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RESUMEN

BAUTISTA CRUZ BLANCA ESTELA. Validacion en compo de un Inmuno ensayo-
enzimdtico para el diagnostico de la Tifoidea aviar. Asesor prineipal MVZ. M, en C. Dr.
Antonio Verdugo Rodriguez. Consesares MVZMC PhD. Franciseo Sudrez Gilemes.,
MVZ. PhD. Guillerio Téllez Isafas., MVZ, EPA. Jusé Antonio Quintana Lopez.

Se realizaron estudios con un jnmunoensayo enzimdtico estandarizado
previamente para el dingnostico de tifoidea aviar (TA-ELISA), en la cunl se utiliza
como antigeno de captura una preparacion de protelnas de la membrana externa (pPME)
de Salmanella gallinarum cepa U2 resistente al deido malidixico y a la novobiocina
(NA/NQ). Se evaluaron un total de 815 sueros clasilicados en 6 grupos: grupo | ( testigo
posilivo), sueros de polios spf inoculados oralmente con una dosis de 1x10° Unidades
Formudoras de Colonias (UFC) de S. gallinarum: grupo 2 (testigo negativo), sueros de
pollos libres de patopenos especificos (sp/) inoculados con | ml de una solucion snlina
fosfatady (PBS), por via oral; grupo 3, sucros de gallinas de una granjs de reproductoras
conun problema de S. gallinarum;  grupo 4. sueros de gallinas de una granja . de
reproductoras con problemas de Sabnonella spp - méviles; grupo S, *sueros de gallinns
de postura con antecedente de vacunacion con Salmonella gallinarum eepa 9R y grupo 6,
sueros de aves libres de Salmonella sp, asociadas a otras enlerobucterias. Para ¢l grhpn
I, se inocularon a 55 pollos spf con una dosis 1x10° UFC/ml de S, gallinarun cepa U2,
por via oral. El grupo 2, lue canformado con 50 pollos spj’éoh una solucion de PBS por
vla oral. Para determinar ef punto de corte se compararon los resultados abtenldos en Ia
TA-ELISA, con.un grupo de 8 sueros de pollos s/ infectados experimentalmente y
positivos al alslamiento y nglu(innci(’mmi placa con el antigeno k-pnlivnlchlca y8 stieros
de pollos spf del grupo control no infectado, Parn {a oblencion y purificacion del
antigeno se ulilizo ln cepa de 8 gallinarum U2, Los resultados logrados porla TA-
ELISA, niosiraron en el grupa 3, un 8045 % de scroposilividad ‘l ,S'. gallinurmn no -

encontrdndose diferencias estadisticamente significativas al compararlo con el grupo

8 Salshuty Laboralorles, Chastes Cily, lown $0616, EULA.




testigo positivo ( P>0.05). En el grupo 4 un 54.5 % (P<0.025), en el grupo 5 un 33.2 %
(P<0.001), en ¢l grupa 6 un 2.22 % (P<0.001), en el grupo 1 la TA-ELISA, detecto al
100 % de los sueros de nves infectadas experimentalimente evaluados y en ¢l grupo 2 se
observo al 0%. Los resultadas se analizaron mediante la prueba de Ji-cuadrada, Para
determitir ¢l comportamienta de fo prueba, se estudiaron las densidades dpticas 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 i comportamiento muy similar al grupo testigo positivo, al
analizar al grupo 4, se abservd un comportantiento similar al grapo testigo y al grupo 5;
el grupo 6 no mostro similitud con ningynn de los grupos evaluados. Con el andlisis de
resultados se concluye que si bien la TA-ELISA no fe capaz de discriminar los
anticuerpos contra S. gallinarum,y 8. enteritidis, si demostrd tener un comportamicnto
diferente en cada uno de los grupos tratadas, y es lo suficientemente espectfica para

discriminar anticuerpos coatra otras enterobacterias,




VALIDACION EN CAMPO DF UN INMUNOENSAYOQ ENZIMATICO
PARA EL DIAGNOSTICO DE LA TIFOIDEA AVIAR

INTRODUCCION

La industria pecuaria con mayor auge dentro de la economia mexicann es la
avicultur, ya que proporciona La protelna de origen animal al precio més bajo®, Hasta ¢l
primer semestre de 1995 ¢l consuma pereapita de carne de pollo fue de 15.7 kg y de.
huevo de 159 kg La parvady nacional es de 290,532,380 aves (ponedoras,
reproductoras, progenitoras, pollo de cagorda-y pavos) .- La avicultura esta sujeta a
diversos factores, sierido los aspectos sanitarios uno de los. mds importantes. Algunas de
las enfermedades bacterianas que provoean grandes pérdidas, son las producids por cl ‘
género Salmonellu. Este gcncrd comprende a mds de 2,200 serotipos, en 1a industrin”
avicoln los serotipos importantes se closilican en salmonelas moviles, formado por

Salnionclla enteritidis y S. typhi, y el de los salmonelas . no méviles_éomo‘(_es ¢l caso de

S pullornm 'y S, gollinorum que producen’ le pulorosis 'y ‘Ia tifoiden. aviar

respectivamente’,

Las salmonclas méviles son Jus que producen los problemas de paratifoideas en
las aves, pero” también pueden afectar al hombre produciendo sulwonelosis por la
lngesliéh de ulimentos conmminndosz Las snlmonelus no méviles no afectan al hombre,

pero en camblo pruducen g.nmdu; pérdidas en In industrin uvlco[n. Ramirez (I‘)87)

‘nuhzo un’ estudio pnm estimar lns pérdidas - ocasionadas por titoiden uvlar en

rcproduuoms pesadas y deternind un déficit equivalente: a $ 6,400 nullones cnusndos
por ln dlsmmuclén ca lu incubabitidad del hucm, una dxsmnmuon enla produccidn de

carne de mas de 120,000 mneludas, Jn aumento en el costo dc. produccn()n por.

8 (atos proporciotindos por Uaton Nucinal de Avicultores (1994).
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~excretar la bucterid o través de heces, secresiones nasales y oculires

- reservorios de la bacteria

mortalidad, mtibidticos, pérdida de peso y mala conversion; en suma un impacto

P - . 3 . S0
ecandmico final de aproximadamente $ 85,000 mitlones anuales™,

Debido a las elevadas pérlidas econdmicas producidas por estt enfermedad, el
26 de febrero de 1980, se establecio olicialmente en México o campaita de control y

enradicacion contra la enfermedad de ln pulorosis y tifoldea aviar (TA)",

La tifoiden aviar (TA), ¢s una enfermedad septicémica oeasionada - por
Schnonella gallinarnm, afecta principalmente al pollo y o la gallina de postura, dentro

10,43,54

de cslas las estirpes pesadas son las nuds susceptibles También afecta a la

683} a5 vias de transnision som; vertical; esta via se

codoniz, el pavo y el pato
considera ln principal para fa diseminacion y perpetuacion de ln enfermedad ™%, ya que
la bacteria tiene un tropismo por el ovario y se estima que de un § a un 33% de'los
huevos procedentes de gallius infectadns contienen S, gallinarum, y 1a horizontal, ya
que It infeccidn se propaga de aves enfermas a sanas, actualmente se considera como la
principal causa de diseminacion entre. granjas de aves reproductorns™.  Se ha
dcmosln'ldo‘ que un ave que se encuentra en fase agudn de la enfermedad, es capaz de
208 B
importante scfialar ¢l pape! que juegnn los pdjaros, moscas y ratones como vectores

mecinicos, inclusive otras especies de aves conia ¢l pavo y especies silvestres como
632,03,84,23 ‘ s

El pesiodo de inéulmclén es de 4 a5 dins, Ll curso ¢n aves infectadas
transovdricamente es de 2-3 semanas, .en aves jévches es de uios cuantos dins, La
prescmuci()h de ta enfermedad pucde ser de forma subaguda a eronica y de la niisma
minera variar I severidad de lns lesiones. La mortalidad dependerd de o cdod de las
avesy su succpﬁbilidhd. St infeceion se ndquirio (r{xllsov1irica||1canlc, In morlatidad se

observa desde la primera semaua de edad**,




ETIOLOGIA

S. gallinarum es wn bacilo corto Gram-negativo, inmovil, que carece de capsula,
esporas y flagelos, es un pardsito inteacelnlar, anacrobio faculiativo™ ™07 pig
resistente a los efectos de lu congelacion y descongelacion diarin por un perfodo de 43
dius, se inactiva por Ta aecion del fenol a una concentracion. 1:1000, el permangannto de
potasio al 1% la inactiva en tres minutos  y la fornalina al 2% en 1 ininuto, Posee la

2 M7 Cuando la bacteria es sembrada cn medios

formula antigenica 0" 1,9,1
artificiales pierde rapidamente su patogenicidad, no osi, si se almacena en congelacion o

liofilizacion,

SIGNOS

~ Las aves  recién nacidas infectadas transoviricomente, se observan apéticas y
anoréyicas, incluslve se ven-aves muertas en In charola de uacimicntos. En pollitos
sobrevivientes se aprecia un excremento rico en uritos. En la forma aguda  se advierte
una anemtia hemolftica ligern, debidn a la pérdida de hasta el 70% de los globulos rojos

o AL
provocada por el efecto de la endotoxina™,

En aves en postura se aprecian crestns.y barblllas palidas, en algunas ocusiones
clndticas; dinrrea verdosa o amarillenta; debilidad, bajn en la produecion de huevo y en

. 5
algunas aves gravemente afectada cesn la produceion g

LESIONES
" L magnitud de las lesiones dependerd del curso de la enfermedad; ea la forma
sobreaguida no se observa ninguna lesidn.. En cusos agudos se observan hepatomegalia y

a los riffones aumentados de tamafie, congestionados y con necrosis multifocal, En aves




linked - Immunosorbent Assay) para ¢l dingndstico de S, gallinarun

adultas se aprecia hepatomegalia con miltiples focos de necrosis y de color verde, ¢!

" 43,5
ovario se encuentra hemorrigico™*,

DIAGNOSTICQ
Un aspecto critico para el contral de la FA es la eficiencin en el diagnéstico, los
métados empleados actualmente son: aglutinacion con sangre completa, nglutinacion en

. " ' . . $
placa, micronglutinacion y ¢l aislmiento bacteriano ',

La aglutinacion con sangre completn y la aglutinacidn con suero, en placa, en lns
cuales se utiliza - antigeno k-polivalente de Salmonella pullorum, son pruébds rdpidas y
faciles de realizar, pero ticnen baja especificidad ™, debido a que estas pritebas
detectan en mayor cantidad a los maticuerpos IgM, los cuales se producen en gran
cantidad en la respuesta inmune primarin por lo que existe la posibilidad de obtener

. . 50,8
reacciones falsas positivas™ ™,

La microaglutinacion es una prucba que se emplea para confirmar la presencia de
g 23,88 : :
reactoras positivas™", pero se ha obscrvado que se presentan reaceiones cruzadas con

. a . 9
otras bacterias Gram-negativas’,

El aislomiento bacteriologico es ¢l -mélodo empleado para confirmar el
diughdstico, pero debido a que se neeesitun por lo menos 72 horas una vez que la
muestra s llevada al laboratorio para su realizacion, o pucde‘ considerarse como.
préctico, porque en la-mayorta de las ocasiones el tlempo es vital para cmprender las

medidas de control pertinentes,

Se han obtenido buenos resultndos al emplear 1a téenica de ELISA (Enzynie-
BILA2ES o
, S

7,37.42,61 68,69,70,

enteritidis VS (yphi y S typhinuelmn 1248 o algunns con especificidad de

hasta 100% y sensibilidud del 96% , Los antigenos etnpleados eq esta hay Sidq lipapo-

4247 65,66,67,68,69,70

lisacdridos™", Hngclos“‘ y protelnas de membrana externn



MECANISMOS DE PATOGENICIDAD DEL GENERO Salmonclln,

Todus las especies de Salmonelln poseen una endotoxing, el lipopolisacdrido
(LPS) de ln membrana externa. Las cadenas laterales O-especificas de LPS constituyen
los antfgenos O lisos de estas hacterias. Por otra parte, se ha demostrado ln setividad de
una enterotoxing de S. gallinarmn andloga a la toxina Wbl (Labil foxin L1) de E.coli y

toxina colérica ( Cholera toxin CT) de Vibrio cholerac®™

Para fa - virulencin y
sobrevivencia in vivo de Salmonella es necesario In capacidad de capturar hierro, Se ha
visto que  ratones nutricionalmente deficlentes en hierro son mds resistentes a la

infeccion, que los animales sin esta deficiencia®.

S, typhinmrinm y S, cholerasuis en eultivos celulares son capaces de producir un
cambio sobre ln superﬁéie de [a membrana celular de la célila huesped debido a un
cunbio en la ncting de la membrana celulur, posteriormente la bacterin penctra dentro de
una vesfeula endocitfea y en ella se multiplien. Una vez fngucimda labacteria ta
membrana ccl‘ulur, recobra su aspecto normal, Al parecer dicho ,mccanismu‘ es

. ; 5
relacienado con un grupo de genes denominados inv (inv 4-P) ?,

La baja permeabilidad a componentes hidrofbicos de In membrana externa de

E. coli'y S, typhinmarinm deben conferic una ventaja selectiva que los hace resistentes

_las snles- biliares y n pequefios cadenns de dcidos grasos que son abundantes en el

intestino delgndo™.

Por otro lado Buchmicr ef al (1989), realizaron estudios con cepas mutantes de S.
typhimurinm que poselan inserciones Tnl0 en genes necesarios para la supervivencia
dentro de mcréfagos, para evaluar ln capacidad de supervivencin y observaron que los

macrofagos peritonenles son mds eficienles para mular a In bacteria en comparacion con

~ los derivirdos del bazo o de ln médula ésea’. La S, pyphinumiun inhibe 1a fusion del




fagosoma-lisosoma'', Di Donato ef af (1986) demostraron que las porinas inhiben la

fugocitosis por la activacion de la adenil ciclasa®.

ESTRUCTURA ANTIGENICA

Las bacterios Gram negativas poseen como parte de su envoltura celulor al
antigeno somdtico “0", el cual estd compuesto por cadenas de polisacirido, Algunos
antfgenos “0” estan relacionados con la produccion de colonias lisas, Por el contrario, fn
ausenciu de esle antigeno, da como resultado la produccidn de cepas rugosas las cuales
son filcilmente fagocitadas.  Las cepas lisas estdn relacionadas con a virulencia por I

. . o woos §
resistencia que presentan a la fagocilosis )

Entre las salmonels sc encuentran antigenos “O" diferentes que se denominan
con nimeros ardbigos. Una bacteria puede conlener mis de un anligeno *0" y tienden o

aparecer cn combinaciones periodieas **,

En S typhi y S. enteritidis se encuentra un antlgeno de superficie compuesto por
polisaciridos que es termoldbil y se conoce como Vi y ¢s superficial en relncién al

nnllgcno 0" Ia capocidad de aglutinacion puede ser reestablecida en cl nnmuuro del

'grupo O cuando ¢l unligcno es destruido por cnlor .

Algunas cepas patogenas de [ coll y-S. fyphi poseen una cdpsuls d&;lgndn
contpuesta. de polis:ic‘ﬁridos acidofilicos, la- cual retarda el proceso de fagacitosis,
Probablemente debido a In preseuuu dela unpsuln se nnpxdc, In aclxvuczén de la vin

dlterna del complcmemo .

Los antigenos - fiagelares, “pueden preséntarse ‘en- dos fascs normalmente

irreversibles: Fase | y l' nse 2 los cuales son Ii\bllcs al cnlor y ol tralamicnlo con deido o

etanol. Los nmlgcnos en fase | se denmmnm\ wrbitraringtente con letras minusculns y

los antfgenos en I'usc 2se designan con nimeros umlngus. Lus cepis que poseen ambos

tipos, son biﬁhuuq y tos que tienei wno son monoldslcns

‘




MEMBRANA EXTERNA

La membrana externa (ME) de Ins bacterias Gram-negativas, es una estructura
constituidn por una bicapa de moléculas anlifiticas. Debido a la baja permeabilidad, una
de sus funciones es 1 de proteger o In bacterin de la aceidn de lus sules biliares, pequeias
cadenas de deidos grasos y en contra de las enzimas digestivas en el intestino delgado.
Iistd constitulda en un 20% a 25% de losfolipidas, 30% de lipopoﬁsncziridos y 45% n
50% de protelnas. 1En su parte exterior esta farmada por lipopolisacdridos y protelnas y

. oo . K
hacla su cara interna por los fosfollpidos®*™,

La membrama externa es mucho mis permeable ‘que olras membranas, es
ligeramente permeable & solutos hidrofobicos, posiblemente se deba al componeate
lipopolisacaridfco. También es wnn barrera para solwtos  hidrofilicos con pesos

moleculares de 1000 daltons o més,

Se ha cstimaz_io que en In parte externa de la membrana externa, los LPS ocupan -
el 41% y Ins proteinas ¢l 59% en tanto que k. interny el 53% por foskolipidos y el 47%
por protefnas.  En S gyphimurivne se ha encontrado que contiene cerca de ].5x 10*
moléeulas de fosfolipidos y 5.8 x10° motéculas de mondmeros de LS por pin? de

: 48
membrana externa **,

FOSFOLIPIDOS, tos loslolipidos de la_parte externa de In ME sph muy

similaves  los de I parte intema basicamente estdn formados por fosftidil etanolnmina,

algunos por fosfatidil glicerol y wna contidad muy. pequeiia de curdiolipinus"‘“.
El lipopo!iSncdfido .es um moléeula anlifiitica, hidrofilica - en su parte
p‘olisuc‘xiridu ¢ hi‘dmféhica e su porcidn - lipidica la cual recibe cf nowbre de Lipido A.

En Ia porcion externa contiene al antigeno somitico “0” el

La composicion protéica de Ja merbrana exierna es relativamente mis simple

i]uc In de la membrann-citoplisnticn, y en genera) es pabre en cunnlo u la-presencia de



protefnas con actividad enzimdtica.  La fosfolipasa A cs la primer proteina de Ia
membrana externa con actividad enzimitica que se - informé dentra de los miembros de

-
Jas enterobneterios ™,

PROTEINAS DE LA MEMBRANA EXTERNA, Muclas de ks propiedades de Ja
membrana externa se atribuyen a las protefnas principales y se localizan en la ME, se
encuentran en una proporcion de rproximadamente 10° moleeulas/bacterin aunque
incluyen algunas especics protcicas diferentes™. Las protefnas principales se pueden
dividir en tres grupes: 1) protefnas que forman poros o porinas, 2) protefnns no porinas o

estructurales y 3) lipoproteinas.

Algunas protefnias de ln inembrana externa fucilitan cl paso de solutos. Dichas
moléeulas hidrolilicas son suficicntemente pequefias para atravesar la membrana extema
por difusion a través de lus porinas. Las porinas posiblemente excluyan a los compuestos
lidrofobicos' >,

Todas las proteinas estin codificadas por los genes, In regulacion genética de las
protelnas de Jn membrana externa estan en giarte supeditadas a fuctores extemos cono

por ejemplo: una mutacion en el locus toff* da como resultado la ausencia de la protelna

45
A

Dentro de las profeinas no porinas se encuentra una protelna  principal
denominada Omp A y la lipoprotefna de Braun, amibas participan en lu estnbilizacién de
la ME, ademas Omp A es necesaria para que se lleve o cabo el fendmeno de

conjugacion mediado por el tactor “F” en ¢l caso de £, coli™,

También se han descrito otras proteinas como unn fosfolipasa A, na proteasa,

protefna Tsx, protefna Btu B y as |)ro(eltla3 Ton A, Fee, FepAy cir®,

Se I reportudo que en £ coli, hs protefnas “feuld, tonB y cit estdn ‘inyolucrﬂdus‘

en el transporte de hierro quelado y. li protefnn sy facilin o difusion de nucledsidos o




, 46,42 ; .
través de fa membrana extera’™™,  Lus lipoprotefas son las mas pequefias de la
mentbrana extema, pero frecuentemente sont las mds numerosas y se encuentran unidas

covalentemente con ¢l peptidogt icano®®

Las porinas se clasilican en tres tipos: a) ¢f priner tipo forma canales acuosos
que penuiten ¢l pase por difusion pasiva de solutos @ través de la ME, I selectividad
esta muy relacionada con ¢l tamafio de los solutos en relacion a el didmetro del poro, b)
un segundo tipo esta relacionado con el trunsporte de oligosaciridos y nucledsidos, y ©)
un tercer tipo funciona en ta captacion de moléculas de solutos de gran tamafio, y este

\ ) . i
tipo puede interactuar directamente coi ef soluto™,

Las porinas se conforman  en tlmeros, sobre la superficie externa de la
membrang, y algunns de ellas poscen tres canales, los cuales se fusionan en la parte
media para formar un solo canal que desemboceu hacia la parte internn, petmiticndo asi
¢l paso de solutos de bajo peso moleeulnr, como: aminodcidos, nucledsidos y algunos

19.36,45.82 1

jones metdlicos Ls porinas ticten o capacidud de mantener su estado de

trimeros atn en presencin de detergentes como el duodecil sulfato de sodio (SDS) »
temperaturas menores de 60°C.  Estas proteimas poscen una region hidrofdbica y una

hidrofltica'™*,

6 typhimurivm expresa 3 tipos de parinas principates, OmpD, OmpF, y OmpC,
cuyos. tespectivos genes estin regulndos por una serie de factores extracelulares, por
¢jemplo los genes que codifican  para a producciéu de OmpC y OmplF de E coli, se
encuentran regulados pof osmolaridad y temperatura, y Ja expresion de las poriuds OmpC y
OmpF de S. yyphinnrium s rggﬁ!n de manera muy simitir- a Ompt y OmpCde Ii(:oli "

En contraste OmpC de 8. (yphif no se regula por osmalaridad®,
Las porinas poscen una alta copocidad paru'conferir proteccion, Udhaynkumar y

Muthukkeruppan (1987), demostraron que e} pPME de S. fyphienarinm fue capaz de

Lo . o 1 .
* inducir una inmunidad protectiva contra ta satmonelosis en ratanes™, Kussi e al (1981), -
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administraron preparados de proteinas de fa membrana externa ( pPME) # ralones, y
observaron que al administrarse preparados de estas profeinas produjeron hasta un 100%
de proteccion cuando se desaftan con cepas homdlogas y un 50% contra ofra especie”.
Por otro lado Isibasi ef of (1988), inoctlaron 30pg de proteinas de la membrana externa
de S yyphi en ratones a los cuales posteriormente se les desafio con 1,000 DLy de 2

cepas de S. yyhi y se determing vn 30% de proteccion™,

Se han realizado estudios pors evaluar las propicdades de las porinos, Galdiero ef
ol realizaron estudios en pacientes con fichre tifoidea para determinar fn cnpacidd

antigénica de las porings de §. uwhi"’.

Bouzoubaa ef af (1987) determinaron la  proteccidn en pullos que fucron
vacunudos con un pPME y una bactering, ambas de S, gallinarum. Las aves fueron

desatiadas oralmente con 10 DLgy de S. gallinarum obteniendo resnliados del 100% de

proteccion contra el desafiv oral en aquetlos pollos que fueron inmunizados con el

pPME. Los extractos de S. gallinarum, fueron superiates a la vacina 9R, La infeccion

“slstémica se redujo a 5% en Ins aves vacunadas dos veces con b protefna con un

adyuvante oleoso'',

También se ha demostrado que las porinas de S. (yphinurium producen procesos

inflamatorios por ln activacion del complemento y por la Hberacion de histaming, La

inyeccin de 100 pg de porinas a cobayos indujeron la activacion del complemento. 6

horas post inoculacion y sus cfectos persistieron por mds de 12 horas™,
(mldlcm ¢ al (1990), duunslmron yue ul udmnmlmrse detallg L/ml de porlnuq
en célulos penlonealcs de ratdn, se observo liberacién de histamina. El cdema inducido

por30 pg de poriitag ﬂ|e sumlnr al causado por Img de Cnrrm,enum .

Se ha demostrado que porinas inducen ln libercion del factor o de neerosis

tutmoral( TNF-r ), y de las interteucinas: 1-1ix, 116, 1INy, & 1L, Galtticto ef al

12




demostraron que pg/ml de porinas inducen la liberacion de INF-ue, 1o, 11L-6, 1L-4
mientras que Spg/ml inducen da liberacion de IFN-y. También desencadenan ol

. N N ey 250
complemento por medio de la activacion del 'TNF-u *7,

ELISA

Los pruchns seroldgicas se pueden clusificar en o) Prucbas de Union Primaria
estas se realizan al comblnar antigenos y anticuerpos, en este tipo de prueba se
cunlifican fos complejos -~ Innumes  formados parn o cual pueden  utilizarse
radioisdtopos, colorantes fluorescentes o marcadores enzimiiticos, dentro de este grupo
se encucntran fas prucbas de: rdivimuunoandlisis, . immunotluerescencia 'y las
inmunoenzimadticas. £n comparacion can las pruchas de unidn secundaria, estas san
capaces de detectar cantidades muy pequefias de. ntigeno, traduciéndose en olta
sensibilidad y especificidad. b) Prucbas de Unidn Secundaria, son aquellas que mid.cn
los resultados de fa interaceion antigeno-anticuerpas (Ag-Ac) realizada in vitro. Dentro
de este gruﬁu se¢ encuentran- la mayorfa de las pruchas (lhhi‘hici()n de ‘la
hemoaglutinacion, Pruebas de fijacion del complementd, Aglutinacion bacteriana) y ¢)
Prucbas de Unidi Tercinrin que miden el cfecto protector de los ux\tictlérpos en-un

animal como cjemplo tenemos a fa prueba de anafilaia cutdnen pasiva®™,

Dentro de - las prucbas - inmunoenzimdticas las més. importantes *son . fas
inmunoabsorbentes ligadas a enzimas, - Los métodos de ELISA se clasifican en:
Método Indirecto,  Inditecto modificndo,  compelitive, * doble sandwich, 'y doble

sidwich oditicndo™.

E} uso de la téenica de ELISA e ln medicing himana cs‘umplio, Araj ef al
(1987) utilizqr{m una ELISA parn el diagnéstico de Salmonella spp. a partir de imuestras

de orina y suero de pacientes con-bacteremia sospechosos de salmonelosis, cn donde

' , P - Y b : .
_observaron resultados stisfoctorios™. En la Medicina Veterinaria- se ha ™ constituido

13



como una herramienta importante para ¢l diagndstico de las enfermedades bacterianas,
. o . 1 o . . N
virales y pasitaring de tos animales™.  Se han realizado diversos estudios en donde se

It observado la efectividad de esta prucha,

La praeha de ELISA no salo es il para Ja deteceion de anticuerpos sino tanbicén
para detectar ol antigeno. Hassan ef al(1991), emplearon una ELISA indireeta utilizando
como tase sdlidn atisucros policlonales parw S, (yphimurioms v S _enteritidis para
deteetar la preseneia de S, gphimmrinm y S emteritidis en donde se observéd i buena

.y N 1 . e opee )
correlacivn entre la BLISA y ¢f cultivo bactedoldgico™.

En el caso de las enfenmedades bacterianes, se han wtilizado como antigenos
diferentes estructuras de las bacterlas, tl es es caso de los LI'S, antigenos Nagelares y
mds recientemente los pPME,  Barrow ef of (1992), wilizaron wn polisacdrido de &
gallinarmm como antigeno en una ELISA indirccta, estn prucba pudo diferenciar 1a
infeccion cnusada por este tipo de 8. gailinarim con la de otras grupos, La incorporacion
de un antfgeno eo fa prucba ELISA, permitio la difeseneineion entre las iufecciones
causadas por 8. pullormn y S, enteritidis’,  Por otro lado, Van Zijderveld er al (1992),
mediante una BLISA utilizando los LI'S como mtigeno de eaptura, no fueron capices
de discriminar entre Ia respuesta inmune humonl anticuerpos contr 8. panama y s
enteritidis. Sin embargo, coinciden von otros nutores en la posibilidad de ulilizn_r In
ELISA como una téenica apropinda pary monitorear grandes pobluciuneﬁ. gracias 2 su

rapidez y sensibilidad™,

Recientemente s¢ han estudindo a los pPME como - posibles anugcms de
deteccion en la téenica de ELISA. Vea‘dugn-kudrigue‘. et al, wiitizaron pPME de S. fyphi
para dingnosticar paclentes con ficbre tiliden y en donde obtuvieron una especificidad
det 100% y una sensibilidad del 94%,  Posteriomente, Vézquez (1995) desarrolkd un

inmuno ensayo indirecto ulilizado  preparnciones de PME de diferentes cepas de S,

. . ge s . o agr [
. pallinarum, ubserva una especiticidad del 97% y una sensibitidod del 98.5%,  Los

86000 \pa 566,67
ROy Vanquez ef a4

resultados abtenidos por Verdugo-Radriguez ef o sugicren



suponer que esta prueba puede ser wtilizada como un método nltermativo para el
diagndstico de fa TA en granjas, por o que ¢s necesario evaluar su especifidad y

sensibilidud en condiciones de campo,




HIPOTESIS

La téenica de ELISA ulilizando como antigeno de captura unn preparacion de
PME de 8. gallinarum cepa U2, es una prucha de dingaéstico eficaz, ya que posee una
alta sensibilidad y especilicidad para la tifoidea aviar, cuyo resultado se oblicne en 4

horas.

OBJIETIVOS

OBJETIVO GENERAL |
Realizir estudios de validacion en campo de un inmunaensayo enzimdtico (TA-

ELISA), previamente estandarizado bajo condiciones controladas,

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Produccidn de suecos contre S. galh':mrmn cepa U2 NANO (grupo testigo positivo).

2. Ohténcién de sueros de pollos spf, pora ser wilizados conio grupo testlgo nepativo. -

3. Elaboracion del pl’MlE.’ de S. gallivarim U2 NANO qﬁc serd utilfmdc ‘como
-antigeno - para Ia TA-ELISA., ‘ ‘

4, Obtencion de sucros de gallinas provenientes de granjas comerciales,

16




MATERIALES Y MIETODOS

ANTIGENO

Para inocular afas aves se emplearon 2 cepas: una de Sulmonella gallinarum U2
resistente al dcido nalidixico y a la novobivcina (NA/NO) donada por ¢ MVZ Mario
Padrda, o Ja cual se e dicron 5 pases en ave viva para recuperar su patogenicidad, y otra
de S enteritidis  fagotipo 13 NA/NO obtenida del National Vetcrinary Services
Laborntary, Ames, LA.5001.

AVES ‘
Se emplearon 125 pollos de 4 semanas de edad Libres de Patégenos Bspeeificos

(specific pathogen fiee: sp/) raza ligera obtenidos en ALPES S.A.de C.V.

ALIMENTO
Se cmplearon racioncs de iniciacién y crecimiento no comerciales, libres de S.

gallinarum y antibidticos, especiales para pollos spf.

Winvestipngion Apleals S:A., Tebmen, Piehl,
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DISENO EXPERIMENTAL

Il trabajo comprendio tres ctapus: 1. Obtencidn de sueros de grupos de pollas
spf inoculados y bajo condiciones controtadas (Cuadio 1), 2. Recoleecin de suetos de

enmpo (Cundro 2) y 3. Valorucion de fos sueros mediante e TA-ELISA (Cuadro 3).

FASE 1, OBTENCION DE SUEROS TESTIGOS.
L Las aves spf de 4 semanus de edad se manuvicron enlas unidades de
aislamiento del Departamenta de Produceion Animal: Aves de la F.M.V.Z, UNAM, en

corrales de madera con cama de virute,

Desde su recepeion y hasta I finalizacion del experimento se les proporciond
alimento y agua ad {ibitm. A la quinta semana las aves se dividieron en 3 grupos: a)
grupo 1: aves - fnoculadas con S. gallinarim NANO, b) grupo 2: aves inoewladas con S,

enteritidis NAINO; y ¢) grupo 3: aves no inoculndas (testigo negativo),

Antes de ser inuculadas, se les topo una mwestra de sangre de Ia vena radiad con

el objeto de obtener un parimetro basal. Al dia siguiente Ins aves se inocularon por vin

oral con una dosis de 1x10 UFChnt de S, gallinarim, A Tos 48 y 72h post inoculacion

(P1) se tomuron hisopos cloaenles y sangre, A los dins 7, 14, 21,28 'y 35 Pi sc realizaron.

los muestseos Snﬁgnﬁlcos delos3 prupos. A los 35 P los polios fueron sactifiendos por

desnucamiento, se tomaron mueslras de higado, bazo y tonsilas cecales.

Los muests sangulacas s¢ tomaron sin anticoagulante, posteriomente los

sueros s¢ centrifugaron? a 2,000 revoliciones por minuto (2 Krpm) durante 10 min, Unn

MEC CENTRALTIU titerutional Lyisiguatent Coirany L ALSAL

U]




vez abtenidos los sucros se depositaron en microtubos (eppendorf) y se almacenaron en

congeliaeion a-20°C.

Cuadro 1, Diseiio experimental Fase |,

GRUPO | # DE POLLOS TRATAMIENTO

VIA ORAL DIAS O
DOSIS MUESTRED POSTINFECCION
UFC/10gp!

S.eallinarmm
1 55 U2/NANO
S. euteritidis
2 20
3 50 TESTIGO 7 Pi3S

1x10° 0,7, 14,21,
28,35

Ix10’ 0,7, 14,21,

0,7, 14,21,
28,35

PREPARACION DEL INOCULO

Ln cepa se sembro en caldo de medio “A” ( caldo nuteitiveb 0,7% + extracio de

levadura 0.1% + glicerold 02% + K10, 0.31%d + KH,P04d 0.13%) y se'incubd a

379C por 24 h. Los cultlvos se depositaron en tubos conicos de 40 ml y se centrifugaron

02 Krpm por [0 min, se decantd el sobrenndante, posteriormente se realizaron 2 lavados

o Ja bacteria con unasolueidn snlina foslutada (P13S), centrifugindose a 2 Krpm® por 10

minntos. Al término de este procedimiento el indeulo se ajusté con un - espec-

trofotémetra’ u tna coneentracian celular de 1x109 UEC /il

Para verilicar [a estandarizacién del indeulo se realizaron diluciones décuples

scrindas, se sembraron enopar putritivo (caldo nutrltivo 0.7% + extracto de

 Raluin Instriments CO. INC Woburit, MA

b Merk Naucalpan de Jusrez Edo; de Méleo,

€ DIFCO, Laborataries, Delrolt, Mllchigan USA
4.1, Baker 5.A. de C.V.. Fo. de Méx: México.

€ ILC CENTRA-TE 216 International Fequipment USA.

I'Milton Roy Spectranie 200
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fevadura0.1% + plicerol 0.2% + K,ylIPO, 031% + KilLPO, 0.43% + 1.5% agar

Ve 3 . 1
mitritive) y alas 24 I se realizo ladeetmra de las eolonias por placa,

ESTUDIO BACTERIOLOGICO

Se siguicron los lincamicntos de Andrews y Poelma (1978) para el aistamiento
de Salmonella', 1os hisopos cloacales y los Grganos de las aves inoculadas se
sembraron en tubos con 1O il enddo tetrationato, la sangre se sembrd en un medio
difisico. Las muestras se incubaron 0 37°C por 24lis, posteriorente se pasaron a cajos
de agar Mac'Conkey y verde brillaate incubandose a 37°C; adas 24 h, seles rendizaron

ruehas bioquimicas a las colonias morfologicamente sospechosas de  Salmonella spp.
|

De Ja misma manera se hicieron pracbas complementarios con azicares a todas nquellas

que fueron positivas a las hioquimicas; por ltimo y para confirmar cada uno de log
aislamientos, s¢ efectud a cada una de las copas, una aghutinacion con tn antisuero

comereial (factores 1,9,12)

FASE 2, OBTENCION DE SUEROS D) CAMPO ‘

Se¢ tomaron sueros de las aves remitidas al Departumenta de Produccion Anjmal
: Aves, de la Foeultad de Medicin Veterinaria y Zooteenin UNAM,, pira ml"(lingn‘mslico
(libres de Salwonetla spp.), usl como de granjus comerciales integrando 4 grupos

diferentes :

Cuadro 2, Discflo experimental Fase 2.

GRUPO| _ TRATAMIENTO #DE UBICACION

» SUEROS GRANJA
! Salmonella gallinarinn ' 26 TLAXCALA
2 |Sabmonelia emeitndis 244 EDO. MEX.
3 Solmonela gallinarun 9R © 244 CEIPA/UNAM
4 |ENIEROBACTENAS 5 DPAAVES

apIFCO, l.nbnfnlori_és,lmmfl.M fchigan USA.



FASE 3, VALIDACION DE LA TA-ELISA
CINETICA DE CRECIMIENTO

Para la extraceion de las proteinas se necesitd conacer fa fase logarftmica y
estacionmiia de crecimiento, por lo que se determing la curva de erecimiento de la
bacteria, La bacterin se sembrd en 50 nd de medio general “A™ y se incubiy 2 37°C con
agitacion (200 rpm)® durante 18 horas, Posteriormente se tomaron 2 ml del preindeulo y
se inocularon a 50 ml de medio “A™ y se incubion a 37°C con agitacién (200 rpm).
Cada hora st realizaron lecturas de ta hacteria por medio de espectofotometriab a 540

nm.

PREPARACION DE pPME

La Salmonella gallinarum cepa U2 NANO fue sembrada en medio A" y se
incubo hnsta llegar o la fase cstncionaria temprana (28 h) (figura 1), el cultivo se
centrifugd® a 10,000 rpm por 10 minwtos a 4°C, Las pastillas se resuspendicron en wna
solucion 10 mM de foslato de sodio ( NayHPO4 ), lisdndose por suniéucién", con 7
pulsos de 60 seg cada wno a 12 kil Las eélulas lisadas se centrifuigaron a 10,000 rpm

por 10 minutos a_4°C. El sobrenndante obtenido se centrifogd n 35,000 rpm por 35

minutos a 4°C. La pastilla se resuspendio con una solucion de Nl lPO4 al 10 mM con

2% de triton X-100 y se incubd en baiko marn 1 37°C por 30 minutos, mstcriurméme'su

centrifugd® 2 veces a 35,000 rpm por 35 minwtos n 4°C'y - se decantd ¢l sobrenadante

cuidndosamente, Para su slmacenamiento, se hicieron alicuotos y se almacenaron en

“congelacion a -20°C hasta su wso.

A New Brunswick Scientltic Co. fne., NJ. USA., Milela 624,
b Miltan Moy Spectronie 200,

© Beckman J2-21 Centrifuge Rotor JA-17,

dsoniprep 150, SANYO, US.A,

€ theckman L8-80 Uracentrifuge Rotor SW50. 1-50 a0,
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Todos los sueros fueron procesados utilizando la téenica de ELISA para
determinar los niveles de anticuerpos,  Se empleo Ia téenica estandarizadn por Vizquez

S
eal®,

TECNICA DE ELISA

Elantigeno extraldo se inmovilizo en Microplacas? depasitando 100p1/pozo a
una concentracion de 2pg/ml de protelna por placa durante 24 h. Previo a la - wtilizacion
la plnca, se lavo 3 veces con-una solucion (Ié PBS tween-200 al 0.05%. Las placas se
bloguearon con 150pl/pozo de una solucion de Alblmina bovina sérlen (B8S4 b al 1% y
se dejo actuar por G0 minutos a 37°C, se favaron con PBS tween-20 at 0,05%, 3 veces,
En cada pozo se depositd 100p! de los sueros a estudiar a una dilucién de 1:9375, se
iticubaron a 37°C por 90 minutos y se tavaron 3 veces con solucion PBS tween-20 af
0.05 %. |

Posteriormente a cada pozo se le ngrego 100pt 1pG de cabra anti-1g de pollo
uuopl.ld.: con biotina® a una dilueién de 1:1 000, incubdndose dummc 60 minutos a 37°C,
5¢ Iuvuron 3 veecs con una solucion PBS-tween 20 1l 0.05 %, para despuds depositar en
enda pozo 1001 del conjugado ( estreptavidina acoplada con peroxidasa e diluido
1:3000, se incubd por 60 minutos n 37"C Las placas se l.wnron 5 veces con PBS-tween
20 al 0.05 %, dejndo vn intervalo de 5 minutos entre cada lavido.  Finalmente por
tltimo se ngregd o cada pozo, 100p1 de una solucion del sustmto (11,0, ) y ABIS (3-
ethyl-benzyl-thiazoline .wﬂfaulc acld)b y se dejo reaceionar por 35 minutos, Lns placns
s¢ leyerot en un lector de ELISA“ a los 35 minutos, con. una longitud Qe onda de 405

am,

a NUNC-IMMUNO MODULE POLYSORP £8. Danenark.

b Sigma tinmo Chentfeals, S1. Lonis, MO, USA.

€ Yector Laboratories, Ing, U.S.A.

d Mlcrolplulc Reader modeto 3550, Bio-+Rad , Laboratorles, Rklnnond UQA‘
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Cuadro 3, Disefio experimental fase 3, grupos evalwados por la TA-ELISA.

GRUPQ TRATAMIENTO ## DE SUEROS
I Pollos spf inoculidos con S. gallinarum. 8
2 |Pollos spf 8
3 Gallinas infeccion de S. galllnarun. 266
4 Gallinas infeccion de Salmanella sp. mévil 244
5 Cllitms vacunados con S. gallinorim IR, 244
6 Gallinas asocludas a otras enterobactering no patégenas 45

CARACTERIZACION DEL pPME

Se realizo en geles de poliscrilamida SIS desnaturalizantes al [3% ( PAGE-SDS
al 13 % ). La muestra se prepard con 94 pt del pPME, Spl de SDS al 20%, Ipl de B-
mercaptoetanol y azul de bromofenol (0.001 %) . La muestra s¢ desunturalizo por

ebullicién dirante 5 minutos™.

CUANTIF ICACION DEL pPME

Una vez. obtenido el preparado se cuantific medmnte el sislemu nucm BCA

(deido lnum:onimco)b sigulendo los lineamientos rccomcndndos por eI inbomlorlo .

PUNTO DE C()R'I'E

Para determinar cl pumo de corte, se uhhm el mclodo descrito por Nxelml el

al”, Se uullzamn 8 sucros de poilos spf inoculados cxpgrlmenlalmcnlc con S,

gulllmu 1y de 28 dlvs PI(grupn lcqtl g0 positivo) y los sheros de 8 pollog .spj (grupo

B Sigmn funmuro Chemical, St. i.uuis. MO . USA.
b plerce Chesnical, Co., Rockford, I, USA.
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testigo negativo), los euades fueron leldos a una longitud de onda de 405 nm obteniendo

una densidad dptica (D.0.) de 0.496.

ANALISIS ESTADISTICO

El niimero de sueros detectados par fa TA-ELISA como positivos en cada grupo,
. . . . 3 N
fueron anulizados mediante una prucba de Ji cuadradn (X°) para determinar fas

diferencias significativas entre los grupos.

Las D.O. abtenidns de cada uno de los sueros evoluados por-la TA-ELISA,
fueron analizados mediante un- Andlisis dc Varianza, y se obtuvieron {us diferencins
significativas entre grupos mediante la pruebn de Dunean, ulilizando el programa de

TS . 1
anglists estadistico SAS2 ™,

USAS INST. CARY, N.C.
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RESULTADOS

ESTUDIO BACTERIOLOGICO
Apartir de hemacultivos se obluvo i 81.81% de aislamiento de Ias aves

inoculadas con S. gallinarum a las 48 y 72 h Pl Sdlo s¢ obtuvo un 1.81% de

nistamientos a partir de hisopos cloacales y drganos (ver ligura 2),

Bl total de aislamientos de S. emterizidis 0 partir del hemocultivo foe del
20% (4 aves ). Tin donde el 75% fuc a las 48 1 y 25% alas 72 1. [ mayor nimero de
aislamientos se obtuvo apartir de hisopos eloacales donde, se logrd recuperar Ia baclerin
deun 80% a las 48 by 90 % o las 72 L, En tanto cl nislimiento de la bacteria apartir de

drganos no fue posible (ver (igura 2),

PREPARADO DE PROTEINAS DE LA MEMBRANA EX'I‘ERNA

Una vez obtenido el preparado se cuantificd 'mcdizmlc ¢l sistera micro BCA
(deido tm.inumluk.oj‘1 slum.mlo los Imcummmq rccmnuuludus por el luboralorm )
(Pierce 1993), obteniendose wna concentracion de pI’ML 244 mg/ml. Las bandas
reveladas ‘o purtic del PAGE-SDS 13% - con tincion de Coomusleb fueron. de
aproximadamente 4?.86 kDA y 29.5kDA.

VALIDACION DE LA TA-ELISA .
Scevuluunmun totnl de 799 sueros. - Para determinar ¢l punto de corte se
compararon los usnll.ulm obtenidos por la - TA-ELISA, con un grupo de 8 sueros de

pollos spf mftcmdm experimentalmente positivos al aislomiento y laaglutinacion en

 Pierce CIiumicn!, Co,, Rockford, IL, USA,
b Sigwa Immuno Chemicals S1. 1ouls, M.O. USA.
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placa con el antigeno k-polivalente? y 8 sueras de pollos spf del grupo testigo negativo.

Los resultados se expresaron como porcentajes de absorbancia obtenidos a parsy de un
49 9 .o

stiero posinvo' . Sedelermind un punto de corte de 80% (1.0, 0.496) ( ver cuadro 4 y

figura 3).

Bn el cuadro 5 (Resultados de la TA-ELISA de Salmonella gallimarnm
analizados por la prucba de  Ji cuadrada, al ser comparados con el grape testigo
positivo), se puede ver que ln TA-LELISA detecto positivos at 80.45% (214 sueros) de
los sucros del grupo 3 con una significancia del p> 0,05, En el grupo 4 la prucba
detectd al 54.51% ( 133 sucros) de los sncros como positivos con significancia del
< 0.025. En tanto en ¢l grupo S, ef 33.2% (81 sueros) fue positivo a la TA-ELISA con
unit signiﬂchncin de I’<.0‘00]. Por dltimo en ¢! grupo 6, se observé una seropositividad

del 2.22% (1 suero) con una significancia del P< 0,001,

En el cuadro 6, se observa que el comportamiento de la TA-ELISA en el grupo 3
es similar nf grupio testigo positivo pero diferente o los grupos 4, 5, y 6. En ef caso del

grupo 4 cl-comporiamienta frente a la prueba, es similar grupo testigo positivo y af

grupo 5, pevo diferente nf grupo 3.y al G; en tainto que el grupo 5 s6lo tiene similitud e .

comportamiento con el grupo 4 pero es diferente o los demis grupos; por Gltimo el grupo

6 no tiepe similitud en comportamientu con ninguno de los grupos.

a‘S'.llslmry Laboratories, Charles Cily, lowa 50616, EU.A,




DISCUSION

La ELISA se ha convertido en una herramienta de eleccion en los laboratorios
aviares, ya que através de esta prucba se pueden mancjar grandes voliimenes de suetos,
es una prueba confiable ripida y sensible, sus resultados se haa comparado con otras

11.57.68,66,67,68.69, (l
prucbas y han sidu satisfactorips 7046067800

En el estudio realizado por Vizquez ef ol (1995)", la TA-ELISA detectd
positivos al [00% de los sueros evaluilos, sin cmbargo en este estudio la TA-ELISA
detectd nl 80.45% de los sueros correspondientes af grupo 3, esto concuerda con
Nicholas y Cullen (1991)", quienes mencivnan que la renccidn entre sueros homélogos
es mayor que [u observada entre sucros heterdlogos. Por otra parte, en ¢l primer caso
las aves fueran inoculadas bajo condiciones controladas, con una dosis conocidi de .

gallinarum por lo que n respuesta fue uniforme, en cambio en cste casa los sucros

fueron de gallinas con wn brote de eantpo, y por tant I respuesta no fue uniforme,

debido n que la calidad ¢ intensidad de Fa respuesta Inmune ante una cepa de campo 'y

una de Taboratorio son muy dilerenies’ ! por lo-que fas densidudes: Opticas ( DO ),

observadas en el grupo 3 fueron mds elevadas en relacion al grupo 1,

La TA-ELISA lite eficaz para delectar los anticuerpos contra S, gallinarum y
también contra S emeritidis, esto conenerda con lo mencionado por alguros

investigadores coino Dankert y Hofstra (1980)%, Cooper er af (398‘))'“ y Dudrast ef al

(1990)°; acerca de ln ontlgenicidad cruzada de los componentes de la ME, no sélo entre .

los diferéntes serotipos de salmonelas, en ‘nlglnms ocasiones se- observa esisi reaccjon
cruzada en ‘lns difcréilles enterabactering, razon por la que [a TA-ELISA no disc,rﬁniyné
fos nn(icuerpbs de Ins ‘S'ulnu)nellm' spp. lm‘nvilcs' sinembargo es necesario realizar mm

estudios que permitan esta d:lcununuun ya sen nl incluic an 'mugmu Alagelar o

encontr .mdo cslruclums f.bp\d hcn:. de s, gullhmrum.
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Asf mismo Kusi er af (1981)Y, quicnes inmunizaron riones con un antiswero
de concjo onti-porinas y otro con wn antisuero de conejo anti-porinas-LPS y
posteriommente los desafioron con una cepa de S gphimurivn y por ELISA
determinaron fos titufos de anticaerpos, observaron una mejor respiestn en fos mtones
inmunizados con el prepatado de Parinas-LPS, pero ol detectar la contidad de
anticuerpas especilicos contra fos LIS, se vhservaron gue estos e iguales a los que se
cncontiaon en los sueros contia of purifieado, de igual manem en e grpo control
negativo, la que les permitio derducir que el papel de los LPS es como una especie de

adyuvante de Ins porinas y na cama antigenos,

oger . 0 s - 0 .

limoney y Sikora (1087)". mediante ELISA wlifizaron flagelina acoplada a Ja
fase slida para detectar sueros de pollos con S ewteritidis, sin embargo. esta prueba
también detectd e un bajo uivel sueros de pollos inoeulndos con 8, pudlorum, Jo que

reafirma lo encontrado en ef presente estudio.

De los sucros pertenecientes al grupo 3 al evaluar mediante la pracba de Duncan,

se pudo apreciar que el comportamicnto del grupia con respeeto a In ELISA, es similor nl

del grupo 1, como ya se menciond, el grupo control contenin. sueros de pollos -

inmunizados con la misma cepa que se enipled para el TA-ELISA. Esto coneuerda con

lo observado por Batrow ef al (1992)",

En el grupo 4 Jomido por sueros de gallinas conerciarles con problenas de

Pnrmi!bidcas“ se aprecid wia seroposilividud del 54.51 %, al éotxxpurar' su
coh\pm(mniehm_ con respecto o los olros  grupos, se Vpuede' concluir que su
con\pprmmicﬁto es parecido al grupo 1 'y ab 5. Nicholos e u!(l99|)“,ubservnmh una
significativa reaccion cruznda entre ¢l umlgcho de S iyplimurinmn y los suetos.de 8.

cn/erllidi.s. )
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En el grupo 5 1a TA-ELISA sélo fue capaz de detectar como positivos a1 33.2 %
de los sueros, esto es contrario « lo reportado por Vizquez ef al, donde el 77.78% de
sueros de pollos inoculados experimentahinente con 1x10° UFC de §. gallinarum 9R son
positivos. Sin embargo no hay que olvidar el catabolismo de fos anticuerpos®. Datos no
incluidos en este estudio muestran el comportamiento inmunalogico de las aves
inoculadas experimentalimente, en donde se abservo una ligern calda en los niveles hacia
el dia 35 PI, desafortunadamente, el modelo experimental no permitié evaluar en foyma
mas detallada. Sin embargo, Barrow (1992)", observé que los niveles de anticuerpos en
pollos inoculados oralmente con S. gallinarim, alcanzaron su pico 1 las 8 semanas y
comenzaron @ bajn hasta la semana 16 para luego twmtener niveles bajos pero

constunles,

Se observe que el camportamiento de ta TA-ELISA sobre el grupo de sueros con
problemas de Salmonellas moviles (gropo 4), fue pacecido al grupo testigo positivo y al
grupo 5, HosRra (l980)‘“ y Nukaido ( 1979)', mencionan que la antigenicidad cruzada
de lus PME es un fendmeno generalinente observado entre los miembros de ln familia

Enterobacteriaceae.

En datos no incluidos en este estudio acerca del perfit immunoldgico de ‘lu's sueros
de pullos inoculados cxpcnmcul.ﬂnlenlc, s¢ observo wia dlsnnnuu(m en los mvclcs
hacia el dfa 35-PY; tos sueros de las g g,nlhuag con dutn.u.dt.ntus de vaacyna 9R tenidn por lo
menos | afio de haber sido vaeunadas. Serfa importante para tu(ums tmbdjos evafuar el
comportamicnto de 1a TA-ELISA en sucros de gallinas vncunndns recientemente y con

mdiltiples vacunaciones, yu que esta prictica es muy frecuente en gailinas reproductoras.

En el grupo 6 solo se detectd coma |umllvo s af 2, 22 %, i comportamicnto fire
distinto a Im dunm grupos, esto pnuh, dt.busc purunhmme i que los agentes aisindos

en estas avcs 1o resultaron ser pnlégums invasivos para las aves, serln copvenicnte

evaluar- los sueros de gallinas con: problcmns de Enterobacterins, importantes en el

nspecto cllmco, como es el easo de Ecoli. Barvow ef al (1992)", observaron que sueros
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de pollos inoculados oralmente o parenteralmente con una cepa patdgena de FE.coli,
reaccionaron con el antisuero polivalente de Sulmonella: csto no solo se observa en ln
prueba de ELISA, sino ademds ¢n otro tipo de pruchas seroldgicas y es un punto muy

. . . " P 9
importante para ser considerado en posteriores investigaciones”.

Los resultados anteriores sugieren que ¢l TA-ELISA utilizando camo fase sélida
un pPME, de S gallinarum es capaz de detectar o Jos sueros positivos de nves  con
problemas de salmonelosis, pero no posee una especilicidud lo suficientemente alta para

poder diseriminar los anticuerpos conlea Salmonella sp movil.

Bl bajo indice de recuperacion de la bacterie a partir de drganos, concuerda con
lo observado por Garren y Hill (l‘)S‘))”, quienes advirtieron un menor desarrollo de
anticuerpos en la estirpe Legborn en comparacion con la esticpe Rhode Istand, de igual
manera Bumstead y Barrow (1993)", observaron In resistencia génél_icu de la estirpe

Leghorn hacia S .gallinarum, S. euteritidis, 8. pallorum y . typhimurium.

“Como se observd en los resultados consegidos por el aislamicnto bacterioldgico,
¢l mayor parcentaje de nislamientos de S, gallinarvm fué o partir de hemocultivo a las 72
h. P1, por el eontrario sol6 se aisld el 1.81 % 1 partir de drganos e hisopos eloacales, Con
respecto al nislamiento de la bacteria a partir de los hisopos, concuerda con los trabrjos
senlizedos por Padran (198 7™, quien determing Ia excresion de fn buclcfiu partir del

quintodla P1,
En cuanto o los nislamicntos de S. enterttidis, el mayor porcentaje se observo a

partit de fos hisopos cloacales ((90%) a las 72 1 D), i hemocultivos se observo el 20%,

no se pudo recuperar la bucteria apartir de drganos,
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CONCLUSIONES

La TA-ELISA resultd ser una prucha serologica efectiva para el dingndstico de 8.
gallinarum, detecto los anticuerpos producidos contra Selmonella enteritidis, y en
menor grudo los anticuerpos dirigidos contra la ¢epa vacunal 9R.  La TA-ELISA
diserimo los anticuerpos contra otras Enterobacterius no patogenas. Si bien ln TA-
LLISA no fue capaz de discrfminnr los_anticuerpos contra Salmuuclla gallinarum,
Salmonella enteritidis 'y Salmonella gallinarmm cepa IR, si demostré tener un

comportamientn dilerente en cada una de lag grapos antes mencionades,
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Salmonella spp S. gallinarum 9R

Enterobacterias

Testigo

positivo
posmvxdad positivida | Elisa (+) | positividad %
d% %
SE33200 “1 222 80
35.65 1 22 75
41.8 1 222 70
46,72 1 222 65
‘49.18 3 6.66 60 = a
~ 5164 | 4 388 55 -
5574 5 1111 30 L
45 8 ;
<



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

: Salmdnella galliharum analizados por la prueba de Ji cuadrada, al ser comparados con el grupo testigo

poSitivq. o
: 'GRUP_O S TRATAMIENTO POSITIVIDAD* % P
3 . Sa_lménella gallinarum ‘ 266 /214 80.45 > 0.05
4 Salmonella spp. mévil 244/133 54.51 <0.025
5 Saimoﬁelga gallinarum 9R 244 /81 332 <0.001
6 Enterobacterias 45744 222 <0.001

* Valores expresados como total de sueros evaluados / sueros positivos.
Nota: Los grupos 1 y 2 correspondena los testigos pdsitivo ¥y negativo respectivamente.
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Cuadr«_) 6. Resultados de la TA-ELISA de Salmonella gallinarum, obtenidos mediante la prueba de rango

- miiltiple de Duncan, del paguete estadisticd SAS.

‘ GR!J_i’O fl."l.'z.ATAmm'x_Tqb : bansmw OPTICA * | VALOR MINIMO | VALOR MAXIMO | RANGO
30 . s&(mAnezla gallinarum. 074 £026* - 0.078 1.113 1.035

4 Salmonella mévil | 052 £0225%¢ ‘ 0.068 1.26 _ 1.192

s | Salmonelia gallinarum®9 | 040 £026 0.004 0.979 0.975

6 |  Enterobacterias | 016 £0.18° 0.0125 060 0.6075

1  | . Testigo positive - o 6.54 * 01178 0.423 , 0.801 0.378

* Valores expresados como medias + Desviacién estandar. Valores con diferentes literal son estadisticamente significativas
(P< 0.05).
“Nota: el grupo 2 com:spond: al- testigo negativo.
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Figl"n"'a 1. Curva cinética de crecimiento de Salmonella gallinarum
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AISLAMIENTO (%)

Figura 2. Aislamiento de S. gallinarum y S. enteritidis apartir de
hemocultivo, hisopo cloacal y o6rganos™ a los 35 dias post-

inoculacién
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Figura 3. Determinacion del Punto de Corte de la TA-ELISA de
Salmonella gallinarum, mediante el porcentaje de los valores de
absorbancia con una longitud de onda de 405 nm.
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Figlira 4. ResuItados 'dél comportamiento de la TA-ELISA en los
diferentes grupos comparandolos con el grupo testigo positivo.
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