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RESUMEN

Se utilizaron preparaciones de proteinas de la mfej'h“b‘réna externa G ME) dc'SaIm?wg‘télId .

mostraron  un :perfi

Gnicaiente mostraron variaciones menores, dependiendo de Ia osmolaridad del medio

de cultivo utilizado.’



SUMMARY

Outer membrane protems preparatlons (OMP ) rrom Salmonella gallinarum, S. pollorum
and S. enIerIttdts, were used as capture antigen in a enzyme linkcd immunosorbent assay
for the dmgnosw of fowl typhoid (F’I‘-ELISA), their elcctroforetic profiles were also

comparcd Mlcro ELISA fiter plates were coated wnth OPM,, (3 mg/ml) from :S§.

gallmamm FVB 323 obtammg a sngmf‘ cunt dlﬂ‘ercntce betwcen expenmcntally mfected




1. INTRODUCCION

1.1. PANORAMA DE LA AVICULTURA EN. MEX[CO

Dentro de las dxfcrentes areas dc Ia produc n"pecuarm, ln nv:cultura es la mns

los 60’s a ser.un pais qu
misma décadn “una

embargo, la




El intcrés por incrcmenmr el consumo’ de productos pecuarms fibres de agentes

microbiaj 'nnf_, i "' ! ‘t- palogenos para cl homhre, obliga a la adopc-én de pricticas

‘La avicultura

Auecidn aite

de pr

Z00:1993: Ca

guajolotes (Diario Oficial, 1994)

Répdr_tes sobre la’ Incidencia.de gastroenteritis causada’ por salmonchs méwles en’

bntg‘rmd_ts,f S yph umym),

humaho’sk(s. indican un’ mcremenlo dramético en muchas;

partes del mmidd ) exico se desconoce el costo dc T

S'\lmonclosls humana causad ‘ or ‘estos serotlpos, sin - embargo, - su rcpercusi6n

econémica puedc ser alta. Las: invesugacmncs epldemioldglcas realizadas en muchas A

pmses han mvalucrado al huevo crudo o carne de contami , lo cual ha

gencradn un sevcro; estrés éconﬁmlco en la industria avicola (Gast, 1994)



1.2. BACTERIOLOGIA

12.1. Taxonomia.

La clasificacién del géncro Salmonella'h:i sido motivo de go:i;ygvgrsins en_ los dltimos . -~

(1.5 X 4.0 /,Lm) y su cnvoltura no ‘se dll'cu:ncxa morfoléglcamentc de otms

entcrobacterlﬁccas. A cxcepcién dc S gallmarum y S. pullarum, la mayona tienen :



flagelos peritricos 1o cual les permite Ilevar a cabo funciones de | i6 (25 # 30 um
por segundo) y quimiotaxis (Freeman, 1990). Por lo general, no son caps‘uladas y su
envoltura celular est4 constitufda por una membrana externa y una interna subyacente,
de aproximadamente 7.5 nm de espesor cada una, ambas capas tienen un grosor que
varia de 10 a 15 nm. Entre la superficie de la membrana externa e interna se encuentra
una capa fina de peptidoglicano. Las membranas estdn constituidas por una bicapa de
fosfolipidos con proteinas espaciadas y contienen de un S0 a 75% de proteina y de 20

a 35% de lipidos, constituyendo el 10% del peso seco de la bacteria. La estructura

asimétrica de la membrana externa juega un p'aj} y impdrtante ya que funciona como

una barrera para un gran niimero de agentes qdirr{igost (Nikaidq y Nakae, 1979; Jacqubs, R

1985).

1.23 Cmctenshtas bioqufmicas

Las salmonelas son bacterias aerobias Yy anaerobias facultativas, que no fermentan

lactosa. Produccn H,Sa partir de tlosulfato, y' gas de la fermentacldn de Ia glucosa, son

rex_lsa, “ind‘ol, Vogqs-

a excepclén de S galllnarum y S pullarum :



El género Salmonella cs capaz de tolerar concentraciones relativamente altas de bilis, lo-

cual se ha aprovechado para diseiiar medios de cultivo especificos para su aisiamiento. -

El hecho de que las” 0 fer

ten la lacfosa trae como consecuencia la -
necesidad dé utilizar ‘méq} )
diversa, como el- agz’zrv, XLD
dcsoxico_lato, aghr S .
britlante, que’ mhlbe _‘z'llgu,n;v snlmonclas ya la mayor parte de las entcmbactermsv

(Dunn y Martin, l;97i; Bnl‘ley y Scott’s, 1990).

13. Estmclura de la membrana externa.

.13 Fosflolipidos.

Se han analizado los fosfolipidos de la membrami externai de Células,"désérrolladas en

medio de cumvo conteniendo (H)-Z-gllccrol encontrando fosfatidll etanolaminn, ghccrol i

1979, l‘reeman, 1990 -



13.2. Lipopolisacirido.
EIl lipopolisacdrido (LPS) es un componente estructural y funcional de la superficie
celular y constituye aproximadamente el 45% de la membrana externa (Nikaido y

"

Nakae, 1979). El LPS es uno de los principales p antigénicos de superficie

{(contiene al antigeno somﬁitico "0"} y es responsable de la actividad endotéxica de las

células gramnegativas. Este complejo de alto peso molecular tiene tres regiones: una

porcién lipidicn“ (iip'ido' ;‘A");" un niicleo o core, y una regién polisacaridica (cadena-O-
cspecmca) constlt' enas repetidas de aziicares que protege a la célula de Ia

acc:én de los antlcu :ox‘nplemento para impedir su contacto {ntimo ‘con ia .

"0" Salmonella gallmarum y S pullarum poseen‘ el antfgeno 0l sz al lgu'll que muchas '



csptcucs del g,rupo "D" (Mcrdmnt l980) La ohlencién de ant:sucros cspcclfcos parala

sernl:pll‘cac nde grupo" e reallza mediante pruebas dc absorcwn con cepas heterélogns

Conlrarla entc a muchas cepas de E. coli, cl gcnero Salmanella carece de capsula por

dcfmclon. Una cxccpcidn de importancia dlagnéstlca, es In presencia de un polisacarldo

(antlgcno Vl) en \'arios miembros de Ia fanuha Enterobaclerzaceae' S I_)phl, S parat)phl

C, Citrobacter freundu y a veces S dublm (Freeman, 1990)



El bolisacérido Vi. de S. typhi y C. freundii, es una linea de homopolimeros variables  de
,alfa-lv) (1-4) GalNAcA O-hgetiiado en la posicién C3. Salmonella gallinarum y S. pullorum .

careéen del antigeno Vi (Ballcy y Scott’s, 1990).

13.6. Proteinas de la membrana externa (PME).

Salnibnella gallihai; n; conio todas las bacterias Gram-negativas, esté cubier'ta" pdr una -

membrnna extcrna' la. cual protcge a dichas células de agentcs noclvos d mendo su .

pcnetracién. Al mismo- uempo, los nutrimentos y los productos “de “desecho dcben'

- atravesar estam rana, y ésto es posible mediante la prcs

La superf'cie dc la bacterm csla cubierta por las PME constituycndo un 30% del total :

dc la mcmbrann incluyendo ambas pnrtes dc Ia membrana. Las PME mzis abundan!es‘



se expresan en alrcdedor de 10‘ copms por celuln (leaido y Vaara, 1985)

Las protemas prmupales,' e denomman pormns (OmpC OmpF OmpE) Las PME

éspecificidad (94-100%).



1.4. EPIDEMIOLOGIA.

El hidbitat de las salmonelas es nounalmenlc el trncto mtcshnal dcl Immbrc y los

animales. La via de contagio puede ser dnccta de un ammal a otro oi cta a,travcs

o al., '1987) Salmonella  enteritid

cnractcrlslica .de pasar madvemdn quedando las gallmns como: portadoras, lo cml‘

encubrc el diagnostlco scrologico dc S gallmarum y S : pullomm, ademas de quc los

10



el

animales ml‘cclados y sus pruduclos 'ser .un problema gravc de salud pablica

(Gasl 1994) En Europa yen los Estado Unidos se han‘ epormdo los fngotlpos 4,6, 8,

13, 713 y 14,,, slendo de gran importancia el 4 y 8 para la salud pubhca (Kim, et al.,

l99l, \.,,Zud y Vazquez (1995), han reportado

enteritidis: del fagotipo 4,y 30 cepns del fagotipo 8, alsladns de granjas

4 ccpas dc

avxcolas de ocho estados del pai

15. PATOGENESIS Y VIRULENCIA

onan en las gnlhnas y Ios pollos una

multlphc'm b propagan por todo el organismo, colonizando prlncipalmentc los nddulasb

lmfzitlcos, nlesentéricos, bazp, hfgado, génadas, médula 6sca, nnones (Gast 1994)

11




brana

Las bacterlas se ran nm Imente ‘en ya las rodeadas dc‘t'ma n

dentro de las células epitcllnles y e\enlualmenle migran a'la’ base de’ lns células. La:v




En gallinas de poslura de la raza Legharn, moculadas expenmcntalmentc por via Ol‘dl

con una dos:s l)\lO” dc S entcruidxs fagolipo 13a, se encontro un 83% de cultnvosf :

de pollos dc 1 dm dc cdad' ml‘eclados con buna cepa virulenta deS typhi arium con una

dosis leO“ UI‘C La deprcs:dn yla rcpiyblauon parcial de los lml‘ocntos fue rcvelada por

alroﬁa de los organos lml‘ondes 2 dms po nl‘ccclon, y un lncremenlo en cl peso de los

organos al‘eclados 7 dlas dcspucs de la mfecmon (Gast, 1994) :

13



1.6. INMUNOLOGIA.

La respuesta inmune humornl por infeccuin cxpenmenlal oral dejpollos con S

posmfeccidn y en intestino a ln cuarta scmﬂnn (Bﬁto ‘ al., 1993). La lgG fuc detectada

desde la pnmera semnna en Ias tres muestras aunque, tftulos altos en b:hs l‘ueron

14



detectados hasta la cuarla semana mlcntras que en mtestmo y suero haslu la qumta

semana. La lgM fue dclcclada desdc la pnmera Semana'a parﬁr de mtcstmo 3 sucro,

1.7 DIAGNOSTICO * *

‘17,17 Bacteri
\ angre cuando se produce v

scpllcemm ya partlr dc hcccs se puedc lccupcrar, en la mayona dc los casos Tamlnén

la bnclcrn pucdc scr recupcrada dc 6rgnnos (hlgndo, bazo, cnegos, nvﬂnos Y oviduclos)‘

de las aves cnfcl mas (scxopos tn'as) 0 mue ]

S (l’adron, 1992 5 st 19 4) Salmonella’

" crece blen en caldos sclecuvos como tctratlonato Y selcnito, as co oen’ aga snngrc, :

MacConkcy y vcrdc brlllanlc con nobovnocma, noes una bncterm hcmolmca y es lactnsa-,

ncgntwa. Dcntro de lns pnncnpalcs cnractcnsucas bloqmmlcns se obscrva quees oxldnsa )

negnln Q.. Pl oducen acndo y gas duxante ln fcumentacidn de Ios carbohxdralos (Ballcy 3

Scoll’s, 1990)

15



1.72. Semloguco. .

Las medldns mns efcclnns para el control de la pulorosns y, lu TA son una comblnacuin_

estricta de medldas dc munejo:"y cllmmacldn Ln errndicaclén se lmce ‘,comunmcnle‘g

mcdianlc I ldentiﬂcacidn de pnrvadas lnfectadas, y la chminaclén d

se hacc mdivndualment
cuales sc ullh

dctcclar la r

Rodrigliez eral, (1989,:1993a '1‘993 1993c) dcsarrollaron un mmunoensnyo enzlmanco g

basado en cl uso'de }PME dc S t)phl para dlagnostlcar n forma temprana ln ﬂebre

til‘oidea en zonas endémicas. i

16
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2. OBJETIVOS

2.1. Objctlvo gcneral L

Ullhzacwn dc pro nas dc la m brana cxtcrna (PME) dc Salmonella gallmarum pnm

dlagnoslicm medmnlc un inmunocnmyo cnzim{xllco, la llfmdca aviar. (TA ELlSA)

2.2, Objetivos cspecificos:

1 Comparacnén de Ios pcrl‘nlcs eleclroforchcos dc dlferenlcs ccpas dc S gallmarmn s

pullorum 3 S cntermdlv con la'l'nahdad de cslableccl llpos elcctroforchcns

3.~Evaluar™ el “inmunoensay "Sl’l"' infectados

17



3. MATERIALES Y METODOS.
3.1. Cepas bacterianas. Se utilizaron distintas cepas de campo,rasi 'comoicepas de

coleccién de la American Type Culture Collection (ATCC). Se usnron Iﬁ' s:gulentes cepas .

Salmonella gallinarum (FVB-323, 9-R, ATCC-9184 FVB- 285, FVB -383, FVB-432 y FVB-’ ‘

pH 7 dclcrmm ndo la

S. enlermdu l'agohpo 13 (’l‘ablas l y ll) “

18



3.2. Pollos: Embnoncs de pollo "SPF‘l de gallmas de raza llgcra (Whue Leghom) Fueron

ctados dc la S|guxenlc

manera: grupu Vl con S galhnarum I‘VB-323 grup VH con S gallmarum U-Z grupo :

VIl con S enterllldrs fagotlpo 13 y el ultlmo grupo se dejo como control ncgatlvo (’l‘abla

1),

19



Los pollos sc‘lnfecturdnip‘oi‘ via oral, con 100 de suspensiones fréscas de bacterias

.uslamxcnlos bactcnologlcos l‘ucron tlpnfcndos bmqmmlcmncnlc con:el” sisteinn

UNISCEI’T-ZOE (Dmsmn of Shcr\mod Mcdlcal Nc York USA),'y serot:pil‘cndos con‘

antlsucro somalico "O" (Dll‘CO) quc detccta a los fnctores l 9 Y 12 del grupo D;:

20



Tabla L.
DISENO E)\PERIMENTAL (FASE UNO) EN GRUPOS DE POLLOS "SPI"' DE ClNCO

SEMANAS DE EDAD lNl‘ ECTADOS CON DIFERENTES CEPAS DES. gallmamm Y

IAS DE MUESTREO " -/

UFC/100 ul

szl Control - PBS )2

21



. Tabla IL.
DISENO EXPERIMENTAL (FASE DOS) EN GRUPOS DE POLLOS "SPF" DE CINCO

SEMANAS DE EDAD, INFECTADOS CON . gallinarum Y S. enteritidis.

GRUPO Y NUM. | TRATAMIENTO | VIA ORAL DIAS DE MUESTREO

POLLOS (Inoculacién) | Y DOSIS POSINFECCION.
‘(UFC/100p1)
vI 49 S. gallinarum -~ {1X10" - <o, 7, 14, 21, 28, 35
FVB-323
VI ‘
VIl
X

22



3.4. Preparaciones de proteinas de Ia brana a externa (,.PME)

Las baclcnas fueron cultivadas hasla alcanznr In fase logarntmlca tardm dc crecnmento,

suspendlé en fo 2 10mM, fir : Ila fue re}ﬁ_spéndida‘

vcn 1 ml de de PBS, pH 74 y congeladn a -20 C hasta su uso.

: 3.5. Cuantl cacién

Las ,.PME se cscongelaron y se deposité’ una ahcuota dc 30 [.l.l en un tubo eppendalf de

SC-100 Savanl La‘

pastlllu l'ue resuspendida en 1. ml de hldréxidoAdc sodio al 0.4 N- (solucldn frcsca), y se

mczclo duran e 60 segundos aproxnma amente para gneizar-perfectamente la

23? '




proteina, ‘Las mezclas sc congclaron a -70 C durante 30 mm y despues se agitaron con

vortex 60 seg tratando de no. hacer espuma Las muestras' : deposntaron en una

4,6,8,10y12

se somctleron a 20 mA durante 1 h para el gel concen adory 40 mA durante 4 h para

ol gel sep'xrndor (Verdugo Rodngucr, el .,_l99y3ab‘c). . tlnc:én del} gcl se rqahztj con

~24 -



azul de Coomassne nl 0 01%, se calcnto duranlc 60 segundos a cbulhcldn en un horno

de microundas y se dej6 en ngltacuén 15 mm, postenormentc el gel sc destmo con una :
‘solumén de mctanol al 40% y écido acético al 7%, calenlﬁndolo a cbulhcién 60 segundos
y postcnormcntc dqandolo en agitacién durante 15 min. Este paso se relpmo trcs vcces

: hasta visualizar claramente las proteinas.

3.7. Estandarizacién del TA- ELISA. :

:512)'y en‘aglutinacién’en placa con anugeno. .

la prut_:baQe microaglutinacién (titulo

K-poliva!ép}e, asi como, sucro de pollos no in ctadosy uero de conejo. Las microplacas : :

se incubaron 60 min‘a 37 C, se lavaron res veces y esputs’ agregaron,IOO ailipozo -

»-25; .



de lgG dc cabra anti lg de pollo acoplada con blotma (Vector Laboratorles, lnc USA)

a dlluclones 1 1 000 It 2 000 y 3 000 mcubﬁndose 60 min'a 37 C y lavéndose tres veces,

con pcroxidnsa

38 Anéhsns 'madlstlco

Los rcsullados dc " lundarizaclén y valuacion del TA ELISA est!:n dados en :

26




ELISA
Deteccidn de anticuerpos

Sustrato
(ABTS) .-

; Streptawdlna ocopludu
on. perox:dusa

gG de’ ‘cabra nll Ac de pollo .

AQ de Salmonella gallinarum

.

Fase sélida

Figura 1.
Representacién esquemdtica del TA-ELISA, con el sistema estreptavidina-biotina usando

como antigeno de captura .PME de S. gallinarum FVB-323.

27



4. RESULTADOS

4.1. Cuantificacién de las ,PME

; dil'erentes obtenidas

Se cuantificaron aproximadamente 29 PME eléc;;ofqréticamen

tanto en baja como en alta osmolaridad.'LaiS:‘ cepas deS f‘g!al:lz;na( 1 (FVB-323 ATCC-

9184 y 9-R) cultivadas en bajai osmblaridad}que resentaron un perﬁyl de PME bien

: d' 375 kDa e e

la dc 37 kDa, mientras que se reprime la expresldn de la PME de 36 kDavv 3

28



'l'abla lll

CONCENTRACION EN ;Lg/ml DE DlFERENTES PREPARACIONES DE PME, DE

Salmo/xella gallmarum, S Pullorum S Entenlults CULTIVADAS EN BAJA

(o] M OVLARI DAD

SEROTIPO | CEPA : “36.Y.37 | CONCENTRACIGN
| DE PROTEINA
pg/ml

25

S. gallinarum

5.84
: BEY
8. pullorum’; - 87 - ,
S. enteritidis - 150 - oo i

L (+) indien I intensidad de 1ns bandas observadus éniﬁeles He‘pd'liécril;ninh:i»‘xi-SDS. S
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kDa .

sl

36 U g g i sk m

20

T 2 3t 4 5' & 7! 10
Figura 2.

Gel de’ poliacrilnmida-SDS (14%), donde se muestmn PME de Salmonella gaIImarum :

En cl carnl 1 se lncluyeron marcadores de pcso molcculnr.
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20

B

Figum 3.

Gel de pollncnlnmxdn SDS (14 %), donde se muestrnn PME de Salmonella pullorum

ccp'lS‘ 47 (carrllcs 2 y 3) S” allmarum cepa 59 ! (carrﬂcs 4 y 5), 285 (carrilcs 6 y 7),

383 (carnlcs 8 y 9), y S. enteritidis cepa 36 (cnrri! 10) En los carrllcs 2 '4 6, ,' g

JPME se nbtu»ieron d bnctcrlas culuvadns en ba_;a osmolnrldad, m!cntras quc en los

carrilcs 3,5, 7, y 9 las PME Vc obtu cron e bncterms cu!tivadas cn alla osmolarldad

En ol cnrnl I'se mclupcron marcadores de peso molccula




43. Estandarizacifn del TA-ELISA.
Los resultados de la cstandari‘zaciéh’ del - TA-ELISA, graficados en la Figura 4,
mostraron que con una concentl;gcién 1'1.93 ng del antigeno (;PME), una dilucién de

1:3,000 del conjugado y unavdildgiérj { e:' ‘9,375 del suero, fue posible diferenciar a los

pollos infectados con §. gall los “ppllos no infectados, a los 35 min de la

sens:bilidad del 97% y una especiﬁcldad del 98 5% para el TA-ELISA (p<0 05)
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TA-ELISA

——&— pollo posltivo
——<— polio negativo
~——%—— conejo

L. 0. 405 nm .

Figurad.

let;res de alisbfbnhda 'én el TA vgaritm deA la dlluclén de

suero de pollo inl‘ectado on S alli ro.de pollo sin lnfcctar y sucro dc concJo

La lectura se reanzd después de 35 min de la reac cl6n enzima-sustmto a una; longnud

de qnda de 405 nm. "
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TA-ELISA
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o7 I
c R
o T
< e
o B
o

Figura 5.
"Cinética de aparicién de ahpichgfpos detectados por el TA-ELISA en pollos infectados
cxpcrimcntélinéntc' con S. galliharunx,‘ﬁositivos al aislamiento bacl‘efiolégico (—e-)y

grupo control negativo (—%=), -
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[ZinrecTADOS
[JNEGATIVOS

, “|lepprE-a23

NUMERO DE POLLOS

0 KL L L L L
1 10 20 30 40 50 60 70 80 S50 100110120

VALORES DEL TA-ELISA EN PORCENTAJES

Figura 6.
Determinacion del punto de corte en el TA-ELISA mediante el porcentaje de los
valores de absorbancia a una longitud de onda de 405 nm. Se utilizaron sueros de
pollos "SPF" a los 28 dias posinfeccidn, con aislamicnto bacteriolégico. Los pollos
fueron infectados experimentalmente, via oral, con Salmonella gallinarum: (cepas:
FVB-323 y U-2). Los valores del TA-ELISA se calcularon como el porccn(aje de
absorbancia obtenida con un suero control posntno.
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44. Evaluacién del TA-ELISA.

4 4 I anem l‘ase expenmenml. i

Sc estudmron ru 0§ de pollos SPF mfectados cxpcrlmentalmentc’(Tablas I y ll),

'usnndo dlfercnles do: der 'S, gallmarum (cepas FV 323 A C 9184 y 9R) y S'

nucn!rds que la prucba de aglulmacmn detecté al 54.55% (p<0.05)‘,El' alslnmlento

b.lctenologlco no se logr(S en ninguno de los pollos de cste grupo S
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Grupo I11. Pollos infectados con S. gallmarum 9-R (cepa vacunal) El primer subgrupo

tratado con una dosis leO" UFC l‘ue positlvo en un 77.78% al TA~ELISA y Ia pr ueba

de aglutinacién no delect6 a nmgun de:los pollos (p 0.001), el subgrupo tratado con

os, mieqtras que la prueba de aglutinacién

01 En ninguno de los pollos de este grupo, se

's :"con S puilorum ATCC-10398 el subgrupo infectado
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PORCENTAJE DE SEROPOSITIVIDAD
a
<
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B

%

Dy

e

FVB-323 ATCC.9184 9B ATCE-10498 Cantraf %,

PRIMERA FASE EXPERIMENTAL

&

Figura. 7

Porcentaje de positividad en el TA-ELISA, de los sueros procedentes de polles
SPF infectados experimentalmente a las 5§ semanas de edad, con Salmonella
gallinarum (cepas: FVB-323, ATCC-9184 y 9-R) y S. pullorum (ATCC-10398).
Los sueros se obtuvieron a los 28 dias posinfeccidn. También se muestra el
porcenta_]e de positividad mediante aglutinacién con antigeno K-pollvalente,
asi como cl-aislamiento bactcnologlco a partlr de sangre y heces (cepa"
FVB. 323) g :
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4.4.2. Segunda fase experimental.
En la Tabla V se muestra ¢l andlisis en forma individual de cuatro grupos de pollos
infectados con S. gallinarum y S. enteritidis. Mienﬁrég que en la Tabla VI se muestran los

resultados obtenidos por el TA-ELISA 'y la pr(;gba de aglutinacién cn placa con antigeno

K-polivalente, analizados pof dia'de ‘mugs!fep. g

dc los pollos,

prucba dc nglutinacion, t [ 07 de los sueros, sxendo el mslamlcnto‘

bactcnoléglco positlvo a parﬁr de hcces en eI 55% de los pollos (p<0 001)
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Grupo lX Pollos utlhzados comn comroles ncgatnvos,sm |nfectnr. El 93 5% - l'ueron' .

ncgauvos al TA-ELISA, mlcntras queiel 1 91%: fueron negatwos:a la prucba dc

aglulinac:énc plac d anl t nto aclenoldglco

fue negatno a parﬁr ‘de sangre, heces, asi‘como de érganos al ‘sacrificio. .
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120 -

100 100 100 200

PORCENTAJE DE POSITIVIDAD
E)

[
T T T T
FVB.323 Sg/U-2 FVA/I13 CONTROL Cdrakiisa
OaGLUTIN.

SEGUNDA FASE EXPERIMENTAL NAISLAM.

__Figura 8.

Porcentaje en el TA-ELISA, de sueros procedentes de pollos
SPF infectados experimentalmente a las 5 semanas de edad,
con Salmonella gallinarum (cepas:FVB-323 y U-2) y S.enteritidis
fagotlpo 13. Al grupo control se:le administré6 PBS. Los sueros
se obluvncron a‘'los:28 dias posinfeccién.También se muestra el
porcentaJ s de- posmwdad mediante aglutinacién con antigeno -
K-pohvalente y-el aislamiento bacterlologxco a partir de sangre
'(cepa FVB 323) y heces (cepa: FVA-F13).
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: 'l‘abla lV

A!SLAM!ENTO DE/ s zlunarum"Fvn¢323 DE DIFERENTES ORGANOS, Y
RESULTADOS m«:'f TAELISA  COMPARADO CON DOS PRUEBAS CONVEN'
CIONALES (FASE EXPERIMENTA : ; P

POLLOS "SPF" m‘ ECTADOS EXPERIMENTALM NTE CON

gallinarum FVB'323 N
: |‘|c;:s ‘:

TA-ELISA"

NUM, BE HIGADO

POLLO

37
39{
a
500 k
54
‘55
8
Cunh;nl;" .

Canejo™ & i

12

* postTIVO

Suerns 17y 4 se usaron; coma g(mgrnles pu ive'y mgn(im rmspc.clw wnle, puru desnrmllur el TA- :

ELISA. B ttiva (11C), 24 n en phlcxl (AI’ A mlcrpfnglulmuc in (MA)V s
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Tabla V.

ANALISIS COMPARATIVO DE LOS PORCENTAJES DE ANIMALES POSITIVOS
DETECTADOS MEDIANTE EL TA-ELISA, EN GRUPOS DE POLLOS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE (FASE 2) CON DIFERENTES CEPAS DE Salmonella.

GRUPOS DE POLLOS | PRUEBAS AISLAMIENTO

Y TRATAMIENTO SEROLOGICAS. BACTERIOLOGICO
TA-ELISA AGLUTINACION | HEMOCUL. HECES *ORGANOS

(%) %) (%)

(%) (%)

Vi S. gallinarum 7755 7143 2245 10

(50) (1X10% (a) ® .

vi S. gallinarum - 81.82

(55) -

VL

@0 |

X

Organos, de los cuales se logré ‘el aislamiento b

@)

Medias con diferente - literal (ah) dentro del renglén son diférentes estadisticamente (p<0.001):
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Tnbla Vl

DE LOS PORCENTA.IES DE ANIMALES POSITIVOS
‘ 'LISA YAGLUT]NAC[ON EN PLACA, POR DiAS
N' CTADOS EXPERIMENTALMENTE (FASE 2)

ANALISIS COMPARATIVA

14 21 28 35
s ) * ) @ |
S. ga[liiukxmm c.190 - (ns) . }100 (a) S o 8

e

S. gallinartim-U (100 (ns)

(1X10") -

ax10%;: =

Medias con diferen

son diferenlé_s‘eﬁ:idn’s(icm



Considerando Ios resultados serolégicos obtenidos tanto en la fase 1 como 2; analizados

por grupo, sin considerar ln dosis (Figura 6 y 7) se encontré que el grupo I, infectado

scnslble que la prueba de aglutinacidn a lov 7 dlas, sm cmb' go~el 1007 se alcanzo a”‘

45.



los 14 dias bosinfcccién (Tabla VI).

4.43. Lesiones macroscpicas a la necropsia.

Todos los grupos de pollos que formaron parte de ia scgunda l'ase, fueron rewsados

minuciosamente al sacrificio encontrdndose los sigulentes resultados' el grupo Vl‘

infectado con S. gallinarum FVB-323 presentaron a la’ ngcrqpsn

enterobacterias;

4.44. Aislami

En ¢l 24.45% de los

‘realizé séi‘ot

grubo D, y"nd'emﬂs enel éasd de'S, enteritidis.fagotipo-1 ificacién con

antlsueros ﬂagelares (hctores m, .v, t y q) yel fago po.fue corrnborado, con'uh jucg;)

de fagos obtcmdo del lnstltulo dc Salud Publ ca de Lo
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Tabla VIL
IDENTIFICACION BIOQUIMICA (UNISCEPT-20E), DE 10 AISLAMIENTOS
BACTERIOLOGICOS DE S. gallinarum FVB-323, EN POLLOS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE (FASE 2).

BIOQUIMICAS POLLOS CON AISLAMIENTO DE . gallinarum FVB-323

UNISCEPT-20E Nimero de identificacion.

6 N7 fio for Jor 23 Ja7 J[38 Jlao Jao
ONPG. 7T T T 11
ADH. ST T
LDC. + 1+
onc. + |+

¢ |

PO S

Citrato

+je b+ |+
TH =i+ 1+

M8

Indol s 0

Voges- -Proskaiser,

Gelatina™ -

“Glucosa/Nitrato,

Muanosa

Inositol ;

Sorbitol

Ramnosa

Du.-xcurbnxllnsn de !u

lisina (LDC). Descnrboxl!usu de lu nrnitiml (ODC}, Desummasu dLl trlplﬂl‘nno (TDA) £
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5. DISCUSION.
Como se describié en RESULTADOS, se observé que las ‘PME\ de 36y 37,5 kDa se .

osmorregulan, las cuales podrian corresponder a OmpC y OmpF, ré@éétlvaniénk; Con

respecto a las PME que no se osmorregulan, es pro‘babvlc ‘qug PME dl 37 kDa, pucda :

encontrando que con . unn conccntracmn de 5 ;zg/ml pued »difcrencnar‘paclcntes

- y4ab



ml'e(.lados de.no ml‘eclados, aunquc‘a una dll‘ ' n l 3 lZS (Vcrdugo-Rognguez e al.,

1989, l993a, 1993b 1993c) Por ol o lad KIm et al, (1991)' cstandanzd un bLlSA para

Al anahzm Ia capacidad para detcctar utulos de nntlcuerpos en Ios pnmeros dms

s



poslmeccién se encontrd que el TA ELlSA fue mds sensible, a partlr del dia 7, que la

prucba de aglutmaclén en placa con antfgcno k-polivalente, en los grupos de pollos

mfecmdos con S gallmaru (cep




detectan principalmente IgM. Consldei‘ando‘ el total de los RESULTADOS obtenidos en
cada uno de los grupos en ambas fases, se encontré que el grupo tratado con S.
gallinarum (Figura 7), el TA-ELISA detectd el G8.42%, mientras que la prueba de
aglutinacién solo detect6 el 5.2%, esto es interesante debido a que la cepa vacunal 9R
de S. gallinarum es una mutante ruéosa no aglutinante, que posiblemente haya perdido

algunos antigenos de s

erl'cle (LPS), lo cual provoca una escasa produccmn de

anncucrpos aglutm nt

, cstc senlldo las PM co nenen nproximadamcnte 30% de

LPS, con !o cual el TA-ELlSAnsi delecta la rcspues mune humoral con(ra el LPS

rum ATCC-9184, 1a prueba de

sueros, mientras . que el TA-

atada con una dosis de 1X10°: -

entido, Barrower al., (1992) -

R

al infcctnr po"os de engorda con una dosis !XIO' Ul"C/n

nltamentc virulentn, cncontré por. mcdlo de un EL[SA us, LPS como dﬁli‘g'énd;‘uha E

produccirin de lgG signifca vamentc m s bnjos, que cuandp usé ‘uné 'cepal(l666:2/,87). -
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menos \irulenla de S pullorum

Los grupos Vll y Il (fgura 8 Y nfectados con S gallmarum U-Z yS entermdls fagotipo'

sensiblc que I prucba de aglulmaclon (Tabla VI)

Como se desc n MATERIALES Y MEI‘ODOS el 'I‘A-ELIS ,' se estnndnnzﬁ‘

u!ilizando +PME d allinarum como antigeno. En Ios grupos mfec(ndos ‘con-S,

52




pullorum y ' S. enlermdts (F’ gura 7 y 8), el TA-EL[SA mostnS una seroposmv:dud del

100%. Resultados simllares sc han obscrvado, cuandu seh "usado LPS de s gallmarum

como antigeno, en lnmunoensnyos enzi atic‘os ara "detecta 'anticuerpos contra S.

pullorum, S. enteritidis y Sty hin ! s{infe‘cta‘da's (unZijderveld

gallmarum involucradns enla rcspuesta inmunologlca, asn como la rcspuesta cruzada con

diferentes serotlpos del génern Salmom'lla que afcctan a la mdustria avrcola nacmnal
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-6. CONCLUSIONES

1. El TA-ELISA mostré una sensibilidad del 97% y una espec:ﬁcndad del 98 5 % en suero

de pollos infectados y no infcctados (p<0 S)'

2. Las medias de los tltulos de ‘nl ucrpos dcteclado por_el TA- ELISA en cddn‘

pollvnlehlc e el grupo
el TA-ELISA e.C

l mfec!ado con S gallmarum FVB 323 y en’ el grupo VH y Vlll

porlu igual que la prucba de nglutmncuin.

ISA l'uc mﬁs sensible y cspccxr ico para delectnr anti po§ en l/a'bi‘iiﬁefa

scmana posinfec 6n en los grupos Vl ¥ ViL, ¥ solo hasta lo ias ﬁiiﬁ:hféé;:iéh la

de PME; i

dcp 1di ndo de la osmolandad dcl medxo dc cultn'o. o
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7. APENDICE

7.1. Trabajos derivados del proyecto de tesis.

1. Variabilidad electroforética de protemas dc Ia membrana extema de Salmanella

Iy

gallinarum. R 1

2. Protefnas - de. I ;

XVI Congresa Pamzmencano de Clem.‘tas Veren rias, Acapulco Gro México, 1994
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