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RESUMEN

El objetivo del estudio es evaluar la prevalencia y caracterizar molecular-
mente los aislamientos de Escherichia coli y Salmonella spp. en gallinas de
Guinea (Numida meleagris) en dos ranchos de los municipios de Villaflores
y La Trinitaria, Chiapas, México. Se muestrearon aleatoriamente un total de
23 guineas, de las cuales se tomaron muestras cloacales para la identificacion
bacteriana mediante medios selectivos, mientras que para la caracterizacion
molecular se analiz6 el gen rfbO157 (productor de toxina Shiga). El andlisis
de datos se realiz6 mediante prevalencia puntual. Los resultados mostraron
que no se encontr6 presencia de Salmonella spp. ni de Escherichia coli en las
guineas del rancho de La Trinitaria. En cuanto a las guineas muestreadas
en el rancho de Villaflores, tampoco se encontr6 presencia de Salmonella
spp., sin embargo, se encontr6 una prevalencia del 95% de Escherichia
coli. La caracterizacion molecular del 10% de las muestras de Escherichia
coli permiti6 identificar al serotipo O157:H7 (productor de toxina Shiga).
No se encontré prevalencia de Salmonella spp. en guineas; sin embargo, el
estudio demuestra que las gallinas de guinea son portadoras de Escherichia
coli O157:H7, por lo que es preciso seguir con estudios del impacto del
serotipo en la sanidad animal, asi como en la salud publica.
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— Abstract—

The objective of the study was to evaluate the prevalence and molecularly
characterize the isolates of Escherichia coli and Salmonella spp. in Guinea
fowl (Numida meleagris) in two ranches in the municipalities of Villaflores
and La Trinitaria, Chiapas, Mexico. A total of 23 guineas were randomly
sampled, from which cloacal samples were taken for bacterial identification
using selective media, while the rfbO157 gene (producer of Shiga toxin) was
analyzed for molecular characterization. Data analysis was carried out using
point prevalence. The results showed that no presence of Salmonella spp.
nor of Escherichia coli in the guineas of the La Trinitaria ranch. Regarding
the guineas sampled in the Villaflores ranch, no presence of Salmonella spp.
Was found, however, a 95% prevalence of Escherichia coli was found. The
molecular characterization of 10% of the Escherichia coli samples allowed
the identification of the serotype O157: H7 (producer of Shiga toxin). No
prevalence of Salmonella spp. in guineas; however, the study shows that
guinea fowl are carriers of Escherichia coli O157: H7, so it’s necessary to
continue with studies of the impact of the serotype on animal health, as
well as on public health.
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as aves de corral representan una de las principales fuentes de obtencion

de proteina de origen animal, por esta razon es comun encontrar dis-

tintas aves domeésticas bajo condiciones de traspatio, donde se observan
gallinas (Gallus gallus domesticus) y guajolotes (Meleagris gallopavo) principal-
mente, ademas de patos (Anas platyrhynchos domesticus), gansos (Anser anser)
y gallinas de Guinea (Numida meleagris) (Zaldivar-Pedroso, 2007).

En México, las guineas como especie exdtica ocupan un area aproximada
de 5,648 ha. (SEMARNAT, 2000), siendo reportadas principalmente en unidades
de manejo para la conservacion de vida silvestre (umas) de Coahuila,
Hidalgo y Nuevo Leon (Goméz-de Silva, et al., 2005).

En la actualidad, la gallina de Guinea ha tomado preferencia en el gusto
de las personas para su crianza, ya sea como ave de ornato o productora de
carne y/o huevo debido a su rusticidad y el poco manejo. Esta ave tiene su
origen en el centro y este africano, y aunque ya era conocida por griegos y
romanos, solo ha sido utilizada recientemente para la producciéon de carne
(Zaldivar-Pedroso, 2007). Entre las ventajas que ofrece la produccion de
gallinas de Guinea se encuentra su rusticidad y buena adaptacion a condi-
ciones adversas, cualidades que la convierten en una especie avicola efectiva
y novedosa para los productores de traspatio (Gomez-de Silva, et al., 2005;
Salgado, et al., 2011), aunque la informacion acerca de esta especie en cuanto
a la produccion es escasa, se conoce que es mantenida en algunas comunidades
del pais (Camas-Robles, et al., 2017).

Sin embargo, algunas enfermedades originadas por bacterias afectan
directamente a las aves, provocando una baja considerable respecto a la
produccion. La familia Enterobacteriaceae es la mas grande y heterogénea de
bacilos Gramnegativos con importancia en la salud humana y animal (Araujo-
Guerra, et al., 2019). Dentro de las enfermedades bacterianas mas comunes
se encuentran Salmonella spp. y Escherichia coli, 1as cuales afectan el tracto
intestinal del ave, provocando su muerte; adicionalmente, algunos serotipos
bacterianos pueden llegar al consumidor a través de la carne o los huevos,
generando un impacto negativo en la seguridad e inocuidad alimentaria
(Leotta, et al., 2005; Rincon-Acero, et al., 2011; Araujo-Guerra, et al., 2019).

Respecto a Escherichia coli, muchos serotipos han sido asociados con
el sindrome urémico hemolitico en humanos (Ochoa, et al., 2004 ), siendo
el serotipo O157:H7 su principal causante. Por otra parte, las infecciones por
Salmonella spp. se relacionan con enfermedades transmitidas por alimentos
contaminados (Rincon-Acero, et al., 2011) como la carne, que resultan
peligrosos cuando son mantenidos bajo circunstancias que favorecen su
multiplicacion, situacién que representa un grave problema de salud publica
(Bello-Pérez, et al., 1990; Mussaret, et al., 2006).

Si bien la crianza de gallinas de Guinea representa una alternativa
eficiente para la produccion de alimentos a pequefa escala, es importante

..E ESPACIO I+D, INNOVACION MAS DESARROLLO « Vol. x, N° 26, Febrero 2021 « ISSN: 2007-6703

163



PREVALENCIA Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE ESCHERICHIA COLI Y SALMONELLA SPP. EN GALLINAS DE GUINEA (NUMIDA MELEAGRIS) EN
DOS RANCHOS DE CHIAPAS, MEXICO

realizar estudios para identificar a los microorganismos que ponen en
riesgo la salud tanto del animal asi como del consumidor. Por tanto, el
objetivo del estudio fue evaluar la prevalencia y caracterizar molecular-
mente los aislamientos de Escherichia coli y Salmonella spp. en gallinas de
Guinea (Numida meleagris) en dos ranchos de los municipios de Villaflores
y La Trinitaria, Chiapas, México.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realiz6 en los ranchos de “Las Amazonas” del municipio
de Villaflores, Chiapas, localizado en las coordenadas geograficas 16° 13' 57"'N,
03° 15' 57"'0 y “Monte Calvario” del municipio de La Trinitaria, Chiapas,
localizado en las coordenadas geograficas 16° 7' 13"'N, 92° 2' 27"'O. La identi-
ficacion de bacterias, asi como su caracterizacion molecular, se realiz6 en el
Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (FMvz) de la Universidad Autonoma de Chiapas (UNACH).

Se utilizé un muestreo aleatorio sin reemplazo, seleccionando 30 %
de la poblacion total de aves en ambos ranchos. Se tomaron muestras por
hisopado cloacal de las guineas con apoyo del medio Stuart, posteriormente
se colocaron bajo refrigeracion a una temperatura de 4°C hasta su procesa-
miento. Las muestras se inocularon en cajas de Petri con los medios agar
Salmonella Shigella (MmcD Lab®) y Eosiona Azul de Metileno (McD Lab®)
para la identificacion de Salmonella spp. y Escherichia coli respectivamente.
Posteriormente se incubaron a 37°C durante 24 h; transcurrido este periodo,
se realiz¢ la identificacion de las bacterias, siendo positivas para Escherichia
coli cuando las colonias tomaban una coloracion verde fosforescente y para
Salmonella spp., cuando las colonias presentaban centros de coloracion
obscura. Consecutivamente se realizé una resiembra bacteriana, incubando
las muestras a una temperatura de 37°C durante 24 h, con la finalidad de
aislar las colonias positivas, posteriormente se trataron con un caldo de
Infusién Cerebro Corazén (McD Lab®), para evitar la muerte de las colonias
dentro del medio agar, posteriormente se homogenizaron con un agitador
tipo Vortex y se incubaron a 37°C durante 24 h, posterior al tiempo trans-
currido, se observo en las muestras una coloracion turbia indicando que las
colonias crecieron en el caldo; posteriormente, las muestras se inocularon
en agar Muller Hinton (McDp Lab®) y se incubaron a 37°C durante 24 h.
Consecutivamente, las muestras se conservaron con glicerol y se llevaron a
una temperatura de -26°C.

Posteriormente, se realizé el proceso de extraccion de ADN siguiendo la
metodologia utilizada por Leotta, et al. (2005), donde en agua destilada estéril
se coloco una pequeia colonia bacteriana, las muestras se homogenizaron y
se trasladaron a una incubadora de bafio seco (Thermo Shaker® Ts1-100,
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USA) a una temperatura de 100°C durante 15 min. con 600 rpm; poste-
riormente, las muestras se centrifugaron con una centrifuga (VelaQuin®
VE-4000, México) a 1500 rpm durante 5 min., posteriormente, se extrajo
el sobrenadante y se analiz6 la cantidad de ADN en un espectrofotoémetro
nanodrop (Thermo Scientific®, ND-ONE-W, USA).

Para la identificacion del gen rfbO157 de Escherichia coli, se utiliz6 la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (Pcr punto final), colocando
en tubos para microcentrifuga, 6.5 uL. de agua estéril, 2.5 uL. del primer
forward, 2.5 uL. del primer reverse (utilizando las secuencias de nucledtidos
descrita por Leotta, et al., 2005 que se muestran en la tabla 1), 12.5 uL de
solucion premezclada con Tag ADN polimerasa, dNTP, MgCl2 y tampones de
reaccion (GoTag® Master Mix) y 1 uL. de ADN por muestra; las muestras se
colocaron en un termociclador (Bio Rad® C-1000, UsA) bajo los siguientes
ciclos: 94°C durante 5 min, 30 ciclos a 94°C durante 30 s, 52°C durante 30
s, 72°C durante 1 min, con un volumen total de 25 uL a 105°C.

Tabla 1
Caracteristicas del gen rfbO157 utilizado en el estudio (Leotta, et al., 2005)

Gen Secuencia (5’-3’) Tamano (Pb)
0157a CGGACATCC ATGTGATATGG 259
0157b TTGCCTATGTACAGCTAATCC 25.62%

*Pb: Pares de bases

Fuente: elaboracion propia

La deteccion de las bandas fue mediante gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio, colocindose en cada pozo 1 uL de azul de bromofenol y
4 uL de ADN, ademas de colocar en el primer y segundo pozo la referencia
positiva y negativa del gen respectivamente; la cimara de electroforesis
se programé a 60 V durante 45 min. La visualizacion de los resultados de
electroforesis (Figura 1) se realiz6 con luz UV en un transiluminador (Bio
Rad® Chemi-Doc XRS+, USA).
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*pb/pdb: Pares de bases; NRI: aislado relacionado a Numida (por sus siglas en inglés)

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion del gen rfbO157 en gallinas de
Guinea. Las bandas iluminadas indican presencia del gen. Fuente: elaboracion propia

Los datos se analizaron mediante formula de prevalencia puntual
(Rodriguez-Hernandez, 2015), como se muestra a continuacion:

Prevalencia puntual= Ct / Nt

Donde:

Ct: Numero de casos existentes (prevalente) en un momento o edad
determinados.

Nt: Namero total de individuos en la poblaciéon en ese momento o edad
determinados.

RESULTADOS Y DISCUSION

No se encontr6 prevalencia de Salmonella spp. en ninguno de los ranchos
estudiados, resultados similares a los de Garcia, et al. (2009), quienes
realizaron un estudio en Espafia con gallinas ponedoras, encontrando una
prevalencia de 1.3% de Salmonella spp. en heces colectadas mediante hisopado
cloacal; esto demuestra que la prevalencia de Salmonella es baja en este tipo
de método de muestreo; sin embargo, estos resultados difieren a los obtenidos
por Castafneda-Salazar, et al. (2018), quienes encontraron en pollos destinados
para consumo humano en Colombia una prevalencia de 29.2%.

En el caso de Escherichia coli, no se encontrd prevalencia en el rancho
“Monte Calvario” de La Trinitaria, mientras que en el rancho “Las Amazonas”
de Villaflores, el 95% de las muestras fueron positivas (Figura 2), esto se
atribuye al tipo de manejo empleado con las guineas y a la variacion de
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temperaturas entre los municipios, hallazgos de Hernandez-Fillor, et al.
(2017), quienes realizaron un estudio en Cuba con gallinas ponedoras y
encontraron una prevalencia del 45.9% que difieren con este estudio; por
otra parte, Gibert-Perelld, en 2010, encontr6 una prevalencia de 72.7% en
muestras de distintos 6rganos provenientes de gallinas ponedoras en Espana.
Sin embargo, para la identificacion del serotipo O157:H7 (productor de toxina
Shiga), se encontrd el 10% de prevalencia (Figura 3), esto difiere con los
hallazgos de Zotta, et al. (2016), quienes no reportaron presencia del gen en
visceras de pollos en Argentina; un estudio realizado por Ripodas-Navarro, et
al. (2017), encontro el 12.12% de presencia del gen en carnes y sus derivados
de especies domésticas de abasto en Madrid, Espafia.

Estudios han demostrado la capacidad de Escherichia coli O157:H7 de
colonizar la mucosa intestinal de gallinas y diseminarse al ambiente (Best,
et al., 2005; La Ragione, et al., 2005), lo cual puede explicar que las gallinas
y las guineas pueden actuar como portadoras de Escherichia coli O157:H7,
siendo una posible amenaza a la salud publica.

= Positivas = Negativas

Figura 2. Prevalencia de Escherichia coli en gallinas de Guinea en del rancho “Las Amazonas”,
Villaflores, Chiapas. Fuente: elaboracion propia

= Positivas = Negativas

Figura 3. Prevalencia de Escherichia coli serotipo 0157:H7 (productora de toxina Shiga) en gallinas de
Guinea del rancho “Las Amazonas”, Villaflores, Chiapas. Fuente: elaboracion propia
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CONCLUSION

La crianza de gallinas de Guinea representa una alternativa para productores de
traspatio debido a la facil adaptacion al medio, asi como la poca inversion inicial,
ademas de presentar una fuente para la obtencion de proteina de origen animal.

Si bien no se encontr6 prevalencia de Salmonella spp. en guineas, el
estudio demuestra que las gallinas de guinea son portadoras de Escherichia
coli O157:H7, por lo que es preciso seguir con estudios del impacto del
serotipo en la sanidad animal, asi como en la salud publica.
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