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INTRODUCCION

Con el fin de garantizar una produccion de alimentos segura y sostenible, con el correr de
los afios se ha tendido a la cria de animales controlada. La constante optimizacion de las técnicas
de reproduccion y el aumento de la eficiencia de la produccion ha llevado a la reduccion
significativa del precio de la carne y de los productos lacteos a lo largo de los afios, proporcionando
un acceso mas amplio a los productos derivados de animales en paises donde no se consumian
tradicionalmente (Pretty et al. 2003). Por lo tanto, existe un interés creciente en reducir los costos
de produccion y garantizar una mayor seguridad y calidad para los consumidores, mejorando el
bienestar animal. En este contexto, es particularmente importante reducir las enfermedades en la
produccion animal, especialmente aquellas que tienen potencial zoonotico. Las enfermedades
gastrointestinales son comunes en las aves de produccion, y su incidencia ha aumentado en la
industria agricola a gran escala debido a las practicas intensivas. Este tipo de cria facilita la rapida
propagacion de las infecciones entre los animales (Hampson et al. 2013). Los trastornos
gastrointestinales en los establecimientos avicolas confinados a menudo resultan de la
colonizacion del tracto gastrointestinal por diversos microorganismos patégenos (Ghorbani-Dalini
et al. 2011) que produce un impacto negativo en los indices productivos, entre estos, Brachyspira
spp. €s un agente emergente, que induce espiroquetosis intestinal, este patdogeno ademads de ser

emergente causa infecciones en varias especies incluidas las aves (Jansson et al. 2011).



EL GENERO BRACHYSPIRA

Las espiroquetas intestinales del genero Brachyspira (etimologia Gr. Brachy 'corto' y
speira 'bobina') son bacterias anaerobias, tolerantes al oxigeno, Gram-negativas, que tienen forma
espiralada, y colonizan el revestimiento de las c€lulas epiteliales del tracto intestinal de algunos
mamiferos y aves (Jansson, 2009) El género Brachyspira actualmente incluye siete especies que

se encuentran en la nomenclatura, y seis especies propuestas provisionalmente por Jansson, 2009.

Especies. Hospedadores. Referencia.
Brachyspira aalborgi Humano y primates no humanos. | Hovind-Haugen et al., 1982.
Brachyspira hyodysenteriae Cerdo, rata, raton, fianda comtn, | Taylor y Alexander, 1971;Harris

pato silvestre, pollo y ganso. etal., 1972.
Brachyspira innocens Cerdo, perro, caballo y pollo. Kinyon y Harris, 1979

Stanton et al., 1992.

Brachyspira pilosicoli Multiples especies® Trott et al., 1996b.
Brachyspira intermedia Cerdo y pollo. Stanton et al., 1997.
Brachyspira murdochii Cerdo, pollo y rata. Stanton et al., 1997.
Brachyspira alvinipulli Pollo, gallina doméstica, pato Stanton et al., 1998.

serrucho (Mergus serrator) y

perro.
‘ Brachyspira canis’ Perro. Duhamel et al., 1998.
‘ Brachyspira pulli’ Pollo y perro. Stephens and Hampson, 1999.
‘ Brachyspira ibaraki’ Humano. Tachibana et al., 2003.
‘ Brachyspira christiani’ Humano. Jensen et al., 2001.
‘ Brachyspira suanatina’ Cerdo y pato silvestre. Jansson, 2009.
‘ Brachyspira corvi’ Grajilla, corneja y graja. Jansson, 2009.

“Las especies entre comillas no estan validadas / reconocidas.; ® hospedadores: cerdo, perro,
caballo, primates no humanos, humano, pollo, faisan, perdiz gris, aves de agua salvaje, fiandu
comun.

Con los afos, ha habido una considerable confusion taxondmica. Originalmente,
Brachyspira hyodysenteriae se describié como un microorganismo similar al vibrion (Vibrio coli)
(Lussier, 1962). Una década mas tarde, se demostrd que cumplia los postulados de Koch, y se
identificé como una espiroqueta y se le cambid el nombre a Treponema hyodysenteriae (Taylor y
Alexander, 1971; Harris et al.,, 1972). Inicialmente, este nombre se utilizd6 para todas las
espiroquetas intestinales aisladas de cerdos independientemente de las propiedades fenotipicas y
la patogenicidad. Mas tarde, una especie débilmente hemolitica, aparentemente no patdgena
presente en las heces de cerdo, se caracterizo y se denomind 7Treponema innocens (Kinyon y Harris
1979). Luego se demostrd que estas especies estaban genéticamente relacionadas entre si, pero

distantes al género Treponema, y por lo tanto, fueron reclasificadas en un nuevo género Serpula



(del Latin 'pequeiia serpiente') (Paster et al., 1991, Stanton et al., 1991), que pronto cambio6 a
Serpulina (Stanton, 1992).

En 1996, otra espiroqueta, previamente propuesta como Anguillina coli (Lee et al., 1993),
se agregd al género Serpulina como Serpulina pilosicoli (Trott et al., 1996¢), y pronto fue seguida
por descripciones de Serpulina intermedia y Serpulina murdochii (Stanton et al., 1997). Serpulina
hyodysenteriae, Serpulina innocens y Serpulina pilosicoli se unificaron posteriormente con una
espiroqueta aislada previamente de un paciente humano, Brachyspira aalborgi, en un género
comun (Brachyspira) (Ochiai et al., 1997). El nuevo nombre del género se agregé como nota al
pie de la descripcion de Serpulina alvinipulli (Stanton et al., 1998). En 2006, Serpulina intermedia
y Serpulina murdochii se unificaron oficialmente con el género Brachyspira (Hampson y La,

2006).

BRACHYSPIRA SPP. EN MAMIFEROS

Todas las especies pertenecientes al género Brachyspira spp. colonizan el tracto intestinal
de mamiferos y/o aves. Ademas, se han informado varias espiroquetas intestinales no identificadas
en mamiferos como cobayos, zarigiieyas norteamericanas, mapaches, ratones caseros, ratones de

campo, nutria, conejos, voles, ganado y venado sika (Jansson, 2009).

Brachyspira hyodysenteriae y Brachyspira pilosicoli causan enfermedades en cerdos. La
disenteria porcina, causada por Brachyspira hyodysenteriae, es una enfermedad diarreica muco-
hemorragica grave que afecta a cerdos (Hampson et al., 2006b). Las bacterias colonizan el ciego,
el colon y el recto. Las pérdidas econdmicas son causadas por el aumento de la mortalidad, la
reduccion del crecimiento, la mala conversion de alimentos y los gastos en medicacion. Los cerdos
se infectan por la ingestion de heces de animales enfermos o de un portador clinicamente sano

(Jansson, 2009).

Brachyspira pilosicoli es el agente causal de espiroquetosis intestinal porcina,
produciendo una tiflocolitis de leve a moderada (Hampson y Duhamel, 2006). A menudo afecta a
los cerdos unas semanas después del destete. Brachyspira innocens y Brachyspira murdochii se
consideran no patdégenos en cerdos, mientras que el potencial enteropatogeno de Brachyspira

intermedia es un tema un tanto controvertido (Hampson et al., 2006b).



LA ESPIROQUETOSIS INTESTINAL HUMANA

Brachyspira pilosicoli, Brachyspira aalborgi y otras espiroquetas ain no caracterizadas
colonizan el intestino grueso humano, lo que se conoce como espiroquetosis intestinal humana.
Las espiroquetas intestinales se han implicado como causas de colitis con diarrea croénica,
sangrado rectal, dolor abdominal y crecimiento retardado. Se sabe que la espiroquemia por
Brachyspira pilosicoli ocurre en pacientes debilitados (Trott et al., 1997). Brachyspira pilosicoli
muestra una alta prevalencia (21-64%) en paises en vias de desarrollo, y personas con VIH en las
sociedades occidentales, mientras que la incidencia de Brachyspira aalborgi es menor (5.6-7.9%
en las poblaciones australianas) y parece estar menos afectada por las estructuras sociales y la

etnicidad (Mikosza y Hampson, 2001; Brooke et al., 2006).

Los pollos y cerdos han sido colonizados con éxito por cepas de Brachyspira pilosicoli
originadas en humanos, cerdos y perros (Trott et al., 1996a). Los resultados de la electroforesis de
enzimas multilocus (MEE) y la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) en aislados de una
variedad de especies animales, incluidos los humanos, muestran que Brachyspira pilosicoli parece
carecer de especificidad de huésped, lo que sugiere la posibilidad de transferencia zoondtica (Trott

et al., 1998; Hampson et al., 2006a).

BRACHYSPIRA SPP. EN AVES

El término espiroquetosis intestinal aviar (EIA) se usa a menudo en asociacion con la
colonizacion de espiroquetas intestinales en aves (Swayne y McLaren, 1997). Dado que la
definicion de “espiroquetosis aviar” varia, y como puede confundirse con la espiroquetosis
causada por Borrelia anserina, no se hara uso de dicho término en este trabajo, por lo que se usara

“espiroquetosis intestinal aviar”.

Los primeros relatos de espiroquetas intestinales en aves incluian descripciones
morfologicas de urogallo rojo (Lagopus lagopus scoticus), pollos (Gallus gallus), pavos
(Meleagris gallopavo) y faisanes (Phasianus colchicus) (Fantham, 1910; Harris, 1930; Mathey y
Zander, 1955). En 1986, se aislaron espiroquetas intestinales de pollos y se sugirio, por primera

vez, una asociacion con la enfermedad entérica (Davelaar et al., 1986).



Numerosos informes de casos y estudios de campo sugieren conjuntamente una asociacion
entre la colonizacion de Brachyspira spp. y enfermedad intestinal, por ende, pérdidas de
produccién en pollos (Davelaar et al., 1986; Griffiths et al., 1987; Swayne et al., 1992, Trampel et
al., 1994; Stephens y Hampson, 1999; Burch et al., 2006; Bano et al., 2008; Feberwee et al., 2008).
En la actualidad hay trabajos de investigacion en los que se ha encontrado evidencia que demuestra
asociacion entre la colonizacion por parte de Brachyspira alvinipulli, Brachyspira pilosicoli,
Brachyspira infermedia y la aparicion de espiroquetosis intestinal aviar. (Swayne et al., 1995;

Stephens y Hampson, 2002a; Hampson et al., 2002).

Por otra parte, Brachyspira hyodysenteriae infecta naturalmente y causa tiflocolitis en el
fiandt (Rhea americana) (Jensen et al., 1996). También se aislé Brachyspira hyodysenteriae de
&nades reales (4Anas platyrhynchosen) en Suecia (Jansson et al., 2004). Un informe menciona el
aislamiento de Brachyspira hyodysenteriae en aves de corral en Holanda (Weagenaar et al., 2003).
Ademas, se informaron aislamientos de Brachyspira hyodysenteriae de gallinas ponedoras en el
Reino Unido (Thomson et al., 2007). Los pocos estudios realizados muestran claramente que
Brachyspira hyodysenteriae tiene potencial patogénico en gallinas ponedoras, pero faltan mas
ensayos que demuestren que esta especie pueda producir EIA. Otras especies de Brachyspiras se

consideran, actualmente, no patogenas en aves de corral. (Feberwee et al., 2007).

La colonizacién de pollos por Brachyspira spp. Se ha informado de muchas partes del
mundo, incluyendo Europa (Bélgica, Finlandia, los Paises Bajos, Italia, Polonia, Suecia, el Reino
Unido, la antigua Yugoslavia), los Estados Unidos, México, Iran y Australia. (Davelaar et al.,
1986 Griffiths et al., 1987; Swayne et al., 1992; Trampel et al., 1994; McLaren et al., 1996;
Stephens y Hampson, 1999; Jansson et al., 2001; Kizerwetter-Swida et al., 2005; Thomson et al.,
2007; Razmyar et al., 2007; Skrzypczak et al., 2007; Corona-Barrera et al., 2007; Bano et al.,
2008). Estudios mas recientes confirman la presencia de EIA en Latinoamérica, mas
especificamente en Colombia (Alvarez et al., 2009) y en Brasil (Goulart., 2018). En argentina se
ha informado la presencia de Brachyspira pilosicoli, mediante pruebas bioquimicas en una granja
cercana a la ciudad de rio cuarto, en un estudio realizado por el departamento de patologia animal

de la UNRC (Illanes et al., 2016).



SIGNOS CLINICOS Y LESIONES EN GALLINAS PONEDORAS

Los signos clinicos incluyen diarrea o excrementos hiimedos, zona perianal manchada,
cama humeda, manchas fecales en cascaras de huevo, aumento del contenido de grasa fecal,
reduccion de la conversion alimenticia, reduccion aproximada del 5-10% de la produccion de
huevos, retraso en el inicio de la puesta de huevos, retraso del crecimiento, disminucion del peso
del huevo, mala calidad del cascarén y aumento de la mortalidad. Se inform6 un crecimiento
reducido y una mala digestion de alimento en pollos de engorde negativos en cultivo de
Brachyspira nacidos de huevos producidos por padres colonizados por Brachyspira (Smit et al.,
1998). Este cuadro clinico puede variar dependiendo del estado inmunologico de las aves y el
estado sanitario del plantel. Las figuras siguientes muestran algunos de los signos clinicos mas

relevantes en gallinas ponedoras.

Figuras 1 y 2: Coloracion fecal de la cascara de huevo (izquierda). Figuras 3 y 4: Anormalidades
en la formacion de la cascara: “huevos en farfara”. (imagen de D. Basconi).




Los hallazgos post mortem no son muy significativos, en algunos casos se puede apreciar
contenido cecal normal o amarillento, de aspecto espumoso, puede o no apreciarse la tiflitis. A la
histopatologia, las alteraciones son leves, y se caracterizan por hiperplasia de las criptas, erosion
epitelial, y el aumento del nimero de células caliciformes. Ademas, de leve a moderada

infiltracion de macrofagos y heterofilos en la lamina propia. (Feberwee.,2008).

Figura N°5: Aspecto luminal de un ciego de una gallina
ponedora de un lote colonizado por B. Intermedia y por
B. Innocens. (imagen de Jansson, 2009)

Figura N°6: Contenido cecal' de una gallina ponedora
proveniente de un lote colonizado por B. Intermedia, B.
Innocens 'y B. Murdochii. (imagen de Jansson, 2009)

FORMAS DE PRESENTACION Y FACTORES DE RIESGO

Los estudios de campo indican que la colonizacién es generalizada entre las gallinas
ponedoras y las parvadas reproductoras de pollos de engorde, pero es un evento raro en pollos de
engorde. Solo se ha documentado un caso de campo en estos ultimos (Dwars et al., 1990).
Especulativamente, la edad temprana, la aplicacion de rutinas de bioseguridad y el uso de
coccidiostaticos iondforos y alimentos medicados para la promocion del crecimiento pueden
explicar los resultados. La prevalencia dentro de la parvada en pollos varia de 10-100% (McLaren

et al., 1996; Stephens y Hampson, 1999; Bano et al., 2008).



La fuente de Brachyspira spp. en las granjas avicolas no ha sido identificada. La infeccion
cruzada entre bandadas en la misma granja ocurre probablemente por la transmision indirecta por
los cuidadores de animales o el equipo contaminado, y posiblemente por las moscas o los roedores

(Joens y Kinyon, 1982; Phillips et al., 2005).

Figura N° 7: Imagen tomada en un aviario cercano a ciudad de Rio Cuarto, en la que se observan
cerdos dentro del galpon donde se alojan las aves, propiciando condiciones ideales para la
transmision de Brachyspira spp. (imagen de D. Basconi)

Se encontrd una asociacion significativa entre el tipo de eliminacion del guano y la
colonizacion, las gallinas en galpones con fosas profundas tienen mayor riesgo que las de galpones
con cintas transportadoras. El tamafio de la bandada no influyé en la colonizacion (Bano et al.,
2008). Se ha reportado una diferencia relacionada con la edad en la colonizacion de las gallinas
ponedoras, a mayor edad mayor es la prevalencia, en general las aves mas afectadas son aquellas
mayores a 40 semanas. (Stephens y Hampson, 1999; Jansson et al., 2001; Phillips et al., 2005;
Bano et al., 2008).

Para el control se debe aplicar limpieza y desinfeccion entre lotes de aves, rutinas estrictas
de bioseguridad y control de roedores para evitar la colonizacion y para evitar la transmision entre
las bandadas de pollos (Hampson y Swayne, 2008). Se han publicado informes de tratamiento
antimicrobiano con dimetridazol, 5-nitroimidazol, lincomicina, lincomicina / espectinomicina,

clortetraciclina, oxitetraciclina y tiamulina, pero con resultados variables (Griffiths et al., 1987;



Smit et al., 1998; Stephens y Hampson, 1999; Stephens y Hampson, 2002b; Burch et al., 2006).
La falta de productos con licencia apropiados y los largos tiempos de extraccion de los huevos

para el consumo humano a menudo restringen el uso de antimicrobianos en las aves de corral

(Jansson, 2009)

Un creciente numero de publicaciones actuales han informado sobre la presencia de
especies de Brachyspira en granjas de todo el mundo (Hampson et al., 2015). Esta observacion
podria deberse a varios parametros, como la prohibicion de la Unién Europea de 2006 sobre el
uso profilactico de antibioticos, la modificacion de la forma de alojamiento de los animales y,
finalmente, el desarrollo de métodos de deteccidn mejorados para este género especifico. Por lo
tanto, el impacto de esta enfermedad en el bienestar y la produccion de los animales es de gran
preocupacion para la industria avicola, lo que hace necesario plantear nuevas estrategias de

intervencion para reducir la propagacion del EIA (Le Roy et al., 2015)

Sélo unos pocos estudios han investigado el impacto de los probidticos a base de
Lactobacillus en Brachyspira pilosicoli, y la mayoria de ellos se han realizado in vitro. Se ha
demostrado que el &cido lactico secretado por lactobacilos tiene efectos similares a otros
compuestos acidos y desinfectantes en Brachyspira pilosicoli, por lo que el efecto bactericida esta
mediado por la desestabilizacion de la pared celular, lo que reduce la viabilidad bacteriana
(Bernardeau et al., 2009). Dos especies prometedoras de Lactobacillus para abordar la EIA son
Lactobacillus salivarius y Lactobacillus reuteri (EFSA, 2012). Los probioticos también pueden
ser utiles para prevenir la recaida de la infeccion que se observa a menudo con el EIA (Hampson

etal., 2015).

La disponibilidad de una vacuna eficaz seria muy beneficiosa, los primeros trabajos
experimentales ya se encuentran en desarrollo para obtener las primeras vacunas aviares contra la
EIA, principalmente contra Brachyspira pilosicoli dada su importancia por su potencial zoonético.

(La, T., Phillips, N. y Hampson. D., 2018).



DIAGNOSTICO

El diagnostico de laboratorio presenta ciertas dificultades. Los datos fenotipicos se han
usado durante mucho tiempo para la determinacién de especies de aislados de origen porcino
(Fellstrom y Gunnarsson, 1995; Hommez et al., 1998; Fellstrom et al., 1999). Las pruebas
fenotipicas y moleculares usadas en conjunto pueden diferenciar confiablemente la mayoria de los
aislados de porcino a nivel de especie. Sin embargo, los ejemplos de aislados porcinos con
fenotipos aberrantes / atipicos se estin acumulando en la literatura (Hommez et al., 1998,

Fellstrom et al., 1999; Thomson et al., 2001; Fossi et al., 2004).

Comparado con Brachyspira spp. en los cerdos, la situaciéon en los pollos es mas
complicada. Especies patogenas y supuestamente no patogenas de Brachyspira spp. Son, con raras
excepciones, débilmente B-hemoliticos y no se pueden diferenciar y separar confiablemente en
placas de agar, ademas las aves albergan un mayor niumero de especies diferentes de Brachyspiras
que los cerdos (McLaren et al., 1996, 1997; Feberwee et al., 2008). Es evidente que se necesitan
mas estudios para evaluar el uso de pruebas fenotipicas para Brachyspira spp. de aislado de pollos
y otras aves. Se sugiere que las pruebas fenotipicas pueden ser utiles como herramientas de

screening (Jansson et al., 2008)

La PCR se ha aplicado en estudios previos sobre cultivos primarios y heces para detectar
diversas especies de Brachyspiras en aves, pero tiene limitaciones importantes porque no se
pueden identificar todas las especies presentes en aves, y varios estudios indican falta de
sensibilidad y / o especificidad cuando se aplica a cepas aviares (Atyeo et al., 1999; Suriyaarachchi
et al., 2000). La mayoria de los PCR han sido disefiados para identificar cepas de Brachyspiras

porcinas o humanas (Jansson, 2009).

Las PCR (Polymerase Chain Reaction) pueden usarse en cultivos o en heces. Sin embargo,
la sensibilidad cuando se aplica a muestras fecales se ve obstaculizada debido a la presencia de
factores inhibidores (Lantz et al., 2000; Phillips et al., 2006). Se ha sugerido que el pH bajo y la
presencia de acido urico en las heces de pollo son particularmente problematicos (Phillips et al.,

2006).

Ademas, no hay PCR disponible para Brachyspira alvinipulli. Hasta hace muy poco, esta
especie solo habia sido reportada de una bandada de gallinas ponedoras en los Estados Unidos
(Stanton et al., 1998). Resultados recientes de Suecia, los Paises Bajos y el Reino Unido (Feberwee
et al., 2007; Jansson et al., 2007a; Thomson et al., 2007; Feberwee et al., 2008) indican que la

presencia de esta especie ha sido subestimada entre los pollos, y posiblemente también entre otras

10



especies de aves (Jansson et al., 2007b). En la actualidad, la inica forma de detectar Brachyspira
alvinipulli es mediante el uso de pruebas bioquimicas, y para su identificacion se requieren analisis
moleculares como MEE (multilocus enzyme electrophoresis) o la secuenciacion del gen 16S
rRNA o del gen nox. Claramente, se necesita invertir mas trabajo para diagnosticos de rutina

confiables de especies potencialmente patdgenas (Jansson, 2009).

Desde que se publico el primer informe sobre la colonizacion de espiroquetas intestinales
en aves en 1986, las actividades de investigacion en Australia, EE. UU. Y Europa nos han aportado
una comprension basica de los aspectos clinicos, epidemioldgicos y bacteriologicos. Sin embargo,
todavia hay muchas cosas que aprender sobre estas bacterias. Entre las principales causas de la
falta de informacion y el limitado interés entre los profesionales de la avicultura se encuentra la
naturaleza no especifica de los signos clinicos, y quizas lo mas importante, las dificultades de
diagnostico. Es solo durante los ultimos 10-15 afios que se han realizado intentos para identificar

las espiroquetas intestinales a nivel de especie.

Dado que la informacion a nivel mundial y nacional sobre el impacto de EIA en la
produccion avicola es escasa; el objetivo del presente estudio es dar inicio a una linea de
investigacion acerca de esta patologia al menos a nivel regional, determinar si el agente afecta a

las producciones regionales y que impacto produce sobre las mismas.
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OBJETIVOS GENERALES

Detectar la presencia de Brachyspira spp. y correlacionarla a los indices productivos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)-Detectar la presencia de Brachyspira spp. a partir de muestras de materia fecal.
2)- Se determinara por la técnica de PCR la especie de Brachyspira.

3)-Asociar la presencia de Brachyspira spp. en gallinas ponedoras con los indices productivos.

12



MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevé a cabo en un establecimiento de gallinas ponedoras ubicado en la ciudad
de Rio Cuarto, durante los meses de junio y julio. El mismo cuenta con 5 galpones. Dos de ellos
con capacidad de 3000 aves, y el resto con capacidad de 2000 - 2500 gallinas cada uno, distribuidas
por edad. Las gallinas, de la linea Hy-Line Brown, se obtienen de un dia de vida en la provincia
de Buenos Aires. Al llegar a la granja las pollitas son alojadas en galpones con temperatura y
humedad adecuadas hasta las 18 semanas de vida. A partir de ese momento se ubican en el galpon
donde pasaran su vida productiva (aproximadamente 2 afos de vida) y se colocan en jaulas. Las

jaulas alojan en promedio 2 aves en cada una.
A criterio del productor en la graja no se observaron sintomas compatibles con EIA.

En primera instancia se registraron las edades y numero de gallinas en los distintos

galpones, como asi también los planes sanitarios que se realizaron o realizaran.

Se escogid para el analisis el galpon que aloja las aves mas adultas con una capacidad
maxima de 2000 aves, al momento del muestreo contenia unas 1500 aves, de unas 110 semanas
de vida. Se recorri6 el galpon escogido para el muestreo para seleccionar los animales utilizados
en el ensayo. Para esto se selecciono a simple vista aquellos ejemplares que, o bien tenian signos
de diarrea o aquellos en los que la bandeja inferior de la jaula contenia heces diarreicas; de esta

manera se seleccionaron 52 ejemplares.

Las aves elegidas fueron apartadas en jaulas individuales dentro del mismo galpon. Tanto
las jaulas como los animales se identificaron numéricamente. Las bandejas inclinadas de la parte
inferior de las jaulas que alojaron las aves del ensayo, fueron limpiadas y desinfectadas, para evitar

que las heces se contaminen.
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Se le entrego al propietario del establecimiento las planillas de recoleccion de datos, como

la que se muestra a continuacion:

TeCna,
TIeve suee moeve anomar
datla, N N"Huevos [ eria fecal sangre Sin Cascara (::i IMuy chico 0
1
2
3
a
5
5]
7
8
9

Figura N° 8: planilla de recoleccion de datos.

Con estas planillas se buscé analizar el porcentaje de postura y la presencia de
alteraciones, por un lado, se recolecto informacion sobre el tipo de manchas que presentaron los
huevos colocados por el grupo estudiado; los tipos de manchas a buscar fueron de materia fecal
y/o sangre. Y por otro lado se analizaron la presencia de huevos anormales, para esta categoria se

buscaron huevos en farfara y huevos muy chicos (segtn el criterio del productor).

El propietario, tomo los datos productivos durante 9 dias, en este periodo 10 de las 52 aves
murieron, por ende, sus datos de postura fueron recolectados de manera incompleta o bien no se

obtuvieron datos.

Finalizada la recoleccion de datos por parte del propietario del establecimiento, se realizo
otra visita a la granja para recolectar las planillas completadas por el productor y proceder a la
toma de muestras de las heces de las gallinas. Los datos obtenidos por el productor en las planillas
fueron cargados a una panilla Microsoft Excel digital. Las pruebas estadisticas se realizaron con

la prueba de probabilidad exacta de Fisher online en www.socscistatistics.com.

De cada bandeja, se escogieron aquellas muestras que a simple vista contenian mas agua,
de este modo se tomaron cuatro muestras de heces de unos 5gr cada una. Estas se combinaron para
obtener un pool de 20gr. Cada uno de los pooles de materia fecal se enviaron en bolsas de nylon
identificadas, refrigeradas a 4° C para su procesamiento en el laboratorio del Departamento de

Patologia Animal, Facultad de Agronomia y Veterinaria, Universidad Nacional de Rio Cuarto.
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Las 42 aves que sobrevivieron durante todo el periodo del ensayo fueron trasladadas hasta
el Departamento de Patologia Animal, Facultad de Agronomia y Veterinaria, Universidad
Nacional de Rio Cuarto, donde fueron piadosamente sacrificadas, para su correspondiente
necropsia, en este procedimiento, se buscaron lesiones compatibles con EIA, en especial tiflitis, y

contenido espumoso en ciego.

Para el aislamiento, de las muestras de heces, se utilizaron medios de cultivo selectivos
(Agar base sangre -Oxo0id®- con 8% (v/v) de sangre equina desfibrinada y el agregado de
vancomicina, colistina y espectinomicina) y se incubaron en anaerobiosis (AnaeroGen -Ox0id®-
) a 37- 42°C durante 6-8 dias. De cada placa en las que se observd crecimiento se realizaron
extendidos en portaobjetos y se colorearan con Gram® para confirmar la presencia de estructuras
compatibles con espiroquetas. De cada cultivo en los que se observaron espiroquetas, se tomaron
dos muestras, una de ellas para procesar por la técnica de PCR y la otra para pruebas bioquimicas.
Estas ultimas fueron nuevamente sembradas en Agar base-sangre sin antibioticos con el fin de
purificar las cepas. La identificacion de especie de los aislamientos se realizaron en base a las
tabletas de identificacion bioquimica que incluyen prueba de indol, hidrdlisis del hipurato, oy

glucosidasa y a galactosidasa (DIATABS™, Rosco).
Las muestras para PCR se conservaron en medio selectivo a -70°C hasta su procesamiento.

Luego se utilizé una técnica de Duplex PCR para buscar o confirmar la presencia de
Brachyspira pilosicoli y Brachyspira hyodysenteriae. Los pasos que se siguieron para realizar el

Duplex PCR fueron:

PASO 1: Extracciéon de DNA.
La misma se realiz6 con un kit comercial DNAzol de Invitrogen.
PASO 2: Amplificacion.

Los primes utilizados fueron los descriptos por Feberwee et al., 2008 y por Rohde et al.,
2008. El ADN extraido sera sometido una Duplex PCR especifico para las especies B. pilosicoli
y B. hyodysenteriae.
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Los primers para B. pilosicoli amplifican una region del gen 16S rRNA de 823-bp.
Mientras que los primers para B. hyodysenteriae amplifican el gen nox (NADH oxidasa) una
region de 354-bp. Todas las reacciones seran realizadas en un termociclador, con la siguiente
configuracion de ciclos térmicos: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5°, seguidos por una
desnaturalizacion de 35 ciclos de 94°C durante 30°°, un anidamiento a 52°C durante 30’’, una

extension a 72°C durante 1°, seguidos por 72°C de extension final durante 7°.
PASO 3: Siembra y lectura

Todos los productos amplificados fueron sembrados en un gel de agarosa al 1% y corridos
en una cuba de electroforesis a 70 volts durante 30 minutos. Posteriormente se observaron en un

transiluminador UV.
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RESULTADOS

Para el ensayo, se seleccionaron 52 aves en total, de las cuales 10 murieron durante el
periodo en que se recolectaron los datos productivos; en las jaulas que contenian a dichos
animales, fueron colocados otros ajenos al ensayo, por ende, no se tomaron las muestras de las
bandejas de estas jaulas, por lo que se trabajo con los 42 restantes. La mortalidad de animales en
el grupo seleccionado fue del 19,2%. No se diagnostico la causa de muerte. De las 42 muestras,

en 28 se aislaron bacterias del genero Brachyspira. Las 14 restantes resultaron negativas.

De un total de 28 aislamientos positivos a Brachyspira spp, se determind, mediante

pruebas bioquimicas, que 27 correspondian a Brachyspira innocens y 1 a Brachyspira pilosicoli.

Se procesaron por la técnica de PCR siete muestras; la que resulto compatible con

Brachyspira pilosicoli mediante las pruebas bioquimicas y seis muestras mas.

Mediante la técnica de PCR se confirmo el aislamiento de Brachyspira pilosicoli de la
prueba bioquimica. Las restantes seis muestras resultaron negativas tanto a Brachyspira pilosicoli

como a Brachyspira hyodysenteriae.

La postura global del grupo estudiado fue del 65% (249 huevos en total), cumpliendo con
las expectativas de la linea genética, para las 110 semanas de edad. Incluso al analizar la postura

del grupo positivo se encontr6 una postura del 68%.

Al examinar las alteraciones en los huevos colocados por el grupo estudiado se encontro
que las tinicas dos alteraciones presentes fueron huevos manchados con materia fecal y huevos en

farfara. No se encontraron huevos manchados con sangre ni huevos muy chicos.
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Los animales que presentaron alglin tipo de alteracion en la postura, predominan en el

grupo de los positivos como bien se muestra en el grafico:

Relacion entre infeccion por Brachispyra spp. y cantidad de animales
con alteraciones en la calidad de los huevos.

28
26
24
22
20
18
16
14
12
10

oON B O

animales positivos animales negativos

B huevos normales M huevos alterados

De los 9 animales positivos que presentaron postura con alteraciones, 8 mostraron postura
con huevos en farfara y 1 con huevos manchados con materia fecal. De los 2 animales negativos
que presentaron postura con alteraciones en la calidad ambos mostraron huevos manchados con

materia fecal.

Mediante una prueba exacta de Fisher se demostrd que existe asociacion significativa
entre la colonizacion con Brachyspira spp. y la postura de huevos en farfara (P= 0,036). Pero no
se encontrd asociacion entre la colonizacion con Brachyspira spp. y la postura de huevos

manchados con materia fecal (P=0.2537).
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DISCUSION

Se analizaron 42 muestras, de las cuales 28 fueron positivas en el aislamiento para
Brachyspira sp., totalizando el 66,6 % de muestras positivas, un valor superior al 44% encontrado
por Illanes et al. (2016) en Argentina en gallinas ponedoras, y al 43,6% del trabajo de Goulart et
al. (2018) en Brasil, pero algo inferior al 68% encontrado en Australia por Stephens y Hampson
(2002) o el 72,4% en Italia por Bano et al. (2008). La diferencia hallada entre los trabajos
latinoamericanos y el presente estudio probablemente se deba al tipo de muestreo, siendo al azar

en aquellos primeros y dirigido a animales con diarrea en este ultimo.

En este estudio, como en anteriores (Stephens y Hampson, 1999; Stephens et al., 2005;
Feberwee et al., 2008; Bano et al., 2008) la colonizacion de un mismo galpon por varias especies

de Brachyspira fue algo comun.

La especie predominante fue Brachyspira innocens con 27 de 28 (96,4%) muestras
positivas a dicha especie. Y un aislamiento (3,6%) de Brachyspira pilosicoli. Estos valores difieren
de los encontrados por Bano et al. (2008) en Italia, donde el 13,8 % de los aislamientos fueron de
Brachyspira pilosicoli y 49,7 de Brachyspira innocens, aunque en ambos casos Brachyspira
innocens fue aislada en mayor proporcion que Brachyspira pilosicoli. En el estudio de Illanes et
al. (2016) en Argentina, se realizaron pruebas bioquimicas a 3 muestras, todas fueron identificadas
como Brachyspira pilosicoli. Goulart et al. (2018) reporta en Brasil aislamientos de Brachyspira

intermedia (4,5%), y de Brachyspira hyodysenteriae (11,8%).

Otra observacion importante fue el porcentaje de postura normal, incluso al analizar solo
el grupo positivo. Estos resultados concuerdan con el estudio de Amin et al. 2014. en donde
tampoco se encontrd asociacion significativa entre la colonizacion y la disminucion de postura.
Esta falta de asociacion se contrapone a la significativa asociacion hallada en otros estudios
(Davelaar et al., 1986; Griffiths et al., 1987; Swayne et al., 1992, Trampel et al., 1994; Stephens
and Hampson, 1999; Burch et al. 2006; Bano et al., 2008; Feberwee et al., 2008)., esta discrepancia
puede deberse a una serie de factores como ser el grado de colonizacion de los individuos, factor
que no se determino en el presente trabajo. Medir esto requeriria el uso de técnicas de diagndstico
como la PCR cuantitativa. Otro factor puede ser la especie implicada, como bien se determina en
el estudio de Bano et al., 2008 la asociacion entre la reduccion en la produccion de huevos y la
infeccion por Brachyspiras es significativa solo cuando se analizan las especies consideradas

patogenas.
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En el presente estudio se encontrd una asociacion significativa entre la colonizacion y la
postura de huevos con cascara ultra delgadas o en farfara. Se ha informado que varias
enfermedades afectan la calidad del huevo y la cascara del mismo; cualquier enfermedad que
comprometa la salud del ave puede producir huevos defectuosos y cascaras de huevo por medios
indirectos (Roberts et al., 2004). No se ha podido demostrar fehacientemente las causas de la
relacion entre la colonizacion por Brachyspira spp. y la colocacion de huevos en farfara. Dwars,
R.M., Davelaar, F.G. & Smit, H.F. (1993) proponen que, si bien la colonizacion y lesiones son a
nivel del ciego, esto puede mejorar la penetracion de sustancias toxicas presentes en la luz cecal.
Las sustancias toxicas absorbidas a través de la mucosa cecal podrian influir en la absorcion

intestinal, lo que daria lugar a deficiencias en la calidad tanto interna como externa del huevo.
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CONCLUSION

Dado que la mayoria de los animales de este estudio estaban colonizados por Brachyspira
innocens podemos asociar el signo de postura de huevos en farfara a esta especie. La mayor parte
de la bibliografia consultada concuerda que por si sola esta especie no produce signos clinicos.
Consideramos necesario realizar ensayos con esta especie en particular para replantear su falta de
patogenicidad. Como bien mencionan Stephens y Hampson (1999) en los cerdos, las especies
Brachyspira innocens y Brachyspira murdochii se consideran apatogenas, pero la situacion en las

aves de corral no es del todo clara.
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