Ol 70

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 3
DE MEXICO

WO KT
>

‘4 i

Patogenicidad e Innocuidad de Saimonella
enteritidis var. 17F-4 en animales de laboratorio

y determinacion de proteinas con actividad
enterotdxica.

2 95355
TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE

DOCTORA EN CIENCIAS VETERINARIAS
PRESENTADA POR:

Mvz ODETTEwJIZA BRAVO

ASESORES:
MVZ GUILLERMO TELLEZ ISAIAS
MVZ LEOPOLDO PAASCH MARTINEZ
MVZ HILDA JANDETE DIAZ
MVZ FERNANDO CONSTANTINO CASAS

MEXICO, D. F. 2001




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS.

A mis padres:
Manuel y Berta por su comprension.

A mis hermanos
A mis tios y primos

A los que ya no estdn aqul: P
Tia Mey (1997), Carmen {1898), Tio Fafo {2000},
Tia Susy (2000), Tsuky (2000,
Tia Kikis (2001),
Jacky (2001}
Algan dia nos reuniremos...

A todos mis amigos a quienes les dediqué atin menos tiempo:
Angelita y Gus; Lupita y Raul;
Chris y Ricardo; Julia, Gaby,
Diana, hosa, Amelia, Ma. B., Ma. Elena R.,
Juan Carlos, Alejandro, Gaby Gémez, Luz Ma. R.,
Luz Charles, Nestor, Pepeton, Lanza, Femando, Concha,
Lupita Reyna, Nassima, Nasser, Choi,
Shiung, Alena, Olav, Ahmed, Rafael, Padre José, ...

A Chela, despierta ya.
A mis nuevos amigos:
Adriana, Luis, Sergio, Susy,
Paty, Martha, Silvia, Alberto, Claudia ...

A Ricardo.

A todos, me encantan.



AGRADECIMIENTOS.

Al Departamento de Produccion Animal: Aves,
y al Departamento de Patologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Nacional Auténoma de México.
Al Departamento de Infectologia del
Instituto Naciona! de la Nutricion "Salvador Zubiran”
Por las facilidades brindadas para la elaboracién de este trabajo.

Al Ing. Victor Lomeli de la empresa Tecniorbe
por su apoyo financiero.
y
al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT)
por la beca crédito de Doctorado

A la Dra, Silvia Gémez Estrella
poOr sus consejos y amistad.

Al Dr. Guillermo Ruiz Palacios del
Instituto Nacional de la Nutricidon “Salvador Zubiran”
por su atencién y apoyo profesional.

A Rosy Saldivar, José Gonzélez y Rodrigo y Juanito Merino, Adelfo Juirez
del Departamento de Produccién Animal: Aves, por su apoyo incondicional.

Al Dr. José Antonio Quintana L6pez y
Dra. Ma. Teresa Casaubon por su amistad y confianza.

Parte de este trabajo fue presentado en el 4™ Intemational symposium on
typhoid fever and other salmoneliosis. Taipei, China en diciembre de 1999
y el congreso de PSA en Indianapolis, E. U. en julic de 2001.




A mis Asesores:
Dr. Guillermo Téllez isaias
Dr. Leopoldo Paasch Martinez
Dr. Femande Constantino Casas
Por sus consefos acerlados.

A mi comité tutorat:

Dr. Guillermo Téllez isaias

Dr. Leopoldo Paasch Martinez

Cr. Fernando Constantino Casas

Dr. Emesto Avila Gonzélez

Dr. Tamas Fehervari Bone

Dr. Billy Hargis

Dr. Juan Carlos Valladares de la Cruz
Por su orientacion y tiempo dedicado.




CONTENIDO Pégina

RESUMEN 1
SUMMARY 2
1. INTRODUCCION 3
1.1. Epidemiologia 4
1.2. Patogenia de la Salmonelosis 6
1.3. Signos clinicos producidos en Salmonelosis 8
1.4. Lesiones macroscopicas en Salmonelosis 9
1.5. Lesiones microscopicas en Salmonelosis 10
1.6. Mecanismos de patogenicidad de Saimonella 10
1.6.1. Toxinas bacterianas 12

1.6.2. Estructura y funcién de las exctoxinas 13
1.6.2.1. Enterotoxina de Vibrio cholerae 15

1.6.2.2. Enterotoxinas de Escherichia coli 17

1.6.2.3. Enterotoxinas de Campylobacter jejuni 18

1.6.24. Enterotoxinas de Salmonelfa fyphi y Salmonelia 19
fyphimurium y Proteinas con actividad enterotdxica de S.
gallinarum.

1.6.3. Patogenicidad de Salmonella enteritidis var, 17 F-4 (biovariedad 21

Issatschenko)
2. JUSTIFICACION 21
3. OBJETIVO GENERAL 22

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS 22




4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Estudios de virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) in vivo.

4.1.1. Determinacién de la virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F-
4 (biovar. Issatschenko) en ratones Albino Suizo mediante una
prueba biolégica.

4.1.2. Determinacion de la virulenda de Salmonella enteritidis var. 17 F-
4 (biovar. Issatschenko) en conejos raza Nueva Zelanda mediante
una prueba bioldgica.

4.1.3. Determinacion de la virulencia Salmonella enteritidis var. 17 F-4
{biovar. Issatschenko) en ratas cepa Wistar mediante una prueba
biolégica.

4.14. Determinacidn de la inocuidad Salmonella enteritidis var. 17 F-4
(biovar. Issatschenko) en cobayos raza Abisinia mediante una
prueba biologica.

4.1.5. Determinacién de la virulencia Salmonella enteritidis var. 17 F-4
(biovar. Issatschenko) en pollitos Leghom de un dia de edad
mediante una prueba bicldgica.

4.1.8. Deteminacién de la virulencia Salmonefla enteritidis var. 17 F-4

{biovar. Issatschenko) en pollos de engorda de 1 y 8 dias de edad
mediante una prueba biolégica.

4.1.7. Determinacién de la patogenia de Salmonella ententidis var. 17 F-
4 (biovar. Issatschenko) en ratbn Abino Suizo Mus musculus
mediante la observacion de lesiones histolégicas en Yeyuno e
lleon.

vi

24
24

25

27

31



4.2, Estudios /n vitro para la determinacién de factores de virulencia
de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko).

4.2 1. Determinacién de la existencia de proteinas con actividad
enterotéxica tipo CT de Salmonelfa ententidis var. 17 F-4 (biovar.
issatschenko) mediante ensayo celular con células de ovario de
hamster chino (CHO).

422 Determinacion de la actividad enterotéxica en células de ovario de
Hamster Chino (CHO) mediante el empleo de proteinas del
sobrenadante del cultivo (PSNC) y proteinas periplasméticas (PP)
de Salmonelia ententidis var. 17 F-4 (biovar. lssatschenko).

423. Purificacion y caracterizacién parcial de proteinas del
sobrenadante del cultive (PSNC) y de proteinas periplasmaticas
(PP) de Salmonella ententidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko)
mediante geles SDS PAGE e Immunoblot.

5. RESULTADOS

5.1. Estudios de virulencia de Salmonella enterftidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) in vivo.

5.1.1. Detemminacién de la virulencia de Salmonella enfentidis var, 17 F-
4 (biovar. Issatschenko) en ratones Albino Suizo mediante una
prueba biologica.

5.1.2. Determinacién de la virulencia de Salmonelia enteritidis var. 17 F-
4 (biovar. Issatschenko) en conejos raza Nueva Zelanda mediante
una prueba bioldgica.

5.1.3. Determinacién de la virulencia Salmonelfa enteritidis var. 17 F-4
(biovar. Issatschenko) en ratas cepa Wistar mediante una prueba
biclégica.

vi




5.14. Determinacién de la inocuidad Salmonelfa enteritidis var. 17 F-
4(biovar. Issatschenko) en cobaycs raza Abisinia mediante una
prueba biolagica.

5.1.5. Determinacién de la virulencia Salmoneffa enteritidis var. 17 F-4
{biovar. Issatschenko) en pollitos |eghorn de un dia de edad
mediante prueba biolégica.

5.1.6. Determinacion de la vinulencia Salmoneffa enteritidis var. 17 F4
(biovar. Issatschenko) en pollos de engorda de 1 y 6 dias de edad
mediante una prueba biolégica.

5.1.7. Determinacion de la patogenia de Salmonefla enteritidis var. 17 F-
4 (biovar. Issatschenko) mediante la observacion de lesiones
histolégicas a partir de muestras de yeyuno e ileon de Mus
musculus.

5.2, Estudios /n vitro para la determinacién de factores de virulencia

de Salmonella enteritidis var. 17 F- 4 (biovar. Issatschenko).

5.2.1. Detemminacion de la existencia de proteinas con actividad
enterotoxica tipo CT de Salmonella enferitidis var. 17 F-4 {biovar.
Issatschenko) mediante ensayo celular con células de ovario de
hamster chino (CHQ).

522 Purficacibn y caracterizacién parcial de proteinas del
sobrenadante del cultivo (PSNC} y de proteinas periplasméaticas
(PP) de Salmonella enteritidis var, 17 F-4 (biovar. lssatschenko)
mediante geles SDS PAGE e immunoblot,

vili

47

47

49

51



6. DISCUSION

6.1. Estudios de virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) in vivo.

6.1.1. Determinacion de la virulencia de Salmonefla enteritidis var. 17 F-
4 (biovar. issatschenko) en ratones Albino Suizo mediante una
prueba bioldgica,

6.1.2. Determinacién de la virulencia Salmonella enfentidis var. 17 F-4
(biovar. Issatschenko) en ratas cepa Wistar mediante una prueba
biclégica. _

6.1.3. Determinacién de la inocuidad Sa/monefla ententidis var. 17 F-
4(biovar. [ssatschenko)} en cobayos raza Abiginia mediante un
prueba biologica.

8.1.4. Determinacion de ia virulencia de Salmonella enteritidis var. 17
F-4 (biovar. Issatschenko) contenida en el RBC en pollitos Leghom

de un dia de edad y de pollos de engorda de 1 y 8 dias de edad
mediante una prueba biolégica.

6.1.5. Determinacidn de la patogenia de Salmonelfa enteritidis var. 17
F-4 grupo D1, mediante la observacidn de lesiones histolégicas a
partir de muestras de yeyuno e fleon de ratdn { Mus musculus) .

6.2, Estudios /n vitro para la determinacién de factores de virulencia
de Salmonella enteritidis var. 17 F- 4 (biovar. Issatschenko).

6.2.1. Determinacion de la existencia de proteinas con actividad
enterotéxica tipo CT de Salmonella enfertidis variedad 17 F-4
(biovar. Issatschenko) por medio de ensayos biolégicos en células
CHO y la purificacién y caracterizacién parcial de las proteinas
del sobrenadante del cultivo (PSNC) y de las proteinas
periplasmaticas (PP) mediante geles SDS PAGE e /mmunoblot.

63

69

69



7. CONCLUSIONES
8, ABREVIATURAS
9. REFERENCIAS
CUADROS

Cuadro 1. Calendario de Inmunizacién para la produccion de
anticuerpos contra PSNC y PP de S. enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) en conejos_.

Cuadro 2. Mortalidad en ratones Albino Suizo y aislamientos de
Salmonella enteritidis var 17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Cuadro 3. Mortalidad ocasionada por el RBC y Salmonella ententidis
var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) en ratones Albinc Suizo.

Cuadro 4. Andlisis bacterioldgico de las muestras de heces tomadas
cada tercer dia de los grupos de ratones Albino Suizo.

Cuadro 5. Mortalidad conejos Nueva Zelanda y aislamientos de
Salmonella ententidis var.17 F-4 (biovar. issatschenko).

Cuadro 6, Mortalidad en ratas cepa Wistar y aislamientos de Salmonefla
enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Cuadro 7. Mortalidad ocasionada por el RBC y Salmonella ententidis
var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) en ratas cepa Wistar.

Cuadre 8. Mortalidad en cchayos raza Abisinia y aislamientos de
Salmonelia enteritidis var.17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Cuadro 9. Mortalidad en pollos Leghom y aislamientos de Salmonella
entenitidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Cuadro 10. Andlisis bacteriolégico de las muestras de heces de ios
pollitos Leghorm.

75
77
78

93

95

97

99
100
101

102



Cuadro 11. Aglutinacién Répida en placa con el antigeno K polivalente 103
de Salmonelia pullorum y prueba de Microaglutinacion de los sueros de
fos pollitos Leghom.

Cuadro 12. Mortalidad en pollos de engorda y aislamientos de 104
Salmonelia enteritidis var.17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Cuadro 13. Aglutinacion rapida en placa con el antigeno K polivalente 105
de Salmonella pullorum y prueba de microaglutinacién de los sueros de
los pollos de Engorda.

Cuadro 14. Cuantificacién de proteinas y valores de absorbancia (D.Q. 106
660 nm) a las 24 horas de crecimiento.

Cuadro 15, Pesos Moleculares en kDa de las PSNC y las PP de 107
Salmoneila enteritidis biovariedad Issatschenko encontrados por medio

del ensayo de /mmunoblof con Inmunoglobulinas conjugadas con
Peroxidasa.

Cuadro 16. Pesos Moleculares en kDa de las PSNC y las PP de 108
Salmonella enteritidis biovariedad Issatschenko encontrados por medio

del ensayo de /mmunobiot con Inmunoglobulinas conjugadas con
Avidina-Biotina y Peroxidasa.

FIGURAS

Figura 1. Extraccién de PSNC y PP de Salmonelia enteritidis var. 17 F- 109
4 (biovar. Issatschenko).

Figura 2, Elaboracién de Immunoblof de las PSNC y las PP de 8. 110
enfantidis  biovar. Issatschenko con anticuerpos marcados con
Peroxidasa.

xi



Figura 3. Elaboracién de /mmunoblot de las PSNC y las PP de S.
enfentidis biovar. Issatschenko con anticuerpos marcados con Avidina-
Biotina y Peroxidasa.

Figura 4. Mortalidad de los ratones Albino Suizo por la inoculacion
experimental del RBC y Salmonella entertidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko).

Figura 5. Mortalidad de las ratas cepa Wistar por la inoculacion
experimental del RBC y Salmonelfa enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko).

Figura 6. Efecto de las proteinas del sobrenadante del cultivo o las
proteinas periplasméaticas de S. enferitidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko)células en células CHO a las 24 horas posexposicion,

Figura 7. Efecto citotdnico producido por las proteinas del sobrenadante
del cultivo o las proteinas periplasmaéticas de S. ententidis var. 17 F-4
{biovar. Issatschenko) en fas células CHO a las 72 y 96 horas
posexposicion.

Figura 8, Gel SDS-PAGE con Tincién de Plata de las PSNC y PP de S.
enteritidis hiovar, issatschenko.

Fig. 8. Pesos moleculares en kDa de las PSNC y las PP de Salmonelia
entertidis biovar. Issatschenko encontrados por medio del ensayo de
Immunoblot con inmunoglobulinas conjugadas con Peroxidasa.

Figura 10. Immunoblot con PSNC y PP de S. enferitidis biovar.
Issatschenko contra Anti - LT,

Figura 11. /mmunoblot con PSNC y PP de S. ententidis biovar,
Issatschenko contra Anti — PSNC.

Figura 12. /mmunoblol con PSNC y PP de S. enterilidis biovar.
Issatschenko contra Anti — PP.

il

111

112

113

114

115

1186

117

118

119

120



Figura 13. Immunoblot con PSNC y PP de S. enteritidis biovar.
Issatschenko contra Anti — CT.

Figura 14. Gel SDS-PAGE con Tincién de Plata de las PSNC y PP de S.
enteritidis biovar. Issatschenke y de las PP de S. gallinarum.

Figura 15. immunoblot con PSNC y PP de S. enferitidis biovar,
Issatschenko contra Anti — Sg.

Figura 16. Pesos Moleculares en kDa de las PSNC vy ias PP de
Salmonella ententidis biovanedad Issatschenko encontrados por medio
del ensayo de Immunoblot con conjugados Avidina-Biotina y
Peroxidasa.

xiii

121

122

123

124



URQUIZA BRAVO ODETTE. Patogenicidad e Innocuidad de Salmonelfia enteritidis
var. 17 F-4 en animales de laboratorio y determinacién de proteinas con actividad
enterotéxica (bajo la direccidn de los MVZ: GUILLERMO TELLEZ ISAIAS, LEOPOLDO
PAASCH MARTINEZ, HILDA JANDETE DIAZ, FERNANDO CONSTANTINO CASAS)

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar si Salmonella ententidis var. 17 F-4 (biovariedad
Issatschenko)} es inocua para aves domésticas, cobayos y conejos, y si es patdgena para
ratones y ratas, en los que la presencia de enterotoxinas inducen un proceso de invasion y
colonizacién simikar a lo descrito en ofras enterobacterias. Dicha bacteria, al ser inoculada en
ratones (Mus musculus), y ratas (Raflus raffus), produjo signos de Salmonelosis y
mortalidad, reaislandose la bacteria ain de los animales sobrevivientes, hasta el término del
ensayo (20 dias), vy de heces, en los primeros dias posadministracion. En conejos, no
produjo signos de enfermedad, ni mortalidad, ni eliminacin bacteriana en heces. En
cobayos, aunque hubo mortalidad, no hubo recuperacion de la bacteria a partir de los
érganos intemos de los animales muertos, ni de los sobrevivientes y tampoco de las heces.
En pollos de engorda de 1 y 8 dias de edad y en poilitos Leghom de un dia de edad, produjo
mortalidad en la pimera semana posinocufacién, y eliminacién esporédica de la bacteria en
heces en los primeros dos dias posinoculacién. La salmonela de este estudio produjo
proteinas que se liberan al medio (PSNC}) y proteinas periplasméticas (PP), causando efecto
citoténico y de vacuclizacion temprana en células CHO, Al emplear anticuerpos ant LT en
Immunoblot, se observé mejor reactividad cruzada contra las PP de S. gallinarum (97, 66.2 y
45 kDa), las PSNC y las PP de S. enfertidis var. 17 F-4 (biovariedad issatschenko) (97 y
66.2 kDa en ambas), que con CT, lo que indica que son mas parecidas a LT y su presencia
podria inducir un proceso de invasion.

Palabras clave: Salmonella issatschenko, S. danysz, S. gallinarum, Enterotoxinas de
Salmonelia, actividad enterotéxica de Salmonefla.




URQUIZA BRAVO ODETTE. Pathogenicity and harmless of Salmonella enteritidis
var. 17 F-4 in laboratory animals and protein enterotoxic activity determination
{under the directon of the MVZ: Guillermo Tellez Isaias, Leopoldo Paasch Martinez,
Hilda Jandete Diaz and Femando Constantino Casas).

SUMMARY

The objective of this work was to determine if Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko), is harmless in domestic birds, Guinea pigs and rabbits, and if it is
pathogenic in mice and rats, where the presence of enterotoxins induce a process of
invasion and colonization similar to the one described by other enterobacteria. This
bacterium, was inoculated in mice (Mus musculus), and rats (Rattus rattus) producing
signology of Salmonelosis and mortality. The bacteria was re-isolated from dead animals
and those which had survived at the end of the test {20 days), and from feces during the
first days post-inoculation. There was no signology, neither mortality, nor bacterial feces
elimination in rabbits. Although there was mortality, no bacterium recovery from intemal
argans, nor from feces, was possible in Guinea pigs which had survived. In one and 8-day-
old broiler chickens, and one-day old Leghom chicks, the bacteria produced mortality
during the first week post-inoculation, as well as sporadic bacteria elimination from feces in
the first two day post-inoculation. In relation to the enterotoxins, Salmonelia in this study
produced supernatant proteins (PSNC) and periplasmic proteins (PP), which caused a
citotonic and early vacuolization effect in Chinese Ovary Hamster cells (CHO). Better
crossed reactivity was observed in Immunoblot using antbodies anti LT, against S.
gallimrum PP (97, 66.2 y 45 kDa) and S. ententidis var. 17 F-4 (biovar. 1ssatschenko)
PSNC and PP (97 y 66.2 kDa in both) than CT, indicating that they are more similar to LT
and its presence could be related to invasion process.

Key Words: Salmonella issatschenko, S. danysz, S. gallinarum, Salmonelia enterotoxins,
Salmonella enterotoxic activty.



Patogenicidad e Innocuidad de Salmonella enteritidis var. 17 F-4
en animales de laboratorio y determinacion de proteinas con
actividad enterotéxica.

1. INTRODUCCION.

La salmonelosis es una enfermedad de gran importancia econémica en el hombre,
animales domésticos y silvestres. Ei género Salmonefla produce enteritis de origen
alimenticio en el humano y en algunos casos provoca mortalidad, scbre todo en nifios,
andanos e individuos inmunodeprimidos quienes son los mas susceptibles. En los animales
domésticos la salmonelosis se transmite de forma vertical y horizontal; los animales que
sobreviven quedan como portadores asintométicos de la enfermedad, siendo esta fa manera
en que se contribuye a la contaminacién de las explotaciones pecuarias, ocasionando
pérdidas econdmicas y zoonosis (Andnimo html; Hassan y Curtiss, 1994; Madden y
Fujiwara, 1982; Jawettz et al., 1992; Andnimo, 1992).

Las pérdidas econémicas debidas a !a salmonelosis en los Estados Unidos de
América se estiman en mas de un billén de déblares anuales, debido en gran parte a la
pérdida de ingresos, al costo del tratamiento médico y a una baja productividad. Las
infecciones por Salmonelfa aumentan dia con dia a pesar de los esfuerzos de prevencién
y control que se realizan para resolver este problema {Andénimo html; Hassan y Curtiss,
1994; Madden y Fujiwara, 1982; Rivera ef al,,1991; Jawetz ef af., 1992; Andnimo, 1892).

La salmonelosis es causada por un microorganismo de la familia
Enterobacteriaceae, género Salmonefla. Son bacterias Gram negativas, miden alrededor
de 2-4 X 0.5 ym, tienden a formar cadenas, no esporulan, ni tampoco poseen capsula
excepto S. typhi (Ashton, 1990; Ewing, 1986). Este' género fue descrito por primera vez
en 1880 (Le Minor, 1984), y comprende mas de 2,400 serotipos {(Yongsheng et al., 1999,
Euseby,1999), de los cuales, pueden ser divididos en dos grupos principales: ! de las
salmonelas no méviles, representado por Salmonella gallinarum y S. pullorum quienes
solo infectan a las aves y el de las salmonelas mdviles, que incluye a los demés
serofipos del género, afectando a todos los animales incluyendo al hombre (Andnimo,




1892; Davies ef al, 1979; Yongsheng et al, 1990; Bouzoba ef al, 1987; Chopra ef al,
1987; Cox y Bailey, 1991; Snoeyenbros &f al., 1991).

1.1 EPIDEMIOLOGIA

Los serotipos de Salmonella se dividen en tres grupos: el primero comprende a
Salmonelfa typhi (sin serotipos) (Davies et al,, 1979; Davies y Wray, 1995; Yongsheng et
al., 1999; Balyers y Whitt, 1994) y S. paratyphi "A" y “C" respectivamente, que infectan al
hombre y se propagan en forma directa o indirecta por medio de alimentos o agua
contaminada (Comité de expertos OMS, 1988). E! segundo grupo incluye serovariedades
adaptadas al huésped en especies particulares de vertebrados, por ejemplo: Saimonella
gafiinarum y S. pulforum en aves, S. dublin en ganado vacuno y S. cholerae-suis  {sin
serotipos) en cerdos (Davies ef al.. 1979; Yongsheng et al., 1999; Salyers y Whitt 1994;
Comité de expertos OMS, 1988; Acha y Szyfres, 1992) y Safmonella enteritidis, subespecie
entérica, bioserotipo enteritidis, variedad 17 F-4, subgrupo 1, grupo D (Salmonella enteritidis
var. 17 F-4, biovariedad Issatschenko) exclusivamente en roedores (Kazimiers, 1973). El
tercer grupo esta formado por las demas serovariedades de Salmonelfa, sin tener ninguna
preferencia particular por el huésped que infectan, ya sea al hombre o animales (Comité
de expertos OMS, 1988; Davies ef al,, 1979; Bouzouba ef al, 1987; Salyers y Whitt, 1994,
Urquiza, 1993; Kazimiers, 1973; Hetch, 1979). Se ha observado que los serotipos
patégenos para los animales afectan en menor grado al hombre, excepto con S.
enferitidis, la cual se transmite de manera horizental entre el hombre y los animales
{Freeman, 1989).

Uno de los reservorios mas grandes de Salmonelia, lo constituye la produccién
avicola, siendo S, enfertidis y S. typhimurium los serotipos que producen enfermedades
en las aves y en muchos ofros animales incluyendo el hombre. Estos serotipos también
poseen una gran capacidad de causar problemas de origen alimenticic en humanos,
principatmente por el consumo de productos de origen avicola. Por otro lado, el control
inadecuado de plagas como los acaros, aves silvestres, artropodos, insectos y roedores
quienes a través de sus heces contaminan agua, alimento, material de cama y equipo ha
favorecido la permanencia de Salmonella en la naturaleza (Guillingham, 1993; Urquiza,
1994y 1993).



El contro! de plagas es importante, debido a que estas pueden favorecer un
ambiente de sobrevivencia ideal para Salmonella y ofros patogenos que afectan a las
aves Y a otros animales (Nagaraja ef a/., 1991) como por ejemplo, Urquiza®’ ef af., (1998),
demostraron que el escarabajo Alphitobius diaperinus es un portador de Safmonella
entertidis PT-13-A por largos periodos de tiempo, llegandose a recuperar la bacteria
hasta las 10 semanas posteriores a su inoculacién experimental, comportindose como un
vector mecanico, siendo capaz de contaminar un alimento estéril ain con concentraciones
mayores a la inoculada al alimento original, manteniendo un ambiente permanentemente
contaminado. El Alphifobius diaperinus es capaz de portar externamente una cantidad de
bacterias igual o mayor a las que portan intemamente.

Los roedores de la familia Muridae, son otra de las plagas en la que se ha
confirmado ia transmision de Safmonella por via horizontal y debido a la fafta de interés en
almacenar alimentos en forma adecuada, estos han seguido al hombre a muchas dreas
donde se ha situado, provocando también grandes pérdidas econdmicas por la
destruccién de instalaciones domésticas y agropecuarias ademas de la transmision de
otros agentes causales de enfermedades (Ghoneim, 1996; Porres, 1996; US Department
of agriculture, 1989).

Asi como en la avicultura actual se ha registrado el aumento de S. typhimurium y
S. enferitidis, se ha observado también, que las ratas son quienes [levan mas
frecuentemente estos serotipos, los cuales, son de las especies mas estudiadas en los
Estados Unidos de América. La salmonelosis puede ser un serio problema en ratas de
laboratorio, debido a que esta enfermedad puede convertirse en cronica y asi difundirse
hacia las demas ratas, ademds de que el persona!l que maneja a estos animales puede
transmitida a humanos y a otros animales (Steven, 1979; Pomeroy y Nagaraja, 1991;
Urquiza et al., 1994).

Con relacién a la salmonelosis en aves, se ha comprobado que a mayor edad,
estas se vuelven mas resistentes a la infeccién por S. gaflinarum y S. pulflorum, pero lo
anterior no se cumple con S. enferitidis o S. typhimurium, debido a que se ha observado
que las gallinas adultas en produccidn o pelecha son més susceptibles. Se han infectado
aves adultas experimentaimente con dichas bacterias en dosis superiores de 10 Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) y estas han sido recuperadas por medio de aislamiento
bacteriano a partir de 6rganos intemos (Urquiza, 1993; Padrdn, 1991).



En infecciones por S. enterifidis, se ha observado su permanencia en ciegos sin
producir signos clinicos. Las parvadas infectadas en forma natural pueden permanecer en
este estado durante toda su vida, como resultado de la colonizacién del intestino
(Urquiza, 1992).

La mayoria de los estudios de aves infectadas experimentalmente, se han basado
en el uso de alimento contaminade o la administracién directa de microorganismos en el
buche, en aerosol o por via conjuntival. Después de dos dias posinfeccién, S. enteritidis
ha sido aislada de visceras, ovario y heces, sin embargo, en las heces, la bacteria fue
aislada después de 28 dias y en forma imtermitente (Urquiza, 1892).

Otros estudios han indicado que Sal/monefla thompson ha podido aislarse de
heces aln después de 18 meses posinfeccién y también en forma intermitente (Ashton,
1990).

Se ha demostrado que la transmision de S. galfinarum y S. pulforum puede ser por
via vertical {transovérica) y horizontal y en el caso de los demas serotipos, la via
horizontal es muy importante. Estudios recientes han comprobado que los serotipos de
Saimonella encontrados en el producto final (sea pollo procesado o came de cualquier
tipo), provienen del manejo insalubre de dichos productos, como lo es el agua empleada
para el lavado de las canales, equipo de rastro contaminado, polvo, suelo y personal
enfermo. S. enterifidis puede sobrevivir hasta por dos afios en esos sitios (Urquiza®,
1998 y 1992; Ashton, 1990).

1.2 PATOGENIA DE LA SALMONELOSIS

La dosis minima media para producir infeccién subclinica en animales y hombre
puede ser de tan solo 10° UFC, mientras que para la forma clinica es de 10° a 10* UFC,
dependiendo de la resistencia del hospedero, que puede ser.

a) Genética.- Algunas especies animales son menos susceptibles a una infeccion
por Salmonella.

b) Resistencia por la edad.- Los animales adultos son mas refractarios a
Salmonelosis que los jovenes.




c) Acidez del contenido intestinal - Se ha observado que las aves atimentadas con
dietas que acidifican el tracto intestinal, son menos susceptibles a la colonizacién por 5.
galiinarum.

d) Flora microbiana intestinal nativa.- Presencia de bacterias no patdgenas en
tracto gastrointestinal para evitar la adherencia por Safmonelfa.

¢) Inmunidad intestinal local.- Presencia de células T, macrofagos y otras células
inflamatorias.

f) Inmunidad Humoral.- Aumento de anticuerpos circulantes desde los primeros
estadios de infeccion por Safmonella (Andnimo html, Madden y Fujiwara, 1982; Jawetz ef
al., 1992, Davies y Wray, 1995; Kazimierz, 1973; Pomeroy y Nagaraja, 1991; Amold y
Holt, 1995; Schaty Myers, 1991; Mosqueda, 1987; Cooper y Thoms, 1996),

La enfermedad producida por Salmonella también depende de! serotipo
involucrado en la infeccion. En los Estados Unidos de América y México, S. entertidis ha
reemplazado a S. fyphimurum como el serotipo mas cominmente aisiado. En el Reino
Unido, Canadé y algunos paises de Europa Occidental, S. enferitidis fagotipo 4 (PT 4), es
la cepa mayommente aisiada y en los Estados Unidos de América predominan los PT 8 y
13 A (Salyers y Whitt, 199; Poppe et al., 1993; Urquiza ef al, 1994; Umuiza, 1992; Garcia
ef al, 1996).

Una vez que Salmonella ha sido ingerida y alcanza intestino delgado, esta se
adhiere a los enterocitos y coloniza el intestino después de un pericde de incubacion, que
puede ser desde 8 horas hasta 15 dias. La bacteria pasa hacia el torrente sanguineo
ademas de ser excretada por vias urinarias y heces. Las bacterias que estan en sangre,
infectan érganocs intemos como higado, bazo, duodeno, ciegos, y gonadas, desarrollando
fiebre remitente, malestar general, nauseas, vémitos y diarmea profusa (Salyers y Whitt,
1994; Poppe et al,, 1993).

Debido a que Salmoneila tiene tropismo por las vias biliares, en vesicula biliar se
multiplica de forma abundante y en ocasiones la bacteria se mueve de higado a vias
biliares, origindndose un flujo continuo de micrcorganismos hacia intestino delgado por
segunda vez, donde tienden a localizarse en las placas de Peyer (tejido linfoide intestinal
asociado), de aqui puede determinarse el estado de portador eliminando en forma
intermitente Salmonelia por heces (Salyers y Whitt, 1994; Poppe et al,, 1983).




Salyers y Whitt (1994), mencionan que una vez que Salmonefla spp se encuentra
dentro del organismo, crece dentro de los macréfagos de higado y bazo. En el caso de
Salmonelfa typhimurium vive principalmente dentro de las células det hospedero que fuera
de ellas. Existen algunas evidencias donde se observa que cuando Safmonella typhimurium
es ingerida por fagocites in vitro, muchas de 1as que son ingeridas son aniquiladas, pero una
subpoblacién sobrevive, hasta el momento se desconoce acerca de las caracteristicas de
esta subpoblacién o de que si la bacteria gue sobrevive puede crecer en los fagocitos.

1.3 SIGNOS CLINICOS PRODUCIDOS EN SALMONELOSIS

Los signos clinicos que se registran frecuentemente en la infeccion por S. pullorum
y S. galfinarumn en aves jévenes son; apatia, somnolencia, deshidratacion, empastamiento
cloacal, depresién, ceguera, diarrea y alta mortalidad y las aves que sobreviven pueden
presentar aumento de leucocitos y pobre crecimiento. En aves adultas, la produccién se
reduce hasta un 30%, existiendo deshidratacién, anorexia y cianosis de la cresta y las
barbillas (Ashton, 1990; Snoyenbros y Williams, 1991; Amold y Holt, 1995; Padron, 1991;
Padnén, 1987, Whiteman y Bicckford, 1983). Con la infeccibn por S. enterntidis y 8.
typhimurium, los signos clinicos no son especificos, sin embargo, en los pollitos de 1 a 4
semanas de edad hay mayor susceptbilidad y la mortalidad puede llegar al 20 %,
especiaimente cuando se trata del fagotipo 4. Existe retraso en el crecimiento, poca
ganancia de peso, decaimiento y muerte. En gallinas no se observan signos, pero puede
haber una reduccién en la produccidén de huevo. La montalidad puede estar asociada con
peritonitis y ooforitis. En humanos hay dolor abdominal, diamea, dolor de cabeza,
escalofrio y fiebre en las 6 a 96 horas posinfeccién y en algunos casos, muerte sobre
todo en pacientes muy susceptibles y pacientes inmunodeprimidos aunque esto depande
del fagotipo involucrado. (Urquiza, 1992).

En infecciones por S. fyphimunum en muridos existe depresién, anorexia,
deshidratacién, pérdida de peso y diamea, la cual es inconstante en infecciones naturales.
La diarrea puede ser un signo dosis dependiente y esta puede observarse a los 4 dias
posinfeccién y persistir hasta 21 dias. La apariencia de esta diarea puede ser mucoide y
ocasionalmente salpicada de sangre. Con S. enferitidis se produce vémito, dolor
abdominal, fiebre y diamea. En los animales jovenes los signos son mds severos. Con S,




choleraesuis se observa aumento de neutréfilos y disminucion de linfocitos. La signologia
en infecciones por Salmenella en animales con los demas serotipos de este género es
muy similar {Jawetz ot al., 1992; Davies ef al, 1979; Salyers y Whitt, 1994; Pomeroy y
Nagaraja, 1991; Songer html, Rurnnels et al, 1960; Nagaraja et al, 1991; Cooper y
Thoms, 1991).

1.4 LESIONES MACROSCOPICAS EN SALMONELOSIS

Algunos drganos intemos pueden ser severamente afectados por ciertos serotipos
de Salmonefla, como: S. fyphi, que puede perforar el intestino delgado, ocasionando
hemorragia, peritonitis y muerte. S. choleraesuis produce focos de necrosis pequefios que
pueden ser escasos o abundantes en pulmodn, huesos, articulaciones y meninges,
dependiendo de la severidad de la infeccién (Davies ef al, 1979). En el caso de S,
pulforum, puede causar inflamacion crénica degenerativa en ovario y salpingitis, desamroilo
de pericanditis, enteritis catamal, orquitis y neumonia supurativa focal. S. gallinarum puede
producir hepatomegalia, esplenomegalia y necrosis multifocal en higado, rifién y bazo asi
como focos de necrosis en miocardio y coloracién bronceada en higado, bazo, pulmén y
corazén. S. fyphimurium produce lesiones inflamatorias en intestinos delgado y grueso en
diferentes animales y en mdridos congestion de higado y bazo, en mesenterio, congestién
y edema, adelgazamiento de las paredes del ileon y ciego con acumulacidn de liquidos y
gas y petequias que pueden extenderse hasta e yeyuno cuande existe diarmrea,
pudiéndose encontrar pequefias lceras en el epitelio cecal con exudado fibrinoso. Las
lesiones producidas por S. enterticis son muy similares a las descritas anteriormente,
dependiendo también del fagotipo involucrado. En el proceso puede observarse en aves
esplenomegalia, hepatomegalia, enteritis, onfalitis, peritonitis y ooforitis. En polios de2a 3
semanas hay panoftalmitis, pericarditis y a veces tifliis. (Jawetz et al, 1992; Davies ef al.,
1979; Salyers y Whitt, 1994; Amold y Holt, 1995, Songer html, Runnels ef a/., 1960,
Nagaraja et al., 1991; Urquiza, 1992).




1.5 LESIONES MICROSCOPICAS EN SALMONELOSIS

Las lesiones microscépicas observadas en la infeccién por S. typhi son: hiperplasia
en ¢l tejido linfoide intestinal asociado (TLIA) (placas de Peyer), ganglios linfaticos y bazo,
necrosis focat de higado, inflamacion de la vesicula biliar y lesiones inflamatorias foczles en
pulmén, médula dsea y periostio. Las hemomagias intestinales o perforaciones del intestino
son generalmente consecuencia de ulceraciones necréticas en el TLIA. En las lesiones
activas pueden observarse a los bacilos intracelularmente en los fagocitos mononucleares.
Para el caso de las lesiones producidas por S. pufforum, se observa en higado de poflitos
hiperemia, hemorragias, degeneracién focal y necrosis, focos proliferativos de células
endoteliales en higado, necrosis focal de miocardio, bronquitis catarral, enteritis catamal e
inflamacion intersticial en higado, pulmdn y riflones y pericanditis. Los hallazgos por [a
infeccién por S. gallinarum son hepatitis difusa, focos de necrosis en el parénquima hepéatico
con infiltrado linfocitario. El miocardio presenta infartos y dreas de necrosis fibrincide y
esderosis. S. fyphimurium produce focos necréticos en higado y corazén y los roedores
afectados que no tienen diamea, pueden tener lesiones similares y cuantitativamente
menores que los que presentan diarrea. Los intestinos de los animaies sobrevivientes se
observan reparados después de 4 a 5 semanas posinfeccion. El TLIA se encuentra
edemateso y con infiltrado inflamatorio con necrosis focal o formacidn de granulomas. El
bazo con coloracion grisdcea en la capsula o rojo obscuro y agrandamiento del érgano. En el
parénquima, infiltrado inflamatorio con células fagociticas, necrosis y en ocasiones formacion
de granulomas. Ef higado puede observarse congestionado o palido, la necrosis focal debajo
de la cpsula es de tipo coagulativa (Davies ef al,, 1979, Davies y Wray, 1995, Salyers y
Whitt, 1994; Pomeroy y Nagaraja, 1991; Runnels, ef al, 1960; Nagaraja ef af., 1891).

1.6 MECANISMOS DE PATOGENICIDAD DE SALMONELLA

Muchas de las bacterias patdgenas entéricas tienen la capacidad de invadir
cultivos celulares de mamiferos por medio de la accién de la actina, que como resultado,
induce la formacion de seudopodos para que sea fagocitada s bacteria. Safmoenella spp,
forza a las células de! hospedero a que sean fagocitadas. La unién de Saimonella
fyphimuriurn y S. choleraesuis en cultivos celulares, produce cambios en la superficie de
la célula del hospedero, semejante a un liquido que salpica (efecto "splash”), haciendo
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contacto con la superficie de la célula. Este efecto “splash*® provoca que la membrana
celular se deforme y adquiera un aspecto rugoso (membrana rugosa), que finalmente,
tiene como resultado, la penetracion de la bacteria dentro de una vesicula endocitica. Una
vez que la bacteria es fagocitada, la célula recupera su forma nommal; dentro de {a
vesicula endocitica las bacterias se dividen y diferentes vesiculas crecen juntas formando
grandes vesiculas llevando en su interior muchas bacterias {(Salyers y Whitt, 1954).

El mecanismo mediante el cual la membrana celular adquiere el aspecto rugoso
para la penetracion de la bactera, parece ser mediada por un grupo de genes
cromosomales designados inv (inv A-P). Se ha sugerido que muchos de los genes inv
codifican para la produccion de algunas proteinas auxiliares en el proceso de invasién,
Existen otros genes ltamados hif (hiperinvasion), que estan localizados cerca de la cadena
inv en S. fyphimunum los cuales se encargan de aumentar la frecuencia de invasitn
(Salyers y Whitt, 1994),

S. typhimurium contiene plasmidos de virulencia con genes llamados, spvA, spvB,
spvC y spvD organizados en un operdn y spvR que es una unidad transcriptacional
separada, estos genes se expresan durante la fase estacionaria de la bacteria. Los genes
spv (Salmonefla plasmid virulence) contienen de 50-90 kilchases, y su ausencia, reduce la
capacidad de la bacteria para causar infecciones sistémicas en ratén, sugiriendo que los
plasmidos llevan genes de virulencia importantes. Se ha obtenido la secuencia de DNA de
estos genes, pero el Unico gene que tiene una secuencia significativa similar con los
genes de funciones conocidas, es spvR, un gene regulador. Los genes spvA-D codifican
para las proteinas de membrana pero adn no se conoce su funcién completa (Salyers y
Whitt, 1994).

8. typhimurium ha desamollado un complejo de adaptacién a la ingestion por
fagocitos. La sobrevivencia en fagocitos es debida a dos caracteristicas que son: la
resistencia al oxigenc y la resistencia a las defensinas. Los genes oxy se expresan en
presencia de tensidn por oxigeno y codifican también para catalasa y para superdxido
dismutasa, se encuentran localizados en el operdn phoP/phoQ, los cuales controlan
genes para la sobrevivencia en macrifagos. La falta de phoP/phoQ aumenta la DLS0 en
mas de 10,000 veces, indicando que este operdn regulador controla genes esenciales
para la virulencia en ratones (Salyers y Whitt, 1994).
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Los genes pag son controlados por phoP/phoQ y son llamados pag por que
provienen de “phoPQ activated”, se expresan con la limitacién de carbono, bajo pH ¥y
condiciones aerdbicas. Los genes de represién son llamados prg (phoPQ- repressed
genes), son expresados en medios enriquecidos, en condiciones aerdbicas y pH neutro.
La ausencia de algunos genes pag (pagA y pagB) no tienen efecto en fa DLSO, pero la
ausencia de pagC aumenta la DL5Q hasta 1,000 veces. El gene pagC codifica una
proteina para la membrana extema de la cual se desconoce ain su funcién. Los genes
prg A-H codifican para proteinas excretadas. prgH es necesaria para que la virulencia de
la bacteria en la administracion oral o inyectada continde, sin embargo, su funcién
especifica en el proceso de infeccion, no estd bien establecida. La ausencia de prgH
disminuye la invasién de macrdfagos cultivados. Este hecho junto con el que prgH esta
intimamente unido a hf, que a su vez esta unido a invA-H, sugiere que prgH
probablemente codifique para una invasina o una proteina involucrada en el preceso de
invasion (Salyers y Whitt, 1994).

Otro factor de virulencia importante de Salmonelfa spp, en el suero, es la
resistencia al sistema complemento, el cual, es debido a las grandes cadenas del
antigeno O del LPS, ademas, existe una proteina de membrana extema producida
llarmada Rck (Resistance to complement kifling), codificada por el gene del plasmido de
virulencia en S. typhimunum. Rck, actia previniendo la formacidn y la insercion, del
complejo C9 compietamente polimerizado dentro de la membrana extema de la bacteria
{Salyers y Whitt, 1994).

1.6.1 Toxinas Bacterianas

Las toxinas bacterianas se clasifican en endotoxinas y exotoxinas. Las
endotoxinas forman una parte estructural del lipopolisacarido (LPS) de la membrana
extema (pared celular), mientras que las exotoxinas pueden ser producidas
extracelularmente durante el crecimiento o ser liberadas durante la muerte bacteriana
mediante lisis cefular (Ruttier, 1988).

En aves inoculadas experimentalmente con la endotoxina (parte del LPS) de S.
gallinarum se abserva aumento de la temperatura corporal, disminucién del peso de la
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bolsa de Fabricio y cambios en los pardmetros hematolégicos y serolégicos (Tsuji et al.,
1990).

Las exotoxinas clasicas son considerablemente mas téxicas gue las endotoxinas,
son proteinas termoldbiles y pueden convertirse en toxoides, que pueden estimular la
produccién de anticuerpos, neutralizando la actividad bioldgica de los efectos de la toxina,
antes y frecuentemente después de ser administrada a los animales. Muchas de las
bacterias Gram negativas producen exotoxinas y a las producidas por enterobacterias se
les denomina enterotoxinas (Bouzouba ef al, 1987, Chopra et al, 1987; Jawetz et al.,
1992; Perez- Perez ef al.,, 1992).

1.6.2 Estructura y Funcién de las Exotoxinas

Las exotoxinas pueden dividirse en tres tipos con base en su estructura y
actividades,

1) Toxina tipo A-B.- Son aquellas toxinas que poseen dos fragmentos: El
fragmento A que posee actividad enzimdtica y es el responsable de la toxicidad, este
fragmento esta separado del fragmento B el cual se une al receptor de la célula del
tospedero. El fragmento B, puede estar formado por un solo polipéptido o tener varias
subunidades. El receptor en la célula del hospedero es reconocido frecuentemente por la
subunidad B, pero no siempre se trata de carbohidratos en la superficie de la célula del
hospedero. La subunidad A, penetra al citoplasma de la célula blanco ya sea
inmediatamente después de la unidn del fragmento B a su receptor o después de la
endocitosis de la toxina completa. El fragmento A de muchas de las toxinas A-B, inactivan
proteinas del huésped por unién covalente de un grupo ADP ribosil {ADP ribosilacion).

2) Toxinas que desorganizan las membranas de las células del hospedero.- Son
aquellas toxinas que pueden formar poros o hidrolizan fosfolipidos en la membrana
celular. Las primeras, permiten que Jos componentes celulares salgan, entonces entra
agua y por ende la célula muere. Estas toxinas pueden ayudar a la bacteria fagocitada a
escapar de la vesicula fagocitica y entrar al citoplasma de la célula del hospedero, no
tienen actividad enzimatica, pero producen un efecto téxico por medio de la insercion
dentro de las membranas, usualmente uno de sus receptores es el colesterol. Las
segundas, son fosfolipasas, las cuates remueven una porcidn de lipidos de los fosfolipidos
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de la membrana plasmatica de las células del hospedero y entonces, al ser removidos
estos lipidos, la membrana se desestabiliza y ocurme la muerte celular. Ejemplo de estas
toxinas son las "hemolisinas” (citotoxinas).

3) Superantigenos.- Son proteinas bacterianas que necesitan una estructura tipo
A-B y actian estimulando a las células T para liberar citocinas (Salyers y Whitt, 1994).

Existen dos grupos de exotoxinas basados en su mecanismo de accién;

1.- Toxinas citoliticas.- Fueron las primeras en ser descritas, debido a que causan
hemdlisis alrededor de los cultivos de agar sangre. Las toxinas citoliticas modifican la
membrana celular, permitiendo la salida de los componentes intracelulares, dando como
resultado la lisis de fa célula, aunque se ha descrito que muchas de estas toxinas son
capaces de provocar cambios de permeabilidad en la membrana, sin causar lisis celufar
comoe se observa con la exctoxina de Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus y
Pasteursiia haemolytica.

2.- Toxinas con actividad intracelular. Son aquellas que afectan la actividad
metabélica de la célula mediante 2 formas principalmente:

a) Toxinas citotoxicas.- Inhiben la sintesis de proteinas en el interior de la célula como se
observa con las toxinas de Shigella dysenteriae y Campylobacter fejuni {Koupal y Deibel,
1975; Prassad ef al., 1992; Ruttler, 1988: Sandefur y Peterson, 1977; Sudrez, 1990).

b) Toxinas citotonicas . - Activan intracelularmente la adenilciclasa, ejemplos de éstas son
la toxina de  Vibno cholerae (CT) y la tfoxina termoldbil de Escherichia coli
enterotoxigénica (LT). Algunas de las bacterias que colonizan el tracto intestinal,
producen exotoxinas a las cuales se les conoce como enterotoxinas y ejercen su accién
en los enterocitos. Vibrio cholerae, E. coli enterotoxigénica (ETEC) , S. typhi y S.
typhimurium producen enterotoxinas, las cuales juegan un papel muy importante en la
produccién de diarreas durante la infeccion. Se ha descrito también en Salmonella
gallinarum proteinas con actividad enterotéxica simitares a C7T, las cuales pueden formar
parte de los mecanismos que producen diarrea en las aves (Urquiza, 1995),




1.6.2.1 Enterotoxina de Vibrio cholerae

Durante la infeccion, V. choferae no penetra a las células epiteliales del intestino,
sino que el dafio lo provoca por medio de la produccidn de una potente enterotoxina,
ademas, la bacteria se muttiplica colonizando gran parte del epitetio intestinal, interfirendo
con la capacidad de absorcion del colon, dando como resultado una gran pérdida de agua
del organismo (Betley ef al,, 1986; Holmgren, 1981; Hunt y Hardy, 1991; Mekalanos et al.,
1979, Middlebrook y Dorland, 1984; Spangler, 1992).

La enterotoxina de V. cholerse (cholera toxin: CT) es una toxina de tipo A-B ADP-
ribosifadora, es termolabil y estd compuesta por dos subunidades: la subunidad A con un
peso molecular (PM) de 27.215 kilo Daltons (kda) y una subunidad B con un PM de
1167 kDa que esta codificada por los genes cixA y cixB, respectivamente, que se
encuentran en el cromosoma de la bacteria (Betley et al., 1986; Mekalanos, 1985; Salyers
y Whitt, 1994, Spangler, 1992).

La molécula de la toxina biologicamente activa, esta compuesta por cinco
subunidades B y una subunidad A (Betley, 1985; Mekalanos, 1985). La subunidad B
constituye el sitic de unién de la toxina con receptor de membrana de las célutas
eucaridticas, el ganglidside Gy, y posiblemente facilita la entrada de la subunidad A
dentro de la célula blanco (Salyers y Whitt, 1994). La subunidad A tiene actividad
enzimética y toxigénica y puede ser cortada proteoliticamente generando dos cadenas
denominadas A1 y A2 (Betley, 1986, Cuatrecasas, 1973; Eidels ef a/., 1883; Filkenstein
of al, 1983; Holmgren, 1981; Lopez-Vidal ef a/., 1981, Mekalanos, 1985, Middiebrook y
Dorand, 1984; Spangler, 1992).

Cuando V. cholerae coloniza el intestino delgado excreta CT, la cual se une a las
células de la superficie de la mucosa del hospedero, por medio de la unidn del
ganglidsido, Guy es un acido sidlico que contiene un oligosacarido covalentemente unido
a un lipido ceramida. La porcion del lipido estd embebida en la célula de la membrana del
hospedero y el oligosacarido esta expuesto en la supetficie de la célula del hospedero. El
oligosacando es la mitad reconocida por la subunidad B de la toxina. V. cholerae secreta
una neuraminidasa llamada sialidasa, que remueve los residuos del acido sidlico del
complejo oligosacarido para hacerlo estructuralmente mas similar a Gwi. Se ha sugerido
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que la neuraminidasa contribuye a la virulencia de V. cholerae aumentando el nimero de
receptores disponibles para que se una CT (Salyers y Whitt, 1994).

Una vez que CT se une a Gy, la subunidad A1 es liberada de la toxina,
probablemente por medio de una reduccién de ia unién disulfuro que une a A2, y penetra
a la célula del hospedero por medio de un mecanismo de translocacion desconocido. La
subunidad A1, ADP-ribosila una proteina de membrana llamada Gs. A1, ADP-ribosila a
otras proteinas de las célutas del hospedero, pero Gs parece ser el primer blanco. Gs es
una proteina de la familia GTP-hidrofizantes (llamadas proteinas G) que regulan muchos
de los aspectos de las funciones de las células eucanidticas. Gs es una proteina G que
regula la actividad de la adelinato ciclasa de la célula del hospedero, a manera de una
hormona-dependiente y entonces determina el nivel del AMP ciclico (AMPc) en las células
blanco. La forma activa de Gs (Unidn GTP), aumenta la actividad de la adenilato ciclasa,
mientras que la forma inactiva de la unién GDP, extrae la adenilato ciclasa inactiva.
Nommaimente la forma activa s producida en respuesta a la estimulacién hormonal y es
convertida en forma inactiva después de un periodo corto. Esta "activacion vy
desactivacion”, asegura que el AMPc (una molécula reguladora en células eucarifticas)
se produzca en altos niveles, suficientes, para realizar su funcidn, pero no le es permitido
la acumulacion por interrupcion de las actividades nomales de la célula. Los “corto
circuitos® (activacion y desactivacion sin control) de 1a ADP ribosilacién de Gs, provocan
que Gs permanezca "activa®, y entonces, los niveles de AMPc permanecen sin control y
son liberados en altos niveles. Esta variedad de efectos, provoca que exista una
alteracitn en el transporte de sodio y cloro que producen un desequilibrio de iones que
causa la pérdida de agua asociada a ctlera humano (Holmgren, 1981; Mekalanos ef al,,
1979; Mekalanos, 1985; Middlebrook, 1984; Salyers y Whitt, 1994).

El proceso por el cual la toxina de completa de colera es excretada hacia el liquido
extracelular ain no esta bien estudiado, pero CT esta estructuraimente y funcionalmente
relacionada a la enterotoxina 1abil de Escherichia coli (LT) (Moseley y Falcow, 1980;
Salyers y Whitt, 1994, Shinji, ef al., 1988, Spicer y Noble 1982).
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1.6.2.2 Enterotoxinas de Escherichia coli

Existe evidencia de que muchos de los casos llamados "diarrea del viajero™, son
causados por una infeccidn de algunas cepas de Escherichia cofi  enterotoxigénica
(ETEC). ETEC produce dos tipos de enterotoxinas, una es conocida como LT {/&bil toxin:
toxina termo labil), y la segunda es conocida como ST (heat -stable foxin: toxina
termoestable) (Eidels ef al, 1983; Kunkel y Robertson, 1979 Middlebrook, 1984;
Spangler, 1992).

La enterotoxina ST de E. coli, ha sido asociada a algunos casos de diarrea en
viajeros y en niflos. Es una proteina extracelular, no tiene reactividad humoral cruzada
con LT o CT, tiene un peso molecular bajo (2,000 daltons) y es estable 2 100°C por 15 -
30 minutos. Los genes que codifican para ST se encuentran en pldsmidos y son
conocidos como estA. Los plasmidos de ST han sido transferidos por conjugacion a V.
cholerae y otras enterobacterias, y han estimulade la acumulacién de liquides en ensayos
en ratdn y asas ligadas ileales en conejo, aungue la respuesta es rdpida, ésta no se
sostiene por mas de 6 horas (Betley ef al,, 1986; Eidels of al, 1983; Evans ef al, 1974,
Middlebrook, 1984; Ruttler, 1988; Salyers y Whitt, 1994).

ST se divide en dos subgrupos; metanol soluble (S7a) y metanol inscluble (STh).
STa provoca un aumento en el nivel del GMP ciclico (GMPc) del citoptasma del enterocito
del hospedero, este aumento, provoca la pérdida del mismo tipo de liquidos causados por
la liberacién descontrolada de AMPc. El sitio de unidn de ST es la parte apical de la
membrana de la célula intestinal del hospedero y esta unién es la que activa la guanilato
ciclasa. Hallazgos recientes, han sugerido que STa imita una hormena que normalmente
activa a GMPc. El proceso de activacion requiere ATP, pero el papel del ATP no estd bien
entendido aln y existen muchos factores auxiliares (como las proteinas ATP unidoras)}
también involucrados. STa y STh actiian de manera diferente y tienen una secuencia de
aminodcidos diferente. Existe la evidencia de que los receptores de ST son diferentes a
los de CTy LT (Betley of al. 1986, Evans et al. 1974, Salyers and Whitt 1994).

LT tiene un paeso molecular de 91 kDa, y estd compuesta por una subunidad A con
un PM de 25,500 daltons y una subunidad B de 59,000 daitons. Los genes que codifican
para LT se conocen como eft A y eft B respectivamente (Betley ef al, 1986; Evans ef al,
1974; Ruttler, 1988; Spangler, 1992; Timmins et al., 1984). Los genes de LT se localizan
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en una familia de plasmides denominados ent, de los cuales se ha determinado la
secuencia nucleotidica, observandose upa alta similitud con |a del gene CT (80 % de la
secuencia de aminoacidos en la porcion amino terminat de la subunidad A1, ydeun 31 a
55% de simifitud con el péptido A2 (Eidels ef al., 1983). Sin embargo, LT no es secretada
hacia el sobrenadante durante el crecimiento en un medio de cultivo en el laboratorio, sino
que se localiza en el espacio periplasmatico de la bacteria (Betley et a/,, 1986; Evans ef
al., 1974, Fukuta ef al, 1988; Hunt and Hardy, 1991; Kunkel and Robertson, 1979,
Mekalanos et al., 1979; Salyers y Whitt ,1954).

Muchas de las cepas de E. coli producen una LT de tipo | (L7-/) que causan una
diarea secretora y activan la adenilato ciclasa en las células de la mucosa del intestino
delgado (Cox y Bailey, 1991). Existe un segundo grupo de enterotoxinas de E. cofi
denominadas LT-//, cuyos genes se localizan en el cromosoma bacteriano. Las LT-// no
son neutralizadas por antisueros dirigidos contra CT y L7, aunque poseen una reaccion
inmunosérica cruzada muy débil con LT-/ y CT. Dos miembros de la familia LT-# (LT-llay
LT-lib) estdn formados por subunidades A y B similares a las de CT y L7/, con la
diferencia de que la subunidad B de las toxinas del grupo LT-// no tiene la capacidad de
unirse a Gy (Dallas et a/., 1988; Fukuta et al., 1988; Green of al., 1983; Hunt and Hardy,
1981; Ruttler, 1988, Salyers y Whitt, 1994),

1.6.2.3 Enterotoxinas de Campylobacter Jejuni

Se ha demostrado que C. jejuni produce una enterotoxina que se encuentra en el
espacio periplasmatico, y sus propiedades inmunolégicas y actividad enzimética son
similares a CT y LT. Esta enterotoxina induce elongacién en células de ovario de hamster
chino (chinesse ovary ceff CHQ), lo cual indica que el AMP ciclico intracelular se
encuentra elevado. Los hallazgos obtenidos por Daikoku ef al., (1990} y Diaz-Bamoso et
al., (1995), sugirieron que existe una banda de 68 kDa y 62 kDa empleando anticuerpos
IgG anti CT y anti CT-B, respectivamente. La toxina de C. jejuni {CJT), puede ser
neutralizada con antisuero de CT y LT. Sin embargo, aunque CT se une preferentemente
al gangliésido Gy mas que al GD1b, CJT no se une al ganglidsido GD1b pero si se une al
gangliésido Gyy. CJT estd muy relacionada con la produccién de enfermedades diaméicas
{Angeles, 1986, Caiva ef al., 1989; Daikoku et &f., 1990; Gill y Meren 1978, Konke] ef al,,
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1992, Perez- Perez et al. 1992, Ruiz-Palacios ef al, 1983; Suzuki et al., 1994; Walker ef
al., 1986).

Las preparaciones concentradas de Campylobacter jejuni, inducen acumulacién de

liquidos en asas ileales ligadas de rata y conejo, pero no en ensayos de raton lactante
(Perez- Perez et al.,, 1992).

1.6.2.4 Enterotoxinas de Salmonelia typhi y Saimoneila typhimurium y Proteinas
con actividad enterotéxica de 8. galiinarum.

En trabajos recientes sobre la patogenia de las infecciones intestinales causadas
por S. typhi ¥ S. fyphimurium, se ha propuesto que producen una enterotoxina que altera
la secrecién de liquidos y electrolitos en el intestino, como jas que inducen las toxinas de
V. cholerae, E. coli y C. jejuni. Dichas enterctoxinas podrian tener un papel importante en
los padecimientos entéricos producidos por Salmonella (Chopra et al, 1987, Ruttler,
1988).

Femandez ef al, (1988), aislaron un gene de S. fyphi que codificaba para una
enterotoxina que tenia similitud con CT y LT. La enterctoxina codificada por un colifago
recombinante A FDC1, induce secrecién de liquidos en asas ileales en rata, elonga
células CHO, y es antigénicamente similar a LT cuando se confrontd con anticuerpos por
medio de ELISA. EI DNA del A FDC1, contiene una secuencia que hibrida con ef gene
que codifica para la subunidad B de LT, y cuando fue hibridado en las mismas
condiciones para su deteccién, no se observé homologia con el gene para la subunidad A
de LT. Sin embargo, €l hecho de que la adtividad enterdtoxica pueda ser detectada en
asas intestinales ileales ligadas en rata y en elongacién en células CHO, sugiere que la
enterotoxina de S. lyphi tiene una subunidad funcionaimente similar a C7- LT A.

Estudios hechos por Prassad et al., (1992), donde clonaron el gene de plasmido
stn de S. lyphimurium en E. coli, que codificaba para enterotoxina CT-fike, mostraron que
existié6 secrecién de liquidos en el modele de asas intestinales ligadas en conejo y
posteriormente Chopra et al., (1994), demostraron que el titulo de efongacion en células
CHO, se incrementa cuando el gene sfn es mayommente expresado en medios con alta
osmolaridad.




La actividad biolégica de las enterotoxinas similares a CTy LT de S. typhimurium,
evaluadas in vitro, también producen una elongacién en células CHO, asi como un
incremento en la secrecién de liquidos en asas ligadas intestinales ileales de raton,
suginiendo una similitud en el mecanismo de patogenia entre las enterotoxinas de S. typhi
y S. typhimurium, con CT y LT subunidad A (Chopra et al.,1994; Femandez of al,, 1988;
Fukuta et al.,1988; Gianella ef al,,1973).

La enterotoxina de S. typhi parece tener un receptor diferente a Gy de las
membranas eucaribticas (Chopra ef al, 1987), mientras que la enterotoxina de S.
typhimurium puede ser neutralizada por una antitoxina de clera y su efecto biolégico en
células CHO es bloqueado por el ganglidsido Gy, (Chopra et af., 1987, Fukuta ef al.,
1888).

Se ha demostrado también que anticuerpos contra e! fragmento B de CT (CT-B) de
V. cholerae, puede neutralizar la actividad bioldgica de la toxina de S. typhimurium, asi
como la elongacién de célutas CHO que induce. Por lo antes mencionado, se resume que
existe una relacién antigénica entre las enterotoxinas de V. cholerae, E. coli, C. jejuni, S.
fyphi y S. typhimurium y que la LT de E. coli y S. typhimurium poseen determinantes
antigénicas presentes en CT-B (Chopra ef af ., 1987; Sandefur and Peterson, 1977).

Recientemente, se demostré que S. galffinarum posee una secuencia nuclueotidica
homéloga con un fragmento del gene elf A de E. coli enterotoxigénica (ETEC) en un 95%
y con el gene ctx A de V. cholerae en un 83%. Asi mismo, mediante ensayos de asas
intestinales ligadas de rata, se observé que lisados de S. gallinarum generaban un
incremento en la secrecidn de liquidos (Balcazar, 1993; Verdugo et al., 1994).

En ensayos realizados por Urquiza (1995), se demostré que S. galfinarum,
contiene proteinas con actividad enterotoxica observada mediante elongacion en células
CHO: ademads, estas proteinas tuvieron un efecto citotéxico capaz de producir lisis celular.
Asi mismo, mediante ensayos de asas intestinales ligadas de rata, se observd que lisados
de 8. gallinarum generaban un incremento en la secrecion de liquidos (Balczar, 1993;
Urquiza, 1995; Verdugo ef al, 1994). Confirmando que 8. gallinarum produce una
enterotoxina simitar a CT de V. choleraey a LT de ETEC (Urquiza,1995).
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1.6.3 Patogenicidad de Saimoneiia enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko)

Estudios realizados por algunos investigadores™™© principalmente en ratones (Mus
musculus), ratas (Rattus ratfus) conejos (Oryclolagus cunniculus), cobayos (Cavia
purceflus), cerdos (Sus scroffa scroffa) y aves (Galius gallus), observaron que S.
ententidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) produce mortalidad en la familia Muridae
¥ no en otras especies animales (Biofam,1996; Espino, et al,, 1986). La mayoria de dichos
estudios han incluido como modelo bioldgico al hombra y a algunas espedies animales de
los archipiélagos cubanos, asi como animales de regiones especificas de los paises en
donde se han realizado dichos ensayos. Los desafios han sido por medio de inoculacién por
via oral y parenteral y los resuttados obtenidos han mostrado que dicha cepa no produjo
mortalidad ni signologia clinica de salmonelosis en animales que no son de la familia
Muridae, sin embargo, estos hallazgos no permiten hacer una generalizacién de 1a virutencia
especifica de S. enferntidis var. 17 F4 (biovar. Issatschenko} hacia la familia Muridae.
{Biofam, 1988; Villafafia ef al.,1995; Urquiza®™ * ot al., 1997).

2. JUSTIFICACION

La Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) ha sido poco
estudiada y los ensayos que se han realizado a la fecha, han sido con relacion a la
patogenicidad hacia la familia Muridae y a su inocuidad en especies domésticas
clinicamente sanas. No se han realizado estudios para conocer su virulencia con dosis
mayores a las descritas para el género Salmonelfa y se desconoce si ésta es capaz de
producir mortalidad en aves jévenes, cobayos, conejos y roedores de la familia Muridae
en México. Tampoco $& conoce su patogenia, ni sus mecanismos de patogenicidad y
tampoco se ha descrito si existen proteinas con actividad enterotoxica involucradas en la
enfermedad en los ratones, con lo que se motivo a la formulacién de los siguientes
objetivos:

* Del Aguila B C.: Departamento de Microbiologla, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
de San Carlos de Guatemala, Zena 12, Guatemala, Centroamérica, Ref, DM 590695, Jun, 1985.Datos No
Pubficados.

® Hernandez Carlos Miguel, Microbilogo. Centro de Investigaciones Veterinarias, Universidad
Centroamericana, Apartado 69, Managua, Nicaragua, Tel. 746559, Julio, 1895. Datos No publicados,

¢ Ayala, R.: Universidad de El Salvador, Escuela de Biologia, Facuitad de Ciencias Naturales y Matematica,
Octubre, 1995, Et Salvador, San Satvador, Datos No Publicados.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar si Saimonefla entenitidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko), es inocua

para aves domésticas, cobayos y conejos y es patégena para ratones y ratas, en los que la
presencia de enterotoxinas inducen un procaso de invasion y colonizacidn similar a lo

descrito en otras enterobacterias.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-

Determinar mediante una prueba biologica, la virulenda de Salmonella enteritidis var,
17 F- 4 (biovariedad Issatschenko}, en ratones Albino Suizo.

Determinar mediante una prueba bioldgica, si Salmonella ententidis var, 17 F- 4
{biovariedad Issatschenko), produce mortalidad en conejos raza Nueva Zelanda.

Determinar mediante una prueba biclégica, la virulencia Salmonella enteritidis var. 17
F- 4 (biovariedad [ssatschenko), en ratas Cepa Wistar

Determinar mediante una prueba biolégica, si Salmonella enferitidis var. 17 F- 4
{biovariedad Issatschenko) produce mortalidad en cobayos raza Abisinia.

Determinar mediante una prueba biologica, la virulencia de Salmonelia enteritidis var.
17 F- 4 (biovariedad Issatschenko), en pollitos Leghom de 1 dia de edad.

Detarminar mediante una prueba bioldgica, la virulencia de Salmonella enferitidis var,
17 F- 4 (biovariedad Issatschenko), en pollos de engorda de 1y 8 dias de edad.

Deducir la patogenia de la cepa Salmonella enfentidis var. 17 F-4 (biovariedad
Issatschenko), mediante la observacién de lesiones histolégicas en higado, bazo,
ileon y yeyuno de Mus musculus.

Determinar si S. enferitidis var. 17 F- 4 (biovar. Issatschenko) produce proteinas con
actividad enterotdxica simitares a las descritas en ofras enterobacterias.

Determinar si las proteinas con actividad enterotoxica de Salmoneldla enteritidis var. 17
F-4 (biovariedad Issatschenko), inducen elongacién en céklas de ovario de Hamster
Chino (CHO).
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10.-

Determinar si existe similitud de ias proteinas del sobrenadante del cultivo {PSNC) y
periplasmaticas (PP) de Saimonella enteritidis var. 17 F- 4 (biovariedad Issatschenko)
y las toxinas CT y LT, detectadas mediante el uso de antisueros anti CT y anti LT
producidos en conejo y de antisueros anti S, gaffinarum producidos en pollo por
medio de la téenica de Immunoblot.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1, Estudios de virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F- 4 (biovar. Issatschenko)
in vivo.

Cepa de Salmonelfa enteritidis var. 17 F- 4 (biovar. !ssatschenko). La cepa de
Salmonella ententidis var. 17 F- 4 (biovar. Issatschenko) fue obtenida a partir de un
Rodenticida Biolégico Comercial (RBC)Y que contenia: Safmonella enteriticis var. 17 F- 4
{biovar. lssatschenko) 25 %, sal de hidroxicumarina 0.02% e ingrediente Inerte (arroz entero)
74.98%. Cabe mencionar que la presentacion comercial del RBC es himeda. Para el
aislamiento e identificacion de la cepa bacteriana, ¢l RBC fue macerado y sembrado en
caldo nutritivo® {CN) (1 g de RBC en 105 mlL de CN), e incubado 24 h a 37° C. Una vez
obtenido el crecimiento, se transfirieron 20 pl de este cultivo a piacas de agar con Agar
Verde Brillante (VB)®, incubdndose durante 24 horas a 37 °C para su purificacion y posterior
identificacién por medio de pruebas bioquimicas convencionales incluyendo lisina
descarboxilasa® y rhamnosa’ y su serotipificacion con antisueros comerciales®. Una vez
serotipificada la cepa por los métodos convencionales, se procedid a fagotipificarla (Ward ef
al., 1987).

La cepa fue mantenida en un medio de mantenimiento conteniendo CN® 0.8%,
extracto de levadura® 0.013%, glicerol” 0.002%, K:hPO4 0.0026%", KHPOS! 0.010
% y agar agar? 0.8%, y subcultivos frescos fueron empleados en todos los experimentos.

L.a inoculacién de la cepa se realizé como se describe posteriormente, con el uso de

subcuttivos frescos o por la administracién del producto comercial de acuerdo a las
indicaciones del fabricante.

9 Laboratorios Labiofam, La Habana, Cuba.

® Bloxén de México, S.A. de C.V., Cuautitién, Edo, de Méx.
! Sigma Chemicats. St. Louis, MO, USA.

9 pifco, Laboratories, Detioit Michigan 48232-7058 USA,

" 1.7 Baker, SA. de C.V., Eda. de Mex.
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4.1.1. Determinacion de ia virulencia de Saimonelia enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
issatschenko)} en ratones Albino Suizo mediante una prueba biolGgica.

Animales de Experimentacién. La prueba se realizé con ratones Albino Suizo
aduttos, clinicamente sanos, libres de Salmonella spp. Todos los animales fueron
observados durante 3 dias anteriores a las pruebas a realizar para su adaptacion. Se les
proporcioné alimento comercial en pastillas y agua ad libitum, alojandose en unidades de
aislamiento del Departamente de Produccion Animal: Aves (DPA:Aves), de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacionat Autonoma de México (FMVZ,
UNAM), en cajas cdmodas durante el desarrollo de las pruebas. Al armibo de los ratones se
tomaron muestras del alimento para andlisis bacterioldgico y 5 ratones fueron sacrificados
para descartar la presencia de Salmonelia spp utilizando métodos de cultivo estandar (NOM
1994, Villegas y Graham, 1980; Andrews et al., 1978).

Disefic Experimental. Se utilizaron 90 ratones hembras y machos de la raza Albino
Suizo con un peso promedio de 20-30 g, agrupandose de la siguiente manera:

Grupos | Ay | B, Constd de 20 ratones (hembras y machos respectivaments), a los
que se les administrd 2giratén del RBC como alimento dnico durante 24 horas.
Posteriormente se le proporcion alimento comercial en pastillas y agua ad libitum.

Grupos I A y Il B. A 20 ratones (hembras y machos respectivamente) se les
administré 6g/ratdén del RBC como alimento (nico por 24 horas, Posteriormente se les
administrd alimento comercial en pastillas y agua ad fibitum.

Grupos lll A y lit B. Constd de 20 ratones (hembras y machos respectivamente) a
los que se les administrd una suspensién al 20% de un inoculo de Salmonelia enteritidis var.
17 F-4 (biovar. Issatschenko) conteniendo 10° UFC/mL a razén de 60mi/grupo como agua
de bebida durante 24 horas. Posteriormente se les proporciond agua y alimento comercial
en pastiltas ad fibitum.

Grupo IV. Consté de 10 ratones sexo indistinto, a quienes se les administrd un
inoculo de 1x10° UFC/mL de Safmonella ententidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenka), por via
Intraperitoneal a razén de 0.5 mL/ratdn, proporcionandoles agua y alimento comerdial en
pastillas a libre acceso.
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Grupo V. Formado por 10 ratones sexo indistinto a los que se las inoculd 1x10°
UFC/mL de Salmonelfa enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko), por via subcutdnea, a
razén de 0.5 mL/ratén para confirmar su patogenicidad, proporcionandoles agua y alimento
comercial en pastillas a libre acceso.

Grupo VI. Formado por 10 ratones sexo indistinto quienes fungieron como grupo
testigo negativo, sin recibir ningGn tratamiento, solamente agua y alimento comercial en
pastilias ad libitum durante todo el tempo que durd ia prueba.

Los ratones fueron observados diariamente durante 21 dias que durd la prueba,
registrandose diariamente su estado dinico y moralidad en las hojas de registro.
correspondientes.

Los ratones que murieron durante la prueba se les realizé la necropsia y se puso
espedial intenrés en buscar lesiones sugestivas a salmonelosis. Se tomaron muestras de
higado, bazo y ciego para realizar andlisis bacterioldgicos (NOM 1994; Villegas y Graham,
1980; Andrews ef al., 1978) con algunas modificacicnes.

Los animales que no murieron durante el tempo de la prueba, fueron sacrificados
humanitariamente. Se realizé la necropsia y examenes bactericlogicos a partir de higado,
bazo y ciego. El higado, bazo y ciegos fueron colectados asépticamente y cultivados,
trabajando bazo e higado como una muestra combinada y el ciego por separado. Los
érganos fueron incubados por 24 horas a 37 °C en caldo tetrationato (Ctet)®. Después de la
incubaci6n, el caldo fue agitado y se procedié a realizar una siembra en placas con VB las
cuales fueron incubadas 24 horas a 37 °C y exarninadas para determinar la presencia de
colonias socspechosas. Se realizaron pruebas bioguimicas a todas las colonias aisladas. Las
colonias que resultaron positivas a Salmonella, fueron serotipificadas con los antisueros® ya
descritos (NOM 1994; Villegas y Graham, 1980; Andrews ef al., 1978).

Determinacién de la presencia de Salmonelia enteritidis var. 17 F- 4 {biovar.
Issatschenko) en heces. Cada tercer dia hasta la finalizacién de los experimentos, se tomd
una muestra de 2 gramos de heces de cada grupo experimental, las cuales fueron cultivadas

9 Difco, Laboratories, Detroit Michigan 45232-7058 USA,
“ Bloxon de Mésxico, 5.A. de C.V., Cuautitian, Edo. de Mex.
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para el aislamiento de Salmonefla spp, segin la NOM-005-ZOO-1893 con algunas
modificaciones descritas adelante, y a la vez, la mitad de cada muestra fue almacenada en
refrigeracién durante 30 dias, para posterionmente repetir e aislamiento y observar la

viabilidad de bacterias en la misma muestra (NOM 1994; Villegas y Graham, 1980; Andrews
et al., 1978).

4.1.2. Determinacién de la virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F4 (biovar.
Issatschenko) en conejos raza Nueva Zelanda mediante una prueba biol6gica.

Animales de Experimentacion. La prueba se realizé6 en 27 conejos clinicamente
sanos de la raza Nueva Zelanda Blanco, con un peso de 1.5 - 2.5 Kg de peso y sexo
indistinto. Todos los animales tuvieron un periodo de adaptacién de 3 dias antes de las
pruebas a realizar, Se les proporciont alimento comercial en pastillas y agua ad libitum,
alojandolos en Unidades de aislamiento del DPA: Aves, de la FMVZ-UNAM, en jaulas que
aseguraran la comodidad de los conejos durante el desarrollo de las pruebas. Al ammibo de los
conejos, se tomaron muestras para andlisis bacteriolégico del alimento y 2 conejos fueron
eutanaciados para descartar la presencia de Saimenedfa spp utilizando métodos de cultivo ya
mencionados (NOM 1994; Villegas y Graham, 1980; Andrews ef al., 1978).

Disefio Experimental. Los conejos fueron agrupados de |a siguiente manera;

Grupo |. Formado por 5 conejos, a quienes se les administrd 100g/conejo del RBC
durante 48 horas dividido en 2 (50g/24 horas), posteriormente se les administrd agua y
alimento comercial en pastillas ad libitum.

Grupo ll. Constituido por 5 conejos a quienes se les proporciond 100g/conejo del
RBC durante 24 horas mezcdado con el concentrado comercial en pastillas, posteriormente
se les proporciond alimento comercial en pastillas y agua ad libitumn.

Grupo lll. Constd de 5 conejos quienes recibieron por via oral en el agua de bebida,
5ml/conejo de un cultivo de Salmonedla entertidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko), a una
concentracién de 1x10° UFC/mL.
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Grupo V. Tres conejos (sin tratamiento) fueron marcados con tinta indeleble en las
orejas y se colocd un conejo marcado de este grupo en cada jaula (de los grupos i, Il y lil)
para que estuvieran en cohabitacion con los congjos de los demas grupos.

Grupo V. Grupo testigo negativo, constituido por 7 conejos, a quienes solamente se
les proporciond agua y alimento comercial en pastillas ad fibitum.

Los animales se observaron durante 30 dias anotando diariamente en el registro
correspondiente, si habia signologia sugestiva a Salmonelosis.

Los animales que no murieron durante el tiempo de la prueba, fueron sacificados
humanitariamente, se les realizé la necropsia y examenes bactenolégicos tomando como
base las técnicas descritas (NOM 1994; Villegas y Graham, 1980, Andrews ef al., 1978), con
las siguientes modificaciones; el higado, bazo y contenido cecal fueron colectados
asépticamente y cultivados, trabajando bazo e higado como una muestra combinada. Los
Srganos fueron incubados por 24 horas a 37 °C en Ctet®. Después de la incubacién, el caldo
fue agitado y se procedid & realizar una siembra en placas de VB®, las cuales fueron
incubadas 24 horas a 37°C para posteriormente determinar la presencia de colonias
sospechosas a Safmonelia spp. Se realizaron pruebas bioquimicas a todas las colenias
sugestivas a Salmonefla spp. aisladas sequn NOM-005-ZO0-1993, y bioquimicas
complementarias: LD®, omitina descarboxilasa (QDY°, ONPG', rhamnosa', y salicing’, para su
identificacién (NOM 1994; Villegas y Graham, 1980; Andrews et al., 1978},

Determinacién de la presencia de Salmonella enteritidis var. 17 F- 4 (biovar.
Issatschenko) en heces. Cada tercer dia hasta la finalizacién de los experimentos, se tomo
una muestra de 2 gramos de heces de cada grupo experimental, las cuales fueron cultivadas
para el aistamiento de Sa/monella spp. segin la NOM-005-Z00-1993 y a la vez, la mitad de
cada muestra fue almacenada en refrigeracion durante 30 dias, para posteriormente repetir
el aislamiento y observar la viabilidad de la misma (NOM 1994; Villegas y Graham, 1980;
Andrews ef al., 1978).

9 Difoo, Laboratories, Detroit Michigan 48232-7058 USA.
© Bioxdn de Méxica, S.A. de C.V., Cuautilian, Edo. de Méx.
! Sigma Chemicals. St. Louts, MO. USA.
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4.1.3. Determinacién de la virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
issatschentko) en ratas cepa Wistar mediante una prueba biolégica.,

Animales de Experimentacioén. La prueba se realizé en ratas adultas, dinicamente
sanas de la cepa Wistar, libres de Salmoneffa. Todos los animales fueron observados
durante 3 dias antes de las pruebas a realizar. Se les proporciont alimento comercial en
pastillas y agua ad libitum y se alojaron en unidades de aislamiento del DPA: Aves, de la
FMVZ UNAM, en cajas que aseguraran la comodidad de los animales durante el desarmollo
del experimento. Al amibo de las ratas se tomaron muestras para andlisis bacterioldgico del
alimento y 2 ratas fueron sacrificadas humanitariamente para descartar la presencia de
Salmonefia spp utilizande métodos de cultivo estandar (NOM 1994, Villegas y Graham, 1980,
Andrews ef al., 1978; Williams et al., 1980).

Disefio Experimental. En el presente ensayo se utilizaron 40 ratas de [a cepa
Wistar, con un peso promedio 250 - 400g de sexo indistinto, agrupandose de la siguiente
manera.

Grupo I. Consté de 10 ratas a quienes se les proporcioné 15g/rata del RBC como
glimento dnico durante 24 horas. Posteriormente se les proporciond agua y alimento
comercial en pastillas ad libitum.

Grupo ll. Consistic de 10 ratas, proporciondndoles 40g/rata del RBC como alimento
dnico durante 48 horas, dividido en 20g/rata las primeras 24 horas y 20g/rata las otras 24
horas. Posteriormente se les proporcioné agua y alimento comerciat en pastillas ad fibitum.

Grupo [ll. A 10 ratas se les administrd una suspension al 20% de un inoculo de
Salmoneita enteritidis var. 17 F-4(biovar. lssatschenko), conteniendo 10° UFC/mL, a razén de
60 mL/grupo como agua de bebida durante 24 horas con alimento comercial en pastillas ad
libitum, posteriormente se les proporcioné agua y alimento comercial en pastillas ad fibitumn.

Grupo IV. Consistié de 8 ratas, las cuales no recibieron ningdn tratamiento, fungio
como testigo negativo, solamente se les administré agua y alimento comercial a libre acceso
durante el iempo de la prueba.
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Las ratas fueron observadas diariamente durante 21 dias que dund ia prueba,
anoténdose diariamente su estado clinico y mortalidad en el registro correspondiente.

Las ratas que murieron durante la prueba se les realizd (a necopsia, poniendo
especial atencién en buscar lesiones sugestivas a salmonetosis. Se tomaron muestras de
higado, bazo y ciego para realizar andlisis bacteriotogicos (NOM 1994; Villegas y Graham,
1980; Andrews of al., 1978; Williams et al., 1980).

Los animales que no murieron durante el tiempo de la prueba fueron sacrificados
humanitariamente, realizidndoles la necropsia y exdmenes bacteriolégicos tomando como
base ias técnicas descritas (NOM 1994, Villegas y Graham, 1980; Andrews et al., 1978), con
las siguientes modificaciones: el higado, bazo y ciegos fueron colectados asépticamente y
cultivados, trabajando bazo e higado como una muestra combinada y el resto de los 6rganos
por separado. Los drganos fueron incubados por 24 horas a 37°C en Ctet!. Después de la
incubacion, el caldo fue agitado y se procedié a realizar una siembra en placas de VB®, las
cuales fueron incubadas 24 horas a 37°C y examinadas para determinar la presencia de
colonias sospechosas. Las colonias fueron ilentificadas de la misma forma que el
experimento anterior. Las colonias que resultaron positivas a Safmonefa, fueron
serotipificadas con los antisueros® ya descritos (NOM 1994; Andrews et a/,, 1978).

Determinacion de la presencia de Saimonella enteritidis var. 17 F- 4 {biovar.
Issatschenko) en heces, Cada tercer dia hasta la finalizacién de los experimentos, se tomd
una muestra de 2 gramos de heces de cada grupo experimental, las cuales fueron cultivadas
para el gislamiento de Safmonefia spp. segun la NOM-005-Z00-1993 y a la vez, fa mitad de
cada muestra fue aimacenada en refrigeracion durante 30 dias, para posteriormente repetir
el aislamiento y observar la viabilidad de la misma (NOM 1994; Villegas y Graham, 1980;
Andrews ef al., 1978; Williams ef al., 1980 ).

9 Difoo, Laboratoriea, Detroit Michigan 46232-7058 USA.
© Bioxon de México, S.A. de C.V., Cuautitidn, Edo. de Méx.
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4.1.4. Determinacién de la virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F- 4 (biovar.
Issatschenko) en cobayos raza Abisinia, mediante una prueba biolégica.

Animales de Experimentacién. La prueba se realizé en cobayos clinicamente
sanos de la raza Abisinia, con un peso promedio de 300400 g. Todos ks animales tuvieron
un periodo de adaptacion de 3 dias antes de las pruebas a realizar. Se les proporciond
alimento comercial en pastilias y agua ad /ibitum alojandose en unidades de aislamiento del
DPA: Aves, de la FMVZ UNAM en cajas que aseguraran la comodidad de los animales
durante el desamrollo de las pruebas. Al aribo de los cobayos se tomaron muestras para
andlisis bacteriolégico del alimento y 2 cobayos fueron sacrificados humanitariamente para
descartar la presencia de Salmonelfa spp. utilizando métodos de cultivo estandar (NOM
1694, Villegas y Graham, 1980; Andrews ef al, 1978).

Disefio Experimental. Los cobayos fueron agrupados de la siguiente manera:

Grupo |. Constituido por 5 cobayos a quienes se les administré 6g/cobayo del
preparado RBC mezclado en el alimentc comercial en pastilas durante 24 horas,
posteriomnente recibieron agua y alimento comercial en pastillas ad fibitum.

Grupo Il. Formado por § cobayos a quienes se les proporciond 20g/cobayo del
preparado RBC mezclado en el alimento comercial en pastilias durante 24 horas,
posteriormente recibieron agua y alimento comercial en pastillas ad libitum.

Grupo 1ll. Constd de 5 cobayos quienes recibieron una suspensién al 20% de un
inoculo de Salmonella entertidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenke), conteniendo una
concentracién de 1x10° UFC/mL a razon de 60 mL/grupo como agua de bebida durante 24
horas, posteriormente se les proporciond agua y alimento comercial en pastillas ad libitum.

Grupo V. Constd de 3 cobayos, quienes no recibieron ningun tratamiento, fungio
como testigo negativo recibiendo agua y alimento comercial en pastillas ad libitumn.

Los animales se observaron durante 30 dias, anctando diariamente en e! registro
correspondiente, la existencia de signologia clinica de salmonelosis.

Los cobayos que murieron durarte la prueba se les realizé la necropsia en busca de
jlesiones sugestivas de salmonelosis. Se tomaron muestras de higado, bazo y contenido
cecal para realizar andlisis bacteriolégicos siguiendo parte de los lineamientos que sefala la
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Norma Oficial Mexicana para el control y eradicacién de Salmonelosis Aviar NOM -005-
Z00- 1993 (NOM 1994; Villegas y Graham, 1980; Andrews et al., 1976).

Los animales que no murieron durante el iempo de la prueba fueron sacrificados, se
les realizé la necropsia y andlisis bacterioldgicos tomando como base las técnicas descritas
por (NOM 1994, Villegas y Graham, 1980; Andrews et alf, 1978), con las siguientes
meodificaciones: el higado, bazo y contenido cecal fueron colectados asépticamente y
cultivados, trabajando bazo e higado como una muestra combinada. Los érganos fueron
incubados por 24 horas a 37°C en Ctet®. Después de la incubacian, el caldo fue agitado y se
procedié a realizar una siembra en placas de VB®, las cuales fueron incubadas 24 horas a
37°C y examinadas para determinar la presencia de colonias sospechosas a Salmonefla spp.
Se realizaron las pruebas bioquimicas ya mencionadas a todas las colonias aisladas para su
identificacion (NOM 1994; Villegas y Graham, 1980; Andrews ef al., 1978).

Determinacion de la presencia de Salmonefla enteritidis var. 17 F- 4 (biovar.
Issatschenko) en heces. Cada tercer dia hasta la finalizacion de los experimentos, se tomé
una muestra de 2 gramos de heces de cada grupo experimental, las cuales fueron cufivadas
para el aislamiento de Safmonelia spp. segun la NOM-005-Z00-1893 y a la vez, la mitad de
cada muestra fue almacenada en refrigeracidén durante 30 dias, para posteriormente repetir
el aislamiento y observar la viabilidad de la misma (NOM 1934; Villegas y Graham, 1980;
Andrews et al, 1978).

? Difco, Laboratories, Detroit Michigan 48232-7058 USA.
® Bioxén de México, 5.A. de C.V., Cuautittdn, Edo, de Méx.
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4.1.5. Determinacién de la virulencia de Salmonelia enteritidis var. 17 F-4 (biovar.

Issatschenko) en pollitos Leghorn de un dia de edad mediante una prueba
biolégica.

Animales de Experimentacion. Para el estudio se requirieron 195 pollitos Leghom
de un dia de edad que fueron alojados en baterias eléctricas, ubicadas en las unidades de
aislamiento del DPA: Aves de la FMVZ, UNAM. Al arribo de los polliitos se tomaron muestras
para andlisis bacteriologico de la paja de transporte, alimento y 20 poliitos fueron sangrados
y sacrificados humanitariamente, para descartar la presencia de Salmoneffa spp. utilizando
métodos de cultivo estandar. Los pollitos fueron alimentados con una racién balanceada
comercial y agua ad fibitum (NOM 1994; Villegas y Graham, 1880; Andrews ef al., 1978).

Disefio Experimental. Las aves fueron aleatoriamente asignadas en 5 grupos de
32 aves cada uno constituidos de la siguiente manera:

Grupo [. Se les administrd una dosis de 025 mL, via oral conteniendo una
concentracién de 10° UFC/ml/ave de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) al dia de edad, administréndoles agua y alimento comercial ad libitun durante
el tiempo del estudio.

Grupo Il. Se les administrd alimento comercial mezclado con el cultivo de
Salmonelfa (el mismo del grupo 1), el primer dia dnicamente, durante el resto del estudio
recibieron agua y alimento comercial ad /ibitum.,

Grupo lll. Se les administrd alimento comercial mezclado a partes iguales con el

RBC macerado el primer dia Gnicamente, durante el resto del estudio recibieron agua y
alimento comercial ad libitum.

Grupo V. Se les administrd alimento comercial mezclado a partes iguales con el
RBC macerado durante dos dias Unicamente. Durante el resto del estudio recibieron agua y
alimento comercial ad fibiturr,

Grupo V. Los animales de este grupo fungieron como grupo testigo negativo,
properciondndoles agua y alimento comercial ad fibifurn.

Todos los animales se observaron durante 30 dias anctando diaramente la
presencia de signologia a Salmonella spp en sl registro comespondiente.
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Los pollos que murieron durante la prueba se les realizé la necropsia en busca de
lesiones sugestivas a salmonelosis. Se tomaron muestras de higado y bazo para realizar
andlisis bacteriologicos.

Los animales que no murieron durante el tempo de la prueba fueron sacrificados at
témmino de la observacion de |z prueba, realizandoles la necropsia y andlisis bacteriolégicos
{(NOM 1934; Villegas y Graham, 1980; Andrews et al., 1978; Williams ef al,, 1980),

Exémenes serolégicos. Cinco pollos de cada grupo fueron sangrados a los dias
8, 15 21 y 30. lLos sueros fueron evaluados serolégica e individualmente mediante las
pruebas de aglutinacién en placa (Ap) con los antigenos K poiiwa!entei y la prueba de
microaglutinacién (MA} de produccion focal.

Determinacién de la presencia de Salmonella enteritidis var. 17 F- 4 (biovar.
Issatschenko) en heces. La evaluacién bacterioldgica de las heces de las aves fue
realizada diariamente, durante 27 dias para determinar posible eliminacién bacteriana en las
hecas (NOM 1994; Villegas y Graham, 1980; Andrews ef al., 1978; Williams ef a/,, 1980).

4.1.6. Determinacién de la virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) en pollos de engorda de 1 y 8 dias de edad mediante una prueba
biolégica.

Animales de Experimentaciéon. Para el estudio se requirieron 116 pollos de
engorda de la estirpe Arbor Acres de un dia de edad que fueron alojados en baterias
eléctricas, ubicadas en las unidades de aislamiento del DPA: Aves de la FMVZ, UNAM. Al
armibo de los politos se tomaron muestras para andlisis bacteriolégico de la paja de
transporte, alimento y 20 pollitos fueron sangrades y sacrificados humanitariamente para
descartar la presencia de Safmonella spp (NOM 1994). Los pollos fuercn alimentados con
una racién balanceada comercial y agua ad libitum.

* Salvay Animal Health.
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Disefio Experimental. Las aves fueron aleatoriamente asignadas en 3 grupos de
32 aves cada uno constituidos de la siguiente manera:

Grupo 1. Se les administré una dosis de 16* UFC/mL ave de Salmonella enteritidis
var. 17 F4 (biovar. Issatschenko) mezclada en el alimento que se administrd al dia de edad
durante 24 horas come dosis Unica. Posteriommente las aves recibieron agua y alimento
comercial ad /ibitum durante el tiempo del estudio.

Grupo . Las aves durante los primeros 7 dias de edad recibieron agua y alimento
comercial ad libitum. A los 8 dias de edad, se les administré una dosis de 10° UFC/ave de
Salmonella enferifidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) mezclada en el alimento que se
administd durante 24 horas. Posteriormente las aves recibieron agua y alimento comercial
ad fibitumn.

Grupo lll. Los animales de este grupo fungieron como grupo testigo negativo, sin
tratamiento.

lLlas aves se observaron durante 16 dias anotando diaramente la presencia de
signologia a Salmonelosis en el registro correspondiente y las que murieron durante la
prueba, se les realizd la necropsia en busca de lesiones sugestivas a salmonelosis
tomandose muestras para andlisis bacteriologico de la misma forma descrita en el primer
ensayo.

Los animales que no murieron durante el tiempo de a prueba fueron sacrificados
humanitariamente y se les realizd la necropsia y se tomaron muestras para el aislamiento de
Salmonefla spp (NOM 1894; Villegas y Graham, 1980; Andrews ef al,, 1978, Williams et al,
1980).

Anétisis serolégicos. Cinco pollos de cada grupo fueron sangrados a los dias 8y
16. Los sueros fueron evaluados serologica e individualmente mediante Ap con el antigeno
K poﬁvalentei, asicomo la prueba de MA con el antigeno de Salmonelfa pullorum.

Determinacién de la presencia de Salmonelfa enteritidis var. 17 F- 4 (biovar.
Issatschenko) en heces. La evaluacion bacteriologica de las heces de las aves fue
realizada diariamente durante 16, dias para determinar la posible eliminacién de Salmonella
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spp en las heces tomandose un gramo de hecas directamente de la charola de cada bateria
en cada grupo (NOM 1994; Villegas y Graham, 1980; Andrews ef al, 1978; Williams ef af,
1980).

4.1.7. Determinacién de la patogenia de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) mediante la observacién de lesiones histoldgicas a partir de muestras
de yeyuno e {leon de Mus musculus.

Animales de Experimentacién. La prueba se realizé en 41 ratones clinicamente
sanos de la raza Albino Suizo. Todos los animales tuvieron un periodo de adaptacién de 3
dias antes de las pruebas a realizar. A todos los animales se les proporciond agua y alimento
ad libitum alojandose en las unidades de aistamiento del DPA: Aves, de la FMVZ, UNAM, en
cajas especiales para su comodidad durante el desarollo de la prueba. Al arribo de los
ratones, se tomaron muestras para andlisis bacterioldgico del alimento y 5 ratones fueron
sacrificados para descartar la presencia de Salmonefla spp utilizando métodos de cultivo
estandar (NOM 1994, Villegas y Graham, 1980; Andrews ef &/, 1978),

Cepa Bacteriana: Se emple$ una cepa de Salmonefia enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) la cual fue sembrada en caldo infusién cerebro corazén® (CICC) y se incubd
durante 24 horas a 37° C. La cepa fue centrifugada’ a 12 000 RPM durante 30 minutos a
4 °C. El sobrenadante fue desechado y se depositdé en su lugar solucion salina fisiolégica
(SSF) para resuspender y lavar la pastilia de bacterias y nuevamente centrifugar. El
mismo procedimiento fue repetido una vez mas. Después del Gltimo lavado, la bacteria fue
ajustada con SSF a una concentracién final de 1X10° UFC/mL para su posterior inoculacién
por via oral (Roy ef al., 1985).

Disefio Experimental. En el presente astudio se utilizarcn 36 ratones de la raza
Albino Suizo con un peso promedio de 20-30 g., de sexo indistinto y se lotificaron de la
siguiente manera:

' Sotvay Animal Health.
° Difeo, Laboratories, Detroit Michigan 482327058 USA.
! Sorvall, RC-5B, DuPont Company, Wilmington, DE, USA.
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4.2. Estudios /n vitro para la determinacién de factores de virulencia de
Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko).

4.2.1. Determinacién de la existencia de proteinas con actividad enterotdxica tipo
CT de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko} mediante ensayc
celular con células de ovario de hamster chino (CHO).

Extraccién de las proteinas: Las cepas que se utilizaron para este estudio fueron:
1) E. coli enterotoxigénica (ETEC) de referencia Num. 5-I, obtenida del INNSZ; 2) E. coli
no enterotoxigénica de referencia HS, del Centro para el Desamollo de Vacunas en
Maryland, donada del INNSZ {Urquiza,1995); 3) Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) (Biofam, 1996), 4) Toxina CT comercial ™,

Se realiz6 un cultivo primario con 80 colonias de las cepas de ETEC y E. coli HS
por separado, en matraces Eden-Meyer de 250 mL, conteniendo 50 mL de medio liquido
de Casamino4cidos® (CAA), suplementandose con 0.15 % de extracto de levadura®,
0.25 % de NaCP, 0.87% de K:HPO.", 0.005% de MgSO,", 0.005% de MnCl,", 0.005 % de
FeCI", 0.8% de NaOH 3M" y 0.2% de CAA® incubandose en agitacién a 200 pm®
durante 24 horas a 37° C (Urquiza, 1995, Verdugo ef al., 1994; Evans ef al., 1973).

Diez mL de cada cultivo primario fueron sembrados en matraces Eren-Meyer de

500 mL conteniendo 200 mL de CAA? y se incubaron en agitacién” a 200 rpm durante 24

horas a 37° C, tomando alicuotas de 20 mL a las 0, 12 y 24 horas. El crecimiento fue

medido por especirofotometria® a una densidad optica (D.O.) de 660 nm, y se
almacenaron en refrigeracién para la posterior extraccién de enterotoxinas.

Para la extraccion de proteinas del sobrenadante del cultive (PSNC) y de

proteinas periplasmaticas (PP) de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko)
se empled CICC® en lugar de CAA®, ademas, se obtuvieron alicuotas de 20 mL cada 120

™ List Biological Laboratories, Inc. Gampbell CA. USA.

% Difco, Laboratories, Detroit Michigan 45232-7058 USA.

© Biox6n de México, S.A. de C.V., Cuautitién, Edo. de Méx.
" 1T, Baker S.A. de C.V., Edo. de Méx. México,

" New Brunswick Scientific Co. Inc., USA, Mod, G-24,
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minutos para medir D.O. a 660 nm, por medio de espectrofotometria (Sadrudin, 1581;
Chopra et al., 1994).

Cada alicuota de cada cepa fue oeratn’fugadaj a 12,000 RPM durante 30 minutos a
4°C. El sobrenadante se mantuvo en refrigeracién para posteriormente ser filtrado a
través de membranas de 0.22 pm®. El precipitado de células obtenido, fue lavado 2 veces
con una solucidon de PBS con pH 7.4 y centrifugade’ en cada ocasion a 12,000 rpm a 4°C.
En el Ultimo lavado, la pastilla de bacterias fue resuspendida con PBS tratdndose con
0.0019/10 mL de sufato de polimixina B', y fue incubada en agitacion" (200 rpm}
durante 30 minutos a 37 °C. El sobrenadante obtenido fue filtrado como lo anteriormente
descrito {Urquiza, 1995; Evans et al., 1974; Prassad et al,, 1992).

Las proteinas PSNC y PP obtenidas de las células fratadas con polimixina, fueron
precipitadas posteriormente con sulfato de amonio ((NH4)2SO‘)r al 70% y se dializaron
contra una solucién de trizma® base al 0.05 M, NaCI" 0.2 M, Na, EDTA' 0.001 M, NaN,
0.003 M, pH 7.5 (Figura 1).

Cuantificacién de Proteinas.- La cuantficacion de las PSNC y las PP de
Salmonella enteritidis biovariedad Issatschenko se realizé6 mediante el micrométodo de
Bradford (1976). La lectura se realizé por espectrofotometria®a 595 nm en absorbancia.

Las proteinas precipitadas se analizaron mediante geles de poliacrilamida-SDS al
15 %, depositdndose en cada carril, aproximadamente 1ug de ¢ada muestra, tanto de los
controles positivos y negatives, v de Salmonella enferitidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) (Angeles, 1988; Laemmili 1970).

En la preparacién de los geles de poliacrilamida-SDS al 15 %, se utilizd6 una
solucidn madre de bisacrilamida' 30:0.8%, persulfato de amonio al 10%', duadecil sulfato’
(SDS) al 10 %, TEMEDY y agua desionizada (Angeles, 1986; Laemmli 1970).

° Beckman, USA, Mod. DU.

! Sorval, RC-SB, DuPant Company, Wilmington, DE, USA..
P Millipore HVLPO2500.

! Sigma Chemicals. St. Loufs, MO. USA.

! Sigma Chemicats. S1. touts, MO. USA.

" ).T. Baker SA. de C.V., Edo. de Méx. México.

9 Bio Rad Laboratories, Richmond, CA, USA.
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Las muestras fueron tratadas con una solucién amortiguadora de disociacién, que
consistié en tris HCI al 0.626M, pH 6.8, glicerol’ al 20%, mercaptoetanol 14M', SOS' 10%,
y azul de bromofenol’ al 0.1%, en relacidn 1:1, calentandose a 100°C durante 5 minutos.
El voltaje administrado fue de 100 volts durante 3 horas (Angeles, 1986; Laemmli 1970).

4.2.2. Determinacién de la actividad enterotéxica en células de ovario de Hamster
Chino (CHO) mediante el empleo de proteinas del sobrenadante del cultivo y
proteinas periplasméticas de Salmonelia enteritidis var. 17 F-4 {biovar. Issatschenko).

La actividad biolégica de las PSNC y de las PP Salmonefla enteritidis var. 17 F-4
{biovar. |ssatschenko) fue realizada en ensayos con células CHO (Guerrant ef al., 1974;
Urquiza, 1995; Rahman ef a/., 1994; Rahman et al. , 1982).

Para observar si existia actividad biolégica en células CHO, un cultivo confluente
de 48 horas de éstas, fue tratado con tripsina® al 0.25% para desprender las células,
posteriomente se resuspendieron en medio F-12° con suero fetal bovino' al 2%,
depositdndose 200pL de esta suspension en cada pozo de una placa de cultivo celular de
96 pozos. La concentracidn fue 1,000 células/pozo. La placa fue incubada durante 20
minutos para permitir 1a adherencia de las células al fondo de la placa. Las PSNC y las
PP de Saimonefla enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) fueron diluidas en el medio
F-12* desde la dilucién 1:2 a 1: 128, al igual que las PSNC y las PP de ETEC y las de HS.
El volumen final depositado de las PSNC y de las PP de cada cepa fue de 30 pL en cada
pozo. El control positivo conocido fue CT™ comercial y el conirol negativo fue el medio
F-12*, la solucién de dializado y las PSNC y PP de E. coli HS { Guemant ef al, 1974;
Urquiza, 1995; Angeles,1986; Rahman ef a/.,1992).

Las placas fueron incubadas durante 96 horas, realizandose lecturas cada 24
horas para la observacion de elongacién, considerdndose como positivos aquellos pozos
en donde se observé el 50% de elongacion.

" sigma immunochem. St. Louis. MO.

Gibco BRL, Lite Technologies, Inc. Grand Island, NY. USA.
! Microlsb, México,

™ | ist Biological Laboratories, Inc. Campbeli CA. USA.
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4.2.3. Purificacién y caracterizacién parcial de proteinas del sobrenadante del
cultivo {PSNC) y de proteinas periplasmaticas (PP) de Salmonella enteritidis var.
17 F-4 (biovar. Issatschenko) mediante geles SDS PAGE e Immunoblot.

Material biolégico: 1) una cepa de Salmonella enterifidis hiovariedad
Issatschenko obtenida a partir del RBC“. 2) CT de V. cholerae comercial™, 3) anti CT, anti
LT de ETEC, anti PSNC y anti PP de Salmoneila ententidis biovariedad |ssatschenko
producidos en conejo, 4) anti S. gaffinarum obtenida de un brote de campo, 5) Anticuerpos
anticonejo marcados con Avidina - Bictina’, 6) Anticuerpos anticonejo marcados con

Peroxidasa® y 7) anticuerpos anti pollo marcados con Avidina Biotina".

Extraccién de las proteinas: La cepa de Salmonella ententidis biovariedad
{ssatschenke, fue tomada a partir de un cultivo puro. Cien colonias se sembraron en 100
mL de CICC®y se incub6 durante 24 horas a 37° C. Posteriomente, 50 mL del cultivo se
sembraron en 500 mL de CICC® en un matraz Eren-Meyer de 1000 mL de capacidad y se
incubd a 37°C durante 18 horas a 200 mpm. Transcurrido ese tiempo, el cultivo fue
centifugado’ a 12 000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. E| sobrenadante (PSNC) se
mantuvo en refrigeracion para posteriormente realizar la concentracion con sutfato de
amonio ((NH‘.)ZSO.)h al 70%. El precipitado de células obtenido, fue lavado 2 veces PBS
con pH 7.4 y centrifugado’ en cada ocasion a 12,000 RPM a 4°C. En el Ultimo lavado, la
pastilla fue resuspendida con PBS tratandose con 0.0019/10 mi de sulfato de polimixina
ny fue incubada en agitacion durante 30 minutos a 37 °C, transcurrido ese tiempo, este
lavado fue centrifugado nuevamente, obteniéndose las PP que fueron guardadas en
refrigeracion para su posterior proceso (Urquiza, 1995; Evans ef al., 1974; Spicer y Noble
1982},

d L aboratorios Labiofam, La Habana, Cuba.

™ | ist Biotogical Laboratories, Inc. Campbell CA. USA.

" Sigma Immunochem, St. Louis, MO.

Y Dako A/S Produktions Vej 42, Dk-2600. Glestup-Denmark.

¥ zymed Laboratories, Inc. S6. San Francisco, CA 94080, USA.
© Bioxsn de México, 5.A. de C V., Cuautittdn, Edo. De Méx.

) sorvall, RC-5B, DuPont Company, Witmington, OE, USA,

" J.T. Baker SA. de C.V, Edo. de Méx. Méxice.
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Las PSNC y las PP, fueron precipitadas con sulfato de amonio al 70% mediante
agitacién magnética a baja velocidad y en refrigeracion a 8°C durante 24 horas. Las
soluciones obtenidas con el suifato de amonio fueron centrifugadas a 12 000 rpm a 4 °C
durante 30 min. Las proteinas obtenidas se depositaron en membranas de didlisis" contra
una solucién de trizma' base al 0.05 M, NaCI"al 0.2 M, Na, EDTA' al 0.001 M, NaN; al
0.003 M, con pH 7.5 durante 48 horas a 4°C, realizando dos cambios de la solucién en
ese periodo.

Cuantificacién de Proteinas.- La cuantificacién de las PSNC y las PP de
Salmonella enteritidis biovaredad Issatschenko se realizé mediante el micrométodo de
Bradford (1976). La lectura se realizé por espectrofotometria® a 595 nm en absorbancia.

Produccion de anticuerpos policlonales - Se utilizaron 4 conejos hembras raza
Nueva Zelanda blancos de 1.5 Kg de peso para la inmunizacion. El antigeno para la
inmunizacion de los conejos se prepard con una concentracidon de 5 pg/ mL de PSNC y
5 pg de PP de la cepa en estudio, 5 pg/ mL de C7 comercial y 5 yg/ mL de LT ya
producida en otros estudios. Como vehiculo de las proteinas se empled agua destilada y
el adyuvante completo de Freund®’. Cada antigeno por separado fue mezclado a alta
velocidad mediante un vortex para producir una emulsién. El calendario de inmunizacion
se muestra en el Cuadro 1.

Para la segunda inmunizacién se empleé el adyuvante incompleto de Freund®. La
3* y la 4* inmunizacién solamente se utilizé agua destilada como vehiculo. Antes de la 1*
inmunizacién se tomarcn sueros basales y en el dia 54 de inmunizacién se tomaron
muestras de sueros para la realizacién de la titulacién de los mismos mediante el
Inmunocensayo asociado a enzimas (ELISA).

Los conejos fueron sacrificados a los 55 dias posteriores a la inmunizacién
mediante la inhalacién con ether y sangrades a blanco para obtener el suero
hiperinmune.

Geles SDS - PAGE al 15%. - Las proteinas precipitadas se analizaron mediante
geles de poliacrilamida-SDS al 15 %, depositandose en cada carril, aproximadamente 3.5

* SpectrafPor 12000-14000, Spectrum Medical Industries, Inc. 1100,
® Beckman, USA, Mod. DU
* Gibco BRL, Life Technologies, Inc. Grand fsland, NY. USA.
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ug de cada muestra de proteinas (PSNC y PP de Salmonella enteritidis biovariedad
Issatschenko}, asi como de Toxina CT comercial®. También se emplearon para este
estudio las PSNC y las PP de Salmonefia enferitidis biovariedad Issatschenko con un afio
de antigiiedad y PP de 8. gallinarum FVA-1 (Urquiza, 1995; Angeles, 1986; Calva ot al.,
1988).

En la preparacion de los geles de poliacrilamida-SDS al 15 %, se utilizé una
solucién madre de bisacrilamida® 30:0.8%, persulfato de amonio al 10%?, duodecil sulfato

(SDS) al 10 %', TEMED® y agua desionizada (Urquiza, 1995; Laemmli, 1970 Calva et al.,
1989).

Las muestras fueron fratadas con una solucién amortiguadora de disociacién, que
consistié en tris HCI al 0.626M, pH 6.8, glicerol® al 20%, mercaptoetanol 14M', SDS' 10%,
y azul de bromofencl’ al 0.1%, en relacién 1:1, calentandose a 100°C durante 5 minutos.
El voltaje administrado fue de 100 voltios durante 3 horas (Angeles, 1986; Laemmili,
1970). Parte de los geles fueron tefiido con Coomassie y Plata® por separado (Calva et
al., 1989).

Ensayos Inmunoenzimiticos

Inmunoensayo asociado a enzimas (ELISA).- EL ELISA se empled para la
titutacion de los anticuerpos policlonales de las PSNC y las PP de Salmonella enteritidis
biovariedad Issatschenko. Los pozos de las placas de ELISA se sensibilizaron con 100 ulL
de dichas proteinas a una concentracion de 5 y 10 pg/ mL durante 24 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, se depositaron los anticuerpos producidos en
conejo de las PSNC y las PP Salmonella enteriticdis biovanedad Issatschenko diluidos 1:25
realizando diluciones quintuples. Se empleé un anticuerpo conjugado con Peroxidasa® y
alfa Naftol' para la lectura, la cual fue realizada mediante espectrofotometria® a 492 nm en
absorbancia (Calva et al., Diaz- Barroso, 1997).

™ List Blological Laboratories, inc. Campbell CA. USA.

9 Bio Rad Laboratories, Richmond, CA. USA.
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Inmunotransferencia (Immunoblof). - Una vez corridas las muestras en los geles
SDS-PAGE al 15%, las proteinas se transfirieron a membrana de nitrocelulosa’, con una
corriente de 100 voltios durante una hora a 4°C. Posteriormente se procedié a la
sensibilizacién de las membranas con los anticuerpos diluidos en una solucién salina
amortiguada de Tris' (TBS) — Tween 20 por separado; anti CT 1:500, anti LT 1:100, anti
PSNC y anti PP de la cepa en estudio 1:500 y un suero hiperinmune de S. gaflinarum
obtenido a partir de aves infectadas de un brote de campo de Tifoidea Aviar 1: 100. Los
anticuerpos se dejaron actuar durante 18 horas a temperatura ambiente en agitacién lenta
(50 rpm).

Se realizaron dos métodos de inmunotransferencia. En el primero, solamente se
empled un anticuerpo anticonejo conjugado con Peroxidasa®y en el segundo se empled
anticuerpo anticonejo conjugado con Avidina- Biotina" y luego el anticuerpo marcado con
Peroxidasa”. Para la inmunotransferencia del suero hiperinmune de Sg, se eutilizd un
anticuerpo anti pollo conjugado con Avidina — Biotina® y luego el marcado con Peroxidasa

{Figuras 2 y 3).

rSigmﬂ Immunochem. St. Louis. MO.
* 2ymed Laboratories, Inc. So. San Francisco, CA 84080, USA.
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5. RESULTADOS

5.1. Estudios de virulencia de Salmonefla enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) in vivo

5.1.1. Determinacién de !a virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) en ratones Albino Suizo mediante una prueba bioldgica.

ta concentracion de Salmonella entenfidis var. 17 F-4 (biovar. |ssatschenko)
encontrada en &l RBC fue de 4x10° UFC/gramo de muestra. Los resultados de las pruebas
de serotipificacion y fagotipificacion confirmaron que se tratd de Salmonelia enteritidis var.
17 F4 (biovar. Issatschenko), lisina descarboxilasa (L.D) negativa (-), con reaccién positiva
(+) athamnosa y con antigenos somaticos O:1, 9, 12 y flagelares H: g, m; fagatipo BA.

En el cuadro 2 se muestran los resultados obtenidos a partir de los grupos de ratones
albino suizo de experimentacion tratados con el RBC y Saimonella enteritidis var. 17 F-4
{biovar. Issatschenko), donde se observa que en los grupos LILIV vy V la mortalidad fue dal
95 al 100%, con una recuperacién de Salmonefla enteritidis var. 17 F-4 a partir de la
mortalidad del 100%. En e! grupo Il se observé una mortalidad del 65% con una
recuperacion de Salmonella ententidis var. 17 F-4 del 100 % a partir de la mortalidad. El
grupo VI que fue el testigo negativo, aunque tuvo un 20 % de mortalidad, no se recuperd
ningun tipo de Sal/monefla spp, aun después de haber intentado su recuperacién posterior a
su sacxificio,

En el cuadro 3 y la Figura 4, se encuentran los resuftados de la mortalidad
ocasionada por el uso del RBC y de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko),
en ratonas albino suizo, donde se observa que e maximo namero de animales muertos
ocum6 entre los dias 7y 8 posinoculacion para los grupos |, Il y lll, mientras que en fos
grupos IV y V, fue desde el 2* al 6” dia posinoculacién.

£n e} cuadro 4 se presenta el muestreo bacteriolégico de las heces que se realizé
cada 3er dia, donde se observa la recuperacién de Salmoneslla enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko} en los grupos 1 v I, a los 3 y § dias posinoculacién. Posteriormente ya no hubo
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recuperacion de la bacteria. En los grupos I}, IV y V, no hubo recuperacién de la bacteria en
ningdn momento de la prueba.

De las heces refrigeradas durante 30 dias, no se logrd el reaislamiento de la bacteria
a partir de ninguno de los grupos.

5.1.2. Determinacitn de la virulencia de Saimonella enteritidis var. 17 F-4 {biovar.
Issatschenko) en conejos raza Nueva Zelanda mediante una prueba biolégica.

En el cuadro 5, se encuentran ios resultados obtenidos a partir de los grupos de
conejos Nueva Zelanda de experimentacion tratados con ¢l RBC y de Salmonefia ententidis
var. 17 F-4 (biovar. issatschenko} donde se observa que en ningln grupo hubo mortalidad, ni
tampoco se recuperd ningun tipo de Salmoneffa a partir de los conejos sobrevivientes.

En el muestreo bacterioldgico de las heces, tampoco se logrd recuperacién de
Salrnonella spp.

5.1.3. Determinacién de la virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) en ratas Cepa Wistar mediante una prueba biolbgica.

En e! cuadro 6, se encuentran los resultados obtenidos a partir de los grupos de ratas
Wistar de experimentacién tratados con el RBC y Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko), donde se observa gue en los grupos LI y 1, (a mortalidad registrada fue del
70 al 100%, con una recuperacion de Salmonefia entertidis var. 17 F- 4(biovar.
Issatschenko) a partir de ta mortalidad del 100%. En el grupo Vi que fue el testigo negativo,
no se ohservé mortalidad, ni tampoco se recuperd ningln tipo de Salmonelfla spp, después
de haber intentado su recuperacion en las ratas sobrevivientes.

El cuadro 7 vy la figura 5, se muestran los resultados de la mortalidad registrada por
la administracion del RBC y de Sa/monelia enfentidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) en
las ratas cepa Wistar, donde se observa que dicha montalidad comenzé desde el dia 14
posinoculacién hasta el dia 18 en los grupos |, | y ill. La mortalidad mayor correspondié al
grupo I, donde la administracion del RBC fue mas prolongada, mientras que con (a




administracién de la cepa de Salmonelia en estudio, proporcionada en suspension en agua
de bebida, fue la menos severa. En e! muestreo bactericldgico de las heces, tampoco se
logrd la recuperacion de Salmonella spp.

5.1.4. Determinacion de la virulencia Salmonella enteritidis var. 17 F-4 {biovar.
Issatschenko) en cobayos raza Abisinia, mediante una prueba bioldgica.

En el cuadro 8 se encuentran los resultados obtenidos a partir de los grupos de
cobayos raza Abisinia de experimentacién tratados con el RBC y Salmonella enteritidis var,
17 F-4(biovar. Issatschenko), donde se observa que en los grupos I, Il y IV, hubo
mortalidad, sin embargo, realizar la necropsia, no se observaron lesiones sugestivas a
Salmonella spp y en los aislamientos bacteriolégicos a partir de los cobayos muertos, no se
logrd recuperar ningdn tipo de bacteria. Los animales que sobrevivieron fueron sacrificados
al término de la prueba, obteniéndose resultados negativos al aislamiento Saimonella
emterttidis var. 17 F-4(biovar. Issatschenko) al igual que en el muestreo de las heces, no se
logrd ninguna recuperacion de Saimonella spp.

5.1.5. Determinacién de la virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) en pollitos Leghom de un diza de edad mediante una prueba
bioldgica.

En el cuadro 9, se encuentran los resultados obtenidos a partir de los grupos de
politos Leghom de un dia de edad tratados con el RBC y Salmonefla ententidis var. 17 F-4
{biovar. Issatschenko), donde se cbserva que en los grupes |, [l y Ill la mortalidad registrada
fue del 9.3 al 28.1%, de los cuales en el grupo | se recuperd el 33.3% de la Salmonella
inoculada, en el grupo |l fue del 66.6% y en el grupo lIl fue del 20.0%. Esta moralidad fue
registrada en la primera semana posinoculacién del tratamiento y no se logrd aislar
Salmoneila entertidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) posterior a la primera semana de
tratamiento hasta la finalizaciéon de la prueba. £En el grupo IV no se registrd mortalidad ni
tampoco se recuper la Salmonefia en estudio en las aves sobrevivientes al témmino de la
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prueba. El grupo V que fungié como testigo negativo, se registré mortalidad sin recuperacion
de Salmonella spp en ningln momento de la prueba. En a necropsia realizada en cada uno
de los grupos no se observaron lesiones sugestivas a salmonelosis, aun en las aves de
donde fue recuperada la bacteria.

En el cuadro 10, se pueden observar los resultados del andlisis bacteriologico del
aislamiento de Salmonella enterntidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko), a partir de fas
muestras de las heces obtenidas diariamente durante 27 dias de los grupos de pollos
Leghom con los diferentes tratamientos. Sélo en los grupos | ¥ IV se logrd recuperar
Salrmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) en el 2o dia posinoculacién, el resto
de los grupos y hasta el término de la prueba las heces fueron negativas al aislamiento de
Salmonella spp.

En el cuadro 11, se encuentran los resuttados del analisis serolégico por medio de Ap
con suero de los pallos Leghom contra el antigeno K polivalente de Salmonelia puliorum y 1a
prueba de MA, donde se observa que en los grupos | y |l 1a aglutinacidn rapida en placa es
positiva a partir de los 21 dias posinoculacidn con un 20% de reactividad y a los 27 dias
existe un 40 % de positividad en el grupo | y en el grupo li es de 20%. Los grupos restantes
fueron negativos durante el tiempo de la prueba. Los resultados de MA fueron negativos en
todos los grupos durante el tiempo de la prueba.

5.1.6. Determinacién de la virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 {biovar.
Issatschenko) en pollos de engorda de 1 y 8 dias de edad mediante una prueba
biolégica.

En el cuadro 12, se encuentran los resultados obtenidos a partir de los grupos de
pollo de engorda de experimentacion tratados con Salmonelfa enternitidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko), donde se observa que en e grupo |, ta mortalidad fue del 3.1% (1/32) y de
esta también fue recuperada la bacteria en estudio, en la primera semana posinoculacion.
En los grupos Il y 1§ no hubo mortalidad en los 18 dias que durd la prueba, sin embargo, en
el grupo I, se logrd recuperar la bacteria a partir de un ave que sobrevivid (3.1%) después
de finalizado el estudio. En la necropsia realizada en cada uno de los grupos no se
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observaron lesiones sugestivas a salmonelosis, alin en las aves de donde fue recuperada la
bacteria.

Los resultados del examen bacterioldgico del aislamiento de Salmenefla enferitidis
var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) a partir de las muestras de las heces obtenidas
diariamente durante 16 dias de los grupos de pollos de engorda con los diferentes
tratamientos fueron negativos en todos los grupos.

En el cuadro 13 se encuentran los resultados del anélisis serolégico por medio de Ap
con suero de los pollos de engorda contra el antigeno polivalente de Saimonella puflorum y

{a prueba de MA, los cuales fueron negativos en todos los grupos durante el tiempo de la
prueba.

5.1.7. Determinacién de la patogenia de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) mediante ta observacion de lesiones histoldgicas a partir de muestras
de Yeyuno e lleon de Mus musculus

Andlisis Bacteriolbgico.

Las bacterias que crecieron en drganos intemos fueron enterobacterias lactosa
negativa en Su mayoria y con crecimiento abundante desde las primeras 4 horas
posinoculacion. Sin embargo, la identificacion fue negativa a Salmonelia spp.

Las heces fueron negativas al aislamiento de Saimonelfa spp.
Haltazgos Macroscépicos.

En pulmdn y corazén no se observaron cambios patoldgicos aparentes. Ei higado
y bazo mostraron una congestién leve y en intestino delgado, en ninguna de las 3
porciones se mostrd enteritis o congestién sugestivas a Salmonella. Algunos ratones
prasentaron teniosis severa y enteritis catarral asociada a los pardsitos intemos.

Examen Histologico.

Las lesiones observadas en ios cortes de los diferentes organos fueron las
siguientes:
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Pulmén.- A las 117 horas se observd infiltracidn intersticial de mononucleares y
congestion difusa moderada en el 33 % de |las muestras. En el mismo porcentaje, a las 72
horas posinfeccién se observd neumonia supurativa moderada focal. El resto de las
muestras no mostraron cambios patolégicos aparentes.

Higado.- A las 117 horas posinfeccion se observd necrosis coagulativa severa en el 66%
de las muestras e infiltracién linfoide multifocal de discreta a moderada a las 93 horas
posinoculacion. Hasta antes de las 57 horas posinfeccién no se observaron cambios
patoldgicos significativos sugestivos a salmonelosis.

Intestino.- En la mayoria de los cortes se observé teniosis severa. El el 33% de las
muestras, las vellosidades presentaron atrofia e hiperplasia linfoide en la submucosa. No
se observé adherencia ni colonizacién sugestivas a Sa/monefla en ningun momento del
estudio.

Bazo.- No se observaron cambios patolégicos aparentes.

Corazén.- No se observaron cambios patolégicos aparentes en ningun momento de
duracién de la prueba,

5.2 Estudios in vitro para la determinacién de factores de virulencia de
Salmonelia enteritidis var. 17 F-4 (biovar. issatschenko).

5.21. Determinacién de la existencia de proteinas con actividad enterotéxica tipo
CT de Salmonella enteritidis var. 17 F4 (biovar, issatschenko) mediante ensayo
celular con células de ovario de hamster chino (CHQ)

Cuantificacién Proteica- La cuantificacion de PSNC de Salmonella ententidis
var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) fue obtenida por medio del micrométode de Bradford,
(1976). Teniendo como resultado una concentracibn méxima de proteinas
correspondiente a 622 pg/mL a las 24 horas de crecimiento.
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En la cuantificacién de las PP de Salmonefla enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko), previa liberacién con polimixina B, se observd una concentracion maxima
de 71ug/mL a las 24 horas de crecimiento (Cuadro 14).

No fueron detectadas las PSNC de E. coli HS, en contraste, las PP de este mismo cultivo
fue de 1.770 mg/mL a las 24 horas de crecimiento.

Las PP de ETEC tuvieron una concentracién de 3.904 mg/mL a las 24 horas del cultivo,
tampoco fueron detectadas las PSNC.

Geles de poliacrilamida.- Los geles de poliacrlamida SDS al 15% (Fig. 3)
teflidos con plata, muestran la existencia de PSNC y PP de S. enferitidis var. 17 F-4 con
diferentes pesos moleculares (PM).

Actividad Biolbgica en células CHO.- Los pozos fueron revisados cada 12
horas durante 96 horas sin observarse elongacién en células CHO por las PSNC y por
las PP de Salmonella ententidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko), sin embargo, durante
ese tiempo, se pudo observar arendondamiento de las células a las 24 y 48 horas
posexposicion y efecto citotdnico con recuperacion de la morfologia normal a las 72 y 96
horas. En contraste, se observé que el efecto de CT comercial de V. cholerae, asi como
las PP de ETEC, fue a las 24 horas posexposicion. Con las PP de E. coli HS, el medio F-
12 y la solucién de dializado, no se observ$ elongacién aun después de 96 horas
posexposicion (Fig. 8 y 7).

5.2.2. Purificacién y caracterizacién parcial de proteinas del sobrenadante del
cultive {(PSNC) y de protelnas periplasmaticas (PP) de Salmonella enteritidis var. 17
F-4 (biovar. Issatschenko) mediante geles SDS PAGE e Immunoblot.

Cuantificacion Proteica.- Las PSNC de Salmonella enterifidis biovanedad
Issatschenko, tuvieron una concentracibn maxima de 1.7mg/mL mientras que las PP fue
0.303 mg/mL a las 24 horas de crecimiento.

Geles de Poliacrilamida- Los geles de poliacrilamida SDS al 15% (Fig. 8)
tefidos con plata, muestran la existencia de bandas de PSNC de 97, 66.2, 45 y menores
a 31 kDa tanto para las proteinas recientes como las de un afo de antigliedad. Por otro
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lado, en las PP fas bandas que se observan son en mayor numero, fluctuando entre los
mismos PM de las PSNC, pero con mayor claridad las de 66, 42, 35, 33, 32 y 24 kDa
principalmente.

Ensayos Inmunoenzimaticos

Inmuno ensayo asociado a enzimas (ELISA)- Las PSNC y las PP de
Saimonella enteritidis  biovariedad Issatschenko confrontadas contra sus antisueros
homélogos producidos en conejo, tuvieron un punto de inflexién aproximado a la dilucién
1:1000, por lo que para las pruebas de immunoblot se utilizaron los sueros diluidos 1:500.

Inmunotrasferencia (/mmunoblof).- Del ensayo con inmunoglobulinas
conjugadas con Peroxidasa, se permitid una incubacién de 18 horas a temperatura
ambiente y en agitacién continua de 50 r.p.m. con los anticuerpos anti CT, anti LT, anti
PSNC y anti PP, producidos en conejo y anti Sg producidos en pollo, al confrontarios con
las PSNC y las PP de Salmonella ententidis biovanedad Issatschenko recientes y de un
aifo de antigiledad, se observé reactividad cruzada entre anti L7 y las PSNC (97 kDa), PP
{97, 66.2 y 45 kDa) y las PSNC (66.2 kDa) y PP de un afio de antigiedad (97 y 66.2 kDa),
al igual que con los anticuerpos PSNC y PP contra sus hombdlogos y heterdlogos
respectivamente y contra las PSNC y las PP de 1 afio de antigliedad. Ninguno de los
anticuerpos detecté reactividad contra ias PP de FVA —1 de Sg y los anticuerpos anti CT
solamente detectaron las proteinas homélogas (C7) (control positivo) y no las PSNC ni las
PP de Saimonella enteritidis biovariedad 1ssatschenko ni las PP de FVA-1 de Sg {Cuadro
15, Figura 9).

En el ensayo con Inmunoglobulinas conjugadas con Avidina — Biotina" y
posteriormente con Peroxidasa®, al confrontaries con las PSNC y las PP de Salmonella
enteritidis biovaredad Issatschenko recientes y de un afo de antigledad, se observd
reactividad cruzada y homoéloga mas intensa de los anticuerpos anti LT, anti PSNC, y anti
PP de Salmonella enferitidis biovariedad Issatschenko y anti Sg de S. gallinarum, contra
las PSNC, las PP Salmonella enteritidis biovariedad Issatschenko y las PSNC y PP de la
misma Salmonela de un afo de antigiiedad. Con anticuerpos anti LT, las bandas de

" Sigma Immunochem. 5n. Louis. MO,
" Dako A/S Produktions Vej 42. DK. Dk-2600. Glostup-Denmark.
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proteinas mejor observadas fueron las PP de S. enteritidis biovar. Issatschenko recientes
(97 y 66.2 kDa) (Fig. 10), las PSNC (Fig. 11) y kas PP de un afic de antigliedad (97 y 66.2
kDa en ambas) {Fig. 12). Ninguno de los anticuerpos empleados detectaron reactividad
contra CT, excepto los anticuerpos homblogos, los cuales fungieron como controles
positivos (Fig. 13}). Por ctro lado, empleando el anticuerpo anti Sg contra las PSNC, PP y
las PSNC y PP de un afo de antigiedad de Saimonella enteritidis biovaredad
Issatschenko y las PP de FVA —1 de Sg, se revelaron mayor nimero de bandas sobre
todo contra las PP de Salmonella ententidis biovariedad Issatschenko recientes (Cuadro18
y Figuras 14 y 15}).

La figura 18, muestra el gel de poliacritamida SDS al 15% tefido con plata, donde
se observan las bandas de las PSNC y de PP de Salmonella entertidis biovariedad
Issatschenko recientes, y las de un afio de antigliedad, se observan también las bandas
de PP de S. gallinarum FVA-1, con pesos moleculares de 100, 97, 95, 70, 6.2 55, 47,
45,31, 21y 16 kDa,
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6. DISCUSION

6.1. Estudios de virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
issatschenko) in vivo

6. 1.1. Determinacién de la virulencia de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) en ratones Albino Suizo mediante una prueba biolégica.

Las infecciones por Salmonella fueron las primeras en ser reconocidas como
enfermedades que naturalmente ocurren en fonma epizodtica o enzodtica en ratas y ratones
de laboratorio. De hecho, el primer aislamiento de S. fyphimurium fue realizado por Loeffler
a partir de una epizootia en ratones de laboratorio en 1892. Desde entonces y durante los
30 anflos siguientes casi todos ios temas de investigacion fueron con relacién a Salmonelia
{Hecht,1979; Pomeroy y Nagaraja, 1991).

En una epizootia ocurrida en 1893 en Francia, Danysz observd que morian ratones
de campo y él logré el aislamiento de una cepa de Salmonefla que finalmente matd a
ratones de laborataric. Danysz empled este microorganismo (S. enteritidis var. Danysz) para
el contro! de ratones de campo y posteriormente para roedores domésticos. En 1895,
Mereshkowky obtuvo un aislamiento de la misma bacteria a partir de una epizootia en
marmotas y en 1898 en San Petesburgo, Issatschenko obtuvo un cultivo de Salmonella (S.
enteritidis var. issatschenko) a partir de una epizootia en ratas de campo cafés (Ratfus
norvergicus) (Hecht, 1979; Steven, 1979; Leslie, 1941, Danysz, 1900 y 1914;
Salmonelia subcommitee, 1934).

Debido a las observaciones antes descritas, en La Habana, Cuba, se comenzaron a
realizar estudios con esta cepa, para ser empleada como un rodenticida biolégico (Biofam,
1996), sin embargo, existe confusién del empleo de esta bacteria por ser muy parecida
antigénicamente a Salmonella enteritidis que produce paratifoidea en todas las especies
animales (Urquiza, 1992 199772 1999, 2000).

La literatura antigua menciona sindnimos de S. entenfidis variedad 17 F-4, subgrupo
1, grupo D que mata a muridos como: S. entertidis var. Issatschenko, Danysz, Gaerner,
Liverpool, Ratin, Projorov y Salmonella entertidis, subespecie entérica, bioserotipo



enteritidis. Segin la clasificacion de Kauffmann — White, S. enteritidis pertenece al grupo 0,
subgrupo 1 con antigenos O: 1,9,12 y H: g, m; pero esta especie afecta a todas las especies
animales incluyendo al hombre (Ewing, 1986; Le Minor, 1984; Urquiza, 1992, Kazimierz,
1973; Ketelbom, 1987; Padrén, 1891; Mancera e! al, 1996, Mainas et al., 1994; Euzeby,
1999). Por otro lado, estudios realizados con roedores en Cuba y experiencias de campo y
de |zboratorio en algunos paises de Asia y América Central, se ha observado que S.
enteritidis variedad 17 F4, subgrupo 1, grupe D (var. Danysz) solamente afecta a roedores
de la familia Muridae y no a ofras especies domésticas “®°. Cabe mencionar que esta
salmonela también contiene antigenos somdticos 1,9,12 vy flagelares g, m; con la diferencia
de contener antigenos flagelares en fase 2, I-7, la descarboxilacién a la lisina es negativa y la
fermentacion de Rhamnosa es negativa también ( Leslie, 1941; Bykovskii y Kandybin, 1988;
Threlfall of ai.,, 1996; Threlfal® , 1996; Nelli ef af., 1976).

Segun los analisis realizados en el Laboratorio de Servicios de Salud Pdblica en
inglaterra en 1996 (PHLS), una cepa identificada como 8. entenitidis var. Issatschenko que
se emplea para la produccion de un rodenticida biolégico comercial (RBC) en Cuba, Ia
descarboxilacién a la lisina fue negativa, pero la fermentacion a la rhamnosa fue positiva.
Los resultados obtenidos por medio de electroforesis con geles de poliacrilamida y con la
digestion con enzimas de restriccion Spe |, fue positiva a fagotipo 6A y con Xba |,
Issatschenko fue diferente a las cepas Liverpool, Ratin y Danysz (Threlfall®). Los resultados
del presente estudio con relacién a la identificacién de la cepa bacteriana contenida en
dicho RBC, coincidieron con la informacién de Biofam (1998), Espino (1989) y Threffall, en
ser positivos a S. enfsrtidis PT 6 A y con fermentacion a ia rhamnosa positiva vy la
descarboxilacién de la lisina negativa; por lo que estos resultados, coinciden con 1a cepa
bacteriana contenida en el RBC, indicando que es Safmonelfa enterlidis biovariedad
tssatschenko y no S. enferitidis biovavar. Danysz,

En estudios realizados por Espino (1989), la concentracibn de Salmonefia
enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad (ssatschenko} en el RBC, ha sido desde 1.4x 10° a

* Del Aguila B C.: Departamento de Microbiologia, Facullad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad de San Carlos
de Guatemala, Zona 12, Guatemnala, Centroamérica, Ref. DM 590695, Jun, 1995.Datos No Publicados.

* Herndndez Carlos Miguel, Microbidlogo. Centro de Investigaciones Veterinarias, Universidad Centroamericana, Apartado
89, Managua, Nicaragua, Tel. 746558, Julio, 1995. Datos Ne publicados.

°Ayala, R.: Universkiad de El Salvador, Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Naturales y Matemitica, Octubre, 1995,
El Salvador, San Salvador, Datos No Publicados.

4 PHLS: Public Heakth Laboratory Service. Laboratory of enteric Pathogens. 61 Collindale Avenue, London NW 85111,
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4 5x10° UFC/g de muestra. En este trabajo, la concentracioén Salmonella ententidis var. 17
F-4 (biovariedad Issatschenko) obtenida en ei RBC fue de 4x10° la cual se encuentra
dentro del rango de carga bacteriana del RBC producido en el laboratorio de origen.

E! hecho de que existan concentraciones variables en el producto, puede ser debida
al manejo de la cadena fria y a la fecha en que se haya producido e RBC (Biofam, 1996;
Morilia, 1989), ya que si el producto se almacena entre los 8 y 16°C, fa concentracion se

mantiene estable durante 6 meses, provocando un 100% de mortalidad en ratas y ratones,
miantras que si el producto es almacenado a temperatura ambiente (25° durante 5 dias 6
31.4°C durante 2 horas), se reduce la concentracién bacteriana (de 4.5x10° a 2.6x10° )
teniendo aun 100% de efectividad (Biofam, 1996). Aunque el RBC empleado en este trabajo,
fue de reciente fecha de elaboracion (mencs de 15 dias), saliendo del laboratorio de origen
con una concentracion aita (4.5x10%) (Biofam, 1996), debido al tiempo de transporte (6 horas
sin refrigeracién), pemmanecid con una concentracin de 4x10°, dentro de ios limites
aceptables de efectividad hasta su utilizacion.

En trabajos realizados anteriomente por Hermnandez® se observd que utilizando
una dosis unica por via oral de 50 g de RBC, conteniendo una concentracién de
Salmonefla enteniidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) de 2.5x10%g, obtuvieron
100% de mortalidad en los roedores entre los dias 9 y 10 posinoculacion y aislamiento
positivo de la misma cepa a partir de la mortalidad de los ratones.

La dosis minima de RBC sugerida por el laboratorio de on‘gen" es de 50 g de RBC
por cada 2-5 m* como cebo Unico, con una concentracién Salmonelia enteritidis var. 17 F-4
(biovariedad Issatschenko) de 1.4x10° /g de RBC, demostrando 100% de efectividad.

Considerando que un ratén adulto consume en promedio diario de 4-6 g. de alimento,
en este presente trabajo se utilizaron de 2 a 6 g. de RBC/ratdén como dosis Unica, con una
concentracidn de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) de 4x10°
UFC/g. por via ora!. Los resultados obtenidos fueron del 95% al 100% de mortalidad en los
ratones de los grupos | y Il respectivamente, coincidiendo el grupo | con el 95% de
mortalidad al cual se le proporcion® menor cantidad de RBC.

* Hemindez Carlos Miguel, Microbidlogo. Centro de Investigaciones Veterinarias, Universidad Centroamericana, Apartado
89, Managua, Nicaragua, Tel. 748558, Jullo, 1995. Datos No publicades.
! Laboratorios Labiofam, La Habana Cuba




Si se comparan los resultados de los estudios anteriores (Biofam, 1986; Espino,
1989) vy los presentes, a pesar de haberse empleado una concentracion mayor de
bacterias (4x10%), no se obtuvo el 100 % de moralidad en el grupo i. La mortalidad
maxima registrada para este grupo | sucedio en el dia 8 posinoculacion finalizando hasta
el dia 21 posinoculacion, mientras que para el grupo I, la mortalidad maxima fue en el dia
7 concluyendo en el dia 8 posinoculacidn. Los estudios registrados por otros
investigadores™ ™°, han coincidido en que la mortalidad de los ratones en su mayoria se
ha presentado entre ios dias 3 y 7 posinoculacién, extendiéndose hasta el dia 21,
aclarando que todo depende de la via, dosis y concentracién bacteriana proporcionada.
Aungue en este estudio se utilizdé una concentracidn mayor de bacterias contenida en el
REC (4x10°ufc/g), los resultados obtenidos mostraron tener un comportamiento similar de
signologia y mortalidad del Tifo de roedores (Biofam, 1996; Pomes, 1996; US
Department, 1989).

El aislamiento de Salmonefla enteritidis var. 17 F-4 {biovariedad Issatschenko) a
partir de la mortalidad fue del 100% en ambos grupes, coincidiendo con los resultados
cobtenidos en otros ensayos “** (Biofam, 1996).

En uno de los trabajos realizados por Ayala®, con ratones albino suizo, se observod
que utilizando una dosis bacteriana de 0.5x10° en agua peptonada como agua de bebida, la
mortalidad ascendid a 100% en 5 dias, mientras que los resultados obtenidos en este trabajo
en el grupo Hl, se obhuvo el 85% de mortalidad, aclarando que los ratones recibieron una
dosis oral mayor de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) (ix10°
UFC/mL en suspension al 20% en el agua de bebida} que la utilizada en el estudio anterior.
Probablemente, debido al empleo del agua peptonada como vehiculo para proporcionar una
suspensién bacteriana a los ratones albino suizo en el estudio llevado a cabo por Ayala®, las
bacterias tuvieron una mejor oportunidad de multiplicares en un lapso de 24 horas, tiempo en
que se proporcioné el agua de bebida. En este estudio, ademds de la dosis empleada, ¢l
unico vehiculo utilizado fue agua purificada, por lo que hubo menor posibilidad de que las

* Del Aguila B C: Departamento de Microbiologla, Facuitad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad de San Carlos
de Guatemala, Zona 12, Guatemala, Centroamérica, Ref. DM 580695, Jun, 1895.Datos No Publicados.

* Heméndez Carlos Miguel, Microbldlogo. Centro de Investigaciones Veterinarias, Universidad Centroamericana, Apartado
69, Managua, Nicaragua, Tel, 746559, Julio, 1995. Datos No publicados.

‘Ayata, R.: Universidad de E| Salvador, Escuela de Biologla, Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, Octubre, 1985,
E! Salvador, San Salvador, Datos Mo Publicados.
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bacterias se multiplicaran, hecho que posiblemente influyd en que los resultados fueran
diferentes.

La mortalidad méxima registrada (65%) del grupo I, fue al dia 7 posinoculacion y
finalizé en el dia 11, pudiéndose obtener de los roedores muertos el 100% de aislamiento
positive & Salmonelia enteriticlis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko), lo cual al comparario
con los estudios realizados por Ayala® la mortalidad comenzé al dia 5 posinoculacion y
finalizé al dia 10, recuperandose la bacteria en el 100% de la mortalidad a partir de los
organos intemos. El tiempo en que fueron muriendo los ratones en este estudio fue mas
largo.

Los resultados antes citados para el grupo Ili, sugieren que Salmonella ententidis var.
17 F-4 {biovariedad |ssatschenko), no puede producir por si misma et 100% de mortalidad,
de ahi la necesidad de potencializar su accion por medio del uso de sal de hidroxicumarina
({férmula original del RBCY, la cua! provoca en los roedores daiio directo en la permeabilidad
capilar y que en pequefias dosis (0.02%) y en una sola exposicién facilita la accién de
Salmonella entenitidis var. 17 F-4 (biovariedad |ssatschenko) (US Department, 1989; Biofam,
1996) Los grupos IV y V, que fueron inoculados por via subcutdnea e intraperitoneal
respectivamente, con una dosis de 1x10° UFC/mL de Salmonella enteritidis var. 17 F-4
(biovaniedad Issatschenko}, se obtuvo el 100% de mortalidad, 100% de aislamiento positivo
ala cepainoculada apartir de la mortalidad y los ratones comenzaron a morir a partir del 2°
dia posinoculacion finalizando en fos dias 5 y 6 respectivamente, coincidiendo estos
resultados con los obtenidos en ofros trabajos anteriormente realizados por Del Aguila® y
Ayala’,

Del grupo Vi (control negativo) murieron 2 ratones, obteniéndose aisiamiento

negativo a Salmonelia spp, en ambos ratones y al término de [a prueba, los sobrevivientes
gue fueron sacrificados también resultaron negativos al aislamiento de Salmonefia spp.

En el muestreo bacterioldgico de las heces que se realizé cada 3er dia, se logrd
recuperar Salmonelia ententis var. 17 F-4 {biovariedad Issatschenko), en los grupos t y Il, a

¢ Laboratorio Labictam, La Habana Cuba.

"De! Aguila B C.: Departamento de Microbiolog!a, Facultad de Medicina Veterinarla y Zootecnia, Universidad de San Carlos
de Custernala, Zona 12, Guaternala, Centroamérica, Ref. DM 590695, Jun, 1995.0atos No Publicados.

“Ayala, R.: Universidad de El Satvador, Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Naturates y Matemdtica, Octubre, 1995,
El Salvador, San Saivador, Datos No Publicados.
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los 3 y 5 dias posinoculacién. Posteriormente no hubo recuperacidn de la bacteria. En los
grupos i, IV y V, no hubo recuperacion de la bacteria en ningtin momento de la prueba.
Estos resultados coinciden con los obtenidos en otros estudios realizados por Espino (1989),
donde se ha observado que la eliminacién de Salmonelia enteriticis var. 17 F-4 (biovariedad
Issatschenko), sucede solamente durante los primeros 5 dias posinoculacién, cuando el
RBC es administrado por via oral. Se desconoce la razon de! aislamiento negativo de
Salmonelfa enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) en los grupos I, IV y V a partir
de heces y los mismos resultados se han obtenido en estudios realizados por oftros
investigadores (Biofam 1996).

Salyers y Whitt {1994), mencionan que una vez que Salmonefla spp se encuentra
dentro del organismo, crece dentro de los macréfagos de higado y bazo. En el caso de
Salmonella typhimurium vive principalmente dentro de las célutas del hospedero que fuera
de ellas. Existen algunas evidencias de ensayos in vifro, donde se observa que cuando
Salmonellfa typhimunum es ingerida por fagocitos, muchas de estas bacterias son destruidas,
pero una subpoblacién sobrevive, Hasta el momento se desconoce acerca de las
caracteristicas de esta subpoblacién ¢ de que si {a bacteria que sobrevive puede crecer en
los fagocitos.

Por otro tado, Ishibashi (1998), demostnd que la sobrevivencia de l0s serovariedades
de Salmonella es hospedero-dependiente, ya que 3. fyphimurium fue capaz de resistir la
muerte intracelular en macréfagos de murinos y no asi S. fyphi, en contraste, S. typhi, fue
capaz de sobrevivir en macréfagos humanos y S. fyphimurium no.

Por lo anterior, es aconsejable realizar ensayos in vitro con Salmonella enteritidis
var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) exponiéndolos a macréfagos y enterocitos de ratoén y
de otros animales, de esta forrna Se conoceria un poco mds acerca del mecanismo de
patogenicidad de esta Salmonela vy la razén del por qué después de siete dias
posinoculacion e inoculandola sin presencia de hidroxicumarina, se encuentra ausente en
muestras de hecas en los estudios de aislamiento bacteriano.

Respecto a la viabilidad de la bacteria en heces mantenidas en refrigeracion durante
30 dias, el resultado fue negativo. Aunque Salmonefla enteritidis var. 17 F4 (biovariedad
Issatschenko) se mantiene estable durante 6 meses en refrigeracion, empleando como
vehiculo amoz, (medio nutitivo), puede permanecer viable, pero cuando este medio es
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mantenido a temperatura ambiente, la viabilidad de la bacteria se reduce debido a los
carbohidratos contenides en el arroz. Es probable que la bacteria comience a muttiplicarse
rapidamente agotando los nutrientes y acumulando materiales téxicos, causando cese de su
muitiplicacién, ademds de acidificarse el medio por su fermentacién, provocando asi la
muerte de la bacteria (Biofam, 1996; Claus, 1991).

Por ofra parte, en estudios realizados con exposiciones del producto al medio
ambiente, se ha comprobado su inactivacién (muerte de las bacterias) hasta un 70% en 3
horas (Biofam 1996).

Es probable que la viabilidad de Salmonefla enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad
Issatschenko) en heces haya resultado nula debido que las heces no son un vehiculo que
favorezca la viabifidad bacteriana y a que se mantuvieron en refrigeracién durante 30 dias.
Bykovskii y Kandybin, (1988), mencionan que para mantener la viabilidad de Salmonella
enteritidis var. 17 F-4 (biovar. issatschenko), es necesario almacenar a la bacteria en
medios con deficientes nutrientes y en congelacion y si la vinllencia disminuye, esta puede
recuperarse mediante pases en roedores susceptibles.

6.1.2. Determinacién de la virutencia de Salmonella enteritidis var. 17 F4 {biovar.
Issatschenko) en ratas Cepa Wistar mediante una prueba bioldgica.

En trabajos de campo realizados anteriormente (Biofam, 1996), en diferentes
poblaciones en Viet Nam, en granjas porcinas, avicolas y almacenes de grano para la
elaboracién de alimento para animales, se observd que utilizando una dosis unica de §0 g de
RBC por via oral, se obluvo aparentemente una reduccién de la poblacion de roedores de
aproximadamente el 76%. Aunque debido a la alta diversidad y disponibilidad de alimento
tanto en granjas como en los almacenes de alimento, fue dificil calcular el nimero de
roedores existentes en cada area en aquel momento. El caiculo fue realizado por medio de
captura mediante entrampado y cantidad de excretas presentes. Cuando se concluyd con la
desratizacion habiendo utiizade el RBC, se encontrd un 76% mas de roedores que lo
recuperado por medio de entrampados.
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Considerando que una rata adulta consume en promedio diario de 12-15 q de
alimento (Pofres, 1996), en este ensayo se utilizaron 15 g de RBC/rata como dosis unica y
40 g de RBC/rata (dividida en dos tomas de 24 horas c/u) con una concentracion de 4x10°
bacterias/g por via oral. La mortalidad registrada fue del 70 al 100% para los grupos !y Il
respectivamente observandose el total de la mortalidad en el dia 18 posinoculacién. Los
resultados anteriores, muestran que en el grupo 1, habiendo tenido una dosis unica de 15
g./rata de RBC, podria no ser suficiente para obtener €l 100% de mortalidad, como se ha
observado en otros ensayos (Biofam, 1996), en comparacion de cuando se proporciond 20
g. cada 24 horas. Aungue no se cbiuvo el 100% de mortafidad en el grupo |, el aislamiento
de Saimonelia entenitidis var. 17 F-4 (biovariedad issatschenko), 4 partir de la mortalidad fue
del 100% en ambos grupos.

En ensayos realizados con ratones Albino Suizo®, como ya se mencioné, se observé
que utilizando una dosis de 0.5x10° en agua peptonada como agua de bebida, la mortalidad
ascendié a 100% en 6 dias. Aunque el estudio anterior fue realizade con Mus musculus, los
resultados obtenidos en este ensayo trabajo para el grupo Il se obtuvo el B0% de
monrtalidad, aclarando que las ratas recibieron una dosis oral mayor de Saimonella enteritidis

var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) (1x10° UFC/mL en suspension al 20% en el agua de
bebida) que la utilizada en el estudio anterior.

La mortalidad méxima registrada del grupo I!i, fue al dia 14 posinoculacién y finalizé
al dia 18 con e 80% de montalidad total, pudiéndose obtener de las ratas muertas, 100% de
aislamiento positivo a Saimoneffa enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko).

En el caso de los estudios realizados por Del Aguila® con Mus musculus, la mortalidad
fue del 100%, comenzando ef dia 8 posinoculacion y finalizande el dia 10, recuperandose la
bacteria en el 100% de la mortalidad a partir de los 6rganos intemos. Una situacion similar,
también la obtuvo Ayala® con Mus musculus, donde la mortalidad comenzé en el dia 3
posinocutacién y finalizd al dia 6, recuperandose la bacteria en el 100% de la mortaldad a
partir de los 6rganos intemos.

* Del Aguila B C.: Departamento de Microbiologia, Facuitad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad de San Carlos
de Guatemala, Zona 12, Guatemala, Centroamérica, Rel. DM 590685, Jun, 1995.Datos No Publicades.

® Ayala, R.: Universidad de E) Salvador, Escuela de Biologla, Facultad de Clencies Naturales y Matemitica, Octubre, 1995,
El Salvador, San Salvador, Datos No Publicados.
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Del grupe IV {control negativo), ningln animal murié. El aislamiento bacterano
realizado fue negative a Salmonelfa spp al término de la prueba.

En el muestreo bacteriolégico de las heces que se realizé cada 3er dia, no se logrd
recuperar Salmonella ententis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) en ninguno de los
grupos en ningun momento que durd la prueba. Estos resultados no coinciden con los
resultados obtenidos anteriormente (Biofam, 1996), donde se ha observado que la
eliminacion de Salmonella enteritidis 17 F4 (biovariedad Issatschenko) ha sido durante los
primeros 5 dias posinoculacién, cuando el RBC es administrado por via oral. Se desconoce
la razén del aislamiento negativo de Salmonefla entertidis var. 17 F-4 (biovariedad
Issatschenko) en todos los grupos a partir de heces.

6.1.3. Determinacién de la vinulencia Salmonella emteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko} en cobayos raza Abisinia, mediante una prueba biolégica.

En estudios realizados anteriormente (Biofam, 1998), se demostrd que cuando S.
enteritidis var. 17 F-4(biovariedad Issatschenko) fagotipo 6A es administrada en cobayos por
via oral, teniendgo un titulo de 2x10°ufc/g. de arroz, los cobayos nunca enfermaron, su
temperatura corporal no aumento, inclusive cuando en uno de esos grupos, la S. enfentidis
var. 17 F-4 (biovariedad issatschenko) fagotipo 6A fue administrada por via subcutanea, su
comportamiento fue aparentemente nommal durante 3 meses que duro la prueba, sin
encontrarse eliminacién de ta bacteria en heces ni a partir de los drganos intemos después
de su sacrificio. En este estudio, se obtuvieron resultados similares, no hubo signologia de
alguna enfermedad, no se logrd la recuperacion de Salmonella enteritidis var. 17 F- 4(biovar.
issatschenko) en heces ni a partir de los érganos intemos de los cobayos al término de la
prueba,

Aungue murieron cobayos de los grupos Il y IV, al realizardes la necropsia, no se
observaron lesiones sugestivas a Salmonelosis y tampoco se logré fa recuperacién de la
bacteria a partir de sus 6rganos intemos, aun habiéndose inoculado una concentracion de
4x10°%g de RBC.
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Por los resultados anteriormente expuestos, Salmonella enternitidis var. 17 F-4
{biovariedad Issatschenko) fagotipo 6A empleada en estos ensayos solamente produjo
infeccién y muerte en los muridos y no produjo infeccion en las ofras especies empleadas
en este ensayo y es diferente a Salmonella enteritidis fagotipo 8 A que se ha utilizado en

ofros trabajos y que ha causado infecciones paratifoideas en distintas especies animales.
(Schroeter et al., 1995).

En el mundo existen aproximadamente 43 fagotipos de Salmonella enteritidis,
incluyendo el 6A, quien también provoca signologia de Salmonelosis muy similar al
fagotipo 4. El fagotipo 6A se ha aislado de productos camicos, ocasionando intoxicacion
alimenticia en el hombre y produce signologia clinica severa de salmonelosis y mortalidad
variable en las diversas especies animales, sin embargo, mucho depende del fagotipo
involucrado en el proceso infeccioso, como o son en los casos de los fagotipos 4, 8y 13
que existen en México y que son los méas virulentos en cualquier especie animal
incluyendo a! hombre. S. ententidis en el humano y en ios animales infectados puede ser
excretada hasta por mas de tres meses y en algunos casos, la bacteria puede ser
excretada hasta por un afo (Salyers y Whitt, 1994, Ward, 1987; Mancera et al.,, 1996;
Mainas, et al., 1994; Scroeter ef al., 1895, Urquiza, 1992).

6.1.4. Determinacién de la virulencia de Saimonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) contenida en el RBC en pollitos Leghom de un dia de edad y de
polios de engorda de 1 y 8 dias de edad mediante una prueba blolégica.

Con la administracion del RBC mezclado con el alimento y la suspensién de
Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) por via oral en pollitos Leghom de
1 dia de edad con una dosis de 1X10° UFC/mL, se registrd mortalidad en la primera semana
posinoculacion; sin embargo, no se logrd recuperar Salmonefla ententidis var. 17 F-4 (biovar
Issatschenko) posterior a la primera semana de tratamiento hasta la finalizacion de la
prueba. En el muestreo bacteriologico diario de las heces, en dos de los grupos se logré la
recuperacién de la Salmoneffa en estudio en el segundo dia posinoculacion y las muestras
de higado tomadas a) término de la prueba fueren negativas.

Segun estudios realizados por Biofam (1996), el RBC administrado hasta 3 veces la
dosis mayor a la empleada en este estudio y durante 5 dias consecutivos, en aves ligeras de
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3 semanas o mayores, no se registrd mortalidad. Cabe mencionar que las aves mayores de
3 semanas de edad, ya comienzan a tener un sisterna inmune maduro y que probablemente
debido a esto, las aves reaccionaron en contra antigeno administrado en la forma esperada,
habiendo eliminado el antigeno por completo (Sharma, 1997).

En estudios llevados a cabo por Avifia et al,, (2000} y Bamranco et al., (2000), con
gallinas SPF en postura y gallina ponedora comercial de 25 semanas de edad
respectivamente, mostraron que con la inoculacion por via oral de S. erteritidis var. 17 F4
{biovar. Issatschenko) no se registrd mortalidad alguna durante 30 dias que duré la prueba,
tampoco se redujo la postura y no fue posible la recuperacion de Salmonella spp en huevo,
ni en heces en ningan momento de dichos ensayos.

En este estudio, las aves empleadas contaban con un dia de edad al ser inoculadas
con S. enferitidis 17 F-4 (biovar. 1ssatschenko), siendo susceptibles a agentes infecciosos.

Se ha observado que en infecciones por S. enfentidis en aves menores de 4
semanas de edad, la monalidad puede llegar al 20%, (Urquiza, 1992) de zhi que la
mortalidad registrada en este ensayo haya sido probablemente debida a la Salmonella en
estudio. Por otro lado, en estas aves no fue posible la recuperacion de la bacteria por medio
de aislamiento bacteriolgico al finalizar la prueba, coincidiendo con otros investigadores en
que Salmonefla aunque haya sido inoculada experimentaimente, puede no asilarse con
facilidad a partir de los 6rganos de animales infectados (Salyers y Whitt, 1994). Experiencias
de campo’, indican que la existencia de un buen manejo en las aves, puede ocasionar que
Salmonelfa no se manifieste en forma dinica y ni tampoco sea posible su aislamiento
(Pacdrén, 1991).

Con relacidon en los rasultados serclégicos, Espino ef al, {1989). mencionan que
después de la inoculacion continua por via oral de S. enteritidis 17 F-4 (biovar. Issatschenko)
en aves ligeras mayores a 3 semanas de edad, no se mostrd existencia de anficuerpos
contra Salmoneffa utiizando un antigeno de Salmonella puliorunt. En los analisis
serologicos llevados a cabo en este ensayo, por medio de Ap con el antigeno K polivalente
de Salmonelia puﬂomm‘ con el suero de los polios Leghom, mostrd seroconversion cruzada

* Urquiza comentario personal 2001,
9 Laboratorio Labtofam, La Habana Cuba.
! Solvay Animal Health, México




positiva a partir de los 21 dias posinoculacion, por ofro lado, Avifa et al., (2000), en el
estudio de las aves SPF en postura, se registnd seroconversion positiva en la prueba de Ap.
Estos resultados no coinciden con Espino et a/, (1989) y Biofam (1996), donde no se ha
observado seroconversién positiva en ningdn momento de las pruebas, Los resuftados
obtenidos mediante la prueba de MA, en el estudio de Avifia et al,, (2000), fueron negativos
en todos los grupos durante el tiempo de la prueba.

La reactividad cruzada obtenida en este ensayo, pudo haber sido debida a la similitud
de los anticuerpos que reaccionan contra las bacterias de la familia Enterobacteriaceae a la
cual también pertenece Salmonefla (Morilla, 1989; Nagaraja, et al.,1991; Pomeroy y
Nagaraja, 1991), por lo que al comprobar dicha reaccidén mediante MA, ésta resultd negativa,
como también lo explican Avifa et af., (2000), donde obtuvieron aislamiento bacteriano de
Proteus sp, quien posiblemente provocd la reaccion cruzada en la prueba de Ap .

Las pruebas de MA han ayudado durante muchos afios a diferenciar las reacciones
“falsas positivas® en la prueba de Ap debido a reacciones cruzadas con otras
enterobacterias, y a su vez, comprobando la existencia de reactividad cnuzada entre
salmonelas del grupo D1 como lo son S. gallinarum, S. pullorum, S. entenitidis y sugiriendo
en este caso también con S. enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) por contener
antigenos 0:1,9,12 y H: gm (Opitz, 1992, Gast, 1984 ; Euzeby, 1999). Los resultados
negativos obtenidos de este ensayo con la prueba de MA, sugieren que en la Ap existid
reaccién cruzada con otras enterobacterias y no debida a la infeccién experimental con S.
enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Con en el ensayo para la determinacién de la inocuidad Salmonella enteritidis var, 17
F-4 (biovar. Issatschenko) en pollos de engorda de 1 y 8 dias de edad, administrada con el
alimento y por via oral a una dosis de 1X10° UFC/mL (0.25 mL/pollo), se registrd una
viabilidad de las aves del 96.9%, y en el muestreo bacteriolégico diario de las heces y las
muestras de higado tomadas al término de la prueba fueron negativas, sin embargo, en la
mortalidad registrada se logrd recuperar Salmonelfa enfentidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) en el 3.1% de los animales y si hubo recuperacion de la bacteria a partir de
un ave sobreviviente del grupo 2. Estos resultados no coinciden con los estudios realizados
por Biofam, (1996), Espino, et al,, (1989), y Villafafia et al.,(1995), donde mencionan no
haber aislamiento positivo a Salmonella ententidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) en las
aves inoculadas experimentalmente en ningin momento de la prueba.
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Por otro lado, en este ensayo, los resultados por medio de Ap contra el antigeno
polivalente de Salmonelfa pulforum con suero de los pollos de engorda, mostraron
seroconversion negativa y también mediante la prueba de MA se obtuvieron resuttados
negativos en estos gnipos durante el tiempo de la prueba. Estos resultados si coinciden con
otros estudios (Biofam, 1996), donde después de la inoculacion continua por via oral de S.
enteritidis 17 F-4 en aves ligeras mayores a 3 semanas de edad, no se mostrd existencia de
anticuerpos contra Saimonella utilizando un antigeno de Salmonelfa puliorun? (Biofam,
1996).

Debido a los resultados obtenidos en esos ensayos y las diferencias que se
observan con los otros ensayos de inocuidad en otras especies, se sugiere realizar mas
repeticiones para comprobar la posible inocuidad de esta salmonela, no se puede
asegurar de manera concluyente que Salmonella enterifidis var. 17 F- 4 (biovar.
Issatschenko) sea inocua para aves domesticas recién niacidas,

6.1.5. Determinacién de la patogenia de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 grupo D1,
mediante la observacién de lesiones histolégicas a partir de muestras de yeyuno
fleon de ratén (Mus musculus).

Con relacién a la patogenia de Salmonella en humanos, se ha observado que S.
anfentidis una vez que ha sido ingerida y alcanza intestino delgado, los sintomas
aparecen entre las 6 y las 24 horas posteriores a su ingestién y pueden durar hasta una
semana. Los sintomas iniciales incluyen malestar general, fiebre remitente, nauseas,
vomitos y diammea profusa. Para el caso del periodo de incubacién de S. typhi y S.
typhimunium, éste puede ser desde una semana hasta 1 mes produciendo diarrea y
ulceracién de intestino. Cuando S. fyphi se multiptica en ia submucosa, pasa hacia el
torrente sanguineo y se dispersa en todo el organismo, de esta forma se multiplica en
gran ndmero en bazo e higado, desplazandose en forma continua hacia vesicula biliar
pudiendo persistir durante afios y asi eliminarse por heces (Salyers y Whitt, 1994).

Algunas especies de Salmonella pueden producir lesiones tan severas, gue
ocasionan la muerte en diferentes especies animales. Dichas lesiones como las de tipo
hemorragico, degenerativas, supurativas, necroticas, ulcerativas en epitelios, etc. se




encuentran en infecciones agudas por Salmonelfa o aun cuando ya existe cronicidad. En
ninguno de estos estudios mencionan el tiempo posinfeccion en el que se encuentran
dichas lesiones ni en el que mueren los animales (Jawetz of al, 1992; Davies, y Wray,
1995; Pomeroy y Nagaraja, 1991; Songer, 1998; Runnells ef al., 1960, Nagaraja ef al.,
1991).

En el ensayo para la determinacion de la patogenia de Salmonella enteritidis var.
17 F4 (biovar. Issatschenko) mediante la cbservacion de lesiones histolégicas a partir de
muestras de yeyuno e ileon de Mus musculus, a pesar de que los ratones fueron
inoculados con una dosis de 1X10° UFC/mL y de que fueron observados y sacrificados en el
transcurso de 117 horas, las lesiones observadas por medio de microscopia de luz, no
reflejaron lesiones tan severas en intestino (yeyuno e ileon) de Mus musculus como para
producir su muerte (menos de 6 dias). Las lesiones en higado se comenzaron a observar
a partir de las 57 horas post-infeccién. Con lo antes expuesto, se puede sugerir que ia
Salmonefla en astudio contenida en el RBC, no es capaz por si sola de producir 100% de
mortalidad en roedores, ni tampoco de ser mortal para otras especdies animales y que mucho
depende de la resistencia del hospedero, asi como de que es muy probable de que
Salrmonella enteritidis variedad 17 F-4 {(biovar. Issatschenko), sea muy inestable con relacion
a su viruencia, de ahi la varabilidad de los resultados que se han obtenido por otros
investigadores, donde la mortalidad no es constante en roedores (Pomeroy y Nagaraja
1991; Pascal, 1999; Kunestova ef al., 1985; Trakhanov y Kadirov, 1972).

En el presente estudio no se observaron bacterias abundantes en ia luz del yeyuno e
iloon, ni tampoco lesiones que indicaran una infeccion por Salmonela. Sin embargo, a!
revisar higado, se observaron focos necréticos y hemormragias que sugieren una infeccién por
Salmoneila sp. Dichas lesiones podrian estar indicando la accién de una exotoxina.

Las exctoxinas clisicas son considerablemente mas téxicas que las endotoxinas,
son proteinas termoldbiles y pueden ser convertidas en toxoides, que pueden estimular la
produccitn de anticuerpos, neutralizando la actividad biologica de los efectos de la toxina,
antes y frecuentemente después de ser administrada a los animales (Jawetz ef al, 1992;
Bouzouba, ef af., 1987; Chopra et al., 1987, Perez-Perez et al., 1992).

Por otro lado, de Salmonelia typhi se han aislade endotoxinas que pueden producir
zonas de hemomagia en la pared gastrointestinal y otras alteraciones circulatorias. En las
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lesiones histolégicas existe la presencia de leucocitos y plaquetas en las vénulas. Aunque
las endotoxinas poseen numerosos efectos bicldgicos, sblo son liberadas si se altera la
integridad de la pared bacteriana (lipopolisacaridos, LPS) y no pueden ser transformadas en
toxoides (Ruttler, 1988).

En estudios realizados por Urquiza ef al, (1999 y 2000} se menciona sobre la
existencia de proteinas con actividad citotdnica y citotdxica que son liberadas al medio de
cultivo durante su crecimiento (PSNC) y de igual forma de las que se encuentran en el
espacio periplasmatico (PP). Dichas proteinas tuvieron actividad biolégica detectable
mediante un ensayo en células de Ovario de Hamster Chino (CHO) ademas de tener un
efecto de vacuolizacién temprano antes de cumplir 24 horas posexposicién. Estas proteinas
con actividad toxica pudieran sugerir la existencia de una citotoxica que produce focos
necriticos en algunos érganos como corazdn intestino, pancreas @ higado en ratones
moribundos infectados en forma natural por este génerc (Baker ef al,, 1979).

Si bien Salmonelfla ententidis variedad 17 F-4 (biovar. Issatschenko), nc es capaz
de producir aita mortalidad en roedores por si sola, se sugiere que por ello en el RBC esta
combinada con sal de hidroxicumarina al 0.02%, un anticoagulante, que actda a nivel
sanguineo interrumpiendo el ciclo de la vitamina K en los microsomas del higado. Los
anticoagulantes inhiben a nivel hepdtico la formacién de protombina {(factor i) y los
factores VII, IX y X. Durante algin tiempo después de la ingestién de una dosis letal,
suficientes factores estén circulando en la sangre para mantener la coagulacién, estos
eventualmente se van agotando, el mecanismo falla y la hemorragia intema inicia. La
muerte del animal ocurre de 3 a 8 dias después de su ingestion (Porres, 1996). La
combinacidn de hidroxicumarina y S. enferitidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko)
sugiere que la mortalidad de los roedores podria ser debida a la accién de exotoxinas o
endotoxinas de Salmonella ententidis var, 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) y al efecto del
anticoagulante de manera conjunta,
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6.2. Estudios in vitro para ja determinacién de factores de virulencia de
Salmonelia enteritidis var. 17 F- 4 (biovar. Issatschenko).

6.2.1. Determinacién de la existencia de proteinas con actividad enterotéxica tipo
CT de Salmonella enteritidis variedad 17 F-4 (biovar. Issatschenko) por medio de
ensayos biolégicos en célutas CHO vy la purificacién y caracterizacién parcial de las
proteinas del sobrenadante del cultivo (PSNC) y de las proteinas periplasmaéticas
(PP} mediante geles SDS PAGE e immunoblot.

Con relacién a las toxinas bacterianas, en afios recientes se ha demostrade la
intervencion de algunas enterotoxinas como factores importantes en los mecanismos de
patogenia de muchas enfermedades diarreicas (Prassad et al., 1990, Urquiza, 1993).

Algunos estudios han sugerido que en la patogenia de infecciones por Salmonefia,
existe la participacion de proteinas con actividad enterotdxica del tipo de CT o LT que
inducen elongacion en células de ovario de hamster chino (CHQO) (Femandez ef al., 1988;
Prassad ef al., 1992; Salyers y Whitt, 1954; Prassad ef af., 1990, Filkeistein et a/, 1983,
Koupal y Deibel, 1975). Por otra parte se ha demostrado que existe una secuencia
homéloga de DNA cromosomal entre algunas cepas de Salmonefla (Evans et al., 1974,
Ruttler 1988} y los genes ctxA de CT y elf A de LT ( Balcazar, 1993). Se ha comprobado
que lisados de Safmonella gallinarum, inducen acumulacion de liquidos en asas ligadas
intestinales en rata (Verdugo et al., 1994), y que las PSNC y PP de S. gallinarum, tienen
actividad enterotéxica detectada mediante elongacién en células CHO y un efecto de
citotoxina capaz de producir lisis celular ademas de un efecto vacuolizante temprano,
ademas en ensayos de /mmunoblot se observo la existencia de reactividad cruzada entre
las PP de S. gallinarum en su forma desnaturalizada y CT-A de V. cholerae, habiéndose
empleando anticuerpos anti subunidad A de la toxina de V. cholerae (Urquiza, 1995).

Tomando en cuenta lo anterior y que las diarreas producidas por V. cholerae, E.
cofi, (Salyers y Whitt 1994, Chopra et al, 1987; Evans et al, 1973} C. jejuni, (Ruiz-
Palacios et al., 1983; Mizuno ef al., 1994} S. typhi (Roy et al.,1985), S. typhimurium
{Prassad ef al., 1990) y S. gaflinarum (Pomeroy y Nagaraja, 1991, Urquiza, 1993) son de
tipo secretor y que se desconocen los mecanismos de patogenia de S. enfentidis var. 17
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F-4 (biovariedad Issatschenko), en este estudio, se sugird que la cepa de este ensayo,
sintetiza proteinas con actividad de enterotoxina, pudiéndose observar mediante ensayos
de elongacion en células CHO, ademas de tener reactividad cruzada con  anticuerpos
anti-CT, anti - LT, anti S. gaflinarum y contra las Proteinas del Sobrenadante del Cultivo
{PSNC) vy las Proteinas Periplasmaticas (PP) de la misma S. enterticlis var. 17 F-4
(biovariedad |ssatschenko) por medio de immunobiot.

La actividad biolégica de las enterotoxinas similares a CT, LTy CJST de S. fyphiy
de S. typhimunum, evaluadas in vitro, producen elongacion de las células CHO, asi como
un incremento en la secrecion de liquidos en asas ligadas intestinales ileales de rata,
sugiriendo una similitud en el efecto entre las enterotoxinas de S. fyphi y S. typhimurium
con CTy LT (Gianella et al.,, 1973; Femandez et al., 1988; Fukuta ef al., 1988).

Por otro lado, Kunke! ef al., (1975), demostraron la existencia de una enterotoxina
de S. ententidis que estaba muy relacionada a la membrana externa de la bacteria.
Sadruddin (1981), Prassad et ai., ( 1990 y 1992); y Chopra ef al. (1994), demostraron la
existencia de una enterotoxina similar a CT producida por S. fyphimurium y que inducia
elongacién en células CHO.

Se ha demostrado que es suficiente 1 ug /mL de C7 de V. cholerae para producit
una elevacién de AMP ciclico intracelular en 18 diferentes lineas celulares de mamiferos
y la respuesta maxima (elongacion) en células CHO, se ha observado a las 24 horas
posteriores a una exposicién de CT (Green, ef al.,, 1983).

Por otra parte, se ha demostrado que CT de V. cholerae es liberada al medio y
una minima cantidad permanece en el espacio periplasmético (Salyers y Whitt, 1994;
Moseley y Falkow, 1980; Shinji ef al., 1988; Spicer y Noble, 1982). En contraste, se ha
observado que LT de ETEC es liberada al ambiente durante la fase estacionaria de
crecimiento o cuando la membrana del espacio periplasmatico es lisada por la accion de
antibiéticos (Salyers y Whitt, 1994; Fukuta et al., 1988; Kunkel y Robertson, 1979; Eidels
et al,, 1983, Hunt y Hardy, 1991; Mekalanos,1985). En este estudio, se demostré que en
S. enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) existen proteinas que son liberadas
al ambiente (PSNC) y que también existen en el espacio periplasmatico (PP). Las PSNC
se encontraron en una concentracion de 1.7mg/ml. y las PP tuvieron 0.303 mg/mL, sin
embargo, estas no indujeron elongacién en células CHO, habiéndose expuesto a una
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concentracién de 18.6 pg/ mL de PSNC y 2.13 pg/ mL de PP, sin embargo, pudo

observarse un efecto citotonico, téxico y vacuolizante alas 48 horas posexposicion.

La evidencia de falta de elongacién en células CHO, tanto con las PSNC como
con las PP de S. enfentidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko), aun después de las 96
horas posexposicién, sugiere que la actividad biolégica de estas proteinas es diferente a
lade CT. En un trabajo realizado por Urquiza (1995), se demostrd, que con 186 pg/ mL
de PSNC y 21.3 ng/ mL de las PP de S. gaflinarum se produjo elengacién en células
CHO a las 48 horas posexposicién. Esta misma situaciéon ha sido descrita por Diaz-
Barroso et al., (1985) y Diaz-Barroso (1997), para la enterotoxina de Campylobacter jejuni
{CJT), cuya actividad especifica en células CHO también es observada después de 48
horas posexposicién. Cuando se evalué CT comercial, usada como control positivo, 1a
elongacién fue observada a las 24 horas posexposicion, mientras que en el PBS, CICC,
Medio F-12 y la solucién de dializado utilizados como controles negativos, no se observé
elongacion, aun después de 96 horas posexposicion,

Un hallazgo interesante, es que en las células CHO expuestas, tanto a las PSNC
como a las PP de S, ententidis var. 17 F4 (biovariedad |ssatschenko), diluidas 1:2, 1:4,
18 y 116, se observé un efecto temprano de vacuolizacion a las 24 horas
posexposicion, similar a lo descrito por Cover y Blazer (1992), Papini ef al, (1993) y
Schmitt y Haas (1994), con Helicobacter pylori y Urquiza, (1996 y 1997 ™Y con S,
gallinarum, durante las primeras 24 horas posexposicion. Por otra parte, las PSNC vy las
PP de S. enteritidis var. 17 F-4{biovariedad ssatschenko), mostraron un efecto citoténico
que fue observadoe entre las 48 y 72 horas posexposicion. Estos hallazgos sugieren, que
aungue no se observd efecto de elongacién en células CHO, podrian existir componentes
proteicos con actividad citotoxica, que ocasionan que las células se observen redondas
en las primeras 24 horas posexposicion y posteriormente recuperen su forma normal por
lo que una vez que se evitara el efecto de cito tonicidad, posiblemente se expresaria ef de
enterotoxina, sugiriendo que dichas proteinas estan relacionadas en el proceso de
patogénesis en infecciones por Salmonefia.

Urquiza (1895}, encontrd que con las PSNC y las PP de Salmonella gallinarum
existia un efecto citotdxico al confrontarias con células CHO. Este efecto fue eliminado al
realizar diluciones dobles seriadas, observando elongacion a las 48 horas posexposicion.
En este trabajo, a pesar de haberse dituido las PSNC y las PP de S. enteritidis var. 17 F-4
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(biovariedad Issatschenko), no se logré observar el efecto de enterotoxina, pero si un
efeclo citotdnico, a partir de Ia dilucidn 1:2 hasta la dilucién 1:16, posteriormente, en la
dilucién 1:32 las células se observaban normales desde las 24 horas posexposicion.

Por otra parte, Urquiza (1995), optimizd el método de obtencion de las proteinas
de cada género bacteriano empleado, para que sus concentraciones en ese estudio
fueran similares. Las cantidades de PSNC y de PP procedentes de cultivos de 24 horas
de ETEC, E coli HS, V. cholerae y S. gallinarum FVA-1, fueron en promedio muy
simitares (2.8 mg/ml), utilizando los métodos descritos para su extraccion. Duhamel,
(1970), detectd que la misma cantidad de proteinas se puede encontrar desde [as
primeras 6 horas de cultivo hasta [as 24 horas, no asi en este estudio con S. enteritidis
var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko), quien a las 24 horas de crecimiento se encontré
en promedio 0.303 mg/mL de PPy 1.7 mg/mL de PSNC.

En ensayos de /mmunoblot realizados por Rahman ef al.,, (1994) y Hame et al.,
{1984), demostraron la existencia de una enterotoxina de S. typhimurium y S. newport
con un peso molecular aproximado de 100 kDa, pero que no estuvo antigénicamente
relacionada con CT, LT o la toxina de Shigella. Las enterotoxinas de S. lyphimuniumy la
de S. typhi, tampoco se unieron al ganglidsido Gy, aunque si tuvieron actividad biol6gica
en células CHO (Chopra et al., 1994; Rahman et al., 1994). Urquiza, {1995), encontré una
banda en S. gaflinarum FVA-1 de las PP, que tuvo un peso molecular aproximado de 66
kDa, teniendo relacion con la subunidad A de CT, habiéndose empleando anticuerpos
anti-CT-A y el extracto de PP de S. gallinarum FVA-1 produjo elongacién en células CHO.
Sin embargo, en el presente estudio, las PSNC y las PP de S. enfertidis var. 17 F- 4
{biovariedad |ssatschenko), empleando anticuerpos anti CT y dejéndolos actuar mas
tiempo, tampoco fue posible la observacién de bandas con reactividad positiva contra anti
CT por medio de Immunobiot, no obstante con los anticuerpos anti LT y anti Sg y con
anticuerpos anti PSNC y anti PP de S. enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko),
fue posible la observacién de bandas, las cuales por su PM (de 60- 97 kDa y menores a
45) son similares al PM de proteinas con actividad enterotéxica en S. typhimurium, S.
gallinarum, S. enteritidis y las toxinas CT y LT quienes han producido efecto de
elongacién en células CHO, por lo que se sugiere que las PSNC y las PP de S. ententidis
var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko), podrian tener mejor relacion con la toxina LT
que con CT y si se obtuvieran las proteinas purificadas, eliminando el efecto de
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agregacidn de otras profeinas, posiblemente podrian tener el efecto de elongacion en
células CHO.

Por ofro ado, el hecho de haber observado reactividad negativa con anti CT, no
es indicativo de que las PSNC y las PP de S. enfentidis var. 17 F-4 (biovariedad
Issatschenko) no tengan relacién con CT, ya que los anticuerpos producidos en conejo
fueron obtenidos mediante la inmunizacién con CT purificada comercial™ y no a partir de
la cepa de V. cholerae de donde se podrian haber obtenido proteinas de agregacién junto
con CT, como en el caso de la cepa de la Salmonella en estudio, donde a partir del
cultivo puro de S. enfentidis var. 17 F-4 (biovanedad Issatschenko), se extrajeron las
proteinas mediante la precipitacion con suffato de amonio obteniendo muchas otras
proteinas. Cabe recordar que en este estudio tampoco fue posible la observacion de las
bandas de 66 kDa de S. gallinarum FVA-1 con la misma anti CT, probablemente debide a
que las PP de 5. galfinarum FVA-1, fueron producidos hace varios arios y es posible gue
dichas proteinas ya tuvieran cierta degradacion (Rasulova, et al., 1998), sin embargo, con
jos anticuerpos anti PSNC y anti PP de S. enteritidis, anti LT de produccion reciente y anti
Sg conteniendo proteinas totales de S. gaflinarum fue posible la observacion de bandas
con diferentes pesos moleculares.

Por ofra parte, Prassad et al, {(1992), demostrarcn que la afinidad de la
enterotoxina de  S. fyphimurium hacia Gy fue 3,000 veces menor que la de CT, v
Urquiza (1995), concentr las PP de S. gallinarum FVA-1 mas de 20 veces para observar
el efecto de elongacién en células CHO y la banda de proteinas en Immunoblot, de aqui
la importancia de realizar ELISA con Gy a partir de las PSNC y de las PP de S.
enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko), para encontrar si existe afinidad ¢ no
hacia el gangliésidoc Gw u otfros ensayos con receptores diferentes concentrando
posiblemente aun més. En el presente trabajo, la forma de obtencién de proteinas fue
con suffato de amonio al 70%, concentrande 17 veces las PSNC y 22 veces las PP
para la realizacion de ensayos celulares e immunoblof, mientras que en otros ensayos
se ha empleado desde el 60% hasta el 90% (Evans ef al., 1974, Angeles, 1986; Rahman
et al, 1992: Filkelstein ef al, 1983), vy en ofros trabajos, las proteinas fueron

* List bictogical Laboratories, Inc. Campbell CA, USA
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concentradas desde 6 a 30 veces a través de membranas de ultrafiliracion®
{Duhamet ef al.,1970; Evans ef al., 1974; Filkelstein et al.,, 1983; Kunkel, 1979), En vista
de que se ha demostrado que la enterotoxina de S. fyphi parece tener un receptor
diferente a Gy, de las membranas eucaritticas (Chopra ef a/.,1987) y que |a enterctoxina
de S. typhimurium puede ser neutralizada por una antitoxina de colera y su efecto
biolégico en células CHO es blequeado por el ganglidsido Gy, (Chopra et al. 1987,
Kazimierz, 1973), seria conveniente que para estudios posteriores se purifiquen y
caractericen las proteinas producidas de S. enferfidis var. 17 F-4 (biovaredad
Issatschenko)} para conocer su actividad y comprender el papel de dichas proteinas
dentro de la patogénesis de esta especie, asi como el posible reconocimiento hacia los
receptores de membrana Gy, en ensayos de ELISA y determinar que proteinas de S.
enteritidis var, 17 F4 (biovariedad Issatschenko) pueden producir elongacion en células
CHO, determinar su efecto en otras lineas celulares, asi como la inhibicion de
citotonicidad, citolicidad y vacuolizacién mediante el empleo de anticuerpos anti PSNC y
anti PP de la Salmonela en estudio.

Por otro lado, debido a que la actividad bioldgica de las enterotoxinas similares a
CT y LT de S. typhimurium, evaluadas in vitro, también producen una elongacidn en
células CHO, asi como un incremento en la secrecion de liquidos en asas ligadas
intestinales ileales de ratdn, sugiriendo una similitud en el mecanismo de patogenia entre
las enterotoxinas de S. fyphiy S. typhimurium, con CT y LT subunidad A (Femandez ef
al., 1988; Chopra ef al., 1994; Gianella et al, 1973; Fukuta ef a/.,1988), se podrian
evaluar las PSNC v las PP de S. entferitidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) en
ensayos bioldgicos como es el asa ileal ligada de raton o su administraciéon por via oral
en ratones y ofras especies.

Si bien en los estudios realizados por Balcazar (1993), se demostré que S
gallinarum posee una secuencia nuclueotidica homdloga con un fragmento del gene eff A
de ETEC en un 95% y con el gene cfx A de V. cholerae en un 83% y que en los estudios
realizados por Urquiza ' " o al. (1997), se observd que anticuerpos anti CT tuvieron
reactividad positiva hacia las PP de S. gallinarum, en este ensayo, se obtuvo mejor
reactividad de los anticuerpos anti L7 contra las PP de S. gallinarum y las PSNC y las PP

° Amicon Corp., Lexington, Mass.
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de S. enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad |ssatschenko), estos resultados sugieren que las
PSNC y las PP de S. enferfidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko), son mds
parecidasa LT.

Cabe mencionar que la reactividad observada con anti LT contra las PSNC y las
PP de S enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad issatschenko) y las PP de S. gallinarum,
podrian discriminar diferentes bandas de proteinas por medio de /Immunoblot, las cuales
son visibles empleando anticuerpos totales anti Sg. Dicha discriminacion podria
emplearse como una hemramienta de diagnéstico para la diferenciacién entre algunas
cepas de Salmonella y buscar alguna metoadologia altemativa més sencilla para la
diferenciacién entre cepas de este género.

CONCLUSIONES

Saimonelia enteriidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) al ser inoculada en
ratones Albino Suizo (Mus musculus), y ratas cepa Wistar (Ratfus rattus), predujo signologia
clinica de Salmonelosis después de 6 dias posinoculacién, y se logrd recuperar la bacteria
a partir de la moertalidad después de que fueron muriendo los animales, hasta el término del
ensayo (20 dias), en el que adn habia animales sobrevivientes, y a partir de las heces, el
aislamiento a Salmonefla spp fue positivo en los primeros dias posadministracion de
Salmonelfa enteritidis var, 17 F-4 (biovar. |ssatschenko), por lo que se comprobd que es
patdgena para dichas especies.

Salmonella ententidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenke}, no produjo signologia clinica
de salmonelosis, mortalidad ni eliminacion bacteriana en heces de conejos irfectados
experimentalmente, por lo que se considera inocua para dicha especie.

En cobayos inoculados experimentalmente con Salmonella enteritidis var. 17 F-4
(biovar. Issatschenko), a pesar de la mortalidad obtenida, no hubo recuperacion de la
bacteria a partir de los drganos intemos de los animales muertos, ni de los sobrevivientes
después de haberos sacrificado y tampoco a partir de las heces. Se desconocen los
motivos del por qué murieron estos animales.

En poflos de engorda de 1 y 8 dias de edad y en pollitos Leghom de un dia de edad,
Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) inoculada experimentaimente,
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de S. enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad |ssatschenko), estos resuftados sugieren que las
PSNC y las PP de S. enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad lssatschenko), son mas
parecidasa LT.

Cabe mencionar que la reactividad observada con anti LT contra las PSNC vy las
PP de S entaritidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) y las PP de S. gaflinarum,
podrian discriminar diferentes bandas de proteinas por medio de /mmunoblof, las cuales
son visibles empleando anticuerpos totales anti Sg. Dicha discriminacién podria
emplearse como una herramienta de diagndstico para la diferenciacion entre algunas
cepas de Salmonella y buscar alguna metodologia altemativa mas sencilla para la
diferenciacién entre cepas de este género.

CONCLUSIONES

Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko) al ser inoculada en
ratones Alhino Suizo (Mus musculus), y ratas cepa Wistar (Rattus rattus), produjo signologia
clinica de Salmonelosis después de 6 dias posinocutacion, y se logrd recuperar la bacteria
a partir de la mortalidad después de gue fueron muriendo los animales, hasta el término del
ensayo (20 dias), en el que alin habia animales sobrevivientes, y a partir de las heces, e!
aislamiento a Saimonelia spp fue positivo en los primeros dias posadministracién de
Salmonella entontidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenka), por lo que se comprobd que es
patégena para dichas especies.

Salmonefla entenitidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenke), no produjo signologia clinica
de salmonelosis, mortalidad ni eliminacidén bacteriana en heces de conejos infectados
experimentaimente, por lo que se considera inocua para dicha especie.

En cobayos inoculados experimentalmente con Salmonella enteritidis var. 17 F-4
(biovar. Issatschenko), a pesar de la moralidad obtenida, no hubo recuperacion de la
bacteria a partir de los 6rganos intemos de los animales muertos, ni de los sobrevivientes
después de haberlios sacrificado y tampoco a partir de las heces. Se desconocen los
motivos del por qué murieron estos animales.

En pollos de engorda de 1y 8 dias de edad y en pollitos Leghom de un dia de edad,
Salmonella enterfidis var. 17 ¥4 (biovar. Issatschenko) inoculada experimentaimente,
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produjo niveles bajos de mortalidad en la primera semana posinoculacion, asi como
eliminacién esporadica de la bacteria en heces en los primeros dos dias posinoculacion. En
polio de engorda la mortalidad fue minima (1/32) y se logrd el reaislamiento de la bacteria
inoculada asi como de los pollitos Leghom que murieron. Se sugiere realizar estudios
posteriores para determinar la significancia de estos hallazgos, debido a que también fue
posible el reaislamiento de la bacteria inoculada a partir de los drganos internos de una de
las aves que sobrevivid.

Salmonella ententidis var. 17 F-4 (biovariedad Issatschenko}, produce proteinas
que se liberan al medio (PSNC) y ademas contiene proteinas en el espacio
periplasmatico (PP), las cuales son capaces de producir efecto de citotdnico en células
CHO después de las 48 horas posexposicién, asi como el efecto de vacuolizacién
temprana en células CHO antes de las 24 horas posexposicion; lo que pudiera sugerir la
existencia de una citotoxina que produce los focos necrdticos que se observaron en los
ratones infectados experimentalmente. Por otra parte, se observé mejor reactividad de
fos anticuerpos anti LT contra las PP de S. gallinarum y las PSNC y las PP de S.
enteritidis var. 17 F-4(biovariedad |ssatschenko), sugiriendo que las PSNC y las PP de S.
entoritidis var. 17 F-4(biovariedad Issatschenko), son mas parecidas a LT que a CTy

seria el primer reporte descrito para esta especie.

AUn se conoce poco acerca de la patogenia de Salmonelfa enteritidis variedad 17 F-4
(biovar. Issatschenko) y por todo lo antes expuesto, se sugiere realizar ensayos para
encontrar la dosis letal 50% y Ia inhibicién de mortalidad en roedores (proteccion), y desafios
con mejor control en animales clinica y subdinicamente sanos, asi como en aves y otros
animales domésticos para conocer su virulencia, y el efecto del posible papel de las
proteinas con actividad citoténica y citotdxica y los LPS de dicha Salmonelfla, en
combinacién con el anticoagulante del RBC.
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Abreviaturas

Biovar. Biovariedad

CAA Caldo Casaaminoacidos

CicC Caldo Infusién Cerebro Corazén

CJT Enterotoxina de Campylobacter jejuni
CN Caldo Nutritivo

CT Toxina Termolabil de V. Cholerae

CT-A Subunidad A de la toxina de V. Cholerae
CT-B Subunidad B de la toxina de V. cholerae
Ctet Caldo tetrationato

CHO Células de Ovario de Hamster Chino
D.O. Densidad Optica

E. coli HS Escherichia coli no enterotoxigénica
ETEC Escherichia coli enterotoxigénica

G Receptor de membrana (Gangliésido)
kDa Kilodaltons

LT Enterotoxina termolabil de Escherichia coli
nm Nanometros

PBS Solucidn amortiguadora de fosfatos

PM Peso Molecular

PP Proteinas Periplasmaticas

PSNC Proteinas del Sobrenadante del Cultivo
PT Fagotipo

RBC Rodenticida Biolégico comercial

pm Revoluciones por minuto

SSF Solucion Salina Fisiologica

ST Toxina termoestable de £. Colf

TLIA Tejido Linfoide Intestinat Asociado

UFC Unidades Formadoras de Colonia

VB Agar Verde Brillante
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Cuadro 1. Calendario de Inmunizacién para la produccion de
anticuerpos contra PSNC y PP de S. enteritidis var. 17 F-4 (biovar.
Issatschenko) en conejos.

Dia Via de Concentracién Volumen de
administracién de proteina para antigeno para
del antigeno la inmunizacién administrar
1 Subcutdnea 5 yg/ mL 1.0mL
20 Intramuscular Spg/ mL 1.0mL
45 Endovenosa 5 pg/ mL 0.5mL
50 Endovenocsa 5 pg/ mL 05mL

g3
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Cuadro 2. Mortalidad en ratones Albino Suizo y aislamientos de Safmonelia enteritidis var.17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Grupos Mortalidad Porcentaje de Namero de Porcentaje de Namero de
Mortalidad Aislamientos de Aislamientos de Aislamientos de
Salmoneliia Salmonelia Salmonella
enteritidis var.17 F-4 | enteritidis var.17 F-4 | enteritidis var.17 F-4
(biovar. (biovar. (biovar.
Issatschenko) Issatschenko) Issatschenko}
a partirde la a partir de la a partir 6rganos de
mortalidad mortalidad los ratones
sobrevivientes
Grupa | 19/20 95 19/19 100 o
Grupo It 20/20 100 20720 100 an
Grupo 11l 1320 &5 1¥13 100 o7
Grupo IV 16410 100 1010 100 o0
Grupo V 10/10 100 10/10 100 o0
Grupo Vi 210 20 w2 0 /8

Grupo . Dosis Unica de 2g/ratén de RBC durante 24 horas.
Grupo I1. Desis dnica de 6g/raton de RBC durante 24 horas.

Grupo lll. Dosis por via oral de una suspension al 20% de 1X10® UFC/mL de Salmonella enteritidis var.17 F-4 (biovar. ssatschenko) mezclada en el
agua de bebida durante 24 horas.
Grupo IV. inoculacién intraperitoneal con 0.5 mifraton de 1X10° UFC/mL de Salmonella enteritidis var.17 F-4 (biovar. |ssatschenko).

Grupo V. Inoculacién por via subcutdnea con 0.5 mL/ratén de 1X10° UFC/mL de Salmonelfa enteritidis var.17 F-4 (biovar. Issatschenko).
Grupe V1. Testigo negativo.

" A+B (hembras y machos).
RBC.- Rodenticida Biolégico Comercial.



Cuadro 3. Mortalidad ocasionada por el RBC y Salmonelia
enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) en ratones Albino
Suizo.

Grupo Dias Posinoculacién No. de muertos
i 6 1
7 3
8 5
9 2
10 3
11 3
14 1
21 1
In 6 3
7 10
8 7
7 6
]l 8 2
9 1
10 3
11 1
v 2 2
3 5
4 2
6 1
A 4 7
5 3
Vi 21 2

Grupo |. Dosis tnica de 2g/ratén de RBC durante 24 horas.

Grupo |I. Dosis Unica de 6g/ratén de RBC durante 24 horas.

Grupo Hl. Dosis por via oral de una suspensidn al 20% de 1X10° UFC/mL de Salmonefla
enteritidis var.17 F-4 {biovar. Issatschenko) mezctada en el agua de bebida durante 24 horas.
Grupo V. Inoculacién intraperitoneal con 0.5 mUfraton de 1X10° UFC/mL de Salmonefia
enteritidis var.17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Grupo V. Inocutacion por via subcuténea con 0.5 mUratén de 1X10° UFC/mL de Salmonella
enteritidis var.17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Grupo V1. Testigo negativo.

RBC.- Rodenticida Biolgico comercial,
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Cuadro 4. Anadlisis bacterioldgico de las muestras de heces
tomadas cada tercer dia de los grupos de ratones Albino
Suizo.

Dias Grupol | Grupe ll | Grupo lll | Grupo IV | Grupo V | Grupos
Posinoculacién Vi

3 + + - - - -

5 + + : - : -

7 - - . - - -

o - - - - N N

i1 - - X : R :

13 - - - - - -

15 - - - - - -

17 . - - - - -

19 - - - - - -

21 - - - - - -

23 R - - - : -

25 - - - - - -

Grupo |. Dosis Gnica de 2g/ratén de RBC durante 24 horas.

Grupo |1. Dosis dnica de 6g/ratén de RBC durante 24 horas.

Grupo i, Dosis por via cral de una suspensitn al 20% de 1X10° UFC/mL de Salmonetia enteritidis
var.17 F-4 (biovar. Issatschenko) mezclada en el agua de bebida durante 24 horas.

Grupo IV. Inoculacion intraperitoneal con 0.5 mLfrat6n de 11 0" UFC/mL de Salmonella enteritidis
var.17 F-4 (biovar. 1ssatschenko).

Grupo V. tnoculacién por via subcutdnea con 0.5 mifratén de 1X1 0% UFC/mL de Salmonefia
enferitidis var 17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Grupo Vi. Testigo negativo.

RBC.- Rodenticida Biolégice Comercial.
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Cuadro 5. Mortatidad conejos Nueva Zelanda y aislamientos de Salmonella enteritidis var.17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Grupos Mortalidad Porcentaje de Namero de Porcentaje de Numero de
Mortalidad Aislamientos de Aislamientos de Aislamientos de
Salmoneiia Salmonelia Salmonella
enteritidis var.17 F-4 | enteritidis var.17 F-4 | enteritidis var.17 F4
{biovar. {biovar. (biovar.
Issatschenko) Issatschenko) Issatschenko)
a partir de ia a partir de la a partir 4rganos de
mortalidad mortalidad los conejos
sobrevivientes
Grupo | o5 0 - — oS
Grupo 1l 1] ] - — o5
Grupo It o5 0 - — s
Grupo IV 03 v} = - o3
Grupo V o7 4] — - o7

Grupo I. Administracion de 100g/conejo de RBC durante 48 horas dividido en dos tomas.

Grupo Il. Administracién de 100g/conejo de RBC durante 24 horas mezclado en ef alimento comercial.

Grupo !ll. Administracidn oral de 5 mLiconejo de una suspensién de 1X1 0° UFC/mL de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) durante 24
horas.

Grupo V. Cohabitacién con los grupos LIl y lIl.

Grupo V. Testigo negativo.

RBC .- Rodenticida Biolégico Comercial.



Cuadro 6. Mortalidad en ratas cepa Wistar y aislamientos de Salmonella enteritidis var.17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Grupos Mortalidad Porcentaje de Nomero de Porcentaje de Numero de
Monrtalidad Ajslamientos de Aislamientos de Aislamientos de
Salmonella Salmonelia Salmoneila
enteritidis var.17 F-4 | enteritidis var.17 F-4 | enteritidis var.17 F4
(biovar. (biovar. (hiovar.
Issatschenko) Issatschenko) Issatschenko)
A partirde la a partir de la a partir érganos de
mortalidad mortalidad las ratas
sobrevivientes
Grups | 710 70 Fiid 100 03
Grupo i 1010 100 110 100 om
Grups |1l 810 80 &8 100 02
Grupo WV e [ o8 0 V1)

Grupo |. Dosis Linica de 18g/rata de RBC durante 24 horas.

Grupo |l. Dosis (nica de 40g/rata de RBC durante 48 horas dividida en dos tomas.

Grupo |Il. Dosis por via oral de una suspensién al 20% de 1X10° UFC/mL de Saimonella enteritidis var.17 F-4 (biovar. Issatschenko) mezclada en el agua
de bebida durante 24 horas.

Grupo IV, Testigo negativo.

RBC.- Rodenticida Bicldgico Comercial



Cuadro 7. Mortalidad ocasionada por el RBC y Salmonelia
enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) en ratas cepa Wistar.

Grupo Dias No. de muertos
Posinocutacidn
I 14

16

18

It 7

8

18

n 14

15

17

18

ENESIAIES] FA RSN PN e

Grupo |. Dosis Gnica de 18g/rata de RBC durante 24 horas.

Grupo 1l. Dosis Unica de 40g/rata de RBC durante 48 horas dIVIdIda en gos tomas.

Grupo 11, Dosis por via oral de una suspension al 20% de 1X1 0° UFC/mL de Salmonelia
enteritidis var.17 F-4 (biovar. Issatschenko) mezclada en el agua de bebida durante 24 horas.
Grupe IV, Testigo negativo.

RBC .- Rodenticida Biolégico Comercial.
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Cuadro 8. Mortalidad en cobayos raza Abisinia y aislamientos de Salmonella enteritidis var.17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Grupos Mortalidad Porcentaje de Namero de Porcentaje de Numero de
Mortalidad Aislamientos de Aislamientos de Aislamientos de
Salmonelia Salmonella Salmoneila
enteritidis var.A7 F-4 | enteritidis var.17 F-4 | enteritidis var.17 F-4
{biovar. (biovar. {biovar.
Issatschenko) Issatschenko) Issatschenko)
a partirde la a partirde la a partir drganos de
mortalidad maortalidad los cobayos
sobrevivientes
Grupo | s 4] 0 0 o5
Grupo i 115 20 o1 0 ol4
Grupo 1If 1S 20 o/ 0 /4
Grupo IV 113 33.3 011 0 072

Grupo 1. Administracién de 8g/cobayo de RBC durante 24 horas.
Grupo 1. Administracién de 20g/cobayo de RBC durante 24horas.

Grupo IY. Administracién oral de una suspensidn al 20% conteniendo 1%10° UFC/mL de Salmonelia enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) durante

24 horas como agua de bebida.

Grupo V. Testigo negativo.

RBC .- Rodenticida Biol6égico Comercial
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Cuadro 9. Mortalidad en pollos Leghorn y aislamientos de Salmonelia enteritidis var.17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Grupos | Mortalidad | Porcentaje NGmero de Porcentaje de Numero de Porcentaje de
de Aislamientos de Aislamientos de Aislamientos de Alslamientos de
Mortalidad | Salmonella enteritidis | Salmonella enteritidis | Salmonella enteritidis | Salmonella enteritidls
var.17 F-4 (biovar. var.17 F-4 (biovar. var.17 F-4 (biovar. var.17 F-4 (biovar.
issatschenko) issatschenko) Issatschenko) Issatschenko)
a partir de la mortalidad | a partir de la mortalidad | a partir érganos de las a partir de las aves
aves sobrevivientes sobrevivientes
Grupo | 932 28.1 an 3.9 o023 0
Grupo It 32 93 23 66.8 oz 0
Grupo Il 532 15.8 15 20 027 ]
Grupo IV 32 0 o0 1] 0132 0
Grupo V 232 82 o2 0 0/30 0

Grupo |, Poliitos Leghom de un dia de edad tratados con una dosis de 0.25 mL de 10° UFC/mL de Salmonelia enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Grupo il. Pollitos Leghomn de un dia de edad alimentados con una mezcla de alimento comercial y un cuttivo de 10® UFC/mL de Salmonelia enteritidis var.

17 F-4 (biovar. issatschenko) durante 24 horas.
Grupe |1, Poilitos Leghom de un dia de edad alimentados con una mezcla de alimento comercial el RBC a partes iguales durante 24 horas.

Grupo IV. Poliitos Leghom de un dia de edad alimentados con una mezcla de alimento comercial el RBC a partes iguales durante 48 horas.
Gnupo V., Testigo negativo.

RBC.- Rodenticida Biolégico Comercial.




Cuadro 10. Anélisis bacteriolégico de las muestras de heces de
los pollitos Leghorn.

Grupos | i n v v

Dias
Posinoculacién

[ Y JIEY Y IR Py iy ey R e Y Y
e e e e P L S =) A et R o el et L
L]
1
]
4
.

21 - - - - -

Grupo L. Pollitos Leghom de un dia de edad tratados con una dosis de 0.25 mL de 10° UFC/mL de
Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Grupo il. Poliitos Leghom de un dia de edad alimentados con una mezdla de alimento comercial y
un cultivo de 10° UFC/mL de Salmonelfa enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) durante 24
horas.

Grupo lIl. Pollitos Leghom de un dia de edad alimentados con una mezcla de alimento comercial et
RBC a partes iguales durante 24 horas.

Grupo IV. Pollitos Leghom de un dia de edad alimentados con una mezcla de alimento comercial el
RBC a partes iguales durante 48 horas.

Gnuipo V. Testigo negativo,

RBC - Rodenticida Biologice Comercial.
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Cuadro 11. Aglutinacién Rapida en placa con el antigeno K

polivalente de  Salmonella pullorum’ 'y prueba de
Microaglutinacién de los sueros de los pollitos Leghorn.
Aglutinacién Répida en placa Microaglutinacién

Dias posinoculacién 8 15 24 30 8 15 21 30

Grupos

| 05 05 1/5 2/5 05 05 05 05
(20%) (40%)

n 05 05 1/5 1/5 o5 o5 0/5 05
(20%) (20%)

m o5 05 0/5 0/5 o5 05 o5 05

v 05 0/5 0/5 0/5 05 05 05 0/5

v /5  0/5 0/5 05 05 05 05 0/5

Grugpo |, Pollitos Leghomn de un dia de edad tratados con una dosis de 0.25 mt. de 10° UFC/mL de

Salmonelia enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Grupeo . Polmos Leghom de un dia de edad alimentados con una mezcla de alimento comercial y
un cultivo de 10° UFC/mL de Salmonella enferitidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) durante 24

horas,

Grupe HIl. Pollitos Leghom de un dia de edad alimentados con una mezcia de alimente comercial el
RBC a partes iguales durante 24 horas.
Grupo IV. Pollitos Leghom de un dia de edad alimentados con una mezcla de afimento comercial el
RBC a partes iguales durante 48 horas.

Grupo V, Testige negativo.

RBC - Rodenticida Bioldgico Comercial.
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Cuadro 12. Mortalidad en pollos de engorda y aislamientos de Salmonella enteritidis var.17 F-4 (biovar. Issatschenko).

Grupos | Mortalidad | Porcentaje Nimero de Porcentaje de Nimero de Porcentaje de
de Aislamientos de Aislamientos de Aislamientos de Aislamientos de
Mortalidad | Salmonella enteritidis | Salmoneliia enteritidis | Salmonelia enteritidis | Salmonella enteritidis
var.17 F-4 (biovar. var.17 F-4 (biovar. var.1T F-4 (biovar. var.17 F-4 (biovar.
Issatschenko) |ssatschenko) Issatschenko) Issatschenko)
a partir de la a partir de 1a mortalided | a partir 6rganos de las a partir de las aves
mortalidad aves sobrevivientes sobrevivientes
Grupe | 1132 a1 i 100 031 0
Grupo 1| 32 o o0 0 1132 3
Lerupani 0/32 o 032 0/32 0

Grupo (. Pollitos de engorda de un dia de edad tratados con una dosis de 0.25 mL de 10® UFC/mL de Saimonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar.

Issatschenko) por via oral.

Grupo |l. Pollitos de engorda de 8 dias de edad alimentados con una mezcla de alimento comercial y un cultivo de 10% UFC/mL de Salmonelia enteritidis

var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) durante 24 horas.

Grupo |1, Testigo negativo.




Cuadro 13. Aglutinacion rapida en placa con el antigeno K
polivalente de Salmonella pullorum’ y prueba de
microaglutinacion de los sueros de los polios de Engorda.

| Aglutinacién Rapida en placa Microaglutinacién |
Dias posinoculacién 1 7 15 1 7 15
Grupos
| 05 Q5 05 05 05 0/5
fl 05 OS5 05 05 0/5 0/5
Ml 0/5 _0/5 05 05 055 0/5

Grupo 1. Pollitos de engorda de un dia de edad tratados con una dosis de 0.25 mL de 108 UFC/mL
de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) por via oral.

Grupoe 1l. Poliitos de engorda de 8 dias de edad alimentados con una mezcla de alimento comercial
y un cultivo de 10° UFC/ML de Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) durante 24
horas.

Grupo ill, Testigo negativo.

RBC - Redenticida Bioldgico Comercial

“ Lab. Solvay Animal Health, Mexico.
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Cuadro 14. Cuantificacion de proteinas y valores de
absorbancia (D.0. 660 nm) a las 24 horas de crecimiento.

Cepa D.O. PSNC PP
mg/mL mg/mL
E. coli HS 1.034 - 1.770
E. coli 1.062 - 3.904
enterotoxigénica
(ETEC)
S. enteritidis
(biovar. 1.150 0.622 0.071
Issatschenko)

D.O..- Densidad 6ptica.
PSNC - Proteinas del sobrenadante def cultivo de S. enferitidis biovar. Issatschenko.

PP.- Proteinas periplasméticas de S. enferitidis biovar. Issatschenko.
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Cuadro 15. Pesos Moleculares en kDa de las PSNC y las PP de Salmonella enteritidis biovariedad Issatschenko
encontrados por medio del ensayo de /mmunobiot con Inmunoglobulinas conjugadas con Peroxidasa.

ANTI-CT ANTI - PSNC ANTI - PP ANTI-LT
cr | psnc | pp |Psnc1| pr1 [ Fuat [T psnc | PP |Psnc | PP1 |Evar et |Psnc | PP [PsnG | PP [ FVA4 [CT|PSNC] PP | PSNC [PP1ARO | FVA4
ARO | AflC ag 1AROD | ARC | s 1ARO | ARO | Sg 1 ARD 8g
116 | 195 | 97 116 | 97 o7 97 97 o7 97 a7 97 | 97 97
N 97 o7 a7 94 94 88.2| 75 [668.2 686.2(686.2| 66.2
o 8e.2 66.2 45 45 |688.2 45
~ 66.2| 40 81
63 8 40
34

PSNC.- Proteinas del sobrenadante del culivo de Salmonelia enteritidis biovariedad Issatschenko. PP.- Proteinas periplasméticas de Saimonella enteritidis
biovariedad Issatschenko CT.- Toxina de V. cholerae; LT- Toxina labil de E. coli; FVA-1 Sg.- Proteinas periplasmaticas de 5. gaflinarum FVA-1.
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Cuadro 18. Pesos Moleculares en kDa de las PSNC y las PP de Saimonella enteritidis biovariedad Issatschenko
encontrados por medio del ensayo de /mmunobiot con Inmunoglobulinas conjugadas con Avidina-Biotina y Peroxidasa.

C ANTI-CT ] ANTI— PSNG I ANTI - PP [ ANTI=LT | ANTI - Sg B
[T fek PP PRE PP PV TF FEiC PP PeRC PP FVAA o P PP Pk FF Pkt T Fec ¢ FEk FE R oT m—'m-ﬁﬂ
1ARO__1ARG s 1ARG 14RO _ (80} ARG IARO (39} 1aR0 _1AR8 _ (8g) M0 talo (sg)
45 | 87 14 97 | o7 | 97 97 | 116 | 1958 [ 116 | o7 200 | 200 | 200 ) 200 | 87 87 | 97 | 97 | o7 66.2| 118 [ 200 | 87 | 180
24 88.2 66.2 86.2! 100 | 118 | 07 66.2 118 | 116 | 116 [ 116 | 88.2 66.2 | 66.2 | 86.2 | 88.2 47 87 | 190 168.2| 67
14.4 97 1 97 (682 6 87 | 67 | o7 | 87 | 60 45 23 | o6 | 116 ] 63 1662
§0_{ 80 | 48 88.2| B0 [B8.2; 73 92 | 97 | 62 | a4
66.2 | 68.2 A4 1 78 | 45 |E8.2 70 (882 81 | 85
60 | 48 86.2 44 80.2] 43 1 49 | 83
50 | 40 1] 64 | 39 45
45 | M1 80 §2 39
29 80 81 28
45 50 26
43 46 F+)
42 42 20
40 38
3 El
F1] 16
14.4

PSNC.- Protelnas del sobrenadante del cultivo de Salmonella enteritidis bioverledad Issatschenko. PP.- Proteinas periplasmaticas de Salmonella enterttidis
biovariedad issatschenko. CT.- Toxina de V. choferae: LT.- Toxina 1abil de E. coli, FVA-1 Sg.- Proteinas periplasméticas de S. gallinarum FVA-1.



Figura 1. Extraccion de PSNC y PP de Salmonella enteritidis
var. 17 F- 4 (biovar. Issatschenko).

S. enteritidis
var 17 F-4 (biovar. Issatschenko)

’

Centrifugacion
12000 RPM 4 °C

Sobrenadante \ Pagquete celular

(PSNC) lavado 2 veces y tratado
con Polimixina B

Precipitacion con
Sulfato de Amonio
al 70%

601

Dialisis

4/\.

Células CHO Immunoblot

PSNC .- Proteinas del sobrenadante del cultive. PP.- Protefnas periplasmaticas. CHO.- Células de ovario de hamster chino.



Figura 2. Elaboracién de Immunoblot de las PSNC y las PP de
S. enteritidis biovar. Issatschenko con anticuerpos
marcados con Peroxidasa.

Transferencia a
papel de
Nitrocelulosa

l Commiente a 100 Volts 1 hora

IMMUNOBLOT

!

Bloquear con leche
descremada al 5%

l Incubacién a 37°C en agitacién 30°

Anticuerpos Anti-CT, CT-A ,
CT-B, LT, PSNC,PPy Sg

Incubacién a TA en agitacién 18 horas

Conjugado marcado
con Peroxidasa

Incubacion a TA en agitacidon 90 incubacién a 37°C

Revelado con o naftol
y peroxido de hidrégeno

CT.- Toxina de V., cholerae. PSNC .- Proteinas del sobrenadante del cultivo de S. entenfidis biovar.
Issatschenko, PP - Proteinas periplasméticas de S. enferitidis biovar. Issatschenko. 8g.- S. galtinarum.
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Figura 3. Elaboraci6én de Immunoblot de las PSNC y las PP de
S. enteritidis biovar. Issatschenko con anticuerpos marcados
con Avidina-Biotina y Peroxidasa.

Transferencia a
papel de
Nitrocelulosa

l Corriente a 100 Volts 1 hora

IMMUNOBLOT

l

Bloguear con leche
descremada al 5%

l Incubacién a 37*C en agitacién 30'

Anticuerpos Anti-CT, CT-A ,
CT-B, LT, PSNC,PPy Sg

Incubacién a TA en agitacién 18 horas
Anticuerpo Avidina-
Bictina

Incubacién a TA en agitacién 1 hora

Conjugado marcado
con Peroxidasa

Incubacién a TA en agitacidn 90' Incubadién a 37°C

Revelado con a naftol
y peroxido de hidrégeno

CT- Toxina de V. cholerase. PSNC - Proteinas del sobrenadante del cultivo de S. enteritidis biovar,
Issatschenko. PP - Proteinas peripjasméticas de S. enferitidis biovar. Issatschenko. Sg.- S, gallinarum,
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Figura 4.- Mortalidad de los ratones Albino Suizo por la inoculacién experimental del RBC*
y Salmonella enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko).

12

-
Q

No. de Ratones Muertos
(=]

i

T T ﬂ: ; : | . | :

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Dias Posinoculacion

l_EIGrupo 1 MGrupo 2 BGrupo 3 DGrupo 4 MGrupo 5 BAGrupo 6[

Grupa |. desis unica de 2g/raitn de RBC durante 24 horas.

Grupo . dosis Gnica de Bg/ratdn de RBC durante 24 horas.

Grupa [Il. dosis por vla aral de una suspangion al 20% de 1X100 UFC/mL de Sgimonea enleriticls var.17 F-4 (biovar. lssatschenko) mezciada en el sgua de babida durame 24 horas.
Grupo IV incculacion intraperitonaal con 0.5 ml/ratén de 1X108 UFG/mL da Saimonella ententicdls var 17 F-4 {biovar_ |esatschenko).

Grupo V' inoculacite por via subculdnea con 0.5 mUiatdn de 1X10s UFCImL de Salmonafis entoriiis var,17 F-4 (biovar. Issatschenko),

Grupo V1. testige negativo sin tratamiento.

“REC.- Rodenticida Biologico Comercial



ELL

Figura 5.- Mortalidad de las ratas cepa Wistar por la inoculacién experimental
del RBC* y Salmonelia enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko).

5

No. de Ratas Muertas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Dias Posinoculacion
| " Grupo 1 EGrupo 2 BEGrupo 3 TIGrupo 4

Grupo | dosis Gnica de 18g/rata de RBC durante 24 horas.
Grupo It dosis (inrca de 40g/reta de RBC durante 48 horas dividida en dos tomas.
Grupe Hl dosis por via oral de una suspensidn al 20% de 1X10s UFC/mL. de Salmonelia ententicts var.17 F-4 {biavar. |ssatschenko) mezclada en el agua de bebida durante 24 horas.

Grupo IV testige negativo sin tratamiento

“RBC - Rodenticida Biolégico Caomercial



Figura 6. A} Muestra aredondamiento de células CHO a las 24 horas posexposicién,
producido por las proteinas del sobrenadante del cultivo o las proteinas periplasmaticas

de S. entendtidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenko) (100X). B) Las mismas células
descritas pero con aumento 320X,
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Figura 7. A) Muestra efecto ciloténico producido por las proteinas del sobrenadante de
cultivo o las proteinas periplasmaticas de S. enteritidis var. 17 F-4 (biovar. Issatschenke
en las células CHO a las 72 horas posexposicién, B) Se observan las mismas célula
descritas pero a las 96 horas posexposicién, ambas con100X.
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200 Fig. 8. Gel SDS-PAGE
116 con Tincion de Plata
97.4 de las PSNC y PP de
66.2 S. enteritidis biovar.
Issatschenko.
45
Carril:
1.- PM
oy 2.-CT
"31 3.- PSNC
4.- PP
5.- PSNC 1 afio
21.5 6.- PP 1 afio
14.4

PM.- Peso molecular. CT.- Toxina de V.
cholerae. PSNC.- Proteinas del sobrenadante
del cultivo. PP.- proteinas periplasmaticas.

Carriles
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Fig. 9. Pesos Moleculares en kDa de las PSNC y las PP de Salmonella enteritidis biovariedad Issatschenko encontrados por medio
del ensayo de Immunoblot con iInmunoglobulinas conjugadas con Peroxidasa.

| ANTI -CT I ANTI - PSNC | ANTI - PP I ANTI-LT

et Jrsnc| pr | renc| pr | rvaa et | pmc | gpr | emc | re | Fvan et |emec | pr | ranc]| P | Pvaa cr tremic | pr Jemc| er | Fvaa
1480 | ARG | 3g) ARG | ko | e 1a00 | 1880 | (3g) 1ARD | aflo | (aq)
PM
200 = 195
—
118 1186 116
-— —
87 (97 197 7 97 {97 |97 97 |97 |97 7 97 |97 97
87 = T
—  —
—— | 75
66.2 66.2 | Gl 66.2 | 66.2 66.2 662 | 66.2 | 66.2
£68,2 ey m—— —163 ] — n—
— 61
—
45 45 45 45
“— — I — —
Al [T
£
m—
b 3 I—— 34
24
216 -
e 1
14.4

PSNC.- Proteinas del sobrenadante del cultivo de Salmonefia enteritidis biovariedad |ssalschenko. PP.- Proteinas periplasméticas de Salmonefia enteritidis
biovariedad tssatschenko. CT.- Toxina de V., cholerae; LT.- Toxina l4bil de E. coff; FVA-1 Sg.- Proteinas periplasmaticas de S. galiinarum FVA-1.



PM
" Fig. 10. Immunoblot con
116 | - PSNCYy PP de S. enteritidis
97.4| .. ~ biovar. Issatschenko contra
66.2| - W Anti-LT.
45 Carril:
R | 1.-PM
131 Ly 2.-CT
= N 3.- PSNC
" 4.- PP
. 5.- PSNC 1 aio
6.- PP 1 afio
2 . N » ’ i PM.- Peso molecular. CT.- Toxina de V. cholerae.
2 3 4 5 6 PSNC.- Proteinas del sobrenadante del cuitivo.

Carriles

PP.- proteinas periplasmaticas.
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200 ) { Fig. 11. Immunoblot con
e ' PSNCy PP de S.
974 T L enteritidis biovar.
662 | et Issatschenko contra
"' Anti - PSNC.
45
Carril:
o 1.- PM
o I 2-' CT
331 | My ' 3.- PSNC
4.- PP
5.- PSNC 1 afio
21.5 6.- PP 1 afio
144 | o
o Lo = ) PM.- Peso molecular. CT.- Toxina de V.
1 2 3 4 5 6 cholerae. PSNC - Proteinas del sobrenadante

del cultivo. PP.- proteinas periplasmaticas.
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Fig.12. Immunoblot con
PSNCy PP de S. enteritidis
biovar. Issatschenko
contra Anti - PP.

Carril:

1.- PM

2.-CT

3.- PSNC
4.-PP

5.- PSNC 1 aiio
6.- PP 1 aio

PM.- Peso molecular. CT.- Toxina de V. cholerae.
PSNC.- Proteinas del sobrenadante del cultivo.
PP.- proteinas periplasmaticas.



pm  Fig.13. Immunoblot con

e PSNCy PP de S. enteritidis
L 146 biovar. Issatschenko contra
. o74 Anti-CT.
66.2 Carril:
. % 1.- PM
_ 48 2.-CT
3 " 3.- PSNC
i 4.-PP
31 5.- PSNC 1 afio
: : 6.- PP 1 afio
L 21.5
' | L 14.4

6 5 4 3 2 1 PM.- Peso molecular. CT.- Toxina de V. cholerae. PSNC -

. Proteinas del sobrenadante del cultivo. PP.- proteinas
Carriles periplasmaticas.
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Fig. 14. Gel SDS-PAGE con
Tincién de Plata de las PSNC
y PP de S. enteritidis biovar.
Issatschenko y de las PP de
S. gallinarum.

Carril:

1.-PM

2.-CT

3.- PSNC

4.- PP

5.- PSNC 1 ailo
6.- PP 1 afio

7.- PP S, gallinarum FVA-1

PM.- Paeso molecular. CT.- Toxina de V. cholerae. PSNC .-
Proteinas dei sobrenadante del cultivo, PP.- proteinas
periplasmaticas. Sg.- Saimonella galliinarum.
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Fig.15. Immunoblot con
PSNC y PP de S. enteritidis
biovar. Issatschenko contra
Anti - Sg.

Carril:

1.- PM

2.-CT

3.-PSNC

4.- PP

5.- PSNC 1 afto

6.- PP 1 aiio

7.- PP S. gallinarum FVA-1

PM.- Peso molecular. CT.- Toxina de V. cholerae.
PSNC.- Proteinas del scbrenadante del cultive. PP.-
proteinas periplasméticas. Sg.- Salmonella
gallinarum.
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Fig. 16. Pesos Moleculares en kDa de las PSNC y las PP de Salmonella enteritidis biovariedad Issatschenko encontrados
por medio del ensayo de /mmunoblot con conjugados Avidina-Biotina y Peroxidasa.
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PSNC.- Proteinas del sobrenadante del cultive de Salmonelfia enteritidis biovariedad Issatschenko, PP .- Proteinas periplasméticas de Saimonella enteritidis
biovariedad issatschenko. CT.- Toxina de V. cholerae; LT.- Toxina labil de E. coli, FVA-1 Sg.- Proteinas periplasmaticas de S. gaflinarum FVA-1.
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Composicion Caligrifica.
Palestina otomana, Akka 1890
Tinta, guache y oro sobre papel
Caligrafia Thuluth
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