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RESUMEN

Se obtuvieron sucros hiperi contra Sab la gallinarum a partir de pollos SPF

(Specific Pathogen free), infectados experimentalmente por vfa oral, con una dosis tinica de 107

y 10* unidades formad, de colonias (UFC), de una cepa de S. gallingrum de referencia de la
American Type Culture Collection (ATCC) No. 9184, una de campo FVB323; 10°y 10° UFC de
S. pullorum ATCC No. 10398 y S. gallinarizm 9R (vecunat).

Los pollos se sangraron de la vena radial de! ala antes de su inoculacidén y a los 14, 21,
28 y 35 dfas postinoculaci6n,

Los sueros producidos se empl para I izacién de un inmunoensayo

enzimético "TA-ELISA" (Tifoidea aviar-Enzime-linked i 1 assay), en ¢l cual se
utilizaron preparaciones de protefnas de la membrana externa (pPME) como antfgeno de captura.

Por otra parte sc determiné la colonizacién en 6rganos, mediante ¢l examen bactericlégico
de hfgado, bazo, tonsila cecal, sangre, médula dsea e hisopo cloacal, durante un periodo de 5§
semanas, En la mayorfa de los lotes de pollos no se logré aislar a la bacteria, sin embargo, la
cepa de campo de S. gallinarum FVB323 se aisl6 de higado y bazo de polios inoculados con 107
y 10° UFC. El aislamiento de salmonela en 6rganos pudo afectarse por factores de resistencia
natural, por ejemplo, la resistencia genética de las lincas de aves ligerus, la edad de inoculacién
de los pollos, asf como ¢l empleo de cepas de Salmonetla conservadas en medios de cultivo, en

los cunles picrden su patogenicidad,



INTRODUCCION

La avicultura es una de las freas de produccién pecuaria més dindmica y tecnificada. En
1984, la industria avicola registraba una inversién de aproximadamente $383,089 millones de
pesos, y la dependencia econémica de 59,247 familias por dicha actividad (67). En 1992, la
produccién de huevo fue de 1'187,748 toneladas y la de pollo de 1'345,653 toneladas (82). Es
importante considerar que la avicultura proporciona la protctna de origen animal a precios mds
bajos en el mercado Nacional. Los PER cdpita estimados en 1992 fueron de 14 Kg
de huevo y 16 Kg de came de pollo al afio (82).

La avicultura no es solo una de las dreas pecuarias m4s importantes, sino también una de

las més susceptibles a pé ece icas por prc

sanitarios. En este aspecto, las
bacterias del género Salmonella son de los agentes ctioldgicos que mayores pérdidas ocasionan

(RY

a esta industrin, a a vez que rep graves J de salud para el péblico consumidor.

Salmonella es uno dc los 21 géneros de la familia Enterobacteriaceae (47). Estudios
recientes mediante hibridaciones de DNA, sugieren que hay sol una especie de Sal) il
(S. choleraesuls) con seis subespecies (42). Este género prende aproximad 2,200

scrotipos (41), de los cuales, los de interés en la industria avicola pueden ser divididos en dos
principales grupos: ¢l de las salmonelas inméviles, que no producen infeccién en el humano,
representado por S, gallinarwen pioduciora de la "Tifoidea aviar” (TA), y 5. pullorum productora
de 1a "Pulorosis”; y el de las salmonelas méviles, las cuales producen la "Paratifoidea” en las
aves. En cste rubro, las especics que presentan mayor incidencia son S. typhlmurium y S.
enteritidis, 1as cuales producen "Sal
{57).

En México se reportan principalmente problemas de TA, la cual ha venido ocasionande

losis" o i por alimento ¢n el humano

grandes pérdidas econdémicas a la avicultura a través de los afios. Por cjemplo, Mosqueda en
1984, reponté pérdidas anuales por 3,573 millones de pesos en polio de engorda (53). En otro
estudio realizado por Ramifrez en 1987, ¢l impacto econémico snual por TA en gallinas
toras pesadas, se calculaba en alrededor de 80,000 millones de pesos: considerando que

P!

en ¢l pafs existian 4 millones de aves, de las cuales ¢l 40% estaban infectadas, producicndo hasta
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200 millones de hucvos infectados, y dejando de producir 120,000 toncladas de carne anuales
(65). En México se repotta un i de 1a enfe dad, al igual que en pafscs de Africa,
Centro y Sudamérics; a diferencia de Canads, USA y alg pafses Peos que rep baja
incidencia o ausencia total de Ia enfermedad (45, 68).

ESPECIES SUSCEFPTIBLES

La enfermedad fue originalmente ¢encontrada en la gellina doméstica y reportada en ¢l
faisdn y perdiz (37). Ocurren brotes naturales en la gallina, pavo, gallina de guinea, pavo real,
codorniz, perdiz y faisdn (61). Los reportes sobre la susceptibilidad de palomas y patos son muy
variables. Kaupp y Dearstyne (34) y Johnson y Anderson (32) observaron brotes de la
enfermedad en ¢l pato. Lucet (44) en cambio reporté que patos, gansos y pichones no cran
susceptibles, Klein (37), no tuvo éxito con la inoculacién subcutdnca del cultivo en las palomas;
pero Moore (52) observé la muerte de palomas en 8 dfas, con 2 ml de cultivo. También se ha

reportado su aislami en al aves sil (89).

AGENTE ETIOLOGICO

S. gallinarum fue aislada originalmente por Klein (37) en Inglaterra, es un bacilo corto,

')

Gram-negativo, inmdvil, que no forma esp ni i dpsula, es bio o
facultativo (37, 61). Posec el antfgeno "O" (somftico) 1, 9, y 12, y parece ser que no existe
variacién en el antfgeno 12 como en §. pullorum (5, 10, 18, 88). Pertencce al grupo "D" en la
clasificacién serolégica de Kauffmann y White: y no posee los antfgenos "H" (flagelar), ni "Vi"

(capsular) (43).

RESISTENCIA A AGENTES QUIMICOS Y FISICOS

Este microorganismo muere en 10 min a 60°C. Conserva su viabilidad en la oscuridad
durante 20 dfas en agua, pero mucre en 24 horas expuesto a Ia luz solar (34). Muere por la
accién del fenol al 0.1% y del pemmanganato de potasio al 1% en tres min, y de la formalina al
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2% en un min. La patogenicidad de los cultivos se conserva mejor en estado liofilizado o
congelado. Los cultivos en medios artificiales pierden répid su icidad, por lo que

se recomienda dar varios pases en polios, antes de probarla. Este microorganismo puede
encontrarse en su estado virulento en la médula 6sea de pollos, hasta tres meses después de haber
muerto por TA (61).

Parcce ser que S. gallinarum no sobrevive mucho ticmpo después de abandonar ¢l cuerpo
del ave; Hall et al. (29), demostraron que hay escaso peligro de iniciar un brote en aves
susceptibles, que se albergaron en un gallinero conteminado con €l agente de la TA, una semana
o mds, después de haber retirado a Jas aves enfermas.

Smith (71) encontr§ que el ticmpo de sobrevivencia media de S. galfinarum en heces de
pollos infectados, fue de 10.9 dfas en corrales cerrados y dos dfas menos en comales abiertos.

La persistencia de salmonela en cama se fuer infl iada por el
contenido d¢ humedad y el pH de la cama (80).

Orr y Moore (56) observaron que este microorganismo conservé su viabilidad hasta 43
dfas, sometido diariamente a congelacidn y descongelaci6n, y sobrevivid dos semanas en hfgado
infectado naturalmente a 7°C y 148 dfas a -20°C.

TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD

Un aspecto de suma relevancia es la forma de transmisi6n de la enfermedad. Esta es de
tipo vertical o transovdrica, y de tipo horizontal o a través de cualquier vector. Las aves enfermas
de TA y las portadoras, son la fuente de infecci6n més importante, y las que perpetdan y
difunden 1a enfermedad. Estas aves infectan no sélo a su propia generacién, sino también a
generaciones sucesivas, en virtud de la transmisi6n a través del huevo. Las aves silvestres,
moscas y ratas, pueden ser vectores mecénicos importantes (61). Badi et al. (2), sislaron
Salmonella en el 17% de ratas que atraparon en ¢l drea de cuatro granjas de gallinas productoras
de huevo, el 84% dc estos aislamientos fueron de S. gallinarum.

Un ave en la fase aguda de la enfermedad, es capaz de excretar la bacteria en las
secreciones de la boca, oculares, nasales y por las heces, por lo que pucden contaminar

répidamente alimento, agua y cama, convirtiéndolos en fuentes dc infeccién y favorecicndo asf
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1a répida diseminaci6én de la enfe dad. Las aves que se recuperan y entran a la fase crénica,
eliminan a Ia bacteria a través del huevo, debido a la predileccién que tiene el microorganismo
por el ovario (29, 58). Beaudette (8, 9) y Beach y Davis (6), demostraron la transmisién a través
del huevo.

Rao ct al. (66), recuperaron §. gallinarum en el 36% de hucvos provenientes de una
parvada con TA. Los huevos infectados transovdri pucden ser la fuente de infeccién que

inicie nuevos brotes de la enfermedad en las parvadas ponedoras (29).

La climinacion de ia bacteria por heces de aves infectadas expesiment por via oral,

ocurre entre ¢l tercer y décimo dfa postinfeccion (58, 80), Aunque pucde variar ampliamente,

Jordan (33), obtuvo Itados poco consi ali el aislami de 1a bacteria a partir
de heces ¢ hisopos cloacales de aves en fase aguda de la enfermedad, y no logré aislar a la
bacteria en heces de aves recuperadas; concluyendo que podfa deberse a que las heces eran muy
flufdas y con poca materia fecal. Sin embargo, Padrén {58) obtuvo buenos resultados utilizando
una cepa de §. gallinarum 4cido nalidixico resistente (nal’), eliminando asf la posibilidad del
crecimiento de bacterias coliformes contaminantes. Jordan (33) ademds observé que la
climinacién de S, gallinarum a través de heces se incrementd notablemente justo antes de morir
el ave. Las muestras de heces fucron positivas al aislamiento ¢n ¢l 31.9% y los hemocultivos en
¢} 93.6% de los casos (33).

Gordeuk et al. (26), demostraron que S. gallinarum puede ser transmitida por

cohabitacién, & partir de aves infectadas artificial a aves ptibles, dndosc una
mortatidad det 60% en el grupo de aves susceptibles.
PATOGENIA

La infectividad de S. gallinarum estd determinada fuer por la ptibilidad

genética y 1a edad de los pollos (23, 59, 62, 69, 70). La infeccién oral con S, gallinarum conduce
a la col
e intestino (30, 58, 69, 70).

En la TA aguda sc presenta anemia hemolftica severa con pérdida de més del 70% de los

i6n cecal y a la ién por heces, as{ como a la colonizacién en higado, bazo

eritrocitos circulantes originales (1). S. gallingrum posce una endotoxina que provoca cambios
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o y gicos (74). Se piensa que los eritrocitos modificados por la endotoxina son
climinados por ¢l sistcma reticulocndotelial (SRE), conduciendo a una anemia hemolftica (1).
Cuando ¢! SRE tienc problemas para continuar con la detoxificacién y la eritrofagocitosis, se
aumenta la susceptibilidad a la endotoxina, produciéndose ripidamente 1a muerte del ave (1).

Barrow ct al. (4) estudiaron la contribucién de un pldsmido grande (85 Kilobases) de S.

gallinarum en la virulencia de TA. Ellos observaron que 1a inoculacion de aves con la cope tipo
silvestre provocé una mortalidad del 90 al 100%, y cuando se eliminé el pldsmido grande produjo
una mortalidad de 0 a 50% (4).

Aungue la TA se considera una enfermedad de aves adultas, s¢ ha demostrade que las
aves de todas las edades son susceptibles (6, 8, 38, 46, 50).

PERIODO DE INCUBACION

E! perfodo de incubacién de la enfermedad es de 4 a § dfas, aunque puede variar de
acuerdo con la virulencia del microorganismo. Bl curso de 1a enfermedad es aproximadamente

de 5 dfas, prolongéndosc por2 a3 y con tendencia a recurrir (66).
SIGNOS
Enpollos j6 o recién nacidos que provi de hucvos infectados transova

se observan algunos muertos o moribundos cuando se retiran de las charolas de la nacedora;

1g: muestran lencia, pobre crecimi debilidad, inap ia y emp i fecal
en la cloaca, o bien un excremento blanquecino rico en uratos debido a un proceso de
deshidratacién. Puede observarse respiracion forzada o jadeo (61).

En aves en crecimiento o maduras, durante la fase aguda de la enfermedad, se observa
un sibito descenso en ¢l consumo de alimento, decaimiento, cresta pélida y doblada, diamea
verdosa o amarillenta, renuencia a moverse. La temperatura corporal aumenta 1-3°C en los
primeros 2 8 3 dfas y permancce asf hasta unas horas antes de su muerte, En las aves gravemente
enfermas cesa la producci6n de huevo, debido a la infeccitn ovérica (61),

La muerte ocurre entre 5 a 10 dfas después de la infeccién y puede presentarse de 10 a
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50% o més de mortalidad (29, 36).

Al igual que la Pulorosis, la TA prod lidad desde ¢l momento del nacimicnto,
peto a diferencia de aquella, 1a muerte por TA continda cn la edad de postura (61).

LESIONES

Las lesiones que produce S. gallinarum cn aves jovenes son indistinguibles de aguellas
producidas por S. puliorum (15).

En la fase aguda de la enfermedad, s observa poco o ningin cambio en los tejidos. En
1a fase subaguda o ¢crénica, puede observarse > de vol y tién del hfgado, bazo

y rifién. Higado de color café verdoso o bronceado. Focos blanco-grisaceos en ¢l hfgado, y
miocardio. Ovarios hemorrdgicos, deformes, pdlidos, y algunas veces se presenta ruptura del

ovario, pericarditis y peritonitis por ruptura de folfculos ovdricos. Inflamacién mucosa de los

intestinos, pudiendo observarse placas blanquecinas con engr iento de 1a mucosa intestinal,

debido a una hiperplasia linfocitaria. La 1 pectoral moderad [ ionada a

consecuencia de 1a fiebre (61).

En pollos j6venes algunas veces se observan focos blanco-grisaceos en pulmones, corazén
y molleja, como en la Pulorosis aviar, as{ como retencién y descomposicién del saco vitelino
61).

RESISTENCIA DEL HOSPEDADOR

Los factores que intervienen en la resistencia del hospedador a TA, son principalmente
la resi ia penética de al Ifneas de aves a la infeccién de S. gallinarnem (25, 39). Se ha
observado que las aves Whire Leghorn (WL) son més resistentes a la TA que otras lfncas de aves
pesadas y semipesadas (63, 69, 70).

Las WL desarrollan menor tftulo de anticuerpos que las Rhode Island Reds (RIR), cuando
se inoculan con cepas vivas o muertas, Esto indica que no hay relacién directa entre la resistencia

a 8. gallinanum y 1a capacidad para producir niveles altos de anticuerpos. Si las WL infectadas

1 3 "

or nop alto tftulo de anticuerpos, ¢s evidente que existen mecanismos
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de resistencia actuando a nivel digestivo (23).

Se ha reportado que la lisozima y enzimas proteolfticas afectan la habilidad de S.
gallinarum para multiplicarse y bl infeccién (62, 63),

La Iisozima de extracto de pancreas e intestino inhibe a S. gallinarum, y su accién es mas
prolongada y més potente en lus aves WL que cn lus R/R. La actividad bactericida del extracto
de intestino delgado (que conticnc ribonucleasa, cnzimas proteolfticas, tripsina y lisozima) es
mayor en WL, que en RIR (63).

Las lfneas de aves que i in a S, nphimuriumn, bien muestran

resistencia a S, gallinarum, S. pullorum y S. enteritidis, esto sugiere que puede haber un

mecani general de resi ia que puede aplicarse a todos los serotipos de Salmonella en
pollos (13).

La edad es un fuctor importante en la resistencia a TA, Prince y Garren (63), encontraron
que después de las dos semanas de edad se incrementa la resistencia a TA en aves. La actividad
de la lisozima y de las enzimas proteolfticas también se incrementa con la edad (63).

La nutricién puede tener influencia sobre la resistencia a TA en pollos, debido al cambio
que pueden producis algunos alimentos en el pH del contenido intestinal, aunque esto no se ha

utilizado intensivamente en la préictica para el controt de TA (60).

DIAGNOSTICO

Los signos y lesiones de la enfermedad, asf como las pruebas serolégicas, son de utilidad
para ¢l diagnéstico, sin embargo, solo el aislamicnto y Ia identificacién de S. gallinarum son
definitivos para ¢l diagnéstico de la enfermedad (61).

$. gallinarum puede aislarse de la mayorfa de los érganos viscerales, principalmente de
higado y bazo que son 6rganos de preferencia para su aislamiento, asf como de gvario; en pollitos
se puede aislar adem4s a partir de saco vitelino (58, 61). Gauger (24), reporté por primera vez
el aislamiento de S. gallinarum en testiculos de gallo.

Silva et al. (69), ais) més fr S. gallinarum a partic de higado, que de

sangre, bazo, heces ¢ intestino, Padrén (58) 1a aislé con mayor frecuencia de ovario que de recto,

hfgado y bazo.



Las prucbas scrolégicas pame d 1a resp i humoral son: la aglutinacién
con sangre completa, con sucro en placa, estdndar en tubo, y 18 microaglutinacién (55).

La pruebs de mi iglobulina ha d do ser mds sensible en 1a deteccién de
anticuerpos, que las pruebas de aglutinacién con sapgre pl en tubo y mi lutinacié
(69).

‘Todos los pollos vacunados con la cepa 9R tienen menor titulo de anticuerpos que
aquellos infectados con cepas Yisas. Esta diferencia en titulos podrfa ser itil para distinguir poilos
vacunados de los infectados naturalmente. Sin embargo, algunas aves vacunadas desarrollan
anticuerpos que producen reacciones en prucbas serolégicas para TA y Pulorosis (69).

Con respecto a la prueba de nglutinacién, se observan los siguicntes problemas: si las aves

fueron previ v das con SR, alg! P rén una reaccién positiva. As{ mismo, se

presentan reacciones cruzadas con diferentes bacterias como Staphylocoecus, Micrococcus,
Aerobacter, Proteus, E.coli, Citrobacter, asf como salmonelas méviles, por lo cual se hace
necesaria la realizacion del examen bacteriolégico (64). Sin embargo, es importante considerar
que para la realizavién de dicho examen se requiere de 72 horas, a partir de que la muestra llega
al laboratorio, esto implica uno o dos dfas mds, lo cual puede representar que Ia infeccién se
difunda cn toda la parvada, con las consecuentes pérdidas cconémicas. En resumen, la
repercusin econdmica y sanitarin hace evidenie la necesidad de contar con una prucba
diagnéstica eficiente, accesible y rfipida que permita Ia deteccién y i control de infecciones
generalizadas. )

Actualmente en México, cuando se prescnta una infeccién a nivel de progenitoras, la
parvada JScte ser eliminada por completo. En el caso de gallinas d as, se debe T

P

¢l 100% de las aves, y climinar a las reactoras positivas. Ademds s¢ emplea el tratamiento
masivo con antibibticos, y 1a v i6n sobre brote con la vacuna 9R. En muchas ocasiones,

la culminacién de todos los esfuerzos por controlar ct brote ya presente, es el envlo de 1a parvada
al rastro (54).



INMUNIZACION

Se han evaluado vacunas mueras y vivas modificadas, as{ como la cepa viva, rugosa,
avirulenta “9R" de §. gellinarum pasa proteger 8 log polios contra 1a TA. Los reportes confirman
que la vacuna 9R genera mejor proteccidn que las vacunas inactivadas (27, 69, 72).

En parvadas al ptibles a TA exp a una ccpa virulenta, la proteccién
contra 1a monalidad que conficie 9R, puede ser severamente limitada. La vacunacién con 9R no
protege contra ta colonizacién i inal sub con S. typhimurium o S. infantis (69).

No se ha demostrado que la cepa 9R afecte la produccién de huevo. Sin embargo, las aves
v das son cap de & itir Ia bacteria & través del huevo (69).

Bouzoubaa et al. (12) y Bouzoubaa (11) demostraron que proteinas de membrana de §.
gallinarum inducen mejor protecci6n que la bacterina de células completas inactivada con
formalina y que la vacuna viva 9R. La protefna en dosis de 400 pg/100g de peso vivo en aves,
produjo 100% de proteccion contra el desaffo oral con S. gallinarum. La vacuna de protcinas de

membrana con adyuvante oleoso, redujo a cero Ia transmisién en huevo, en un grupo de

ponedoras infectadas experimentalmente a las tres postv i6 {éndose
estable; mientras que ¢l grupo control no vacunado tenfa 25-36% de transmisién a través del
huevo (11, 12).

TRATAMIENTO

La administracién de sulfaquinoxalina y nitrofuranos (furazolidona) han r do ser

efectivos en ¢l tratamiento y en la profilaxis de 1a TA (61), aunque s¢ han observado cepas de
S. gallinarum resistentes a furazolidona (28, 73, 76, 77).

Silva et al. (70) reportaron que la microflora intestinal nativa de pollos protegidos contra
Paratifoidea, mostré ser parcialmente protectora contra S. gallinarum; redujo €l nimero de
porcadores intestinales y acortd el tiempo de excresién en pollos WL, Pero el bajo nivel de
proteceién provisto por la exclusién competitiva, parece no ser muy Gtil en ¢! control préctico
de TA (70).



PREVENCION

Indudablemente, 1a mancea mé4s cfectiva de iniciar un programa preventivo contra TA, es
la adquisici6n de aves libres de S. gallinarum, sometiéndolas n programas sanitarios estrictos para
impedir la infeccidn horizontal, realizando las prucbas serolégicas y bacteriol6gicas necesarias
para el control de la enfermedad (70).

Laos trabajos enfocados en ¢l diagn6stico, s¢ han realizado con diferentes cstrategias, por
ejemplo, mediante ¢l mejoramiento de los medios de cultivo (79). Moore et al. (51) utilizaron
una prucba in vitro en ¢l que S. gallinarum y S. pullorum, awaen al moho Physarum

polycephalum sobre agar y este es repelido por otras diez especies de Salmonella incluyendo a
S. enteritidis y S. typhimurium. A través del mej it de métodos de inm diagnéstico, por

¢cjemplo, Chart ¢t al. (17) mediante las técnicas de ELISA (enzime-linked immunosorbent assay)
yel i ia, d on anticuerpos de Iz clase 1gG dirigidos contra ¢} antfgeno
"O" del lipopolisacdrido (LPS) de S. enseritidis, cn €1 74% de los sueros de aves infectadas
naturalmente. Este mismo grupo, Chart et al. (15) mediante la prucba de aglutinacién répida en

placa, encontraron que utilizando ¢l antfgeno comercial de S. pullorum (K polivalente), se puede

detectar un 74% de positividad a S. enferitidis, en comparacién a la utilizaci6n de la t&cnica de
electroinmunotransferencia. Chart et al. (16) también utilizé prucbas de aglutinacién con el
antfgeno comercial de S. pullorum y sangre completa (de aves infectadas con S. enteritidis), pero

lisando los eritrocitos con saponi observaron 80% de positividad con respecto a sueros
iderados  positi por aglutinacién, que 2 la vez comespondfan al 70% por
electroinmunotransferencia. Con las pruebas descritas se logré d , con una efici

mediana, anticuerpos mas bicn inespecficos, por lo tanto los resultados no sugieren Ia utilizacién
de dichas prucbas (15, 16, 17).

Con una t&cnica de BLISA indirecia se lograron distinguir infecciones causadas por S.
enteritidis, de aquellas causadas por S. gallinarum y S. putlorwn, utilizando LPS como antgeno
de captura (3).

Se utilizé una prueba de ELISA con discos impregnados de sangre para detectar

anticuerpos contra ¢l antfgeno "0" 9 de Sal lla para d las gallinas serol6gicamente
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ocultas para S. gallinarum y otras infeccioncs por salmonelas del grapo "D, en la prucba
convencional de aglutinacién de suero en tubo (48, 49).

Recientemente en  México, Verdugo-Rodrfguez et al. (1993) desarrollaron un
P dimi para ot un reactivo antigénico, basade en preparacioncs de prote(nas de la
membrana externa PME de $. ryphi, que s utilizado con éxito para la deteccién de anticuerpos
séricos especfficos para S. fyphi en sueros de humanos contra ficbre tifoidea, mediante ELISA

(86, 87).
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OBJETIVOS .'

Producir sueros especfficos contra S. gallinarum en pollos SPR con la finalidad de i
utilizarlos posteriormente en la estandarizacién de una téenica de diagndstico mediante ELISA
utilizando protefnas de membrana externa como antigenos de captura.

Definir la colonizacién en 6rganos de preferencia con diferentes dosis de S. gallinarum.
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MATERIALES Y METODOS

AVES

Se incubaron embriones de aves libres de patSgenos espectficos (ALPES) "Specific
Pathugen Free" (SPF), hasta su nacimicnto, Los pollitos fucron alojados en batesfas con piso de

rejilla hasta el de su i lacién (5 ), y después en corrales en piso con cama
de aserrin, en cuartos de aislami previ lavados y fumigados. Las aves s alimentaron
con una racién de iniciaci6n hasta las 5 semanas de edad y una de crecimiento hasta el final del
experi con un ali peletizado (MALTA), no icado. Se reali I

bacteriolégicos para determinar la auscncia de Salmonella spp en 6rganos de pollos
preinoculados, asf como de cama, agua y alimento.

CEPAS BACTERIANAS

Se utilizaron tres cepas de S. gallinarum: una de campo FYB323, una de referencia de
la American Type Culture Collection (ATCC) No. 9184 y la cepa vacunal 9R; y una cepa de S.
pullorum de referencia de la ATCC No. 10358,

MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

CALDO MEDIO "A" (Medio nutritivo)

Caldo nutritivo (Difco, Detroit Mich., USA) 708
Extracto de levadura (Difco) 10g
Glicerol 20 ml
Posfato de potasio dibfsico (K,HPO,) ilg
Fosfato de potasio monobdsico (KH,PO,) 13g

" ¢.b.p. 1,000 m! de agua destilada
Los ingredientes s¢ disolvicron y se filtraron (filtro millipore 1.2 pum), se distribuyeron
en tubos con 10 ml y en matraz de klett con 50 ml. Se esterilizaron en autoclave a 121°C, 15 Lb
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de presién, durante 1S min.

Los medios de cultivo en caldo utilizados, ademds del descrito, se prepararon de la misma
forma,
AGAR MEDIO "A"

Se agreg6 1.5% de agar, al medio "A" en caldo; se calenté para disolver y se esterilizé
en autoclave. Se dejd enfriar a 45°C aproximadamente y se distribuyé en cajas de petri.

Los medios de cultivo en agar utilizados, ademds del descrito, se prepararon de 1a misma
forma, disolviendo ¢l agar en agua destilada.
AGAR MAC CONKEY

Se diluyé 5.0% de agar Mac Conkey (BIOXON, México), en agua destilada.
CALDG GN HAINA

Se diluys 6,9% de caldo GN Hajna (BIOXON), en agua destilada.
AGAR VERDE BRILLANTE

Se diluyé 5.8% de agar Verde Brillante (BIOXON), cn agua destilada.
SOLUCION AMORTIGUADORA SALINA FOSFATADA 10x (PBS 10x)

Clonyro de sodio (NaCl) 80.0g
Fosfato de sodio dibdsico (Na,HPO,) 6lg
Fosfato de potasio monobisico (KH.PO,) 20g
Cloruro de potasio (KCl) 20g

c.b.p. 1,000 ml de agua destilada
Se disolvieron los ingredieates y se ajusté ¢l pH a 7.4 con hidréxido de sodio 10N, se
filtr6 y esterilizé cn autoclave.
PBS 1x: Se diluy6 | m! de PBS 10x en 9 m! de agun destilada estéril.
SOLUCION SALINA FISIOLOGICA (SSF)
Se disolvi6é 0.85% de cloruro de sodio en agua destilada, se filtr6 y esterilizé en autoclave

CURVAS DE CRECIMIENTO

Los siguientes pasos s¢ hicieron por duplicado y con controles negativos. Al final de la
incubacién de cada cultivo, se resembré en agar medio "A" y agar Mac Conkey para confirmar
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1a purcza. Cada ccpa, previamente identificada por prucbas bioqufmicas, s¢ scmbrd en agar medio
"A" y agar Mac Conkey, para aislar colonias.

CULTIVO PRIMARIO. Se sembraron tres colonias bacterianas en 10ml de caldo medio
"A" y se incubaron a 37°C con agitecién & 220rpm, durante 12 a 18 horas.

CULTIVO SECUNDARIO. En un matraz de kiett con 50 ml de caldo medio "A", se
inocularon 100 i del cultivo primario, y se incubs a 37°C con agitacién a 220 rpm,

CURVA DE CRECIMIENTO. Las lecturas s¢ hicieron a cada hora del cultivo secundario,
obteniendo los valores de absorbancia en unidades klett, en un fotoclectrocolerfmetto de Klen
(Klett-Summerson modcle 800-3, con filtro rojo 540-620 nm), y graficfndolos para obtener las
curvas de crecimiento. En ¢l caso de la cepa FVB323, la curva de crecimiento sc realizé
obtenlendo los valores de absorbancia, en un lector de ELISA (Microplate Reader, con filtro 540
nm), utilizando un volumen de 100 pl/pozo del cultivo secundario.

CONTEO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC)
Cuando la curva de ¢ ] 6 1a fasc logarfunica tardfa, s¢ hici alfcuotas
de 1 ml en tubos eppendorf de 1.5 ml, se centrifugaron para lavar 3 veces con PBS o SSF estéril,
y se hicieron diluciones de 10°%, 107, y 10°%. Se platearon 100 jul de cada dilucién en 2 placas de

agar Medio "A" y 2 de agar Mac Conkey; se incubaron a 37°C durante 24 horas, para hacer el
conteo de las UFC por ml.

PREPARACION DE INOCULOS
Conociendo las UFC de cada cepa en la fase logaritmica tardfa, las dosis de los in6culos
fueron preparadas concentrando o diluyendo el cultivo secundario, previamente lavado (3 veces)

y resuspendido en SSF estéril. Las dosis fueron contenidas en 100 ul de inéculo, y s
conservaron a temperatura ambiente hasta el momento de su utilizacién (1-2 horas).
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EXAMEN BACTERIOLOGICO A LA NECROPSIA

Los érganos fucron removidos asépticamente con tijeras y pinzas estériles, a partir de
aves sacrificadas por dislocacién cervical. S¢ maceraron cn forma individual: higado, bazo y
tonsila cecal en morteros de porcelana estériles, y se cultivaron en un medio de enriquecimiento
para cnterobacterias: caldo GN Hajna (10 ml), incubdndose durante 24 horas, a temperatura
ambicnte; para después ser resernbrados en forma de aislamiento en agar Mac Conkey y agar

Verde Brillante; identificando las colonias sospechosas de Salmonella (lactosa negativas), por las

igui prucbas bioquimicas: triple azdcar hiemro (TSI), urea, citrato, malonato, lactosa,
manitol, dcido sulfhldrico (H,S), indol, lisina descarboxilasa (LD) y motilidnd. Asf como, por
aglutinacién de la bacteria con antisuero de salmonela Grupo "D”, antfgeno somitico 9
(BIGAUX). Las muestras de hisopo cloacal, sangre y médula 6sea sc cultivaron directamente en
10 ml de caldo GN Hajna, siguiéndose ¢! mismo método descrito para los demés érganos.

OBTENCION DE SUEROS

Las muestras de sangre se obtuvieron a partir de la vena radial del ala, con jeringas
estériles de 5 ml y agujas 23 x 25, en tubos de vidrio sin anticoagulante. Se dej6é formar el
cofigulo durante la noche & temperatura ambicnie, posteriormente s¢ retird el codgulo, y los
sueros se centrifugaron a 3000 rpm en una centrffuga refrigerada (DAMON/IEC, modelo
CENTRA-7R), a 0°C durante 10 min, para climinar los glébulos rojos que estuvieran presentes.
Los sueros ya limpios se conservaron en tubos eppendorf de 1.5 ml, en congelacién,

INOCULACION DE POLLOS

Las aves SPF de 5 semanas de edad, se distribuyeron en grupos de 50 individuos, por
cada una de las cepas a inocular (4 grupos), utilizando un cuarto de aislamiento para cada grupo.
Los pollos fueron inoculados con una dosis Gnica, por via oral en todos los casos, Los pollos
controles negativos fueron inoculados con 100 pul de SSF estéril por la misma vfa.

16



Cada grupo se dividié en tres lotes:

Lote A: 20 pollos infectados con la dosis més baja.

Lote B: 20 pollos infectados con Ia dosis més alta,

Lote C: 10 pollos como controles negativos no infectados (NI).

GRUPOQ I (cepa FVB323) GRUPO 11 (ccpa ATCC-9184)

Lote A: 10" UFC Lote A: 10’ UFC

Lote B: 10° UFC Lote B: 10* UFC

Lote C: N1 Lote C: NI

GRUPO I (cepa 9R) GRUPO IV (cepa ATCC-10398)
Lote A: 10° UFC Lote A: 10*

Lote B: 10° UFC Lote B: 10°

Lote C: NI Lote C: NI

Dos pollos por dosis y uno control, fueron retirados para su examen bacteriolégico a las
24,48 y 72 hr y alos 4, 7, 14, 21, 28 y 35 dfas postinocutacién (PI).
Todas las aves fueron sangradas antes de su inoculacién, y a los 14, 21, 28 y 35 dfas PL.

ANALISIS ESTADISTICO

Sc utilizé andlisis de Ji cuadrada pare determinar diferencia estadfstica significativa en las
tasas dc infeccion de S. gallinarum catre grupos (90).

Sc utilizaron las prucbas estadlsticas de desviacié dndar, media y coefici de
variacién para analizar las curvas de crecimiento duplicadas.
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RESULTADOS
EXAMEN BACTERIOLOGICO PREINOCULACION
El aislamiento a salmonela fue negativo a partir de los 6rganos muestreados: hfgado, bazo,

vesicula biliar, pulmén, ¢loaca, tonsila cecal, médula 6sca y sangre de pollos preinoculados; asl
como de agua, cams y alimento. Se aislé Escherichia coli de i ino de pollos prei lados.

CURVAS DE CRECIMIENTO

La curva de crecimicnto de la cepa FVB323, alcanzé la fasc logar(tmica tardfa a las 7

N

horas de imi aproxi como se observa en 1a figura 1. Solo esta curva de
crecimiento se obtuvo con los valores de densidad 6ptica (DO) en absorbancia Ay, en el lector
de ELISA. Se hicieron cultivos duplicados obteniendo un coeficiente de variacién de 5.23% entre
las dos muestras.

La curva de crecimicnto de la cepa ATCC-9184, alcanz6 la fase logarfimica tardfa a las

6 horas de imi aproximad (figura 2).

La curva de crecimicnto de la cepa 9R, alcanzé la fase logarfumica tardfa a las 7 horas
de crecimi aproximad con un cocficiente de variacién de 4.34% en las muestras
duplicadas (figura 3).

La curva de crecimiento de 1a cepa ATCC-10398, alcanz6 Iu fase logarftmica tardfa a las

5 horas de crecimicnto aproximadamente, con un coeficiente de variacién de 0.30% en las

muestras duplicadas (figura 4).
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CONTEO DE COLONIAS

El conteo de UFC sc realizé a partir del cultivo secundario cn 1a fase logar{tmica tardfa.
En esta fase de crecimiento se obtuvieron los valores de DO en absorbancia Ag,g en el lector de
ELISA.

La cepa FVB323 present6 7.8 X 10° URC/m! a las 7 homs de crecimiento, con una
absorbancia de 0.355 en el lector de ELISA.

La cepa ATCC-9184 presentd 3.2 X 10° UFC/ml & 1as 6 horss de crecimicnto, con una
absorbancia de 0.068 en el lector de ELISA.

La cepa 9R presenté 2.2 X 10° UFC/ml a las 7 horas de crecimiento, con una absorbancia
de 0.312 en el lector de ELISA.

La cepa ATCC-10398 present$ 1.0 X 10° UFC/ml a Ias S horas de crecimiento, con una
absorbancia de 0.088 en el lector de ELISA.

EXAMEN BACTERIOLOGICO

Los pollos inoculados con la cepa FVB323, p ala psia: palidez y p
de focos blanquecinos en hfgado, esplenomegalia y hepatomegalia, desde los 4 dfas PI hasta el
final del experimento.

Se aislé Salmonella en los potios inoculados con 10" UFC de la cepa FVB323, como s¢
muestra cn la figura S, a partir de bazo a log 3, 7, 14, 21, 28 y 35 dias PI; de higado a los 4, 14
y 28 dfas PI, y de sangre a los 4 dfas PL. En los pollos inoculados con 10’ UFC, se aislé
Salmonella de higado y bazo a los 4 y 28 dfas PL.

De acuerdo con los resultados obtenidos con 1a prueba de Ji cuadrada se encontré que no
hubo diferencia estadfsticamente significativa, entre los grupos de pollos inoculados con 107 y
10* UFC de §. gallinarum FVB323, y entre los pollos inoculados y los controles (P 0.05),
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DOSIS 107 UFC

ODias P Higado Bezo Sangre M. 0Osea Cloaca T. Cecal

3 1 1 0 0 0 0

7 0 0 o] 0 0 0

14 0 0 0 0 0 0

21 0 0 Q 0 Q Q

28 1 1 0 0 Q 0

35 [ 0 o 0 0 0
DOSIS 108 UFC

Dias Pl _Higedo Bazo Sangre M.0Osea Cloaca T. Cecal

3 1 1 i 0 0 0
7 ¢} 1 o} 0 ] 0
14 1 1 0 0 0 v}
21 o} 1 o} 0 0 o}
28 1 1 o} 0 0 0
35 0 1 0 0 0 0

Figura 5. Aves positivas (de dos muestreadas) al
aislamiento de S. gallinarum FVB323.
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Los resultados de esta cepa de salmonela en la prueba bioqufmica son los siguientes:

TSI reaccién # 3 LD positivo
Citrato positivo Lactosa negative
Urea negativo Manitol positdvo
Indol negativo HS positivo
Malonato negativo Motilidad negativo

Aglutinacién positiva (antisuero de salmonela grupo “D")

Los pollos (de los grupos T1, It y IV) inoculados con las cepas ATCC-9184, 9R y ATCC-
10398, no presentaron signos ni lesiones de la enfermedad, y no sc logré aislar Salmonella en
érganos.

No sc aislé Salmonella de tonsila cecal, cloaca ni médula dsea en ninguno de los grupos
de pollos infectados.
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DISCUSION

El objetivo principal de csta tesis fue producir sueros con anticuerpos especficos contra
varias cepas de S. gallinarum en pollos SPF, con 1a finalidad de utilizarlos posteriormente para
cstandarizar una técnica de diagnéstico mediante ELISA con preparaciones de protefnas de la
membrana extema (pPME) de S. gallinarum, como antfgenos de captura.

Las PME jucgan un papel importante en la respuesta inmune humoral. Diversos grupos
han demostrado que los anticuerpos séricos de pacientes con fiebre tifoidea (FT), son capaces de
teconocer dichas protefnas (7, 14, 86, 87). Asf{ mismo, se ha demostrado que las PME de S.
enteritidis son vtiles para diagnosticar infeccién en pollos infectados experimentalmente (35). Por
otra parte, s¢ ha observada que las PME de S. typhi y de §. fyphimurium, en €l modelo del ratén
son capaces de inducir una respuesta inmune protectora (31, 81), con lo cual se sugicre que las
PME putden ser utilizadas ¢n el desarrollo de técnicas de diagnéstico o en la preparacién de
vacunas,

Las pruebas serol6gicas cominmente utilizadas no son suficientes para el diagnéstico
definitivo de 1a TA, por lo que a utilizacién de las PME son una alternativa en el desarrollo de
métodos de deteccitn de anticuerpos.

En México se han realizado estudios con ¢l empleo de PME en especics de Salmonella.
Verdugo-Rodriguez «t al. (1993) di un inm yo enzimético (FT-ELISA) para la
d ién de anticuerpos séricos cn paci con FT utilizando preparaciones de PME de S. typhi
como antfgeno de captura (86, 87). Basdndose en ¢l mismo principio, Vézquez et «l. (1993)
estandarizaron un inmunoensayo enzimdtico (TA-ELISA) con preparaciones de PME de §.

gallinarum para detectar anticuerpos séricos, utilizando los sueros de pollos infectados
experimentalmente, producidos en este trabajo (83, 84, 85).

Los sueros producidos fueron itiles para estandarizar e] TA-ELISA.

Los sucros sc obtuvieron a partir de pollos con las siguientes caracterfsticas:
1. Pollos SPF que fueron criados en unidades de aislamiento para evitar que se infectaran con

otros patégenos. De esta manera se evitarfa cl con infe

B

dep que pudi afectar la respuesta inmune humoral, y al mismo tiempo se

climinarfa la probabilidad de que el suero gehcram. de manera importante, anticuerpos contra
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otros agt infecciosos que pudi tener i das con Sal la (Staphylococcus
Microcaccus, Proteus, E, coli, Citrobacter, Acrobacter) (64), y que pudicran interferir con Ia
estandarizacién del ELISA.

2. Se pretendfa obtener sucros de aves que fucran inoculadas por una via naturat de infeccion de
S. gallinarum, esto es por vfa oral.

3. Los pollos sc i it alas5s de cdad, tiempo en el que adquicren mayor
resistencia a la enfermedad (63).

4. Las aves fueron inoculadas con un cultivo bacteriano en fase de crecimiento logarftmica tardfa,
con base en estudios realizados en los que s¢ observa que la fase de crecimicnto afecta los
mecanismos de adherencia ¢ invasividad de las sal 1as. Por ejemplo, S. choleraesuis mostré

su nivel méximo de invasividad cuando se encontraba en fase logarfumica tardfa, y perdié su
invasividad en c€lulas MDCK (Madin-Darby canine kidney) en fase estacionaria de crecimiento,
lo mismo ocurrié con S. ryphimurium y §. typhi (40). Emst et al. (19) observaron que S.
typ himurium picrde su capacidad invasiva cuando se ¢ncuentra en fase estacionaria y aumenta
su invasivided en células HEp-2 (inea celular de carcinoma epidermoide derivado de laringe
humano), en fasc logarftmica tardia. Esto ¢ da con los resultados obtenidos por Francis et
al. (22), en donde S. typhimurium es mencs eficiente para penetrar las células HEp-2 y MDCK

{1 cuando se encuentrs en fasc estacionaria. Lee y Falkow (40) y Francis et al. (22) observaran

que S. choleraesuls y S. typhimurium en fasc cstacionaria, s¢ adherfan menos cficientemente y
perdfan su capacidad invasiva, sin embargo, Tartera y Metcalf (78) observaron que S. typhi no
fue capaz de penctrar células Henle 407 (linca celular de intestino de humano), debido a que
perdid su capacidad de adherencia; ¢ increments su capacidad invasiva en fase logarftmics,
alcanzando un nivel éptimo en fase logarftmica tardfa.

Lainvasividad bacteriana puede verse afectads en algunos cultivos celulazes debido a que
1a interaccién del microorganistmo con las células varfa en las diferentes lneas de cultivo celular,
sin embargo, sc ha observado que la invasividad de Salmonella ba sido similar en los diferentes
cultivos celulares utilizados.

Se pensaba que las bacterias p lascélulash

A4,
P

en fase ionaria, debido

1.2 "

a que ésta es la fase de crecimi en que ¢ se enel
infectan a su hospedero a través de alimento o agua contaminada (40). Sin embargo, Tarters y
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Metcalf (78) sugi que 1a Sal, lla pucde experimentar una serie de multiplicacién celular
en el i ino, antes de adap fisiolégi para adherirse y penctrar 6ptimamente las
células hospederas,

Ernst et al. (19) sugitren que los rangos mds altos de invasividad observada en las células
en crecimiento logarftmico puede reflejar la necesidad de Hevar a cabo la sintesis protéica en

niveles lo suficienternente altos para que se induzcan nuevas protefnas necesarias para el proceso
de invasi6n.

En este trabajo experimental las c€lulas bacterianas se inocularon cuando se encoatraban
en fase logarftmica tardfa de crecimiento, aumentando asf la posibilidad de que la Salmonella
penctrara las c€lulas y colonizara los érganos de eleccion para TA,

A pesar de ésto, no s¢ logré comprobar la colonizacién en érganos por medio del
de pollos i lados con S. gallinarum ATCC-9184 y 9R; y de 8. pullorum ATCC-

10398. Esto puede deberse a varios factores:

1. La resi; ia genética que pr tas lfneas de aves ligeras a la TA (25, 39). Bumstead y

Barrow (13) observaron que las lineas de aves que son resi a §. typhimurium, también son

£l

resistentes a S. gallinarum, . pullorum y S. enteritidis, lo cual sugiere que puede haber un

10 general de resi ia que puede aplicarse a todos los serotipos de Salmonella en
aves.
2. La edad de los pollos es un mecanismo de vesistencia natural a 1a TA. A partir de las dos
semanas de edad se incrementa la resistencia a la enfermedad, esto puede ser debido a que 1a
actividad de la lisozima y de proteo!fti que poseen actividad bactericida, se
incrementa con la edad (63).
3. Los cultivos de Sal) lla picrden répid su patogenicidad en medios artificiales (61).
Si consideramos que las ccpas empleadas fucron conservadas en medios de cultivo artificiales,
¥ 10 se hici pases de imi ¢n aves o embriones, antes de ser utilizadas para infectar
a los pollos, es posible que estas cepas hubi perdido su patogenicidad. Posibl este fue

¢l factor més impontante que determinG el aislami gativo de Sal) lla en 6rganos.

‘Todos estos f actuaron j f do la colonizacién en 6 y por

2}

igui el aislamiento de sal la a partir de 6rganos de pollos infectados
experimentalmente con TA.
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A pesar de no haber sisiado saimoncla a partir de 6rganos en ta mayorfa de los lotes, sf
se logrd aislarla de pollos inoculados con 1a cepa FYB323.

El nislamiento de S, gallinarwn FYB323 u partir de higado y bazo, concuerda con los
resultados obtenidos cn otras i igaci (30, 58, 69, 70). Sin embargo, no se logré aislar a
partir de hisopo cloacal o tonsila cecal.

El hecho de que no se haya aislado Safmonella en hisopo cloacal y tonsila cecal no indica
que no sc haya climinado la bacteria a través de heces (33), sin embargo, en el grupo de poilos
inoculados con S, gallinarum FVB323, no se aisté Salmanella en ninguno de los pollos del lote
control negativo,
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CONCLUSIONES

Los sueros producidos fueron sufici para farizar e} TA-ELISA.
La cepa de campo de S. gallinarum FVB323 logeé aislarse de pollos i tados con 10
y 1¢* UEC, d do asf, que la inoculacién oral de Sal) lla, conduce a la colonizacién

en 6rganos, principalmente hfgado y bazo.

Bl aislamiento negativo de S. gallinarum en la mayorfa de los grupos de pollos
inoculados, posiblemente sc¢ debi6 a factores de resistencia natural,
Otra estrategia para inocular, podrfa consistir en que los cultivos de S. gallinarum
an pascs de irni

it

en aves o embriones, antes de ser utilizados en cstudios de
patogenia, debido a que 1a Salmonella pierde répidamente su patogenicidad en medios de cultivo
artificiales.

La utilizacién de una cepa de S. gallingrum nal' podria favorecer el aislamiento de
Salmonella a apartir de heces o hisopos cloacules, debido a que se elimina 1a posibilidad del
crecimiento de bacterias coliformes contaminantes (58).

El suero hiperinmune contra S. gallinarum producido en pollos SPF puede ser empleado
posteriormente en prucbas de expresién de PME, la cual s¢ ve afectada por factores ambientales.

Las curvas de crecimictito de las ccpas son diferentes, de igual forma el aislamicnto de
las cepas, lo cual sugicre una variabilidad genotfpica y fenotfpica, que debe diarse

posteriormente.
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