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RESUMEN
SANCHEZ VAZQUEZ JUDITH. ELENA. Relacibn entre la persistencia de dos vacu_

nas cepa R-9 de Salmonella gallinarum y la respuesta de anticuerpos en

aves reproductoras pesadas adultas (bajo la direccibén de: Mario Padrén
Navarro).

Con el objeto de estudiar la persistencia de dos cepas R-9 de S. gallina-
rum en higado, bazo, vesicula biliar y foliculos ovaricos, evaluar la
respuesta de anticuerpos detectables por medio de las pruebas de aglutina__
cién en placa con sangre completa y microaglutinacién, estudiar la rela_
cién entre la "presencia de las cepas vacunales -en el organisfno de las
aves y la presencia de anticuerpos en sangre, se realizaron exdmenes
bacteriolbgicos y seroldgicos a la 1%, 34, 54 y 72 semanas post-vacunacién
Se. utilizaron aves reproductoras pesadas adultas que fueron vacunadas
con 2 cepas R-9 de S. gallinarum; una de ellas obtenida a partir de una
vacuna comercial (grupo I) y 1la otra aislada de un ave inmunizada con
una vacuna distinta a la primera (grupo II). Encontrandose que en el
grupo I el mAximo ndamero de aislamientos de la cepa R-9 se realizd en
la 1% semana post-vacunacibn, sin embargo, a la 72 semana post-vacunacién
ya no pudo ser aislada. La cepa vacunal fue recuperada con mayor frecuen_
cia a partir de foliculos ovArices e higado durante el experimento. En
el grupo II no fue posible el aislamiento de la vacuna durante la prueba.
El miximo bm’xmero de reacciones positivas a la prdeba de  aglutinacidn
en placa conbsangre completa ocurrid en la 1?2 y 3% gemana post-vacunacidn.
S6lo se observaron diferencias estadisticas entre ambos grupoé a la 38
semana post—vacunacién, En el grupo I ocurrieron algunas reacciongs positi
vas a la  prueba de microaglutinacién a la 3% semana post-vacunacién.
No se encontrd relacibén estadistica entre la presencia de la cepa vacunal

en el organismo de las aves y la presencia de anticuerpos en sangre.



INTRODUCCION::

La Tifoidea Aviar es una de las enfermedades que provoca grandes
pérdidas a la Avicultura Nacional debido a su elevada presentacidén en
granjas de aves reproductoras pesadas y aves comerciales productoras
de huevo café (8).

En México y en varios paises de América Latina se ha intentado
controlar mAs que erradicar a esta enfermedad, este control se realiza
a través de Jla utilizacién ya sea en forma separada o en combinacidn
de 1la medicacién continua en el alimento con nitrofuranos, inyeccién
de antibiéticos, empleo de  pruebas de aglutinacidén en forma repetida
y eliminacidén de aves reactoras, implementacidén de adecuados programas
sanitarios y finalmente con el uso de la vacuna cepa R-9 (2,3,4,10,11).

Esta vacuna es un auxiliar en el control de la Tifoidea Aviar
ya que produce una buena proteccidn al desafio con cepas patdgenas cuando
se aplica con titulos de 50-125 x 10P bacterias/ml. Se ha reportado que
no estimula la produccién de anticuerpos detectables por medio de 1la
prueba de aglutinacidén en placa con sangre completa cuando se ha aplicado
en aves de 4-8 semanas de edad eliminando la posibilidad de detectar
falsos reactores positivos durante este periodo (10,11).

La vacuna cepa R-9 de Salmonella gallinarum fue desarrollada

en Inglaterra por Williams Smith en el afio de 1956 a partir de una cepa
patbgena de S. gallinarum, la cual fue atenuada en medios de cultivo
artificiales y por el uso de un bacteridfago (10,11).

Los resultados cbtenidos con la vacuna cepa R-9, segln la infor__
macidén que se recibe de campo, son variables y resulta dificil lograr

una correcta y precisa evaluacién de su comportamiento con respecto a
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la produccipon de anticuefﬁos ¥y su detecqién por medio de pruebas serolégi
cas (6). ‘

Gordon y Luke en 1959 (1) al utilizar la vacuna en pruebas
de campo con aves reproductoras pesadas adultas, reportaron hasta un
6.1Z de aves reactoras a la prueba de aglutinacidén con sangre completa,
enéontrando que la mayor parte de las aves reactoras presentaron lesiones
en ovario probablemente debidas a la cepa vacunal.

Silva y cols. en 1980 (9), encontraron que la cepa R-9 estimuléd
la produccién'de anticuerpos, algunas de las aves reaccionaron con la
prueba de aglutinacién en placa con sangre completa 2-7 semanas después
de.haber sido vacunadas, por lo que el autor recomer‘1d6 un intervalo de
7 semanas entre la vacunacién y las pruebas de aglutinacidn y asi evitar
“la presentacidén de aves reactoras positivas falsas a la prueba debido
a la vacuna.

En México se ha intentado el control de Tifoidea Aviar en aves
reproductoras pesadas utilizando principalmente la implementacién de

prpgramas sanitarios y 1la aplicacidén de 1la vacuna R-9 para disuiinuir.
la presentacién de brotes de la enfermedad, en combinacién con la realiza_
cién de repetidas pruebas de aglutinacidén para eliminar a las aves portado
ras, la deteccién y eliminacién de esas aves es  fundamental para lograr
reducir la transmisién de la bacteria a través del huevo (7). El titulo
de las vacunas varia, péro se han 1llegado a utilizar dosis de haéta
200 x 1(f’ 'bacterias/ml. Debido a que la vécuna puede provocar reacciones
positivas falsas a la prueba de aglutinacién en placa con sangre completa,
a nivel de campo se ha tratado de evitar dichas reacciones manejando

intervalos de 7-8 semanas entre la vacunacidén y la aglutinacidén de las



aves con resultados variables.

En nuestro pals existen numerosos laboratorios que se dedican
a la produccién y venta no autorizada de vacuna cepa R-9 de S. gallinarum
ignordndose totalmente el origen de las diferentes cepas utilizadas por
estos laboratorios, el titulo de las vacunas y su comportamiento cuando

son aplicadas en aves sexualmente maduras.

Los objetivos de este trabajo fueron:

l.- Evaluar en aves reproductoras pesadas adultas el comportamiento de

2 cepas R-9 de Salmonella gallinarum, una de ellas obtenida a partir

de una vacuna comercial y la otra aislada de un ave inmunizada con
una vacuna distinta a la anterior con base en su:
a) Persistencia en higado, bazo, vesicula biliar y foliculos ovaricos.
b)‘ Detectar la produccién de anticuerpos por medio de las pruebas
de aglutinacibén en placa con sangre completa y microaglutinacidn.
2.~ Estudiar en un periodo de 7 semanas la relacién entre la presencia
de las cepas vacunales en el organismo de las aves y la presencia

de anticuerpos en sangre.



MATERIAL Y METODOS:
Vacunas :

Se utilizaron 2 cepas R-9 de Salmonella gallinarum Acido nalidi
xico resistentes (Nal¥ ), una de ellas fue identificada como vacuna "A"
y se obtuvo de un frasco de vacuna comercial, la segunda fue identificada
como vacuna "B" y fue aislada a partir de los foliculos ovAricos de una
gallina reproductora pesada inmunizada con otra vacuna comercial distinta
a la primera. Ambas cepas fueron inoculadas en tubos conteniendo 10 ml.
de Caldo Infusién Cerebro Corazén (CICC) y se incubaron a 37C durante
24h, posteriormente se inocularon 6 ml de dicho cultivo en botellas de
Roux conteniendo 150 ml de Agar Tripticasa Soya (ATS) ajustando el conteni
do de agar a 3%, las botellas se incubaron 24h a 37C, ambas cepas fueron
cosechadas por separado con 20 ml de Solucién Buffer de Fosfatos (SBF)
y se procedié al conteo viable de ambas vacunas realizando diluciones
décuples de los cultivos utilizando SBF e inoculando por triplicado O.1
ml de las diluciones 1075, 1079 y 1077 en cajas de Petri conteniendo
20 ml de Agar McConkey, los inéculos fueron distribuidos homogéneamente
con triéngulos de cristal e incubadas 24h a 37C para. su conteo.

El conteo viable de las vacunas fue ajustado a 200 x 106 Unida_

des Formadoras de Colonias (UFC)/ml.

Aves:

Se formaron 2 grupos de 25 y un grupe testigo de 10 gallinas
reproductoras pesadas Pilch de 60 semanas de edad negativas a la prueba
de aglutinacidén en placa con sangre completa y microaglutinacién, cada
grupo fue alojado por separado en piso utilizando paja de trigo como

material de cama.
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La distribucién de los grupos fue la siguiente:

GRUPO I .- Se les administré 1 ml de la vacuna "A" conteniendo 200 x 106
UFC/ml por via subcutfiea.

GRUPO II .- Se les administrd la vacuna "B" a la misma dosis que el grupo
I por via subcuténea.

GRUPO III.—. Testigo, se les administrd 1 ml de SBF estéril por via subcuté

nea.

S aves de los grupos I y II y 2 aves del grupo III (testigo)
fueron seleccionadas al azar a la 13, 328, 538 y 78 gemanas después de
haber sido vacunadas, realizdndose la prueba de aglutinacidén en pAlaca
con sangre completa de acuerdo a los métodos ya descritos utilizando
un antigeno K polivalente comercial® , la interpretacién de la prueba
se llevé a cabo de la siguiente manera:

Si la reacciédn ocurrid:

0 - 30 segundos = + 4 positiva

30 - 60 " =+ 3 "
60 - 90 " =+ 2 "
90 - 120 " = + 1 sospechosa

120 en adelante = negativa

Se tomaron muestras de sangre en forma individual y con el
suero se llevaron a cabo pruebas de microaglutinacién de acuerdo a los
métodos ya descritos (5,12), considerandose una reaccidn positiva cuando

la aglutinacidén ocurribé en la dilucién 1:32 6 superior.

s#tLaboratorios SALSBURY Atlacomulco #505 Naucalpan, Edo. de Mex.



Una vez tomadas las muestras de sangre las aves fueron sacrifica
das por medio de choque eléctrico y se realizaron exdmenes bacteriolégicos
individuales de acuerdo a los procedimientos descritos en el ESQUEMA

No. 1.
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ESQUEMA No. 1

PROCEDIMIENTO PARA EL EXAMEN BACTERIOLOGICO DE LAS

AVES VACUNADAS Y NO VACUNADAS CON LAS DIFERENTES
CEPAS R-9 DE Salmonella gallinarum..

HIGADO
10g.
FOLICULOS
ovARICOS $ W B WMACERADO emmmmmmmmm memiie- 1:10 .
10g. ) } CALDO SELENITU==twe conge enege- e=mge- [NCUBAR 24h A 37C

DE ACIDQ NALIDIXICO/ML

BAZ0 f 1
1g. I -
1 INOCULAR EN VERDE BRILLANTE

‘ 1 AGAR CONTENIENDO 100Mg DE

) . ACIDO NALIDIXICO.
VESICULA astmiiie- ssemliee casa@in- aliie-

BILIAR .
0.5-1 ML l

INOCULAR 0.1 ML. EN
PLACAS CONTENIENDG AGAR
McCONKEY CON 100Hg DE

ACITO NALIDIXICO.

‘ . ’ INCUBAR

CISTINA CON 100Mg. 1

S s afue e

24K A 37C

INCUEAR 24 h A 37 C

}

CONTED VIABLE

IDENTIFICACION
BIOQUIMICA

e e e




RESULTADOS :

AISLAMIENTO DE LA CEPA VACUNAL DE DIFERENTES ORGANOS:

En el grupo I, el méxime nimero de aves positivas al aislamiento
de la cepa vacunal a partir de uno o mAs érganos se alcanzd a la 12 semana
Post-Vacunacién (P.V); a la 7% semana P.V. ya no fue posible la recupera
cién de la bacteria a partir de ninguna de las aves (FIG. 1)

En el grupo II no fue pos:i..ble el aislamiento de la cepa vacunal
a partir de ninguna de las aves durante el transcurso del experimento.

En el grupo I se recuperé la cepa vacunal en el 100Z de ;Las
aves a partir de higado en la 13 semana P.V. y en menor proporcién de
bazo y foliculos ovaricos, sin embargo, a la 5% semana P.V., la cepa
vacunal persistid mas en foliculos ovaAricos que en otros organos (FIG. 2)

En el grupo I, la cepa vacunal se recuperd con mayor frecuencia
a partir de: Foliculos Ovaricos (8/20), Higado (7/20), Bazo (4/20) vy
Vesicula Biliar (0/20), durante el transcurso del experimento (FIG. 3).

DETECCION DE ANTICUERFOS POR MEDIC DE LA PRUEBA DE AGLUTINACION
EN PLACA CON SANGRE COMPLETA:

El méximo nimero de reacciones positivas a la prueba de Agluti_
nacién en Placa con Sangre Completa (APS) occurrié a la 18 y 34 semana
P.V. en el grupo I y a la 1® semana en el grupo II. A la 72 semana P.V.
ambos grupos tuvieron aln reacciones positivas en 60% y 10Z respectivamen_
te (FIG. 4).

Solamente se observaron diferencias estadisticamente significati

vas (PA.01) entre ambos grupos a ia 32 semana P.V.



- 10 -

DETECCION DE ANTICUERPOS POR MEDIO DE LA PRUEBA DE MICROAGLUTINACION:
En el grupo I ocurrieron algunas reacciones positivas a la
prueba.de Microaglutinacién (MA) en la dilucién 1:32 a la 32 y 5% semana
P.V. (60% y 20%Z), sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamen
té significativas durante el transcurso de la prueba entre los 2 grupos.
Los promedios geométricos en la prueba de MA de amﬁos grupos

se observan en la FIG. 5 .
Al realizar la prueba de X2 en el grupo I no ée encontrd rela_

cidn entre la presencia de anticuerpos detectables por medio de la prueba

APS y &l aislamiento de la cepa vacunal en el organismo de las aves.
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DISCUSION:

De acuerdo a los resultados obtenidos se encontrdé que en ninguno
de los grupos vacunados existié alguna relacidén entre el aislamiento
de las cepas vacunales y la presencia de anticuerpos en saﬁgre detectables
por medio de 1la prueba de APS. Gordon y Luke en 1959 (1), reportaron
el aislamiento de la cepa vacunal hasta 11 meses después de la vacunacién
y relacionaron la persistencia de la bacteria y el desarrollo de lesiones
en foliculos ovériéos con la presencia de anticuerpos en sangre, sin
embargo encontraron también algunas aves de las cuales se aislé la cepa
vacunal y que no presentaron anticuerpos en sangre.

Es importante mencionar que se observaron diferencias notables
entre ambos grupos con respecto al aislamiento de la cepa vacunal y la
produccién de anticuerpos en sangre, pues la cepa R-9 recuperada a partir
de un ave muerta previamente inmunizada (vacuqa "B") fue capaz de estimu_
lar la produccién de anticuerpos similar a la del grupovI sin que fuera
posible el aislamiento de la bacteria, lo cual podria indicar que existid
un mecanismo diferente de infectividad y multiplicacién de la bacteria
en el huésped.

La prueba de APS fue mids sensible que la prueba de MA en ambos
grupos para detectar anticuerpos vacunales, Silva en 1980 (9), encontrd
éue 7 semanas después de la aplicacién de la vacuna R-9 a una dosis de
160 x 106 UFC/ml las reacciones con la prueba de APS desapareci‘an, en
este trabajo al utilizar una dosis doble (200 x 106 UFC/ml) 7 semanas
no fueron suficientes para que desaparecieran dichas reacciones.

Se han obse'rvado en México, algunas parvadas de gallinas repro__

ductoras pesadas con un porcentaje elevado de aves reactoras a la prueba
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de APS (10%Z) 20 semanas después de haberse aplicado la vacuna con dosis
de 50 x 10% UFC/ml, sin que haya sido posible el aislamiento de la cepa
vacunal o de una cepa patdégena de S. gallinarum*. Estos resultados pudie_
ran haber sido influenciados por la mayor cantidad de aves que existen
en una granja en comparacidn con el ndmero de aves utilizadas en este

. experimento, por lo que resultaria importante e interesante el realizar
seguimientos seroldgicos y bacteriolbdgicos durante un periodo de tiempo
mayor al utilizado en este trabajo y a nivel de granja.

La prueba de MA es una prueba més especifica ;uando se utiliza
en aves vacunadas con la cepa R-9 que la prueba de APS, en este trabajo,
algunas aves reaccionaron positivamente en la dilucién 1:32 a 1la 3@ semana
P.V., lo cual coincide con los resultados obtenidos por Silva (9), confir__
mando que las aves vacunadas con la cepa R-9 raramente alcanzan titulos

.

superiores a 1:32.

CONCLUSIONES:

"l.— La cepa R-9 obtenida a partir de una vacuna comercial fue
aislada con mayor frecuencia de foliculos ovéaricos:e higado durante el

transcurso del experimento.

2.— No existié relacidén estadistica entre el aislamiento de
las 2 cepas vacunales y la presencia de anticuerpos en sangre detectables

por medioc de la prueba de APS.

#Padrén, N.M. Comunicacidén Personal 1987.
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3.— La cepa R~9 que fue aislada a partir de un ave muerta previa
mente inmunizada (vacuna "B"), se comporté en forma distinta a la cepa
R-9 comercial (vacuna "A"), pues fue capaz de estimular la produccién
de anticuerpos detectables por APS sin que fuera posible aislarla durante

el transcurso de la prueba.




.-

~14-

LITERATURA CITADA
Gordon, W.A.M. and Luke, D.A.: A note on the use of the 9R. fowl

typhoid vaccine in poultry breeding flocks. Vet. Rec., ,l&:"926—927

(1959).
Hall, W.J., Legenhausen, D.H. and Mac Donald, A.D.: Studies on fowl

typhoid II. Control of disease. Poult. ‘Sci., 28: 789-801 (1949).

Mosqueda, T.A.: Control de la tifoidea aviaria en reproductoras:

Un estudio de campo. Memorias del IX Congreso Latinoamericano de

Avicultura, XXI Congreso Nacional de Avicultura, X Convencidn dec

la Asociacidén Nacional de Especialistas en Ciencias Avicolas. (ANECA)

281-293 (1985).

Padrén, N.M.: Comportamiento de diferentes brotes de tifoidea aviar

en reproductoras y su control. Memorias de la XI Convencién Anual

de la ANECA y 35th Western Poultry Diséase Conference. 132-134 (1986).

Padrén, N.M.: Infeccidén por Salmonella gallinarum en ave: semipesadas.

Deteccidén de anticuerpos en sangre y yema por medio de las pruebas

de  aglutinacién en placa con suerc y microaglutinacién. Memorias

del IX Congreso Latinoamericano de Avicultura, XXIV Congreso Nacional

de Avicultura, X Convencidén de la ANECA. 831-840 (1985). -

Padrén, N.M.: Algunas ‘consideraciones sobre 1la vacunacién contra

la tifoidea aviaria con la cepa 9R. AVIRAMA. 3 (32): 4-13 (1982-1983).

Padrén, N.M.: Control de la tifoidea aviar en aves reproductoras

pesadas Avicultura Profesicnal. 5 (1): 7-10 (1987).

Ramirez, J.H.: Repercusiones econdmicas de la tifoidea aviar en repro_

ductoras pesadas. Memorias del curso. Erradicacién de tifoidea aviar.

Comisién permanente para el control y erradicacién de la pulorosis



9.~

10.-

11.-

- 15 —

y tifoidea aviar., 46-58, (1985).
Silva, E.N., Snoeyenbos, G.H., Weinack, 0.M. and Smyser, C.F.: Some
measurement of behavior of Smith strain vaccine (9R) Salmonella

Memorias de la V Convenci6én de 1a ANECA

gallinarum in chickens.
(México) y la 29th Western Poultry Conference. 235-237. (1980).

Smith, H.W.: The use of live vaccines in experimental Salmonella
gallinarum infection in chickens with observations on their inter_

ference effect. J. Hyg. Camb., 54: 419-432 (1956).

Smith, I.M.: Protection against experimental fowl typhoid by vaccina__'

" tion with strain 9R reconstituted from the freeze dried state.

12.-

J. Comp. Pathol. 79: 197- 205 (1969).

U.S.D.A.: National Poultry Improvement Plan and Auxiliary Provisions.

United States Departament of Agriculture, Beltsville, MD, 1984.




Ne AVES POSITIVAS

N? AVES POSITIVAS

1 3 S 7

SEMANAS POST-VACUNACION

FIG. 1 N2 DE AVES POSITIVAS DEL GRUPO I AL AISLAMIENTO
DE LA CEPA R-9 DE S. gallinarum DURANTE EL TRANS
CURSO DEL EXPERIMENTO.

H — HIGADO
8 — BAZO

4 FO —FOLICULOS OVARICOS

1 3 S
SEMANAS POST-VACUNACION

FIG. 2 COMPARACION DE LA RECUPERACION DE 1A CEPA R-9 DE S.
gallinarum EN EL GRUPO I A PARTIR DE LOS DIFERENTES

ORGANOS DURANTE EL TRANSCURSO DEL EXPERIMENTQ.



N® DE AVES POSITIVAS EN AGLUTINACION
EN PLACA CON SANGRE COMPLETA

=17 =
F O~-FOLICULOS
H~-HIGADO
B-BAZO

7/20
H 4/20
e
3 5

SEMANAS POST-VACUNACION

3

N2 DE AVES POSITIVAS

FIG. 3 FRECUENCIA DEL AISLAMIENTO DE LA CEPA R-9 DE S..
gallinarum EN LOS DIFERENTES ORGANOS EN EL GRUPO
I DURANTE EL TRANSCURSC DEL EXPERIMENTC.

GRUPO I @
Grupo 11 O

1 3 S 7
SEMANAS POST-VACUNACION

FIG. 4 N® DE AVES POSITIVAS A LA PRUEBA DE AGLUTINACION EN
PLACA CON SANGRE COMPLETA EN LOS GRUPOS I Y II DURAN
TE EL TRANSCURSO DE LA PRUEBA.
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GRUPO. I o
GRUPO II @)

8

-
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PROMEDIO GEOMETRICO
-
N

SEMANAS POST-VACUNACION

FIG. 5 REPRESENTACION GRAFICA DE LOS PRGMEDIOS GEOMETRICOS
PARA LA PRUEBA DE MICROAGLUTINACION DE LOS GRUPOS I
Y IT DURANTE EL TRANSCURSO DEL EXPERIMENTO.
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