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RESUMEN 

Se utilizaron preparaciones de próteínas de la membrana externa (j.PME) dC Sa/11101,1clla 

ga/linarum, s. pullorum y s. c11teritidis. cori · ra finalid~d, d~ dis~~a/~ esl~nJarizar uri 

inmunoensayo enzimático para diagno~tlc~r la tif~ideá :avia¡·(iA:E:üsÁ); así como 
> -. ,' • C ;r_,; •:• ,• - , ' • C '~ ·'.<, •,··:· : • :_:• .: .: I, • • _;: .':.•. ,••, • ·:~ • .' .:,'~{•;'.,"• ;:,;~(f :· :.-:' ;,• .-, •'. • '. • : 

comparar sus pernJes electr~forétkos. El TA-ELISA fue e~illndarizadoutUizándo ~orno 

antígeno rPME · (3 µg/mlJ ~~ i cdA~a;um ;'.n-i33!··~b~e4~·~;:-q1~r~0Juna '.duuéión 

del suero 1:9,37S ~} ~~ ti~n;p~'d_~ ~~1cciÓ~ · ~"~~í~'a-~~~i~atk clJ'.35: Ütin,·,~~ 11~gró 
diferenciar a los poJÍ~{l~fect~Ílo~ ef~~riiile~i'~1~c~t~ de Jo~ ~oinf~ct~Jci~fse d~ter~ninó 

• '. - - .. ' - -· '. < , ·,- . . , .::-· __ -· ,~':·::' - -'·;;:~:. _ _:_ ·:.;:;::,-. ~ ·-,-0r .. -:·-;: . ;. . - - - :- " -

un punto de corte.d~J 60% pa~ael TA;É(1sÁ;ya q~e~ifer~ii~iópollos lnfectad~s de no 

infectados,. y. est~\/~~tablecl~ -~on ~~~~\~\g~\~;~r~~·~X~sorbancia. El TA-.ELISA 

mostró. uná sensibilidad del 97% y :'uiía' especificidad del 98.5% en. suero de pollos 
- . ;; . : ,:; - . :: •.'.~·{...'.. ""'"' - - - - . -- - . - . -

infectados y . no ·.infectad~~ (¡)~o:o5).c. Con 7 grupos de pollos·. "SPF'': . i~f~ctádos 
-_-,,,' 

el. TA~ELISA. En ·5 grupos se 'observó niáyor sensibilidad {especificidad que en la 
-· ';' '<_; .. :~ ;:. ., ,_ . _,' 

prueba c~nvencidnal deaglutinadón en placa' con 'antígeno k:'.poli~are;'.ilc~ usada para el 
:- . - - - ._ - , - : .- ;·. _,.-... : ¡;;, '~ "'.: .... -. • . ' - ,., :·.' ' . " ' - '·' ;_.· ' ".'.-;-.- ·; ~---.'. - ., - . .,, - . "' " 

diagnóstico de la tifoidea fpul~;~si~ ~vÍ;r; mientras qúe en dós 'grupos IÍis resúitádos 
. -· . ~-- . '·-,"-< ~ . ·-- -.. ' - '" -· • : - ,. ·' ' • • . • ' . , - - . . . - . _" ... 

:-,~;· 

obtenidos mediante el 'Í'A;ELISA y la pru~ba de aglutinación fueron iguales. Así mismo, 
··;". ":~t>. :.-'.· .- ";'·.<r.:: ,-\::·"· ·'·:<;::. ':,;:,';' "'. .. 

el TA-ELISA:fue niás sensÍble.y'especírléó para detecÍar anticÜcrpós'erÍJa 'primera 

semana í>oslnfecci~~ en· ior~~s iÜ~ect~~~s·~n 1~~71;~;;;,r,,, ~¡en;~ ;;e la prueba de 

aglutinación presenici ·;orc~~.táj~~ sh~·ijares de seropositlvidád •a. p~rtir de la s~gunc:la 
semana posinfección· (P<o.00'11~·· rorot~~parte, Já. lllayoria de l~s. ce~~sestu~iadas 
mostraron un pei1il com6n. de PME pri

0

n~ipales (4S, 37.s, J7, 36; 3S y 18 kDa), y 
'. ... '. .·-.-. '- ·:.· ·:·. . . .- .. 

únicainente mo;trar;;~ variaciones menores; dependiendo de Ja 'osinolaridad del medio 

de cultivo útilizadó. 



SUMMARY 

Outer membrane proteins preparations (OMP•) from Sa/mone//a ga//inarum, S. po//omm 

and S. enterUidis, were used as capture antigen in a enzyme-llnked immunosorbent assay 

for the diagnosis of fowl typhoid (Ff-ELISA), thelr electroforetlc proflles were also 

compared. Micro ELISA titer plates were .coated with OPMp (3 mg/ml) from S. 

gallinarum FVB-323, obtaining a signilica~t· dilTerentce between experimentally infected 
... . '• 

and non infectéd chickens (specific palliogen. free), using a serum dilution of 1:9,375 and. 
-·-, 

an enzyme-substraté reacÍion thne of 35 ml.n;. f.J''.ELISA showed 97% in serisUivity arÍd 

98.5% In spccihcity (p<0.05) for noninfec~~~a~d lnf~cted ánimals (bact~rlafisol~t;~n). 
. .,- - ' -· .. ,, .... ,-·. ·· .. ···- , ·- - . ·· ... ----- .''-.;···· 

and spcciricity tha(was compáred .~thJhe platéagiuíiriailon.test,UsÍngthe éoilímercial 

K-polivalcnt aniígcit: Tli~'rcs1dts ·~~re ~i~11ti r~~ the ~:'.o tests in· the l;s{4 groúps. On 
. ' - •.. ,•-·-- ·-· .. '• ... - ._., . ' •¡l;" .•. -

the other hand Ff-ELISÁ deteetcd spcclfic ántibo.dies to S. galliírarllinat the first week 

after inoculation, in cohi~a~t, platc:'.aglutinatlin test showed th¿~ame positive percentage 
~2:.;::. .. L< 

in the second ~eek' post~inócÚlatlon (p<o.ooi). Finally, ail :th~ str~iris w~re similar in 

. their electroforétÍc cltar~~t~ri~tlcs;· sho;rlrig the ~ame llÍaJ~r OMP (45, J7.5, J7, 36; 35 

and 18 kDn), an~ minor di~erences ba:~d .ih the osnrnlari~ of tti~ s~i~cted culture 

media. 



J. INTRODUCCIÓN 

1.1. PANORAMA DE LA AVICULTURA EN MÉXICO. 

Dentro de las diferentes áreas 'de' la producción' pecuaria, la avicultura es· la más 

dinámica y con mayor desarrollo te~riolÓgico. ~n este. contexto, México; siendo un país 
.... ·, .- .. ,-, .. , ·- <··· '· ·. - ' ' .. ·. ·• .. - .. · .. 

deficitario e importador d~ car~é y huevo ile' galÚna erÍ la ciécada, de IÓs SO's, pasó en 

los 60's a ser un país que éubr~ ;us ¡.;~~csidad~s, Üegaiido inclusive a pre~éntar'c¡.;•IÍi 
-· -. - . - ,- -. . . __ .. .. ; ·.. -. . . .·- ' ' . . - ·;· ;, ' - " '·. . . -~. - ~ ~ ' . 

::::::.:~:::.;¡,¡1J1; ~.;E;;;~~i!i~'Z'!'::;:r:~;.r:.!Y~¡::.::: 
111a~':'r':lciÓ11,'~·a que fü;re algunos p~~bleÍnas cÜ;íio I~ depcndenci~del 'extra.nje~o para 

'_I~ ;1dquisición de animales mejorados genéticamente, l.a adq~lsiciÓn de vacuna~ y de 

manera. impor-Íant~, la falt~ '<fe ·~ontrol _.sobre' ':}lguna~ ~11rerllledade~ ya erradi.\~das o 
controladas en los paíse~ de~~r;~llaclos-(Riio,.•198SJ: E~J994,I~ avic~ltu~a·naci~nal 

representó el 5~% ~e lapro'd~cclón p~clÍari~ ~iend~·~~ 28% la des;Ín~~a. ~P:odu~ir ·. 
pollo, 25% a la procl~~ció; el~ 1iuevo y 1% a i~ produécióri d~ pavo.i'a 1p'al"Vada ¡.;,¡ci~nal 

actual es ~e 2~~163J,o9;av"~ co~~tit~i~a • ~~r ~~oge~ito;~s /~epr~du~i~ras de• lí~ea~ • · 
ligera )' pesad~, aves de~ff na~~; a ~ost~~a cle'h~~~o ~:~a'~ai~/p~ll~ 'J~ en~o~da ~ara 

e-. 

conslimo; así cor'tio. guajolotes. En' este· mls111o''año, ··· 1á.·p~o1fucéiÓn de' huevo fue ·de . 

1,461;150 t, pollo 1,364,375 t y Pª"º 9;600 t ti;rci:ntaiido ~~ v~I';;'; =~"ltli~~~es de pesos 
, '. • . -: -'- •• , ..• - '~:""· .• -e· - • - e.· . ,. -o" :,. • . , '.·· _.,. '• .- " ·. • -·· • .. 

de.N$ 3,974,328.00.pa1;a·11~c~o, N$ tÍ,OÓ3;Z50.00 Y./'<$'100,SOCl.OO para pavo.El consumo 

percapita, ~n est~'mismo' año,'iii~ fr 14.Gkg;ara huevo,ycle 15.1. kii pa~~ pollo (UNA, 

1994). Es in1portante considerár.qúé la avicultur~ gem!ra la'proteírÍa d~ ~rigen animal, 

que es la de mayór demanda, a los precio's mis b~josen el iner~~do. n~cio~al. 

1 -



El interés por Incrementar el consumo de productos pecuarios libres de agentes 

microbianos potencialmente palogenos para el hombre, obliga a la adopción de prácticas .· ·. , 

de producción :que en consecuencia genera~ próductos lib~es deSalmone/la. La avicultura 

no es sólÓ un~ dé las áreas de I~ imduccl6~ pcc~aria ~;¡s i.;i~;llrÍ~~t~; sino también una 

de las más sÜscepÍlble~ a prÓble¡nas ~~~Ít~rlcis. En este sentido; I~ tifoidea aviar (TA) 
. ;,; . . - - ,. • , .. ·'7'. . '·,' ' .,.. : -;:.-· ..• ~. . .. -- - . " . 

ocasiona grandes péididaéri~onÓrnic~~ el; í~ indtlsi~ía ~víc~lu;· po~ cjco1plo, ~n 1984 tan 
,,._,· '• -:;'.·~;::· • •'•· ·''_,·· ;f,, • _ ... •·-- -~·~::·:·,·o·,:-",,.'' .. :..·•.''.•'·<' . . ' 

sólo en·. pollo :de íing~rda e~i~Ú~ron 1>ériiícÍás por 3;sw'mmo;ics de pesos; en 1987, el 
•' - .. - ... ~ . ' - -. ' -- ' - . . •, . •' . ' ,-· ·,. . - __ ,. . . - "' 

80,000 miÍloncs de pesos (Rlz~, 1987); Debido a que la T;\ c1i.1',1éX'ico tiene un impactó 
... -,. --; --+'¡;"·l" --~-i.--~- .. 

económiéó' sig1i!ÍicaÜvo\;ntre los a\'ÍCUltÓres; SU confrol ha pasado. a Ser tlna. prioridad 
.. - . --·.. . . " •• 1.;· . • 

" ·. --. '.·-_ ... ·. ·: .. ·. -.:_·: .. ··---·:·'_-· - -_---:. :_ .· 
sanitaria avícol~, de tai forma q~é exist~ 1ínii NoR~fÁ oncial ;M~xic.~l1a NOM.:00s: 

ZOO~l993: ·. Camp.ai\~ n;a~iori~j: ~~~tr~ Ía ~¡l~~~elosis avfar; lii ciial •. lncl~y~ .• a los 

gu~jolotes (Dlari~ ~~(!ial, 19~4) .. • .. · • ·; . ··• > > .· ' ···• . 

Reportes ~~brc la· i~cidé~~la d~ ~~st;o~Ílterltls Cau~ada ~orsalmonclas m~viles en 
.. : ~-,' . '··· 

humanos (S. e11teritidiS, S. typlri11111rlum), lnd!C'al1 Ün' incrcn1ento dramático en muchas 

partes del mundo dÚrante.1a.'A!t1.;;a'dúacla/Én México se desconoce el costo de la 

salmonelosls . hu~an~ ·~aJ~~da por• ~;{ri~ serotipos, sin embargo, su repercusión 
::-·;:_·,·.:<.. './: ' . 

económica puede, ser ~Ita. Las Investigaciones epidemiológicas realizadas en muchos ... 

paíseshan involucrado al huev1.crudo·o·carne de consumo contaminada, lo cual, ha 

generado un severo "estrés" económicó en la Industria avícola (Gast, 1994). 

2 



1.2. BACTERIOLOGÍA 

1.2.1. Taxonomía. 

La clasilicacióri del género Sa/111011ella ha sido motivo de controversias en, Jos últimos 

años. El esquema antigénlc~ ~.ropucsto p~r; KaufTmami' y ,\'VhUc parn el gén~ro 
Sa/mo11e/la considera, especie n cáda tipo anligénico, cxisti~nd.Üsi~tc s.~~cspcdcs y 46 

grupos (Rowc y llaÍI, )989). Micii1ias que Ed1;1rds y E\~in~ (1972) (lr~poncn qÚc 
- ., ·-. ' ,· ., _, ,- . '.::;,o. -··. ,,;. ,,- -- ' .··-" -_' •..• 

salmonela ~ólo se ~l~siliq~c en tre/c~pc~lc;; S. cÍ11ilerae-~1;is,; S. typlti •/S.' e/1ÚrÚidis, 

siendo. el. res!~ ,¿i·oiÍJ~5\1é. ;::.111~;f,idis. ¡;;~rg~y's,'~99o)'. ~€~'fií!i1lci~das
0

~c;d~~i~~:n 
en más d~ 2,200 scr~tipos,(~c~liviú:i~~ .. ·dcsrdep~;;¡¡¡'~,1dod~ sdfór1;1ula~~,¡¡¡~é;,1c .. ; rc~ún. 

·el csquem:i cl.Ísi~~ de K~~rriií~;111~\Vi1itc, ba.rndo cnéJ antí~~no ºO" (so1náticÓ) y en la 
: . ·- -' . ,_; -- - -- _- - _- _, - _,_./ -·" '· .' . - :. ., . ' . ' -~ _, - . ._ .· '·-- .. - - ''"·, , 

fase antlgénl~~."11;, (flagc1ri;;¡;S.gal/i111iru11iyS.}ÍÚllÓrÚii1sé.c~~~~Í1tra~ de~trodel grupo 
,, - - . ~ .- - . ' - . . ' ... ' - . . ;.,_ .. ·-· - - .. . : ·. ,--,_ -~r-

ri, ( "O":J, 9;:12{ ..• 

Rccicntcmcntri s~ lian'pro~u~sto•,;~fías r~~dilic~cioncs al ~squcio'a ·d~clasifl~ación del 
. ' ~ ... ·.' • . i • . _· .. ~----,. :-,-- ·~ • ·, . - • - ¡ -· - . . . . :: : : ,; } > • - - • - ' 

género Sa/111011el~. DÍclm ·~Ja~if.c~d\611 • J1vi~~ al· gén~;o dn dos e:~ccics; Í. mt~rica y S. 

bo11gori, con s'. e11terica' s~bdi,;ldida e~ .scli' ;~~especie~: ~llt~rlc~, ~;,,~,~~e, arizo11ae, 

diarizanae; indica, an~c110t11e11~'é. E:sias . sei~ sÚbespecics s~ d1su~~uen por. ciertas 
~ . . 

ca.ractcristicas bio~:ui;nlcas y algu'nas corresponden. a Jos subgencros de KauJTmann 

(Clarke y Gyl':~• IJ~3Í. 

1.2.2. MoifoióJi¡a. 

Las bacteri~s del gér1e1;o··sa/111011el/a son bacilos Gram-ncgativos relativamente grucs'os 

(l.S X '4,0 1tml y su cnl'oltura no se difcrcnéia mo~fológicamcntc de otras 

cntcrobactcriáccas. A excepción de S. gallii1aru111 y S. pullorum, . Ja mayoría tienen 

3 



Oagelos perítrlcos lo cual les permite llevar a cabo funciones de locomoción (25 a 30 µm 

por segundo) y quimlotaxis (Freeman, 1990). Por lo general, no son capsuladas y su 

envoltura celular está constituida por una membrana externa y una interna subyacente, 

de aproximadamente 7.5 nm de espesor cada una, ambas capas tienen un grosor que 

varla de 10 a 15 nm. Entre la superficie de la membrana externa e interna se encuentra 

una capa fina de peptldoglicano. Las membranas están constituidas por una bicapa de 

fosíolípidos con proteínas espaciadas y contienen de un 50 a 75% de proteína y de 20 

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

asimétrica de la membrana externa juega un pap'el impórtante ya que runclona como 

una barrera para .un gran número de agentes químicos (Nlkaido y Nakae, 1979; Jacques, 

1985). 

1.2.3. Características bioquímicas. 

Las salmonelas sori bacterias' ae.roblas y anaerobias· facultativas, que. no fermentan 

lactosa. ProducerÍ•lÍ,s'ap~~ir.,detlosulfato; y gas de la fermentación de la glucosa, son 

negativas a .las.slg~l;~t~s,pru~ba~ bloqtif~lcas:malorÍato, urea~a; lndol, Voges

Proskauer, ONPG\ ).~0Í"to;nltrófeÍlll~/3:n.galactoplranósldo),> y • po~IUvas a la 

des~arboxÍta~a 'd~ li; ii~1rÍ~ )' de~hidrola~~. d~:la .· argl~irÍa. •. ErÍ lo: con~emlente a. la 
;>_:' -:..c_ •••• _:o,; ~~~~4:-/"- __ .,.,,...,_--- _ __::_ '-' ?-:-!~,= ~"'",:: ,-.+:.'-·,- ,: .-;-::--7""''0 --e"$'.--:,-:- -

degradación dé carbohldraÍos S.; gallinarü¡,,. y S •. putioJ:urii _.son :negatl~as a ·.·lactosa, 
.. -.. ¡-··:- .,; .. "-

adonitol,inositol; ~aliÍ:Ín ysac~rósa'.Porotro lailo; sollposUi\i~s ~.la ~f;ib¡;¡~sa, manito!, 
' " ,. -- ,· -··- ' ,_ '\ '~ _,,. - ' -·. - ·-. -· "" ,. ·- . . ·" 

ramnos•~ tr~há.!osa y x11~~ª· .Síe~<I~ <l~1ci101 •; • glÍ¿~~º¡ 1~s :~ue d1f~~enci~n' ~ _ambos 

serotipos (Co:an y St~~ .. s/ 198Z). i~: mayoría. d~ l~s ~er:tipos del ~rup~ i>, son móviles 
, '. -.- : , .. -. -,- . 

a excepción de s. ~alli:ia~~ y S. pullorum. 
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El género Sa/monella es capaz de tolerar concentraciones relativamente altas de bilis, lo· 

cual se ha aprovechado para diseñar medios de cultivo específicos para su aislamiento. 

El hecho de que las · salmonelas ·no fermenten la lactosa trae como consecuencia la 

necesidad de utilizar medio/dif~ren~iales; con sustancias inhibidoras de selectividad · 
'·\·::'._.·:·.':i'> ·.: .. / 

diversa, como el agar XLD '(XfÍOsn:iisina·desoxlcoiato), MacConkey; agar-citrato-

desoxicoiato, agar Salmonei1/s1;igeÍla, y' los de selectividad intensa com~, agar ~erde
brillante, que inhibe aig~~~s;sal~on~ias y a la mayor parte de las entero~acteria~ 
(Dunn y Martin, 1971; Bailey y Scott's, 1990). 

l.3. Estructura de la membrana externa. 

l.3.l.' Fosrolípidos. 

Se han analizado los fosfolípidos de la membrana externa.de células; desarrolladas en 

medio de cultivo conteniendo (H)·2-gllcerol, encontrando fosfatldil etanoh1mina, glicerol · 

fosfatidil y cardioiiplna en relación .de 81; 17, y 1.6 porcie~t~; r~speciÍvamente (Jácques, 
' ... '·"-'" .. -.· -:·;·::, . ,-'..': . . <-'> -> ... _~-~-----''.>.'.''<_--- :-:,·· · .. :·· 

1985). La superOcie ~e11J1;~ está cubi~rta por molécula~ d~. rri~roll~id~S:con ~na 
distribucló(;'de i9 µm',~alculado •con base en.el área de supernde d~l·fosfatidll 

. ~~- . 

etanolami~a,sie~do o.54 nri1'; qú'ées equÍ~al~nte al 9s% d~ iá ~llp~rfi~¡~:~ei~lar.Ést~s 
. _, .•. ". - '~. \ - ·, ., , - : - . . - ,. · •.. : .,_ .. : ; '. >'- "• o. . • ' .• - ~ .. . ., ' ... - ., ·, 

estudios~se_~~~11.~ciº!1-e11~5'·'J~~i11Í,,,.iw;. y ~an ~Ííio aslJ;n'¡d¿s par~clgé~~isJb;.~.;,;~¡¡;, . -
(Taiji, 1985): La,distl"iblJ~ÍÓri'top~IÓgicá dé fo~_fosfoiípidos en 1~ me~1bra-na externa de 

las salmoneÍas .fu~ estudlada p~r :~coplamierifo. d~·cianóg~no acti~ado ca~· brÓmuro 
" . : :· .-::· .. · ··::,.~.. ~.::··,,:· >--·~·~ >:··;.,· 

(incapaz de atraves~~ la 'membrana externa)~ sugiriendo. que' IÓs fosfolípidos están 

localiz~dos ex~lu~{v~~cntc e~ ~I interior de la ~embra~·a ~xi~rna (Nikaido yNakae, 

1979; Frccman, 1990). · 

5 



1.3.Z. Upopolisaairido. 

El llpopolisacárido (LPSJ es un componente estructural y funcional de la superficie 

celular y constituye aproximadamente el 45% de la membrana externa (Nikaldo y 

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

(contiene al antígeno somático "O") y es responsable de la actividad endotóxica de las 

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

porción lipídica (lípido. º'A"Í,i'un núcleo o core, y una región polisacarídica (cadena·O· 

específica) constituida· po;·"J~~enas repetidas de azúcares que protege a la célula de la 

acción de los ~nticlJ~·rp:i~:>~ · co~plemento para Impedir su contacto íntimo ·con la 

membrana e~terna '(Freen'ia,ii,'I990 ). Se considera que la reglón del lípido "A" es 

responsable de la actlvidád ~ndotóxfca dél LPS bacteriano, y está'oiielltada hacia la 
:-""'; " - - - - . • . - ...;--'. ' •• -. .. .. • - -~ ... -o."i--·t-""io-" 

zona hidrofóbi~a deÚ'm"elnb~ana~xt~¡;'¡a'. Éxf;Í~ ~~rla~IÓn e~ la colléentraclón de LPS 

en bacterias del gé~ér~ Satm;;'~~tk, po~·~Jeíril'to ~11 S. typhimurium constituye el 20% de 
• • . . ' • .,' ··' e •. -:·,.. , •.•• >- ., ., .... .,,,, '. .. ·--

la membr~na_.,~t~ma~ El :~tiO:~r~ ~~ lnótéculá~ de' LPS expresada en las células es de 

3.4XIO', por lo c~~I o~~IJ~í:i'~m'. de'tas~¡)erfiéle de la membrana. La localización en 

la superficie para las ~otéc'útas' d¿ ¿PSha sido demostrada por oxidación enzimática 
.• . -

de los resldu~s de la g~Íll~~~sa~ar~ el 'Lrs en las células intactas por adición exógena 

1.3.3. Antígeno •o· c~#~ü~~). 
Los distintosa~tíg~no~''.O'; s~ ~eS.ignan con subíndices (por ejemplo: O¡, o,, 0 3 , etc.). 

Teniendo en cu,enta las '.c,sirb~IÍa{r~laclones de algUnas Salmonellae, se colocan en grupos 

des1gn~dos como. u·~~s ~ ii, é, o, etc. u~~·soia e~p~c1~ pu~de teher más de un antígeno 

"O". Salmonella ~~IÍl~~ntm y;, pullo'/u/n ~~seen el antigen~ 0 1,,,ual igual que muchas 
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especies del grupo "D" CMerchant, 1980). La obtención de antisueros especílicos para la 

serotipilicación de gr~p~ se realiza mediante pruebas dé abs~rci~n con cepas heterólogas 

CRowe y ual1, 1989; Free~~n·i·l99Ój. E~ s. gtÍ//itÍarui~y S. pullorum la mutación de cepas 

lisas a rugosas/~~o~·~ce.:lap~r~i~ade cie~.oscom~onentes celulares esenciales para la 

integridad del a'ntÍgeno';O" (J\1erchani; 198ÓJ • 

.. · .'<-.:;'·.-... ·,:' '>·· 
1.3.4. A.n'tígeno •11• (niig~ar). 

El aritígeno ,;H" i~ ~olistÍtuyen'rosflagelos}'~on bifásicos. Las dos fases se designan con 

los nombres de)a;~ ;;esp~cí/i~a) y fase// (irie~~ecífi~a); La fase l se designa con letras 

mi~úsculas. (a, b, e, etc.) y lafas~ 11 ~on unacc~mbÍr!acÍón de-letrai miriusculas .y ,. 
números, la mayoría de las salmonelas pllsel'_n 1.1s dos fas~s (Mel'~ha~t; 1980) •. En 

estudios . realizados. en · ~ló~as, se iha- en~ont~~do 'q¿e Í~ •. ~~lrnéra } la ·~~g,unda fase 

predominan' có'n ·una frecuencia alÍ~rnaiite d~ JO;' Íl 10;', ~~ de~lr; ~Úe ~ll~,,~~lula aÍslada. 

es monofásica, pero ~1.gem>tipo y, portob.ntl>,í~ p~bl~~ióii~o~.hirá~1c~i:~ólo pocas 

. salmonelas, corit~ por ~J~rnpl~S. ty~hi y S. ente;ilidis, p~~een ~it a~tf~~no • n~g~lar y so~ 
por eso exclusiva.mente mónofásic~s. Sa/1/l~neÍla g~tú,I;,,¡¡;,, y S. pull~(~tn no p~seen 

:::~-:. 

ninguna de liis dos fases del .antígeno flagelar ( Rowc Y Hall, 1989; B~lleyy Scott's, 

1990). 

1.3.S. An~~~~: capsul:.re.. • 
. )·; -_,· 

Contrariam.en;c a muchas cepas de_ E. coli, el. género Salmon.etla . carece de cápsula P.ºr 

detinición. Una excepción de importancia diagnóstica, es la. presencia de un polisacárido 
··-. 

(antígeno VI) en \'arios miembros de la familia E11terobacterkiceae: S. typhi; S. paratyphi 

C, Cilrobacter freundii y a veces S. d11bli11 (Freeman, 1990). 
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El polisacárido VI. de S. typhi y C.freundii, es una línea de homopolímeros variables de 

alfa-D (1'4) GalNAcA 0-acetilado en la posición C3. Salmonella gallinarum y S. pullorum 

carecen del antígeno VI (Balley y Scott's, 1990). 

J.3.6~ Proteínas de la membrana externa (PME)-

Salttl~11e//a gallinarum, como todas las bacterias Gram·negativas, está cubierta por una 

membrana exter~~. la cual protege a dichas células de agentes nocivos detcitlend_o -su 
' -'·,-_· ' -- . ~ -. ·.. . . .· _: ' ; :> 

pcnetracl6~; Al .mismo tiempo, los nutrimentos y los. pro~ucios de. desecho deben 

atravcsarc~ta'~e~brana, y ésto es posible mediante la prcsen;ci~ ele varia'~,;ioteína's d~ 
·_, f--... :._< ,.- ' . ·_. >.:-.·-::::-·:·:·'~:.:-.?~:._·.::_· .. _:._:_-~::-· :~--' :_,, 

transporte (Nlkaido y N~kae, 1979). Estas proteínas puédcn divlciii0see-;;¡¡ tres cilises: no 
- _-, . __ ,,·,,;· ,,'-.' - -

dependientes de energía, de' alta afinidad (NÍlialdo y Vaára? 1985): De éstas; lasporlnas 
- ' ·,·,•;;, :; - .-·,rr . .. . ,,;-.,,: 

OmpC y OmpF, que sec~Ílrórma~ trl;.iéricamente; así como Om¡iA (monomérka), son 
.·f';.:. 

las más . abundantes ; en ... la ; membrínia /éxterna; . ; presentándose· .• _ cada •. una . -en 
" .. ,. '"•' --... · j '.,_ ·-· ·-·· ,, ___ ,--···. -- , -._ 

proteínas menores; de las éualcs algunas sé expresan prefcrenclalmcnte bajo condiciones 
·>-- : ·.- . - ~_::::. ;'" .. 

ambientales esped~cas (Nikaldo fN~~ae, 1979). :'. · 
-·,>:. 

Las proteínas ¡irlÓcipal~sdela ~embrana ~xte~a (PME) Ífe E. coll fueron descritas 
·• ":. ~; ·>·.-':._:_.'.-.".-'.• 

por Schnaltmarl; .. (19_'[4).La Óomencla_!uiS:de~las:~l\fE.síghe'eÍnombre ·deÍ geÓ que 
·r- --C:::~oo .. ---;-;...';- ~:o-:,.- -~°"'-=----··--- ,.,-,,. 

codifica las.prot~ínas .. EnE.é~u's~h.iÓ eii~o~t~adot~e~PME.prln~lpal~~ (36 kDa, 35 
•';_.:; 

kDa y 34kDaJ. cone~to~ éstlldlos 

de la membrana externa; (SclÍ~al;man, l974). e 
.. • - , •• _., ._ - • - •• , • 1 

La superficie de I~ b:cte~Ía esta cu~le~a ~or fas PME_ constlt.;}'endoun 30% del total 

de la membrana incluyc~do ari1bas partes de I~ membrana. Las PME ~-ás abundantes 
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se expresan en alrededor de 10'. copias por célula (Nlkaido y Vaára, 1985). 

Las proteínas princip~les; se de;wrllinan porinas (OmpC, OmpF, OmpE). L.asPME 

atraviesan el esp~~io p~ri~l~;mi~~ ar' rixterlor de la rllembrana ·externa y ésto lnvótucra 

tran;porte• trans~1;~~;~h~1 d;~~l~tÜ~ •• 
Permeabi/idadd~ i,; Íi1~i;~r~~~ dt~i~ai ·úriienib~a~~~xt~~~a··¡.Ó~n:~;;~~ ~ª~;era contra 

agentes pelig~osó~,'pr:t~g;~~~~·~I ··interior •. ·~; 1{\cé~.ida; 1~s2.c~l~l:s · .. incorporan 

nutrimentos y otras~usta~~Í~s es~iiéi~les piirá ~~~tc~ér ~~dC~~rroll~ (Nik~ld~ y Vaara, 
- • • ~ - • o ,_ -· - • _e,.. - - . .¿. - -·. . . . ' ·~<: _,,_ ., - ::"'.:;" ' 

l98S). ->_<? . ·::.º 

Con respecto a PM~ y su pap~I erl"ia.resp:1~~ta lnmul~ hJ;Jral,~i~er~os grupos han 
:__- ¿.~ 

deirrostrado qu~"l~s~~Ucuerpos sé~Ícos fí"e Ííuriian~s infect~do~ ¿on S. iypi1i son capáce~. 
c •• -:'.'.:·~--:{:¿,-· 

de reéonoccr dichas proteínas (Calderon et. ar,;'. J~.8.6).· Así mismo,. se ha, obseryado ,que . . · :· 
: . : .. , · ~ .ú ::. : ':::<_: :~> ... >'~.}L -~ ._-;)·.t ::·-/-:. '-}/~-; -~-,~~_;)_ ::-'>.:~-~?~i:~-~~~~~~/=~:~.~r~~:~:/~~~:;,\~-~;i~~~.::\·:_:.:X1#:;;f(f~~·~0'.:?;~:}(~;·t::.'.::ó· > .:· ·. 
las PME de S. tjplti yde ~· typ~imúrium: eri elniódelo'dcl ratóni'scin"capaccs de Inducir 

. "'c.'.,~· "<~:~. ' 
una respuestá inmune protectora <1s1füísi"~1 aí:, i9ss¡; ·· 

.. 
Se han demostrado. iilfer~~tei papele~ de 'algü"na~'porlrias en el proceso de patogenia, 

• •• ·.> • '·"• ·' •••.• v· .. "•"• >·.- .·., . _,, - . ' '• 

tales como> ~r~itÓs illfl~rii~t¿;l~s;. ~~ · I~ /liberaclórÍ de citocln~s, activación . de 
/ :1.· -

·. ~.-·' " - ;. :.~--~- - .. 
Tufano elal., 19S9); Es i(i;~cirtánte ~éñ~lar qÜe tradicÍonalrliente,, ~stós ercaos se han 

adjudicado·~· I~ presencl~ d~I LPS. E~ el labor~torl~ de ii1ci1ogía ,.;olccular del Instituto 
- - '·· . - . ·- - -·· ,. . .. '.. ' . . . . . . ''" . '· . . ; '.':.~ '• 

de Biotecnología, V~rd~gó:~~íl~íg~eZ et ~1:; (1989, !.i>93a, 19Íi3Ii, 1993~) dl~eñaron un 
\ i_'.·~~-· ~-;i:··~;,~:::~-·~;i~~:-~~~.- ~ -~- -~ -·- .. -~--e-o·--~- ' --- . -.. -' - ..... - ',, .•. ' 

lnmiirrocnsayo crÍzhnáiico:' EL.ISA · (cnzyn1c:linked . lmmunos<ÍrlieÍÍt assay}; utlizando 
i - . " •• .. - - -.. ' " • - ' ·, . • '; . .... .. ..... .. - .-~. • • . ._ 

;~ ' -

preparacione~ de PME (~PME)dc s. iypl1i conio antrgeno Úcaptura;'con la lin~lidad 
O '• •. ,' <-• • • .:, '• ·,·•.•'' ". -•"" •<"o ¡ ' :. ' 

de detectar anticuerpos específicos contra dichas'rPME, en suero de pacient~s con liebre 

tifoid~a, posit;~ci~ pj~ hemocul~ivo, obteni~~~o ~~a ~lta sensibiÍÍda~ (100%) y una alta 

especificidad (94-100%). 
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1.4. EPIDEMIOLOGÍA. 

El hábitat de las salmonelas es normalmente el _tracto intestinal del_ hombre y los 
. . 

animales. La ••fa de contagio puede ser directa_ de un animal a otro o iríilirecta a través 

de un medio contaminado a consecue~cia de la eliminacióll d~'gérmenc~'. o~ ;os n;ás de 
' .. '.' - ~ ,_ " - - ... .¡ ':·' . -··o . . • . . . ' 

2,200 serotipos de salmonela existentes; sólo pocas Ue'iie espeéilicidad pa~á u~ lluésped 

determinado; por cjemllio s}iypÍ1i;. s.·p~r~Jyplli···(Í1ort;breJiS. gallÍ1l~;~,;r~ s::p111/drum . - . ~"·. ".. ~ .. " .- .. , . - ,, ·. , . ·. " -·. '. . ·,· '; . ',_, . ·. 

1 a•·es ), s. dÜ~1i1í •· (b~~i nosi)s)ii'b~;~~t~~ls '. ( ~~iF.~s ¡ ;if :·c/;~¡e;~~~slliiCcJ;~~si; i · dború,•·cqui 
t' ~ 

!equinos), y en :S~;iÍido ~mi>1i(),·s:1J'Pl;;inuri1~m(Ach~,·19s9¡ .. 

Los serotlpos s: gaÚiÍ1ar1ílii y s.puitorum, están °adaptados•a las avesdomésticas, rio son 

patógenas para' ~I h~ÜJbr~;~~n;uiise h';;;) d~s~rit~ saÍ.;;onel~sis ~ÍI niños debido a c~tos 
serotipos (~c~aii9sk •••::•~•·· · • 

;~---- '. -

La pul orosis o diarrea blanca b_acilar; és ad.q~iridapor l¿s poUos~~rÍri,;-Ípahnénte ~uañdo 

el huevo viene infectado.desde el ova.ria: Los emhrionés puedén morir dentro'de él; o· 
- • é",o'.C--.- ;~ 

:· 
poco después de la ~closiÓIJ.Ei contagio a ~trós pollo~ ~e p~odticea t;avé~ del aire que 

circula en las Incubadoras Ó piir.medio'd~ la cama coniaminadaf.Pádec~n la iiifección, 
- ' .-. ·-· - ·: .. - -. ·. - . . . . -· - ' . ~ ' . ' - . . . - -. ' 

preferentemente ~~llos de J a s día~ de ~dad; ~~Ü diáirea :(clo~~a ·. (l&;1~;~), tra~tomos 
: -... - - . . ' >· ... : -<·-.--. -" -" .-;· ,·,·.<: .--;-.- - ... • - -·,,., __ -· '.>' ' • - • 

del estado general y aÍta mo:.talidad. i.á bacterias~ (l~~dé locnli~ar'eii óV'ari~~. t~s~ícÚlos 

y órgan~s parenquintat~sos. ·. ·-··" 
':\ .. ; 

Sa/monella gal/inarum ca~sa un~ lnfdc'cióii aguda taiito ~n ~ve~Jóv~~es ~~mo adultas, hay 
• - e- •. ' ,,· . . -~ ' -·. .• '-· . ~~:. . ••... .:..:. - ~-~'!~; . • • . ·- •· 

infiltración leucoCitaria del. hígado•i~t;:~steJldos··p'aréiiq~Ímato'ios:'lff.;;rs~ ~~ónico 

et al., 1987). Sa/ttionclla ~tÍteritidÚ también afe~tá a la~. gallina~, • pero tiene la 

característica de ~;sar in~d:~.1¡'~a, q~~dando · 1as. ~allin~s .· ~~m·~~p~~jd~ras; .·1~. cual 
"' ·. . :- ·.· .· 

encubre el diágnósUco serológico de S. gallinarum ·'y S: pullo;;,,n, además' de que los 
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animales inrectados y sus productos pueden ser ~n problema g~ave de salud pública 

(Gas!, 1994). En Europa y en los Estados Unidos se hiui· reportado los fagotipos 4, 6, 8, 

13, 13. y 14.,slendo ,d~ gran l~po~an~ia el. 4 y 8 pa~~ la ~~1~J pública (Kim, et al., 
•• ' -:~·. .::- -· - ·~r.:;--·'ó--; • . ' ,, • 

1991; v •• ZijderveÍdet al;/Í~9,2)'. f!:n ~éxic?, Mancera y Vázquez (1995), han reportado 

.14 cepas de s. ~nt~;u;dlS ·;l~ira~otipó 4,~ 3() c~pas del fagotlpo 8, aisladas de granjas 

avícolas de ~~';º esÍad¡;~ d~l paí~ .. 

l.S. PATOGÉNESJS YVIRULENCiA. 

Sa/mo~zella 'gállínaáún y s-..pullorum oeásionan en las gallinas y los. pollos una 
'.-., ·--=' -~ • ~ 

bactc~emia derÍoinlñada tifoidea ·a~'iar (TA) y pulorosls, respectivamente.· Las gallinas 

adquieren la 1ri;eccciórÍ ~rln~l;~intentc por.inge~Uón ~~ aihneÍtto ~~gua contami~áda. 
-~ 'ce_;~.'"" - . _:_-:-e·-~;: ··-- -- ., . 

con heces l~. animales fofectádos. Éxisten 'dos formas 'clinicas .de la'Salmonelosis: La 

primera es gastroentérica,. es prirÍclpalinenie una lnfecci6.~ ··del }.~teStlnÓ caracterizado 

por una brusca elc~aclórÍ de 1~ té~~er~iu~á,corporal,}iliaiic¡.~~e s~ ~a.nlH~sta entre 
'-~:--:- ·:·::;~ , ... , """'.:.-~~(- ,·~¡;~=. ·-·<--'" . -~ ', 

8 y 24 h después de la ingestión del mlcrocirganlsmo: Ólnlcaniénte; laenterltls puede 
.-, - ',_ -;;. :\-'.' ,,,,; 

ser aguda, ~ubág~da o J,:ó~fg~. Esta~ lnf¿c~l¿rÍ~s ¡e·c~~áci~~i~a'~~~~~ ~eptlcemia, 
. :.\-=--.--;-.. -·----'·;~:>;·e- .. -.\."·'.·.::_,;·¡···:<··?.~;.,.,;; .. ••;;;_,·,":;._,;>·~, .. ,:_•·:- '-,'- .• 

endotoxemia ylocall~~ción en Órg~.iC)s intcrnÓs, Lá lnv~~fo'u y co1~.i1z~d1Ó.ide 1ri mucosa 

intestinal implica factores de adherenélay qllimiotaxis; Las sálmonelas s~ adhieren á 

las mlcrovellÓsldade~,de 1~icé1iz1a}~~1 iki~fi~oc:d;.~adt-Jg~:;~;~1 ~¡;i¡¿·P::e-t;~ a 
• . ·-'. . ~· .... , . ·, -. '" " .:·.. . •. c.,, _._, .•. - .· .. _, .. "·. " . 

sin destruirlas y son tran;i>ort;;das i>~r e• .~is~~'"ª retículo endoteiia1. Las ~acter1a~ se 

multipl;c~n ypropaga~~o~todo el orga~l~mo, ~olonizando prlnci:alment¿;os nódulos 

linfáticos, mesentéricos, bazo, hígado, gónadas, nÍédula6sea, riño~es :(Gast, 1994). 
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Las bacterias se encuentran normalmente.· en vacuolas rodeadas de· una mem.brana 

dentro. de las células epltclláles y eventualmente migran a Ja·bas~ de' las células. L,ii 

prourerac1ón bactetiana: Ílentro' de 1~s cé1u1ás eplteua'les es IÍtúy uiiiúadn cda~t, Í994l. 
. . ' ' ,,,- :. . :'.~ ' . '. _, . '·, __ -~; !! ·. - . ~':..:' '"·. -'>, ;_,:; • : '._ 

Las bacterias soll capaces de pa;a( entre las célulás epiteliales adyacentes en su .. ., - - - . .. - ., '-·~--!···.:, ~«·.·, <'· ,..... ..• - -;::: .- ' . - - •. '; • 

migración hacia la lálÍtina propía;dondelasbacierlas,s~rl rllg~citadáspor los heterófilos 
,: ,\,.;:·· .. ·:,,,"-_·,-·"-;.,c.-,---~- .. ;·-·- ·-~·.\!,,.'. ".',:<., ·~: ':,,·•. ··:·,,_',,;'<.;'., .. ·'-,",:'';-·:.·-. -,, 

o por Jos macróf~g·o~.Lá;;1~y~rp;¡rtcd~lis ba~Í~;ia~ fágo~iÍ~,d~¿'¡,o;iÍ~s licterólil~s son 
. . . - - . ';- - . . ' .. . • '"' ~:-_ ' ' ., !- -,~;·.,. ;~ ' • ',:... • 

destruidas, mleritra~'quclas.bactériásf¿g~cit~d;s por'.1oi ri'iác~ófag~~ .. pueden ·ser 

destruidás o multipÚ;ár~~ intr~c~l~lam;crÍte y ~~ent~~llrieh't~ de~trÜi~ ál~aérófago. 
Algunos faétores de virul.encia como el LPS le .permiten' a .la bacteria sobrevivir 

:;.~;· -
·lnfracMiú~f'lifc'ili~"r'Sch.á eñí:o~trad~ qu~I~ pénfiéi'á Íl;las.cadenas específicas laterales 

·-. ·:·., . -. ----~-- _·· . ,~:_"·: ~/~~~~---:,-,,~-~~-;~:'·<-:; ~-: ~:~?,;;,.·:. ·;~-~-~-· .. '.>:~;; -_._ '.- ~- . ·-
disminuyen la virulendatmlentrás_' que la.'varl~ción de los antígenos "O" de una 

serovariantr.puéden cambiar signilicatlvame'n'té su virulencia (Gast, 1994). 

Se ha encontrudo experim~ÍitalllÍént~ <Ju~algunos plásmidos confieren virulencia a S. 

gal/inarum, S.puf';ru:?;;.typhi:uri~m;pam~olonlzar el tracto intestinal de pollos, 

donde se ha mostrado que ~I DNÁ de Jlch¿splásmldos en estas bacterias son homólogos 

al ser estudi:Íl~s 1ior técnic~~d'h1i~~;daclón (Barrow y Lovell, 1989). Los plás.;;iJos le 

permite~ a . ,a bact~~i~ s~~revi~lr\; multÍp¡idarse en células del sisté~~ i~iículo 
'' - .. _- -- --. - --· - ·-·-, -- . . ' . 

endotelial. L()s plás~1<fi:s de~. iallln~rum s;ullorum están hwólucrados e~ invasiones 
: .... -.J -~~: { '.--;·> . >:·;; _·.: _:·' -\: . . ., ~-:\··._.:>.!:·_.:·: -_(-:;·;_ - ·-~-.:~_-'._.· ·.< .. --:'.: :;/_ .· :;: : _.;·, -:: :>: .. ;_::. 

in vivo (Barrow y Lovéí1,1989)il.as cepas llbres dé plÍismldos 'de s.''gaÍIÍllaru,;, s~n 

lnmunogé!l~crisy una niiit~nte. rug()saresist~nte~álá~idó ri~Ü~~lc~~~~~ucci~~ot~cción 
en pollos desafíad~s con cepas vlrÚlent~s de S. galiÚ1a~Í11;Íy n'o i;1duc~ la pr~ducción de 

'.' ... - '·· .. '-'" ',/: . . ~;· . - -~ .- _., .;. ·. -~- . - . . . - . 

anticuerpos aglutin~ntes:ensu~r~. · L~ vlrulell~·ia de 1cis ¡)1ásmidos ~o ~~ ~se~cial para 
' ' . ·.,·:,.; .: . . '·., •_,' .. ' ': ._ ... ·. .·. ' 

la Invasión por parteº de S. gtilllnar1/m 'y S. p~t/or~m: Esto ha~e su~oner que un 
,-·- . - . ... ·. - ,· ·, ' · .. · 

determinante crom~somal, puede'~sta~ involucrado (B~rrow y Loveli, 1989). 



En gallinas de postu.ra de la raza Leghom, inoculadas expcrimentalinente por' vía oral 

con una dosis IXIO' de. S. eÍ1terilÍdis fagollpo .13a, se encontró un_' 83% dé .cultivos 

positivos por hÍsopcis cloacalcs y en aves expuc~ia"s 
0

por contacto seenconÍÍó que un '14% 
• , :.': ~ _ ; 'e ! __ :')i:' ,_'-

fueron po~iÍii·as a S. eiitei-iiidis'a la priólér scriiária posiÍíocuiaciÓn: Durante las prinleras 
,,-·> ·:::_;: ·:,":\ .. 

cinco seínanas posinfección' se recuperó s, ef1teri!idis a partir del 60%,dc los ciegos, 53% 
"i· -·~'· 

de los hígad~s, cÍ · 49o/d de' ios !JazÓ~lel';I9o/oh~'e l¿~:·~~iirio~;·;; éÍ"11%iS/i~s o~ld~cÍos 
-.;:· .. :-\.:) 

muestreados de las gallinasirió~úladás. Erl las gaÍlinasexpiicsta~:po/colltllcto se .. aisló 

S. e11teriÍidis dci 43o/>~é I~~ · ci~gos, 3Go/o: de I~~ hígados; 3~~ ~c'ios 'b~zo{ 1o/o de· Jos 

º"arios Y, el 21 % de I~: ~~idu~tos ~e las gallinas expuestas (G~kt~ ;9;4J~> 
~~:. 

Muchas a~es réfrºitétari~/excret~n S. galli,¡arum por~,;- periodo d~ tieri"ipo.~ariable, y 
_--.:...-:;,-

algunas sim 'portiidóra's de por vida, persistiendo en grandes é~ntidaéics :en bolsa de 

l'abricio de poll~s inf~ctados· (Casi, 1994). llas:an y Curti~~(l;~4), enco~;rar~'n una 

marcada. depresión-de linfocitos y una ausencia de folíc~los eri bolsa de FalÍricio y bazo 

de pollos dei~ia de ed~~. infectados con una ~epa viruie~ta ~·~ S~ IJ'Pl;i1111ir;11111 con una 

dosis IXIO' ¿FC. La deprc~ión yÍa ~cpobl~ción pardal delos linfo~ito~fue r~~el~~a por 

atrofia de los.órganos linfoides 2 días posinfccción, y uri Incremento en ef peso de los 
- ' ... - . . 

órganos afectados 7 días después de la infección '(Cast; .1994). 
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1.6. INMUNOLOGÍA. 

La respuesta inmune humoral por iníección experimental oral de·· pollos con S. 
.. ,_, .• = 

typhimurium se ha estudiado mediante ELISA. P0Uosh1fectados p~r esta vía muestran 

un considerable grado de' protecció1í contra reinfecciones :cnrito et al.;. 1993). Las 
' ... , ·''' ... "·/ . - .,,_ ' 

salmonelas pueden sé~'clt~id\dÚen t'.~cs'i~üi~~la~:L;s .;rime~~~ que •comprenden 

adaptación ;· aÍta'patogc1dcidad.'pari el_ 1íiiéspcd 5.?nf galli11áru111·~··s •. Jiullorum;_··e1 

segundo corr~sp~Íide ii~er~tipoÍinvnsivci~'~or'cje~~;~rs.e~~eriJid~ . S. t;phi11Íüriu111. 
"' _::·"_; . <<- '.' -~;~·-: ,•- < :._ .. -:f_ 

y el tercero formado p~r ~n gl;a1tgrú"po cie sérotfpos qÚe no son esencialme1ite invásivós 
.: . '·:'< .. ,·_,, • -· -.. - ,:,- - ·: . . !./. '.. '.· :;- . . - .. -. ___ ,., ·> " ,' ' 

y comúnment~ i10 ~~usari cnríir~·edad"e;1 1~s ;,~~~ (P;,drón~·i~~t)i 
~ ,- ; e -·. ,. ~!¡?~_; 

Estudios de lrir~~pu~Stain1n·1;ne íil1 a~~~ co~tr~ ;~(m;~~l~s; ln~~IÚcr~n ensayos en suero· 
... -- - ' ,". · .. - . ' - . - -::.. "' ' .. - ". -·. . - .. - ~ "._ ' -.- - -. , ' . . :~:,, '· - -.. 

¡:,': 

es comúnmente •;.u;. e~' ~vesh.~yo'res a un~ ~~lllaria: de edad, a~~é¡u_e:(as. bacterias, 

pueden ser poco invasivas én aves mayorcs.-Losanticuerpos pueden dcsarrolhÍrse. en 

aves que no excretan·. aparentem~nte salm~nelas, y estos pueden .ser. detectad~s pÍÍr 

rnrios mes~s despué¡ el~ que,Íia ~~sad~ I~ .f'á~e de A~re~ló,n~~l 1~i~ro.orgari,ismo. ·Sin 

embargo, S~ S~giere <¡Ue UOll :~¡,spue~ta inDlUOC m~diada por céfu(a~ ~~ más iiÍJportante 
-~ 

que la respUeSt'J hum ora( en p~ote~ción; áunque ~ft~s nlvei~s d~ anti~Í;erpos ~irculantes 

salmonelas excretadas 

En estudios de la respuest!l humoral por' anticuerpos ~irc~lii'iites (IgA; IgG, IgM) c~ntra 

s. typllimuriwn .y s. kedo~gou . elÍ (lólÍos ·. !'SPi<'~ ¡'firéctados ~~~r~me~ia1ménte, se 

encontraron tít~los ~ltos de ·,lgA·. ~n • suér~···y· ·~llis ~~s~~és ~~····la ·tercera semana 

posiníecclón y en lntesÜn·~ a la. ~.;arta se~an~ (B~to et al., ~993;. La IgGfue detectada 

desde la primera semana en las tres muestras aunque, títulos altos en bilis rueron 
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detectados hasta la cuarta semana mientras que en intestino y suero hasta la quint.a 

semana. La lgM fue detectada désde la pí-imera s~man.a a partir_ de intestino y suero, 

y en la segunda semana a partir de liiÍis: La respuestab1iistogénicá. de 1ós 11nioc1Í.os de 

sangre periférica de pollo y culti~o de li~fo~ltoS'J~ h'.1~º. ~11 • pr~sen~ia. ~e ConA fue 

medida, encimti'ando qu~Ia p~o~drciÓn d~ res~~estii ~~sltiv~ se incr~mc~ia con la edad 
.. : :\·'.(:.·· 

de los pollos, siendo dicha i'espu'esta'.del.SSo/~, 66%; 94o/o; 94% y 100% en aves de 1-5 

semanas Íle· e~ad, rcsp~ctiv~~m1t~ (Brilo ~1' al.,· 1993). 

1.7; DIAGNÓSTICO 

1.7.C Baderlolóii~?: . . . .. '.';': :;,• ' .. e,.:/• <!'. 

El ais!a1~1i~iíi,J):~~wJfa~;;ó,sit1.J1a/Ícll~i~~i~ifcd~'1·éaÚiii~i<)ri•·~~~-~~~-·cuando. s~ produce 

-.~ .. ptice'n;i·~,y ~·partir de heces se puede 1·ecuperar, en la mayoria de los casos. También 
. .· ·, .- :·. 

la bacteria puede ser r_ecuperada de órganos (hígado, bazo, ciegos, ovarios y oviductos) 

de las aves enfmuas (seropositivas) o muertas (Padrón,' 1992;_Gast,l994). · Sa/11wnella, 

crece bien en caldos seleetivó~ como tetrationdto y selenlto, a~í c~~o e~ agar ~~~gre, 
MacConkey y verM brilla;1t~ con nob~vi~cina, n~ es ufla b~~teri~ l;e~~lítica y~s 1al:t0sa

negntiva; Dentro de las principales cara~terísti~as bioquímicas se observa ·qu~' es oxidasa •-. , . . 

negativa. Producen ácido y gas durante la f~rnientaclón. d~ loscarbohidratos (Balley y 

Scott's, 1990). 
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1.7.2. Serológico. 

Las medid ns más efecti>'ns para el control. de la pulorosis y In TA son una combinación 

estricta de medidas Ílc m~n.ejoy eliminación. Ln erradkación se hace ,comúnmente . .· : . . ' .· .,, 

mediante In identlílcn~ló~ de pnrva~as infectadas, y la ~liiiilnació~ de a~es ~~actoras. 
se hace indMdualíi1ent~ por n1edio de pruebas serológl~as: Una d~las'r~o'ries; por las 

;e· 

cuales se Útiliza con inayor frecuencia I~ serología como ·,;iéioclo.:de diagnóstico para 
. . .- ... -. ,;;, ·'' " ' '- ., ,_.. ~-- ' . . -· '. - ' " ' --. - ·-· . .. . ,, . -.· - ': . - . -

detectar la pres~~cl~ d~ s:[J~1riiw;11111~y S.p11/l~rllC,,,; se cl~li~a·quediChíís b~ctc~iásno 
- - ·''<'",• •-, •· - ,. :··.·.· _._, - ··-.· • ' .•. -·._. - •. · •· ··: " 

son eliminadas abÚndanteínénté'.en licccs/ · 

Por muchos años,' las pruebas de ele.ccl~iJ;lián)ld.o las de aglutinación d.esarrolladas 

o~igi~al~en¡~ pot~,;,¡,~~ll~p~ra us~ de ~Ü~r~, y adllpt~da por Sch~ffer et ~l., o9s7), y 
-- - -·-o - - =: 7-c:_·. - ~-=-~-_:·:'- . - - ,-_-: __ .,__- .. ~'- - - - ' 

para sangre ~ori1¡)1J(~ ~~ando IJri ~ntí~~nri teñido (Delamer, 1980). Esta prueba es de 

fácil usó y,coni~olaconsiderablcnlentc~stas Infecciones cuando se usan en las parvadas. 
• . . - . ,_¿_O:-~ '-·' . . . - . . 

Sin enibiirgo;estas.pru~b~sreducén slJ·erectividad en campañas de erradicación, sobre 

todo porque éxisten ~aria~io~:s eh la calidad de los antígenos. Estas pruebas pueden sér · 

usadas como ta~1iz ~n p;¿ge11it~ras y reproductoras, sin embrago, los aniígenos ~j:dc~ 
' ~-· .-.. >· : .. ' . ·: .,- .· ·-. - . -; '· '··:·. 

dar reacció.n cruz~dll cci~ inrecciones causadas por otros serotipos invasivos clel ~~upó 

D, tales comó S. e:t;rm'dis'.i~e~a'. y}typhÍmuri111ti; 

Recicntem~ntJ,. el uso d~ imn~:oe~say~s enzimát;cos (ELISA) se ha lncreme.~tado para 

en humanos. causada' por S. typhintÍ1ri11m y S. enteritidls.· (Barrów et al., 1992). Verdugo: 

Rodríguez ei al.,\1 ~~9, 1993a; 1993b; 1~93c).desarro1Í~ron un in;¡,u~oens~yo e~zimático 
,,·._ . "':, _; 

basado en el ·uso• de• pPME de S. typhi para diagnosticar ·en forma temprana la fiebre 

tifoidea en ·zonas en.démlcas. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo general: .-

Utilización dé' proteínas de la membrana externa (PMEJ de Safmonella gatli11arum para 
.-•• J -- .-.- •• ! - -· 

.diagnosticar",· mediante un inmmrn,ensayo .. enzimáti~o, la tifoidea aviar !TA-ELISAJ. 

l. Comparación de los· perfiles elcctroforéticos. de diferentes cepas de S. gaf/inarum, S. 

puUorum y S. Cfitéruidi.~ con la li~aiidad de establ~ccr: tipos electroforéticris. 

2. Estandarización de un inm~O'~c;,;~yo ¿~zimátÍ~o, 11Úlizar1dÓ como ai1tígeno d~ captura 
:;:. ,<· (:~;~ -.:~--~<-:: -'..- .. -:~· .::.::: ... ·'.·.;: :>·:-:::·.~_,::· '.~~-;~:. _ <:'.:··- .·.· ·;)_· _·(' .:· 
diagnosticar la tifoidea'aviar~ en 'suero dépolÍós "SPF" 

(Specific-Páthogeti-F;ee) infectados ~xpci-Íme~tnh~~nt~ c~ns: galli11arúm. 

' -:5·.·'··,,.-_-. 

3. Ernlum'- el iünluruiensafOC' en~imáti;~, en grupos de pollos "SPF" infectados 

experimentalmente COll S. ga(~ÍllOrll/11, S.'pu((oium y S.,e:/er~ldis. 

17 



3. MATERIALES Y MÉTODOS. 

3.1. Cepas bacterianas. Se utilizaron distintas cepas de campo, así como cepas de 

colección de la American Type Culiure Col/ection (ATCC). Se usaron las sigulente_s c~pas: 

Sa/monella galli11arum (FVB·323, 9·R, ATCC·9184, FVB~ ZSS, FVB-383, ~B-4Ú y FvB-

591), S. pullorum (ATCC-10398, FVB- 47) y S. enteritidi~ (;M-J6; F~-~2),~ar~ obtener 
- . . ". - -· -. . ,: ·. -

las .,PME y comp~rar la variabilidad clectroforéUca de éstá~. P~st~;i~r1~cnte, se 
' ·- o - ;' '.,·' ·, • \.'~;.-·. 

estandarizó el TA:ELISAi Usando c~1lío"Úntígen~ las j.P~1É olJlc~idas' ~ p~rtir de la cepa 
:":·· :. ;_;.:: - - -~ -~-' .. 

FVB-323. -<".·· ' 

Las bacicriasutilizadas pura infcctái' grupos'ilc pollos én In primera fase expcdmentnl 
··-'<·· t. ",i"-' ,, .. : ,'f.:: -· 

fueron:· Sal111011ella galtilzaruin ·· f¡\,fV~323; 's. g~llinar;ún. ÁTCC-9184, s. · galli11ar11111 ·· 9:R 
- -, .. ·'. . ,, - º-;:\:, ' . -· - ". .·;:_~ ~--'._:).~_-'.-"'· . ,·_e,~~- ,..~'" - -

(l'l)cuna). y S. p1Íllor1111(JÍ.TCC· l039SYLas· ~cep--as. utilizadas parii, infectar 'pollos . en ·la 

scgu~da fase r~eí·on triit~das previamente;. con' tres p~~es en crnbrió~ de poli~ SPF. 

Dichas cepas fueroni•Sain10/l~ifa i~uill~;u/ii ~-FYB)Üi S. jjal/i;:;,rll/11 ~:2. resistcn~c ·a la 
- ,.; - _:; '-~ -.;_ 

novobiociná yal ácldo}alidÍ~i~o~(NÓ-NA) y s.'e~Ít~;it;dLI" rágÓÚpo/t 

Las bactcriás se c~ltiv~ron ~n un ~a.Id~ n~trifÍvo.(~;edi~:"A~)h~~ta ·alcanzar la .. fase 
-. : .. · .. ·• ''-. _.· ,.: .. _ _ -,, -.-- · ··. ·e· .. . v '· ,.· ... ". ,. · 

1ogarítmicu~~rJía ·11c~reeilTiient~ A;erdugo~R~cl~rgu~z• t9s9>, esta~1ec1~n.io· .. un tiempo 

de incubación promeÍlio,de 7b a 37 C en una iÍlcubadorii(Envi~on-~haker,USA)con 
.o':'--· : .~ . 

agitación ~.· 2ÓÓ revolucion~s por. minÍÍtÓ (rpi'ú).: P~st~rÍo~~nt~, I~~· ba~t~rias se 

concentraron prir c~~~rir~~~~¡~~ (B,~ckm~~ ~Jz.z¡;·~otfr J¡c~~~·n JÁ-2o) ~ 8,ooo rpm 

du~ante 10 min. a~4~1 r:~~s1J~pciiclleron ~n ~~l;r~Íón sa1Íiia~Osiofógl-;;a esté;ll, con un 

pll 7.2, detcrmiruind~'.íasdósÍsinfcctanics delas cepas dcS.·gallinarum, S.p1illorum, y 
' . . ' ~ 

s. enteritidis r~gotÍpo 13 (Tabl!.s 1 y II). 
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3.2. Pollos: Embriones de pollo "SPF' de gallinas de raza ligera (IVhile Legllorn). Fueron 

incubados a 37 C en las unidades.de aislamiento del Departament~ de ¡>roducción 

animal:Aves.· Después de(nachniento, io~ pollos se. mantuvieroriju~tos l1ast~ las cinco 

semanas, .Pºsteriormen;efüeron se~a~ad~~ ilara ser'inrcctados. Los ·pouos rueron 

alimentados dui-~nte todo eÍ expcrhÍtcnto c~n una ración rí~ c~~erciá1 de Iniciación y 

creciri1ierÍto, libi·e de sdt1~1011ilfa ;¡,; y ~e 11~tibiótié~~. 

' ' . ·-. - >. . . > ~ . ~· . 

3.3.,Preparación de ~~eros hi~erinmu~;;,,: Se forrnardn 9~rtipos de pollos "S.PF" de cinco 

sem~iras de cd~d; y fuerollfofÚtaclo~ expe~i~1entalménfo enclos fasescoií s. gallitlarum, 

S, pullorum y S, e1iteriÍhlis_. 

<-; ~- '- -·· :_--

Primera· rasC. Se' i~r~1 ~rtn cln.co ~rup~s cJe,' ~;llos, •y fueron·. t~~:t~dos. de.· la siguiente ,. 

manera: grupo 1 con S. ga//i11arí111i .· FVB~323, grup¿ •. 11 •;~on ·s.· galli1Íar_~1i1 ATCC:9184, 
• - :;o'" •A:.,-~··:, •;;·,• - ·''/·,.·.< • -

grupo· 111 eón.' S. ga11i11driilí1 9-R; gnipo ~V ~º.~ S. p11/l~~ui~1 ... ATCC~I 0398 y .eÍ. grupo· V se 

dejó C'?mo: co-niro1 .. · ~e .'l:rir~~t-ár~-n · cO,íi :·~-~8'~.~~,S~S-~úOiC~·-.y~ Po:r~-~:ra or~1,::c~nl~:~~~ mllcstra 
;; :¿.· -;.,; :·-,,, 

en la Tabla 1; ye(grÚpo coritrol; se fraiÓ coi'i 100 µÍ d~ ~ol~ciÓn ~rnortiguado~a salina. 
' ' ' ' •• ··,-·· • ,.,, .• ;."' .. \ .• ' . - ". . 1, .•-"•' ',, •. ' '· '· ' 

rosfatada (PBS, pll 7.4); Los pollos r'ueron sangrádos; án'tes dc'serinfcctados y á los 14, 

21, 28 y 35 dí~h~s:in~1~c1dn. ..· .. 
- '-;'O--:-;,~= - - -- ___:, <;"·· 

Segunda fase. Se form~roli ~uatfo gr;1pos de> pollos, Vruer!on i~fectad~~ de la siguiente 

manera: grupo 'v1 con S. ga//imirum FvB-323, grupo VII. ~oh S. ~a/li11aru111 ÍJ-2, grupo 

VIII con S. enterÍtidis fagotipo 13 y el último grupo se dejó como control negativo ,(Tabla 

11). 
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Los pollos se Infectaron por vía .oral, con 100 µ.I . de suspensiones frescas de ·bactérias 

cultivadas en "m~dio A" hastá• alcanzár I~ fase logiirít~·ká' iardía de crecimiento. Er 

grupo testigo fue trat~d~ ·c~~ioo ! ~¡ di P~S. Los~.~.u~¿¡ d;p~los f~eron s~~grados; 
antes de s~r i~t~~t~ci.;~. y ~~sterioriilentea l~s 7, 14, z1;'is y 3s ¿fas ~osinfecció~. 

Se practicar~~. e~t~d;i~s·· ~i~te.riol~,;icos a' ~·~rt;r.~~.~'.~º~~~ •. ~1~ica~.~s.+tes de.·ser 

infe~tad~s y ·a Ias ··:z.1;•4s)"fn i. pcislnfe~ciÓrL·Tnnibié~ ~ere~lizaronlicmocultivos, 

inoculandÓ I •mi de. sangre en;' m~dilJ bifás~~.º dcRJ¡z.~::t~~¿~~ (1957) .. Al . sacrificio 

se obtuvier~ii ~1uesir~s:'de hlg~do,'b~z~/.ri'édula'óseiy tri~~ll¡s·¡~~c·~¡i:s,'s~.i~ocu\;ron' . . . ' - . ' . ' . , . - . ' - . . ,, ... -. . ,, . . . . -:. ~ .. . - . . ' . . 

cri ~~1Jo t~t~ati~na~.~. y.s~· Ín~ub~~ori·2~. i1: i>ost~r;?ml~itte; 1.6~ ~a,ld~~~u'.l!r~~icis~in .hr~d(Js :· ·. 
en agar ~erd~ brillaii;e y Ma~~~~kcy ~a;~ recu~c'~a~ las cepas de infección; Los. 

,, ____ --,·-,----

aislamie1Ítos bacteriológicos f~eron tipifi~ados bioquími~ll;~~~le ¿on: el sistema 

UNISCEPT-20E (Division of Shenvood Medica! Ne1v.York, US.AJ; y serotipliicados c~n 

antisucro somático "O" (DIFCO) que dctcctá a los factores 1, 9 y 12 <1~1 grupo 0 1; 
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Tabla J. 

DISEÑO EXPERIMENTAL (FASE UNO).EN GRUPOS DE POL.LOS '.'SPF" D.E CINCO 

SEMANAS DE EDAD, INFECTADOS .CON DIFERENTES CEPAS DE S. galli11arú111 Y 

11 

111 

IV 

V 
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Tabla 11. 

DISEÑO EXPERIMENTAL (FASE DOS) EN GRUPOS DE POLLOS "SPF' DE CINCO 

SEMANAS DE EDAD, INFECTADOS CON S. gal/inarum Y S. enteritidis. 

GRUPO Y NÚM. TRATAMIENTO VÍA ORAL 

VI 

VII 

VIII 

IX 

POLLOS (Inoculación) Y DOSIS 

(UFC/100µ1) 

49 S. ga/linarul11 lXIO' 

22 

DÍAS DE MUESTREO 

POSINFECCIÓN. 

o, 7, 14, 21, 28, 35 



' --

3.4. Preparaciones de proteínas de. la membrana externa (,.PME) 

Las bacterias fueron cultivadashasia alcanzar la fase"logarítmica tardía de crecimiento, 

en medio nutrlti~o ("A") con alla,()sm_oÍ~ridad (2~q¡, de sacarosa) y baja ?smolaridad (sin 

sacaro~a), . las P~E fu~r~~-ob~~ni~¡~ d~ac~erd.ial 'rriét<ldo d~scr;to por Mlltsuyama et 

al., (1984) yVerdugo:R,~d;íg~~~-.;/~/.; (l,989):;i~s cülÜv~s fu~~on~entrifugados a 1,400 _ 

xg a 4 e por 1 o-~.i;; y l~s ;~~js1il1~s rJe~o~ ~~~J~~did~~ ~n PB~. ~~ s~guida: ~/umrin 
'. ->>~·-J._,_ .:.~·. ·, >: '!- -;· . .: . 

por sonicaci6n con'7 pidscis' de60; seg ca1fo' uno á _20_kHzequival]~ri_do 'a 20,QOO 

ciclos/segundo 0r1b;~_ ~éu_ so-~i calor, SorÍi~-&~aie~1a:(¿.~:(~j111iud,'c~~~é~ti~~rusAJ. 
Las célulás Usadas fi.ter~n cénfrifugádas á 1;400 xg'a 4 C pór 10 min y el sóbrcrÍ'adllnte 

obtenido fue centrifugadoal00,000xga4 Cpór3s mln'cn'urin cenfrífuga ll~ckman J2· 

2Hrotor swso,IJ; la p~sti111.(scsnspéndió eri 20 nilde'rss; pH 1:{i:ó~t_eniendci 2% de 

Triton X-100 e l~cub~d~ ~ 3'7_ C p~r 20 ~in. Se c~ntrif~gó 'nuev~niente) 100,000, xg, se 
_._ -~. - -.. , __ 

.- .. 
suspen'di6 en f~sfato dcsodio (Na, H~Ó,J IOmM,n~!llmcntela'pastilla fue resuspendida 

en 1 mi de de PBS,-~H 1:4 y ~~~g~l~d~ a -20 e ha;ta su uso. 

3.S. CuantificáciÓn ~~· laspPME. -
.. - - ¡ . -

Las ,Pl\~E ~~ desc~rig~l~i-'onyse d~positó una alícuota_de 30 µ1 en un tubo eppendorfde 

1.5 mi, en s~g~id~s~ ~1~~~6 1 inl ~~ á~id~ tr;cl~roacétic:~ al 5%. y se dejó precipitar en 

hielo !Omln; P(ls_tc¡l~r~cnt~,,se_ cé~trlfug6 ~durante.IS '.~in.a Í2,óoo ~rpm-en una 
- .- ---- ._. /'.--.. - '>_·,:~> ~'.::·:.- .. ·;. • .·>··_ .: ' .. , ·.', , .:.·· ,' <•\ •n' .. '' ~: .' -.. • 

microcentrífuga IEC .(lntern~Úo~al-Equipmeni Company, USA), ~I s~brenadante se 

desechó y la pastilla f~e cÍesftid~~t~da •al ,:~cíci en ~ná ~cn't..Ífúga SC-100 Sava;..t. La 
'' - ' '.•,O',. 0-.• - ,. '.-, ',, O V \o ' ' .O ' ' > 

pastilla fue rcsusp~ndlda én l ,ntl de hidróxido_de sódio_ al 0~4-- N(~~lucló~ fresca), y se 

mezcló durante 60 segundos aproximadamente para homogeneizar' perf~ctamente la 

23 



proteína. Las mezclas se congelaron a -70 C durante 30 min y después se agitaron con 

vortex 60. seg trata~do de no hace~ .espuma;· Las. mtiestras ··se depositaron en una 

microplaea J\f.u¡1~rp F96 (NU~Ónall~~~~k) 'ele la slg~i~n'te rn~Üe~a:2; 4; 6, 8, 10 y 12 
. '. .., '. ·- . ' ., ',.. :-- ,. · · :."·:L- · ·. -· ',e~ · · :·- · ·. ~- '·· . '·' -· " 

µI de proteíri~ y i8;Z6, 24, Íi, ZO Y,IB J;.i cl~ N~OH ~especfii~~~nte; ajustando el 

volu~en a 100 '.Jit. ~l~~irn~~~~ ~·~a&~; p~~o s~\~ ag~e~~rdü :y()o'4; de solución de 

Bradfordprei>a,:~d~ ~~~~so~~~;~~·~i~1>Ji coJ11;~~~Í~;G·~~. j5 ~(J~ ~¡~nol. 95% y 50 mi 

de ái:ido fosfóric~ ai 85%; La Í~ctura s~ hiz'ó;.en IJíi lector de EUSA'(SIGMA, EIA·ll. 
<·;·· 

Florida, ÍJSÁi ·a IJna IO;igitucl de onda de 590 nm (Bradf¿riJ/1976). La concentración de 

proteína sede~~rrninó u~a~do:c~n10;.efcrencia una clm·a estánda~ de.albúmina ~érica 
bovina (BSA); 

3.6. Eh:ctrófo~is' en geles desnah.ndizantes de· poliacrilamida para análisis de 

proteínas (SDS-PAGE) •. 

Las prepara~i.oi1cs ~e PME de S. galfinai-Úm (cepas: 9-R; ATCC~9184, FVB-285, FVB-323, 

FVB-383,FV~-432, 'ryi-~9 í); S. p~1/lorum (cepas: AT¿C-10398 j, FVB-47J ; S: enteritidis 

(cepas: FM~36 y~M~42J, r,ue~on ~fpa~~da~.de,acu~.l"do\1 méiocl~ d~~crito po;. Laernnili 

(1970). La elecirofÓ~~sis se llevó a. d~bo ~n ~~les ~e~riatur~lizallt~s de poli~crifainlda 

(PA-SDS) de ,14XIOéin y 0.75'rnm dé gros~r en unacamará slab gel (¡nit SE-400. El gel · . -·-···' .. ·" "'-·· ,·-,--:-_ .. ' .. '. .. 
. :_:'_e .---:., .. ~:.,'.:: :;~--~ :~~:- .• 

concéntrador:se prepár6' al. 4% fer gel, sep¡¡¡.a~or ª.114%, 'o en grádient~ de 8-17% de 

poliacrilamicl~. Se d~posl~~~Ón lf µg:de: PM,E de cada' un~. d~ la~ c~p~s •por' ~~rriÍ, 
usando una solu~i6n ~m~ri'igÜ~dade tri~·gll~i~a ~o~ 0.1% de SOS. L~s geles de PA-SDS, 

-- •'· - ., ' ' ' : ',' - - -' ·. - --- . -~ ' ' , 

se sometieron a z'o mA d~rant~ l fJ para el gel conce~t~~dory 4~ ~Á du~Ílte 4 h para 

el gel separador (Verdugo-Rodríguez, ~t al., 1993abc). La tlnchl~ del gel se realizó con 
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azul de Coomassie al 0.01%, se calentó durante 60 segundos a ebullición en un horno 

de mleroondas y se dejó en agitación 15 min,· posteriormente el gel se. destiñó con una 

solución de_ metano! al 40% y ácido acético al 7%, calentándolo a ebullición 6.o segundos 

y posteriormente drjándolo en agitación durante 15 min. Este paso se reipitió tres veces 

hasta visualizar claramente las proteínas. 

3.7. Estandarización del TA- ELISA. 

El TA-ELISA se realizó de acuerdo a losprócedimieni~s descritos previ~mente (Adre.V 

y llarold 1979; Barrow et al., 1992; Tij~sen 198S; V~rdugo-~·~d~í~u~~ ~la·;,, l~~~a,b,c), 
el antígeno (PMEJ extraldo de la. cepri FVB:3i3 éJ~' S. i~llinartmi fue in~1ov,ilizado en 

!:,'' ,· ... - - .. ,- .-. 3.- ••• 

microplacas MaxiSorp F-96 (~U~~-h~~[~,;:iu~dul~,D~n~n;~~k) comose muestra en la 
.-. 

Figura 1, usando · 1, -3, 6; 9 V12<J,ll!nil ~e PME. dil.uido en PBS (pH 7.4), hervido 

pmiamente durante 5 m'in e~·~~i~ciÓ~am~~iguad~radesnaturaliz~nte (PBS/B-1), de . . . . .·-. . 

mínimo de inm~~iliz~clókru~ de Í2 h~~as ri 4'c. Af .m~merito de usar las placas, los 

pozos fueron lavados 3 veces con'rns:t1\'~~n:20 (pH 7.4) 0.05%. Las placas fueron 

bloqueadas con 150 .. µl/;~zJde ns1'>~11%~~ 'rns (pH 7.4) durante 60 min a 

temperatu~a ambiént~. Se lavaron 3}ehés ¿;,,:; PBS-t-;¡,een~20 y en seguida se agregaron-
·. - · - ' -'o-,· '·- - '•. -< - • • --=-·o--;o"-~';-·---=-·':._c_ --~~.-'3:.'"-· -'~-~-'-o-'o.-- --

100 µl/p~zo de su~r~ clil~ido (1:75,'1:375,1:1,875; 1:9,375y li46,875) en PBS, ob;e~idos 

de pollos iníect~dos e~p~rilne~al~1e~ie cori ~. ~allittari;/1, ~~siti~~s ~n el hemoc~ltil'o, en 
•' -- ' -":-'·. '·'' ·; .. ·" - : -. ,,--· ..... ".--· , ...... _.•: , 

la prueba de niÍ~ro~glllti~~~ió~;Cutulo 1 :512) y en a~r'uti~ació~ ~1 piaba con ~~tígeno 

K-polivalente, así ~bmo, su~;_~de poJl_os.!10.ln¿ct~d~s; suero;~ con~o.ias,~icr~placas 
-.- •. ''.·, _,.," ·. -- . '• ·- •• ' , .••• -. <'' • 

se incubaron 60 min a 37 ~. ~~ lav~ron t~cs ~<!c.e~ y después s'c agreg~;~~ 100 µl/pozo 
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de lgG de cabra aritl·lg de pollo acoplada con blotina (Vector Laboratorics, !ne. USAJ 

a diluciones 1:1,000, 1:2,000y li3,000.incubándose 6~ min'a 37C y lavándose tres veces. 

Posteriormente se ag~cgaron • HÍÓ j,Í¡~Jzo ·de streptavidlna ~~lrip~da con peroxidasa 
. ~, ' .·;_• --

(Vector Labo;~~~;ie~. I~~. ~SA j dil~ido l:500,l:l,000,;1:2,00'o, i,:3,ooo y 1:4,000, y se 

incubó 60 mina J7 e: P~r\íitimÓ, l~smii:ropÍacas'~el~v~ron 5'.v~Í:es ~~n'PBS-tween-20, - ~ - ->; .r.;>' . ·, ·,, - .. !·'_ f-;,, . 

dejando un intervalo' de 5 min entre cada la\'~do,'y én' seguida se agregaron 100 µl/pozo 
. - ' . . . . . ' . :~ '-;.~:; - ,, ' . . - ·.:,, ' . . " . 

de sustratO 'ABTS. (3-etllyl·bem'J'l·thiazo/iÍ1e su/fo11ic' acid, S!G~L4) 'a· una concentración 
- ,:., -·.-·'.;{ 

final de 87 }Lg/ntl. Se dejó reaccionar; realizando lecturas 'a los5,: 10, '15,20, 25; 30, 35, 

40 y 45 min. a ~na, longitud ~e ~Ílda de ~OS nm d~ luz ultravi~let~'·~~~~c.est~~l~cer el.··. 

tiempo óptimo de 1.~ctur.i . 

.. ___ ._,_,. ,.,_ -

3.8. Análisis esbdístico. 

Los resultados de la e~tandarización y evaluación del TÁ-ELISA; están dados en 

porcentajes y fucron,~nali~ados por médio de ~i~cuÍídráda y an¿lisis de varia,nza : en un 

sistema de análisis e~tadístlcoi'~SAS" versiÓn 6Jl4 (199~}. L~ se~si,bilfdady especificidad 

del TA-ELISA se determinó según la met~dologí~ est~blccid'a (Mortón y Hebel, 1985)'. 
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Figura l. 

ELISA 
Detección de anticuerpos 

Sustrato 
(ABTS l 

~'L%: - --
/í¡"' 

V 

pollo con tifoideo 

Representación esquemática del TA·ELISA, con el sistema cstrcptavidlna-biotina usando 

como antígeno de captura ,.PME de S. gal/i11aru111 FVB-323. 
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4. RESULTADOS 

4.1. CuantiOcación de las ,.PME 

Se cuantificaron aproximadamente 29 PME electroforéticamente. dlíerentes obtenidas 

tanto en baja como en alta osmolaridad. Las cep.as de·S. gal/inarum (FVB-323, ATCC-

9184 y 9·R) cultivadas en baja os~olaridad, q~e 'p;~sentaron uri perfil de PME bien 
• '• •.' • • • '. ·~-' e '• ' e• :• ''' 

definidas (35, 36 y 37. kDa) .en' PAGE·SDS, r~e~on. seleccionadas para diseñar, 

estandarizar y evalúarelTA-ELISA CT~bla;lll). 

-.'.-(·.;,--:·-;-: 

Se. observar~ri '. 4 ; bandas' "o pr~te:rrias · prlÍtclpales, con un peso .molecular de 
., ·,:. ·- .:~.: - .. ;,; '. ·,:..:.', 

aproximadain~nÍe 4S,3(3<Í,'y is.ldJa. La PMJ!: di 45, kDa,se observó .en tres cep~s de 

s. gallinarlimi ~fl ~'na de' s.'i¡,ii11~iwn y' s. f~terilid~; las .Pl\1E de· 3,6Y 34 kDa,. se 

detectaron en t~das i~s ;;~!la~ ~stÜdladlis, con exce~~ló~ d~ ia ATCC~9184 y .~ FVB·285 . . ~'. '" - '. . . \. . . - . '" ·- ' , ''.,' ,·' - - - - -· ' -· . ' .. 

de S. ga//inárum; respectiva~eiite(mlentras qué la PMEde 18 ~i>~ ~u~ s~ obs.ervó en S . 
. :-·-. : ·,.' ::;~'t:.\' : r--_ :.· :· _·\.(~?,_·<-·:.:.~:.~: ~- ·: .'.>~ ~ :·;~:~:- .:·:~--:::. -: '::LS:_'.. ~~~;~,- _: ~~ -~' - ~S~:-: -(:i,. · 

gallinarurn ATCC-918<1 y en s.·pul/orum FVB-47. Por otra parte, se observaron con menor 
- - . '"'·'--!:•o~. .- .,_. 

frecuencia PME.prirlcipaÍes'.Ílé 37; 32; y 24 kDa:.cori respecto a la expresión en alta 
,' ; :·,.::, /:\' ~<.> ·/>:'..· ·::.·_ .. :~ -.~·.<,:f,·· -.: -.::, · .. :::.~:: '.··.~-:.; .. ;~. :~. : . . -

osmolaridad, ~on el slst~.ma dé ge)és ~tllizad¿¡ ún·l~árii/f!,1~ se d~tectó mayor expresión 

de una banda de aproxlmádaiiieiite 3¡¡' kDa e~ So púltoium (fi'jg0ras 2 y 3 ). 
7~>-~o"-'"' -_c;•?7~:;--;'}~c;,---' ,'::,;:___,-e-:' ·~.:-"t~· 'f0t~~·--:";;~:--°"';~;;:-:\. ~=-.~-2-::-=:., ,'f'; • 

mostraron una osmomgulaciófl' d.e dos · PMÉ · prlnclpal~s; en ~Ita. osmolaridad se 

reprimió la e~presión de i~ PME ~e 37.5 kD~, ml:nÜas '~ue la PME de 36 kDa se 

expresó. En contraste,· en baja os~~l~ri~ad l~PME de 37 .~ kDa se expresa a nivel de 
- .. ·.. '"''.· .- '' - ' ' . - . ,- . ·._ :_. ·" ' ·_'. .. ~ '. .· 

la de 37 kDa, mlentr~s que se reprime la expresión de la PME de 36 kDa. 
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Tabla 111. 

CONCENTRACIÓN EN µg/ml DE DIFERENTES PREPARACIONES DE PME, DE 

Sa/monella gallinarum, ·.CULTIVADAS EN BAJA 

CONCENTRAClóN 

DE PROTEíNA 

µ.g/ml 

2.5 

5.84 

9.4 

5.7 

15.0 

La (+)·indico .la intenSi.~Jud de. tus hundas obserV~dus en geles de pÓli~crilftinid'a-SDS. 
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";S-~':·:"=-~~ . , :· .{~ 
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~:-~,,,~ - ·~ -
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,¡¡:..~¡;: 

1 2 3t 4 ·5' 6 1' 8 gt 

Figura 2. 

Gel de 'pollacrllamlda·SDS (14%), ·don.de se muestra~ PME de Sálmonel/a ga/linarum 

cepas: 9-R (carrlÍes 2 y 3), ATCC-91M(éarriles 4 y S)y FVB;323 (carrlÍes 8 y 9); de S. 
• • "• " .. · • • - "..=-·· -0- ··o---";"O-C. • -.• '• -~ . • 

pullomm ATCC-Í0398(carrHes 6 y .7); y s: ryphi IMSS-1 (~arril 10). in' los carriles 2, 

4, 6, 8 y to l~s PME s~ obtuvieron.de b~aerlas cllltÍva.das en baja osmola~idad y en Jos 
- - -.- '," .- ' 

carriles 3, 5, 7 y·~· las ;~1E'se:obtu~ier~~ de ba~t~rlá~ cultivadas en altaosm~laridad. 
En el car~il 1 se ln~luyeron marcad~~es de p~so molecular. 
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l<Oa 

20 

- - -- ~ 
~ 

1 2 4 .6 7.' ..... 8 

Figura 3. 

Gel de pollacrilamida-SDS (14 %), donde se muestran PME de Salmonella pu/lomm 

cepas: 47 (carriles 2 y 3); S. gallinar~m cepas: 59l(carrlles 4 y 5), 285 (carriles 6 y 7), 
. . . '' . . ~ ' ·. . 

383 {carriles 8 y 9); y S. imtériJidis cepa 3~\ca!rll 10), Enlos carriles 2; 4, 6, s; y 10 las 

PME s~ obt~vlero~ de. bacterias culUvadas eit b;;ja osmolarldad,mlentras que en los 

carriles 3, 5, 7; y 9 las PME se obtii\oleron de bacterias cuUÍvadas en alta osmolarldad . .' 

En el carril 1 se incluyeron marcado;es d~ peso molecÜlár. 
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4.3. Estandarización del TA-ELISA. 

Los resultados de la estandarización del TA-ELISA, gralicados en la Figura 4, 

mostraron que con una concentración de ,3 µg del antígeno CrPME), una dilución de 

1:3,000 del conjugado y una dilución de '1:9,375 del suero, fue posible direrenciar a los 

pollos infectados con S. gaÜJna~hm'•· de fos pollos no infectados, a los 35 min de la 
'.i• ,'·' :.'. 

reacción enzima-sustrato (p~0.00~~1).· ;· '· 

La figura S muestra la cinética de ap~~lción de.anticuerpos, determinados por el TA

ELISA, en un·. grupo,d~ 25 i~oll~s; inf;;ctad~s ~xperimentalmente, con S. gallinarum 

positivos al aislamÍ~n~o 'J~ct~fioldgi~~ ; ~ei~(Jo~iti~~s a ,Ía prueba de aglutinación .en 
-- ~- ;;:-_·/: ·: .. :,,:_ · .-·";- , .- •.• _ _ . ...:..._. e•'.:·' :·f, .. · 7, ~:e.\",,.-· .. _•·. -. · • 

placa, con el anÍíg~n~ K~~rilivál~nt~;dontra u~~~Üpo'de is pollds c~~tr~I (sin Infectar); 
,_ ·-.. -·--... --e:· •• -.:'---.- ;-- • -- -· - • " • ·, • ' - • '-. •• "' '-· • '-''.~:_: - -· - • - • • >- - - -

las medias de los tÍÍul~s de a·~ti~uerpos en I¿~ p~llo~ Infectados y n~ Íñfectad~s)n el 

que el pico dé los Útuios de ant'ic~erpos (o:6t7) eó el grupo infcctáiiri; se aÍcanzÓa los . . - . . - -· ·-· . - ._ ' . . : -:~. . "' . -. -~\ . . . ... . - . .. ' . 

•• 14 días, manteniéndose estable a los 2~; 28, y 35 días posinfeccióíi. Para determinar el 
.- , :~:, ;·-.:::, . 1: : .· 

puiito'cié corte sé compárar~n los resUltacÍos obtenidos én el TA~ELISÁ, con un grupo 

:::~::::~:~~~'.!~~!~~~;s¡;;~~~ii;~¡;;~~U'' ;;,·.• 
6). Los resultad¿s s~ expresancomo porcentajes de ab's~rba~~i .. '.obt~~id~~ a partir de· 

un s~~r~ co;,irol p~sltlv~, cort aUosÚtul~s ele ~nticuerpos contra S. gallinarom (obtenido 

en la fase o. Con base ~n los valo~~s obte~ldoscci~ Íosdos grupo; de p~llos en el TA

ELISA se det~nni~ó u~· pu~io de cort~ de 60% (p=0.0001). Usa~dó 195 sueros de pollos 
' . - ' . ' ' .· .-.' ·'-

infectad~s positivos al aislami.erito bact~riológico y no infectados, ~e determinó' una 

sensibilidad del 97% y una especificidad del 98.5% para el TA-ELISA (p<0.05). 
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TA·ELISA 

1,0 

0,9 -o- pollo positivo 
- pollo negallvo 

0,8 - conejo 
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E e 0,6 
11\ o 0,5 ... 
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..i 0,3 

.<;:'.;- ·.0~2 

0,1 

s 

lag. éirruclón 

Figura 4. 

Valores de absorbancla ~n el TA·ELISA ir~n~ad~s coritrá'el loga~imo d;I~ dilución ~e - . -·- ~ ' - . -- . - - .. . ' . . -, 

suero de pollo inféctadocon S. g~lli~arwn; sue~o de poUo,sin Infecta~ y suero de conejo. 

La lecturá se realizó después,~c j~ ~in de la /reacción e~zima:s¿~trato a una longitud 

de onda de 405 nió. 
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Figura 5; 

0,7 

E 
e 

lll 0,6 

o 
o:!' 

o 0,5 

._, 

0,3 

TA-ELISA 

--

Días posinfeecióñ 

Cinética de aparición de anticuerpos detectados por el TA-ELISA en pollos Infectados 

experimentalmente con S. gallinarum, positivos al aislamiento bacteriológico (-•-) y 

grupo control negativo (-•-). 
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Figura 6, 
Determinación del punto de corte en el TA-ELISA mediante el porcentaje de los 
rnlores de absorbancia a una longitud de onda de 405 nm. Se utilizaron sueros de 
pollos "SPF" a los 28 días posinfccción, con aislamiento bacteriológico. Los pollos 
fueron infectados experimentalmente, Yía oral, con Salmonel/a gallinarum (cepas: 
FVB-323 y U-2). Los rnlores del TA-ELISA se calcularon como el porcentaje de 
absorbancia obtenida con un suero control positiYo. 
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4.4. Evaluación del TA-ELISA. 

4.4.1. Primera fásc experimental; 

Se estudlaron s' grupos de pollos SPF infectados ex¡i~~imentalment~ ',(Tablas 1 y 11), 

usando~iferent'~s dosis ele" S, gallinarum. (cepas: rvn:323, ATC::c:9184 'y 9R) y ·S, 

p11//orw11:ATt6:10J~8, Y los resuUÜdos se muc~fra~ en la hgttra 7. 

Grupo l. De fo~ p~lios infectados c~n S. gut/i;\arum ; rVB'.323, usandÓ una dosis ÍX 107 

UFC, el 86,96o/o f~eron' pJsiti~;~·s .:Uediant~ eÍTA'ELISA:AI ~Órrobo~ar ~sto~ resultados 

del 6~,87%, y un· 13,04% d~ aislar;1ientos ;b,ac;~;i~l~gicos a pa~ir;e órganos (p~o:044). - . - . :; .. . . .. .. - - . -, 

En el segundo subgrupo de pollos inr~~t~d~s .!~n la do~i~ lX-(O'. ÚFC, con.~1 _J'A-ELISA 
• •• • • ' • '• • - ';_:C_ • • ':, • -"·-. - •-;--~· - ·- , 

se detectó el 91.3% de seroposÍtivid~d, y con ·,,;-· prÍ;ebÜ' d~ · agii1tina~iÓn en placa· se 

detectó al 78.26% (p<0.05), mient~ll~ .que el_ ais;a~ient~ bncte~iÓlógico se logró 

únicamente en el 30,43% de 'tos pollos (Tabla-IV); 

. . .-_ '::·_:,:' - : ' ;.." ,·. -

Grupo 11. Se infectó conS. ~~¡¡¡fl~r~)ll ~TCC-9184. Utilizanclo I~ dÓsis IXIO' UFC, el 25 

% de los cas~s fú_e ~ositi~d ;;.~~ia11te el TA-ELISA, mien¡ras que' en·. c~tc'subgrupo la 

prueba de aglutinación fue p~sitiva_en el 58.33% de los pollos (p,,;ó.o!isJ.'EJ subgrirpo 
--c?-~-.C-·- .. -'-o~ - .. - - • ., •.. '. . , .. 

infectado con 1~10' UFC, fue positi\'o en el TA-ELISA e.n el i2.7;o/~ •de los c~sos, 
mientras que !aprueba· de aglutinación detectó al 54.55% (p<O.~S), El 'aislamiento 

bacteriológico no se logró en ninguno de los pollos de este grupo. 
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Grupo 111. Pollos Infectados con S. gallinarum 9-R (cepa ~acuna!): El primer subgrupo 

tratado con una dosis lXIO' UFC fue positivo en un 77.78% al TA-ELISA y la prueba 

de aglutinación no detecÍó a ilingu~Ó d~ lo{pollos (p~0.001), el subgrupo tratado con 

lXIO' UFC fue positivo en el 60~ de lo;'ca~os, ~!entras que la prueba de aglutinación 

solo detectó al 10% de IÓ~,p~llos'. ~~:.;.0.01). En ninguno de los pollos de este grupo, se 

, .,/ ,; '·-·-

Grupo IV. En estos, pollos infectados 'con S. pul/orum ATCC-10398 el subgrupo infectado 

con una dosis deiXlO'. UFC, el :r~~~~ISAy,la prueba de aglutinación detectaron el 
•e '~~ ··- • 

1ooo/o d~ los á~1~~1cs':'AI colíípára·r·'~I TA·EÜSA yÍ~ prueba de aglutinacl6n en el 

subgrupo infect~dCl ~rin IXIO', u~c. tiimb~é~:el 100% de los pollos fueron positivos 
- ·,,",.~~·º'/:·:· f -~-::-;'. 

(p<O.osí, Elalsla~.iento ba~terlológi~o rile.negativo. 

GruPo V. En. el g...;p~ control .el TA-ELISA, nCI <letcctó'~flticuerpos contra Salmonel~s 

en el 95.1% de los suero~,y¡a ~rlJel>~ deaglutlna~ió~ ~~mtii~n;uenegatlvá en el 94.2o/; 

de los casos. ·Estos P?llo~\~tes ; ~cs~ués'del cxperÍlíícnto, fueron negativos al 

aislamiento. bactcriológi~o (p=il.04); 
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Figura. 7 
Porcentaje de positil'idad en el TA-ELISA, de los sueros procedentes de pollos 
SPF infectados experimentalmente a las S semanas de edad, con Salmone/la 
ga/lina111111 (cepas: FVB-323, ATCC-9184 y 9-R) y S. pullorum (ATCC-10398). 
Los sueros se obtuvieron a los 28 días posinfección. También se muestra el 
'porcentaje d.e positividad mediante aglutinación con antígeno K-polivalente, 
así como el aislamiento bacteriológico a partir de sangre y heces (cepa: 
FVB-323). . 
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4.4.2. Segunda rase experimental. 

En la Tabla V se muestra el análisis en forma lndMdual de cuatro grupos de poUos 

lnrectados con S. gallinarurtJ y S. enterilidis. Mi en.tras que en la Tabla VI se muestran los 

resultados obtenidos por el TA-ELISA y la prueba de aglutinación en placa con antígeno 

K·pollvalente, analizados por día de ~~~streo. 

- \'' 

Grupo VI. Pollos inf~~tados '~o~>S. talliÍíarum FVB-323 (lXlO' UFC). El TA·ELISA 
.,<-

detectó una s~ropositi~i~ad .d~I 7ú5o// la prueba de aglutinación en placa detectó el 

71.42%, mientras '!~e I~ ~~;}/dej'llr~~~iÓri rue recuperada en el 22 . ..:i% de los casos, 

siendo un 16o/o a p~111~ dc.hel11.ocÜ1üvos y_uri 4.os%~e ó~g~nos Cp<o.001i • 
. - - . -, ·-·'·=-·-·.o-;=:-.··-"·"--' .·,-. . . . ·- . . 

_: . ' .. '. '.·.· . - - ~ . '.~ 

Grupo VII. PoHo~ htf~¿tado_~ c"cn ~.'gdilin:af'~ {]·2 ~esiste~~e a.EN O-NA/el TA~E.LISA . 

detectó e1 100% (¡~ i~s p<ln<is: 'l'áin.;lé~. ir~.:Ue~~ · cic. agá1iiriaº~ióll·ru~.;¿;;ti~11 e~ ei loo% 

de los casos: El. hemoc~ltivo'rúri po~iÚ~·o en el .Bl.8% dri l~s poll<is yÍÓs aisla~i~ntos se 
;;;··:-:- .-- ;',- ' .-. :. _,., ';_·.::.' ·:·_ .. ( -· -~ 

lograron a iillri1~ d_c .. n~uesfras: o~í-énidas: du~a'nte 1á~ primer~s 1i it CFigura si. m 

aislámiento ·bact~~í~'1ÓgÍ~o ·~ ~~~i/d~ 'órgan¿s ·se l~grÓ · 

mientras. quh, de 1tdc~; 11~ se ai's1<Í 111 b~¿ti~fn (p<O.OOlJ. 

5.95% de los pollos, 

Grupo VIII. ~olios i~íe~t~dos con S: e~iir~;i¡is ~á~Óti~Ó 13 (Figuraf!J. Los resultados 
-~ '--";-o,- -: ,_,_ º-'-=--"--=---'-:=--. -- - --

fueron .idénticos 'a los obtenidos en eÍ grupoVll, ya que tanto el TA-ELISA como la 

prueba de aglu~lna:iCÍn, ,dei~ctaron al:·1Óo~o de los sueros, sie~do el aislamiento 

bacteriológico positivo apartir de heces en ~I 55% de los p~Uos (p<0.001). 
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Grupo IX. Pollos utilizados como controles negativos, .sin infectar., El 93.5% fueron 

negativos al TA-ELISA, ~1ientras que el 91% fueron negativos a Ía pru~ba de 

aglutinación en placa· durante tod~·eJe~túdio Cp<:o;o~2J~ Ei ai~lamiento bacteriológico 

fue négath"o a pa::tlrde sang~e/iie~~~:asf d~~~\Íe ~.:¡¡~~o~~ls~c~lficio. 
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Figura 8. 

Fvn.323 Sg/U·2 Ji'VA/li'J.l CONTROi .. 

SEGUNDA FASE EXPERIMENTAL 

DTM:t.ISA 

DAGl.UTlN. 

lSJAISJ.t\M. 

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 
fagotipo 13. Al grupo control se le administró PBS. Los sueros 
se obtu:vie~on. a los 28 días posinfección.También se muestra el 
porcentáje de positividad mediante aglutinación con antígeno 
K-polivalente y el aislamiento bacteriológico a partir de sangre 
(ccpa:FVB-323) y heces (cepa: FVA-Fl3). 
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Tabla IV 

AISLAMIENTO DE S. gallinarum FVB·3Í3 DE DIFERENTES ÓRGANOS, Y 

RESULTADOS DEL TÁ~ELISA COMPARADO CON DOS PRUEBAS CONVEN 

POLLOS "SPF' INFÉCTAÓOS EXPERIMENTALMENTE CON Sa/monella • .. 
".,• 

Nt)~i. DE uc: HÍGADO 

POLLO 

17 + 

20 + 

35 + 

37 

J')· + 

47 

so + 

54 

55 

58 

Control 4 

Cun~jo 

12 

. : ·.;. ·,. 

Sueros "17 y 4 se' usurun_:Co~·.1~;:,~~'m.~r~Í.~s posi~:;\;o·y nc~nti~~; rcsp~ctiv;~1ente. ·~,~rn desnTrotlur el TA· 

EUSA. Hemncu~th·o (llC),· ugf¡¡~inuciil~ en 'flhtcl,·{ÁP)·,«~licro-ag!ulÍ~m:icín (~fA). 
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Tabla V. 

ANÁLISIS COMPARATIVO DE LOS PORCENTAJES DE ANIMALES POSITIVOS 

DETECTADOS MEDIANTE EL TA-ELISA, El'I! GRUPOS DE POLLOS INFECTADOS 

EXPERIMENTALMENTE (FASE 2) CON DIFERENTES CEPAS DE Salmonella. 

GRUPOS DE POLLOS PRUEBAS AISLAMIENTO 

Y TRATAMIENTO SEROLOGICAS. BACTERIOLOGICO 

TA-El.JSA AGl.UTIHACIÓN llEMOCUL. HECES 'ORGANOS 

(%) (%) (%) 

(%) (%) 

VI S. ga/li11arum 77.SS 71.43 22.4S o 

(SO) (IXIO') (a) (b) 

VII S. gallinarum 100 

(SS) 

VIII 

(20) 

IX 

(42) 

ó~·~nnS, de Jos cuales\~ logró :~I aislUmi~·~~O bil~t~~OJ~~ici::<~j~~~~: ·b4:~J~ :.~t~i~-¡;~: ~:;~~;:~-. 
Medias co~ diíereiate literul (aÍJ) .~ent;~:·d~~, r:~gl¿~·-S~.~' difer~--~~~~-~~tadísl~~n~~-nt:~ _'(p.~0.001) 
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Tabla VI. 

ANÁLISIS COMPARATIVO DE LOS PORCENTAJES DE ANIMALES POSITIVOS 

DETECTADOS M~DIA~TE EL TÚ:LJSA y AGLUTINACIÓN EN PLACA, POR DÍAS 

DE l\1UESTREO, EN POLLOSINFECTADOS EXPERIMENTALMENTE (FASE 2) 

coN A1s(AMiErii~o ~A~TER10LÓG1co. 
!,- ~ 

GRUPO DIAS POSINFECCION 

14 21 211 35 

(%) (%) (%) (%) 

',cí•L 90 (ns) 100 (a) 

(b) 90 '(ns) 66.6 (b) 

(U) 100 ._(uf: 100 (ns) ... -

(hJ - '100: (nsJ§ 1oo;•cns) toOc(nSJ ·'•· 

CnsJ 100" (ns)'". 100 (ns_> 
~:, -· 

(IXIO') 

Medias con diferen(e· m~r~I :c~~r~:nírn de r.~Iuuma;· 'den.lro del gn~P~ P~r d:c1l>Íe: .~iue~·Íreo~ 
sun diferent~~ 'estlldisticam,~-~~~:: (p-~~.~s): No' siénifi~an~ia ~~s),-~a:~-¡i~~~~~s-. ¡S). 

,~J.;';~/ 

:t~\:i:. 



Considerando los resultados serológlcos obtenidos tanto en la fase 1 como 2; analizados 

por grupo, sin considerar. la dosis (Figura 6 y 7) se encontró que el grupo 1, Infectado 
V. , _: .. ·_·' -·-

con S. gallinárum FVB'.323 el TA-ELISA detectó el 89.13%, mientras que aglutinación en 
- , . ..:: .... ·-. 

placa ~171.7~%. ~iendo el aislamiento bacteriológico del 21.74% de los pollos (p<0.001). 

El g~upo U, infectado con S. ga/linarum ATCC-9184 el TA-ELISA detectó el 39.13%, 

mien~~~s·~ue aglutinación detectó 60.87% de posltivldad y el hemocultlvo fue negativo 
·:, 

en todos '1os casos Cp<0.001). En el grupo 111, tratado con In vacuna 9R, el TA-ELISA 

detectó un~ ~~~~~·~~itivldad del 75.2%, mientras que aglutinación solo detectó el 5.5% y . 

el aislamieht~ b~ci~;loiógico .fue negativo (p<0.001). En eÍ grupo IV~ de pollos 

inoculados con S. puiÍo/'u/~, el TA-ELISA y in prueba de aglutinación detecta~ori ni ioo% 
:· -. 

Íle los poll~s. 

En los polios del gntpoy( inf~ctados con s: galll;,arum FVB-323, el TA~ELISÁ.(77.55%) 
~"";"""'-·•.'. •·0°,0!. -~· ·_,· ;".!- -

file ligcrnniénici niá~ ;~Ít-~fbl~ que 'ag1~i1n~~lón eh. pla~a. (7Ú3%), los gro#os · 1nfeétados 

con s. gallina/:U'm Ú-2is:ehierilld;;. f~gotipo Úel TA-EÜSA y aglutihación)tetectaron 

~I 100% de los p~f¡~{ En.los ;·re~ ~rupos i'!fectad~s;e.l aislaÍnÍe~to .;~a~riológlco fue 

Inferior a los resul_tados obtenidos por las p~ébas serológlcas,. AÜ~que, en el grupo VU . 

se logró recuperaí-13 bacteria én el81.82o/~ de los'casós (Figura 7)~ 
. . ·'' .... , ··- . '. --·-. . . -- . ,·-. ·--·· .. ,; .. _\,'., 

. . : _.· -: , .... -.~ .. ·- - . ·- ·.:- -:··· ·--:,· :~·::··rr,_:·.~~" .>:::. - , 
Al analizar. la. capacidad d~I T¡\-ELIS¡\ y l,a • p":'eba. d~ aglu~in~ción ~n ·placa para 

detectar de mane~~ t~lllprima nrÍtlcu~lllds contra~s~lniod~1a;;~e encci~tr6 qu~ l~s grupos 
· • _'_. ·--·C:o-'-!-'-e- -o-"~ -~~~·~-~.;;-o.--:=--=:,.-.-=- ~-;.o ·, .:1·--· .• 0 :·: .. : •Í•, • -.· ."•·,·-- ,_.· ... • . · . 

iníectados con s.•·iallln~ru;;,'cepas ivn:3fry •u~2el TÁ~ELÍSAdete~tó un .mayor 
:/ .. ~>>" , .. '" '.~:··...-·,<- -

porcentaje Ífe SeropositiYidad .·que la prueba de aglutimición ~ .. ·partir , del. día 7 

poslníecclón; lncrellientálldose al 1ÓO%n 1d~1~ d;a~}Dl~nt~~ié~dose'c~nst~rite~ hasta '· ' ,. -- ' ' .. ' - . - . - . - '· . 

el sacrificio. En ~I grupo infectado con S. e~terUid~ fa~oÚ~o 13, ~Í TA-~LI1A fue men~s .. _, .. ·. ' " . 

sensl~le que la prueba. de aglutinación n los 7 dí~~. ~i~ ~llibnrgo,' ei Hlfl%~e ~lcanzó a 
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los 14 días posinfección !Tabla VI). 

4.4.3. Lesiones macroscópicas a la nec:ropsia. 

Todos los grupos de pollos que formaron parte de la segunda fase;· fue .. on revisados 

minuciosamente al sacrificio encontrándose los siguientes resultá~o~: el grupo: VI 

infectado con S. ga//inarum FVB-323 presentaron a la necropsia un 3~o/o.'d~. ~bscesos en 

hígado con esplenomegalia y congestión severa difusa con.:'!~~¡~~· efl' cápsula y sacos 

aéreos opacos. Al estudiar los órgano~ histop~fológlc~me~té, 'se eri~ontró qllc en 

hígado, bazo y bol.sa de Fabricio existi~fo~ :oié~i~~~~ clásicas provocadas por 

»<·;·:~~~e'':~~·-~. 

En el 24.45% dé los, poUos de.1 grupo VI se recuperó la cepa .de infe~ción a partir de 
··,·:··\ 

hemoculUvo, m.lentrasque eri los pollos infe~tados con S. gallinarum U-2, elaislaritiento 
' .. ;_ ·.-·. '. ' .. ,; ·' . . . '. \-~. ·-.-.:_ - -. 

se logró ilesd~ ¡as'Ú :1t/llega1ícfo. ~ rec~pér~r el 8I.S2% a das, 72 h a partir de 

hemocultivo~. /alsaé~mcio fllepo;11;1~.rcicup~r~~fa ~epa dehígacfo, bazo y tonsilas 

cecales·- en efS.4~~~~~: fOs .-C-asOS. E·n-· 1~5· &Ves ·del ~~~Pó·.Vlil J0fectado eón S. enteriiidis 
'-:- -.... :;' ··.,:, --.... , 

la cepa se recllpéró en el ss% de lo~ pollos, dur~flt~ las primeras:;~ h. a ¡>artir de 

cepas recupérad~s fuerofl íél~ntifi~ad~~ 1i1()quÍf11Í~a;;¡e~'te Ó'abla Vil) y p~~ter .. i()rm~nte . :,·. - . ;, . . . . ,.,. .. ' · .. ,, ~\: ,- \' ~ - ':.._".- - - - . ' .· 

serotipiflcad~s· con ~ntis~eros' somático~ ,;¿;, p;~a clei~ct~~ ,(); f~ctoie~ j' 9 y 12 del 

grupo 0 1 yade~1ás eriel caso deS.e~terttidis'f~i~ti~;ti;~~r~:lizó serotipi~ca~ión con 
. . .... - .· .-, . . ,. _,,·',, . . ' 

antisueros nagelares. (factores: m, s, · 1 y qÍ y el f~go~ip~ r~{~o~r~borado, .con un juego 

de fagos obtenido del Instituto de SalÍ1d Pública de Lo~dr~~. 
>::·: 
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Tabla VII. 
IDENTIFICACIÓN BIOQUÍMICA (UNISCEPT·20E), DE 10 AISLAMIENTOS 
BACTERIOLÓGICOS DE S. gal/u1arum FVB-323, EN POLLOS INFECTADOS 

EXPERIMENTALMENTE (FASE 2). 

BIOQUÍMICAS 

UNISCEPT-ZOE 

POLWS CON AISLAMIENTO PE S. gaUinarum FJIB. 

ONPG. 

ADH. 

LDC. + + 
ODC. + + 
Citrato d d 

H2S. + + 
Urei ,' . 

'. -,_'-

lnd.ol .:: -:.-, ,._~_ 

Gelatina 

Glu~o~llJNitrato'. • ' + ., · • + ·· .. • 

Sorbitol / .. > 
Rumnosii ' / 

SuCros~ 

Melobiosu .. ;. :•• 

Ami~duli~íi • .•. 
Arahinosn ,' 

Cutalusu 
,: ,: 

\,º 

.+· 

+ 
·; 

' ,, . 

+ 
+ 

Número de identificación. 

+ + + + + + + + 

+ + + + + + + + 
d d d d d d d d 

+ + + + + + + 

' .... 1 

1. 

+. : ' + ' + : J + : + 
·.:+ +' ,: :+'' :: 

... ·.· 

.\ : ~· 1< 
•."_>- ;_ ... : .·.:·,_ 

•'. ·:·-
« .. ~.·.·· .. · ..::; 

1+: '··. .+ :+ ': '+.; .;.+ ., i;+/ +·· 

·+.· ."+.: 
.. 

+ .. · ·+ + : +: .. :. ·:+, 
;: ' ., ' 

Orto-nilrof~nil-P-~-g~l~~·~Piranó,~ido_(o~PG?:,· o~hid~01asn ~-~ la~~¡~¡~-~- ~A~~I);·_ D~~curb~~-ilas~;- de tu 

Hsina (LDC), D~scnrh.ox~Jasn de In ~riliÚ~n c9oc), ~~s1i~-¡~~;1<d-~I t~ip1:;r~~~,·trnA)~." 
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5. DISCUSIÓN. 

Como se describió en RESULTADOS, se observó que las PME de 36 y 37,5 kDa se 

osmorregulan, las cuales podrían corresponder a OmpC y OmpF, respectivamente; Con 
'· •' -

respecto a las PME que no se osmorregulan, es probable que la PlVlE d~ 37 inli, pueda 

ser equivalente a la OmpC de S. typhi o a la OnipD de S. l,}phi;,;J;L~ {~ikald~y Vaara, 

1985; Puente et al., 1991). Al respecto, Puente etat.,Ú!.1tsr'~e~o~~lo~;r~c;'e~Ú~~Ímt~ que 

OmpC de S. /)'phi hlbrida con el DNAde S.gattii1~;uí!1 FV A~l.'As(~,lsmiii por migración 
- . ~ ·- . '· ·,· , ...• 

electroforética; la PME de 35 kDa ¡)'odría'corresp~nderá la OmpA(Puenteetal., 1991). 
,- _, • . . ' ·. ., . . . - '·;; .• '. 'I;- ~·, .... ' . -:-.- •.. .• . ·_, • '. ' -···- ,, . . e ; .. • • • 

No se obs~rvó un patrón electrororético lnÍ;.~·:~spccle, ni t~n1p~éo sédet~~tÓ una proteína 

especie-espécÍflc~ (Figu~ :t/;j, Al ~~spect~;' sé't~qui~~e-d~ ~~ e'it;,d¡~-~o:~ u~ mayor 
,, - -;-.::-~- --

número de c~pas, asícomó'~I uso otras estrategias;\!on;o •·• 1a Ütiliza~lón de un sistema ,_,,. 

de geles. ~fodobledim~Í1~iÓn;cÓ~dl~io~esde c~ltlvo,así_como' clon~dÓ¡:; y se~tienéiaclón - . - -~": : - ~ '" -,- " . . . -

para definir i las ~¡;;;i;¡;~cle~ ;~~ 'la~ PMli observadas·_ c~~é la; PME reportadas 
.-,,;:~·>:: '.'--· 

previament_e. -:.-., 
En MATERIALES :V ME'foi>os, se mencionó la prepa~ación de .PME de s. gallüiaium . ". --. :,,: ' ,,<_,,, . _~..:- . •:-~· ·~ ,,-- ':··-, -- ; ' ·' .·. . .. " ' . ' . ' .. ' . . . . ' .. ·- ' 

FVB-323, para usarlas cómo ántrge'no en el désarrollo:y estandariz,ación del TA~ELISA. 

Para tal fin,' se evaluaron dlrcrentes con~~~traciones d~ antígenó;eric~~tMindose que con 
·~. .:~; --;' /.,- - ;, ';'. 

3 µginÍI, usarido u1'~ dllu{Íó~ del s~er~ de J:9,3is, y' di1'Jyendo d ~oiiJ~g~d~'Í:3,000 sé 

pueden diíerenciar~.¡eros de polló~ iíi'fectad~s den~ infectados (Figu¡a'4¡. Sin embargo, 
- · 1 ,:! • ·;e,_· • ·- · .'~ ' · · - '· ·· • ' 

el análisis estadísiico indicó' que una dilu~ión-del suero Úl,875/tamblén diíerenciÓ 
• • -- -· ·'-"---~-;, ----·'O"-,"'.'.~·"';'T;· e .:.-:", ~ ' -,"'.'' • ,-_, • .' •. - . . ' . ' . ·- -- - .. - , • 

animales inr~~tadó's de'no inre~tados; cuando r~ero~ leíd~~ a lo~ 35\11iri a tina 1orig1tud 
•. . - - •;, •. •• __ .,_., •• '' '•./," •• '·' ._ ... , .. - >'- _, ••• -·-· , __ ;_ 

como antígeno· "P~E de.S. '1j•p/lj pan1 d~~ect~r anticuerpos :cÓnt~a li~~~e· tifoidea, 
,.... ',. "-···.. . ... . ... 

; .··... _- .: . 

encontrando que con una concentración de 5 µg/ml, puede diforenciar pacfontes 
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infectados de no infectados, aunque a una dilución. 1:3,125. IV~rdugo·Rogríguez el al., 

1989, 1993a, 1993b, 1993cJ. ~or otro ládo Klm el al., (1~91), ~standarizó un ELISA para 

diferenciar gallinas infectadas· de no'infecta~as,· usan~o como antígeno PME de S. ' . ·. , . . ,' ,. ·-· . , . . 

enlerüidis. En dic~Ó trábajo, la c'once~tra~ión <ÍpÚ¡óá de~ntígeno fue de 60 ng/pozo (0.6 

µg/ml); con ·ulla.·diludÓri d~l.suéro 1i2oó.Támbién. observó,· que incrementando la 

concentración del anÚg~~o (l40 niJpozo) ios.~aÍo~e~ de absorbancia se incrementan. 
L:." >_,_r,:'.:,~. 

Ellos -ob.SCfVál-on (¡'Uc ·a¡ c\'alUar ~ÍrCre~té~~;duUCiones ·de conjugado, la diJLición 1:1,000 
• •• '. • • • • •, • ·,· • ••• • - , , • "' ~ .: • ' : " , • e • ' • 

fue la óptima usando una diluéiÓn constante ilei suéro. Por otro lado; Barrow el ál., 
;': .. ·:e_·.;.: 

( 1992), ~s~ndo 6 µ'ii;1nl de LPS y nágcÚna c~mo antígeno de. detección en u'n'ELISA 

indirecto,:d~f~rknciÓ la lnf~cción 'causada p~r S.cailid;,~u~ y s. pÜ/loru1~ de la infección 

causada p~r o¡;~~::~f~pos.1e.:s.ál~onelas en pÓUoi.de.eng~r~a.y~a~do ílagelina. de S. 

monlevideo c~mo antígcno;';íÍfcr~nció infcccíoiiés éau~adás por S.pullorum y .s. enleritidis, ., ; .. 
_ :. · : --~ -,.:--~ .. <:;:.\?}:··. --:::.· :-- ;·:> .. -> ·· ·)1~i;.: .~:~:';\'.:~fr~.~·u4:~:.~~f~:.\~\~<·:~~"?~~:j:r:?~f~5;;1~%J~:ifü-~·i:\?f/~X:::<: · · · 

Por otra parte; como se menclona',en RESUL.TAD~S.;'las'i111ed.lás·:'ddiis'.títulos de ... 

anticuerpos Óbt~~ld~s ~or f!fTA~ELISA cÍ<i~ra 5), en ~n gmpo de pollos infect~dos con 

aislamienio' l>acteri~lógÍco de ·s. ga/ÍintÍruÍn, y ~n grupo d~ pollos sin Infectar, fueron 

diferente; ~ partir .de IOs 7 :dfa;, al~aii~ando sir ~al~~ '.;;á~illlo a pa~lr del .día 14 

poslnfccclón. 

Como se des~rlbiÓ .en ~TEiti~ES,y,~ETcinos en lnmunoensayos previamente 
------o;'-----...~ - ' écc-;'-;,--:)-;.,;,_ -=---=.- J-i-='°e"c°."; _c;:-"-,o_-,';-;-~--.=::' <"'(•~;- ·,e:,-

descritos, se han ~stableci~? dÍferent~s ¡iórc~nta.ics d.;, punto~ ~~, ~orte; por ejeiliplo, 

cuando se usóconlo antígenoliaptc11~:1ailvóiÍJÍpop~ll~acá~ido ~e usó 70% ycu~~do se 
~'. . - . -:c.' . . . -. -~. \,".~_- :: . 

usó citosol rue' 60% (Díaz'e1al.;1994); El punto de éorÍe obÍenldo po~ el TA-EÚSA Í'ue 

también muy similar~! l1~td~1~~ ~n u/e~';~~¡~ ~Jn i,o~o ~~e~o~sde bovi~o, el cual fue 

del 62% para los s~eros ~ositlv~s (NieÍseiÍ ~I·~/., 1993) . . ,.- .... 

Al analizar· la capacidad para ··detect~r títulos de antkuerpos en los primeros días 
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poslnfecclón, se encontró que el TA-ELISA fue más 'sensible, a partir del dla 7, que In 

prueba de aglutinaclÓn eri placa con antlgeno k-p~llvalent,e, en los grupos de pollos 

infectados con S. gal/inarum (cepas: FVB-323 y U-2Í~ Sin embargo, en eÍ grupo inf~ct~do 

con s. enlerÍlidis~ Í~ prueba de a~lut,ina~í6~·f~ll niils s;~slble~~ll elTA:EÓ,s~ ~los, 7 

días. Esto se p~~de deber ,a' q~~ S. elJe~~idls fag~tip~ 13. es altalti'ént¿ i~va~i~a en pollos 

de un,.dfa. ·.· ~e.~~ª~;.·1~t~~ti~~¡;·~xJ~t i~~is1·~~~t¡~t~~,11,~~,~~F,~1R11, ···j~~·~·.·' .. sé ·ha, 

observado una mortalidad hasta del 90% {Gast, 1994). En infecelones·experimentalmente 
~· . ~ . 

realizada~ eri gallln~s ~~ns. ~Írterilidti'. rag~ti~~ 13~ ~on 1x1o'~úiC;n11; se ha,~b~ervado 
-· ·-.:;___ :· •:: ;._ '·":- :;·:.:· ---- .; 

entre la p~imérll y s~gunda s~~~iia poslnf~cclÓri, Ünll'~lta p~oducc'ión de llóúcuerpos 

• <•grv¡. 1~~hq,i~"f i~~~~~~¿~~Í~~41lpr),11~!4ii?ii~ióll~<c~st(~~;2>';:t .~•··· 
Como• se Ínu:sirll' én, la Fi'~~ 5, lo~ tttulos d~ a~tl~uerPo~s tot~les se m~ntuvleron 

.:_:_:., :::-- t,. 

constantes despué~ de haber alcallzaÍlo su .vafor máximo a" los'l4 Íllas p~slnfección, en -.-.- .--.:.,.-". :· -............ , '·- :. ·,_. ·-· .·' ., ... , . ' .. 

el suero de pÓllos inrectaifos c¿n ~lsl~mlent.; ba~t~~i~lógi~o d~ la.fase '{y 2. Lo cual 

concuerda con t~b'aj~~ reallwdos ,e~ aves adul~ lniecti{d~~ ex~eri~;~t~lme~te con S .. 

gallinarum, do~de se han eriéoritradó,trtuiosaltos'delgG contra.esta bacteria hasta por 

30 sem~rias. (Barr~~ et al., .1992). ~~~·¡() que co~cleme; a I~ capa~idád cl~I TA-EÚSA 

para detectar ~riuC:.:;e.-¡Íos con.Ira S.;ga/li~ruí1t; deritr~ d~ los mism~s' grupoide pollos 
, .. :·· . . . . -. '.. ' . : , .. · .. : ·. , : :. . . -_ ' '. ~- .. , . - ., ", ···:" '' .. ; ' ·.' _' :- - :- .··... . . ' . . 

infectados cO'n dlf~rerites dosi~ {fase IÍ; se én~O'ntró que eii los grllpos I y 111 ~I TA· 

ELISA fue rnáscsenslblc'qlle·Í~;¡rJ~b~~;~Ca:fü11~ición~'tp~O.~~;~·~l:·e:b:~o en .el 

grupo tratado ~mí una dosis 1.x10• d~ S. gallina'ru#;' 9R·(~acuna)i el TÁ-ELISA detectó 

al77.78%, m¡entras q~é ~n lo~ p~llos trlliados cori IXl.O' ~ete~tó~. i~%./ía pr~eba de 
. . . . . ·_. . ' ~-'-· . ;" ' - . . . . . 

aglutin~ciÓ!J no'dctect6anÍÍ~u~i1>os en.el prirner subgiú¡io, siend~ sólo <letect~d~ el .10% 
._·.-.... ·>: +'.:·'.· 

delscgti'ndo 'subgrtlp()hi~stp,;s~;pued~ ~xpllcar, debido. á que .el TA-ELISA c!eteeta 
·. · · ·. ;·.·::·:\?.~~~~:~~_.:1/~?t~/;'.:(~/-./~~:·;:·:r:;2·,::.}:_r_:· .:_ ;-.:" , ·"·- · ·-· '·-

principalmente anticuerpos del tipo IgG, iniéntriis :que las ·pruebas de aglutinación 
. -,._ \1:.~:-. . 
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detectan principalmente lgM. Considerando el total de los RESULTADOS obtenidos en 

cada uno de los grupos en ambas fases, se encontró que el grupo tratado con S. 

gal/inarum (Figura 7), el TA·ELISA detectó el 68.42%, mientras que la prueba de 

aglutinación solo detectó el 5.2%, esto es interesante debido a que la cepa vacuna! 9R 

de S. gal/inamm es una mutante rugosa no aglutinante, que posiblemente haya perdido 

algunos antígenos de superficie. (LPS), lo cual provoca una escasa producción de 

anticuerpos aglutinantes:'En este ~entldo las PME contienen aproximadamente 30% de 

LPS, con lo cu~I ~I T~~ELISA sí detecta la resp~;{kfi inmune hutno~al contra el LPS 
• -, ' -: -,,·, ·:,'.'" ! - . .: .. ".5·;:..,;:'' -. ·- ~ 

estudio de vacu~aclón ~~aÚ~ado en pollos de 1 a 7 día~«le.edad con dicha cepa mcunal 
-... •" . . -... - ~ ·.- -- -, ... , ... -' ' .· ' - - -- . . -

.·;,·.-:·¡., 

por ~ía oral/do~dese elic~llt;:.\una ·aglÚtinaclÓndel Sf~.'(Bojorq~es'y Ponce, 1989). 
\:~· ·-~'- -~~;,:~ -

Los RESULTADOS obt;nldos por' el TA-ELISA, la prueba dc'aglútinaci6rÍ con· antígeno 

similar en los grupos Í y 6 lnf~cÍiidos con S. gdllhuzr~ili;FVB·3Z3. En el grupo 11, el 
.. ~: .. ",,_.• .. :,.':·-, ,. ;.,:',~'~V~-- ·:.· :·, ;·.··, <::~?.~..:~:- '-.- -;,,c.::-~:;~_.> ,- . - ·. 

subgrup~ Infectado c~ll ~11~ d~sl5_ de tXW.UFC s. gall;i,#~m ATCC;9_1S4, la prueba de 

aglutinació~reaci;onÓ p~sitiv~riieiit~ c~~ el 5833% de\~s ~ueros, mi~nh:,;s que el TA: 

ELISA solo detectó.' al 2sil..)1n e01ba~o, ~) ~~bgfup§ (;:~ta~oco~ '.u~ll dosis dé IXHI' 

UFC el TÁ·ELISA d~Í~ct2~l~2.~J~:y:gllJtinaci611~Ús4;S5%; 
._- _-::_.:,_-~~·-_-o-;-.~~~~· •e:--":;-~--~--= -'.--..:: -.- • ••".• ',. :;.·'e' 

En el grupo IV lníectado con;S .. pul/orum ATCC-10398 en antb~s dosis, el ~A·ELISA y 

:.~;:.:;~:·:11t:~::itc:;j·ó:fi1::,-r::c;::;:::; 
al Infectar pollos dc;e.{~orda ~on .un.a dosis Í Xl O' m~2};;fü con S. pullorum. cepa ~73/87 
altame~tc vindcnta, encon~~ó po~médÍo de IJn ELISA ~'~~~fü~.LPS colfl~ antígeno, una 

producción de lgG sl~nificaiivame~tc más bajos; que cua~~~;·,~só una cepa (16662/87) 
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menos virulenta de S. pullorum • 

Los grupos VIÍ y Vlll (Figura 8) lnrectados con S. ga//inarum U·2 y S. elll~riliáls ragotipo 

13 con una dosis 1)(1~', el T,LtLr~A; i~ prueba .de agi~tinacilÍ~ det~ctaron al ÍOO% de 

los pollos Y los Ü1s1~.U1~ntos b~ct~~¡¡ó'ii1cos rue;ondei sLs% ys5% ~espeét1v~~ente 
:;,"--:·.:.·,, ,; ·':,,,··" 

Cp<:0.001). Se debe ~enCiónar que s. gaÚintÍnún u;2 se recuperó principalmente. de 

sangre durant~ la; ~r~.;;~;:~~"12 ¡;;'¡~~~al indíi:'~ i~ alta c'ap~ciJ~irln~~~¡~~;de 1est;~¿pa; 
.!.:· :.·'," ·,;·· 

Al respecto, Godoy et al., <Í994J detcrrilin~~~n la pai~genlcidad éie·s, ~a1Ú~a;11i11 U-2 en 
,: :', . ""'-· .·;·;" .-.·;· <···:~ •, 

pollos de engorda (esth"p~ Arbor:A~~es)de 4 día; de edad, encontrandoií~a Riort;lldad 

del 65%,. cuando. usaron un~ dosi's ;IX 1 O' UFC/~~í y u:nl ~~rtaÍi~~~ ~~¡ l~O~, c~ando 
11saro'.1:,)~~k~~~l~:.1#io~·uFc(iií1.:~º~,¡~;,quc,:;~~,~~V~;,~'.,1~::~;r1sra~ou~o·'13 ¡~· ••• ~Y~r,fªde 
los ª:~Naritientos se lograron de hisopos cloacales, lo:·cu,~/.;es::.enten.dible, considerando 

qu[~~~ª. bacteria co1on1~ª i>rinc1p~1nlbuíee1 .·tracto '1it~e~W~~í;·;.Est~s, 01isJí'.i·aciones 

ii~i;~uerdan con 1os trabaJ~~ d~ c~st' et a1., .. c1994J. donde e~·~~¡;¡'r~ :zi7~,··s3o/ó de : . 
. :·.\:·.::.- ' . . ' •' ·. . . . . .. :.. . - ' ' - . . . :·~·. ;·:.:;--. --, 

aÍ~lamientos bacteriolÓglcos a parÚr de héccs dur~nte la primera s~mana poslnrccción, .. . ··~"-. ·- ' ' - ' - - . . . . -·- - - . . ~·- ,: -:--,;.-·' . . - ' 

ei'i 1gallinas Leghorn '.'SPF'' lnoculad~s oraimcntC con. una dosisÍXlo' de. s. enteriliáis · 

ra~otipo 13. Además, obse..VÓ la lnva~l~idad ~rovocada e~ órgano; de g~iiÍnas infectadas 
_,..... . . ·. ' ··.- •-' ' ' :,.·. •,- " -- ··!;. ... , ', 

por:e~te scrotipodu~ante 1Ü~ .,r,inie~as 5 senianas poslnre~~ióll, r~cupera~do la bacteria 

enull.~0% a partir de ciegos, 53% de hf~ad~s. 49%deb~z~s'19~ d~ ovario y 17% de 

m·ld~~tos mue~treados. 

Por otro· lado, al analizar la capacidad del TA:ELISA pará detectar, anticuerpos a los 
.- . ·. ~':;:... - ·-, . ;. - .. ". "' -- ' --.. - · .... - ; ; -.. ' ... . . 

7 días p~~Y~rric~ión, se e~contró que, en los grupos VI~"" queei T~-~ÚsA'rue más 

sensible que l'ii,~~ueba de aglutinación (Tabla VI) . .... 
Como se d.escri~l~·.cn MATERIALES Y METODOS, el TA~ELISÁ, se estandarizó 

- :: , .. 

utilizando 1.PME d~\~. ga//inamm como antígeno. En los grupos inreciados con S. 
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pullorum y S. elllerilidis (Figura 7 y 8), él TA-ELISA mostró una s~ropositividad del 

100%. Resultados similares· se han observado, cuando se ha' ~sado LPS de S. gal/i11arum 

como antígeno, en lnmunoensay~~ en~l~áUcos;pár,a ~dete~t~~ a~tictÍerpos contra S. 

pul/orum, S. elllerilidis y S. typhb~~rit~;' e~~a~a~~s ~~ gá111fl~s Infectadas (,.,Zijderveld 

et al., 19992). Desde ese punto'.ie'~ista, é1:TA:ELrSÁ:puede tener un valor potencial 
/-.: ~ ·:·- '.;. : : ·-. ~-', 

como prueba de escrutlr1i~.: pa'".3 ~et~ctár),p~der eliminar en granjas a las aves 

reactoras. Sóbre tód{~ir~iJ~~it~~{~~~ ~~lst~ úna Campaña Nacional para el Control 

y la Erradicación de é~t~ ii'íiréf~~tlail:d·~1~ se describe en RESULTADOS, el TA-ELISA 

presentó, una may~r'. sellsibilidad :y espc~UiCidad, que la prueba convencional de 

aglut;naciórl ~~ • pla~~.~~r ;;tr~ 1li~o;;d~~~i~'s1~ilitud antigénica entre los seroUpos <iéi 

grupo D, dclgéncro Satlh~;ié/la;· támhién pulidé ser útil para diagnosticar afros s~r~Upós 

de Importancia que afci:tan a las aves d;sÍinadas á la Industria avícolil.:s.~.bre tódó;sl 

.sc:consldcran algÚnas dcsVentajas qÚ~p;escntán las p~uebas
0

c~n~ehéioríá1~5; que usan 
- ·1;.:: ·' ~ . ."' < • ~· ' ' ., -: -, 

::~::::~n::
1

!:1~~~~J;ll~};}~!t{l:,~n~~~~r!~!'!~J!l::~:;~:;::Jsr~t:jtJe::11::::: · 
falsos negativos, los Ciiales;causan m~s p;~bl~maque I~~ ~~l~os p~sltl~~~ ya que eylta 

la climinaé:ión d~ aves po~tdo~aJ, c~n ~~lo~iz~cl~n :i~testinal, ~ue p~eden mostrar 

títulos de ~nti~ue~os nt~tir~ntes • . ',-·-' ·.· · .. 

El desarrollo del TA·ELISA, es iinportarÍte, ya que existe lá poslbilld~d ·de que en uri 
·-- ·.·.-~\;' ~~:~~~~:;:J::;_:~_: __ ;-o--.-

ruturo próximo,' p~éda ser utfuzado coino u·11acprueba compleincnfarla para el control 
- ; -- ·. . - . ~· --· ' -· - - '. ..· ' - ; ,. ·. . . . . 

y la erradicacÍ6nde,.la tií~l~c~ y: ~ulórosis.avi~r. e~n~est~~ ~aí~S Sin ell!b~rg~, s~ deben 

seguir realizando: más inve~tigaci<ln~s p~ra ~sélarcéer, cuales son '1as PME. de S. 

gal/inarum involucradas en la respuesta l~munológl~~.así c~~~ la.resp~~st~ cruzada con . ~ . . •' . 

. diferentes serotipos del' géner; Salmo11c/la qu'e afcCtan a I~ indus;rl~.avícola nacional. 
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6. CONCLUSIONES 

1. El TA-ELISA mostró una sensibilidad del 97% y una especificidad .del 98.5 % en suero 

de pollos Infectados y no Infectados (p<0.05); 

. ' ' 

2. Las medias de los títulos de ant.i~uerpos deteétados po( e~ T~7ELISA, en cada 

muestreo, fueron diferentes en pollos lrÍfeétados'j• no inrcctadcis (p=0.0001); 
'"·" ·~\~·.·:-.:~· ;;'. . .> "':.·. ,;. 

3. El TA-ELISA se ~standarlzo"uiando 3;1g/n1l d~~~~· ~o·R\~'alltr~ello,una.·dilución 

~:;e;t:::s :::t~:~;:nf: •• JirJ:º~·~ji1i1~~;u~·ei{e~~irfrJ:~;~i~f~~i~;:~~~!tJ;'.~?s 
4.· En los. grupos d~<polrJ~ h1ie~;~~~s c0>~~···1a}Laru111 ys.·~~11d~,g~· :~ 1~: f~se 
experimental uno; donde sé usaro'ri'dós'dosls difer~ntes, el TA~ELISÁfué'ínás s~1~ible 

y niás ~specfoé~qll~ l~0 prueba J~ aglutinádón. s' · ,• ;";;:.; {;':·.··, 
-~,,.._Y:·:.::::.::.'-

. s:-. pe los grupos d~ pollos infectados en la fase dos; el TA:ELISA ,Pr~~entómayor 
se~slbllldad y éspedficldad con respecto a la prueba de aglutinación ~on 'ántígeno K; 

polival~nÍ~ ;i~ el ~ru~.f y/i~f~~tado con s. galli11ar11m FVB-323 y en el grup~ vn y VIII 
el. TA~ELISA s'e co,Pportó igual que la prueba de aglutinación.; 

6.- El TA~ELISA fue más sensible y específico para detectar. anticuerpos en. la primera 

semanapo~l~fecciÓn en los grupos VI y VII, ,Y solo hasta IÓs:l;¡·;i;as :p.cis'infección la 

prueba de aglutinación presentó porcentajes de seropositivldad si,mÍlares. 

7.- La ~e;puesta del TA-ELISA depende de la do~ls iiir~~-¡~·;;1~;,);;c;¡i,: 
. ~· ;:~'..),: ~_:~~' :- ~"_,:_ ,.~- ' - ,' ~,'-.· ;~,;~:; .. :·~:'.·.' 

s .. La mayor parte de las .• ~ép,aef;·~~l:~J~~!~':ostraron un perfil eÍectroforét;:~,~~~~fü% : · 

de PME pri~cip;~1¡,~{á~/3i'.~:'i3~f~t.3s y 18 kDa) y soÍo mostraron variaciones menores , '!\%ifj 
dependi~ncici'íle la osmolaridad del medio de culti~·o .. 

;:;:~,;~1~¡' 
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7. APENDICE 

7.1. Trabajos derivados dd proyecto de tesis. 

l. Variabilidad electroforétlca de proteínas de· la membrana. extern.a de Salmonella 

gallinarum. Reuni6n Nacional de lnvestlgaci6n Pecuaria, Chih~ahua 1992. 
·. " .. : .,'. ·,•. ' 

2. Proteínas de la m~nibra~a ; externa de Salmonella gal/Íiiarú;,1: Váriabllldad 

electroforética y pote~~ial ~n~cli~g~ó~tic~.Xf/ll/Conv~nci6~ Nacio~I deANECA. México, 

1993 •. 

para eldÍagíiÓstÍco deÍ~ ·.ilfoldeaavl~~: fl/}o,.;:,¡,da Mtdico Avtc~1a,• Méídc~, 1993; 
·_ .. · ,:_:~/>~:(:t'i·.~}~~;~;;}f?~;~~:;,f ~c{- ·/;;::- :-;,_r- ~::~::. ~;-~- .\.~.:.-- ·~··:· .. <:< -~-~" < {-:--~::-~ ~.:~~'-> ~(-~~~~ < -;·,~~- ,;~.'~_".:_ ,:·:-

4. Estandarización de'uri inínunoensayo enzimático _utlllzando-proteínas de la membrana\ ... · 
-.. ·.· -•·· . •· ....... ·._· .. ~····nm;0?:;~~;i1P~!'';:.:s"~~~:·;'<~';··1:y"'!"i.is';'+\:~--\'> _-. 

externa (PME) _de Salmonella gallinarum par~ el diagnóstico de la tifoidea aviar._ Reuni6n 
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