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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la presencia de
Salmonella spp. en aves silvestres que habitan alrededor de una granja de cuyes
de crianza tecnificada. Se capturaron 185 aves silvestres de vida libre y se
identificaron 8 especies diferentes: Passer domesticus 63.8%(118/185), Volatinia
Jjacarina 16.8%(31/185), Troglodytes aedon 2.2%(4/185), Pyrocephalus rubinus
1.1%(2/185), Molothrus bonariensis 0.5%(1/185), Crotophaga sulcirostris
1.1%(2/185), Columbina cruziana 12.9%(24/185) y Forpus coelestis 1.6% (3/185).
Las muestras se tomaron a través de hisopado cloacal, usando protocolos de
aislamiento microbiolégico establecidos para Salmonella spp. y se obtuvo
Salmonella en 4.32 %(8/185) de aves silvestres, dichos aislados procedieron de 3
diferentes especies representando el 5.08% (6/118) de Passer domesticus, 3.22 %
(1/31) de Volatinia jacarina y 33.3% (1/3) de forpus coelestis. Asi mismo, se usé 2
meétodos de enriquecimiento, representado muestras positivas a Salmonella spp.
2.2% (4/185) con el enriquecimiento estandar y 3.8% (7/185) con el
enriquecimiento tardio. El método de enriquecimiento tardio incrementa los niveles
de aislamiento de cepas de Salmonella spp. a partir de muestras organicas.

Palabras Claves: Salmonella spp., aves silvestres, método tardio
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ABSTRAC

The aim of this study was to determine the presence of Salmonella spp.
in wild birds living around a farm breeding of guinea pigs tech. Eight species were
identified from one hundred eighty five free-living wild birds that were captured:
Passer domesticus 63.8% (118/185), Volatinia jacarina 16.8% ( 31/185) ,
Troglodytes aedon 2.2% (4/185) , Pyrocephalus rubinus 1.1% (2/185), Molothrus
bonariensis 0.55 (1/185), Crotophaga sulcirostris 1.1% (2/185), Columbina
cruziana 12.9% (24/185) and Forpus coelestis 1.6% (3/185). Samples were taken
through cloacal swabs, using protocols of microbiological isolation established to
identify Salmonella. Salmonella was obtained in 4.3% (8/185) of wild birds and
these isolates came from 3 different species representing 5.08% (6/118) of Passer
domesticus, 3.22% (1/31) of Volatinia jacarina and 33.3% (1/3) of forpus coelestis.
Likewise, two enrichment method were used, répresented Salmonella spp. positive
samples of 2.2% (4/185) from the standard enrichment and 3.8% (7/185) of
delayed secondary enrichment. The delayed secondary enrichment method
increases the levels of isolation of strain of Salmonella spp. from organic samples.

Keywords: Salmonella spp., wild birds, delayed secondary enrichment method
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L INTRODUCCION

La Salmonella spp. es un importante patégeno cuya transmision
afecta la salud animal y salud publica a nivel mundial, esta infeccion se
denomina salmonelosis y es producida por Salmonella enterica que es
ampliamente reconocida y responsable de graves afecciones
principalmente gastrointestinales, siendo su principal reservorio el intestino
de animales homeotermos y poiquilotermos.

Los animales infectados pueden actuar como vectores y diseminadores
intermitentes a través de sus heces por largos periodos de tiempo
contaminando agua, alimentos e instalaciones, que actuaran como fuente
de contaminacion y que al estar en contacto con animales de granja
generara problemas en la produccién agropecuaria. Esta bacteria se
elimina principalmente por las heces y se disemina en el medio ambiente,
donde pueden sobrevivir debido a su caracter ubicuo y comportandose
como fuente de infeccion.

La produccion agropecuaria al ser una combinacién de factores y procesos
que interactian como un todo, genera una ecologia favorable para los
patégenos, a través de las caracteristicas de tecnificacién, y ubicacién
geografica. Estos factores pueden ocasionar desequilibrios ecolégicos,
debido al crecimiento continuo de las poblaciones y desarrollo de la
produccion agropecuaria generando una disminucién del habitat,
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promoviendo un mayor contacto de animales silvestres y animales
domeésticos.

Es asl, que las aves silvestres de vida libre son importantes dentro de su
ecosistema, comportandose como indicadores biolégicos del estado del
medio ambiente; sin embargo, también pueden ser vectores potenciales de
patogenos, influenciados por ciertos factores como la estacién del afio, tipo
de alimentacién o patrones de migracion. Asi mismos una mala practica de
manejo y deficiente nivel de bioseguridad dentro de las granjas va a permitir
la contaminacion de ambientes y alimentos predisponiendo la aparicién de
la salmonelosis siendo importante en el sector pecuario.

Por lo que el objetivo de este estudio es determinar la presencia de
Salmonella spp. en aves silvestres que habitan alrededor de una granja de
cuyes de crianza tecnificada en el distrito de Manchay, Lima.

10
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ll. MARCO TEORICO

2.1. Salmonella spp.

La Salmonella spp. pertenece a la familia Enterobacteriaceae, tiene
aproximadamente 2500 serotipos que han sido identificados y son variantes de 2
especies Salmonella enterica y Salmonella bongori (Figueroa y Verdugo, 2005;
Grimont y Weill, 2007). La mayoria de serotipos de Salmonella spp. tienen
importancia en salud publica y salud animal en el mundo, producen la enfermedad
llamada salmonelosis la cual es reconocida como zoonética y puede ser
transmitida por alimentos (ETA) (Uribe y Suarez, 2006).

A nivel mundial la salmonelosis como ETA tiene una alta morbilidad y mortalidad
causando gastroenteritis en humanos por consumo de alimentos contaminados.
Durante el 2010 segun la EFSA se confirm6é 99,020 casos en humanos en
Estados unidos siendo el grupo mas afectado nifios entre 0-14 afios con una tasa
de letalidad de 0.13% y los serotipos aislados fueron Salmonella Typhimurium y
Salmonella Enteritidis (EFSA, 2012).

En el Per(, se ha observado una mayor incidencia por el consumo de productos
avicolas con un manejo deficiente en el faenado. Entre el afio 2010 -2012 se
reporté 35 brotes por afio y el 47% de casos se relacionaban con signos clinicos
agudos de salmonelosis (MINSA, 2012). En animales domésticos los mas

11
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susceptibles son los jovenes y gestantes, se manifiesta como una enfermedad
entérica con diarrea sanguinolenta y acuosa, acompafiada de fiebre. Se puede
observar otros signos clinicos como septicemia aguda, aborto, necrosis de
extremidades y enfermedades respiratorias (OIE, 2008). Los signos y lesiones no
son patognomaénicos, sin embargo, animales como aves y cerdos pueden estar
infectados y no mostrar signos clinicos por ello son importantes en la diseminacién
de la enfermedad entre explotaciones, ser causa de intoxicacion alimenticia y
originar productos contaminados (OIE, 2008).

2.1.1. Caracteristicas bioldgicas

La Salmonella spp. es un bacilo gramnegativo, anaerobio facultativo, son
pequeiios de 2-5 um de longitud por 0.7-1.5 uym de diametro ,no esporulados y son
moéviles ya que presentan flagelos periféricos a excepcion de los serotipos
Gallinarium y Pullorum (Vadillo et al., 2002).

El género Salmonella a través de estudios de ADN mediante técnicas de
hibridacion mostro que esta constituida por 2 especies: Salmonella bongori y
Salmonella enterica; Esta ultima se divide en 6 subespecies: Salmonella enterica
subesp. Enterica (), Salmonella enterica subesp. Salamae (ll), Salmonella
enterica subesp. Arizonae (llla), Salmonella enterica subesp. Diarizonae (llib),
Salmonella enterica subesp. Houtenae (IV) y Salmonella enterica subespecie
indica (V1) (Vadillo et al., 2002; Figueroa y Verdugo, 2005).

La mayoria de serovariedades aisladas del hombre y animales de sangre caliente
pertenecen a la subespecie enterica y llevan un nombre por lo general relacionado
con el lugar geografico donde se aisl6é por primera vez. Como las serovariedades
no tienen nivel taxonoémico de especie sus nombres escapan al dominio del
“Cédigo internacional de Nomenclatura Bacteriana” y por ello debe escribir en letra
tipo romano no en italica, de la siguiente manera: Salmonella enterica subesp,
enterica serovar typhimurium es el nombre completo de Salmonella typhimurium
(Caffer y Terragno, 2001).

Tesis publicadas con autorizacion del autor.
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Las serovariedades pertenecientes a las subespecies restantes y a Salmonella
bongori, de baja incidencia en patologia humana o animal, se designan con el
nombre de la subespecie, seguido de la férmula antigénica; por ejemplo:
Salmonella subesp. IV 50: b: - (Salmonella enterica subesp. Houtenae 50: b)
(Caffer y Terragno, 2001).

De acuerdo a la clasificacién también se pueden identificar estos serotipos en
base a sus estructuras antigénicas la cual esta clasificada por el esquema de
Kauffmann-White (Tizard ,2004; Grimont y Weill, 2007). Salmonella tiene como
estructura antigénica el antigeno somaético (O) el cual es un polisacarido,
termoestable tipo-especifico que se encuentra en la pared bacteriana y su parte
antigénica se encuentra en la capa de lipopolisacaridos (LPS), estos promueven
un contacto directo de la bacteria con el ambiente. EIl antigeno Flagelar (H) es
proteico y termolabil, constituido por flagelina cuya composicién de aminoéacidos
es constante para un tipo antigénico determinado (Pachén, 2009; Alves, 2010).

2.1.2. Genética bacteriana

El cromosoma de Salmonella spp. tiene un rango de 4.6-4.9 Mb. y para poder
desencadenar el proceso patogénico se presenta como mosaico y esta compuesto
por regiones colineales e intercaladas con islas Unicas para cada especie, en la
mayoria de los casos las islas codifican funciones de patogenicidad.

Los genes de virulencia contenidos en las islas de patogenicidad estan
involucrados en la invasién, apoptosis de macréfagos y activacién de cascada de
fosforilacion dependiente de MAP cinasas (Martinez, 2007). Las islas de
patogenicidad de Salmonella spp (SPIs) son grandes agrupaciones de genes
asociados a la virulencia que se encuentran agrupadas dentro de su genoma.
Algunos de estos SPI se conservan dentro del género Salmonella, mientras que
otros son especificos para determinados serotipos (Hensel, 2004). Los genes de
virulencia pueden estar presentes en diversas regiones del cromosoma y en
elementos génicos mdoviles, siendo responsables por la codificacion de productos
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y propiedades que pueden determinar la patogenicidad y consecuentemente la
virulencia para Salmonella spp.

2.1.2.1. Plasmidos

Los plasmidos son elementos citoplasmaticos que tienen forma circular,
contienen ADN bicatenario el cual les permite replicarse de forma independiente.
Se caracteriza por su capacidad de poseer genes de virulencia, codificar factores
de virulencia y resistencia a antibidticos (Tortora et al., 2012).

Salmonella spp tiene plasmidos portadores de genes de virulencia pero no todos
sus serotipos presentan esta estructura. Han sido encontrados en los serotipos
Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Salmoneila Dublin, Salmonella
Choleraesuis, Salmonella Gallinarium y Salmonella Pullorum y la Salmonella Typhi
carece de este plasmido (Saldarriaga y Rugeles, 2001).

Estos plasmidos presentan un tamafio variable dependiendo del serotipo (50 a 100
kb) aunque todos contienen una regién de 8kb altamente conservada que contiene
el locus spv (Plasmido de virulencia de Salmonella) el cual es responsable del
fenotipo de virulencia y codifica 1 gen regulador spvR y 4 genes estructurales: spv
A, B, C, D (Rodriguez, 1996; Saldarriaga y Rugeles, 2001). Los genes de la spv
(Plasmidos de virulencia de Salmonella) estan involucrados en la habilidad de la
bacteria de causar infecciones en tejidos extra intestinales tales como los
linfonodulos mesentéricos, bazo e higado (Salvagni, 2003). Los 4 genes
estructurales mencionados son transcritos como un operén y son activados por el
producto del gen spvR, el cual es producido en la fase estacionaria del crecimiento
probablemente debido a un acumulo en esta fase de productos metabélicos que le
permitirdn la sobrevivencia en el interior de los macréfagos (Saldarriaga y
Rugeles, 2001; Salvagni, 2003).

14
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2.1.2.2. Isla genémica

La isla genémica de Salmonella 1 (SGI1), fue identificada en cepas
multirresistentes de Salmonella enterica serovar Typhimurium, Paratyphi B y
Agona (Fortes et al., 2012). Es un locus de 43 kb y tiene una regién llamada
multidrogo resistente (MDR) que contiene genes de resistencia a antibidticos
compuestas por 2 integrones (Hensel, 2004). El primer integron lleva los genes de
aadA2, Sull (resistencia a estreptomicina y sulfamidas respectivamente). El
segundo integron presenta el gen psel 0 gen cassette (resistencia a ampicilina), el
gen florR (resistencia a cloranfenicol) y el gen fetA (resistencia a tetraciclina) por
ello estos genes confieren un fenotipo de penta-resistencia (resistencia a
tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina y sulfamidas) (Fluit, 2005;
Fortes et al., 2012).

2.1.2.3. Islas de patogenicidad

Salmonella spp. presenta multiples genes involucrados en la
patogénesis, se han identificado 10 islas de patogenicidad siendo la mas
estudiada la SPI-1, que estd presente en Salmonella bongori y todas las
serovariedades de Salmonella enterica, esta codifica genes que ayudan a la
invasion y son caracteristica importante para la virulencia de Salmonella enterica,
también contiene genes que codifican el STTIlI (sistema de secrecién tipo ll)
denominados inv y spa , los cuales estan involucrados en la translocacion de
proteinas efectoras dentro del citoplasma de la célula del hospedero (Figueroa y
Verdugo,2005; Martinez, 2007; De Oliveira ef al., 2013).
La SPI-2, esta relacionada con la capacidad de la bacteria de sobrevivir en el
interior de los macréfagos y mulitiplicarse dentro de la vesicula contenedora de
salmonella (SVC); tiene un proceso complejo que requiere el desarrollo de varios
genes, incluyendo aquellos que ayudan a la sobrevivencia de formas reactivas
de oxigeno, bajo pH y defensina, siendo esenciales para proliferar en tejido extra
intestinal y causar infecciones sistémicas (Figueroa y Verdugo, 2005; De Oliveira
ef al., 2013). Esta isla tiene una segunda regién que presenta un grupo de genes
ttr que estan implicados en la respuesta anaerobia (reduccién de tetrationato),

15

Tesis publicadas con autorizacion del autor.

No olvide citar esta fesis.




* TESIS CIENTIFICA

DEL SUR

ademas de diferentes pautas de lectura abierta ORFs de funcién desconocida
(Figueroa y Verdugo, 2005; De Oliveira et al., 2013).

La SPI-2 también codifica para un STTIIl que se activa cuando la bacteria se
encuentra dentro de una vacuola y hay transiocacion de proteinas efectoras a
través de la membrana de las SCVs e interfiere con la fusién de SCV con
endosomas y lisosomas, por lo tanto evita la muerte de esta bacteria (De Oliveira
et al., 2013). La SPI-2 controla la dinamica de la membrana de las SCVs, el
ensamblaje y la formacién de extensiones filamentosas de la membrana de las
SCVs que parecen asociados con microtubulos y retrasando la apoptosis de las
células infectadas (De Oliveira et al., 2013).

La SPI-3 tiene genes mgtB y mgtC, que son requeridas para la supervivencia
intracelular en macréfagos. El gen mgtB es responsable del transporte de
magnesio (Mg*?) cuando se encuentra en bajas concentraciones y es necesario
este sistema para la adaptacién a limitaciones nutricionales dentro del fagosoma
(Figueroa y Verdugo, 2005; De Oliveira et al., 2013).

La SPI-4 esta presente en varios serovares de Salmonella enterica y codifica un
supuesto sistema de secrecién tipo | (STTI) que secreta toxinas y se cree que
participa en la adaptacién de Salmonella spp al ambiente intracelular en los
macréfagos, sin embargo su funcién principal ain no ha sido determinada
(Figueroa y Verdugo, 2005; De Oliveira et al., 2013).

La SPI-5 se encarga de codificar proteinas efectoras involucradas en la
secrecién fluida y reaccion inflamatoria en la mucosa intestinal, como SopB
(SigD) que ademas de estimular la secrecion de cloro y pérdida de fluidos
resultando en diarrea, también se involucrada en el flujo de macréfagos para su
secrecion utiliza el STTIII de la SPI-1 (Figueroa y Verdugo, 2005; De Oliveira et
al., 2013).

La SPI-6 contiene al operén de la fimbria tipo chaperona —~usher SafA-D y tcs A-
R (De Oliveira et al., 2013).

La SPI-7 es una de las islas de patogenicidad mas grandes que se ha
identificado y es especifico para los serovares Typhi, Dublin y Paratyphi C.
Codifica el antigeno Vi o capsular que es un exopolisacarido capsular, el cual
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contiene un gen viaB-locus el cual es responsable de la biosintesis del
exopolisacarido que le brinda resistencia a la fagocitosis y el profago SpoE
contiene el gen sopE el cual codifica las proteinas efectoras del SPi-1,
interviniendo en el ruffling y el proceso de internalizaciéon de la bacteria (Hensel,
2004; Seth-Smith, 2008; De Oliveira et al., 2013).

La SPI-8 es un locus de 6,8 kb identificado en la secuencia del genoma del
serovar Typhi y se encuentra adyacente al gen pheV ARNt y esta relacionado a
la produccién de bacteriocinas que actidan como factor de virulencia, también
esta presente un gen que codifica una integrasa, indicando movilidad de esta
isla, su distribuciéon aun no ha sido investigada a detalle (Fortes et al., 2012; De
Oliveira et al., 2013).

La SPI-9 es un locus de 16kb que esta adyacente a un bacteri6fago en el
cromosoma de serovar Typhi, serovar Typhimurium y en secuencias incompletas
de otros serovares y Salmonella bongori (Sabbagh et al., 2010; Forte et al.2012).
Tiene una organizacién similar a la SPi-4 y sus factores de virulencia putativos
van a codificar 3 genes homélogos que son requeridos para codificar el sistema
de secrecion tipo | y una gran proteina similar a la RTX (Hensel, 2004; Forte et
al.2012).

La SPI-10 tiene una insercion de 32 kb, se encuentra al lado del gen Leux ARNt.
Este locus es completamente diferente en cada serovar y es denominado SPI-10
solo para Salmonella Typhi (Sabbagh et al., 2010). Los factores de virulencia
codificados son el operén de la fimbria Sef que esta restringida a serovares
como S. Typhi y Enteriditis siendo considerado como uno de los factores que
determina la especificidad de hospedero (Hensel, 2004; De Oliveira et al., 2013).

2.1.3. Factores de virulencia

Salmonella spp. tiene factores de virulencia que son estructuras
necesarias con capacidad de facilitar la infeccién en el hospedero y poder causar
enfermedad (De Oliveira et al.,, 2013). Presentan factores que contribuyen a la
invasividad, endotoxinas, citotoxinas y enterotoxinas, estas estructuras pueden ser
superficiales que actian como dianas del sistema inmune del hospedador; La
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membrana externa de las bacterias presentan lipopolisacaridos (LPS) las cuales
tienen un actividad téxica por acciéon de lipido A actuando asi como endotoxinas
que pueden provocar sintomas gastrointestinales como coélicos y diarrea
(Martinez, 2007).

Salmonella presenta flagelos que se encargan de dirigir a la bacteria hacia el
epitelio intestinal mediante quimiotaxis, permitiendo atravesar la espesa capa de
mucina y asi contribuir con el proceso de inflamacién. Salmonella spp. tiene una
capsula que esta directamente relacionada con la capacidad invasiva del serotipo
Typhi. Se ha descrito que las citotoxinas estan asociadas con la superficie celular,
inhiben la sintesis proteica en la célula del hospedador (Martinez, 2007).

Presenta fimbrias que son estructuras superficiales que cumplen funciones de
adhesinas dandole la capacidad de adherirse a cualquier tipo de célula y asi
generar una interaccion bacteria-hospedero para que pueda expresar su
patogenicidad, persistencia ambiental y formacién de biofilm (Darwin y Miller;
1999; Figueroa y , 2005).

En el caso de Salmonella spp. presenta varios tipos de fimbrias, estas incluyen las
fimbrias tipo | (fim), fimbria codificada por plasmidos (pef), fimbria polar larga (/pf) y
fimbria agregativa delgada (curli) (Darwin y Miller, 1999). Para esta bacteria fueron
identificados 20 operones fimbriales los cuales tienen tropismo especifico por
algun tipo celular o células de una especie animal en particular (Darwin y Miller,
1999; De Oliveira et al, 2013).

La fimbria tipo | (fim) es codificada por el operén fimAICDHF, es morfolégicamente
similar pero antigénicamente distinta a la fimbria tipo | de la Escherichia coli. Asi
mismo estas fimbrias tipo | se unen especificamente con receptores de manosa en
diversas celulas, la mayor subunidad es FimA (21kDa) y otras proteinas asociadas
incluyendo la adhesinas FimH, esta adhesina media la unién a las células
epiteliales y también ayuda a inducir el consumo dependiente de actina en
ausencia de T3SS-1 en mureina o célula HeLa (Darwin y Miller, 1999; Velge et al,,
2012).
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La fimbria polar larga (Jpf) es codificada por el operén fimABCDE siendo la mas
larga y polarmente localizada en la célula bacteriana. Se encuentra en algunos
serovares de Salmonella enterica y Salmonella bongori y se cree que esta fimbria
permite el tropismo a las placas de peyer. Otra funcién que le otorga el gen /pfA es
de intervenir en la reaccion cruzada entre los serotipos de Salmonella spp. (Darwin
y Miller , 1999; Norris y Baumler, 1999).

La fimbria delgada agregativa (Tafi) o SEF17 es codificada por el operén agf y es
esencial para la formacién de la matriz extracelular, formacién de biofilm,
resistencia ambiental, adherencia a celulas eucariotas (Darwin y Miller, 1999,
Gibson et al., 2007). El operén agf BAC y agfDEFG ambos son requeridos para la
biosintesis y ensamblaje (Gibson et al., 2007).

La fimbria codificada por plasmidos (pef) esta presente en Salmonella
Typhimurium, es importante porque causa una infeccion sistémica después de una
inoculacién via oral, presenta varios /oci de virulencia que han sido clonados e
identificados de plasmidos de virulencia incluyendo la spv (plasmido de virulencia
de salmonella) y gen rck, permitiendo la unién de la bacteria a las
microvellosidades de los enterocitos (Darwin y Miller, 1999).

21.4. Patogenia

Salmonella spp. al ingresar al organismo del hospedero a nivel del
estdbmago va sufrir severos cambios ambientales especialmente pH A&cido,
aumento de temperatura, baja tensioén de oxigeno y alta osmolaridad el cual va a
resistir y responder modulando la expresion de sus genes para luego poder
colonizar el intestino delgado (Sanchez y Cardona, 2003; Figueroa y Verdugo,
2005).

En el intestino delgado se va a dar la adhesién a las células epiteliales del ileon y
membrana apical de las células M usando sus adhesinas como capsuia, flagelos y
fimbrias. Cuando las adhesinas reconocen estas células y entran en contacto se
va a generar una sefial inductora que activa el sistema de secrecién tipo Il el cual
es codificado por la isla de patogenicidad SPI-1 permitiendo asi el proceso de
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translocacion de las proteinas efectoras dentro del citoplasma de estas células
(Sanchez y Cardona, 2003; Figueroa y Verdugo, 2005; Lhocine et al., 2015).

Una vez adherida la Salmonella spp. a la célula hospedera se genera una
respuesta de contacto permitiendo la invasién por un mecanismo llamado trigger
(disparo) que consiste en que la bacteria inyecta las proteinas efectoras las
cuales induciran rearreglos en el citoesqueleto generando la formacién de ruffling
(ondulamiento de la membrana) en la superficie por accién de las proteinas
SpoE/SpoE2 que activan la Rho-Gtpasa como la Rac y cdcd42 que inician la
polimerizacién de actina y ramifican filamentos de actina que contribuyen a la
formacién de vesicula contenedora de Salmonella (Sanchez y Cardona, 2003;
Figueroa y Verdugo., 2005; Lhocine et al., 2015).

La proteina SptP esta implicada en la fosforilacién de los residuos de tirosina de
receptores ubicados al nivel de la membrana de la célula produciendo una
disrupcion del citoesqueleto y ruffling (Sanchez y Cardona, 2003, Figueroa et al.,
2005; Lhocine et al., 2015). Una vez que se detiene el ruffling la bacteria queda
englobada e incorporada dentro de la célula y el borde en cepillo vuelve a su
normalidad por despolimerizacién de la actina y la formacién de una vesicula
contenedora de salmonella (SVC) que se dirige hacia la membrana basal de la
célula epitelial eludiendo la unién con lisosomas (Figueroa y Verdugo, 2005).

Asi mismo una vez dentro se encuentra con la presencia de macréfagos los cuales
inducen una macropinocitosis, para poder sobrevivir dentro la salmonella remodela
el fagosoma evitando la transicién de lisosomas y creando un nicho intracelular
que le permmite una eficiente replicacion, que es caracterizada por tener
concentraciones limitadas de Mg?* y Fe?* y un pH &cido, la acidificacién dentro del
fagosoma es necesaria para la supervivencia y replicacion intracelular (Figueroa et
al., 2005). Estos macréfagos tienen la capacidad de migrar hacia otros érganos del
sistema reticulo endotelial, facilitando la diseminacion de Salmonella spp. dentro
del hospedero (Sanchez y Cardona, 2003, Figueroa y Verdugo, 2005).
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2.1.5. Epidemiologia:
2.1.5.1. Transmisién

Salmonella spp. se transmite por diversas vias siendo la principal, la via

fecal — oral, esto se debe a que tiene un caracter ubicuo, una capacidad de
supervivencia en el medio externo y la facultad de poder infectar animales
(Vadillo et al., 2002). Los animales infectados pueden actuar como vectores y
diseminadores intermitentes a través de sus heces por largos periodos de
tiempo contaminando agua, alimentos e instalaciones, funcionando como un
deposito para el agente patdgeno que estara en contacto con animales de
granja y humanos (Gopinath et al., 2012). También se ha reportado en aves
silvestres como Passer domesticus que algunos enteropatégenos como la
Salmonella spp. se pueden transmitir por via cloacal teniendo en cuenta que la
cloaca aviar tiene dos funciones la de excrecion y la de transferencia de
gametos. Asi mismo en machos la protuberancia cloacal a la hora de la
copulacion puede transferir estas bacterias a la hembra (Stewart y Birch, 2000;
Clare et al., 2009; White et al., 2010; Van Dongen et al., 2013).
Las infecciones por malas practicas de manejo y deficiente nivel de
bioseguridad, como es el caso del control de la presencia de aves silvestres
dentro de la granja de cuyes va a permitir la contaminacién de ambientes y
alimentos, predisponiendo a la aparicion de salmonelosis, una importante
enfermedad en este sector (Matsuura et al., 2010).

2.1.6. Reservorios

La mayoria de vertebrados como mamiferos, reptiles y aves pueden
actuar como reservorios naturales para la Salmonella spp., ya que tienen
respuestas diferentes a las infecciones y una funcién en la epidemiologia de
algunas bacterias potencialmente patdégenas siendo un factor de riesgo en la salud
publica y animal (Fisher y Gerhold, 2002).
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2.1.6.1. Aves silvestres

Las aves silvestres de vida libre son importantes dentro de su
ecosistema, siendo consideradas generalmente como indicadores biolégicos de
diversos entornos saludables. Sin embargo, desde el punto de vista de salud
publica esta visién positiva no siempre es valida, porque pueden ser vectores
potenciales de patégenos, influenciados por ciertos factores como la estacién del
afio, tipo de alimentacion o patrones de migracion (Albureesh et al., 2007,
Braconaro, 2012).

El tipo de alimentacién en aves silvestres es una clave determinante para la
adquisicion de enterobacterias. Algunas aves silvestres de comportamiento
gregario y de alimentacién oportunista tienen una relacién de sinantropia debido a
que en las granjas encuentran un entorno favorable ya que hay oferta de
alimentos y agua (Clare et al., 2009; Andrés ef al, 2012). Favoreciendo la
dispersion de patdgenos infecciosos contaminando fuentes de agua, pastizales,
comederos, entre otros a través de las heces de las aves (Clare et al., 2009,
Carlson et al., 2015).

La mayoria de patégenos se supone que se transmiten de una manera
dependiente de la densidad, de tal manera si aumenta el grado de hacinamiento
en estaciones de alimentacion también lo hace la probabilidad de transmision de
patégenos entre los hospederos infectados y susceptibles (Clare et al., 2009).

Debido a la falta de interés en aves silvestres de vida libre, que cumplen funcién
de vector de enfermedades, no se toma en cuenta a los individuos asintomaticos
con niveles subletales de algin patégeno, aunque los pocos ejemplos bien
estudiados se concentran en aves de interés comercial (Clare et al., 2009).

La microbiota intestinal refleja la coevolucién de los microorganismos con el
hospedero y se cree que juega un rol fundamental en la salud animal, respuesta
inmune y presentaciébn de enfermedades (Van Dongen et al., 2013). La
identificacion de los componentes de la microflora normal del intestino aviar es
importante si se quiere comprender las interacciones entre enterobacterias y aves,
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las cuales pueden influenciar en la susceptibilidad del hospedero para adquirir
patégenos del medio ambiente y pueden ayudar en las dinamicas de transmisién
de patégenos aviares (Clare et al., 2009).

En aves del orden Paseriforme hay una susceptibilidad por infeccién a Salmonella
spp. , estas aves infectadas pueden o no desarrollar la enfermedad clinica y se
puede sospechar de portadores clinicamente sanos jugando un rol importante en
la transmisién de este patégeno e infectando a otras aves. En vida libre se ha
demostrado que la especie Passer domesticus son portadores asintomaticos de
Salmonella Typhimurium (Tessier ef al., 2016).

21.6.2. Epidemiologia asociada a aves silvestres de vida libre

Los andlisis epidemiolégicos describen algunos serotipos de
Salmonella spp. aislados de aves silvestres de vida libre, esto se debe a que estan
influenciados por ciertos factores como estaciones, tipo de alimentacion o
patrones de migracién, siendo los individuos infectados un objetivo crucial para el
control de la enfermedad (Andrés et al., 2012).

Diferentes estudios reportan algunos serotipos identificados de la bacteria en
estudio, como Tizard et al. (1979) que identificé la presencia de Salmonella
typhimurium con una frecuencia de 15% (9/60) en Passer domesticus en Canada.
Cizek et al. (1994) reporta una incidencia de 22.6 % (7/30) de Salmonella
typhimurium en aves del orden Passeriforme incluyendo la especie Passer
domesticus cerca de un establo de vacas con incidencia de salmonelosis en
terneros y un 0.5 % de este mismo serotipo en aves del orden Columbiformes que
habitaban cerca de granjas donde no habia animales infectados por Salmonella
spp. en Republica Checa.

Refsum et al. (2002), reporta la presencia de Salmonella Typhimurium y
Salmonella paratyphi B var. Java con una prevalencia de 4% en aves del orden
Passeriformes incluyendo Passer domesticus desde 1969 hasta el 2000 en
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Noruega. Mirzaie et al. (2010) reporta la presencia de Salmonella Typhimurium,
Salmonella Enteriditis, Salmonella Montevideo con una prevalencia de 3.8%
(18/470) en Passer domesticus en Iran.

Vilela et al. (2012) reporta Salmonella enterica sub. Houtenae con una frecuencia
de 0.04% (1/228) en Passer domesticus en 8 granjas (4 granjas de pollos de
engorde, 3 establos ganaderos y 1 de granja de ponedoras) en Brasil. Botti et al.
(2013) report6 la presencia de Salmonella Typhimurium con una frecuencia de
4.3% (24/101) en aves de orden Passeriformes incluyendo la especie de Passer
domesticus en ltalia.

2.1.6.3. Produccién de cuyes en Pert

El cuy o cobayo (Cavia porcellus) constituye una fuente proteica esencial
en la dieta del poblador andino pero en las ultimas décadas se ha convertido en un
producto de mayor demanda por el mercado nacional e internacional (Chauca,
1997; Layme, 2011).

La crianza de cuyes en el Perl se ha desarrollado bajo la modalidad de crianza
familiar, sin embargo la crianza intensiva (tecnificada) se ha venido incrementado
debido a que es un sistema eficiente que usa alta tecnologia y también usa cuyes
de lineas selectas, precoces, prolificas y eficientes convertidores de alimentos,
pero los conocimientos sobre aspectos sanitarios y epidemiolégicos sobre
enfermedades atin son escasos (Chauca, 1997, Matsuura et., 2010).

En el Pert la distribucion de la poblacién de cuyes se encuentra en su totalidad del
territorio, Segun el tltimo censo agropecuario del 2012 la poblacién de cuyes en el
pais alcanzé la cifra de 12°695,030 cuyes. En el departamento de Lima la
poblacién fue de 740,812 y en la zona de estudio en Pachacamac se estimé6 una
poblacién de 56,514 animales (INEl, 2012).

El cuy como cualquier otra especie es susceptible a sufrir enfermedades
infecciosas de origen bacteriano, viral y/o parasitario influyendo de manera
negativa a través de pérdidas econémicas al productor (Chauca, 1997).
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A pesar de la capacidad de adaptacion a diversas condiciones climaticas, los
cuyes ante una perturbacion del manejo ambiental predisponen a una
susceptibilidad y resistencia a agentes patégenos (Morales, 2013). Por ello se
debe implementar un adecuado programa sanitario que asegure el mantenimiento
de la bioseguridad poniendo énfasis en la infraestructura, control de entradas,
control de movimientos internos y control de salidas y asi evitar malas practicas de
manejo debido a un deficiente nivel de bioseguridad permitiendo la presencia de
roedores y aves contaminando los ambientes y alimentos (Matsuura ef al., 2010;
Morales, 2013). Sin embargo, el riesgo de enfermedad esta basado en 3 aspectos
fundamentales como numero de microorganismos infectantes, factores de
virulencia y el sistema inmune del individuo infectado sumado a esto un mal
manejo ambiental (Morales, 2013). En este contexto destaca la salmonelosis,
enfermedad que ocasiona elevada mortalidad y morbilidad en poblaciones de
cuyes.

2.1.7. Diagnéstico

Las técnicas de diagnéstico para Salmonella spp. se basan principaimente
en el aislamiento bacteriano a través de hisopados rectales y/o cloacales, tejidos
de necropsia, frotis de heces, entre otros (OIE, 2008). Para el aislamiento de la
Salmonella spp. existen diversas técnicas, como usar caldos de enriquecimiento
con medios selectivos que favorecen el crecimiento de esta bacteria e inhiben el
crecimiento de la flora acompafante, para ello se puede usar diversos caldos
como el tetrationato, verde brillante o Rappaport- Vassiliadis. El mas recomendado
es Rappaport- Vassiliadis, porque tiene una gran eficiencia en la recuperacion y
selectividad permitiendo la multiplicacion de Salmonella spp. en presiones
osméticas relativamente elevadas, presenta fosfatos monopotasicos vy
dipostasicos que mantienen estable el pH del medio, durante el almacenamiento y
el cloruro magnésico enriquece el caldo favoreciendo el desarrolio de salmonella,
se incuba a 41°C por 24 h (Gonzales et al., 2014).
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Generalmente en la industria avicola se realiza un enriquecimiento tardio para
beneficiar la recuperacion de Salmonella spp. que han sido dafiadas por
antibiéticos, requiere un tiempo adicional para la multiplicacién en bajos nimeros o
si las bacterias que compiten estan presentes en la muestra (Feder et al., 1998;
Rybolt et al, 2004).El periodo de enriquecimiento tardio es de 5 dias a
temperatura ambiente y después de este periodo se extrae 1 ml del caldo y se
agrega a un tubo con caldo limpio y se deja por 24 horas a una temperatura de
37°C ( Mitchell y Shane, 2001; Rybolt et al., 2004).

Luego se aislan en medios sélidos selectivos para poder diferenciar colonias de
Salmonella spp. que contienen sustancias inhibitorias, el agar mas usado es el
XLD el cual se lee como colonias con un centro negro grande o colonias casi
completamente negras debido a la produccion de sulfhidrilo. Los resultados se
obtienen después de 24 y 48 horas de cultivo a 37°C y posterior a esto la
caracterizacion de las colonias mediante pruebas bioquimicas (OIE, 2008).

2.1.8. Prevencioén y control

Los animales de produccién de crianza intensiva son mas susceptibles a
sufrir infecciones y pueden transmitila a personas a través de sus subproductos,
es por ello que se deben implementar medidas de bioseguridad para poder
prevenir y proteger la salud de los animales y humanos poniendo énfasis en la
infraestructura, control de entradas ,control de salidas del personal , control de
movimientos internos, manejo adecuado de los alimentos y presencia de roedores
o aves silvestres dentro del galpén , ya que si hay perturbacién del manejo
ambiental van a predisponer a una susceptibilidad a agentes patégenos (Matsuura
et al.,2010;Morales, 2013).

La vigilancia epidemiolégica por parte de las autoridades de salud es necesaria
para poder apreciar la magnitud del problema en cada pais, conocer el origen de
los brotes y adoptar medidas convenientes a fin de reducir los riesgos (Zambrano,
2012; SENASA, 2015). En los animales, el control de salmonelosis consiste en
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eliminaciéon de portadores, control bacteriolégico, manejo apropiado de galpones,
desinfeccién e higiene de galpones y durante el transporte a los centros de
beneficio, ya que la Salmonella spp. puede provocar una infeccién sin
manifestacién clinica, de duracién variable pero importante por su potencial
zoondético (Zambrano, 2012).
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Ill. MATERIALES Y METODO

3.1. Area de estudio

El estudio se desarrollé6 en la granja comercial de cuyes (S 12°102' 406", W
76°51'24.0048”), situado en el distrito de Pachacamac, departamento de Lima,
provincia de Lima, Peru. El procesamiento y analisis de las muestras se realiz6 en
el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Cientifica del Sur.

3.2. Materiales:
Relativo a la captura de aves y muestreo
- Redes de niebla de 12 m x 2.5, drizas, Bolsas de tela, hisopos estériles y
Medio de transporte bacteriano Stuart y cooler.

Medios de cultivo

- Caldo enriquecedor Rappaport- Vassiliadis, agar Xilosa Lisina Dexocicolato,
y demas medios de cultivo relacionados a las pruebas bioquimicas para la
identificaciéon bacteriana.
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3.3. Métodos
3.3.1. Poblacién muestral

Para la ejecucién de este trabajo fueron capturados aleatoriamente muestra de
aves de diferentes especies que pertenecen a los siguientes ordenes:
Passeriformes, Cuculiformes, Columbiformes y Psittaciformes, totalizando 185
muestras. Estas aves fueron capturadas en vida libre durante los meses de
febrero y marzo del 2015.

3.3.2. Método de Captura de Aves

Se realizd la captura de aves con redes de niebla de 12 m x 2.5 m ubicadas
en diferentes puntos de la granja, luego se procedi6 a la extraccion del ave
enredada en la red, determinando el lado de la red por donde entro y entre que
tensores estaba el ave, luego se realiz6 la sujecién por inmovilizacién manual que
dependi6 de que tan enredada estaba el ave, si la red estaba enredada alrededor
de la cabeza y el dorso se deslizo los dedos sobre el cuerpo y bajo las alas. Esto
normalmente implico tener el pulgar sujetado el pecho y los demas dedos
sujetando con cuidado el cuerpo por debajo de las alas (Ralph et al., 1996).

Con el ave firmemente sujeta en la mano izquierda, se liber6 una de las alas
retirando los hilos que estaban alrededor de la articulacidbn de la mufieca,
operando desde la parte inferior del ala. Una vez que un ala estuvo libre se deslizo
los dedos sobre ella, sujetandola contra el cuerpo del ave para evitar que aletee.
Se retir6 los hilos que queden alrededor del cuello, operando desde la nuca hacia
delante, de la misma manera que uno se quita una camiseta. Se aseguré que el
pico se encuentre sujeto por el pulgar a fin de proteger el cuello del ave cuando se
pasa la red por encima de la cabeza y se procedi6 a liberar la otra ala y finaimente
se retir6 el ave en direcciéon opuesta a la red (Ralph et al., 1996). Luego se
procedié a introducirlas en bolsas de tela individuales y se transportaron al area
donde se tomo la muestra, aqui se sacé el ave, se inmovilizo y se identificé la
especie mediante nombre cientifico de cada ejemplar segun lo describe
Schulenberg et al. (2010), tomando en cuenta la descripcién de caracteristicas
generales y mapas de distribucién geografica de cada grupo de especies de aves
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que han sido registradas en Perl. Luego se tomé la muestra y se marcé al ave
cortando la punta de una de las plumas secundarias y se liber6 al animal.

3.3.3. Toma de muestra y transporte

El muestro se realiz6 a través de un hisopado cloacal. Se usé un hisopo estéril
el cual fue rotado ligeramente por 15 segundos aproximadamente con la finalidad
de establecer un mayor contacto con la mucosa cloacal. Una vez tomada la
muestra el hisopo fue introducido en tubos falcon con medio de transporte
bacteriano Stuart (Merck), y transportado en un cooler con gel refrigerante
manteniéndolo a una temperatura de 4°C aproximadamente hasta llegar al
laboratorio de microbiologia de la Universidad Cientifica Del Sur.

3.4. Fase Analitica
3.4.1. Aislamiento e identificacién de Salmonella spp.
Enriquecimiento Selectivo

Se realizd un enriquecimiento temprano para el cual se usé caldo Rappaport-
Vassiliadis en donde se inoculd el hisopo y se dejé incubar a 41°C por 24 horas.
Posterior a esto se realizé un enriquecimiento tardio y se dejé6 incubar por 5 dias a
temperatura ambiente.

Siembra en placas

Se resuspendid los caldos de enriquecimiento Rappaport -Vassiliadis,
tomandose una muestra con un ansa en aro para realizar el sembrado por
agotamiento en un medio sélido especifico como Agar Xilosa Lisina Desoxicolato
(XLD) y luego se incubo a 37°C por 24 horas.

Luego de la incubacion los cultivos se clasificaron en colonias negativas y
sospechosas a Salmonella spp. considerando que estas colonias presentaban
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centro negro debido a la produccién de sulfhidrilo. Una vez elegida la colonia
sospechosa se procedi6 a realizar la identificacion por pruebas bioquimicas.

3.4.2. Identificacion bioquimica

Para la identificacién bioquimica de las colonias sospechosas se usaron las
siguientes pruebas y medios en los que fueron sembrados: Prueba de Catalasa,
Prueba de Oxidasa, Triple Azucar Hierro (TSI), Citrato Simmons, Agar Lisina
Hierro (LIA), Sulfuro Indol Motilidad (SIM) y Caldo Urea. Fueron llevadas a
incubacién a 37°C por 24 horas, siguiendo los procedimientos utilizados en el
formato de instrucciones de la técnica de identificacién bioquimica bacteriana del
Instituto Nacional de Salud (Caffer y Terragno, 2001).

Estas pruebas bioquimicas se utilizaron para confirmar las colonias sospechosas
que presentan una morfologia compatible o caracteristicas bioquimicas
diferenciales (produccién de H,S), asi mismo se podrian identificar algunas
subespecies porque presentan caracteristicas bioquimicas que las diferencian
entre si, sin embargo para saber especificamente la subespecie se tendria que
realizar pruebas bioquimicas mas especificas y pruebas serolégicas.
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V. RESULTADOS

En el presente estudio se muestrearon 185 aves silvestres de vida libre
de forma aleatoria usando redes de niebla y se capturé aves de 8 diferentes
especies (Cuadro 1.)

Cuadro 1. Porcentaje de aves silvestres capturadas para el estudio divididas

por especie (n=185).
‘Orden  Especie ~ Espécimen (n) Porcentaje (%)
Passeriforme  Passer domesticus 118 638
Volatinia jacarina 31 16.8
Troglodytes aedon 4 22
Pyrocephalus rubinus 2 1.1
. Molothrus bonariensis 1 0.5
‘Cuculiforme  Crofophaga sulcirostris 2 1.1
Columbiforme Columbina Cruzisna 24 12.9
‘Psittaciforme  Forpus coelestis 3 ‘ 16
SHRL , e R— e T
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4.1. Frecuencia de aislamientos de Salmonella spp.

Se aisl6 4.3% (8/185) cepas positivas a Salmonella spp. de un total de 185
muestras; Donde se aisld la bacteria en estudio 5.08% (6/118) de Passer
domesticus, 3.22 % (1/31) de Volatinia jacarina 'y 33.3% (1/3) de forpus coelestis;
en las demas especies en estudio no se aislé Salmonella spp.
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4.2. Frecuencia de enterobacterias

Si bien la identificacion de enterobacterias diferentes a Salmonella spp. no es un objetivo propuesto para este
trabajo, el tipo de enriquecimiento utilizado (Rappaport- Vassiliadis) y el agar (XLD) permiti6é la identificacién de otros
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géneros presentes en las muestras trabajadas, tal como se puede observar en el Cuadro 2 y 3.

Cuadro 2. Distribucion porcentual de aislamiento de enterobacterias usando el método de enriquecimiento

temprano y tardio.
Enriquecimiento Temprano Enriquecimiento tardio
n % IC 95% N % IC 95%

Salmonella spp

(4/185) 2.2 0.02 (7/185) 3.8 0.03
Citrobacter freundii (12/185) 6.5 0.04 (15/185) 8.1 0.04
Morganella morganii

(5/185) 2.7 0.02 (16/185) 8.7 0.04
Edwarsiella tarda

(1/185) 0.5 0.01 (4/185) 23 0.02
Proteus miriabilis

(0/185) 0 0.0 (1/185) 0.5 0.01
Proteus vulgaris

(0/185) 0 0.0 (11/185) 59 0.03
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Cuadro 3. Distribucion de aislamiento de enterobacterias en diferentes especies de aves silvestres de vida libre
(n=185).

Passer Volatinia Troglodytes | Pyrocephalus | Molothrus | Crotophaga Columbina Forpus Total
domesticus Jacarina aedon rubinus bonariensis | sulcirostris Cruziana coelestis
n % n % n % N % N % N % n % N % n N
monella (6/118) | 5.08 | (1/31) | 3.22 | (0/4) 0 (0/2) 0 (0/1) 0 (0/2) 0 (0/24) 0 (1/3) | 333 8 | 185
{ (10/118 | 8.5 (0/31) 0 (3/4) | 75 | (0/2) 0 (0/1) 0 (0/2) 0 | (10/24)  41.7 | (23) | 66.7 | 25 | 185
dii )
arsiella | (1/118) 0.9 (2/31) | 65 | (0/4) 0 (0/2) 0 (0/1) 0 (0/2) 0 (2/24) | 83 | (0/3) 0 5 | 185
arda
lla (2/118) ) (3/31) | 9.7 | (0/4) 0 (172) 50 (0/1) 0 (1/2) | 50 | (4/24) | 16.7 | (23) | 66.7 | 13 | 185
oteus (1/118) 0.9 (0/31) 0 (0/4) 0 (0/2) 0 0/1) 0 (0/2) 0 (0/24) 0 (0/3) 0 1 | 185
jriabilis
‘ (5/118) | 4.2 (4/31) | 12.9 | (0/4) 0 (172) 50 (0/1) 0 (0/2) 0 (1/24) | 4.2 | (0/3) 0 11 | 185
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V. DISCUSION

El presente estudio, determind como muestras positivas a Salmonella
spp. al 4.32 % (8/185) de aves silvestres de vida libre a partir de hisopado cloacal
e identificacion bioquimica. Dichos aislados proceden de 3 diferentes especies de
aves que habitaban alrededor de una granja de cuyes de crianza intensiva,
representando el 5.08% (6/118) de Passer domesticus, 3.22 %(1/31) de Volatinia
jacarina y 33.3% (1/3) de forpus coelestis (Cuadro. 3). Otro estudio, reporto una
frecuencia de Salmonella spp. al 15% (9/60) de Passer domesticus en Canada
(Tizard et al. 1979). Cizek et al. (1994) aislaron 22.6% (7/30) muestras positivas a
Salmonella spp. de Passer domesticus cerca de un establo de vacas en Republica
Checa. Refsum et al. (2002) reportaron la presencia de Salmonella spp. en un 4%
de Passer domesticus a través sus carcasas desde 1969 hasta el 2000 en
Noruega. Andrés et al. (2012) reportaron la presencia de Salmonella spp. al 1%
(15/1502) en aves silvestres que habitaban lejos de una granja y muestras
positivas en 4.3 % (66/1502) de aves silvestres que habitaban cerca de una granja
porcina, a través de electroforesis en gel de campo pulsado y fagotipificacion en
Espafia. Braconaro (2012) reporto muestras negativas a Salmonella spp. (0/253)
de Paseriformes incluyendo la especie Volatinia jacarina. Vilela et al. (2012)
reportaron Salmonella spp. con una frecuencia de 0.04% (1/228) de Passer
domesticus ,colectadas en 8 granjas (4 granjas de pollos de engorde, 3 establos
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ganaderos y 1 de granja de ponedoras) a partir de aislamiento bacteriano en
Brasil. No se ha reportado aislamiento de Salmonella spp. en Forpus coelestis.

Segln los estudios previos mencionados, reportaron una frecuencia de Salmonella
spp. que oscila entre 0.04 % a mas de 20% en aves silvestres, esta variacion va a
depender de ciertos factores que faciliten la transmision entre aves ya sea por
hacinamiento en estaciones de alimentacion, contacto con granjas que tienen una
mala bioseguridad y una circulacién significativa de Salmonella spp., muertes
subitas de aves silvestres o aves en rehabilitacion (Skov et al. 2008; Clare et al.
2009; Andrés et al. 2012). Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan
con los estudios mencionados ya que la frecuencia de Salmonella spp. esta en el
rango estimado y los estudios de Cizek ef al. (1994), Andrés ef al. (2012), Vilela et
al. (2012), fueron llevados a cabo alrededor de granjas de crianza intensiva de
porcinos, vacas y pollos; sin embargo, hay una diferencia en el tipo de
procesamiento de muestra ya que para el aislamiento bacteriano en la fase de
enriquecimiento Tizard et al.(1979), Refsum et al. (2002) y Braconaro (2012),
usaron otros caldos selectivos (tetrationato y selenito) y agar (Mac conkey, Verde
brillante, entre otros); por su parte Refsum et al. (2002) aislaron Salmonella spp.
de aves muertas y Andrés et al. (2012), usaron técnicas moleculares.

El estudio del rol de aves silvestres de vida libre desde el punto de vista
epidemiolégico, permite determinar y conocer que especies de aves silvestres
pueden ser consideradas como posible factor de riesgo en la diseminacién de
agentes patégenos ya sean bacterianos, virales o fungicos ya que las aves
silvestres también son susceptibles a muchas enfermedades comunes a los seres
humanos y animales domésticos durante todas las etapas de su ciclo de vida,
considerandose a algunas especies de aves silvestres como reservorios naturales
de algunos patégenos generando una importancia en la aparicion de nuevas
enfermedades infecciosas en vida silvestre y posible amenaza potencial como
zoonosis (Skov et al. 2008; Clare et al. 2009; Foti ef al. 2011,).Como el virus de la
influenza aviar, Newcastle, Chlamydophila pssittaci, Anaplasma phagocytophilum,
Mycobacterium avium, Candida spp. , Borrelia burgdorferi, entre otras; Siendo las
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Enterobacterias como Salmonella spp. y Escherichia Coli (enterotoxica y
verotoxica) las mas importantes debido a que tiene cepas resistentes a antibiéticos
y caracter zoonético(Clare et al., 2009 ; Foti et al., 2011).

La diseminacién de estos microorganismo patdégenos depende de varios factores
bidticos y abidticos que van a afectar la supervivencia de los microorganismos en
el ecosistema de la zona geografica como la relacion de sinantropia de algunas
aves de comportamiento gregario y alimentacién oportunista generando un
comensalismo obligatorio como es el caso de Passer domesticus, siendo la
especie mas estudiada debido a su distribucion mundial y que ha sido introducida
a varios paises incluyendo Perli (Koepcke ,1952 ; Marzluff et al., 2001). Por esta
razén, la mayoria de aves capturadas en este estudio fue de Passer domesticus y
parecen estar en mayor riesgo de infeccion ya que normalmente viven en grupos
en los que pueden transmitirse Salmonella spp. via oro fecal teniendo en cuenta
que su alimentacion principal esta constituida por granos e insectos y tienen la
caracteristica de construir sus nidos en los rincones y ranuras de los techados de
casas y granjas, teniendo la oportunidad de entrar a los galpones contaminando
los suministros de agua y alimentos si no se tiene un adecuado control de
vectores (Koepcke,1952; Mirzaie et al, 2010). Por otro lado Stewart y Birch
(2000), reportaron en esta especie la transmision por via cloacal de algunos
enteropatégenos incluyendo Salmonella spp. ya que la cloaca aviar tiene dos
funciones tanto de excrecién y transferencia de gametos.

La migracién de aves también puede influenciar en la diseminacién de algunos
patogenos al llegar a sitios donde encuentra alimentos y se reproducen,
aumentando el grado de hacinamiento y asi la probabilidad de transmision de
patégenos entre hospederos infectados y susceptibles (Clare et al., 2009).

Otros estudios como el de Skov et al. (2008) reportaron que las aves no
migratorias es decir sedentarias o residentes como Passer domesticus pueden
presentar una alta frecuencia de muestras positivas a Salmonella spp. al igual que
una ave migratoria de largas distancias. Esta similitud es posible ya que esta
especie es residente todo el afio debido a que depende de los recursos que le
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ofrecen las actividades humanas, y en relacién al presente estudio, todos los
recursos que las granjas le brindan como alimento permanente. Asi mismo las
especies Volatinia jacarina, Troglodytes aedon, Molothrus bonariensis, Crotophaga
sulcirostris, Columbina cruziana y Pyrocephalus rubinus también son especies
residentes durante todo el afio a lo largo de toda la costa peruana (Schulenberg et
al., 2010; Birdlife Data base, 2016). En cambio Forpus coelestis es residente en el
noroeste y parte media del valle del marafién del Peru ( Schulenberg et al., 2010),
sin embargo en lima también se puede encontrar poblaciones silvestres de
Forpus coelestis considerandose una especie introducida debido al trafico ilegal ,
el cual al ser extraido y movilizado para su comercializacion transporta consigo
todos los componentes de su microflora que pueden ser consideradas como
potenciales patdgenos introduciéndolas en nuevas areas geograficas y en otras
poblaciones.

El aislamiento de Salmonella spp. se da principalmente por técnicas
microbiolégicos, el cual consiste en el uso de un preenriquecimiento y medios
selectivos ; sin embargo, en este estudio no se realizé el preenrquecimiento ya
que favoreceria el sobrecrecimiento de la flora acompafante e inhibiria el
crecimiento de Salmonella spp. Por ello para este estudio se opté por usar un
caldo de enriquecimiento selectivo (Rappaport-Vassiliadis), y se usé6 la técnica de
un enriquecimiento estandar y otro tardio, buscando beneficiar e incrementar la
tasa de recuperacién de esta bacteria ya que en aves silvestres el aislamiento de
Salmonella spp. es baja (Nietfeld et al., 1998; Rybolt et al., 2004, OIE, 2008).

Se obtuvo por enriquecimiento estandar 2.2% (4/185) de muestras positivas a
Salmonella spp. y un 3.8% (7/185) muestras positivas mediante el enriquecimiento
tardio (Cuadro 2.). Esta técnica de enriquecimiento tardio generalmente se usa en
granjas avicolas, segun lo descrito por Waltman et al. (1991) usaron el
enriquecimiento tardio y aislaron Salmonella spp. en un 64% en aves de corral.
Nierfeld et al. (1998) compararon que el enriquecimiento tardio con caldo
rappaport —Vassiliadis era superior a los otros caldos de enriquecimiento
selectivos para Salmonella a partir de hisopados rectales en cerdos y se obtuvo un
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7.5% (42/560) de muestras positivas con el método estandar de 24 horas y un
18.6% (104/560) de muestras positivas con el enriquecimiento tardio después de 5
dias.

Asi mismo, este método de enriquecimiento tardioc ha sido usado para el
aislamiento de Salmonella en animales silvestres como aves de vida libre. Khidhir
y Aref (2010) a partir de hisopados cloacales en aves silvestres obtuvieron 1.4%
(2/136) muestras positivas a Salmonella spp. con enriquecimiento tardio después
de 5 dias y en reptiles, Meza (2015) muestreo tortugas Trachemys sp. y obtuvo
5.9% (4/67) de muestras positivas a Salmonella spp.,de las cuales dos cepas
adicionales fueron aisladas con el enriquecimiento tardio. De esta manera
podemos afirmar que este método de enriquecimiento tardio es muy util para el
aislamiento de esta bacteria  permitiéndonos una mejor recuperacién y
multiplicacién de cepas de Salmonella spp., y asi nos ayuda a tener una vigilancia
epidemiolégica adecuada de las infecciones de este patégeno.

Por otro lado, también se identificé enterobacterias diferentes a Salmonella spp. ,
ya que el tipo de enriquecimiento (Rappaport- Vassiliadis) y el agar (XLD) permitié
el aislamiento de otros géneros presentes en las muestras trabajadas como:
Citrobacter freundii 13.5%(25/185), Morganella morganii 7.03 %(13/185),
Edwarsiella tarda 2.7% (5/185) ,Proteus miriabilis 0.5%(1/185) y Proteus vulgaris
5.9%(11/185) (Cuadro 3.). Segun, Caffer y Terragno (2001), mencionan que
algunas cepas de Salmonella spp. se pueden confundir con otras enterobacterias
como Citrobacter freundii, Proteus miriabilis, Proteus vulgaris, Edwarsiella tarda y
Morganella morganii, debido a que también son enterobacterias con
caracteristicas bioquimicas similares tales como producir sulfhidrilo y también se
pueden encontrar en la flora bacteriana normal considerandose como patdgenos
oportunistas. Por este motivo estan incluidas como diagnésticos diferenciales, ya
que al sembrarlas en el agar XLD (Xilosa-lisina-Desoxilato) van a crecer como
colonias sospechosas de color negro.

Finalmente, la prevalencia de Salmonella en aves silvestres de vida libre varia
entre los diferentes estudios y no es posible determinar si la variacion es el
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resultado de diferentes métodos de muestro y disefio de estudio aplicativo o si
refleja una diferencia significativa en la prevalencia de la enfermedad entre
diferentes paises.
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Vi. CONCLUSIONES

- Se aislé muestras positivas a Salmonella spp. en un 5.4 % mediante hisopado
cloacal en 3 diferentes especies de aves silvestres de vida libre, representando el
4.32% (8/185) de Passer domesticus, 3.22 %(1/31) de Volatinia jacarina y 33.3%
(1/3) de Forpus coelestis.

- El enriquecimiento tardio aumenta los niveles de aislamiento de cepas de
Salmonella spp. a partir de muestras clinicas.
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Vil. RECOMENDACIONES

- Realizar muestreos periédicos de las aves silvestres y animales de
produccion (cuyes) para una mejor evaluacién de la prevalencia y
permanencia de Salmonella spp.

- Mejorar los niveles de bioseguridad, a nivel de infraestructura poniendo
mallas que impidan el ingreso de aves silvestres al galpén y controlar el
ingreso y salida del personal.
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