de Salmonella
implicados en casos de salmonelosis humana adquiridos a través de alimentos y animales en la UE
(EFSA, 2021)
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1.6.1.2.2. Patogenia y clinica en humanos

Las infecciones por Salmonella spp. se producen por la entrada del
microorganismo por via oral, por lo general con alimentos o bebidas contaminados. La
dosis infecciosa media para producir infeccion manifiesta o asintomatica en el ser
humano es de 10° a 10° salmonelas (pero tal vez un minimo de 10° microorganismos de
la especie S. Typhi) (Jawetz et al.,, 2014). La patogenia de las infecciones por
Salmonella spp. varian segun el tipo de Salmonella involucrado. Las infecciones
causadas por salmonelas tifoideas (S. Typhi), conocido como “fiebres entéricas o fiebres
tifoideas” causan cuadros de fiebre, malestar, cefaleas, estrefiimiento, bradicardia,
mialgia y septicemia, requiriendo tratamiento con antibioticos (Jawetz et al., 2014). Por
otro lado, la infeccion por Salmonella no tifoidea tras 8 a 48 h de la ingestion de la
bacteria produce nduseas, cefaleas, vomitos y diarreas abundantes (Jawetz et al., 2014) y
la enfermedad dura de 2 a 7 dias. Los sintomas de la salmonelosis son relativamente
leves y, en la mayoria de los casos, los pacientes se recuperardn sin un tratamiento
especifico (OMS, 2018).

1.6.1.3. Salmonelosis en el sector avicola
1.6.1.3.1. Epidemiologia y situacion actual

Debido a la relevancia de Salmonella spp. en salud publica, se establecid el
Reglamento (CE) n° 2160/2003 y sus posteriores modificaciones, donde los estados
miembros de la UE debian establecer programas nacionales de control para el control de
este patdgeno con el objetivo de reducir la prevalencia de los serotipos relevantes para

la salud publica cuyo origen son las aves de corral.

Como resultado de estos planes de control, segn los Gltimos datos registrados
por la EFSA a nivel europeo, en 2020 el 2,0% de las manadas de reproductoras
analizadas fueron positivas a Salmonella spp. siendo el 0,52% alguno de los cinco
serotipos objetivo (S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Typhimurium monoféasica, S.
Virchow, S. Infantis y S. Hadar) (EFSA y ECDC, 2021). En el caso de las gallinas
ponedoras, el 4% de las manadas fueron positivas a Salmonella; sin embargo, la
prevalencia de los dos serotipos objetivo (S. Enteritidis y S. Typhimurium) fue del
1,3%. Teniendo en cuenta las manadas positivas a Salmonella spp., el 32,4% de ellas
fueron serotipos objetivo. En cuanto a la presencia de Salmonella spp. en granjas de

broilers, se encontré en el 3,9% de las manadas; sin embargo, la prevalencia de los
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serotipos objetivo (S. Enteritidis y S. Typhimurium) fue del 0,25%, siendo positivas a
estos serotipos el 6,4% del total de manadas positivas. La prevalencia fue similar tanto
para S. Typhimurium como para S. Enteritidis con el 53,2% y 46,8% respectivamente.
Por ultimo, en granjas de pavos la tasa de positivos a Salmonella spp. fue del 8,8%,
mayor que la de afios anteriores (5,8% en 2019 y 6,3% en 2018). Con relacion a los
serotipos objetivo (S. Enteritidis y S. Typhimurium), la prevalencia fue del 0,38%, es
decir, el 4,4% de las granjas positivas lo fueron a serotipos objetivo (EFSA y ECDC,
2021).

La prevalencia conjunta (resultados de autocontroles mas controles oficiales) de
Salmonella spp. en Espafia, en 2020, en reproductoras pesadas fue del 0,7%, siendo la
prevalencia reportada mas alta desde 2014. En gallinas ponedoras, la prevalencia
conjunta fue del 1,4%. Segin la tipologia de las explotaciones, se reportaron
prevalencias del 0,6% en gallinas en jaula, el 0,1% en suelo, el 0,51% en camperas, Y el
0,13% en ecologicas (MAPA, 2021). En los broilers y los pavos, la prevalencia conjunta
reportada fue del 2,8% vy el 3,9% respectivamente (EFSA y ECDC, 2021).

1.6.1.3.2. Patogeniay clinica

En general, las infecciones de Salmonella spp. en las aves no suelen cursar con
signos clinicos, sino que son las aves las que acttan de reservorio de este patdgeno. Sin
embargo, dos biovariedades de Salmonella enterica serovariedad Gallinarum
biovariedad Pullorum (S. Pullorum) y biovariedad Gallinarum (S. Gallinarum) causan
patologia en las aves, conocidas como pullorosis vy tifosis aviar (Térzolo, 2004). Los
pollos son los huéspedes naturales para S. Gallinarum y S. Pullorum, pero otras aves
también pueden infectarse. La tifosis aviar y la pullorosis son comunes en algunos
paises de América Central, Sudamérica, Africa y Asia sin embargo, estas enfermedades
fueron erradicadas en muchos paises desarrollados, tales como los EE.UU., Canada,

Nueva Zelanda, Australia, Japon y la mayoria de los paises europeos.

En animales infectados desde el nacimiento, los signos clinicos no son
especificos presentando depresion, debilidad, somnolencia, pérdida del apetito, alas
caidas, deshidratacion y plumas erizadas. Puede observarse respiracion dificultosa o
jadeo, y también diarrea con adherencia de las plumas alrededor de la cloaca. En
infecciones cuando las aves son adultas, la clinica puede ser subaguda y es posible que

se observe cojera e inflamacion de las articulaciones, incluso ceguera. En aves que se
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infectan en la edad adulta las infecciones pueden pasar desapercibidas y algunos de los
sintomas clinicos que se pueden encontrar son la disminucion del apetito, depresion,
deshidratacion, pérdida de peso, plumas erizadas y diarrea acuosa mucoide (CFSPH,
2010).

1.6.1.3.3. Programas y medidas de control

El control de la presencia de Salmonella spp. se encuentra regulada por el
Reglamento (CE) n° 2160/2003 donde se establecen programas Nacionales de Control
de Salmonella, anteriormente citados que se resumen en la Tabla 7. Ademas, la
prevencion de la infeccion se basara en la implementacién de medidas de bioseguridad e
higiene, la vacunacién de los reproductores y el anélisis periddico de las manadas

mediante autocontroles.
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Tabla 7. Autocontroles en explotaciones avicolas segin los Planes Nacionales de Control de Salmonella establecidos en el Reglamento (CE) n° 2160/2003.
(Adaptado CECAV, 2021)

TIPO DE ANIMAL EDAD ORIGEN MUESTRA TIPO MUESTRA N° MUESTRA Analisis TECNICA
Previo a la entrada de animales e ~ . . -
" (durante vacio sanitario) Verificacion L+D Pafios 2 1 cultivo microbiol6gico de
2 | ) Salmonella
o 1dfa de vida Autocontrol Salmonella  © 2Pelmeconios, 1 pool (10, 250, 60)
et pollitas
o
2 2 semanas antes de traslado a nave 2 cultivos microbiolégicos de  1SO6579-1
a : 2 botes >30g (10 puntos)
o) de puesta (o del comienzo de Autocontrol Salmonella Heces, calzas Salmonella
& 0 5 pares de calzas
P puesta)
1]
[+4 . S
Cada 15d o 3 semanas* Autocontrol Salmonella ~ Heces, calzas 2 botes 230g (10 puntos) 2 cultivos microbiolgicos de
0 5 pares de calzas Salmonella
2] Previo a la entrada de animales i i iologi
< r L de Verificacion L+D Pafios 2 1 cultivo microbioldgico de
g (durante vacio sanitario) Salmonella
2 1SO6579-1
2 botes 1509 o 2 pares i i iologi
% Cada 15s * Autocontrol Salmonella Heces, calzas 902p 1 cultivo microbioldgico de
& de calzas Salmonella
Previo a la e[nrada_ de_anlmales Verificacion L+D Pafios 201 1 cultivo microbioldgico de
n (durante vacio sanitario) Salmonella
i
8' Dentro de las 3 ltimas semanas 1S06579-1
cné (dentro de las 6 ltimas semanas si Autocontrol Salmonella  Calzas 2 pares 1 cultivo microbioldgico de
- - P Salmonella
ciclo >81d o produccion ecoldgica)
Previo a la entrada de Animales e . . 1 cultivo microbiolégico de
(durante vacio sanitario) Verificacion L+D Pafios 201 Salmonella
wn
S 1SO6579-1
<>( Dentro de las 3 Gltimas semanas )
(dentro de las 6 ultimas semanas si Autocontrol Salmonella  Calzas 2 pares 1 cultivo microbioldgico de

ciclo >100d o produccién
ecoldgica)

Salmonella

*: la autoridad competente podra autorizar el muestreo cada 3 semanas
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1.6.2. Campilobacteriosis
1.6.2.1. Etiologia

El género Campylobacter contiene al menos 30 especies y subespecies. La
familia Campylobacteraceae representa un grupo diverso pero filogenéticamente
distinto dentro del grupo de bacterias Gram negativas. Campylobacter spp. crece de
manera Optima a una temperatura de 37°C-42°C en medios de cultivo, no observandose
crecimiento a temperaturas inferiores a 31°C. Son microorganismos de crecimiento
lento que ademas requieren una atmodsfera de microaerofilia. Son sensibles a la
presencia de oxigeno, desecacion, estrés osmotico, pH bajo y temperaturas altas
(Lastovica et al., 2014).

Morfolégicamente las bacterias del género Campylobacter spp. son bastones
curvados en espiral en forma de S (Figura 5) con un tamafio de 0,2 a 0,8 um de ancho y
de 0,5 a 6,0 um de largo, aunque las células pueden transformarse en formas esféricas o
cocoides en respuesta al estrés o condiciones perjudiciales. Estos microorganismos no
forman esporas y poseen un solo flagelo bipolar que les aporta un movimiento
caracteristico similar a un sacacorchos (Bird et al., 2007; Lastovica et al., 2014). Son
incapaces de fermentar u oxidar los carbohidratos y su fuente de energia proviene de la

degradacion de los aminoacidos (Kelly et al., 2001).

Figura 5. C. jejuni a microscopio electronico de barrido (Fuente: Agricultural Research Service
(ARS), 2008)

Los miembros del género Campylobacter estdn asociados con una amplia

variedad de enfermedades en humanos y animales, siendo comensales en aves de corral
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como pollos, pavos, patos y gansos generalmente. Aunque Campylobacter spp. no es un
patdgeno significativo en aves, se ha convertido en un microorganismo relevante para la
seguridad alimentaria y salud publica a nivel mundial (Golz et al., 2014). Dentro del
género existen 3 especies (Campylobacter jejuni (C. jejuni), Campylobacter coli (C.
coli) y Campylobacter lari (C. lari)) conocidas como Campylobacter termofilico. Este
grupo esta formado por las especies de importancia clinica, ya que son la causa

principal de la campilobacteriosis humana (Hermans et al., 2012).

1.6.2.2. Campilobacteriosis en humanos
1.6.2.2.1. Epidemiologia y situacion actual

Campylobacter spp. es el principal causante de infecciones gastrointestinales en
humanos transmitidas por los alimentos en la UE. En 2020 se notificaron 120.946 casos
de campilobacteriosis humana en la UE, con una tasa del 40,3% por 100.000 habitantes
(Figura 6). Con respecto afios anteriores, se ha detectado un descenso en los casos tal y
como se observaba en los casos de salmonelosis, con tasas anteriores del 60%. Sin
embargo, esta disminucion no puede achacarse a un descenso en la incidencia, sino que
se deben a los hechos acontecidos durante 2020 (Brexit y pandemia Covid-19). La
tendencia general de la campilobacteriosis en los ultimos 5 afios (2016-2020)
permanece estable (EFSA, 2021).

Campylobacteriosis | (N =120,946)
Salmonellosis I (N = 52,702)
Yersiniosis FI(N = 5,668)\ Yersiniosis | (N =5668)
STEC infections BI(N = 4,446) STEC infections W (N = 4,446)
Listeriosis | (N = 1,876) ERN, e
. Tularaemia Il (N = 641)
Tularaemia (N = 641)
Echinococcosis (N = 488)

Q fever M (N = 523)

Qfever (N=523) West Nile virus infection® | (N = 322)

Echinococcosis (N =488) >

West Nile virus infection® (N =322) Brucellosis | (N = 128)

Brucellosis (N =128) Trichinellosis | (N = 117)
ichi : TB caused by -

Trichinellosis (N = 117) M. bovis/ - caprag] N = &8

TB caused by (N = 88) Rabies (N = 0)

M. bovis/M. caprae o " >
Rabies (N=0) J Notification rate per 100,000 population
0 10 20 30 40 50
Notification rate per 100,000 population

Figura 6. Numero de casos notificados y tasas de notificacion de zoonosis humanas confirmadas en
la UE durante 2020. (Fuente: EFSA 'y ECDC, 2021)
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Los vehiculos alimentarios mas comunes asociados a los brotes de
campilobacteriosis son los productos de origen animal, entre ellos los de origen avicola
(canales de pollo, pavo etc.). Durante 2020 en la UE, los brotes se debieron a alimentos
de origen “carne de pollo” (4 brotes) y “leche cruda” (4 brotes). Debido a ello, los
productos alimentarios de origen avicola requieren especial vigilancia a nivel de salud
publica (EFSA, 2021).

En las especies de Campylobacter spp. implicadas en los casos de infeccion de
origen alimentario, se detect6 que el 88,1% correspondia a C. jejuni, el 10,6% a C. coli,
el 0,16% a Campylobacter fetus, el 0,11% a Campylobacter upsaliensis y el 0,09% a C.
lari. No se disponen de datos relativos a las especies de Campylobacter spp.
transmitidos en brotes cuyo vehiculo fueron los productos avicolas ya que en la mayoria

de los brotes no se notifico la especie del microorganismo aislado (EFSA, 2021).

1.6.2.2.2. Patogenia y clinica

La via principal de transmisién de Campylobacter spp. son los alimentos, a
través de carne y productos carnicos poco cocidos, asi como la leche sin hervir o
contaminada. EI agua o el hielo contaminados son también una fuente de infeccion.
Algunos casos ocurren tras el contacto con agua contaminada durante actividades
recreativas. Los sintomas clinicos se inician de 2 a 5 dias post infeccion pero pueden
oscilar de 1 a 10. Los sintomas mas frecuentes de las infecciones por Campylobacter
spp. son diarrea (frecuentemente sanguinolenta), dolor abdominal, fiebre, dolor de
cabeza, nauseas y/o vémitos, y duran por lo general de 3 a 6 dias. En ocasiones se ha
observado septicemia, hepatitis, pancreatitis 'y abortos. La muerte por
campilobacteriosis es poco frecuente y s6lo se ha descrito en pacientes muy jovenes o
de edad avanzada, y en pacientes con enfermedades graves previas. Generalmente no es
necesario tratamiento, excepto la reposicion de liquidos y electrolitos. El tratamiento

antimicrobiano esta recomendado en casos de septicemia (OMS, 2020).
1.6.2.3. Campilobacteriosis en avicultura

1.6.2.3.1. Epidemiologia y situacion actual

Para Campylobacter spp. no existen programas de vigilancia y control a nivel de
granja. En la UE, 17 Estados miembros y no miembros comunicaron datos de

Campylobacter spp. en animales durante 2020. La mayoria de las muestras procedieron
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de pollos (65,2%) seguidas de ganado bovino, pavos, gatos y perros y cerdos. La mayor
positividad se detect6 en los pavos con un 62,1%. Le sigue el ganado porcino con un
58,5% y los pollos 24,5% (EFSA, 2021).

Los datos sobre la prevalencia de Campylobacter spp. a nivel de granja en
avicultura estan desactualizados, ya que los ultimos datos aportados por la EFSA a nivel
Europeo son del 2008 (EFSA, 2010). Aunque estos datos son posteriores a las
principales iniciativas de control, son los datos mas recientes de un estudio global a
nivel Europeo. Se encontr6 que la prevalencia de Campylobacter spp. en granjas de
broilers fue del 71%, aunque se encontraron diferencias notables entre los diferentes
estados miembros que variaron entre el 3,5% en Noruega (Borck Hgg et al., 2016) al
71,9% en Francia (Allain et al., 2008). Torralbo et al. (2014) reportaron tasas del 62,5%
durante 2012 en Espafia (EFSA, 2020).

En las tasas de Campylobacter spp. encontradas en alimentos, en la UE, en 2019,
la carne fresca de pollos y pavos de engorde fue el alimento con mayor presencia de la
bacteria. Los porcentajes de positividad fueron del 33% en los pavos y del 29,6% en los
pollos de engorde. En Espafia, la categoria de alimento con mayor porcentaje de
positivos fueron de nuevo las carnes, en concreto la carne de pavo (44,8%) y la carne de
pollo (36,9%) (MAPA, 2020).

1.6.2.3.2. Patogenia y clinica

Tanto C. jejuni y C. coli se adaptan bien al huésped aviar residiendo en el tracto
intestinal de las aves. A pesar de la extensa colonizacién, las infecciones por
Campylobacter producen pocas o ninguna enfermedad clinica en las aves de corral
(Sahin et al., 2015). La infeccion por Campylobacter spp. ocurre por la via fecal oral,
siendo la via de transmision mas coman, (Sahin et al., 2015) la horizontal a través del
ambiente (cama, agua, equipos de trabajo, vehiculos, trabajadores y otros animales en la
granja como ratones, mascotas, aves silvestres, moscas, insectos) (Sahin et al., 2015).
La via vertical ha sido tema de controversia durante muchos afios, aunque parece que se
ha descartado ya que los pollitos de 1 dia de vida estan libres de la bacteria, aunque
provengan de manadas positivas a Campylobacter spp. hasta aproximadamente las 2 0 3
semanas de vida. Por otro lado, se ha observado que con frecuencia las cepas con las
qgue se infectan las manadas de pollos son diferentes a las de las manadas de

reproductores positivos (Petersen et al., 2001).
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Las infecciones de Campylobacter spp. en aves de corral generalmente no
producen sintomas clinicos en condiciones naturales. Sin embargo, se han descrito casos
de hepatitis vibridnicas o “sindrome del higado manchado” con mortalidad de hasta el
11%, reduccién en la produccién de huevos (10%-25%) y heces blandas en gallinas
ponedoras asociado a especies de reciente caracterizacion (C. hepaticus y C. bilis)
(Crawshaw et al., 2015; Van et al., 2017).

1.6.2.3.3. Programas de control

Asi como en Salmonella spp. existe legislacion que establece el monitoreo y
control durante el periodo de crianza de las manadas destinadas a produccion avicola, en
Campylobacter spp. no existen planes de control a nivel de granja, sino que la vigilancia
esta dirigida al establecimiento de medidas de higiene y seguridad alimentaria a nivel de

matadero.

Dada la alta implicacion de Campylobacter spp. en los casos de infecciones
gastrointestinales en humanos, se establecié por el Reglamento (UE) n® 1495/2017 que
modifica el Reglamento (CE) 2073/2005 (punto 2.1.9 del Capitulo 2 del Anexo I, un
nuevo criterio de higiene del proceso microbioldgico (PCH)) de 1.000 UFC/g de
Campylobacter spp. en la piel del cuello de las canales refrigeradas de pollos de
engorde. Este limite se fij6 para estimular la adopcién de medidas para reducir los
recuentos de Campylobacter spp. en las canales de pollos y como consecuencia, reducir
el nimero de casos de campilobacteriosis humana causados por el consumo o la

manipulacion de carne de pollo contaminada (Tabla 8).

Tabla 8. Controles de Campylobacter spp. en canales refrigeradas de pollos de engorde establecidos
en el Reglamento (CE) n° 1495/2017. (DOUE, 2017)

_ Plan de muestreo Limites Técnica de Fas.e de- ,
Alimento . aplicacion
analisis o
n ¢ m M del criterio
A partir del
Canales de 1 1p2020 15 ENISO Canales tras
1 ,c=15; )
pollos de 50(5) . 1 000 ufc/g 10272-2 la
A partir del _ 5
engorde refrigeracion
1.1.2025,¢c=10

n = nimero de unidades que componen la muestra; ¢ = ndmero de unidades de muestreo con valores
superiores a m o comprendidos entre m y M; m: valor minimo; M: valor maximo.
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1.7. Enfermedades infecciosas con relevancia en sanidad animal
1.7.1. Micoplasmosis
1.7.1.1. Etiologia

Los micoplasmas son miembros de la clase Mollicutes, orden Mycoplasmatales.
Estos son organismos proariotas, caracterizados por su tamafio muy pequefio, genoma
de tamafo de 580-1350 kb y ausencia total de paredes celulares que le da la morfologia
tipica de colonia de “huevo frito” (Figura 7) (Domermuth et al., 1967). A examen
microscopico en campo oscuro, M. gallisepticum, M. synoviae, Mycoplasma
meleagridis (M. meleagridis) y Mycoplasma iowae (M. iowae) presentan una forma de
cocos 0 cocobacilos pleomorficos de 0,2 a 0,5 um de diametro (Farmer et al., 2005).
Son microorganismos de crecimiento lento, la temperatura 6ptima para su desarrollo
son 37-38°C, requiriendo un medio rico en proteinas (Lauerman et al., 1988) incluso
colesterol para su multiplicacion (Domermuth et al., 1967). El crecimiento de M.
synoviae requiere la adicion de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD) (Chalguest et
al., 1962).

Figura 7. Colonias de Mycoplasma synoviae cepa 1853 (Fuente: Uriate y col.)

Los micoplasmas tienden a ser bastante especificos del huésped; algunos
infectan solo a una sola especie de animal, mientras que otros pueden tener la capacidad
de infectar a varias especies de huéspedes diferentes. En general, los micoplasmas
colonizan las mucosas y la mayoria de las especies no son invasivas. Sin embargo,
algunas especies, como M. gallisepticum (Feberwe et al., 2009) y M.synoviae (Bradbury
et al., 1994) tienen la capacidad de penetrar en las celulas. Los principales patogenos
aviares de Mycoplasma que preocupan en aves de corral incluyen M. gallisepticum, M.

synoviae, M. iowae y M. meleagridis.
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M. synoviae es la segunda especie mas importante desde el punto de vista clinico
y economico (Feberwee et al., 2009). Por ello, esta Tesis Doctoral se centrd en el
estudio de la especie M. synoviae. Asi, en uno de los capitulos, se investigo la
seroprevalencia y prevalencia de M. synoviae en gallinas ponedoras y reproductoras
pesadas en el este de Espafia con el objetivo de aportar datos de la situacién actual que

ayuden en el establecimiento de planes de control en las granjas avicolas.

1.7.1.2. Epidemiologia y patogenia

M. synoviae tiene una distribucién mundial. La sinovitis infecciosa causada por
esta bacteria fue descrita en la década de los 50-60 en broilers en crecimiento de 4 a 12
semanas de edad (Mohamed et al., 1986). Sin embargo, no es hasta los afios 70 cuando
se observo la variante respiratoria (Rosales, 1991).

La via de infeccion de la M. synoviae desempefia un papel importante en la
enfermedad que desarrollaran los animales. El contagio con M. synoviae se puede
producir horizontalmente por propagacion por el aire y entrar a través de las vias
respiratorias. Por lo general, el 100% de las aves se infectan, aunque es posible que no
todos los animales desarrollen signos clinicos. La infeccion también puede ocurrir por
contacto directo por contaminacién ambiental o fémites (Marois et al., 2005). Por otro
lado, la transmision vertical “in ovo” juega un papel importante en la propagacion de M.
synoviae en pollos y pavos; sin embargo, los animales nacidos de reproductoras
infectadas pueden permanecer libres de infeccion (Vardaman et al., 1976). Las aves se

infectan siendo portadoras de por vida (Weinack et al., 1983).

El periodo de incubacién después de la exposicion por contacto puede variar de
1 a 21 dias variando segun la via de contacto, la carga microbiana y la patogenicidad de

la cepa (Kleven et al., 1972).

1.7.1.3. Sintomas y lesiones

La micoplasmosis por M. synoviae puede cursar con diferentes cuadros. La
forma aguda en broilers cursa con crestas palidas o de tono rojo azulado, cojeras y
retraso en el crecimiento, plumas erizadas, apatia y deshidratacion. Tras esto los
animales suelen recuperarse lentamente, aunque la sinovitis puede permanecer durante
toda la vida de los animales. En algunos casos esta fase aguda es asintomatica y se ven

pocos animales afectados de forma cronica (Landmand et al., 2001). La forma
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respiratoria de M. synoviae cursa con estertores durante 4 o 6 dias, aerosaculitis o
pueden permanecer asintomaticos. En el caso de gallinas ponedoras y reproductoras en
recria se observa retraso en el crecimiento e inmadurez del sistema reproductor. En el
caso de animales adultos se han reportado caidas de la puesta y anomalias en el apice de
los huevos (Kume, 1977). También se ha descrito, una forma clinica que da lugar a una
alta tasa de rotura de las cascaras y a una baja produccion de huevos en gallinas
ponedoras (Feberwee et al., 2009a; 2009b; Catania et al., 2010).

En cuanto a las lesiones, en pollos se puede observar exudado viscoso que afecta
a la zona de las membranas sinoviales de los tendones, articulaciones, la bursa de la
quilla y hepatoesplenomegalia. Los rifiones suelen estar hinchados, con moteado y
palidos. A medida que la enfermedad avanza el exudado pueden variar a caseoso,
extendiéndose a musculos y sacos aéreos. En la forma respiratoria es raro observar
lesiones macroscopicas en el tracto respiratorio superior pudiendo aparecer aerosaculitis
(Kleven et al., 2008). En el cuadro reproductor las lesiones parecen restringirse al apice
de la cascara y consisten en zonas rugosas oscuras de unos 2 cm de diametro con bordes
claros; ademaés, se ha descrito un descenso en la produccion de huevos (Catania et al.,
2010).

La morbilidad en pollos con sinovitis varia del 2 al 75%, siendo lo mé&s comudn
del 5 al 15%. Las formas respiratorias pueden cursar de forma asintomatica, pero estar
infectadas del 90-100% de las aves. La mortalidad esta entre el 1-10% (Kleven et al.,
2008)

1.7.14. Medidas de control y prevencién

El diagndstico de M. synoviae se realiza a partir de los sintomas y lesiones, con
posterior confirmacion laboratorial a partir de pruebas serolégicas: ARP (aglutinacion
rapida en placa) o ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) (Patten et al., 1984).
Se puede realizar una confirmacion adicional de los resultados serologicos mediante la
deteccidon de M. synoviae en vias respiratorias superiores mediante reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR, de las siglas en inglés) (Sahu et al., 1976).

M. synoviae se trata principalmente con antibidticos, como las oxitetracilinas
(Landman et al., 2008). Sin embargo, debido al efecto temporal del tratamiento con

antibioticos, la aparicion de resistencias y el riesgo de residuos en el huevo, se deben
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considerar estrategias alternativas como la vigilancia y la vacunacion para el control de
M. synoviae (Feberwee et al., 2009). La vacunacion es una herramienta de uso comun
para controlar esta infeccion en manadas comerciales en muchos paises con importantes
industrias avicolas (Zhu et al., 2018), pero el éxito de estos programas de control
depende del diagndstico preciso y oportuno de las granjas infectadas (Gharibi et al.,
2018).

Las estrategias de prevencion constan de procedimientos especificos de manejo,
como la eleccion de animales de manadas de reproductores libres junto a la
combinacion de medidas de bioseguridad en granja para evitar la introduccion de la
infeccion. Para el control de esta bacteria en reproductoras y gallinas ponedoras la
vacunacion con la cepa MS-H (Bioproperties Ltd., Ringwood, Victoria, Australia)

parece ser una medida eficaz (Kleven et al., 2008).
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1.7.2. Bronquitis infecciosa aviar
1.7.2.1. Etiologia

El virus de la bronquitis infecciosa (IBV, de las siglas en inglés Infectious
Bronchitis Virus) pertenece al orden Nidovirales familia Coronaviridae, subfamilia
Coronaviridae. Dentro de la subfamilia existen 4 géneros, Alfacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus (de reciente definicion).
Dentro de los Alfa y Betacoronavirus se localizan especies que afectan a mamiferos y
humanos. El IBV se ubica en el género Gammacoronavirus que incluye solo especies
que afectan a aves (Woo et al. 2010). Este virus tiene forma redondeada o pleomorfica.
Posee una envoltura de 120 nm de didmetro con unas proyecciones en forma de
espiculas de 20 nm de longitud que le dan al virus la imagen de corona, de donde
procede el nombre de la familia (Figura 8). La particula viral esta formada por una
nucleocapside rodeada de una envoltura lipidica que tiene ancladas 3 tipos de proteinas,
la espicula (S), la proteina de membrana (M) y la proteina de envoltura (E). Dentro de la
nucleocépside encontramos una copia del &cido ribonucleico (ARN, de las siglas en
inglés) gendmico viral asociada a multiples copias de la proteina de nucleocapside (N)
formando una estructura helicoidal, larga y flexible de 7-16 nm de didmetro y hasta 0,32
mm de longitud (King et al., 1985).

Figura 8. Virion de IBV. Preparacion tefiida en negativo con acido fosfottingstico x 3.300.000

aumentos (Fuente: Diseases of Poultry, 2008)

La replicacion del virus tiene lugar dentro de las células diana del hospedador.
El virus se une a ellas mediante la glicoproteina S que parece ser especifica de las

células huésped (Villareal et al., 2010). El virus se replica en el citoplasma, apareciendo
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las nuevas copias de 3 a 4 horas después de la infeccidn. La produccion maxima por

célula se alcanza en 12 horas a 37°C.

1.7.2.2. Epidemiologia

La bronquitis infecciosa es una enfermedad respiratoria aguda altamente
contagiosa descrita por primera vez en 1931 (Schalk et al., 1931). Su distribucién es
mundial, considerandose una de las enfermedades virales de mayor impacto en la
industria avicola, afectando desde broilers hasta aves ponedoras de lineas ligeras y
pesadas. Continuamente emergen nuevos serotipos/genotipos del virus (para el caso del
IBV los términos genotipos y serotipos se usan indistintamente, ya que existe alta
correlacion entre ellos en un porcentaje alto de los casos (Cavanagh et al., 2003; Cook
et al., 2012)), causando fallos en los programas de control. Debido a esta capacidad de
mutacion del virus se han descrito en la actualidad cientos de serotipos o variantes en el
mundo (Cavanagh et al., 2003).

El virus es altamente infeccioso, se disemina horizontalmente a través de
aerosoles, material organico, agua de bebida y equipos contaminados. Hasta el momento
no se ha demostrado que exista transmision vertical. No obstante, la contaminacion de
la superficie de los huevos puede ser una posible via de diseminacion del virus en
incubadoras (Cavanagh et al., 2007). Por via aérea el virus se propaga rapidamente,
siendo altamente contagioso y con un periodo de incubacién muy corto de 24-48 horas
tras la exposicion al aerosol del virus (Hofstad et al., 1996). Las células diana del virus
son las células del tracto respiratorio superior, el tracto reproductor femenino y las
células tubulares del rifion. El curso de la infeccion en pollos esta entre 7 a 21 dias,
aunque puede llegar a excretarse el virus en heces durante varios meses (Acevedo-
Beiras, 2017). Varios serotipos pueden coexistir en el mismo area al mismo tiempo
(Acevedo-Beiras, 2017) y en los mismo animales estando demostrada la cocirculacion

de serotipos (Capua et al., 1999).

1.7.2.3. Sintomas y lesiones

IBV causa infeccion respiratoria de vias altas en pollos jovenes en crecimiento.
Los sintomas mas caracteristicos son tos, coriza, estornudos, estertores traqueales, 0jos
acuosos, letargo, descargas nasales y oculares. A nivel productivo se observa una

reduccion de la ganancia de peso y de indices de conversion. La enfermedad puede

76



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

complicarse con infecciones secundarias cursando con aerosaculitis, pericarditis y
perihepatitis cursando con una mortalidad del 30% en estos casos, en animales menores
de 6 semanas. La mortalidad es menor (<1%) y la recuperacion réapida si la cepa es leve,
los animales superan las 6 semanas de edad o no existen complicaciones secundarias
(Cavanagh et al., 2003). Las manadas de pollos infectadas con cepas nefropatogenas,
pueden cursar con una fase inicial respiratoria y cuando comienzan a mejorar muestran
sintomas como depresion, plumas erizadas, diarrea, mayor ingesta de agua y mortalidad
(del 0,5% a 1%) (Cumming, 1963).

En gallinas de puesta se observa una disminucion de la produccion y de la
calidad de los huevos (cascara blanda, deformes, rugosos y con escasa pigmentacion de
huevos) y sintomatologia respiratoria (que puede o no estar presente) (Acevedo-Beiras,
2017). La duracion e intensidad de la disminucion de la produccién puede variar
dependiendo del momento de la puesta en que se encuentren los animales (Eck, 1983) y
de la virulencia del virus (Hopkins et al., 1985). Si la infeccion se produce en pollitas
jovenes en desarrollo pueden producirse dafios permanentes en los oviductos que
afectaran a la produccion de huevos (Chew et al., 1997). En general la morbilidad suele
ser del 100% infectandose toda la manada cuando el virus esté presente, sin embargo, la
mortalidad variard dependiendo de la virulencia del serotipo, la edad, el estado
inmunitario (vacunacién o maternal) y presencia de infecciones secundarias (Cumming,
1963).

Las lesiones causadas por IBV se producen generalmente cuando la infeccion
ocurre en animales jovenes, observandose inflamacion del tracto respiratorio superior
con inflamacidn de cornetes, senos nasales y trdquea. Puede observarse material caseoso
amarillento en sacos aéreos y traquea (Hofstad et al., 1996). Las lesiones por variantes
nefropéticas cursan con rifiones hinchados y sin brillo, y uréteres con cristales de uratos
(Cumming, 1963). En gallinas ponedoras pueden aparecen lesiones en el oviducto
(Acevedo-Beiras, 2017).

1.7.24. Medidas de control y prevencion

El control de la bronquitis infecciosa se ha implementado desde la década de los
afios 50 mediante vacunacion con vacunas vivas atenuadas e inactivadas. Las vacunas
de eleccidn en los programas vacunales dependen de los serotipos presentes en la regién

y de la proteccion cruzada que exista entre las vacunas disponibles y los virus de campo.
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Por ello la vigilancia de los serotipos circulantes es crucial para el control de los brotes

de campo y para la proteccion de las manadas (Acevedo-Beiras, 2017).

Ademas de la vacunacion existen otras medidas fundamentales para la
prevencion y el control como las buenas practicas de manejo de aves, el control de
factores inmunodepresores y el establecimiento de medidas de bioseguridad eficientes
(Acevedo-Beiras, 2017).

Por el impacto que causa en la industria avicola tanto a nivel sanitario como a
nivel econdmico uno de los capitulos desarrollados en esta Tesis Doctoral se elaboré un
estudio de seroprevalencia y prevalencia de IBV en broilers, gallinas ponedoras y
reproductoras pesadas en el este de Espafia con el objetivo de aportar datos de la
situacion actual de prevalencia e informacion sobre las variantes circulantes para ayudar

en el establecimiento o actualizacion de planes de control en las explotaciones avicolas.
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1.8.  Técnicas de analisis
1.8.1. Técnicas de analisis microbioldgico
1.8.1.1. Método de investigacion de Salmonella spp.

En el capitulo 3.1.1 se realizo la investigacion de Salmonella spp. en muestras de
calzas provenientes de granjas del sector avicola. Para ello se sigui6 la norma EN/ISO
6579-1:2017 denominada “Microbiologia de la cadena alimentaria. Método horizontal
para la deteccién, enumeracion y serotipado de Salmonella. Parte 1: Deteccion de

Salmonella spp.”
La deteccién de Salmonella spp. requiere los siguientes pasos de forma sucesiva:

- Preenriguecimiento en medio no selectivo, en la que se introducen las muestras

en agua de peptona tamponada en la proporcion adecuada y se incuba a una temperatura
entre 37+1°C durante 18+2 horas.

- Enriguecimiento en medios selectivos, se inocula la muestra incubada en el

medio Rappaport-Vassiliadis con soja (caldo RVS) o agar semisélido modificado
Rappaport-Vassiliadis (MSRV) y se incuba a 41,5+1°C durante 24-48 horas (Figura 9).

Figura 9. Crecimiento de Salmonella spp. en medio semisélido Rappaport-Vassiliadis modificado.

- Siembra en medios s6lidos selectivos, los cultivos positivos obtenidos, se

inoculan en 2 medios solidos selectivos. Uno de ellos es el agar xilosa lisina

desoxicolato (agar XLD) y el segundo medio puede ser cualquier otro medio solido
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selectivo complementario del agar XLD. En el aislamiento de Salmonella spp. de
nuestro capitulo experimental se utilizé el medio de cultivo AES Salmonella Agar Plate
(ASAP, bioMérieux, Barcelona, Spain) (Figura 10). Ambos medios se incuban a 37 °C
y se examina después de 24 h. Otros medios de cultivo diferenciales para el crecimiento
de Salmonella spp. son el Agar Hektoen entérico, Agar Salmonella-Shigella® (SS),
Verde brillante (Murray et al., 2004), Agar xilosa-lisina-tergitol (XLT4) (Pachon,
2009), entre otros.

Figura 10. Crecimiento de Salmonella spp. en agar XLD (izquierda) y ASAP (derecha).

- Confirmacién, las colonias de presunta Salmonella spp. se subcultivan en

medios nutritivos y su identidad se confirma mediante pruebas bioquimicas vy
seroldgicas apropiadas.

La confirmacién bioquimica debe incluir las siguientes pruebas: agar TSI, agar
urea, medio de L-lisina descarboxilasa, y de forma opcional test para deteccion de B —

galactosidasa y test del indol (Figura 11).

2 =
opc oty H2s“uRe ToA  inD Ave) ISELI GLUAMAN N0 soRA AHA sac MELA AMy  ama

Figura 11. Prueba de confirmacion bioquimica (Galeria API®).

80



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

El esquema del proceso para el aislamiento de Salmonella spp. se puede

observar en la Figura 12.

3
% E Muestra + Agua de peptona
£33 tamponada (BPW)

g = 18h =2h a34°C-38°C
(n
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Siembra de 0,1 mlen 1-3
gotas en agar MSRV
48h=3had41 5°C=1°C

selectiva

Fnriquecimiento
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24h=3n2a37C=1°C =
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Sicmbra en medios
silidos selectivos

“
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mas

Agar nutritivo (No selectivo)
24 h =2h a 34°C-38°C

Confirmacién

Test bioquimico Test serologico

Expresion de resultados

Figura 12. Diagrama del procedimiento para la deteccion de Salmonella en heces animales y en

muestras ambientales de la etapa de produccién primaria (Adaptado 1SO, 2019).

81



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

Tras la confirmacion bioquimica, se debe realizar la confirmacion seroldgica y el
serotipado de la cepa aislada siguiendo las directrices marcadas en la ISO/TR 6579-3
denominada “Microbiologia de la cadena alimentaria: Método horizontal para la
deteccion, enumeracion y serotipado de Salmonela. Parte 3: Directrices para el

serotipado de Salmonella spp.”.

El género Salmonella spp. contiene mas de 2.500 serotipos diferentes, entre los
cuales encontramos serotipos especificos de hospedador y serotipos no especificos,
serotipos zoonoOticos y serotipos comensales, oportunistas y patdégenos, por ello es
necesario conocer el serotipo de las cepas obtenidas de Salmonella spp. (Terragno et al.,
2003).

Los principales antigenos de Salmonella se dividen en 3 tipos principales, los
antigenos somaticos (O), antigenos flagelares (H), antigenos capsulares (Vi). Estos
antigenos generalmente se identifican mediante el uso de anticuerpos monovalentes y
polivalentes, disponibles comercialmente mediante la técnica de aglutinacion rapida
(Figura 13) (Jawetz et al., 2014). La identificacion de los serotipos segun la
combinacion antigénica obtenida se obtiene siguiendo el esquema de Kauffman-White-
Le Minor (Grimont y Weill, 2007).

Figura 13. Serotipado. Aglutinacion de cepa de Salmonella spp. frente a diferentes antisueros.
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1.8.1.2. Metodo de investigacion y recuento de Campylobacter spp.

En el capitulo experimental 3.1.3 se realizo el recuento de Campylobacter spp.
en muestras de heces procedentes de granjas de broilers. Para ello se siguid la norma
EN/ISO 10272-2 denominada “Microbiologia de la cadena alimentaria. Método
horizontal para la deteccion y enumeracion de Campylobacter spp. Parte 2: Técnica
de recuento de colonias”. Este procedimiento requiere los siguientes 3 pasos de forma

sucesiva.

- Preparacion de las diluciones: en la que se introducen las muestras en agua de

peptona tamponada en la proporcion adecuada y se realizan diluciones decimales

seriadas.

- Recuento, se transfiere 0,1mL de cada dilucién en el agar selectivo desoxicolato-

cefoperazona-carb6n modificado (MCCD) y se incuba a 41,5+1°C en microaerofilia
durante 44 horas. Si sélo se siembra la dilucion inicial, debe sembrarse por duplicado en

una placa adicional de mCCD.

Figura 14. Crecimiento de Campylobacter spp. en placa de agar mCCD

- Confirmacidn, las colonias de presunto Campylobacter spp. (Figura 14) se

observan al microscopio para confirmar la morfologia y movilidad de las bacterias. Se
subcultivan 5 colonias en medio agar sangre (no selectivo) y se incuban a 41,5£1°C en
microaerofilia durante 44 horas. Si se produce crecimiento, debe confirmarse la

actividad oxidasa positiva mediante el test de la oxidasa. Por otro lado, 5 de las colonias
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presuntivas de Campylobacter spp. han de sembrarse en medio agar sangre (no
selectivo) y se incuban a 25°C en aerobiosis. No debe producirse crecimiento para
confirmar las colonias de Campylobacter spp. . Opcionalmente, se pueden utilizar test
bioquimicos 0 métodos moleculares para la confirmacion de Campylobacter spp. . El
nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) debe ser calculado segun la

proporcion sembrada a partir del nimero de colonias tipicas confirmadas por placa.

El esquema del proceso puede verse en la Figura 15.

Muestra (x g ox ml) +
diluyente (9x g o 9xml)

Dilucion

Dilucion decimal seriada

Inoculacion en superficie
en agar mCCD
Incubacion microaerofilia
41.5°C44h=4h

Recuento de colonias tipicas
v no tipicas

Siembra en medios sdlidos
selectivos

-

Confirmacion
de colonias tipicas

ol v

i

g Siembra de 5 Siembra de 5

= colonias en Agar Morfologia ¥ colonias en agar

= sangre movimiento al sangre

2 44ha415°C=1h microscopio 44na25°C=1h
microaerofilia aerobiosis

Test oxidasa

Expresion de resultados

Figura 15. Procedimiento para el recuento de Campylobacter spp. (Adaptado 1SO, 2017).
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1.8.1.3. Evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana

En el capitulo 3.1.2 se realizd6 la investigacion de la susceptibilidad
antimicrobiana de cepas de Salmonella spp. en cepas aisladas de muestras positivas de
autocontroles de explotaciones del sector avicola. Para ello se realiz6 una técnica basada
en la norma EN/ISO ISO 20776-1:2006 denominada “Ensayo de susceptibilidad de
agentes infecciosos y evaluacion del funcionamiento de los dispositivos de ensayo de
susceptibilidad antimicrobiana. Parte 1: Método de referencia de microdiluciéon en
caldo para ensayar la actividad in vitro de agentes antimicrobianos frente a bacterias
aerobias de crecimiento rapido implicadas en enfermedades infecciosas”. En la
actualidad esta norma se ha actualizado a UNE-EN ISO 20776-1:2021 en el que se ha
enfocado el documento a la técnica de microdilucion en caldo, se han eliminado las
definiciones los puntos de corte S (susceptible), I (intermedio), R (resistente), se han
eliminado algunas tablas y creado anexos, actualizado los diluyentes y solutos para
determinados antimicrobianos y se ha actualizado la informacion sobre medios de
cultivo especiales y rendimiento del método para agentes antimicrobianos especificos

utilizados actualmente.

Existen diferentes métodos para determinar la susceptibilidad microbiana a los
antimicrobianos. Pueden clasificarse en cualitativos y cuantitativos. Entre las pruebas

mas utilizadas encontramos:

- Prueba de difusion en disco: descrita por Bauer et al. (1966) y normalizada por el

Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI). Es una técnica cualitativa
indicada para microorganismos no exigentes de crecimiento rapido. EI método
consiste en depositar en la superficie de una placa de agar Mueller Hinton (MH),
previamente inoculada con el microorganismo con un inéculo de 0,5 McFarland
(1,5 X 10® CFU/mL), discos de papel de filtro impregnados con los diferentes
antibidticos. Tan pronto el disco impregnado en antibibtico se pone en contacto con
la superficie himeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiético difunde por el
agar, formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas 18 a 24 horas de
incubacion, los discos pueden o no aparecer rodeados por una zona de inhibicion de
crecimiento bacteriano. La lectura se realiza a través de la medicién de los halos de
inhibicién que se clasifican en susceptible (S), intermedio (I) y resistente (R).

Existen tablas proporcionadas por el CLSI que segun el diametro del halo de
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inhibicion de crecimiento bacteriano, definen categorias de resistencia, sensibilidad
y sensibilidad intermedia (Figura 16) (Tarroco et al., 2006).

Figura 16. Placa de Mueller Hinton inoculada con Salmonella spp. con discos de antibiéticos.

- Método de gradiente antibiotico (E-test): método cuantitativo, siendo una expansion
de la técnica de difusion en disco. Se realiza mediante lectura directa, la
determinacion la concentracién minima inhibitoria (MIC). Consiste en una tira de
plastico no poroso de 6 cm de largo por 5 mm de ancho que incorpora un gradiente
predefinido de antimicrobiano equivalente a 15 diluciones. El protocolo para
preparar el indculo es el mismo que para la difusion en disco (Figura 17) (Tarroco
et al., 2006).
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Figura 17. Crecimiento bacteriano en placa de Mueller Hinton con tiras Etest® (Fuente:
Biomerieux)
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Método de dilucion en caldo:

o Macrodilucion: el procedimiento se realiza mediante tubos de ensayo con
caldo de cultivo a las que se afiaden diluciones crecientes de antibidticos.
Consiste en exponer a las cepas problema a diferentes concentraciones de
antibioticos y observar el crecimiento para definir la CMI (concentracién
minima inhibitoria), siendo la concentracién de antibidtico donde no se
observa crecimiento (turbidez). La CMI se expresa en pg/mL. Para
determinar si las cepas son sensibles o resistentes a un determinado

antibidtico se debe recurrir, a las tablas del CLSI (Tarroco et al., 2006).

o Microdilucion: En el método de microdilucién se utilizan placas de

microtitulacion con fondo en U de 96 pocillos. Una placa puede contener de 7
a 8 diluciones de diferentes antibioticos. Los antibioticos pueden afadirse de
forma manual o usar placas comerciales como las placas Sensititre™ (Thermo
Scientific, East Grinstead, United Kingdom), Avipro® Plate (Lohman Animal
Health GmbH, Cuxhaven, Germany), entre otras (Figura 18).
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Figura 18. Ejemplo de placa de microdilucion.

El método consiste en realizar un in6culo tomando de 3 a 5 colonias aisladas
(de cultivo joven de 24-48 horas), emulsionandolas en 5 mL de agua
desmineralizada (Thermo Scientific, Santa Fe Drive, EE.UU.) ajustando el

in6culo a una turbidez de 0,5 en la escala de McFarland. Posteriormente se
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transfieren 10uL de la suspension anterior a un tubo de 11mL de caldo
Mueller-Hinton (Thermo Scientific, Santa Fe Drive, EE.UU.), y se
homogeneiza la mezcla mediante vorteo o inversion del tubo 8-10 veces. Para
inocular la placa se transfieren entre 50-100uL de la suspension anterior a
cada pocillo manualmente mediante pipeta multicanal. Por ultimo, se sella la
placa con una lamina adhesiva, asegurando que todos los pocillos quedan
cubiertos y sellados. Se incuban las placas en aerobiosis a 37+1°C durante
24+3 horas. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, se procede a la
lectura de las placas de forma visual sin retirar la lamina adhesiva. La lectura
puede realizarse de forma automatizada y/o manual. Si es manual, se
interpreta como crecimiento (resistencia) aquellos pocillos en los que se
observo turbidez (0,5 en la escala de McFarland) o depdsito de células en el
fondo de pocillo y ausencia de crecimiento (sensible) aquellos pocillos en los

gue no se observan ni turbidez ni células en el fondo (Figura 19).
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Figura 19. Placa de microdilucién inoculada con Salmonella spp. tras 24h de incubacion a 37°C.
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1.8.2. Técnicas de analisis seroldgico
1.8.2.1. Técnicas inmunoenzimaticas

La medicién de las reacciones antigeno-anticuerpo con fines diagndsticos se
denomina serologia. El suero es la fuente mas comun de anticuerpos empleados en las

distintas técnicas serologicas (Giron, 2014).

El ELISA (de las siglas en inglés, enzyme linked inmunosorbent assay) o prueba
inmunoenzidtica ligada a enzimas, es una de las técnicas seroldgicas més utilizadas en
avicultura. ElI ELISA fue desarrollado en 1971 por los cientificos suizos Engvall y
Perlmann basado en la técnica radioinmunoensayo (RIA), empleando este nuevo
método para determinar los niveles de anticuerpos 1gG en suero de conejo (Engvall et
al., 1971). Los ensayos que usan como marcador enzimas presentan ventajas como
elevada sensibilidad y especificidad, equipamiento barato, procedimientos técnicos
rapidos y sencillos, alta precision y exactitud y gran variedad de substratos y
cromagenos que incrementa su versatilidad. La reaccion antigeno-anticuerpo se detecta
por un cambio de color o la emision de luz, producidos por la interaccion de la enzimay
su sustrato (Figura 20). Ambos efectos son cuantificables y proporcionales a la

intensidad de la interaccion (Ochoa, 2012).
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Figura 20. Test ELISA, reaccion colorimétrica tras adicion del sustrato.

Los métodos de inmunoensayo enzimatico se dividen en dos tipos de forma
general, los homogéneos y los heterogéneos. En los métodos homogeéneos las enzimas

se inactivan cuando se unen al anticuerpo, por lo que no existe una etapa de lavado en la

89



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

que se separa el antigeno del medio. Los métodos homogéneos son costosos y tienen
baja sensibilidad, por ello los métodos heterogéneos son los mas utilizados. Los
métodos heterogéneos cuentan con etapas de lavado para evitar la interferencia de
cualquier molécula después de la union inicial antigeno-anticuerpo, eliminando todo lo

que no sea dicho complejo (O"Kennedy et al., 1990).
Algunos de los tipos de ELISA son (Figura 21):

- ELISA directo: en esta técnica la placa se encuentra recubierta directamente con el

anticuerpo o antigeno. La medicion se realiza gracias a un anticuerpo o antigeno
marcado con una enzima. Tras la incubacion le sigue un lavado que elimina el
antigeno o anticuerpos no unidos al medio. Luego se agrega el sustrato apropiado
para producir una sefial a través de coloracion. La sefial colorimétrica se cuantifica
para determinar la cantidad de antigeno o anticuerpo adherido a la placa (Engvall et
al., 2010).

- ELISA indirecto: este método se llama método indirecto ya que lo que determina

y separa el antigeno diana no es el anticuerpo primario, sino otro anticuerpo que se
coloca en el medio. El suero problema se agrega a los pocillos recubiertos con
antigeno y las placas se incuban. Durante esta incubacion, los anticuerpos formados
contra los antigenos en la placa del suero problema producen un complejo antigeno-
anticuerpo. Para hacer visible este complejo, se agrega un anticuerpo secundario
que reconoce el anticuerpo en el suero y que se marca con la enzima. Luego se
agrega el sustrato para producir color y se determina la concentracion mediante

medicion colorimétrica (Lindstrom et al., 1978).

- ELISA séndwich: En este método ELISA, los pocillos se recubren con un

anticuerpo de captura. La muestra se afiade a los pocillos de la microplaca
recubiertos con el anticuerpo; tras esto la placa se incuba y se lava eliminando los
antigenos no unidos. Después del lavado, se agregan e incuban unos anticuerpos
secundarios que estan marcados con la enzima especifica del antigeno. Tras la
incubacion, para revelar la actividad enzimatica, se agrega sustrato enzimatico al
medio y se asegura la coloracion. La coloracion muestra un resultado positivo,

mientras que la falta de coloracion indica un resultado negativo (Kato et al., 1977).
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- ELISA de competicién: En este método, la superficie de los pocillos se recubre

con anticuerpos o antigeno especificos. La muestra a medir y el antigeno o
anticuerpo marcado con enzima se colocan en el mismo pocillo simultaneamente.
El antigeno marcado y sin marcar (antigeno o anticuerpo problema) compiten entre
si para unirse al anticuerpo o antigeno en los pocillos. Después de lavar y agregar el
sustrato enzimatico, la coloracion final permite cuantificar la concentracion.
Cuando la cantidad del antigeno o del anticuerpo analizado en el suero es baja, se
obtiene una absorbancia alta, mientras que cantidades mayores producen una
absorbancia baja (Yorde et al., 1976).

TYPES OF ELISA
+ +
HOMOGENOUS HETEROGENOUS
(For Special Use) (For General Use)

!

df 1M Wb bw
L

Direct Indirect Sandwich  Competitive

Y Antibody ¥ Antibody + Antigen 1 Antigen = Blocking

" Conjugate (Biotin-Labelled Antibody) Enzyme = Substrate

Figura 21. Tipos de ELISA (Aydin, 2015)
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1.8.3. Técnicas de biologia molecular
1.8.3.1. Reaccion en cadena de la polimerasa

Una de las técnicas de biologia molecular més utilizada para el diagnostico en
avicultura y que esta ampliamente distribuida es la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Esta técnica fue desarrollada por K. Mullis en la década de los 80 y por ello
recibid el Premio Nobel en 1993 (Maj6, 2010).

La PCR es una técnica enziméatica de amplificacion in vitro del ADN. Esta
técnica trata de amplificar secuencias de ADN o ARN concreto, obteniendo un numero
elevado de copias a partir de una copia de ADN diana. Para que esta reaccion en cadena
sea posible y se produzca la sintesis de una copia de ADN, se necesita un ADN
monocatenario, pH y fuerza ionica adecuados, un cebador que hibride en el extremo 3’
de la monohebra, una enzima ADN polimerasa, los cuatro dexosinucledsidos trifosfato
y iones Mg?* que acttien como cofactor de la polimerasa (Lozano et al., 2005)

Previo a la reaccion de PCR debe obtenerse, aislarse y purificarse el ADN
contenido en las células mediante extraccidn con solventes organicos.
Un ciclo de la reaccion de PCR consta de tres pasos, repetidos ciclicamente (Figura
22):
- Desnaturalizacion, a temperaturas de 95 °C, que separa las dos hebras del ADN

diana.

- Hibridacion de los cebadores, reduciendo la temperatura hasta que se formen

hibridos estables de cada cebador con su diana.

- Elongacidn, a temperatura compatible con la accién de la polimerasa, que cataliza
la formacion de una monohebra complementaria de la diana, en sentido 5°—3’, a
partir del cebador. Como consecuencia, aparecen dos dobles cadenas por cada

molécula diana inicial.

Los tres pasos descritos constituyen un ciclo. Una PCR tipica suele constar de
unos 30 a 40 ciclos consecutivos, en los que el numero de copias del ADN diana
aumenta exponencialmente. Aunque los ultimos ciclos suelen tener un rendimiento
menor que los primeros, las cantidades de ADN obtenido permiten su analisis directo

por electroforesis o secuenciacion (Lozano et al., 2005).
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Figura 22. Pasos de un ciclo de PCR (Adaptado Lozano et al., 2005)
1.8.3.2. PCR en tiempo real

En la actualidad existe una variante, la PCR en “Tiempo real”, desarrollada en
1992 por Higuchi & Co. que permite mediante el empleo de técnicas de fluorescencia la
cuantificacion del producto amplificado al final de cada ciclo mediante el uso de
transmisores de fluorescencia en la reaccion (Figura 23) (Lozano et al., 2005). El
principio de la técnica esta basado en la PCR convencional, diferenciandose en cémo se
detectan y analizar las copias de ADN (Tamay de Dios et al., 2013).

-—@—0
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DNA o cDNA 3’ Hibridacién
e
Primers —
€ 7
5 3

Cadena nueva

-

6

|
o—0 o
Sonda Tagman °_

—pZp.
. Extension
Taq Polimerasa
- -—

Fluorescencia

Figura 23. Esquema sondas tagman (Adaptado de Lozano et al., 2005)
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Este método sigue el principio denominado como «transferencia de energia de
resonancia fluorescente» (FRET) consistente en la transmision de energia de un donador
0 «reporter» fluorescente a un aceptor o «quencher». Este método se basa en sondas
fluorescentes de oligonucledtidos marcados con un reporter fluorescente y un
«guencher», ambos se encuentran unidos mientras la sonda no hibride a su secuencia
diana. Cuando hibrida, ocurren cambios en el reporter y el quencher, rompiendo esta
unidn la Taq polimerasa haciendo que la fluorescencia emitida por el reporter se libere y
pueda ser capturada por el equipo. Un ejemplo de estos sistemas son las sondas
comerciales conocidas como TagMan. El resultado de la captura de la fluorescencia se
muestra en una grafica que muestra el curso de la reaccion (Figura 24) (Tamay de Dios
etal., 2013).

Amplification Plot

1.50e+6

1.00e+6

[ =
o
=1

5.00e+5

Figura 24. Curvas de amplificacion PCR Real Time.

1.8.3.3. PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR)

La RT-PCR (Reverse Transcription-PCR, por sus siglas en inglés) se trata de la
PCR convencional pero el molde usado es ADN complementario (ADNCc) procedente de
un é&cido ribonucleico mensajero (ARNm). Esta conversion se logra mediante una
reaccion conocida como transcripcion reversa y controlada por la enzima transcriptasa
reversa, capaz de convertir el ARNm en una molécula de ADNc. La RT-PCR consta de
3 etapas; La primera etapa donde se extrae, aisla y purifica el ARNm; la segunda etapa
de retrotranscripcion, donde la retrotranscriptasa transcribira el ARNm en moléculas de
ADNCc; vy la tercera etapa, amplificacion del ADNc que sigue la secuencia de repeticion
de ciclos de la PCR (Lozano et al., 2005).

94



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

1.8.3.4. Secuenciacion

La secuenciacion del ADN es el analisis més detallado de la estructura del
mismo Yy una herramienta util en la identificacion de variaciones del material genético
descrita por Sanger en 1975 (Sanger et al., 1975). Desde entonces se han desarrollado
plataformas de secuenciacion de alto rendimiento o nueva generacion (Next-Generation
Sequencing 0 NGS), capaces de secuenciar millones de fragmentos de ADN en un
mismo proceso. El procedimiento general de la secuenciacion masiva consiste en
fragmentacion del ADN, enriquecimiento (seleccion de las &reas de interés), ligadura
del material amplificado a una superficie sélida donde se lleva a cabo la secuenciacion,
secuenciacion del material genético, creacion de archivos con informaciéon de la
secuenciacion y alineamiento de las lecturas con respecto de un genoma referencia
(Figura 25) (Santamaria et al., 2018).
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Figura 25. Dendrograma obtenido a partir de secuenciacién.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis doctoral es abordar diferentes retos a los que se
enfrenta la avicultura actual desde el punto de vista de salud animal y de salud publica,
monitorizando el estado sanitario y mejorando el conocimiento de la epidemiologia de
varios agentes zoondticos y/o patdgenos, como Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Mycoplasma synoviae y el virus de la Bronquitis Infecciosa Aviar en las explotaciones
avicolas de la Comunidad Valenciana, constituyendo una fuente de informacion
adicional que ayude en la toma de decisiones, en la instauracion de programas y

estrategias de control sanitario, asi como en la evaluacion de la eficacia de los mismos.
Para ello se plantearon los siguientes objetivos:
Desde el punto de vista de patégenos zoondticos con relevancia en salud publica:

1. Conocer las resistencias en Salmonella spp. en las explotaciones avicolas de la
Comunidad Valenciana.

2. Evaluar estrategias de control de las resistencias mediante alternativas naturales.

3. Conocer la presencia de Campylobacter spp. en las explotaciones avicolas de la

Comunidad Valenciana y de zonas o comunidades autonomas limitrofes.
Desde el punto de vista de patdégenos con relevancia en sanidad animal:

4. Conocer la seroprevalencia y prevalencia de Mycoplasma synoviae y los
genotipos presentes en las explotaciones avicolas de la Comunidad Valenciana
para evaluar la situacion actual y la eficacia de de los planes de control.

5. Conocer la seroprevalencia y prevalencia de IBV y detectar posibles variantes
del virus presente en las explotaciones avicolas de la Comunidad Valenciana,

para evaluar la situacion actual y la implementacién de los planes de control.

111



CAPITULO Il. OBJETIVOS

112



CAPITULO III. CAPITULOS EXPERIMENTALES

CAPITULO IIl. CAPITULOS EXPERIMENTALES

113



CAPITULO III. CAPITULOS EXPERIMENTALES

114



CAPITULO III. CAPITULOS EXPERIMENTALES

3. CAPITULOS EXPERIMENTALES

Los capitulos experimentales de esta Tesis doctoral se dividen en dos partes.

En los tres primeros capitulos se abordaron dos de los patdgenos relevantes
desde el punto de vista de salud publica, Salmonella spp. y Campylobacter spp. Con
relacion a Salmonella se monitorizaron las resistencias de cepas aisladas en avicultura y
se evalud el efecto de una sustancia natural, la alicina, sobre las resistencias de este
patogeno. El tercer capitulo se dedicé a evaluar la presencia de Campylobacter spp. en
campo tras los limites impuestos por la Union Europea en 2017. Las publicaciones

derivadas son:

- 3.1.1 Monitorizacién de las resistencias antimicrobianas de Salmonella spp. en

avicultura en el Este de Espafa.

- 3.1.2 Evaluacion del efecto sinérgico entre alicina y diferentes antibioticos frente a

cepas de Salmonella multirresistente.

- 3.1.3. Presencia de Campylobacter spp. en avicultura a nivel de campo, dos afios

después de la entrada en vigor del Reglamento Europeo (EU) 2017/1495.

Los dos capitulos finales se dedican a Mycoplasma synoviae y el virus de la
Bronquitis Infecciosa, dos patdgenos relevantes en avicultura por su impacto en la salud
de los animales y por las pérdidas econdmicas que ocasionan. En estos capitulos se
monitoriza la seroprevalencia, prevalencia y los serotipos/variantes circulantes en

explotaciones de la Comunidad Valenciana. Las publicaciones derivadas son:

- 3.2.1 Seroprevalencia y Prevalencia de Mycoplasma synoviae en gallinas ponedoras

y reproductoras pesadas en Espafia.

- 3.2.2 Seroprevalencia y Prevalencia de Bronquitis Infecciosa en pollos, gallinas

ponedoras y reproductoras pesadas en Espafia.
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3.1. Patdgenos zoonoticos relevantes en salud publica.

3.1.1. Monitorizacion de las resistencias antimicrobianas de Salmonella spp. en
avicultura en el Este de Espafa.

V. Cortes, S. Sevilla-Navarro, C. Garcia, C. Marin, P. Catala-Gregori. 2022.
Monitoring antimicrobial resistance trends in Salmonella spp. from poultry in Eastern
Spain. Poultry Science. 101(6).DOI:101832
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3.1.1.1. Resumen

Salmonella spp. es uno de los patdgenos zoondticos mas importantes con
impacto econémico en salud publica a nivel mundial. La relevancia de Salmonella spp.
aumenta con la aparicion de las cepas resistentes. El objetivo de este estudio fue
determinar el nivel de resistencias antimicrobianas en 332 aislados de Salmonella spp.
seleccionados de 3 orientaciones productivas diferentes de avicultura en el este de
Espafia durante 3 afios (2015 a 2017). La susceptibilidad antimicrobiana se evalud
mediante el método de microdilucion en caldo utilizando 14 antibidticos. Se utilizaron
valores de corte epidemioldgicos (ECOFF) para evaluar la resistencia microbioldgica a
los antibidticos. Las tasas de resistencia de Salmonella spp. a al menos un antibiotico
fueron del 96%, 98% y 56% en pollos, pavos y ponedoras, respectivamente. En cuanto a
la multiresistencia, todas las orientaciones productivas presentan una tendencia
decreciente a lo largo del estudio, siendo las tasas medias del 80% en pavos seguidas de
pollos de engorde (40%) y ponedoras (6%). A lo largo del estudio se encontré el mayor
porcentaje de resistencia al sulfametoxazol en todas las orientaciones productivas. Las
cepas de pollos mostraron las tasas mas altas de resistencia al sulfametoxazol (73%),
gentamicina (57 %), ciprofloxacina (50%), acido nalidixico (29%) y tetraciclina (24%).
En relacién a los pavos, las tasas de resistencia mas altas fueron al sulfametoxazol
(76%), ciprofloxacina (69%), tetraciclina (75%), acido nalidixico (63%) y ampicilina
(63%). Las ponedoras presentaron las tasas de resistencia mas elevadas a
sulfametoxazol (39%) y tetraciclina (13%). Con respecto a los serotipos, aquellos que
presentaron multirresistencias (MDR) comunes a las 3 orientaciones productivas fueron
S. Kentucky y S. Hadar. Por otro lado, se encontraron altas tasas de multirresistencias en
otros serotipos como S. Infantis y S. Typhimurium en pollos y pavos. Los resultados
mostrados en el presente estudio sugieren que la reduccién del uso de antibidticos
comienza a verse reflejada en la reduccion del numero de multirresistencias
especialmente en ponedoras, que no obtuvieron cepas de Salmonella spp.
multirresistentes en el ultimo periodo. Sin embargo, el nivel de resistencias encontrado
en este estudio sugiere la necesidad de continuar trabajando en la limitacion del uso de
antimicrobianos en aves para lograr (al igual que en ponedoras) el control de los

microorganismos multirresistentes.
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3.1.1.2. Introduccion

Salmonella spp. es uno de los patdgenos zoondticos mas importantes con
impacto economico en salud puablica a nivel mundial. Los dltimos resultados
informados por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) durante 2019
mostraron que el 17,9% de los casos transmitidos via alimentaria fueron causados por
Salmonella spp., con un total de 87.923 casos humanos confirmados en la Unidn
Europea (UE), convirtiéndose la salmonelosis, en la segunda enfermedad zoonotica mas
frecuentemente notificada en humanos (EFSA, 2021). Aunque se ha observado una
tendencia decreciente entre los afios 2008 a 2016, durante los Gltimos 5 afios (2012-16)
la tendencia se ha mantenido estable sin un aumento o disminucién significativos
(EFSA, 2021). Los alimentos de origen animal, en concreto los productos avicolas
(carne, huevos y ovoproductos), son sefialados por la EFSA (2021) como una de las
principales vias de transmision en humanos. Teniendo en cuenta la relevancia de los
productos avicolas como fuente de transmision de esta bacteria, en Espafia se
instauraron los Programas Nacionales de Control (PNCS), para la vigilancia de
determinados serotipos como Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis) y Salmonella
Typhimurium (S. Typhimurium) en ponedoras de la especie Gallus gallus desde 2008,
pollos de engorde de la especie Gallus gallus desde 2009, asi como para pavos desde
2010.

La relevancia de Salmonella spp. se incrementa con la aparicién de las cepas
resistentes a los antimicrobianos. En medicina veterinaria, los antibidticos han sido
ampliamente utilizados terapéuticamente, profilacticamente y como promotores del
crecimiento en el pasado (Usera et al., 2002). Aunque la mayoria de los casos de
salmonelosis en humanos son autolimitantes y suelen resolverse sin necesidad de
tratamiento, en casos graves o pacientes inmunocomprometidos puede ser necesaria la
antibioterapia con ciprofloxacina en adultos y ceftriaxona en nifios (Berrang et al.,
2009).

La aparicion y el desarrollo de la resistencia a los antimicrobianos (AMR) es un
problema de salud mundial que involucra tanto a la medicina veterinaria como a la salud
publica. En la UE, es obligatorio que los Estados miembros controlen y notifiquen la
AMR de Salmonella (EFSA, 2021). En este sentido, en 2014 se implanté en Espaiia el
Plan Nacional de Resistencias a Antibidticos (PRAN) para el periodo 2014-2018, que
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recientemente se ha prorrogado hasta 2021 (MAPA, 2018). Por lo tanto, para
proporcionar informacién atil sobre la influencia de la implementacion de PRAN en el
sector avicola, es esencial monitorear las tendencias de AMR de Salmonella spp. a nivel
de granja. Por ello los objetivos principales de este estudio fueron investigar las
tendencias de las resistencias a los antibidticos de Salmonella en 3 orientaciones
productivas avicolas diferentes en el este de Espafia a lo largo de tres afios (2015 a
2017) y evaluar los patrones de resistencia frente a los antibidticos utilizados

actualmente en veterinaria y terapia humana.

3.1.1.3. Material y métodos
3.1.1.3.1 Seleccion de cepas de Salmonella spp.

Para conocer la resistencia antibiotica de Salmonella spp. se seleccionaron 332
cepas pertenecientes a muestras positivas de los PNCS en el Este de Esparfia recogidas
entre 2015 y 2017. Todas las muestras fueron analizadas en el Centro de Calidad
Avicola y Alimentacion Animal de la Comunidad Valenciana (CECAV). Mas del 95%

de las granjas avicolas ubicadas en esta region participaron en el estudio

3.1.1.3.2. Procedimiento de aislamiento e identificacion

El procedimiento de aislamiento de Salmonella spp. se realizd de acuerdo con el
método ISO 6579:2002/Amd 1:2007 (ISO, 2007). Todas las cepas aisladas fueron
serotipadas segun la técnica de Kauffman-White-Le Minor. Las cepas de Salmonella
spp. aisladas se congelaron a -80°C después de ser resuspendidas en agua destilada
estéril con 20% (v/v) de glicerol bidestilado al 99,5% (VWR, Lovaina, Bélgica).

3.1.1.3.3. Procedimiento de susceptibilidad antimicrobiana

Los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana se determinaron mediante la
técnica de microdilucion en caldo, segun 1ISO 20776-1:2006 (ISO, 2006), mediante
placas de microtitulacion disponibles en el mercado: Sensititre™ EUVSEC (Thermo
Scientific, East Grinstead, Reino Unido). Estas placas son una micro-version del
método clasico de antibiograma basado en la dilucién en caldo. Los antibioticos
seleccionados y sus concentraciones fueron los establecidos en la Decision 2013/653
(UE, 2013) incluyendo 2 quinolonas: ciprofloxacina (CIP) y acido nalidixico (NAL); 3
betalactamicos: ampicilina (AMP), cefotaxima (FOT) y ceftazidima (TAZ); un fenicol:
cloranfenicol (CHL); una sulfonamida: sulfametoxazol (SMX); una polimixina:
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colistina (COL); un macrolido: azitromicina (AZI); una glicilciclina: tigeciclina (TGC);
un aminoglucoésido: gentamicina (GEN); una tetraciclina: tetraciclina (TET); un
carbapenem: meropenem (MERO) y una pirimidina: trimetoprim (TMP). El panel de

antibidticos y sus concentraciones se han descrito en la Tabla 9.

Tabla 9. Panel de concentraciones antimicrobianas de sensititre, después de la adicion de 50 uL de
caldo inoculado y ECCOFF.

S . Rango de concentraciones ECCOFF
Antibidtico Abreviaturas (ug/mL) Salmonella spp.
(Hg/mL)
Sulfametoxazol SMX 8 — 1024 >76
Trimetoprim TMP 0.25-32 >2
Ciprofloxacina CIP 0.06 -8 > 0.064
Tetraciclina TET 2-64 >8
Meropenem MERO 0.12-16 >0.125
Azitromicina AZI 2-64 >32
Acido nalidixico NAL 4-128 > 16
Cefotaxima FOT 025-1 >0.5
Cloramfenicol CHL 8-128 > 16
Tigeciclina TGC 0.25-8 >1
Ceftazidima TAZ 05-8 >2
Colistina CoL 1-16 >2
Ampicilina AMP 1-64 >8
Gentamicina GEN 0.5-32 >2

Para la recuperacion de las cepas congeladas, se sembraron 10 pL de suspensién
congelada en agar nutritivo sélido (Biokar®, Francia). Posteriormente, se incubaron a
3711 °C durante 24+3 horas. Después del crecimiento de las cepas, las placas de
microtitulacién Sensititre™ EUVSEC (Thermo Scientific, East Grinstead, Reino
Unido) se inocularon e interpretaron siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
tomaron valores de corte epidemiolégico (ECOFF) para determinar la resistencia frente
a los antibidticos analizados. Estos valores fueron establecidos por el Comité Europeo
de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST) y los establecidos en la
Decision 2013/653 (UE, 2013). Los valores no incluidos en esta legislacion (AZl y
SMX) se evaluaron siguiendo los criterios del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI, 2017). El crecimiento de la cepa Salmonella spp. CECT 4300 se
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utilizé como control de calidad positivo. Las cepas resistentes a tres 0 mas antibioticos

se consideraron multirresistentes (EFSA, 2021).

3.1.1.34. Analisis estadistico

Se utilizé un modelo lineal generalizado para comparar las tasas de AMR de
cada antibi6tico dentro de la misma produccién avicola a lo largo de los afios (2015,
2016 y 2017) y para comparar los resultados globales entre cada produccion avicola.
Este modelo también se utilizé para comparar resultados dentro del mismo afio. Se
consider6 que un valor P de <0,05 indicaba una diferencia estadisticamente
significativa. Los analisis se llevaron a cabo utilizando una aplicacion de software
comercialmente disponible (paquete de software Statgraphics Centurion XVI 16.2.04;

Statgraphics Technologies, Inc. The Plains, Virginia, 2021).

3.1.1.4. Resultados

En este estudio se seleccionaron 332 cepas (200, 86, 46 de pollos, pavos y
ponedoras, respectivamente). Se determind la susceptibilidad antimicrobiana de cepas
de campo de Salmonella spp. procedentes de granjas de pollos (82 en 2015; 40 en 2016;
78 en 2017). Un total de 93% (72/82) en 2015, 97% (39/40) en 2016 y 97% (76/78) en
2017 de las cepas de Salmonella presentaron AMR a al menos un antibiotico. En cuanto
a las multirresistencias (MDR, por sus siglas en inglés), se encontraron tasas de 47,5%
(39/82) en 2015, 37,5% (15/40) en 2016 y 38,5% (30/78) en 2017 de cepas de
Salmonella (Tabla 10). La distribucion de las cepas de Salmonella en relacion al
nimero de antibidticos a los que fueron resistentes en todas las orientaciones

productivas se muestra en la Figura 26.

Tabla 10. Resumen de resistencias, multirresistencias y nimero méaximo de antibidticos a los que

Salmonella fue resistente en pollos, pavos y ponedoras durante 2015-2017.

Pollos Pavos Ponedoras

Tasas resistencia
2015 2016 2017 2015 2016 2017 2015 2016 2017

Resistencia (%) 93 97 97 97 97 100 50 50 69
Multirresistencia (%) 445 375 385 66,7 90 82,6 14 6 0
N° méximo de antibidticos 11 7 8 9 8 6 3 3 2
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Como se muestra en la Tabla 11, las resistencias a SMX, CIP y GEN fueron las
mas comlUnmente obtenidas y se observaron en el 73%, 50% y 57% de los aislados,
respectivamente. Con respecto a SMX y TMP, los niveles medios de resistencia

presentaron un aumento estadisticamente significativo (P-valor < 0,05) (Tabla 11).
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Figura 26. Distribucidn las cepas de Salmonella spp. aisladas en produccion avicola (pollos, pavos y
ponedoras) de acuerdo al nimero de antibidticos frente a los que fueron resistentes. El eje X
representa el nUmero de antibiéticos frente al que las cepas fueron resistentes; el eje Y el niUmero de

aislados.
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Tabla 11. Tasas de resistencia de Salmonella aislada de diferentes orientaciones productivas.

Pollos Pavos Ponedoras
Antibis 2015 2016 2017 2015 2016 2017 2015 2016 2017
ticos % % % % % % % % %
(n=82) (n=40) (n=78) (n=33) (n=30) (n=23) (n=14) (n=16) (n=16)
SMX 65% 65% 87°® 642 838 83t 29° 38" 50"
X 73° 76° 39°
TMP 3.7 2.5 19° 308 208 13 0" 0" 0
X 9 22° 0°
CIP 598 53e 40%® 61%° 70°8 83°c 144 134 o*
% 50° 69° 9
TET 2904 10.0% 244 70° 83° 74° 217 6* 134
X 24 75° 13
MERO 1.2 3 1 0 0 0 0 0 0
X 1.5 0 0
AZI 37 0 1 3 7 0 0 0 0
X 2 3 0
NAL 357 234 26° 58° 63° 70° 144 134 04
% 29° 63° 8.6°
FOT 3.7 2.5% 18 278 238 138 0* 0* o*
X 2 22° 0
CHL 04 3 0 128 13 0 04 0 0
X 05° 9° 0
TGC 1.2 0 0 0 0 0 0 0 0
X 05 0 0
TAZ 6.1" 5 1 18" 10 0° 0% 0 0
X 4° 10° 0?
coL 24 0 1 0 3 0 0 0 6
% 15 1.2 2.1
AMP 35,48 20%A 15% 70° 578 61° 04 04 6"
X 24.5° 63° 2.1°
GEN 608 70 47%® 18" 23" 2218 04 04 ot
X 57°¢ 22° 0®

x. media del periodo. Para cada antibi6tico, los valores dentro de la misma produccion avicola con letras mintsculas en superindice
diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (p<0,05). Para cada antibi6tico, los valores dentro del mismo afio con
diferentes letras mayusculas en superindice en una fila son significativamente diferentes (p<0,05). Para cada antibidtico, los valores
medios de cada produccién avicola con diferentes letras mintsculas en superindice en una fila son significativamente diferentes
(p=<0,05).
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En el periodo 2015-2017 se observaron 20 patrones diferentes de resistencia
(Tabla 12). Los patrones: SMX-CIP-GEN y SMX-CIP-TET-NAL-AMP-GEN, se
repitieron a lo largo de los 3 afios.

Tabla 12. Patrones de multirresistencias en cepas de Salmonella spp.

Pollos Pavoss Ponedoras
Patrones
2015 2016 2017 2015 2016 2017 2015 2016 2017

SMX-CIP-GEN 5 4 4 - - - - - -
SMX-CIP-NAL - - - . . - 1 1 B
SMX-NAL-GEN 1 - - - - - - - -
SMX-TET-AMP 1 - - 2 - - - - -
SMX-TET-CHL - - - - 1 - - - -
CIP-TET-AMP 1 - - - - - - - -
CIP-TET-NAL 1 - - - - 1 1 - -
CIP-NAL-GEN 1 - - - - - - - -
CIP-AMP-GEN 1 - - - - - - - -
NAL-TAZ-GEN - - - - - - - - -
SMX-CIP-NAL-GEN 5 - - - - - - - -
SMX-CIP-NAL-TAZ 1 - - - - - - - -
SMX-CIP-TET-AMP 1 - - - - - - - -
SMX-TET-AZI-AMP - - 1 - - - - - -
CIP-TET-NAL-AMP - - - 1 - 1 - - -
CIP-TET-NAL-COL - - - - 1 - - - -
SMX-CIP-NAL-AMP-GEN 9 - - - - - - - -
SMX-CIP-MERO-TET-GEN - - - - - - - - -
SMX-CIP-TET-CHL-AMP - - - 1 1 - - - -
SMX-CIP-TET-NAL-AMP - - - - - 2 - - -
SMX-TMP-CIP-TET-NAL - - 9 - - - - - -
TMP-CIP-AZI-FOT-TAZ-AMP 1 - - - - - - - -
SMX-CIP-TET-NAL-AMP-GEN 3 3 2 - - - - - -
SMX-TMP-CIP-TET-FOT-AMP - - - 2 - 1 - - -
CIP-TET-NAL-FOT-TAZ-AMP - - - - 1 - - - -
SMX-CIP-TET-NAL-TGC-AMP-GEN 1 - - - - - - - -
SMX-TMP-CIP-TET-FOT-TGC-AMP - 1 - - - - - - -
SMX-TMP-CIP-TET-AZI-FOT-AMP - - - - 1 - - - -
SMX-TMP-CIP-TET-NAL-TAZ-GEN - - 1 - - - - - -
SMX-TMP-CIP-TET-NAL-FOT-AMP - - - - 1 - - - -
SMX-CIP-TET-NAL-FOT-CHL-TAZ-AMP-GEN - - - 1 - - - - -
SMX-TMP-CIP-TET-AZI-NAL-FOT-TAZ-AMP-GEN 1 - - - - - - - -

SMX-TMP-CIP-TET-MERO-NAL-FOT-TAZ-COL-AMP-GEN 1 - - - - - - - -
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Las tasas de MDR segun los diferentes serotipos se enumeran en la Tabla 13.
Los serotipos que presentaron MDR durante este periodo fueron Salmonella Kentucky
(S. Kentucky), Salmonella Mikawasima (S. Mikawasima), Salmonella Senftenberg (S.
Senftenberg) y Salmonella Virchow (S. Virchow). En cuanto a Salmonella
Typhimurium (S. Typhimurium) presento tasas de MDR de 75% en 2015 y 100% en
2017. No se observé MDR en el aislado de Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis) que

solo fue resistente a CIP y NAL.

En pavos se determind la resistencia de 86 cepas de Salmonella spp. aisladas (33
en 2015; 30 en 2016; 23 en 2017). Un total de 97% (32/33) en 2015, 97% (29/30) en
2016 y 100% (23/23) en 2017 de los aislamientos de Salmonella fueron resistentes a al
menos uno de los agentes antimicrobianos probados. En cuanto a la MDR, se encontrd
un 66,7% (22/33) en 2015, 90% (27/30) en 2016 y 82,6% (19/23) en 2017 (Tabla 10).

Los antibi6ticos con mayores tasas de resistencias en este periodo fueron SMX
(76%), TET (75%), CIP (69%), NAL (63%) y AMP (63%) (Tabla 11). En cuanto al
desarrollo de resistencias en el periodo (2015-2017) se ha detectado un aumento
estadistico significativo en SMX (64%, 83% y 83%) y CIP (61%, 70% y 83%) (P-valor
<0,05). Ademas, se encontr6 una disminucion estadisticamente significativa en las tasas

de AMR en CHL (12%, 13% y 0%) y TAZ (18%, 10% y 0%) (valor P < 0,05).

Se observaron 12 patrones de resistencia (Tabla 12). Los patrones CIP-TET-
NAL-AMP; SMX-CIP-TET-CHL-AMP y SMX-TMP-CIP-TET-FOT-AMP  se

repitieron durante 2 afios.

Segun serotipos, S. Kentucky, Salmonella Agona (S. Agona), Salmonella
Bredeney (S. Bredeney) y S. Hadar presentaron multirresistencias en todo el periodo.
Con relacion a S. Typhimurium, se observaron tasas del 66% en 2015 y 50% en 2016
(Tabla 13).

Con relacion a la orientacion productiva de ponedoras, se analizo la
susceptibilidad antimicrobiana de 46 cepas de Salmonella (14 en 2015; 16 en 2016; 16
en 2017). Un total de 50% (7/14) en 2015, 50% (8/16) en 2016 y 69% (11/16) en 2017
de los aislamientos de Salmonella fueron resistentes a al menos un antibiotico (Tabla
10). En cuanto a multirresistencias, se encontré un 14% (2/14) en 2015, 6% (1/16) en
2016 y 0% (0/16) en 2017.
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Tabla 13. Distribucion de la resistencia y multirresistencias de los serotipos de Salmonella.

Afio Agona Bredeney Enteritidis Hadar Infantis Kentucky Mikawasima Ohio Senftenberg Typhimurium Virchow  Otros

Pollos 2015 R, 100 - - 100 - 100 100 50 96 100 100 73
R3 - - - 100 - 100 30 50 31 75 87 18

2016 R, - - 100 100 - 100 100 - 100 - 100 88

R3 - - - - - 66 50 - 32 - 100 33

2017 Ry 100 - - - 100 100 100 - 100 100 100 85

R3 - - - - 86 100 14 - 13 100 100 38

Pavos 2015 Ry 83 100 - 100 - 100 100 - - 100 - 100
Rs 66 100 - 20 - 100 - - - 66 - 80

2016 R; 100 90 - 100 100 100 - - - 100 - 100

Rs 80 80 - 100 100 100 - - - 50 - 100

2017 R, 100 100 - 100 - 100 - - - - - 100

Rs 100 50 - 100 - 100 - - - - - -

Ponedoras 2015 R, - - - 100 100 100 - 50 - - - 50
R3 - - - 100 - 100 - - - - - -

2016 R; - - 50 - 33 100 - 40 - - 100 50

R3 - - - - - 100 - - - - - -

2017 Ry - - - - 50 - - 50 100 400 - 75

R3 - - - - - - - - - - - -

Los datos son presentados como porcentajes; Ry resistente a uno 0 mas antibiéticos; Rs, resistente a 3 0 mas antibidticos (multirresistente).
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Como se muestra en la Tabla 11, el antibidtico con mas resistencia fue SMX
(39%). También se detectaron pequefios niveles de resistencia a TET (13%), CIP (9%),
NAL (8,6%) y AMP (2,1%). En el periodo 2015-2017 se observaron 2 patrones
diferentes de resistencia (Tabla 12). El patron SMX-CIP-NAL se repitid durante 2

anos.

S. Hadar y S. Kentucky presentaron multirresistencias en cepas durante 2015-
2016. No hubo cepas MDR en 2017. Con respecto a S. Enteritidis, no se observd MDR

en los 5 aislamientos.

3.1.15. Discusioén

En los dltimos afios, se ha realizado un uso generalizado de antibidticos en
medicina humana y veterinaria (Anjum et al., 2011). En el pasado, el uso de antibi6ticos
en ganaderia intensiva estaba justificado para evitar la dispersion de las infecciones y,
en consecuencia, este hecho ha provocado un aumento en el desarrollo de cepas
multirresistentes de Salmonella spp. (Usera et al., 2002). En el este de Espafia, no
existen estudios previos sobre la resistencia antimicrobiana de cepas de Salmonella

procedentes de explotaciones de pollos, pavos y ponedoras.

Este estudio revel6 que las cepas de Salmonella aisladas presentaron altas tasas
de resistencia a al menos un antibidtico (97%, 100% y 69%, en pollos, pavos y
ponedoras, respectivamente). En linea con nuestros hallazgos, Usera et al. (2002)
reportaron en Espafia una prevalencia de resistencia del 81,5% en cepas aisladas de
granjas de pollos. Asimismo, los estudios de Carramifiana (2004) y Alvarez-Fernandez
(2012) mostraron tasas del 100%, tanto de resistencia como de multiresistencia en
muestras de Salmonella spp. aisladas en explotaciones avicolas. Ademas, las Gltimas
tasas reportadas por la EFSA mostraron una resistencia del 51,8% y 80,6% de pollos y
pavos, respectivamente, en aislados de Salmonella recuperados de animales/canales
durante 2018 en Espaiia (EFSA, 2021).

Por otro lado, nuestros datos mostraron que la orientacion productiva de
ponedoras fue las que presentdé menores indices de resistencia, posiblemente debido a la
existencia de restricciones en el uso de antibidticos. En linea con estos resultados,
Musgrove et al. (2006) encontr0 tasas de resistencia del 66,9% en aislados de

Salmonella spp. procedentes de la cascara de huevos comerciales. En contraposicion,
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otros grupos de investigacion encontraron un menor grado de resistencia antimicrobiana
en la mayoria de los aislados de Salmonella, como Pande et al. (2015) en Australia
(8,3%) y Snow et al. 2007 en Reino Unido (24%). El informe de la EFSA mostrd tasas
de resistencia mas bajas (17,8%) en cepas aisladas en granjas de ponedoras en Espafia
durante 2018 (EFSA, 2021).

En cuanto a multirresistencias, se observaron altas tasas en pavos (80%) seguido
de pollos (40%), aunque ambos presentaron una tendencia decreciente en todo el
periodo. Las altas tasas estdn en linea con otras investigaciones en Espafia que
reportaron tasas de multirresistencias en avicultura del 65,4% (Carramifiana et al., 2004)
y del 100% (Alvarez-Fernandez et al., 2012). La EFSA report6 tasas en la UE en 2018
mas bajas en pavos (38,8%). Sin embargo los datos para pollos fueron similares
(38,2%). Es importante destacar que en este estudio no se obtuvieron MDR de
ponedoras en el dltimo periodo lo cual esta en linea con las bajas tasas (6,5%)
reportadas por la EFSA en 2018 (EFSA, 2021).

En cuanto al nimero maximo de antibioticos a los que las cepas fueron
resistentes, los pollos presentaron una tasa mas alta, pero con una tendencia decreciente,
seguida de una tendencia estable de multirresistencias en pavos y por ultimo la ausencia
en ponedoras en 2017. Esta reduccion o estabilizacion sugiere una disminucion en el
uso de algunas familias de antimicrobianas. La gran cantidad de antibidticos a los que
las cepas fueron resistentes en este estudio es consistente con los hallazgos de Yang et
al. (2010) quienes reportaron que el 28% de los aislados de Salmonella spp. presentaron
MDR a 9 antibiéticos. Asimismo, Alvarez-Fernandez et al. (2012) observaron en cepas

aisladas en Espafia, una resistencia a 13 antibidticos (22,5%).

En el presente estudio, la resistencia a SMX fue mas comun en pollos (73%) y
pavos (76%) que en ponedoras (39%). Eran de esperar estos resultados, ya que el SMX
ha sido ampliamente utilizado durante muchos afios en medicina veterinaria para tratar
infecciones en animales de produccion (EFSA, 2021). Las tasas encontradas por la
EFSA en Espafa durante 2018 para este antibidtico son inferiores, del 32,9%, 54,1% y
7,7% en pollos, pavos y ponedoras, respectivamente, observandose una reduccién con
respecto los datos obtenidos en nuestro estudio que sugieren la reduccién debido a las

medidas adoptadas. Otros grupos de investigacion en Espafia, Usera et al. (2002),
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encontraron previamente en Espafia un 13,7% de resistencia frente a la familia de las

sulfamidas.

Con respecto a CIP, un farmaco de primera linea en el tratamiento de la
salmonelosis invasiva en adultos (Threlfall et al., 1999), se observ6 una alta tasa de
resistencia en pavos y pollos de engorde. Esta reduccion de la susceptibilidad puede
estar asociada con el uso excesivo de CIP o el uso de enrofloxacina en animales
productores de alimentos, debido a la estructura y el espectro antibiético similar (Lai et
al., 2014). La EFSA report6 tasas de resistencia similares en 2018 en cepas aisladas en
pollos (45,3%). En cuanto a los pavos, las tasas fueron menores (55,3%) y similares a
las ponedoras (8,9%). Durante afios anteriores, otros autores reportaron en aves ausencia
de resistencia (0%) a este antibi6tico en Espafia (Carramifiana et al., 2004; Usera et al.,
2002).

Por otro lado, AMP y CHL han sido durante décadas los farmacos de eleccion en
el tratamiento de la salmonelosis humana. Se ha observado un aumento de la resistencia
a estos antimicrobianos desde que se generalizd el uso de las fluoroquinolonas y
cefalosporinas (Miranda et al., 2009). En nuestra investigacion, encontramos algunas
cepas resistentes a ambos antibidticos. Este patrdn de resistencia sugiere que estas cepas
podrian comprometer el tratamiento de la infeccion humana por Salmonella spp. . Sin
embargo, se ha observado una baja tasa de resistencia a CHL en todas las orientaciones
productivas, atribuyéndose este hecho a que en produccién animal no se usa este
antibidtico (Alvarez-Fernandez et al., 2012). Las tasas de AMP fueron estadisticamente
mas altas en pavos (63%) que en broilers (24,5%) y en ponedoras (2,1) (P- value
<0.05).

La tetraciclina ha sido uno de los antibioticos mas utilizados en la produccion
animal (Antunes et al., 2003). Nuestro estudio mostrd niveles de resistencia superiores
(75%) a los informados por la EFSA en 2021 (54,1%). Se encontraron niveles
estadisticamente mas bajos en pollos (24%) y ponedoras (13%), en linea con los
resultados informados por la EFSA (32,4% en pollos y 6,5% en ponedoras) (EFSA,
2021). Carramifiana et al., (2004) reportaron tasas similares en pollos (21,8%) en

Espana.
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En relacion a la colistina, se encontraron tasas bajas de resistencia durante el
ultimo periodo (1,5% pollos, 1,2% pavos y 2,1% ponedoras), en linea con lo informado
por la EFSA (2021) (4,1% pollos, 0% pavos y 6,5% ponedoras).

La resistencia antimicrobiana asociada especificamente con algunos serotipos de
Salmonella ha sido estudiada anteriormente (Musgrove et al., 2006; Aslam et al., 2012).
En el presente estudio, los serotipos multirresistentes mas prevalentes fueron S.
Kentucky (95%) y S. Hadar (91%). Se encontraron altas tasas de multirresistencia en
serotipos de S. Infantis (86% en pollos y 100% en pavos) y S. Typhimurium (88% en
pollos y 58% en pavos). Las cepas de S. Typhimurium son particularmente resistentes
(Usera et al., 2002). El alto promedio de multirresistencias en este estudio es consistente
con la mayoria de estudios previos (Capita et al., 2007; Berrang et al., 2009). La EFSA
reportd tasas de multirresistencia inferiores al 20% en S. Typhimurium y del 75% en
cepas monofasicas en pollos de engorde mientras que en pavos mostro tasas de 40% y
80% respectivamente (EFSA, 2021). Estas tasas de resistencia son relevantes, ya que S.
Typhimurium provoca consecuencias mas graves en la salud humana que otros
serotipos de Salmonella (Alvarez-Fernandez et al, 2012). En relacion con S. Infantis, las
tasas obtenidas por la EFSA (2021) también fueron altas en pollos (80%) y pavos
(alrededor del 80%). En cuanto a S. Enteritidis, no se observé multirresistencia en
ninguna de las cepas aisladas analizadas. Este resultado esta en linea con los publicados
por Capita et al., (2007) y Alvarez-Fernandez et al., (2012), que demostraron que S.
Enteritidis era menos propenso a desarrollar resistencias que otros serotipos. Ademas,
los resultados informados por la UE en 2018 (EFSA, 2021) también mostraron un bajo

nivel de multirresistencias en S. Enteritidis (<5% en pollos y ponedoras).

Los resultados mostrados en el presente estudio sugieren que la reduccién en el
uso de antibidticos desde la implementacion del PRAN vy las buenas précticas de los
avicultores esparioles, comienza a verse reflejada con la reduccion del ndmero de
multirresistencias encontradas con una tendencia decreciente especialmente en
ponedoras. Sin embargo, el nivel de resistencias encontrado en este estudio sugiere la
necesidad de seguir trabajando en la limitacion del uso de antibidticos en aves para
lograr (al igual que en ponedoras) la reduccion de las MDR. En esta linea, el sector
avicola espafiol ha accedido voluntariamente a adherirse al programa nacional
REDUCE en 2020 (MAPA, 2019). EIl principal objetivo de este acuerdo es el uso

racional de los antibidticos y la propuesta de planes preventivos de salud gracias al
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desarrollo de nuevas medidas terapéuticas mas eficaces que permitan reducir el uso de
antibioticos. Finalmente, para el tratamiento de las patologias infecciosas aviares
siempre deben determinarse los antibidticos efectivos evitando el uso de aquellos frente

a los que el microorganismo presente resistencia.
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3.1.2.1. Resumen

Salmonella spp. es uno de los patdgenos zoondticos mas importantes con
impacto economico en salud puablica a nivel mundial. La relevancia de Salmonella
aumenta con la aparicion de cepas resistentes y ha motivado la investigacion de
sustancias alternativas a los antibidticos. La alicina es una molécula presente en el ajo
con actividad biocida frente a una amplia gama de microorganismos. Algunos estudios
han demostrado que el uso de moléculas alternativas en combinacion con antibidticos
que han sido utilizados comunmente a nivel de campo, ocasionando que se reduzca la
concentracion efectiva. Por tanto, son una nueva alternativa para reducir la
administracion de antibioticos, asi como la aparicion de resistencias. El objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto in vitro de la alicina sola y en combinacion con 14
antibioticos diferentes contra los serotipos de Salmonella méas importantes aislados de
avicultura. El efecto antimicrobiano se evalu6 mediante el método de microdilucion en
caldo, utilizando una suspension de 9 pg/mL de alicina en combinacién con las placas
de microtitulacién Sensititre™ EUVSEC. Nuestros resultados revelaron efectos
estadisticamente significativos (Valor de P <0,05) para la combinacion alicina con
ciprofloxacina y alicina con gentamicina, mostrando una reduccion de la
antibiorresistencia del 68,5% y 83,6% con respecto al valor inicial frente a cada
antibidtico, respectivamente. Los efectos de la combinacion de alicina y otros
antibidticos (sulfametoxazol, trimetoprim, meropenem, cloranfenicol, tigeciclina,
ampicilina, tetraciclina, azitromicina, &cido nalidixico, cefotaxima, ceftazidima y
colistina) no fueron estadisticamente significativos (valor de P >0,05). Se observé una
reduccion estadisticamente significativa (valor de P <0,05) en algunos serotipos
analizados, como S. Infantis, S. Kentucky, S. Mikawasima, S. Montevideo y S.
Typhimurium (monofasica). Estos resultados avalan que el uso de la alicina como
suplemento puede ser una alternativa novedosa en combinacion con los tratamientos
clasicos con antibidticos. Este hecho representa una perspectiva atractiva para el
desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento contra algunos microorganismos

multirresistentes que pueden presentar un desafio en la industria avicola.

3.1.2.2. Introduccion

Salmonella spp. es uno de los patdgenos zoondticos con importante impacto en
la salud publica a nivel mundial. Los alimentos de origen animal, en concreto los

productos avicolas (carne, huevos y ovoproductos), han sido sefialados por la Autoridad
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Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) como una de las principales vias de
infeccion en humanos (EFSA, 2021). El aumento en la aparicion de resistencias a los
antibidticos utilizados en los tratamientos de forma comdn, ha aumentado el interés por
las moléculas antimicrobianas vegetales, motivando nuevas linea de investigacion sobre
combinaciones con antibioticos frente cepas de bacterias multirresistentes (Salah et al.,
2013).

El ajo (Allium sativum) es un agente antibacteriano bien conocido, eficaz tanto
frente a bacterias Gram positivas como para las Gram negativas (Belguith et al., 2010).
El ingrediente antimicrobiano del ajo, ha sido identificado como un compuesto de
azufre oxigenado, denominado comunmente como alicina. Esta molécula es un biocida,
dependiente de concentracion, con actividad contra una amplia gama de
microorganismos (Curtis et al., 2004). Algunos autores sugirieron que el extracto de ajo
induce un aumento de la sensibilidad a los antibioticos al alterar la estructura o
permeabilidad de la pared bacteriana y retrasar o inhibir la sintesis de proteinas y ADN
(Belguith et al., 2010). Ademas, algunos estudios de investigacion han demostrado que
la combinacion de alicina con antibidticos puede conducir a un sinergismo parcial o
total (Sivam et al., 1997).

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto in vitro de la alicina sola y en
combinacion con 14 antibiéticos diferentes contra los serotipos de Salmonella mas

importantes procedentes de la avicultura.

3.1.2.3. Material y métodos
3.1.2.3.1. Seleccion y aislamiento de cepas de Salmonella

Las 18 cepas de Salmonella incluidas en este estudio fueron seleccionadas de
muestras positivas de los Programas Nacionales de Control de Salmonella (PNCS) en el
Este de Esparfia. Se seleccionaron un total de 10 serotipos diferentes con patrones de
multirresistencia: Salmonella Hadar (S. Hadar) (n=1); Salmonella Infantis (S. Infantis)
(n=2); Salmonella Kentucky (S. Kentucky) (n=2); Salmonella Mikawasima (S.
Mikawasima) (n=2); Salmonela. Montevideo (S. Montevideo) (n=2); Salmonella Ohio
(S. Ohio) (n=1); Salmonella Senftenberg (S. Senftenberg) (n=2); Salmonella Stuttgart
(S. Stuttgart) (n=1); Salmonella Typhimurim (S. Typhimurim) (n=3); Salmonella
Virchow (S. Virchow) (n=2). El procedimiento de aislamiento de Salmonella se realizo
de acuerdo con el método ISO 6579:2002/Amd 1:2017 (ISO, 2017).
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3.1.2.3.2. Prueba de sensibilidad a antibiéticos

Los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana se determinaron mediante la
técnica de microdilucion en caldo, segun ISO 20776-1:2006 (ISO, 2006), mediante
placas de microtitulacién disponibles comercialmente Sensititre™ EUVSEC (Thermo
Scientific, East Grinstead, Reino Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
antibidticos seleccionados y sus concentraciones fueron los establecidos en la Decision
2013/653 (Unidn Europea, 2013) incluyendo 2 quinolonas: ciprofloxacina (CIP) y acido
nalidixico (NAL); 3 betalactdmicos: ampicilina (AMP), cefotaxima (FOT) y ceftazidima
(TAZ); un fenicol: cloranfenicol (CHL); una sulfonamida: sulfametoxazol (SMX); una
polimixina: colistina (COL); un macrdlido: azitromicina (AZl); una glicilciclina:
tigeciclina (TGC); un aminoglucésido: gentamicina (GEN); una tetraciclina: tetraciclina

(TET); un carbapenem: meropenem (MERO) y una pirimidina: trimetoprima (TMP).

3.1.2.3.3. Combinacion de alicina con antibiéticos

El efecto de la combinacion de alicina con los antibidticos se determind
mediante el método de microdilucion en caldo. Para esta prueba, las placas de
microtitulacién Sensititre™ EUVSEC (Thermo Scientific, East Grinstead, Reino
Unido) se combinaron con una suspension de 9 pg/mL de alicina de grado analitico
(Sigma Aldrich®, Alemania). La concentracion de alicina utilizada fue inferior a la
concentracion minima inhibitoria (MIC) y la concentracién minima bactericida (MBD)
descritas en estudios previos de Belguiht et al. (2010) sobre cepas de Salmonella spp.
para evitar que el efecto inhibitorio o bactericida de la alicina enmascarara la posible

sinergia de la combinacion de sustancias.

Para preparar la suspension de 9 pg/mL de alicina, se afiadieron 900 pg de
Alicina a 100 mL de caldo Mueller-Hinton (VWR, Lovaina, Bélgica) y se distribuyeron
en tubos estériles con 5 mL de esta suspension.

El in6culo de Salmonella spp. se realizé tomando de 3 a 5 colonias aisladas
(cultivo de 24-48 horas), emulsionandolas en 5 mL de agua desmineralizada (Thermo
Scientific, Santa Fe Drive, EE.UU.) ajustando el indculo a una turbidez de 0,5 sobre la
escala de McFarland. Posteriormente, se transfirieron 10 pL del indculo a los tubos de
5mL que contenian la suspension previamente preparada con alicina, y la mezcla se
homogeneizé mediante vorteo. Para inocular la placa Sensititre™, se transfirieron 50

puL de la suspensién anterior a cada pocillo manualmente con una pipeta multicanal.

141



CAPITULO III. CAPITULOS EXPERIMENTALES

Finalmente, se sello la placa con una lamina adhesiva, asegurando que todos los pocillos
quedaran tapados y sellados. Las placas se incubaron en aerobiosis a 37+1°C durante
24+3 horas. Después de la incubacion, las placas se leyeron visualmente sin retirar la
lamina adhesiva siguiendo las instrucciones del fabricante. Se interpretdé como
crecimiento (resistencia) aquellos pocillos en los que se observd turbidez (0,5 en
McFarland) o depdsito de células en el fondo, y sin crecimiento (sensible) aquellos en

los que no se observo turbidez ni células en el fondo.

3.1.2.34. Analisis estadistico

Se utilizé un modelo lineal generalizado para comparar los resultados entre las
resistencias antes y después del uso de alicina. Este modelo también se utilizd para
comparar los resultados dentro de los diferentes serotipos. Se consideré que un valor P
de <0,05 indicaba una diferencia estadisticamente significativa. Los andlisis se llevaron
a cabo utilizando una aplicacion de software comercialmente disponible (paquete de
software Statgraphics Centurion XVI 16.2.04; Statgraphics Technologies, Inc. The
Plains, Virginia, 2021).

3.1.2.4. Resultados y discusion

Durante los Ultimos afios se ha realizado un uso generalizado de antibioticos en
medicina humana y veterinaria. Con la aparicion de bacterias resistentes a los
antibidticos, se ha hecho necesario el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
(Zhou et al., 2021). Estudios previos han demostrado los efectos inhibitorios de los
extractos de ajo contra algunos microorganismos como las especies de Salmonella spp.
(Belguith et al., 2010).

En este estudio, investigamos el efecto in vitro de la alicina en combinacion con
14 antibidticos diferentes frente a 18 cepas de Salmonella aisladas de avicultura
resistentes a multiples antibiéticos. Todos estos aislamientos poseian un patron de

multirresistencia (Tabla 14).

142



CAPITULO III. CAPITULOS EXPERIMENTALES

Tabla 14. Tasas de resistencia antes y después de la combinacién de alicina con antibiéticos.

SMX TMP CIP TET MERO AZI NAL FOT CHL TGC TAZ COL AMP GEN

Antibiotico 100 89 8% 61 11 6 78 28 33 0 28 11 5 67
Antibidtico 45 g9 2g 50 11 0 50 22 33 0 6 0 56 110
+ alicina

% de 0 685 18 0 00 3 21 0 0 78 100 0 836

reduccion

Para cada antibidtico, los valores de resistencia con diferentes letras mindsculas en superindice en cada columna son
significativamente diferentes (p<0,05). Abreviaturas: SMX, sulfamethoxazol; TMP, trimetoprim;. CIP, ciprofloxacina; TET,
tetraciclina; MERO, Meropenem; AMP, ampicilina; AZI, azitromicina; NAL, acido nalidixico; FOT: cefotaxima; CHL,
cloramfenicol; TGC, tigeciclina; TAZ, ceftazidima; COL, colistina; GEN, gentamicina.

Usando la combinacion de alicina con diferentes antibioticos, se demostraron
efectos estadisticamente significativos (P-valor <0,05) para la combinacion alicina +
CIP y alicina + GEN, con una reduccién de la resistencia del 68,5% y del 83,6% con
respecto al valor inicial frente a cada antibidtico, respectivamente (Tabla 15). Estos
resultados sugieren que la combinacion de alicina con ciprofloxacina y alicina con
gentamicina presentd un efecto sinérgico. De acuerdo con nuestros hallazgos, Salah et
al. (2013) encontraron que la combinacidon de alicina con ciprofloxacina tiene un efecto
sinérgico en algunos microorganismos gram negativos. En cuanto a la gentamicina,
Belguith et al. (2021) describieron un efecto aditivo cuando este antibidtico se

combinaba con extracto de ajo en cepas de Salmonella spp. .

Belghit et al. (2021) describieron efectos positivos cuando la alicina se combino
con neomicina, ampicilina y eritromicina en Salmonella spp. Sin embargo, en nuestro
estudio no se observd ningun efecto estadisticamente significativo (P-valor >0,05) en la
combinacién de alicina con algunos antibidticos (sulfametoxazol, trimetoprim,
tetraciclina, meropenem, azitromicina, acido nalidixico, cefotaxima, cloranfenicol,
tigeciclina, colistina y ampicilina). Esto puede deberse a la relativa inestabilidad de la
alicina de grado analitico utilizada en nuestro estudio. Ademas, se ha descrito que la
presencia de otras moléculas en el extracto de ajo, como los péptidos antimicrobianos

vegetales, mejoran la actividad antibacteriana (Hammami et al., 2009).
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Tabla 15. Resistencia de los serotipos de Salmonella antes y después de la aplicacién de alicina.

x Resistencia después

X % de reduccion

Serotipo Formula antigénica x Resistencias o . ) .
antibiotico + alicina de resistencia

S. Hadar 6,8; Z10; enx 5 3 40

S. Infantis 6,7,1;15 7° 4 33

S. Kentucky 8,20; I; zg 9 7 33

S. Mikawasima  6,7,14;y; e, n, Zis g 5 38

S. Montevideo 6,7; gms; - 7° 5 29

S. Ohio 6,7,14; b; l,w 5 3 40

S. Senftenber 1,3,19; g,[s].t; - 5 3 40

S. Stuttgart 6,7,14;1; ¢ 7 6 14
S.Typhimurim =y ) g 151 10° 5 50
monofasica

S. Typhimurim 1,4,[5],12;1; 1,2 6 5 8

S. Virchow 6,7,14;r;1,2 5 4 20

"% media; Para cada serotipo, los valores medios de resistencia seguidos de diferentes letras minGsculas en

superindice son significativamente diferentes (p<0.05).

En cuanto a los serotipos, se ha observado una reduccion estadisticamente
significativa (P-valor <0,05) de la resistencia en algunos de ellos, como S. Infantis, S.
Kentucky, S. Mikawasima, S. Montevideo y S. Typhimurium (monofasico). Belguith et
al. (2021) describieron que la sensibilidad al extracto de ajo depende de los serotipos de
Salmonella, mostrando diferente intensidad de inhibicioén del crecimiento. La alicina
produce cambios en la estructura o permeabilidad de la pared celular bacteriana
(Belguith et al., 2010), por lo que las diferencias en el contenido de lipidos de la pared
celular de los diferentes serotipos pueden explicar la variacion en los efectos

observados.

La creciente preocupacion en salud publica por la aparicion de resistencias y la
reduccion del uso de antibidticos que ha conllevado, ha motivado la bdsqueda e
investigacion de soluciones alternativas a los antibioticos. El uso de extractos de plantas
y aceites esenciales como complemento a los tratamientos habituales puede ser una

alternativa novedosa a los antibioticos en la produccion avicola. Sin embargo, se
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necesitan mas estudios in vitro e in vivo para conocer los mecanismos de actividad de
estos compuestos, su posible toxicidad, aceptabilidad por parte de los animales, etc. En
conclusién, nuestro estudio reveld que el uso de la alicina puede representar una
perspectiva atractiva y alternativa para el desarrollo de nuevas estrategias de reduccion

de resistencias en la industria avicola.
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3.1.3. Presencia de Campylobacter spp. en avicultura a nivel de campo, dos afios
después de la entrada en vigor del Reglamento Europeo (EU) 2017/1495.
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2022. Campylobacter spp. presence at field level two years after the

implementation of European Regulation (EU) 2017/1495. Poultry Science.
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3.1.3.1. Resumen

La campilobacteriosis es la infeccion transmitida por los alimentos mas
frecuentemente reportada en humanos en la Union Europea en los ultimos afios.
Campylobacter spp. fue monitoreado a nivel de granja en manadas de pollos en Espafa
durante un periodo de doce meses (2020-2021). Las muestras de heces se analizaron de
acuerdo con la norma ISO (International Standard Organisation) 10272-2:2018. De
todas las muestras recolectadas, el 54% fueron positivas a Campylobacter spp. . En
cuanto a la edad, Campylobacter spp. se aislé en el 36% de las manadas con < 35 dias
de vida y en el 64% de las manadas de mas de 35 dias. Ademas, los recuentos de
Campylobacter spp. aumentaron con la edad de los animales. Por otro lado, la presencia
de Campylobacter spp. mostro diferencias estadisticas entre los diferentes meses del
afio (P-value <0.05) en manadas con més de 35 dias de vida que excedieron el limite de
> 1000 UFC/g. Las tasas mds altas se encontraron de junio a diciembre coincidiendo
con las estaciones de verano y otofio. En conclusién, nuestro estudio muestra la
situacion de Campylobacter spp. en manadas de pollos en Espafia teniendo en cuenta
los efectos de la edad y la estacionalidad. De esta forma, se encontraron tasas y
recuentos més altos en pollos cercanos a la edad de sacrificio y con picos durante el

periodo de verano a otofio.

3.1.3.2. Introduccion

La campilobacteriosis causada por especies termotolerantes de Campylobacter
spp., fue la infeccion gastrointestinal transmitida por alimentos en humanos mas
notificada en la Union Europea (UE) con un total de 120.946 casos confirmados en
2020 (EFSA, 2021). Campylobacter spp. coloniza los intestinos de los pollos
clinicamente sanos y posteriormente contaminar las canales durante el sacrificio; por lo
tanto, la carne de pollo se ha considerado una de las principales fuentes de

Campylobacter spp transmitida por los alimentos (EFSA, 2021).

El control de este patdgeno en avicultura y en sus productos es una de las
principales estrategias de salud publica en la prevencion de la campilobacteriosis en la
UE (EFSA, 2021). Por ello, en 2017 se establece el Reglamento (UE) 2017/1495, que
modifica el Reglamento (CE) n° 2073/2005 en relacion con la vigilancia de
Campylobacter spp. en canales de pollos donde se fijé un criterio de higiene de proceso
>1000 UFC/g en matadero (UE, 2017).
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Varios autores han estudiado en profundidad la epidemiologia de Campylobacter
spp. en manadas de pollos, tratando de reducir la prevalencia a nivel de granja en
Espafia (Marin et al., 2015; Ingresa-Capaccioni et al., 2016). Sin embargo, aunque hay
varias opciones de control disponibles, no existe una medida estandar que pueda
implementarse con éxito en toda Europa, y las estrategias de control a nivel de granja
aun se estan evaluando (Vidal et al., 2013). EI muestreo sistematico de Campylobacter
spp. en manadas de pollos en un momento concreto puede ser una herramienta valiosa
para evaluar la presencia actual de este patdgeno con el objetivo de estimar su

prevalencia.

El objetivo general de este estudio fue investigar la situacion actual de
Campylobacter spp. en manadas de pollos en granja dos afios después de la

implementacién de la regulacién europea.

3.1.3.3. Material y métodos
3.1.3.3.1. Seleccion de muestras

Este estudio se llevo a cabo en 2074 manadas de pollos ubicadas en Espafia
durante un periodo de doce meses (junio de 2020 a junio de 2021). Las muestras de
heces frescas se recolectaron al azar directamente de la cama de cada manada
muestreada (2074). Las muestras de heces se tomaron asépticamente de la cama, con
guantes estériles (dos recipientes estériles con aproximadamente 500 g de heces cada
uno; Sandberg et al., 2006). De todas las muestras recolectadas, 691 fueron de animales
con menos o 35 dias de vida y 1.383 muestras fueron recolectadas de animales de mas
de 35 dias de vida. Todas las muestras recolectadas fueron transportadas al laboratorio

en condiciones de refrigeracion entre 0°C y 4°C.

3.1.3.3.2. Aislamiento, identificacion y recuento de Campylobacter spp.

Las muestras se analizaron de acuerdo con ISO (International Standard
Organisation) 10272- 2:2018, el método horizontal para el recuento de Campylobacter
spp. en alimentos y piensos (ISO, 2018). Para el recuento, se prepararon diluciones en
serie en agua de peptona tamponada (BPW) (VWR, Lovaina, Bélgica) y se sembré una
gota de 0,1 mL de cada inoculo en agar selectivo desoxicolato-cefoperazona-carbén
modificado (mCCD) (Oxoid, Dardilly, Francia). A continuacion, las muestras se

incubaron a 41,5 °C + 1 °C en microaerofilia con sobres generadores (Campygen™ 2,5
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L, Oxoid Dardilly, Francia) durante 44 + 4 horas. Despues de la incubacion, cinco
colonias tipicas se sembraron en placas de agar sangre columbia (Oxoid, Dardilly,
Francia) para la confirmacion. La morfologia y la motilidad de las colonias se evaluaron
bajo microscopio con campo oscuro. La confirmacién de colonias sospechosas se
realizd mediante pruebas de oxidasa y siembra en placas a diferentes temperaturas y
atmosferas (41,5 °C en condiciones microaeréfilas y 25 °C en condiciones aerébicas) en
agar sangre Columbia (Oxoid, Dardilly, Francia).

3.1.3.3.3. Analisis estadistico

Se utiliz6 un modelo lineal generalizado para comparar los resultados entre las
tasas de Campylobacter spp. entre los diferentes meses del afio. Se consideré que un
valor P<0,05 indicaba una diferencia estadisticamente significativa. Los analisis se
llevaron a cabo utilizando una aplicacion de software comercialmente disponible
(paquete de software Statgraphics Centurion XVI 16.2.04; Statgraphics Technologies,
Inc. The Plains, Virginia, 2021).

3.1.3.4. Resultados y discusion

La presente investigacion se realizd para actualizar la situacion de
Campylobacter spp. en pollos de engorde en Espafia tras los limites impuestos por la
UE en 2017 en mataderos (UE, 2017). El control de Campylobacter spp. en la
produccién primaria es un elemento clave en las estrategias de salud publica para
reducir el nimero de casos de campilobacteriosis en humanos (EFSA, 2020). En este
estudio, se aislé6 Campylobacter spp. en 1.128 de 2.074 muestras procesadas (54%).
Estos resultados son inferiores a las tasas observadas previamente en Espafia por
Ingresa-Capaccioni et al. (2015) y Pérez-Arnedo et al., (2019), quienes reportaron tasas
del 95,2% y 100% de Campylobacter spp. a nivel de campo, respectivamente. Tasas
similares a nuestra investigacion en Espafia se observan en Torralbo et al. (2014) con
porcentajes del 68,4% y 62,5% respectivamente. En varios paises europeos,
Campylobacter spp. también se ha aislado en pollos de engorde con prevalencias
amplias entre el 3,5% y el 71,9% (EFSA, 2021).

En cuanto a la deteccion seglin dias de vida, en pollos con < 35 dias de vida el
porcentaje de Campylobacter spp. fue del 36% (248/691 muestras). En cambio, en
manadas con mas de 35 dias de vida, el porcentaje fue del 64% (880/1128 muestras).

Segun los datos observados, parece que los recuentos de Campylobacter spp.
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aumentaron con la edad de los animales. Estos hallazgos estan en linea con los de
Ingresa-Capaccioni et al. (2015) y Peérez-Arnedo et al. (2019) quienes reportaron
mayores tasas de Campylobacter spp. a medida que aumentaba la edad de los animales.

Los resultados de recuentos de Campylobacter spp. en este estudio se
categorizaron de la siguiente manera: 0 UFC/g, <1000 UFC/g y > 1000 UFC/g y se
muestran en la Tabla 16. Con respecto a las manadas con <35 dias de edad, el 64% de
las muestras tuvieron un recuento de 0 UFC/g, el 9% fue < 1000 UFC/g y el 27%
obtuvo recuentos > 1000 UFC/g. Sin embargo, en manadas con > 35 dias de vida, el
36% obtuvo recuentos de 0 UFC/g, el 4% fue < 1000 UFC/g y el 60% super6 los 1000
UFC/g.

Tabla 16. Recuentos de Campylobacter spp. obtenidos en granjas de pollos a partir de heces.

Recuentos de Campylobacter spp. (UFC/g)
Edad de muestreo

0* <1000 >1000
Manadas de pollos
<35 dias de vida 443 (64) 62 (9) 186 (27)
Manadas de pollos 503 (36) 51 (4) 829 (60)

>35 dias de vida

Datos expresados en nimero de muestras (porcentaje); * Deteccion y recuento negativos

En cuanto a los recuentos de Campylobacter spp. en manadas con > 35 dias de
vida que excedieron el limite > 1000 UFC/g, encontramos diferencias estadisticas entre
los diferentes meses del afio (P-valor <0.05). Los recuentos obtenidos por meses se
muestran en la Tabla 17. Las tasas mas altas se encontraron de junio a diciembre
presentando cambios estacionales. Los recuentos fueron mayores en verano y otofio
(excepto septiembre que presentd tasas mas bajas). Este hallazgo concuerda con otros
estudios que reportaron variacion estacional en la deteccion de Campylobacter spp. en
pollos en Esparia, siendo el pico de prevalencia los periodos mas calidos del afio (Reich
et al., 2008; Urdaneta et al., 2013).

Nuestro estudio demuestra la mayor presencia de Campylobacter spp. en lotes
de pollos cercanos a la edad de sacrificio. Se requieren mas estudios para verificar si los
altos recuentos encontrados a nivel de granja se traducen en recuentos altos

posteriormente en las canales de matadero. La reduccion a nivel de granja puede ser un
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aspecto a trabajar para reducir la carga de Campylobacter spp. en matadero, algunos
autores sefialan que podria conseguirse mejorando la bioseguridad en la granja (Reich et
al., 2008; Torralbo et al., 2014). Por lo tanto, una combinacion de estrictas medidas de
bioseguridad en granja y un alto nivel de higiene en el matadero seria crucial para
reducir Campylobacter spp. en la cadena alimentaria y por tanto el riesgo de infeccion

de los consumidores.

Tabla 17. Distribucion de la presencia de Campylobacter en granjas de pollos con mas de 35 dias de

vida que exceden los 1.000 UFC/g en funcion de los meses del afio.

0,
Mes N % recuentos de Campylobacter

>1000CFU/g

Enero 74 53¢
Febrero 199 58 %
Marzo 363 542
Abril 215 61°°
Mayo 69 522
Junio 41 76™
Julio 20 85°
Agosto 22 77"
Septiembre 50 50°
Octubre 38 63 %
Noviembre 194 66>
Diciembre 114 72

N: tamafio de muestra; x: media; Para cada mes, los valores medios con diferentes letras minudsculas
en superindice en la columna son significativamente diferentes (p<0.05).
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3.2.  Patogenos zoonoticos relevantes en sanidad animal

3.2.1. Seroprevalencia y Prevalencia de Mycoplasma synoviae en gallinas
ponedoras y reproductoras pesadas en Espafia

V. Corteés, S. Sevilla-Navarro, C. Garcia, A. Tudon, C. Marin and P. Catala-
Gregori. 2022. Seroprevalence and Prevalence of Mycoplasma synoviae in laying hens
and broiler breeders in Spain. Poultry Science.Volume 100, Issue 3
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3.2.1.1. Resumen

Los micoplasmas son patdgenos avicolas reconocidos a nivel mundial, siendo
Mycoplasma synoviae (M. synoviae) la segunda especie mas importante desde el punto
de vista clinico, ya que causa considerables pérdidas econémicas en la industria avicola.
El objetivo de este estudio fue evaluar la seroprevalencia, prevalencia y las posibles
variantes filogenéticas de M. synoviae presentes en las granjas de gallinas ponedoras y
reproductoras pesadas de la especie Gallus gallus ubicadas en el este de Espafia. Se
analizaron 19 y 23 manadas de ponedoras y reproductoras respectivamente a 3 edades
diferentes. Para evaluar la seroprevalencia, las muestras de suero se analizaron mediante
la técnica de ELISA. Los hisopos traqueales se analizaron mediante PCR para evaluar la
prevalencia. Se detectd una seroprevalencia de M. synoviae del 95% y 74% en
ponedoras y reproductoras respectivamente. En cuanto a los datos obtenidos por edad,
las tasas de positivos obtenidas parecen ser mayores a medida que aumenta la edad de
muestreo. Segun los resultados de la PCR se obtuvo una prevalencia del 95% en
ponedoras y del 35% en reproductoras. El analisis genético mostré que las cepas
presentes en las granjas de reproductoras eran compatibles con cepas vacunales (cepa
MS-H). Por el contrario, se detectaron 6 cepas de campo diferentes en granjas de
gallinas ponedoras. En conclusion, este estudio realizado en el este de Espafia, mostrd
una mayor seroprevalencia y prevalencia de cepas de campo de M. synoviae en manadas
de ponedoras que en reproductoras, destacando la utilidad del seguimiento de las
manadas para controlar este patégeno avicola. Ademas, nuestros hallazgos sugieren que
la vacunacién en reproductoras pesadas podria ser una estrategia de prevencion eficaz

contra M. synoviae junto a otro tipo de medidas, como la bioseguridad.

3.2.1.2. Introduccion

Los micoplasmas son patdgenos avicolas reconocidos, siendo M. synoviae la
segunda especie mas importante desde el punto de vista de patologia clinica e impacto
econdémico (Feberwee et al., 2009). Este patdgeno es el responsable de importantes
pérdidas econdmicas en la industria avicola (Lierz et al., 2007) debido a que puede
cursar con sindrome respiratorio, patologia articular y retraso en el crecimiento en
pollos y pavos (Kelven, 2003). Ademas, en ponedoras, M. synoviae puede inducir
anomalias en la cascara, lo que provoca un descenso en la calidad y produccién del
huevo aumentando los costes operativos (Catania et al., 2010; Landman, 2014). La

micoplasmosis aviar puede transmitirse verticalmente de la gallina a la progenie a través
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del huevo (Xue et al., 2017) u horizontalmente, a menudo por contacto directo entre
portadores enfermos y animales sanos (Marois et al., 2000). Ademas, Mycoplasma
puede permanecer en el lote bajo formas subclinicas de la enfermedad (Nascimiento et
al., 2005).

Las infecciones de M. synoviae se tratan principalmente con antibioticos, como
la oxitetraciclina (Landman et al., 2008). Sin embargo, debido al efecto temporal del
tratamiento con antibidticos, la aparicion de resistencias y el riesgo de que permanezcan
residuos en los huevos comerciales, deben considerarse estrategias alternativas como la
monitorizacion y la vacunacion para el control de esta bacteria (Feberwee et al., 2009).
La vacunacion es una herramienta de uso comun para controlar la infeccion de M.
synoviae en manadas comerciales en muchos paises con importantes industrias avicolas
(Zhu et al., 2018) pero el éxito de estos programas de control depende del diagndstico
preciso y oportuno en las manadas infectadas (Gharibi et al., 2017). EI aislamiento de
micoplasmas mediante el método de cultivo tradicional es dificil, costoso, requiere
mucho tiempo y no es concluyente (Ewing et al., 1996). Por ello en la actualidad, se han
utilizado diferentes técnicas para detectar la presencia de M. synoviae, como la
busqueda de anticuerpos en suero mediante ELISA (Gole et al., 2012) y deteccion de
ADN por PCR (Sun et al., 2017). Estas técnicas surgen como una alternativa interesante
para el diagnoéstico, debido a su sensibilidad, especificidad, capacidad de realizar gran

cantidad de analisis y su viabilidad econdmica (Nascimiento et al., 1991).

Antes de iniciar un programa de control, es conveniente conocer la prevalencia
de la enfermedad en la region en las diferentes especies de aves involucradas. Estudios
epidemioldgicos realizados en diferentes paises europeos han demostrado altas
prevalencias de M. synoviae en aves de corral (Hagan et al., 2004; Dufour-Gesbert et
al., 2006; Gole et al., 2012). Sin embargo, se desconoce la presencia y distribucion de
M. synoviae en granjas ubicadas en el este de Espaiia. En este contexto, el objetivo de
este estudio fue determinar la seroprevalencia, prevalencia y variantes filogenéticas de
M. synoviae en granjas de ponedoras y reproductoras pesadas de la especie Gallus

gallus, ubicadas en esta region.

3.2.1.3. Material y métodos

Este estudio se llevd a cabo en 19 granjas de ponedoras y 23 de reproductoras

pesadas ubicadas en el este de Espafia durante un periodo de 18 meses. Las categorias
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productivas de aves comerciales incluidas en este estudio fueron gallinas ponedoras y
reproductoras pesadas. Las principales empresas avicolas de la region participaron en el
estudio. Todas las muestras fueron analizadas en el Centro de Calidad Avicola y

Alimentacién Animal de la Comunidad Valenciana, (CECAV) ubicado en Espafia.

3.2.1.3.1. Seleccion de la poblacion de estudio

En primer lugar, para encontrar la poblacion de estudio se identificaron todas las
granjas y naves activas ubicadas en el este de Espafia durante los 12 meses anteriores.
Durante este periodo se encontraron 56 granjas activas con 134 naves para gallinas
ponedoras y 16 granjas activas con 66 naves para reproductoras pesadas. Se calcul6 un
tamafio de muestra de 26 y 23 naves de ponedoras y reproductoras pesadas,
respectivamente (Tabla 18). La seleccion de las manadas se hizo por muestreo aleatorio
simple utilizando un generador de nimeros sin repeticion (http://nosetup.org/), dando

un nimero correlativo a cada unidad.

Para calcular el tamafio de la muestra para el estudio, se tom6 como unidad
epidemioldgica la nave activa. Se considerd un nivel de confianza del 95% y una
prevalencia esperada del 10%. Las naves activas descritas anteriormente se tomaron

como tamafio de poblacion. El tamafio de la muestra se calcul6 de la siguiente manera:
d—1
= (1 -t/ x(N——)
n=(1- o) _

Donde n = tamafio de muestra; o = error de tipo | = 1-NC (nivel de confianza,

asumimos 95%); d = prevalencia esperada y N = tamafio de la poblacion.

Tabla 18. Tamafio de muestra en ponedoras y reproductoras pesadas de acuerdo a la prevalencia

esperada de M. synoviae.

Tamario de ~
] . muestra Tamafio de
Orientacion Prevalencia . Naves muestra final
. Granjas . calculado .
productiva esperada (%) . activas , (nimero de
activas (nimero de
naves)*
naves)
Ponedoras 10 56 134 26 19
Reproductoras 10 16 66 23 23

“Algunas granjas no participaron en el estudio por cuestiones productivas o de bioseguridad.
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3.2.1.3.2. Toma de muestras

Las manadas fueron muestreadas 3 veces a diferentes edades cuando fue posible.
El primer muestreo se realizé a las 26-28 semanas para ponedoras y a las 30-32 semanas
para reproductoras pesadas, coincidiendo con el pico de puesta. El segundo muestreo se
realiz6 10 semanas después para ambas orientaciones productivas, con el fin de
observar la posible oscilacion de anticuerpos. Y el ultimo muestreo se realizo a las 60
semanas para ponedoras y a las 50 semanas en reproductoras pesadas, con el fin de
aumentar la probabilidad de encontrar una cepa de campo (Dufour-Gesbert et al., 2006;
Seifi et al., 2012). En cada momento de muestreo, se recolectaron 14 muestras de suero
y 10 hisopos traqueales con hisopos de aluminio estériles (Deltalab®, Barcelona,
Espafia) de aves vivas seleccionadas al azar en cada manada (Dufour-Gesbert et al.,
2006). Todas las muestras recolectadas fueron transportadas al laboratorio en
condiciones de refrigeracion entre 0°C y 4°C. El granjero supervisaba a los animales

diariamente para detectar sintomas relacionados con M. synoviae.

3.2.1.3.3. Analisis seroldgico

Las muestras de suero se procesaron de acuerdo con el procedimiento descrito
por Garcia et al., (2016). Durante el analisis, las muestras de suero se mantuvieron en
condiciones de refrigeracion entre 0°C y 4°C. El analisis seroldgico se realizé mediante
ELISA utilizando el kit comercial “BioChek MS ELISA” (BioChek, Reeuwijk, Paises
Bajos) que es un ensayo disefiado para detectar anticuerpos frente M. synoviae en suero.
Los titulos se calcularon tal y como describe el fabricante. Cada muestra se diluyo
(1:500) en el reactivo diluyente de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Tras la
dilucion, se afiadieron 100 pL de muestra diluida (1:500) al pocillo correspondiente.
Cada muestra se analiz6 en un solo pocillo. La placa se cubrié y las muestras se
incubaron a temperatura ambiente de 22 °C a 27 °C durante 30 minutos. A continuacion,
se lavo cada pocillo con 350 pL de solucion de lavado (4 lavados). Luego, se agregaron
100 pL de reactivo conjugado en cada pocillo. Se cubrid la placa y se incubo a
temperatura ambiente de 22 °C a 27°C durante 30 minutos. A continuacion, se lavo cada
pocillo como se ha descrito anteriormente y se afiadieron 100 pL de reactivo sustrato a
cada pocillo. La placa se cubrié nuevamente y se incub6 durante 15 minutos. Cada
reaccion se pard con 100 pL de solucion de stop. La absorbancia se midié a 405 nm.
Los sueros con valores de S/P por encima del nivel de corte de 0,5 (titulo > 594) se

consideraron positivos.
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3.2.1.3.4. Deteccion de M. synoviae mediante PCR
3.2.1.35. Procesamiento de las muestras

Todos los hisopos se almacenaron a -20°C hasta la realizacion del analisis por
PCR. Los 10 hisopos tomados en cada manada se dividieron en 2 grupos de 5 hisopos.
La manada se consider6 positiva si al menos uno de los dos grupos analizados era

positivo.

3.2.1.3.6. Extraccion de ADN

El ADN se extrajo de cada grupo utilizando el kit QIAmp®cador®Pathogen
Mini (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer
lugar, se diluyeron grupos de 5 hisopos en 200 pL de PBS (OXOID, Hampshire,
Inglaterra) que se mezclaron mediante un pulso de vortex con 20 pL de proteinasa K, 1
pL de Carrier y 100 pL de tampdn de lisis. Después de una incubacién de 15 min a 20-
25°C, las muestras se centrifugaron brevemente para eliminar las gotas de las paredes.
A continuacion, se afadieron 350 pL de tampon ACB vy se vorted la muestra para que se
mezclara completamente para ajustar las condiciones de union para la purificacion del
ADN. La mezcla se colocé en una columna de recoleccién de 2 mL y se centrifugo a
6000 x g durante 1 min. El tubo de recogida se lavé con 600 puL de tampon de lavado
(AW1) y se centrifugd como se ha descrito anteriormente. Después de un segundo paso
de lavado con 600 pL de tampodn de lavado (AW2) y centrifugacién a 20.000 x g
durante 2 min, el ADN se eluyé mediante la adicién de 100 pL de tampon de elucidn
(AVE) a la columna y se incub0 a temperatura ambiente durante 1 min. Después de la
incubacion, el ADN se centrifugd a 20.000 x g durante 1 min. A continuacion, el ADN
extraido se recogié en microtubos estériles y se conservo a -20°C después del analisis
por PCR.

3.2.1.3.7. Reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real

Todos los analisis de PCR se realizaron con el kit INgene ¢ DMS VIhA SYBR
Detection Real Time-PCR (INGENASA, Madrid, Espafa), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La PCR se realizo en un termociclador 7300 (Applied
Biosystems) en un volumen total de 22 pL de mezcla de reaccion que contenia 10 pL de
Mezcla A, 10 puL de Mezcla B y 2 pL de ADN extraido. Las reacciones de PCR
incluyeron un paso inicial de precalentamiento a 95 °C durante 5 min y 40 ciclos de
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desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, hibridacion a 55 °C durante 30 s y extension a
72 °C durante 30 s.

3.2.1.3.8. Secuenciacion de ADN

Para confirmar la identidad de los aislamientos obtenidos en este estudio, se
purificaron 26 productos de M. synoviae PCR-positivos con AccuPrep PCR/Gel
Purification Kit (Bioneer (Ref: K-3038)) y se secuenciaron. El paso de secuenciacion se
realizd con el secuenciador automatico de ADN BigDye® Terminator v3.1l.at ABI
PRISM H3130 (Applied Biosystems) y VhIA dir y VhIA rev como cebadores.

3.2.1.4. Resultados

Debido a problemas de produccién y/o bioseguridad, algunas granjas de
ponedoras seleccionadas no participaron en el estudio, por lo que el namero final de
manadas de ponedoras analizadas fue de 14. Todos los animales fueron manipulados de
acuerdo con los principios de bienestar animal publicados por el Real Decreto 53/2013
(Espafa, 2013).

3.2.1.4.1. Seroprevalencia

Segun los resultados obtenidos a partir del ELISA, las manadas se dividieron en
tres grupos: negativas, positivas sin vacunacion y positivas con vacunacion (manadas
vacunadas con un titulo sospechoso de infeccion (Biocheck, 2018)). Las manadas sin
vacunacion con 10% o mas de reacciones positivas, fueron consideradas
seroldgicamente positivas (Kleven y Bradbury, 2008). Los servicios veterinarios de las
manadas vacunadas informaron que la vacunacion se realizé con la vacuna Vaxsafe
MS-H (Bioproperties Ltd., Ringwood, Victoria, Australia) y fue aplicada a las 12
semanas. La vacunacion reportada para manadas de reproductoras pesadas fue del 30%

(7/23 manadas). No se report6 vacunacion en gallinas ponedoras.

Los resultados obtenidos del analisis mediante la técnica de ELISA demostraron
una alta presencia de anticuerpos contra M. synoviae. En la Tabla 19 se muestran los
resultados obtenidos a partir de muestras recolectadas, mostrando 95% (n = 18/19) y
74% (n = 17/23) de seroprevalencia de M. synoviae en gallinas ponedoras y

reproductoras pesadas, respectivamente.
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Tabla 19. Seroprevalencia de M. synoviae de acuerdo a la edad de muestreo.

Ponedoras Reproductoras
Tiempo N N Tasa N Naves Tasa N N Tasa N Naves Tasa
de «  Sueros + de + Naves + de + Sueros + de + Naves + de +
muestreo (%) (%) (%) (%)
Primero 168 105 63 13 10 77 294 100 34 21 8 38
Segundo 196 179 91 17 16 94 308 111 36 22 12 55
Tercero 98 97 98 10 10 100 322 118 37 23 13 57

N: Tamafio de muestra. "El primer, segundo y tercer momento de muestreo fue de 26-28, 36-38 y >60
semanas para gallinas ponedoras, y 30-32, 40-42 y >50 semanas para reproductoras pesadas,

respectivamente.

Con respecto al andlisis por edad y diferenciando manadas vacunadas respecto a
no vacunadas, los titulos en gallinas ponedoras y reproductoras vacunadas parecian ser
mas altas a medida que aumentaba la edad de muestreo. Ademas, las tasas de sueros
positivos también parecian ser mas altas en las gallinas ponedoras que en las
reproductoras pesadas (Tabla 20). Teniendo en cuenta la vacunacion, la media de
titulos en gallinas reproductoras vacunadas fue superior a la media de las no vacunadas,
que presento titulos medios entre 14 y 20 veces inferiores, en funcion del tiempo de

muestreo.

Tabla 20. Titulos medios de M. synoviae de acuerdo al momento de muestreo y orientacion

productiva.
Reproductoras
Tiempo de Ponedoras Titulo medio
muestreo* Titulo medio
Vacunadas No vacunadas

Primero 3690 3507 250
Segundo 4558 4048 200
Tercero 7384 4524 239

*El primer, segundo y tercer momento de muestreo fue de 26-28, 36-38 y >60 semanas para gallinas

ponedoras, y 30-32, 40-42 y >50 semanas para reproductoras pesadas, respectivamente.
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3.2.1.4.2. Prevalencia

La deteccion de M. synoviae se realizé mediante PCR a partir de muestras de los
grupos positivos segun resultados obtenidos en el ELISA (Tabla 21). De las 35
manadas positivas analizadas seroldégicamente en este estudio, se detectd M. synoviae en
el 100% (n = 18/18) de las gallinas ponedoras y en el 47% (n = 8/17) de las
reproductoras. Considerando todas las manadas, la prevalencia fue del 95% (18/19

manadas) en ponedoras, y del 35% (8/23 manadas) en reproductoras pesadas.

Tabla 21. Porcentaje de muestras positivas a M. synoviae detectadas por ELISA yPCR.

Orientacion productiva N® Muestras ELISA PCR
nr n % n %
Ponedoras 19 18 95 18 95
Reproductoras 23 17 74 8 35

ny: tamafo de muestra; n: muestras positivas

3.2.1.4.3. Genotipos

La secuenciacion completa del gen vIhA se realizd a partir de las 26 muestras
PCR positivas a M. synoviae (18 de gallinas ponedoras; 8 de reproductoras pesadas),
incluidas muestras de manadas vacunadas (Tabla 21). Cabe resaltar que la
secuenciacion del gen vlhA aporta similitudes en las secuencias de las muestras
analizadas compatibles con algunos genotipos, aunque no agrupa en genotipos
estandarizados. Se encontraron diferentes genotipos en gallinas ponedoras, siendo el
61% (11/18) cepas de campo, el 5% (1/18) cepa vacuna (MS-H), y el 33% (6/18) no se
pudo secuenciar completamente debido a la baja cantidad y/o calidad del ADN obtenido
(Figura 27). Las cepas de campo aisladas fueron compatibles con 1ZSVE/4504 (1/11),
MSK-1 (4/11), MGS 1342 (1/11), MGS 543 (1/11), PASC 8 (3/11), WT4 (1 /11). Solo
se encontrd un genotipo en reproductoras, siendo el 100% (8/8) cepa vacunal (MS-H).
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Figura 27. Dendograma de las 20 muestras positivas por PCR a M. synoviae. Las cepas campo
aisladas fueron 11 (1ZSVE/4504 (1/11), MSK-1 (4/11), MGS 1342 (1/11), MGS 543 (1/11), PASC 8
(3/11), WT4 (1/11)).

3.2.15. Discusion

La infeccidn por M. synoviae fue reportada por primera vez en América (Sun et

al., 2017), posteriormente, investigadores de diferentes paises con importancia en la

industria avicola confirmaron la presencia de este patdgeno. En el este de Espafia no

existian estudios previos sobre la seroprevalencia y prevalencia de M. synoviae.

Nuestros hallazgos mostraron una alta seroprevalencia de M. synoviae, siendo del 95%

en gallinas ponedoras y del 74% en reproductoras pesadas. Resultados similares fueron

reportados por Kapetanov et al.

(2010), quienes encontraron altas tasas de
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seroprevalencia de M. synoviae en manadas adultas (90%) y en manadas durante el
periodo de recria (40%) en 2009 en Serbia. Por otro lado, otra encuesta anterior reportd
seroprevalencias menores en ponedoras comerciales de 69% (Buim et al., 2009) y 53%
(Suzuki et al., 2009) medidas por ELISA. Asimismo, Feberwee et al. (2008)
informaron, en los Paises Bajos, de una seroprevalencia mas baja también en
reproductoras pesadas (35%). Estos resultados heterogéneos podrian explicarse debido a
la diferente edad de muestreo, la presion de la enfermedad y al hecho de que la
seroprevalencia hallada en gallinas reproductoras se debid a la vacunacion (aislamiento
de cepas 100% vacunales y titulos seroldgicos medios reducidos en manadas no
vacunadas). En nuestro estudio, las diferencias encontradas entre ambos sistemas de
produccion comparando manadas no vacunadas probablemente se deben a las
diferencias en los sistemas de produccion, como la existencia de ndcleos multiedad en
gallinas ponedoras con respecto sistemas todo dentro-todo fuera en reproductoras
pesadas o diferentes medidas de bioseguridad) En linea con Gharibi et al. (2018) que
reportd una mayor frecuencia de vacunacion en ndcleos de reproductoras frente a
gallinas ponedoras, ninguna de las granjas de gallinas ponedoras estudiadas reporto

vacunacion.

En cuanto al andlisis por edad, la seroprevalencia fue numéricamente mayor a
medida que aumentaba la edad de muestreo. Asimismo, las tasas de manadas positivas y
las seroprevalencias también fueron numéricamente superiores en las gallinas ponedoras
con respecto a las reproductoras, probablemente asociado al origen de la
seroconversion, ya que en ponedoras las cepas encontradas fueron de campo y con la
edad es previsible que aumente la diseminacion horizontal, cuando en reproductoras
esta asociado a cepas de origen vacunal. Este hallazgo concuerda con los datos de otros
grupos de investigacion, quienes informaron de seroprevalencias del 47,8% en manadas
de reproductoras mayores de 60 semanas (Seifi et al, 2012). En linea con nuestros
hallazgos, Saadia et al. (2014) demostraron el aumento de la seroprevalencia de M.
synoviae con la edad, encontrando seroprevalencias del 64% en la semana 16, 82% en la
semana 32 y 100% en la semana 56. En el estudio realizado por Hagan (2004) la edad se
asocié como factor de riesgo. Ademas, Xue et al. (2017), reportaron tasas crecientes con
respecto a la edad, con pollitos de 1 a 3 dias que reportaron seroprevalencia de 29% a

54%, en comparacion con los de 35 semanas que alcanzaron tasas de 71% a 83%.
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En cuanto a la prevalencia, pocos estudios reportaron prevalencia en gallinas
ponedoras y reproductoras por PCR. Encontramos una mayor (95%) en ponedoras
(idénticamente a la seroprevalencia) y una menor (35%) en reproductoras pesadas. Los
resultados de prevalencia superan la prevalencia esperada y validan asi el calculo del
tamafo de la muestra. En este sentido, Gharibi et al. (2018) informaron un 72% de
prevalencia en parvadas de reproductores en Iran; Buim et al. en 2009 se aislaron tasas
del 72,7% de Mycoplasma spp. con predominio de M. synoviae. De igual forma, en un
estudio realizado por Kohn et al. (2009), el 84% de las mandas de ponedoras
comerciales durante el periodo de puesta fueron positivas para Mycoplasma spp. en la

prueba PCR, siendo el 75% M. synoviae.

El anlisis genético de las cepas aisladas mostro que la prevalencia detectada en
reproductoras pesadas se debid a la cepa vacunal (MS-H), no encontrandose ninguna
cepa de campo en los lotes analizados. Este hecho concuerda con la alta prevalencia de
la cepa vacunal informada recientemente (Zhu et al., 2018). Por el contrario, la mayoria
de las cepas halladas en gallinas ponedoras se clasificaron como cepas de campo, y
Unicamente una cepa era compatible con la cepa vacunal (MS-H), aunque en la encuesta
no se reportd vacunacién en ponedoras. Posiblemente, se produjo una contaminacion
cruzada en esta granja o se omitio la vacunacion en este estudio. La amplia variabilidad
de genotipos de M. synoviae también ha sido observada por otros autores (Felice et al.,
2020). Kursa et al. (2019), hallaron cepas comunes a las encontradas en nuestro estudio
como MSK-1 en Polonia, cuya primera descripcion fue en UK (Reino Unido). La cepa
PASCS8 también ha sido descrita por Catania et al. (2016) en Italia, donde se observd
correlacion entre la EAA (Anomalia del apice de la cascara de huevo) y la presencia de
esta cepa en los oviductos. Sin embargo, en nuestro estudio, esta granja no report6
sintomas o0 EAA causados por esta cepa. Los resultados opuestos encontrados entre
ponedoras y reproductoras pesadas podrian deberse a las diferentes medidas de
bioseguridad, produccién en nucleos controlados (todo dentro-todo fuera en
reproductoras) y programas de vacunacion entre ambas orientaciones productivas. Entre
las cepas de campo, se detectaron 6 genotipos diferentes, lo que sugiere una amplia
variacion en las cepas dentro de la misma especie de Mycoplasma. Sin embargo, el
analisis filogenético ayuda a determinar el origen de la cepa pero no a predecir su
patogenicidad (Sun et al., 2017).
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Concluyendo, este estudio es el primero en describir la seroprevalencia,
prevalencia y andlisis filogenético de M. synoviae en ponedoras y reproductoras pesadas
en el este de Espafia. Nuestros hallazgos mostraron la utilidad de la monitorizacion de
las manadas para ayudar a controlar y prevenir la presencia de M. synoviae en la
industria avicola. Asimismo, la vacunacion junto a diversas medidas de bioseguridad en
gallinas reproductoras parece ser una estrategia de prevencion eficaz que podria

extenderse a otras orientaciones productivas.
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3.2.2. Seroprevalencia y Prevalencia de Bronquitis Infecciosa en pollos, gallinas
ponedoras y reproductoras pesadas en Espafa.

V. Cortés, S. Sevilla-Navarro, C. Garcia, C. Marin and P. Catala-Gregori. 2022.
Seroprevalence and Prevalence of Infectious Bronchitis Virus in broilers, laying hens
and broiler breeders in Spain. Poultry Science. In press.
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3.2.2.1. Resumen

La Bronquitis Infecciosa (IBV) es una de las enfermedades virales mas
importantes en la industria avicola, causando importantes pérdidas econdmicas. Este
estudio tuvo como objetivo evaluar la seroprevalencia, prevalencia y las variantes de
IBV en pollos, ponedoras y granjas de reproductoras pesadas de la especie Gallus gallus
en el este de Espafia. Asi, se analizaron 29, 16 y 14 manadas de pollos, ponedoras y
reproductoras pesadas, respectivamente. Para evaluar la seroprevalencia, las muestras de
suero se analizaron mediante ELISA. Se analizaron hisopos traqueales y muestras de
tejido mediante PCR para conocer la prevalencia y detectar variantes especificas. Se
detectd una seroprevalencia de IBV del 100% en las tres orientaciones productivas.
Segun los resultados de PCR se obtuvo una prevalencia del 38% en broilers, 44% en
ponedoras y 43% en broilers reproductoras. El analisis RT-PCR especifico de variante
mostrd que las cepas 4/91, Massachusetts, QX, Italy-02 y D274 estaban presentes en
manadas comerciales en el este de Espafia, siendo 4/91 las mas prevalentes en todas las
orientaciones productivas. En ponedoras se detectd 100% de prevalencia de QX, 14%
de Italy-02 y 14% de D274. En cuanto a los pollos de engorde, también se detectd una
prevalencia del 18% de la cepa Massachusetts. En cambio, en las granjas de
reproductoras pesadas solo se encontro la cepa 4/91. En conclusion, nuestros hallazgos
mostraron la presencia de IBV en el este de Espafa y la situacién cambiante de la
prevalencia de las variantes de IBV, siendo diferente segun la orientacion productiva.
La continua aparicion de nuevas variantes enfatiza la importancia del monitoreo

continuo de IBV para optimizar las estrategias de vacunacion.

3.2.2.2. Introduccion

La bronquitis infecciosa aviar (IBV) es una enfermedad viral altamente
contagiosa considerada como responsable de importantes pérdidas econdémicas en la
industria avicola a nivel mundial (Moreno et al., 2017). El agente etioldgico es un virus
perteneciente al genero gamma Coronavirus de la familia Coronaviridae del orden
Nidovirales (Cavanagh et al., 2007). Esta enfermedad se caracteriza principalmente por
causar sintomas de vias respiratorias superiores en las aves; sin embargo, también puede
afectar a otros 6rganos como los rifiones y el tracto reproductivo (Jackwood and de Wit,
2013) produciendo aerosaculitis, proventriculitis, nefritis, enteritis (Yu et al., 2001,
Cook et al.,, 2012; Sjaak de Wit et al., 2011), disminucion de la produccion, mala
calidad del huevo y mortalidad significativa (Moreno et al., 2017).
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La bronquitis infecciosa aviar se encuentra distribuida mundialmente existiendo
variedad de serotipos de esta (Jackwood and de Wit, 2013). La rapida evolucion
molecular de este virus se debe a la capacidad de variacion antigénica por mutacion o
recombinacion permitiendo la adaptacion del virus bajo situaciones de presion de
seleccion (Kusters et al., 1990). Debido a esta amplia variabilidad, podria producirse
una falta de proteccién en los protocolos vacunales aplicados por lo que es necesario
identificar el genotipo de las cepas presentes en las granjas para optimizar los
programas de control y el conocimiento epidemiolégico de este patogeno. En la
actualidad, se utilizan diferentes técnicas de forma rutinaria para controlar la exposicién
al 1BV, detectando respuestas de anticuerpos en muestras de suero como ELISA (OIE,
2018). Por otro lado, se han desarrollado otras técnicas basadas en la reaccion en cadena
de la polimerasa con retrotranscripcion (RT-PCR) para identificar el virus y algunos de
sus genotipos. Estos métodos moleculares son muy sensibles y especificos en

comparacién con otros métodos de diagndéstico (Alhatami et al., 2020).

El diagndstico de IBV se ha realizado en Europa y en Espafia desde los afios 70,
Ilevandose a cabo diversos estudios para el conocimiento de la situacion epidemiolégica
y las cepas de IBV circulantes y para entender la dinamica de la enfermedad (Dolz et
al., 2006; Worthington et al., 2007; Dolz et al., 2008; Moreno et al., 2016; Giner et al.,
2017). Sin embargo, debido a la continua aparicion de nuevas variantes de IBV, es
esencial la vigilancia constante con el fin de conocer la prevalencia de esta enfermedad
y las cepas circulantes con el fin de ajustar los programas de control apropiados para
mitigar el bajo grado de proteccion cruzada de las vacunas comerciales entre diferentes
serotipos (Jones et al., 2004). En este contexto, el objetivo de este estudio fue evaluar la
seroprevalencia, prevalencia y variantes del 1BV en pollos de engorde, ponedoras y
granjas de reproductoras pesadas de la especie Gallus gallus ubicadas en el este de

Espana.

3.2.2.3. Material y métodos

Este estudio se llevo a cabo en 71 explotaciones ubicadas en el este de Espafia
durante un periodo de 18 meses. Las categorias productivas comerciales incluidas en
este estudio fueron pollos (29 granjas), gallinas ponedoras (19 granjas) y reproductoras

pesadas (14 granjas). Las principales empresas avicolas de la region participaron en el
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estudio. Todas las muestras fueron analizadas en el Centro de Calidad Avicola y

Alimentacién Animal de la Comunidad Valenciana, (CECAV) ubicado en Espafia.

3.2.2.3.1. Seleccidn de la poblacion de estudio

En primer lugar, para encontrar la poblacion diana, se identificaron todas las
granjas y naves activas ubicadas en el este de Espafia durante los 12 meses anteriores.
Durante este periodo, se encontraron 421 granjas activas para pollos de engorde, 56
granjas activas para gallinas ponedoras y 16 granjas activas para reproductoras pesadas.
Se calcul6 un tamafio de muestra de 29, 23 y 14 manadas de pollos de engorde,
ponedoras y reproductoras de pollos de engorde, respectivamente (Tabla 22). La
seleccion de la manada se hizo por muestreo aleatorio simple utilizando un generador de
nameros sin repeticién (http://nosetup.org/), dando un numero correlativo a cada

unidad.

Tabla 22. Tamafo de muestra en pollos, ponedoras y reproductoras de acuerdo con la prevalencia
esperada de IBV.

Orientacién Prevalencia Granias Tamafio de Tamafio de muestra

roductiva esperada activja s muestra estimada final”

P (%) (N° de naves) (N° de naves)
Pollos 10 421 29 29
Ponedoras 10 56 23 16
Reproductoras 10 16 14 14

“Por cuestiones de bioseguridad y produccién, algunas granjas de ponedoras no participaron en el estudio.

Para calcular el tamafio de la muestra, se tom6 como unidad epidemiologica las
granjas activas. Se considerd un nivel de confianza del 95% y una prevalencia esperada
del 10%. Las granjas activas descritas anteriormente se tomaron como tamafo de
poblacion. El tamafio de la muestra se calcul6 de la siguiente manera:

n=(1—o<1/d)x<N—%)

Donde n = tamafio de la muestra; « = error tipo; | = 1-95% nivel de confianza; d =
prevalencia esperada y N = tamafio de la poblacion.
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3.2.2.3.2. Procedimientos de muestreo

Las granjas de pollos se muestrearon una vez a los 42 dias de vida para descartar
anticuerpos maternales frente a IBV. Las gallinas ponedoras y las reproductoras pesadas
se muestrearon 3 veces a diferentes edades, cuando fue posible. El primer muestreo se
realiz6 a las 26-28 semanas para ponedoras y a las 30-32 semanas para reproductoras
pesadas, coincidiendo con el pico de puesta. El segundo muestreo se realiz6 10 semanas
después para ambas orientaciones productivas con el fin de observar la posible
oscilacion de anticuerpos. Y el dltimo muestreo se realizd a las 60 semanas para
ponedoras y a las 50 semanas en reproductoras pesadas, para aumentar la probabilidad
de encontrar una cepa de campo (Barberis et al., 2018). En cada momento de muestreo,
para gallinas ponedoras y reproductoras pesadas se recogieron 14 muestras de suero
sanguineo y 10 hisopos traqueales con hisopos de aluminio estériles (Deltalab®,
Barcelona, Espafia) de aves vivas seleccionadas al azar en cada manada. Para pollos de
engorde, se recolectaron 14 muestras de suero de aves vivas. Ademas, se recolectaron
muestras de traquea y rifién en cada momento de muestreo de 5 pollos, con un total de
10 muestras por manada (5 traqueas y 5 rifiones). Todos los animales fueron
manipulados de acuerdo con los principios de cuidado animal publicados por el Real
Decreto 53/2013 (Espafia, 2013). Las muestras recolectadas fueron transportadas al
laboratorio en condiciones de refrigeracién entre 0°C a 4°C. Los animales fueron

revisados diariamente para detectar sintomas relacionados con IBV.

3.2.2.3.3. Anélisis serologico

Las muestras de suero se procesaron de acuerdo con Garcia et al. (2016).
Durante el andlisis, las muestras de suero se mantuvieron en condiciones de
refrigeracion entre 0°C y 4°C. El anélisis seroldgico se realiz6 mediante la técnica
ELISA utilizando un kit comercial “IBV ELISA” (BioChek, Reeuwijk, Paises Bajos)
disefiado para detectar anticuerpos de IBV en suero. Los titulos se calcularon segun
instrucciones del fabricante. Cada suero se diluyo (1:500) en reactivo diluyente.
Brevemente, se afiadieron 100 puL de muestra diluida (1:500) a cada pocillo. Cada
muestra se analizd en un solo pocillo. La placa se cubrid y las muestras se incubaron a
temperatura ambiente entre 22 a 27 °C durante 30 minutos. A continuacion, se lavé cada
pocillo con 350 pL de tampon de lavado (4 lavados). Luego, se agregaron 100 pL de
reactivo conjugado en cada pocillo. La placa se tapé y se incubaron a temperatura
ambiente entre 22 a 27°C durante 30 minutos. A continuacion, se lavo cada pocillo
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como se ha descrito anteriormente y se afiadieron 100 pL de reactivo sustrato a cada
pocillo. La placa se cubrié nuevamente y se incubd durante 15 minutos. Cada reaccion
se detuvo con 100 pL de solucion de parada. La absorbancia se midié a 405 nm. Los
sueros con valores de s/P por encima del nivel de corte de 0,2 (titulo > 834) se

consideraron positivos.

3.2.2.3.4. Deteccién de IBV por RT-PCR

3.2.2.3.4.1. Procesamiento de muestras

Todos los hisopos se almacenaron a -20°C hasta el analisis mediante PCR. Los
10 hisopos traqueales tomados en cada granja para ponedoras y reproductoras pesadas
se dividieron en 2 grupos de 5 hisopos. Para cada manada de pollos, las 5 traqueas se
analizaron como un pool. Asimismo, los 5 rifiones recolectados también fueron
procesados como pool. La manada se considerd positiva si al menos uno de los 2 grupos

analizados dio positivo.

3.2.2.3.4.2. Extraccion de ARN

El ARN se extrajo de cada pool utilizando el kit QIAmp®cador®Pathogen Mini
(Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer lugar,
los pools de tejidos fueron triturados y se diluyeron en 1 mL de PBS (OXOID,
Hampshire, Inglaterra). Luego, estas muestras se mezclaron mediante vorteo y se
centrifugaron brevemente a 6.000 x g durante 1 min. Se recogieron 200 pL de
sobrenadante de cada grupo y se mezclaron con 20 pL de proteinasa K y 100 pL de
tampon de lisis. Por otro lado, los pools de hisopos se diluyeron en 200 uL de PBS
(OXOID, Hampshire, Inglaterra) que se mezclaron mediante vortex pulsado con 20 pL
de proteinasa K, 1 pL de Carrier y 100 puL de tampon de lisis. Después de una
incubacion de 15 min a 20-25 °C, todas las muestras (muestras de tejido y torundas) se
centrifugaron brevemente para eliminar las gotas de las paredes. A continuacion, se
afiadieron 350 pL de tampon ACB y se mezclaron completamente mediante un pulso de
vortex para ajustar las condiciones de union para la purificacion del ARN. La mezcla se
colocé en una columna con filtro de silica gel de 2 mL y se centrifug6é a 6.000 x g
durante 1 min. La columna se lavd con 600 puL de tampon de lavado (AW1) y se
centrifugd como se describié anteriormente. Después de un segundo paso de lavado con
600 pL de tampon de lavado (AW?2), se centrifugd a 20.000 x g durante 2 min. EI ARN

se eluyé de la columna mediante la adicion de 100 pL de tampdn de elucion (AVE) y se
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incubd a temperatura ambiente durante 1 min. Después de la incubacion, el ARN se
centrifugd a 20.000 x g durante 1 min. A continuacion, el ARN extraido se recogi6 en
un microtubo estéril y se conservé a -80°C después del anlisis por PCR.

3.2.2.3.4.3. Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa

Se realizé una primera RT-PCR en todas las muestras de ARN extraidas para
detectar la presencia de IBV con el Kylt® IB-aCoV (AniCon Labor GmbH), siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Esta RT-PCR se realizd en QuantStudio 5

Thermocycler (ThermoFisher Scientific).

Si esta primera RT-PCR fue positiva, se realizaron RT-PCR especificas de cada
variante para detectar diferentes variantes de IBV utilizando kits de AniCon Labor
GmbH (Emstek, Alemania) siguiendo los protocolos del fabricante. Se utilizaron sondas
de hibridacion con los siguientes cebadores: Kylt®IBV-Variant 02, Kylt® IBV-Variant
4/91 (793b), Kylt® IBV-Variant Arkansas, Kylt® IBV-Variant D1466, Kylt® IBV-
Variant D274, Kylt® IBV-Variant Italy02, Kylt® IBV-Variant Massachusetts,
Kylt®IBV-Variant Q1, Kylt® IBV-Variant QX y Kylt®IBV-IB80 (AniCon Labor
GmbH). Se utiliz6 un Termociclador QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific) de
acuerdo a las siguientes condiciones: 1 ciclo de 50°C por 10 min y 95°C por 1 min,

luego 42 ciclos de 95°C por 10 s, 60°C por 1 min.

3.2.2.4. Resultados

Debido a cuestiones relacionadas con la produccion y bioseguridad, algunas
granjas de ponedoras seleccionadas no participaron en el estudio, por lo que el nimero

final de manadas de ponedoras analizadas fue de 16.

3.2.2.4.1. Seroprevalencia

En base en los resultados obtenidos mediante ELISA, las granjas se dividieron
en dos grupos: negativas y positivas. El grupo positivo estuvo compuesto por granjas
con 10% o maés de reacciones positivas y con titulo sospechoso de infeccion (Titulos
>12.000 e Indice de Vacunacién (VI) >400) (Biocheck, 2018). Algunos servicios
veterinarios de las granjas participantes no compartieron la informacion sobre el
programa vacunal, por lo que se asumid que en la actualidad todas habian recibido
vacunacion frente a IBV. La vacunacion reportada se realizé con diferentes cepas

variantes o combinacién de ellas, como cepas variantes 4/91, Ma5, H120, 1/96, D274 y
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M41. El ELISA aplicado sobre muestras analizadas demostré una alta presencia de
anticuerpos frente a IBV. En la Tabla 23 se muestran los resultados obtenidos a partir
de muestras recolectadas, mostrando el 100% de seroprevalencia de IBV de las tres

orientaciones productivas.

Tabla 23. Muestras positivas detectadas por ELISA 'y PCR.

Orientacion productiva N ELIS'OA/; nPCR%

Pollos 29 29 100 11 38
Ponedoras 16 16 100 7 44
Reproductoras pesadas 14 14 100 6 43

N: tamafio de muestra; n: granjas positivas

Con respecto al analisis por edad y titulos medios segun orientacion productiva,
las tasas de sueros positivos fueron més altas en las gallinas ponedoras que en las

reproductoras pesadas (Tabla 24).

Tabla 24. Titulos medios de IBV de acuerdo al momento de muestreo y orientacion productiva.

Tiempo df Ponedoras Reproductoras Broilers
muestreo
Primero 10.173 6.114 1.784
Segundo 10.491 7.026 -
Tercero 11.845 7.838 -

*El primer, segundo y tercer momento de muestreo fue de 26-28, 36-38 y >60 semanas para gallinas
ponedoras, y 30-32, 40-42 y >50 semanas para reproductoras pesadas, respectivamente. El muestreo en

broilers se realizo a 42 dias.

3.2.24.2. Prevalencia

La deteccion de IBV se realizo mediante PCR a partir de muestras positivas en
ELISA. La prevalencia de IBV fue del 38% en granjas de pollos (11/29), del 44% en
granjas de ponedoras (7/16) y del 43% en reproductoras pesadas (6/14) (Tabla 23).

3.2.2.4.3. Cepas variantes de IBV

Las RT-PCR especificas de cada variante de IBV se llevaron a cabo a partir de
las 24 muestras PCR positivas (11 de pollos; 7 de gallinas ponedoras; 6 de

reproductoras pesadas; Tabla 25). En granjas de pollos las cepas detectadas fueron 4/91
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(100%) y Massachusetts (18%). En 2 granjas, las 2 cepas se encontraron al mismo
tiempo. En granjas de ponedoras las variantes halladas fueron Qx (100%), 4/91 (43%),
Italy-02 (14%) y D274 (14%). En algunas de estas manadas (43%), se encontraron hasta
2 variantes diferentes (QX con D274, 4/91 o Italy-02). Por otro lado, en las granjas de

reproductoras pesadas solo se encontro la variante 4/91 (100%).

Tabla 25. Cepas de IBV detectadas de acuerdo las diferentes orientaciones productivas.

Orienta(_:ién N 4/91 Mass Qx Italy D274
productiva n % n % n % n % n %
Pollos 11 11 100 2 18

Ponedoras 7 5 43 - - 7 100 1 14 1 14
Reproductoras 6 6 100

N: tamafio de muestra; n: granjas positivas a IBV.

3.2.2.5. Discusién

La bronquitis infecciosa aviar es una gran amenaza para la avicultura ya que
provoca pérdidas directas debido a la mortalidad animal, la reduccion del crecimiento
diario y la disminucién de la produccion y la calidad de los huevos (Cavanagh, 2007).
El IBV se diagnostica en Espafia desde principios de los afios setenta mediante técnicas
seroldgicas y de aislamiento del virus (Dolz et al., 2008). El presente estudio se realizo
para monitorear la seroprevalencia y la prevalencia de IBV en la industria avicola en el
este de Espafia. La seroprevalencia observada en nuestro estudio en todas las
orientaciones productivas (100%) probablemente debido a que en la actualildad la
vacunacion de IBV es habitual en todas las orientaciones productivas (Jackwood, 2012).
Estas tasas son cercanas a las reportadas en Etiopia (94%) y Nigeria (84%) (Hutton et
al., 2017; Bhuiyan et al., 2018). Ademas, la seroprevalencia encontrada en nuestro
estudio parece superior a la encontrada por otros investigadores en Argelia (78,25%)
(Barberis et al., 2018), Pakistan (67%) (Ahmed et al., 2007) y Francia (61%) (Auvigne
et al., 2013). Asimismo, las muestras se recolectaron a edades avanzadas en todas las
manadas concordando con los resultados observados por Javed et al. (1991) y Barberis
et al. (2018) quienes informaron que la seroprevalencia de 1BV aumenté con la edad
debido al periodo de exposicién mas prolongado a los virus de campo. Las diferencias

con respecto a la media de titulos observada en las diferentes orientaciones productivas
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puede deberse a diferencias en los sistemas de produccion, las medidas de bioseguridad

y/o la edad de muestreo.

En cuanto a la prevalencia, encontramos un 44% en ponedoras, un 43% en
reproductoras pesadas y un 38% en pollos. En afios anteriores, Worthington et al.
(2008) mostro tasas similares (57%) a nuestra investigacion en granjas comerciales en
Espafia. Sin embargo, Giner et al. (2017) informaron de tasas mas altas (78,4 a 94,4%)
entre 2012 y 2016. Otros investigadores como Andreopoulou et al. (2019) en Grecia
detectaron tasas mas altas (83,96%) de IBV en manadas de ponedoras y pollos. De igual
forma, en un estudio realizado por Roussan et al. (2009) en Jordania, el 92,9% de las

granjas comerciales dieron positivo para IBV por PCR.

El analisis mediante RT-PCR especifica de cada variante mostrd que las cepas
4/91, Massachusetts, QX, Italy-02 y D274 estan presentes en granjas comerciales en el

este de Esparia.

La variante encontrada con mayor frecuencia fue 4/91, presente en el 100% de
las granjas de pollos y reproductoras pesadas y en el 43% de las ponedoras. Estas tasas
pueden ser debidas a la vacunacion reportada debido al uso generalizado de la variante
4/91 (Worthington et al., 2008). Los resultados hallados coincidieron con Roussan et al.
(2008) en Jordania, quienes demostraron que las manadas de pollos, ponedoras y
reproductoras presentaban una prevalencia del 100%, 78% y 61% de la variante 4/91,
respectivamente. Giner et al. (2017) encontraron tasas mas bajas en Espafia (10% a
48%) y Worthington et al. (2008) (25,9%), sin embargo, las tasas generales encontradas

en Europa occidental estan de acuerdo con nuestros hallazgos.

La segunda variante mas detectada fue QX, presente en el 100% de las manadas
de ponedoras. Estudios previos en Espafia (Worthington et al., 2008) no encontraron la
variante QX, pero se ha informado de la circulacion de esta variante en diferentes paises
europeos como Francia, Bélgica y Alemania. Afios méas tarde, Giner et al. (2017)
observaron un aumento significativo de esta variante durante el afio 2016 en avicultura,
donde la tasa fue del 81,6% en linea con nuestros resultados. Las medidas de control
usadas contra el genotipo QX se basan en el uso de vacunas homologas (desde temprana
edad) y/o inactivadas (Malo, 2013), lo que explicaria las altas tasas halladas de esta
variante en estudios posteriores, aunque en nuestro estudio no se reportd vacunacion

con esta variante.
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Con respecto a los pollos, la variante Massachusetts se encontro en el 18% de las
manadas. Se encontrd una prevalencia similar en Espafia entre 2002 y 2006, donde el
50% de las variantes eran idénticas a las vacunas (Worthington et al., 2008). Ademas,
Giner et al. (2017) mostraron tasas del 5% al 20% en Espafia. Esto no fue sorprendente
considerando el uso extensivo de las variante Massachusetts con vacunas vivas
(Worthington et al., 2008). Trabajos recientes han confirmado que se ha encontrado que
las vacunas vivas contra IBV persisten en las aves durante muchas semanas después de

la administracion (Nagi et al., 2003).

De los genotipos de IBV, D274 se detectdo en el 18% de las granjas de
ponedoras. Este hallazgo concuerda con los resultados reportados en Espafia, donde se
detecto la variante D274 en el 17,6% de las explotaciones investigadas (Worthington et
al., 2008). Se encontraron tasas similares en Bélgica (22,8%), sin embargo, en otros
paises europeos la prevalencia de D274 fue menor, como Reino Unido (7%), Holanda
(6,9%) o Alemania (10%) (Worthington et al., 2008).

En este estudio, la variante Italy 02 se detectd solo en el 18% de las granjas de
ponedoras. Este genotipo fue descrito por Dolz et al. (2006) y Worthington et al. (2008)
en Espafia, siendo la cepa de IBV maés frecuentemente detectada en contraste con la baja
prevalencia encontrada en nuestro estudio. Sin embargo, estudios recientes (Giner et al.,
2017) reportan una disminucién de la prevalencia de esta variante en Espafia y
coinciden con Moreno et al. (2017) en que este serotipo ha sido reemplazado por otros
serotipos como QX y 793B (4/91). Esta hip6tesis confirma la baja deteccion de este
genotipo en nuestro estudio y explica la mayor prevalencia de QX y 4/91.

Maés de una variante de IBV se detectd en el 18% de los pollos y en el 43% de
las ponedoras analizadas en este estudio. Esto coincide con estudios previos, que
mostraron que las manadas pueden infectarse simultaneamente con varios tipos de 1BV
(Cavanagh et al., 1999) y pueden encontrarse diferentes variantes incluso en los mismos
animales, estando demostrada la cocirculacion de serotipos (Capua et al., 1999). A
diferencia de la mayoria de los métodos de secuenciacion, la técnica de RT-PCR
permite detectar las diferentes cepas presentes en la muestra y no solo la cepa

predominante (Giner et al., 2017).

En conclusion, este estudio describe la seroprevalencia y la prevalencia de IBV

en la industria avicola del este de Espafia. Nuestros hallazgos ilustraron el valor de la
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vigilancia continua de 1BV debido a la aparicion de nuevas variantes y la prevalencia
cambiante. Debido a la patogenicidad de algunos serotipos emergentes, la informacion
epidemioldgica es importante para ajustar los planes de vacunacion para proteger las

granjas avicolas.
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4. DISCUSION GENERAL

La avicultura es un pilar economico para diversos paises a nivel mundial y sus
productos una pieza clave en la alimentacion. El crecimiento de la industria y la
exigencia en la seguridad y calidad de los productos alimentarios por parte del
consumidor ha llevado al sector avicola a enfrentarse a importantes retos desde el punto

de vista tanto de salud publica como de sanidad animal.

Tal y como se ha descrito en los objetivos, en esta Tesis Doctoral se han
abordado parte de estos retos anteriormente mencionados, monitorizando el estado
sanitario de las explotaciones y mejorando el conocimiento de la epidemiologia de
varios agentes zoonoticos y/o patdégenos, como Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Mycoplasma synoviae y el virus de la Bronquitis Infecciosa Aviar en la Comunidad
Valenciana y comunidades o areas limitrofes, constituyendo una fuente de informacién
adicional en la mejora de los programas y estrategias de control sanitario actuales, asi

como en la evaluacion de la eficacia de los mismos.

Uno de los retos abordados en nuestro trabajo ha sido el microorganismo
Salmonella spp. y el desarrollo de sus resistencias antimicrobianas. Salmonella spp. es
uno de los patdgenos zoonoticos mas importantes con impacto econémico y en la salud
publica a nivel mundial. Los productos de origen avicola (carne, huevos y
ovoproductos) se consideran una de las principales fuentes de transmision a humanos de
esta bacteria (EFSA, 2021) y teniendo cuenta el incremento en el consumo de estos
productos (AVEC, 2021) y la prevalencia de Salmonella en los mismos, se instauraron
los Programas Nacionales de Control (PNCS) desde 2008 para la vigilancia de este
patdgeno en Espafia. La preocupacion por la presencia de este patdgeno en los
productos alimentarios se ha acrecentado con la aparicion de las cepas resistentes a los
antibidticos, convirtiéndose en un reto ain mayor. El uso amplio de los antimicrobianos
durante afios (Usera et al., 2002), y la aparicion de casos de salmonelosis graves o en
pacientes inmunocomprometidos que requieren tratamiento hizo que en 2014 se
estableciera la obligatoriedad de controlar y notificar las resistencias de Salmonella spp.
entre otros patdgenos. En Espafia, se implantd el Plan Nacional de Resistencias a
Antibioticos, en vigencia actualmente. En el estudio presentado en esta Tesis Doctoral,
tras varios afos de la aplicacion de estos planes, se reveld que las tasas de resistencia

fueron altas, del 97%, 100% y 69%, en pollos, pavos y ponedoras, respectivamente, en
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linea con otros estudios previos en Espafia en avicultura (Usera et al., 2002;
Carramifiana et al., 2004 y Alvarez-Fernandez et al., 2012). En cuanto a las
multirresistencias se observd una tendencia decreciente en las tres orientaciones
productivas, aunque las tasas fueron altas en pavos (80%) y pollos (40%), con respecto
de las ponedoras que presentaron un 0%. Las tasas obtenidas en este estudio son
ligeramente inferiores a las reportadas en estudios previos a la aplicacion de los planes
de reduccion de resistencias (Alvarez-Fernandez et al., 2012), pero superiores a las
reportadas a nivel Europeo por la EFSA en pavos y pollos. Sin embargo, si que guardan
relacion las tasas observadas en ponedoras. El hecho de que las ponedoras fueran las
que menores tasas de resistencia y multirresistencias presentaron, puede ser debido a las
importantes restricciones que se realizan en el uso de antibi6ticos para evitar residuos en
el huevo (EFSA, 2021).

Con respecto los diferentes antibioticos analizados, el sulfametoxazol fue el
antibidtico que mayores tasas de resistencia presentd en las tres orientaciones
productivas. Este resultado era esperado ya que este antibiético ha sido ampliamente
utilizado en animales de produccion para combatir enfermedades infecciosas (EFSA,
2021). Con respecto los antibioticos que se utilizan en el tratamiento de salmonelosis
humana, como la ciprofloxacina, la resistencia observada fue alta en pavos y pollos,
probablemente debido al uso excesivo de la enrofloxacina en produccion animal, ya que
la estructura y espectro de ambos antibidticos es similar (Lai et al., 2014). El
cloranfenicol y la ampicilina también han sido utilizados en el tratamiento de la
salmonelosis en humanos, sin embargo, no se observd una resistencia significativa al
cloranfenicol, probablemente porque no es un antibiotico autorizado en avicultura. Las
tasas de resistencia a la ampicilina si que fueron altas, sobretodo en pavos. El aumento
de la resistencia a estos antimicrobianos de tratamiento en humana puede deberse a la
generalizacion del uso de las fluoroquinolonas y cefalosporinas en tratamientos

veterinarios (Miranda et al., 2009).

Con respecto a los serotipos, aquellos que presentaron multirresistencias
comunes a las 3 orientaciones productivas fueron S. Kentucky y S. Hadar. Otros
serotipos relevantes de Salmonella como son S. Infantis y S. Typhimurium mostraron
altas tasas de multirresistencias en pollos y pavos. Estas tasas de resistencia son
relevantes, ya que S. Typhimurium provoca consecuencias mas graves en la salud

humana que otros serotipos de Salmonella (Alvarez-Fernandez et al, 2012). En cuanto a
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S. Enteritidis, no se observO multirresistencia en ninguna de las cepas aisladas
analizadas. Este resultado esta en linea con los publicados por Capita et al., (2007) y
Alvarez-Fernandez et al., (2012), que demostraron que S. Enteritidis era menos
propenso a desarrollar resistencias que otros serotipos. Los resultados de este primer
estudio sugirieron que la reduccion en el uso de antibidticos comienza a verse reflejada
con la reduccion de las multirresistencias y en la tendencia decreciente de las
resistencias, especialmente en ponedoras. Sin embargo, el alto nivel de resistencias
encontrado en este estudio sugiere la necesidad de seguir trabajando en la limitacion del
uso de antimicrobianos en aves y en la busqueda de terapéutica alternativa para lograr

una disminucion significativa en las resistencias.

Debido a las tasas de resistencia encontradas en este estudio, nuestra siguiente
investigacion se centrd en la investigacién in vitro de un compuesto natural, la alicina.
Este compuesto tiene actividad biocida contra una amplia gama de microorganismos
(Curtis et al., 2004), y ya existian estudios previos que demostraban que la combinacion
de alicina con antibi6ticos puede conducir a un sinergismo parcial o total (Sivam et al.,
1997). En el presente estudio se observé que usando la combinacion de alicina con
algunos antibidticos se produjo una reduccion de resistencia estadisticamente
significativa (P-valor <0,05), como en la combinacion alicina + ciprofloxacina y alicina
+ gentamicina, con una reduccion de la resistencia del 68,5% Yy del 83,6%,
respectivamente. De acuerdo con nuestros hallazgos, Salah et al. (2013) encontraron que
la combinacion de alicina con ciprofloxacina tiene un efecto sinérgico en algunos
aislados bacterianos gram negativos, y Belguith et al. (2021) describieron un efecto
aditivo cuando la gentamicina se combinaba con extracto de ajo en cepas de Salmonella
spp. . Estos resultados resultan esperanzadores, ya que las tasas de resistencia frente a la
ciprofloxacina fueron altas en nuestro estudio previo y este es un antibidtico de eleccion
en el tratamiento de la salmonelosis en humanos. Ademas, se observd que algunos
serotipos presentaron una reduccidn estadisticamente significativa (P-valor <0,05) como
S. Infantis, S. Kentucky, S. Mikawasima, S. Montevideo y S. Typhimurium
(monofésica). Esta diferencia de sensibilidad entre serotipos fue descrita previamente
por Belguith et al., (2021) quien demostrd la diferente intensidad de inhibicion del
crecimiento segln serotipos. Aunque son necesarios mas estudios tanto in vitro como in
vivo, nuestro estudio reveld que la combinacion de alicina con ciprofloxacina y

gentamicina puede representar una perspectiva atractiva para ayudar al control de
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infecciones y a la reduccion del desarrollo de resistencias en Salmonella spp., asi como
en el tratamiento de otros microorganismos que pueden presentar un desafio en la

industria avicola.

Por otro lado, nuestros estudios también se centraron en el conocimiento de la
epidemiologia, situacion actual y evaluacion de los planes de control de tres

enfermedades Campylobacter spp., M.synoviae e IBV.

El primer agente mencionado, Campylobacter spp., es otro de los patdgenos
zoonoticos que supone un reto en avicultura desde el punto de vista de salud publica ya
que desde hace afios es el mayor productor de infecciones gastrointestinales en la UE
(EFSA, 2021). El reto en avicultura erradica en que Campylobacter spp. coloniza el
tracto gastrointestinal de aves sanas en granja sin producirles patologia, y
posteriormente este produce la contaminacion de las canales durante el faenado en
matadero (EFSA, 2021). Con el objetivo de controlar y prevenir la presencia de este
patdégeno en los alimentos procedentes de la avicultura en 2017 se establecio el
Reglamento (UE) 2017/1495, que modifica el Reglamento (CE) n° 2073/2005 en
relacién con la vigilancia de Campylobacter spp. en canales de pollos donde se fijé un
criterio de higiene de proceso >1000 UFC/g en matadero (CE, 2017). Sin embargo,
aunque hay varias opciones de control disponibles, no existe una medida efectiva o
estrategia de control efectiva a nivel de granja (Vidal et al., 2013), por ello en la
presente Tesis Doctoral se estudid la presencia de Campylobacter spp. a nivel de granja
tras los limites restrictivos impuestos en 2017. En este estudio, se aisl6 Campylobacter
spp. en el 54% de las muestras analizadas. Con relacion a investigaciones previas, la
prevalencia hallada tanto en Espafia con el resto de Europa es muy variable, entre el
3,5% y el 100% (Torralbo et al., 2014; Ingresa-Capaccioni et al., 2015; Pérez-Arnedo et
al., 2019; EFSA, 2021). Con relacion a los niveles de Campylobacter spp. encontrados
en las granjas de pollos con <35 dias de edad, el % de recuentos superiores .1000 UFC/g
fue del 27%. Sin embargo, en granjas con >35 dias de vida la tasa fue del 60%. Los
resultados segin el mes del afio indicaron que en las manadas que estaban mas
proximas a la edad de matadero (>35 dias de vida) y que excedieron el limite >1.000
UFC/g presentaron diferencias estadisticas entre los diferentes meses del afio (P-
valor<0,05). Se encontraron tasas mayores de junio a diciembre (verano y otofio)
presentando cambios estacionales en la presencia de Campylobacter spp., hallazgo que

ya habia sido reportado en Espafia por otros autores (Reich et al., 2008; Urdaneta et al.,

194



CAPITULO IV. DISCUSION GENERAL

2013). Nuestro estudio demuestra una presencia mayor de Campylobacter spp. en lotes
de pollos cercanos a la edad de matadero, especialmente en algunos meses del afio, lo
que puede incrementar la contaminacion de canales posteriormente en matadero. Por
tanto, el desarrollo de estrategias para la reduccién de la carga de Campylobacter spp.
en granja son necesarias, y que quiza, como algunos autores sefialan, podria iniciarse
con el incremento de las medidas de bioseguridad (Reich et al., 2008; Torralbo et al.,
2014). Por otro lado, el muestreo sistematico de Campylobacter spp. en granjas de
pollos en un momento dado puede ser una herramienta valiosa para evaluar la presencia
de Campylobacter spp. con el objetivo de estimar y mejorar el conocimiento de su

prevalencia.

Desde el punto de vista de la sanidad animal, la aparicion y reaparicion de
enfermedades aviares es otra de las preocupaciones de la avicultura actual. Tanto por su
impacto en la salud de los animales (Feberwee et al., 2009), como sobre los resultados
productivos y su repercusion econdmica sobre la actividad ganadera, son importantes la
bronquitis infecciosa aviar y la micoplasmosis, como la causada por M. synoviae. En el
este de Espafia no existian investigaciones previas de vigilancia y monitorizacion de
ambas enfermedades, por lo que con nuestros estudios se pretendio evaluar la situacién
actual, para proporcionar informacién que ayudara en la toma de decisiones en la

instauracién de programas de control y estrategias sanitarias.

Con respecto M. synoviae los hallazgos encontrados mostraron que la
seroprevalencia en gallinas ponedoras fue del 95% y la prevalencia del 100%. Otros
investigadores habian reportado tasas bastante heterogéneas de seroprevalencia desde el
69% al 90% en gallinas adultas. Con relacion a la prevalencia, los datos obtenidos son
cercanos a los encontrados en otros estudios en los que se observaron tasas del 72,7% al
84% (Buim et al., 2009; Kohn et al., 2009). En cuanto a las reproductoras pesadas, la
seroprevalencia fue del 74% vy la prevalencia del 47%. Estas tasas fueron menores que
las observadas en ponedoras, sin embargo, fueron superiores a las observadas por otros
autores (Feberwee et al., 2009) probablemente debido a la alta tasa de vacunacion en
nuestro estudio. Estos resultados heterogéneos comparando manadas no vacunadas
podrian explicarse debido a la diferente edad de muestreo, la presion de la enfermedad,
la alta seroprevalencia vacunal en reproductoras (Feberwee et al., 2009) y las

diferencias en los sistemas de produccion, como la existencia de nucleos multiedad en
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gallinas ponedoras con respecto sistemas todo dentro-todo fuera en reproductoras

pesadas o diferentes medidas de bioseguridad.

En cuanto al analisis por edad, la seroprevalencia fue numéricamente mayor a
medida que aumentaba la edad de muestreo. Asimismo, las tasas de manadas positivas y
las seroprevalencias también fueron numéricamente superiores en las gallinas ponedoras
con respecto a las reproductoras , probablemente asociado al origen de la
seroconversion, ya que en ponedoras las cepas encontradas fueron de campo y con la
edad es previsible que aumente la diseminaciéon horizontal, cuando en reproductoras
estd asociado a cepas de origen vacunal. En esta linea con lo reportado por Saadia et al.
(2014), quien demostro el aumento de la seroprevalencia con la edad y por Hagan et al.

(2004) quien asocio la edad como factor de riesgo.

Con respecto los genotipos encontrados en ponedoras fueron 1ZSVE/4504,
MSK-1, MGS 1342, MGS 543, PASC 8, WT4 y MS-H; en reproductoras todas las
cepas aisladas fueron la cepa vacunal (MS-H). La amplia variabilidad de genotipos de
M. synoviae también ha sido observada por otros autores, quienes hallaron cepas
comunes a las encontradas en nuestro estudio (Kursa et al., 2019; Felice et al., 2020).
Los resultados opuestos encontrados entre ponedoras y reproductoras pesadas podrian
deberse a las diferentes medidas de bioseguridad y programas de vacunacion entre
ambas orientaciones productivas. Nuestros hallazgos mostraron la utilidad de la
monitorizacion de las manadas para ayudar a controlar y prevenir la presencia de M.
synoviae en la industria avicola. Asimismo, la vacunacion podria ser una estrategia de

prevencion eficaz frente a este agente extensible tanto a ponedoras como reproductoras.

Desde el punto de vista de sanidad animal, la segunda enfermedad objeto de
nuestro estudio fue IBV, enfermedad de gran importancia en avicultura por la alta
mortalidad y la reduccién de indices productivos (Cavanagh, 2007). La seroprevalencia
observada en nuestro estudio en todas las orientaciones productivas fue de 100%. Esta
alta tasa puede deberse a un nivel alto de vacunacion de las manadas (Jackwood, 2013),
asi mismo, las muestras se recolectaron a edades avanzadas en todas las manadas con el
objetivo de aumentar las probabilidades de una infeccién de campo ya que otros autores
(Javed et al., 1991; Barberis et al., 2018) informaron de que la seroprevalencia de IBV
aumento con la edad debido al periodo de exposicion méas prolongado a los virus de
campo. Las diferencias con respecto a la media de titulos observada en las diferentes
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orientaciones productivas puede deberse a las diferencias en los sistemas de produccion,
las medidas de bioseguridad y/o la edad de muestreo. En relacion a la prevalencia,
encontramos un 44% en ponedoras, un 43% en reproductoras pesadas y un 38% en
pollos, sin embargo, otros autores informaron de tasas mas altas (78,4% a 94,4%) entre
2012 y 2016 en nuestro pais (Giner et al., 2017). El analisis de las variantes mostro que
las variantes 4/91, Massachusetts, QX, Italy-02 y D274 estdn presentes en granjas
comerciales en el este de Espafia. Ademas, en el 18% de las granjas de pollos y en el
43% de las ponedoras analizadas en este estudio, se encontré mas de una variante, por
lo que se demuestra que las manadas pueden infectarse simultdneamente con diferentes
variantes de IBV como ya habian descrito otros autores (Capua et al., 1999; Cavanagh
etal., 1999).

La variante mas comun encontrada fue 4/91, presente en el 100% de los pollos y
reproductoras y en el 43% de las ponedoras. Aunque otros autores encontraron tasas
mas bajas en Espafia (Giner et al. 2017), las tasas generales encontradas en Europa
occidental estan de acuerdo con nuestros hallazgos (Roussan et al., 2009). La variante
Massachusetts se encontré en el 18% de las granjas de pollos, en linea con los datos
reportados por otros investigadores que reportaron tasas del 5% al 20% en Espafia
(Giner et al., 2017). La presencia de estas dos variantes no fue sorprendente
considerando el uso extensivo de las variantes 4/91 y Massachusetts en vacunas vivas
(Worthington et al., 2008). Trabajos recientes han confirmado que las vacunas vivas
contra el IBV persisten en las aves de corral durante muchas semanas después de la
administracion (Naqi et al., 2003).

La segunda variante mas encontrada fue QX, presente en el 100% de las
manadas de ponedoras, coincidiendo con los datos aportados por Giner et al. (2017)
quien reportd un aumento significativo de esta variante en Espafia. De los genotipos de
IBV, D274 e Italy 02 se detect0 en el 18% de las granjas de ponedoras en ambos casos.
Los hallazgos de D274 concuerdan con los resultados informados en Espafia
(Worthington et al., 2008). Sin embargo, en estudios previos Italy02 fue la cepa de IBV
mas prevalente (Dolz et al., 2008; Worthington et al. 2008), pero datos aportados
recientemente mostraron una disminucion de la prevalencia de esta variante en Espafia
(Giner et al., 2017) y coinciden con Moreno et al. (2017) en que este serotipo ha sido
reemplazado por otros serotipos como QX y 793B (4/91). Esta hipotesis confirma la

baja deteccion de este genotipo en nuestro estudio y explica la mayor prevalencia de QX
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y 4/91. Los hallazgos del estudio ilustran el valor de la vigilancia continuada de este
patdégeno para ajustar los planes de vacunacion, debido a la aparicién de nuevas
variantes patdgenas y la prevalencia cambiante de este agente.

Como conclusion global a todos los estudios incluidos en la presente Tesis
Doctoral debemos destacar la utilidad de la monitorizacion de las manadas en avicultura
mediante muestreo sistematico, permitiéndonos identificar y evaluar la presencia de los
agentes patdgenos objeto de estudio. La aportacion de datos de valor sobre
enfermedades relevantes en sanidad avicola y salud puablica nos permite un mayor
conocimiento de los microorganismos y ayuda al sector avicola en la implantacion de
planes de prevencién y control. Asi mismo, tras su implantacién, el monitoreo regular
nos permite evaluar la eficacia de las medidas y planes implantados, permitiéndonos la

mejora y actualizacién de estos con respecto nuevos retos en avicultura.
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5. CONCLUSIONES

1.

La reduccién en el uso de antibidticos en avicultura, especialmente desde la
implementacion del PRAN y el compromiso del sector avicola con la adhesion a
nuevos planes, comienzan a verse reflejadas en la reduccion del ndmero de
multirresistencias en las aves, mostrando una tendencia decreciente,
especialmente en ponedoras. Sin embargo, el nivel de resistencias detectado en
otras orientaciones productivas sugiere la necesidad de continuar trabajando en
la reduccion del uso de antibioticos en las aves y en estrategias alternativas para

lograr una reduccién ain mas significativa de las resistencias antimicrobianas.

El uso de extractos de plantas y aceites esenciales como complemento a algunos
tratamientos antibioticos que presentan alta tasa de resistencia en su uso de
forma individual, puede ser una alternativa novedosa en los tratamientos en
produccion avicola. En conclusion, nuestro estudio revel6 que el uso de la
alicina puede representar una perspectiva atractiva y alternativa para el
desarrollo de nuevas estrategias de reduccion de resistencias en la industria

avicola.

Existe una mayor presencia de Campylobacter spp. en lotes de pollos cercanos a
la edad de sacrificio, especialmente en algunos meses del afio, lo que puede
incrementar la contaminacion de canales en matadero. La reduccion a nivel de
granja puede ser un factor que contemplar para disminuir la carga de

Campylobacter spp. posteriormente en matadero.

La monitorizacion de las manadas puede ayudar a controlar y prevenir la
presencia de M. synoviae en la industria avicola. Asi mismo, la vacunacion junto
a diversas medidas de bioseguridad en gallinas reproductoras parece ser una
estrategia de prevencion eficaz que podria extenderse a otras orientaciones

productivas.

Nuestros hallazgos ilustraron el valor de la vigilancia continua de IBV debido a
la aparicion de nuevas variantes y el cambio de prevalencia. Debido a la
patogenicidad de algunos serotipos emergentes, la informacién epidemioldgica
es importante para ajustar los planes de vacunacion para proteger las granjas

avicolas.
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