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RESUM EN 

I3AUTISTA CRUZ BLANCA ESTELA. Validación en entupo de un Ilumino ensayo-
enzinultico para el diagnóstico de la Ti foidea aviar. Asesor principal MVZ. M. en C. Dr. 
Antonio Verdugo Rodríguez. Coasesures MVZ,MC P111). Francisco Suárez Uncirles., 
MVZ. PhD, Guillermo Téllez Isaías., MVZ. EPA. José Antonio Quintana López. 

Se realizaron estudios con un 	inmunoensayo enzimatico estandarizado 

previamente para el diagnóstico de cabida aviar (TA-ELISA), en la cual se utiliza 

como antígeno de captura una preparación de proteínas de la membrana externa (pPME) 

de Salnumella gallinamon cepa U2 resistente al ácido nalidixico y a la novobiocina 

(NANO). Se evaluaron un total de 815 sueros clasificados en 6 grupos: grupo I ( testigo 

positivo), sueros de pollos «inoculados oralmente con una dosis de lx109  Unidades 

Formadores de Colonias (Un) de S. gailinanum grupo 2 (testigo negativo), sueros de 

pollos libres de patógenos espeeilicos (.siy) inoculados con 1 ml de una solución salina 

fosfatuda (PBS), por vía oral; grupo 3, sueros de gallinas de una granja de reproductoras 

con un problema de S. gailinarum; grupo 4, sueros de gallinas de una granja de 

reproductoras con problemas de Salmonella spp móviles; grupo 5, sueros de gallinas 

de postura con antecedente de vacunación con Salmonella gallina, nm cepa 9R y grupo 6, 

sueros de aves libres de Salmonellalp, asociadas a otras enterobacterias. Para el grupo 

1, se inocularon a 55 pollos «con una dosis I x109  UFC/m1 de S gallinaman cepa In,. 

por vía oral. El grupo 2, Me conformado con 50 pollos spf con una solución de PBS por 

vía oral. Para determinar el punto ríe corte se compararon los resultados obtenidos en h 

TA-ELISA, con un grupo de 8 sueros de pollos spf infectados experimentalmente y 

positivos al aislamieato y aglutinación en placa con el antígeno k-polivalentea y 8 sueros 

de pollos spf del grupo control no infectado. Pita la obtención y purificación del 

antígeno se utilizó la cepa de S. gallinanon U2, Los resultados logrados por la TA-

ELISA, mostraron en el grupo 3, un 80A5 % de seropositividad a S. go/barran no 

encontrándose diferencias estadísticamente significativas al compararlo con el grupo 



testigo positivo ( P>0.05). En el grupo 4 un 54.5 % (P<0.025), en el grupo 5 un 33.2 % 

(1)<0.001), en el grupo 6 un 2.22 % (P<0.001), en el grupo 1 la TA-ELISA, detectó al 

100 % de los sueros de aves infectadas experimentalmente evaluados y en el grupo 2 se 

observó al 0%. Los resultados se analizaron mediante la prueba de Ji-cuadrada. Para 

determinar el comportamiento de la prueba, se estudiaron las densidades ópticas de cada 

grupo y se analizaron mediante la prueba de Duncan (p<0.05). Se pudo apreciar que en 

el grupo 3, la prueba tuvo un comportamiento muy similar al grupo testigo positivo, al 

analizar al grupo 4, se observó un comportamiento similar al grupo testigo y al grupo 5; 

el grupo 6 no mostró similitud con ninguno de los grupos evaluados. Con el análisis de 

resultados se concluye que si bien la TA-ELISA no fue capaz de • discriminar los 

anticuerpos contra S. gallinarmy S, enterllidis, si demostró tener un comportamiento 

diferente en cada uno de los grupos tratados, y es lo stleiententente eapeellica para 

discriminar anticuerpos contra otras enterobacteri as. 



VALIDACION EN CAMPO DE UN INMUNOENSAVO ENZIMATICO 

PARA EL DIAGNOSTICO DE LA TIFOIDEA AVIAR 

INTRODUCCIÓN 

La industria pecuaria con mayor auge dentro de la economía mexicana es la 

avicultura, ya que proporciona la proteína de origen animal al precio más bajol. Hasta el 

primer semestre do I995 el consumo pereoplla de carne de pollo fue de 15,7 kg y de, 

huevo de 15,9 kg. 	La parvada nacional es de 290,532,380 aves (ponedoras, 

reproductoras, progenitoras, pollo de engorda y pavos)" 	La avicultura esta sujeta a 

diversos factores, siendo los aspectos sanitarios uno de los más importantes. Algunas de 

las enfermedades bacterianas que provocan grandes pérdidas, sondas producidas por el 

género Salmonella Este genero comprende a unís de 2,200 scrotipos, en la ititlustritt 

avícola los serotipos importantes se clasifican en sttlinottelas móviles, formado por 

Salmonella enterlildis y S. typhi, y el á las saIntonelus no móviles como es el caso de 

S pullomon y S, gallinmum que producen la pulorosis y la tifoidea aviar 

respectivamente2. 

Las salmonelas móviles son las que producen los problemas de paratiffildeas en 

las aves, pero también pueden afectar al hombre produciendo salmonelosis por la 

ingestión de alimentos contaminados2. Las salmonelas no móviles no afectan al hombre, 

pero en cambio producen grandes pérdidas en la industria avícola. Ramírez (1987), 

realizó un estudio para estimar las pérdidas ocasionadas por tifoidea aviar en 

reproductoras pesadas y determinó un déficit equivalente; a $ 6A00 millones causados 

por la disminución en la incubtibiliciad del huevo, una disminución en la producción de 

carne de mas de 120,000 toneladas, ,un aumento en el costo de producción por . 

a natos proporclniodoa por lloro Naditol de Avicultores (1991). 



mortalidad, antibióticos, pérdida de peso y mala conversión; en suma un impacto 

económico final de aproximadamme $ 85,000 millones anuales". 

Debido a las elevadas pérdidas económicas producidas por esta enfermedad, el 

26 de febrero de 1980, se estableció oficialmente en México la campaña de control y 

erradicación contra la enfermedad de la pulorosis y tifoidea aviar (TA)''. 

La tifoidea aviar (TA), es una enfermedad septicémica ocasionada por 

Sahnonella gallinarum, afecta principalmente al pollo y u la gallina de postura, dentro 

de estas las estirpes pesadas son las más susceptibles 1°'43'9. También afecta a la 

codorniz, el pavo y el pato 6'1154, Las vías de transmisión son; vertical; esta vía se 

considera la principal para la diseminación y perpetuación de la enfermedad "'", ya que 

la bacteria tiene un tropismo por el ovario y se estima que de un 5 a un 33% de los 

huevos procedentes de gallinas infectadas contienen S, gallinaruni, y la hprizontal, ya 

que la infección se propaga de aves enfermas a sanies, actualmente se considera como la 

principal causa de diseminación entre granjas de aves reproductoras". 	Se ha 

demoStrado que un ave que se encuentra en fase aguda de la enfermedad, es capaz de 

excretar la bacteria a Intvés de heces, seeresiones nasales y oculares 29.43'51. Es 

importante señalar el papel que juegan los pájaros, moscas y ratones como vectores 

mecánicos, inclusive otras especies de aves cono el pavo y especies silvestres como 

reservorios de la baeleria632'4151'7  

El período de incubación es de 4 a 5 días. El curso en aves infectadas 

transováricamenle es de 2.3 semanas, en aves jóvenes es de unos cuantos días. La 

presentación de la enfermedad puede ser de forma subaguda a crónica y de la misma 

manera variará la severidad de las lesiones. La mortalidad dependerá de la edad de las 

aves y su suceptibilidad. Si la infección se adquirió transováricamente, la mortalidad se 

observa desde la primera semana de edad43.9. 



ETIOLOGIA 

S gallinanan es un bacilo corto Grant•negativo, inmóvil, que carece de cápsula, 

esporas y flagelos, es un parásito intracelular. anaerobio lbcultati vol53"46"3. 	Es 

resistente a los efectos de la congelación y descongelación diaria por un periodo de 43 

días, se inactiva por la acción del retad a una concentración 1:1000, el permanganato de 

potasio al I% la inactiva en tres minutos y la formalina al 2% en 1 minuto. Posee la 

fórmula andgenica "0", 1,9,12 2134. 	Cuando la bacteria es sembrada en medios 

artificiales pierde rápidamente su patogenicidad, no así, si se almacena en congelación o 

liofilización. 

SIGNOS 

Las aves recién nacidas infectadas transováricamente, se observan apáticas y 

anoréxieas, inclusive se ven aves muertas en la charola de nacimientos. En pollitos 

sobrevivientes se aprecia un excremento rico en uratos. En la forma aguda se advierte 

una anemia l:molifica ligera, debido a la pérdida de basta el 70% de los glóbulos rojos 

provocada por el efecto de la endotoxina43'54. 

En aves en postura se aprecian crestas y barbillas pálidas, en algunas ocasiones 

eianóticas; diarrea verdosa o amarillenta; debilidad, baja en la producción de huevo y en 

algunas aves gravemente afectadas cesa la producción 54, 

LESIONES 

La magnitud de las lesiones dependerá del curso de la enfermedad; en la forma 

sobreaguda no se observa ninguna lesión. En casos agudos se observan hepatomegalia y 

a los riñones aumentados de tamaño, congestionados y ton necrosis tnultifocal. En aves 



adultas se aprecia hepatomegalia con múltiples iiicos de necrosis y de color verde, el 

ovario se encuentra hentorrágieo1.3'9. 

DIAGNÓSTICO 

Un aspecto critico para el control de la TA es la eficiencia en el diagnóstico, los 

métodos empleados actualmente son: aglutinación con sangre completa, aglutinación en 

placa, microaglutinación y el aislamiento bacteriano t l'os. 

La aglutinación con sangre completa y la aglutinación con suero, en placa, en las 

cuales se utiliza antígeno k-polivalente de S'abone/kr /Worm, son pruebas rápidas y 

fáciles de realizar, pero tienen baja especificidad 938, debido a que estas pruebas 

detectan en mayor cantidad u los anticuerpos Iglvt, los cuales se producen en gran 

cantidad en la respuesta inmune primaria por lo que existe la posibilidad de obtener 

reacciones falsas positivas9'5158. 

La tnicroaglutinación es una prueba que se emplea para confirmar la presencia de 

reactoras positivas23'58, pero se ha observado que se presentan reacciones cruzadas con 

otras bacterias Gram-negativasq. 

El aislamiento bacteriológico es el , método empleado para confirmar el 

diagnóstico, pero debido a que se necesitan por lo menos 72 horas una vez que la 

muestra es llevada al laboratorio para su realización, no puede considerarse como 

práctico, porque en la mayoría de las ocasiones el tiempo o vital para emprender las 

medidas de control pertinentes. 

Se han obtenido buenos resultados al emplear la técnica de ELISA (Enzyme-

!Med Inummosorbent Ano') para el diagnóstico de S gallinarum 19'42'65, S. 

enterilidiS 7'"'41'61. S. 	/ "."'7"  S. 	/ I 	I 	.12'48  • 	l ir ' I d d yp I 	y 	yp nno uns 	,ui guitas con espee tett a e 

hasta 100% y sensibilidad del 9 	
69

6% . Los antígenos empleados en esta han sido Upupa- 

42 lisacáridos ' , flagelos y proteínas de membrana externa".616"1.69.70. 47 



MECANISMOS DE PATO GENIC IDA D DEI, GEN li;110 Salawnella. 

Todas las especies de Salmonella poseen una endotoxina, el lipopolisacárido 

(LPS) de la membrana externa. Las cadenas laterales O-específicas de LPS constituyen 

los antígenos O lisos de estas bacterias. Por otra parte, se ha demostrado la actividad de 

una enterotoxina de S. gallina/1m análoga a la toxina lábil (Lnbil toxin U) de E.coli y 

toxina colérica ( (:hniern ioxin C7) de 	chalerae" . l'ara la virulencia y 

sobrevivenciapi viva de Salmodia es necesario la capacidad de capturar hierro. Se ha 

visto que ratones nutricionalnientc deficientes en hierro son más resistentes a la 

infección, que los animales sin esta deliciencia21. 

S. ophimurima y S. cholerasuis en cultivos celulares son capaces de producir un 

cambio sobre la superficie de la membrana celular de la célUla huesped debido a un 

cambio en la actina de la membrana celular, posteriormente la bacteria penetra dentro de 

una vesícula endoeitfea y en ella se multiplica. Una vez t'agachada la bacteria la 

membrana celular recobra su aspecto normal. Al parecer dicho mecanismo es 

relacionado con un grupo de genes denominados inv anvil-PJ59  . 

La baja permeabilidad a componentes hidrofabicos de la membrana externa de 

E. con y S, typhinturium deben conferir una ventaja selectiva (Me loá hace resistentes 1 

las sales biliares y a pequeñas cadenas de ácidos grasos que son abundantes en el 

intestino delgado52 
 

Por otro lado Buchmier el al (1989), realizaron estudios con cepas mutantes de S. 

ophIniuritart que poseían inserciones 11110 en genes necesarios para la supervivencia 

dentro de macrófugos, para evaluar la capacidad de supervivencia y observaron que los 

inacrófagos peritoneales son más eficientes mira matar a la bacteria en comparación con 
13 los derivados del bazo o de la médula (15Ca . La S'. ophimarlans inhibe la fusión del 



fagosoinalisosomal". Di Donato el al (1986) demostraron que las porinas inhiben la 

fagocitosis por la activación de la adenil ciclasa22. 

ESTRUCTURA ANTIGENICA 

Las bacterias Orem negativas poseen como parte de su envoltura celular al 

antígeno somático "O", el cual está compuesto por cadenas de polisacárido. Algunos 

antígenos "O'' estan relacionados con la producción de colonias lisas. Por el contrario, la 

ausencia de este antígeno, da como resultado la producción de cepas rugosas las cuales 

son fácilmente fagocitadas. Las cepas lisas están relacionadas con la virulencia por la 

resistencia que presentan n la fagocitosis52. 

Entre las salmonelas se encuentran antígenos "O" diferentes que se denominan 

con números arábigos. Una bacteria puede contener más de un antígeno "9" y tienden a 

aparecer en combinaciones periódicas 24 , 

En S. lyphi y S. enlerilldis se encuentra un antígeno de superficie compuesto por 

polisacáridos que es termolábil y se conoce como Vi y es superficial en relación al 

antígeno 'V; la capacidad de aglutinación puede ser reestablecida en el antisuero del 

grupo O cuando el antígeno es destruido por calor24  . 

Algunas cepas patógeno de E. cal! y S. iyphi poseen una cápsula ldelgada 

compuesta de polisaeáridos acidolilicos, la cual retarda el proceso de fagocitosis, 

Probablemente debido a la presencia de la cápsula, se impide la activación de la vía 

alterna del complemento24  . 

Los antígenos flagelares, pueden presentarse en dos fases normalmente 

irreversibles: Fase I y Fase 2 los cuales son lábiles al calor y al tratamiento con ácido o 

etanol. Los antígenos en fase I se denominan arbltrarianiente con letras minálculas y 

los antígenos en Fase 2 se designan con números arábigos. Las cepas que poseen ambos 

tipos, son billsicas y los que tienen uno son monofásicas12.24. 



NIEMBRANA EXTERNA 

La membrana externa (ME) de las bacterias Grane-negativas, es una estructura 

constituida por una bicapa de moléculas anlifáticas. Debido a la baja permeabilidad, una 

de sus funciones es la de proteger a la bacteria de la acción de las sales biliares, pequeñas 

cadenas de ácidos grasos y en contra de las enzimas digestivas en el intestino delgado. 

Está constituida en un 20% a 25% de Iiisrolípidos, 30% de lipopolisactiridos y 45% a 

50% de proteínas. En su parte exterior esta formada por lipopolisneáridos y proteínas y 

hacia su cara interna por los lbsíblípidos21.52. 

La membrana externa es mucho más permeable que otras membranas, es 

ligeramente permeable a solutos Iddrottibicos, posiblemente se deba al componente 

lipopolisacarldico, También es una Hurera para solutos hidrolilicos con pesos 

moleculares de 1000 (lobos o más24. 

Se ha estimado que en la parte externa de la membrana externa, los LPS ocupan 

el 41% y las proteínas el 59% en tanto que la interna el 53% por lbsfollpidos y el 47% 

Por proteínas. En S, ophimurium se In encontrado que contiene cerca de 1.5x 106  

moléculas de fosfollpidos y 5.8 x105  moléculas de monómeros de LPS por pm2  de 

membrana externa 41, 

FOSFOLIPIDOS. Los lbsfollpidos de la, parle externa de la ME son muy 

similares a los de la parte intema básicamente están formados por fostittidil etanolámina, 

algunos por fosfatidil glicerol y una cantidad muy pequeña de cardiolipinas12,21. 

El lipopolisncárido es una molécula anlitiltica, hidrotilica 	en su parte 

polisacárida e itidrofóbica en su porción lipidica la cual recibe el nombre de !Atildo A. 

En la porción externa contiene al antígeno somático 'Ir 19'52. 

La composición protélea de la membrana externa es relativamente más simple 

que la de la membrana citoplasintilica, y en general es pobre en cuanto a la presencia de 



proteínas con actividad enzimatica. La fosIblipasa A es la primer proteína de la 

membrana externa con actividad en zimatica que se informó dentro de los miembros de 

las enterobacterias52, 

PROTEÍNAS DE LA MEMBRANA EXTERNA, Muchas de las propiedades de la 

membrana externa se atribuyen a las proteínas principales y se localizan en la ME, se 

encuentran en una proporción de aproximadamente 105  !nein:alas/bacteria aunque 

incluyen algunas especies proteicas diferentes". Laá proteínas principales se pueden 

dividir en tres grupos: I) proteínas que forman poros o porinas, 2) proteínas no porinas o 

estructurales y 3) lipoprotelnas. 

Algunas proteínas de la membrana externa facilitan el paso de solutos, Dichas 

moléculas hidrolilicas son suficientemente pequeñas para atravesar la membrana externa 

por difusión a través de las porinas. Las porinas poSiblemente excluyan a los compuestos 

hidrofóbicos' 9,11  

Todas las proteínas están codificadas por los genes, la regulación genética de las 

protelnas de la membrana externa estar en pinte supeditadas a factores externos como 

por ejemplo: una mutación en el locas mil da como resultado la ausencia de la proteína 

111,45,  

1)entro de las protelnas no porinas se encuentra una proteína principal 

denominada Omp A y la lipoproleina de Bram, ambas participan en la estabilización de 

la ME, además Onip A es necesaria para que se lleve a cabo el fenómeno de 

conjugación mediado por el factor "1 "en el caso de E. en/15'46. 

También se han descrito otras proteínas como una fosfolipasa A, una proteasa, 

proteína Tsx, proteína Btu 1.1 y las proteínas Ton A, Fec, Fep A y Cirsz. 

Se ha reportado que en E. en/ las proteínas feuB, tonB y cit están involucradas 

en el transporte de bien.o quelado y la proteína tvx Iheilita la difUsión de nueleósidos a 
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través de la membrana extermilh's1. Las lipoprotetnas son las más pequeñas de la 

membrana externa, pero frecuentemente son las más numerosas y se encuentran unidas 

covalentemente con el pcptidoglicanoll  

Las porinas se clasifican en tres tipos: a) el primer tipo forma canales acuosos 

que permiten el paso por difusión pasiva de solutos a través de la ME, la selectividad 

esta muy relacionada con el tainano de los solutos en relación u el diámetro del poro, b) 

un segundo tipo esta relacionado con el transporte de oligosaeáridos y nueleósidos, y e) 

un tercer tipo funciona en la captación de moléculas de soltaos de gran tamaño, y este 

tipo puede interactuar directamente con el soluto2I '3°. 

Las porinas se continman en trImeros, sobre la superficie externa de la 

membrana, y algunas de ellas poseen tres canales, los eriales se fusionan en la parte 

media para formar un solo canal que desemboca hacia la parte interna, permitiendo así 

el paso de solutos de bajo peso molecular, como: aminoácidos, nucteósidos y algunos 

iones metálicos19363152. Las pollitas tienen la capacidad de mantener su estado de 

limeros aún en presencia de detergentes canto el duodecil sulfato de sodio (SD,S) a 

temperaturas menores de 60"C. Estas proteltuts poseen una región bidrofóblea y asna 

Intim ical"s, 

S ophimurluni expresa 3 tipos de porinas principales, OmpD, ad', y OlupC.',, 

cuyos respectivos genes están regulados por una serie de factores extracelulares, por 

ejemplo los gettes que codifican para la producción de OmpC y °m'' de E. col', se 

encuentran regulados por osmolaridad y temperatura, y la expresión de las porinas OmpC y 
. 41 

OmpF de S. lyphimurium se regula de manera muy similar a (huid' y OmpC de Red: . 

En contraste OmpC de S. inrhi no se regula por osmolaridadss. 

Las porimis poseen una alta capacidad para conferir protección, Utlhayakumar y 

Mudiukkamppan (1987), demostraron que el pl)M13 de S ophinturium fue capaz de 

inducir una inmunidad protectiva contra la salmonelosis en ratones°. Kussi el al (1981), 



administraron preparados de proteínas de la membrana externa ( pPME) a ratones, y 

observaron que al administrarse preparados de estas proteinas produjeron hasta un 100% 

de protección cuando se desafino con cepas homólogas y un 50% contra otra especie39. 

Por otro lado Isibasi er al (19811), inocularon 30pg de proteínas de la membrana externa 

de S. ophi en ratones a los cuales posteriormente se les desafió con 1,000 DI.," de 2 

cepas de S. ophi y se determinó en 30% de protección". 

Se han realizado estudios para evaluar las propiedades de las porinas. Galdiero ct 

al realizaron estudios en pacientes con liebre tifoidea Para determinar la capacidad 

antigéniea de las porinas de S. 

Botwouhaa el al (1987) determinaron la protección en pollos que fueron 

vacunados con un pl>14 y una bacterina, ambas de S. gallinarum. Las aves fueron 

desafiadas oralmente con 10 Dl de S gallinowm obteniendo resaltados del 100% de 

protección contra el desafio oral en aquellos pollos que fueron inmunizados con el 

pPME. Los extractos de S. gallinarunt, fueron superiores a la vacuna 9k. La infección 

sIstémica se redujo a 5% en las aves vacunadas dos veces con la proteína con un 

adyuvante oleoso' I, 

También se ha demostrado que las porinas de typhimuritan producen procesos 

inflamatorios por la activación del complemento y por la liberación de histamina. La 

inyección de 100 pg de porinas a cobayos indujeron la activación del complemento 6 

horas post inoculación y sus efectos persistieron por más de 12 lionts26. 

Galdiero el al (1990), demostraron que al administrarse de la 10 ghtil deporittas 

en células peritoneales de ratón, se obsersli liberación de histamina. El edema inducido 

por 30 pg de porinas time similar al causado por lmg de Carragenina27. 

Se ha demostrado que porinas inducen In liberación del (helor ar de necrosis 

lumoral( INI mc ), y de las interleueinas: 11.-1 tx. IL,6, 	e 11.-4. Galdiero el al 

12 



demostraron que I pgiml de pollitas inducen la liberación de TNF-u, IL-1 u, IL-6, IL-4 

mientras que 5µg/m1 inducen la liberación de 	También desencadenan al 

complemento por medio de la activación del Thlf-u 2527. 

ELISA 

Las pruebas serológicas se pueden clasificar en a) Pruebas de Unión Primaria 

estas se realizan al combinar antígenos y anticuerpos, en este tipo de prueba se 

cuantifican los complejos 	inmunes formados para lo cual pueden utilizarse 

radioisótopoa, colorantes fluorescentes o marcadoreá enzimAticos, dentro de este grupo 

se encuentran las pruebas de: ratlioinnamoanilli sis, 	ininunolluoreseencia y las 

innumoenzimaticas. El comparación con Ilis pruebas de unión secundada, estas son 

capaces de detectar cantidades muy pequeñas de, antígeno, traduciéndose en alta 

sensibilidad y especificidad. b) Pruebas de Unión Secunditria, son aquellas que miden 

los resultados de la interacción antígeno-anticuerpos (Ag-Ac) realizada in raro. Dentro 

de este grupo se encuentran la mayoría de las pruebas (Inhibición de la 

hemoaglutinación, Pruebas de fijación del complemento, Aglutinación bacteriana) y e) • 

Pruebas de Unión Terciaria que miden el efecto protector de los anticuerpos en un 

animal como ejemplo tenemos a la prueba de anafilaxia cutánea pasiva" 

Dentro de las pruebas innitumenzinalticas las más importantes son las 

ininunoabsorbentes ligadas a enzimas. 	Los métodos de ELISA se elmilican en: 

Método Indirecto, Indirecto modificado, competitivo, doble sandwich, y doble 

sandwich modilicadon. 

El uso de la técnica de ELISA en la medicina Intima es amplio, Araj et al 

(1987) utilizaron una ELISA para el diagnóstico de Sainumella spp. a rstrtir de muestras 

de orlan y suero de pacientes con bacterernia sospechosos de salmonelósis, en donde 

observaron resultados satisfactorios'. En la Medicina Veterinaria se ha constituido 
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colmo una herramienta importante para el diagnóstico de las enfermedades bacterianas, 

virales y parasitarias de los animales". Se han realizado diversos estudios en donde se 

ha observado la efectividad de esta prueba. 

La prueba de MASA no sólo es útil para la detección de anticuerpos sino también 

para detectar al antígeno. tlasstin el ak1991), emplearon una ELISA indirecta utilizando 

como fase sólida tudisueros polielonales para S. ophinturitan y S .enterindis para 

detectar la presencia de S orlanturiuni y S enierindis en donde se observó una buena 

correlación entre la ELISA y el cultivo bacteriológico'''. 

En el caso de las enfermedades bacterianas, se han utilizado corno antígenos 

diferentes estructuras de las bacterias, tal es es caso de los LPS, antígenos flagelares y 

más recientemente los pPME. Ilarrow el al (1992), utilizaron un polisacarido de S. 

gallinarum como antígeno en una ELISA indirecta, esta prueba pudo diferenciar la 

infección causada por este tipo de S. gallinartun con la de otros grupos. La incorporación 

de un antígeno en la prueba ELISA, permitió la diferenciación entre las infecciones 

causadas por S. Miasma y S. enieritidiss, Por otro lado, Van Zijderveld a 01(1992), 

mediante una ELISA utilizando los LPS como antígeno de captura, no fueron eaphees 

de discriminar entre la respuesta inmune humoral anticuerpos contra S. palma y S. 

enteritidis. Sin embargo, coinciden con otros autores en la posibilidad de utilizar la 

ELISA como una técnica apropiada para monitorear grandes poblaciones, gracias a su 

rapidez y sensibilidad75. 

Recientemente se han estudiado a los pPME como posibles antigenos de 

detección en la técnica de ELISA. Verdugo-Rodriguez et al, utilizaron pPME de .1 Whi 

para diagnosticar pacientes con liebre tifoidea y en donde obtuvieron una especificidad 

del 100% y una sensibilidad del 9M69. Posteriormente, Vázquez (1995) desarrolló un 

inmuno ensayo indirecto utilizando preparaciones de PME de diferentes cepas dé S. 

gallinartan, observó una especificidad del 97% y una sensibilidad del 98.5W5. Los 

resultados obtenidos por Verdttgo.kodriguez el al6169'" y Vázquez et o165'66'67  sugieren 

1 
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suponer que esta prueba puede ser utilizada como un método alternativo para el 

diagnóstico de la 'I•A en granjas, por lo que es necesario evaluar su especilidad y 

sensibilidad en condiciones de campo. 



OBJETIVO GENERAL 

Realizar estudios de validación en campo de un inmunoensayo enzimático (M- 

ELISA), previamente estandarizado bajo condiciones controladas. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

I. Producción de sueros contra S. gallinarum cepa U2 NA/NO (grupo testigo positivo). 

2. Obtención de sueros de pollos .spf, para ser utilizados como grupo testigo negativo. 

3. Elaboración del pPME. de S. gallinarran 112 NA/NO que será utiliz.adó como 

antígeno para la TA-ELISA, 

4. Obtención de sueros de gallinas provenientes de granjas comerciales. 

11IPO'I'ESIS 

La técnica de E1.ISA utilizando como antígeno de captura una preparación de 

PME de S. gallinmm cepa 112, es una prueba de diagnóstico eficaz, ya que posee una 

alta sensibilidad y especificidad para la tilnidea aviar, cuyo resultado se obtiene en 4 

liaras. 

0I3JET I VOS 



Se emplearon 125 pollos de 4 semanas de edad Libres de Patógenos Específicos 

(specilie patliogen free: .spj) raza ligera obtenidos en ALPES S.A. de C.V. 

ALIMENTO 

Se emplearon raciones de iniciación y crecimiento no comerciales, libres de S. 

gallinarnm y antibióticos, especiales para pollos spP. 

MATERIA LES Y MÉTODOS 

ANTÍGENO 

Para inocular a las aves se emplearon 2 cepas: una de Salmonella gallinann U2 

resistente al ácido nalidixico y a la novobioeina (NA/NO) donada por el MVZ Mario 

Padrón, n la cual se le dieron 5 pases en ave viva para recuperar su patogenicidad, y otra 

de S enteritidis fagotipo 13 NA/NO obtenida del National Vetérinary Services 

Laboratory, Ames, LA .5001. 

AVES 



DISEÑO EXPERIMENTAL 

11 trabajo comprendió tres etapas; 1. Obtención de sueros de grupos de pollos 

spf inoculados y bajo condiciones controladas (Cuadro 1), 2. Recolección de sueros de 

campo (Cuadro 2) y 3. Valoración de kis sueros mediante el TA-ELISA (Cuadro 3). 

FASE I. OBTENCIÓN DE SUEROS TESTIGOS. 

1, Las aves xpf de 4 semanas de edad se Mantuvieron en las unidades de 

aislamiento del Departamento de Producción Anbital: Aves de In F.M.V.Z, UNAM, en 

corrales de madera con cama de viruta, 

Desde su recepción y hasta la finalización del experimento se les.  proporcionó 

alimento y agua ad libitum, A la quinta semana las aves se dividieron en 3 grupos: a) 

grupo 1; aves inoculadas con S. gallinarum NA/NO, b) grupo 2: aves inoculadas con S. 

enteOtidis NA/NO; y e) grupo 3: aves no inocUladas (testigo negativo), 

Antes de ser inoculadas, se les tomó una muestra de sangre de la vena radial con 

el objeto de obtener un parámetro basal. Al dia siguiente las aves se inocularon por vía 

oral con una dosis de I x109  1117C/litl á S, gallimmunt. A las 48 y 72 h post inoculación 

(1'1) se tomaron bisopos cima:ales y sangre. A los dios 7,14, 21, 28 y 35 I'l se realizaron 

los muestreos sanguíneos de los 3 grupos, A los 35 PI los pollos fberon sacrificados por 

desnuctuniento, se tomaron ¡nuestras de bigad% bazo y tonsilas cecales. 

Las muestras sanguíneas se tomaron sin anticoagulante, posteriormente los 

sueros se centrifugaron,  ti 2,000 revoluciones por minuto (2 Krpm) durante 10 min. Una 

the ICEN I 8,11.18. Intentalluttni Equipment Congo» 115A. 
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vez obtenidos los sueros se depositaron en mierolubos (emendoffia y se almacenaron en 

congelación a -20°C. 

Cuadro 1, Diseno experimental Fase 1. 

GRUPO tl DE POLLOS TRATAMIENTO 
VIA ORAL 

DOSIS 
UFCIl 041 

OPAS DE 
MUESTREO POSTINFECCION 

,SIgallinortan 
1 55 1J2/NANO I x109  0, 7, 14,21, 

28,35 
S. enterllidis 

2 20 lx109  0,7, 14, 21, 
28, 35 

3 50 TRS'I'lli( /1111S 0,7,14,21, 
28.35 

PREPARACIÓN DEL INÓCULO 

La cepa se sembró en caldo de medio "A" ( caldo nutritivob 0,7% 4- extracto de 

levaduras 0.1% + glicerold 02% .1- K211PO4  0.31%d ). K1-12P0,11 0.13%) y se incubó a 

370C por 241.. Los cultivos se depositaron en tubos cónicos de 40 ml y se centrifugaron 

a 2 Krpm por 10 mili, se decantó el sobrenadante, posteriormente se realizaron 2 lavados 

a la bacteria con una solución salina foslinada (PDS), eco iri fligiindose a 2 Krpme por 10 

minutos. Al término de este procedimiento el Mácula se ajustó con un espec-

trofottímetrof a una concentraciób celular de lx I 09  IJPC /ml, 

Para verificar la estandarización del inóctilo se rettlizzon diluciones decuples 

seriadas, se sembraron en agur nutritivo (caldo nutritivo 0.7% + extracto de 

a aúno Instroments CO. INC Wobtint, MA 
b Merk Naucalpan de Juárez Edo, de México, 
e DIITO, Laborntaries, Petrol!, Milchigan USA 
d J.T. I3aker S.A. de C.V., Pdo. de Méx. México. 

IEC CENTRA-7E216 International Equipment USA. 
r mil ton Roy Spedronic 20)) 

19 



levadura0.1% + glicerol 0.2% f K.211PO4  0.31% ( K.112PO4  0.13% .1- 1.5% agar 

nutritivo) y a 1115 24 h se realizo la lectura de las colonias por placa• 

ESTUDIO 13ACTERI 01,OG ICO 

Se siguieron los lineamientos de Andrews y Pocha (1975) para el aislamiento 

de .S'almonellal  , Los hisopos ducales y los órganos de las aves inoculadas se 

sembraron en tubos con I() tul callo tetrationato, la sangre se sembró en un medio 

diliísico.l.us muestras se incubaron a 37°C por 2411s, posteriormente se pasaron a cajas 

de agar Mac'Conkey y verde brillante incubándose á 37°C; a las 24 lis, se les realizaron 

pruebas bioquhnicas a las colonias morfológicamente sospechosas de Sahnonella spp. 

De la misma manera se hicieron pruebas complementarias con a%Mentes a todas aquellas 

que fueron positivas a las bioquímicas; por allimo y párá confirmar cada uno de los 

aislamientos, se efectuó a cada tina de las cepas, una aglutinación con un antisuero 

comercial (factores 19,12) 

FASE 2. OBTENCIÓN 1W SUEROS DE CAMPO 

Se tomaron sacros de las aves remitidas al Departainento de Producción Animal 

Aves, de la I; acunad de Medicina Velerinaria y Zootecnia 11NANI., para su diagnóstico 

(libres de Salmonella spp.), así como de granjas comerciales integrando 4 grupos 

diferentes : 

Cuadro 2.1)iseito experimental Fase 2. 

GRUPO TRATAMIENTO 	# DE 	UBICACION 
SUEROS 	GRANJA  

Salmonella gallitutruni 	 266 	 TLAXCALA 

Salmonella eniciltidis 	 244 	 EDO. MEX. 
Sidnuniella gallintoun 9R 	244 	 CE.:,IPA/UNAM 

EN'IERODACIFRIAS 	 45 	 DPA:AVES 

a DI Fel Laboralorics, Ucaoii. Al ((ligan USA. 



FASE 3. VALIDACIÓN DE LA 'I'A•ELISA 

CINETICA DE CRECIMIENTO 

Para la extracción de las proteínas se necesitó conocer la fase logarítmica y 

estacionaria de crecimiento, por lo que se determinó la curva de crecimiento de la 

bacteria. La bacteria se sembró en 50 inl de medio general "A" y se incubo a 37°C con 

agitación (200 rpm)a durante 18 horas, Posteriormente se tomaron 2 nul del preinóculo y 

se inocularon a 50 nd de medio "A" y se incubaron a 37°C con agitación (200 rpm). 

Cada hora se realizaron lecturas de la bacteria por medio de espectofotomealal a 540 

PREPARACIÓN DE pPIVIE 

La Salmonella gaillnarum cepa U2 NA/NO Me sembrada en medio "A" y se 

incubó hasta llegar a la fase estacionaria temprana (28 In (figura I), el cultivo se 

centrUngóc a 10,000 rpm por 10 minutos a 4"C. Las mistillas se resuspendieron en tina 

solución 10 inM de fosfato de sodio ( N112111)04 ), Usándose por sonicuciónd con 7 

pulsos de 60 seg cada uno a 12 kl lz. Las células lisadas se centrifugaron a 10,000 !pm 

por 10 minutos a 4°C. El sobmnadante obtenido se centrifugó n 35,000 gnu por 35 

minutos a 4°C. La pastilla se resuspendió con una solución de Nag1PO4 al 10 inM con 

2% de triton X-100 y se incubó en bulto marta a 37°C por 30 minutos, posteriormente se 

centriffigóc 2 veces a 35,000 min por 35 minutos a 4"C y se decantó el sobreitadante 

cuidadosamente. Para su almacenamiento, se hicieron tillcuotas y se almacenaron en 

congelación a -20°C hasta su uso 

e New iirwuswlck Selentille Cu. Inc., Ni, USA., Modelo 
b Milton Roy So:Movie 201). 

Deekman J2.21 Centri ruge Rotor JA-17. 
d Soniptep 150, SANYO, U.S.A. 
e lb:choto) 1.8-80 UltracentrIllige Rotor SW50.1-50 000. 
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Todos los sueros fueron procesados utilizando la técnica de ELISA para 

determinar los niveles de anticuerpos. Se empleo la técnica estandarizada por Vázquez 

el al", 

TECNICA DE ELISA 

El antígeno extraído se inmovilizó en Microplacasa depositando 100p I/pozo a 

una concentración de 2pgínd de protelna por placa durante 24 b. Previo a la utilización 

la placa, se lavó 3 veces con una solución de P135 toreen-20b al 0.05%. Las placas se 

bloquearon con 15011/pozo de una solución de Albúmina bovina sérica DEA )b tul l'Yo y 

se dejó actuar por 60 minutos a 37°C, se lavaron con PES tween-20 al 0.05%, 3 veces. 

En cada pozo se depositó 100(11 de los sueros a estudiar a una dilución - de 1:9375, se 

incubaron a 37°C por 90 minutos y se lavaron 3 veces con solución PES tween-20 al 

0.05 %. 

Posteriormente a cada pozo se le agrego 100p1 Ig0 de cabra nnti-Ig de pollo 

acoplada con biolinac u una dilución de 1:1000, ineubáadose durante 60 minutos a 37°C, 

se lavaron 3 veces con una solución P135-tween 20 al 0.05 %, para después depositar cti 

cada pozo 100(11 del conjugado ( esireplapidina acoplada con peral:147,ra )c diluido 

1:3000, se incubó por 6(1 minutos a 37"C. 1.11S placas se luxaron 5 veces con PES-tween 

20 al 0.05 %, dejando un intervalo de 5 Minutos entre cada lavado. Finalmente por 

último Se agregó,u coda pozo, 100111 de una solución del sustrato (11202 ) y M3TS (3 

ethyl-benzAthlazollne sulfonlc acld)b y se dejó reaccionar por 35 minutos. bis placas 

se leyeron en un lector de ELISAd a los 35 minutos, con una longitud de onda de 405 

nnr 

a NUNC-IMMUNO MODULE POISSORP F8.1)aneniark. 
b Sigma lamino ellemicals, SI. Louis, h10. USA. 

Vector Lahotalorics, I«, USA. 

MicroIplale Reader modelo 3550, 	Lata atarles, Riclunond USA 
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Cuadro 3, Diseño experimental fase 3, grupos evaluados por la TA-ELISA. 

(111(11'0 
	

TRA"EAMIENTO 	 fi DE SUEROS 

1 
	

Pollos ,spf inoculados con S. gullinarnm. 	 8 

2 
	

Pollos sp¡ 	 8 

3 
	

Gallinas infección de S. galbana. 	 266 

4 
	

Gallinas infección de S'abone/hl sp. móvil 	 244 

5 
	

Gllinas vacunados con S gallina:11m 9R. 	 244 

6 
	

Gallinas asociadas a otras enterobaeterias no patógenas 	45 

CARACTERIZACIÓN DEL pPME 

Se realizó en geles de poliacrilamida SI)S desnaturalizantes al 13% ( PAGE-SDS 

al 13 % ). La muestra se preparó con 94 pl del pPME, 41 de SDS al 20%, 1111 de 13-

mercaptoetanol y azul de bromofenol (0.001 %)a . La muestra se desnaturalizó por 

ebullición durante 5 minutosm. 

CUANTIFICACIÓN DEL pPNIE 

Una vez obtenido el preparado se cuantificó mediante el sistema micro 13CA 

(ácido bicinconlnico)b siguiendo los lineamientos recomendados por el laboratorio53, 

l'UN'FO DE CORTE 

Para determinar cl punto de corte, se utiliio el método descrito por Nielsen el 

al". Se utilizaron 8 sueros de pollos spf inoculados experimentalmente con S. 

gallinarum de 28 dios I'I(grupo testigo positivo) y los sueros de 8 pollos spf (grupo 

sigma Immuno Chemin', SI Louis, M110 . USA. 

b Merco Chcndrnl, Co., Rocktbrd, II,, USA. 
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testigo negativo), los cuales fueron leidos a una longitud de onda de 405 11111 obteniendo 

una densidad óptica (D.O.) de 0.496, 

ANALISIS ESTADISTICO 

El número de sueros detectados por la 'FA-ELISA como positivos en cada grupo, 

fueron analizados mediante una prueba de Ji cuadrada (X2) para determinar las 

diferencias significativas entre los grupos. 

Las 1),0. obtenidas de cada uno de los sucres evaluados por- la TA-ELISA, 

fueron analizados mediante un.  Análisis de Varianza, y se obtuvieron-  las diferencias 

significativas entre grupos mediante la prueba de Duncan, utilizando el programa de 

• análisis estadíltien SASli '111. 

LISAS INST. CARY, N.C. 



RESULTADOS 

ESTUDIO BACTERIOLÓGICO 
Apartir de henmeultivos se obtuvo tul 81,81% de aislamiento de las aves 

inoculadas con S. gallinarion a las 48 y 72 h PI, Sólo se obtuvo un 1.81% de 

aislamientos a partir de hisopos eloacales y órganos (ver ligara 2). 

El total de aislamientos de S, enterisidis a partir del hemocultivo fue del 

20% ( 4 aves ), En donde el 75% fue a las 48 h y 25% a las 72 11. El mayor número de 

aislamientos se obtuvo apartir de hisopos cloacales donde, se logró recuperar la bacteria 

de un 80% a las 48 b y 90 % a las 7211. En tanto el aislamiento de la bacteria apartir de 

órganos no fue posible (ver figura 2), 

PREPARADO DE PROTEINAS DE LA MEMBRANA EXTERNA 

Una vez obtenido el preparado se cuantificó mediante el sistema micro BCA 

(acido bicincoulnico)a siguiendo los linetunicittos recomendados por el laboratorio 

(l'ierce 1993), obleniendose una concentración de pPlvIE, 24.4 mg/ml, Las bandas 

reveladas a partir del PAGE-SDS 13% con noción de Coolitasieb fueron de 

aproximadamente 47.86 kDA y 29.5 kDA. 

VALIDACIÓN DE LA TA-ELISA 

Se evaluaron un total de 799 sueros. Pina determinar el punto de corte se 

compararon los resultados obtenidos por la l'A-ELISA, con un grupo de 8 sueros de 

pollosffil infectados experimentalmente positivos al aislamiento y la aglutinación en 

a l'ierce (Atended, Co., lkockford, IL, USA. 
b Sigma Iminuno CheinIcals SI. Louis, is1.0. USA. 
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placa con el antígeno k.polivalentea y 8 sueros de pollos .spf del grupo testigo negativo. 

Los resultados se expresaron como porcentajes de absorbancia obtenidos a part',7 de un 

suero positivo". Se determinó un punto de corte de 80% (1).0. 0.496) ( ver cuadro 4 y 

figura 3). 	• 

En el cuadro 5 (Resultados de la TA-ELISA de Salmonella gollinaruni 

analindos por la prueba de Ji cuadrada, al ser comparados con el grupo testigo 

positivo), se puede ver que la TA-ELISA detectó positivos al 80.45% (214 sueros) de 

los sueros del grupo 3 con una significando del p> 0.05. En el grupo 4 la prueba 

detectó al 54,51% ( 133 sueros) de los sueros como positivos con una signiticancia del 

11/4  0.025. En tanto en el grupo 5, el 33.2% (81 sueros) fue positivo a la TA-ELISA con 

una significando de 11/4  0.001. Por Ultimo en el grupo 6, se observó una seroposilividad 

del 2,22% (1 suero) con una significando del P<0,001. 

En el cuadro 6, se observa que el comportamiento de la TA-ELISA en el grupo 3 

es similar al grupo testigo positivo pero diferente a los grupol 4, 5, y 6, Lo el caso del 

grupo 4 el comportamiento frente a lit prueba, es similar grupo testigo positivo y nl 

grupo 5, pero diferente nl grupo 3 y al 6; en tanto que el grupo 5 sólo tiene similitud en 

comportamiento can el grupo 4 pero es diferente a los demás grupol; por Ultimo el grupo 

6 no tiene similitud en comportamiento dm ninguno de los grupos. 

a Salsbury Laboratories, Citarles elty, lown 50616, E.U.A. 



DISCUSIÓN 

La ELISA se Ira convertido en una herramienta de elección en los laboratorios 

aviares, ya que através de esta prueba se pueden manejar grandes volúmenes de sueros, 

es una prueba confiable rápida y sensible, sus resultados se han comparado con otras 
3.1, •57 55 66 47 41 	70 pruebas y han sido satisfactorios  

En el estudio realizado por Vázquez et al (1995)15 , la TA-ELISA detectó 

positivos al 100% de los sueros evaluados, sin embargo en este estudio la TA-ELISA 

detectó al 80.45% de los sueros correspondientes al grupo 3, esto concuerda con 

Nicholas y Callen (1991)47, quienes mencionan que la reacción entre sueros homólogos 

es mayor que la observada entre sueros heterólogos, Por otra parte, en el primer caso 

las aves fueron inoculadas bajo condiciones controladas, con una dosis conocida de S. 

gallinatun por lo que la respuesta fue uniforme, en cambio en este caso los sueros 

fueron de gallinas Cáll un brote de campo, y por tonto la respuesta no fue aMforme, 

debido a que la calidad e intensidad de la respuesta inmune ante una cepa de campo y 

una de laboratorio son muy diferentes", por lo que las densidades ópticas ( 1)0 ), 

observadas en el grupo 3 fueron más elevadas en relación al grupo I 

La 'FA-ELISA lite eficaz para detectar los anticuerpos contra 	gallinartun y 

también contra S. enteritidis, esto concuerda con lo mencionado por algunos 

investigadores corno Dtinkert y I Iofstra (1980)33  Cooper es' al (1989)11  y Dadrast a al 

(1990) 0, acerca de la antigenicidad cruzada de losconmponentes de la ME, no sólo entre 

los dbrentes scrolipos de salmonelas, en algunas ocasiones se observa esta reacción 

cruzada en las diferentes enterobactetias, razón por la que la l'A:ELISA no discriminó 

los anticuerpos de las Strinionellas spp. móviles, sin embargo es necesario realizar más 

estudios que permitan esta diferenciación. ya sea al incluir un antigeno flagelar o 

encontrando estructuras específicas de S. gollinornin. 
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Así mismo Kuusi el nl (1981)19, quienes inmunizaron ratones con un antisuero 

de conejo anti-porinas y otro con un antisuero de conejo anti•porinas-LPS y 

posteriormente los desafiaron con una cepa de S. riphiourrhun y por ELISA 

determinaron los títulos de anticuerpos, observaron una mejor respuesta en los ratones 

inmunizados con el preparado de Porinas-LPS, pero al detectar la cantidad de 

anticuerpos específicos contra los LPS, se observaron que estos eran iguales a los que se 

encontraron en los sueros contra el purificado, de igual manera en el grupo control 

negativo, lo que les permitió deducir que el papel de los IPS es como una especie de 

adyuvante de las t'orinas y no como antígenos. 

Timoney y Sikoro (1987)61, mediante ELISA utilizaron flagelina acoplada t►  la 

fase sólida para detectar sueros de pollos con S enreritidis, sin embargo esta prueba 

también detectó en un bajo nivel sueros de pollos inoculados con S, pullortan, lo que 

reafirma lo encontrado en el presente estudio, 

De los sueros pertenecientes al grupo 3 al evaluar radiante la prueba de Duncan, 

se pudo apreciar que el comportamiento del grupo con respecto a la ELISA, es similar al 

del grupo I, como ya se mencionó, el grupo control contenía sueros de pollos 

inmunizados con la misma cepa que se empleó para el TA.ELISA. Esto concuerda con 

lo observado por Barrow et uf (1992)8. 

En el grupo 4 l'orinado por sueros de gallinas comerciarles con problemas de 

Paratifoideas, se apreció una seropositividad del 5431 %, al comparar su 

comportamiento con respecto a los otros grupos, se puede concluir que su 

comportamiento es parecido nl grupo 1 y al 5. Nicholas et nf (1991)47,observaron una 

significativa reacción cruzada entre el andgeno de ,S i)pliiintirilmin y los sueros de S 

enterltidis. 
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En el grupo 5 la TA-ELISA sólo lile capaz de detectar como positivos al 33.2 % 

de los sueros, esto es contrario a lo reportado por Vázquez er al, donde el 77.78% de 

sueros de pollos inoculados experimentalmente con lx108 1.1FC de S. gallinanan 9R son 

positivos. Sin embargo no hay que olvidar el catabolismo de los anticuerpos8. Datos no 

incluidos en este estudio muestran el comportamiento inmunológico de las aves 

inoculadas experimentalmente, en donde se observó una ligera calda en los niveles hacia 

el día 35 PI, desalbrtunadamente, el modelo experimental no permitió evaluar en forma 

más detallada. Sin embargo, Ilarrow (1992)8, observó que los niveles de anticuerpos en 

pollos inoculados oralmente con S. gallInanua, alcanzaron su pico a las 8 semanas y 

comenzaron a baja hasta la semana 16 para luego mantener niveles bajos pero 

constantes. 

Se observó que el comportamiento de la TA-ELISA sobre el grupo de sueros con 

problemas de Salmonellas móviles (grupo 4), fue parecido al grupo testigo positivo y al 

grupo 5, !losara (1980)33  y Nakaido (1979)16, mencionan que la antigenieidad cruzada 

de las ME es un fenómeno generalmente observado entre los miembros de la familia 

Enlerabaderlaceac. 

En datos no incluidos en este estudio acerca del perfil intininológico de los sueros 

de pollos inoculados experimentalmente, se observó una distitinución en los niveles 

hacia el dfa 35 II; los sueros de las gallinas con antecedentes de vacuna 9R tenián por lo 

menos I tifo de haber sido vacunadas. Seria importante para futuros trabajos evaluar el 

comportamiento de k TA-13LISA en sueros de gallinas vacunadas recientemente y con 

múltiples vacunaciones, ya que esta práctica es muy frecuente en gallinas reproductora& 

En el grupo 6 sólo se detectó como positivos al 2,22 %, su comportamiento le 

distinto u los demás grupos, esto puede deberse parcialmente a que lps agentes aislados 

ea estas aves no resultaron ser patógenos invasivos para las aves, seria conveniente 

evaluar los sueros de gallinas con problemas de Enterobacterias, importantes en el 

aspecto clínico, cona es el caso de Ecoli. Barrow el al (1992)1, observaron que SuerOs 
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de pollos inoculados oralmente o parenteral mente con una cepa patógena de Reoli, 

reaccionaron con el antisuero polivalente de 8a/ama//a; esto no sólo se observa en la 

prueba de ELISA, sino ademas en Otro tipo de pruebas serológicas y es un punto muy 

importante para ser considerado en posteriores investigaciones 9. 

Los resultados anteriores sugieren que el FA•ELISA utilizando como fase sólida 

uta pInsit E, de S go/finar:un es capaz de detectar a los sueros positivos de aves con 

problemas de salmonelosis, pero no posee una especificidad lo suficientemente alta para 

poder discriminar los anticuerpos contra Sahnonella sp móvil. 

El bajo indice de recuperación de la bacteria a partir de órganos, concuerda con 

lo observado por Ganen y 11111 (1959)28, quienes advirtieron un menor desarrollo de 

anticuerpos en la estirpe Leghorn en comparación con la estirpe Rhode Island, de igual 

manera litanstead y liarrow (1993)15, observaron la resistencia genética de la estirpe 

Leghorn hacia S .m111101.11114 S. enteritidis, S. pullorum y S. typhimuriuni. 

Como se observó en los resultados conseguidos por el aislamiento bacteriológico, 

d mayor porcentaje de aislamientos de S galbana), l'ué á partir de heinocultivo a las 72 

h. PI, por el contrario soló se aisló el 3.81 % a partir de órganos e hiSopos doncales. Con 

respecto al aislamiento de la bacteria a partir de los hisopos; concuerda con los trabajos 

realizados por Padrón (1987)51, quien determinó la excresión de la bacteria partir del 

quinto die PI, 

En cuanto a los aislamientos de S. enterliklis, el mayor porcentaje se observó a 

partir de los hisopos cloacalcs (t90%) a las 72 Hl En hemocultivos se observó el 20%, 

no se pudo recuperar la bacteria apartir de órganos, 



CONCLUSIONES 

La TA-ELISA resultó ser una prueba scrológica efectiva para el diagnóstico de S. 

gallinarum, detecto los anticuerpos producidos contra Salmodia emeritidi.y, y en 

menor grado los anticuerpos dirigidos contra la cepa vacuna' 9R, 	La 'fA-ELISA 

discrimo los anticuerpos contra otras Enterobacterias no patógenas, Si bien la TA-

ELISA no fue capaz de discriminar los anticuerpos contra Salinonella gallinarum, 

Salmonella enteriiidis y. S'alinonella gallinarum cepa 9R, si demostró tener 1111 

comportamiento diferente en cada uno de los grupos antes mencionados, 
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Cuadro 4. Determinación del punto de corte, de acuerdo a las densidades ópticas de los sueros 

evaluados mediante la TA-ELISA de Salmonella gallinarum a una densidad óptica de 405 nm. 

Tanto de 
corte 

Salsnoire.11a grillinarum Salmonella spp S. «nalinarum 9R Enterobacterias Testigo 
positivo 

Elisa (-1) positividad Elisa 
(-E) 

positividad Elisa (+) positivida 
d% 

Elisa (+) positividad 

0A96 214 133 5451 81 332 1 2.22 80 

- 215 80.82 145 59.42 87 35.65 1 2.22 75 

0.434 218 " 153 62.7 102 41.8 1 2.22 70 

0.403 221 8  165 67062 114 46.72 1 2.22 65 

0.372 - 228 177 72.54 120 49.18 3 6.66 60 

03 228 85.71 188 - 77.05 -126 51.64 4 8.88 55 

0310, 231 197 80.74 136 55.74 5 11.11 50 

Total 
sueros 	- 

266 244 45 8 



Cuadro 5. Resultados obtenidos en cada uno de los grupos de sueros evaluados mediante la TA-ELISA de 

Salmonella gallinarum analizados por la prueba de Ti cuadrada, al ser comparados con el grupo testino 

positivo. 

GRUPO TRATAMIENTO POSITIVIDAD* % P 

3 Salmonella gallinarum 266 I 214 80.45 > 0.05 

4 Salmonella spp. móvil 244 / 133 54.5 I < 0.095 

Salmonella gallinarum 9R. 244 / 81 332 < 0.001 

6 Enterobacterias 45 I 44 2 :), < 0.001 

* Valores expresados como total de sueros evaluados / sueros positivos. 

Nota: Los grupos 1 y 2 concsponden a los testigos positivo y negativo respectivamente. 



Cuadro 6. Resultados de la TA-ELISA de Saknonella gallinarum, obtenidos mediante la prueba de rango 

múltiple de Duncan, del paquete estadístico SAS_ 

GRUPO TRATAMIENTO DENSIDAD OPTICA * VALOR HÉNIMO VALOR MAXLMO RANGO 

3 Scdmonella gallinarum. 0.74 ± 026 A  0.078 I.1 13 I.035 

4 Salmonella móvil 0.52 + 0.22 Bc  0.068 126 1.192 

5 Salmonella gallinarum R9 0.40 ± 026 c  0.004 0.979 0.975 

6 Enterobacterias 0.16 ±0.18 r)  0.0125 0.620 0.6075 

1 Testigo positivo 0.64 ± 0.11 AB  0.423 0.801 0.378 	1  

* Valores expresados como medias ± Desviación estandar. Valores con diferentes literal son estadísticamente significativas 

(P< 0.05). 

Nota: el grupo 2 corresponde al testigo negativo. 



Figura 1. Curva cinética de crecimiento de Salmonella gallinarum 
U2 NA/NO. 
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Figura 2. Aislamiento de S. gallinarum y S. enteritidis apartir de 
hemocultivo, hisopo cloacal y órganos* a los 35 días post-
inoculación 
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Figura 3. Determinación del Punto de Corte de la TA-ELISA de 
Salnzonella gallinarum, mediante el porcentaje de los valores de 
absorbancia con una longitud de onda de 405 nm. 



Figura 4. Resultados del comportamiento de la TA-ELISA en los 
diferentes grupos comparandolos con el grupo testigo positivo. 
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Grupos con diferente literal son estadísticamente significativos (P< 0.001) 


	Portada
	Contenido 
	Resumen 
	Introducción 
	Objetivos 
	Materiales y Métodos 
	Resultados 
	Discusión 
	Conclusiones 
	Literatura Citada 
	Cuadros y Figuras 



