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RUIZ FLORES GRISELDA. Patogenia de Salmonella enteritidis FT13A y Salmonella
enteritidis biovar Issatschenko en pollos de engorda (Dr. FERNANDO
CONSTANTINO CASAS, JOSE ANTONIO QUINTANA, ARIEL ORTIZ MUNIZ y Dra.
ODETTE URQUIZA BRAVO colaboradora invitada)

El Objetivo del presente estudio fue determinar la patogenia de Salmonella
enteritidis fagotipo 13a (SE FT13a) y Salmonella enteritidis biovar Issatschenko
fagotipo 6a (Sl) en pollitos de engorda de 4 dias edad. Veintiocho aves por
tratamiento fueron inoculadas con dosis de 1x10® (SE FT13a) y 1x10° (SI)
respectivamente. Se tomaron muestras de higado, bazo, corazén, pulmon, buche,
duodeno, yeyuno, ileon y ciego durante 14 tiempos post infeccion (6, 18, 30, 42,
54, 78, 102, 126, 150, 174, 198, 222, 246 y 270 horas post infeccién (hpi), para
realizar el aislamiento bacteriolégico de Salmonella spp., examenes
histopatolégico y ultraestructural. Durante la primera semana algunas aves se
observaron deprimidas y en la segunda semana se encontraron aves con
retencidén de saco vitelino en ambos tratamientos. SE FT13a se aisl6 a partir de las
18, 30, 42, 54, 78, 102, 126, 150, 174, 198, 246 y 270 hpi, en todos los érganos
previamente descritos. Sl se aislo a las 42, 150, 174 y 222 hpi de muestras de
buche, yeyuno, ileon y ciegos. El ileon fue el érgano de donde se aislé SE FT 13a
y S| con mayor frecuencia. No se registré mortalidad en ambos tratamientos. El
examen histopatolégico reveldé inflamacion, necrosis coagulativa, congestion y
hemorragia en tracto gastrointestinal (TGI) y érganos viscerales a partir de las 6
hpi. en ambos tratamientos, con grados de lesion de leve a severo.
Ultraestructuralmente se observaron cambios en el citoplasma celular de
enterocitos: degeneracion, necrosis, invasion y penetracion de SE FT13a y Sl. Los
resultados de la presente investigacion evidenciaron la capacidad de SE FT13a y
S| para penetrar e invadir enterocitos de los pollitos infectados experimentalmente,
demostrando que Sl es capaz de infectar pollos de engorda y no solo a la familia
Muridae.

Palabras claves: Salmonella, Patogenia de Salmonella, Aislamiento de

Salmonella, Salmonella en pollos de engorda.



RUIZ FLORES GRISELDA. Pathogenesis of Salmonella enteritidis FT13a and
Salmonella enteritidis biovar Issatschenko in broiler chickens (Dr.
FERNANDO CONSTANTINO CASAS, JOSE ANTONIO QUINTANA, ARIEL
ORTIZ MUNIZ and ODETTE URQUIZA BRAVO)

The objective of this study was to determine Salmonella enteritidis phage type 13a
(SE PT 13a) and Salmonella enteritidis biovar Issatschenko phage type 6a (SI)
pathogenesis in 4 days old broiler chickens. Twenty-eight birds per treatment were
inoculated with a dose of 1x10® (SE) and 1x10° (Sl) respectively. Samples from
liver, spleen, heart, lung, crop, duodenum, jejune, ileum and caecum were taken
during fourteen different times post infection (6, 18, 30, 42, 54, 78, 102, 126, 150,
174, 198, 222, 246 and 270 hours post infection (hpi), in order to obtain
Salmonella spp. isolation for bacteriology, histopathologycal and ultrastrucutral
examination. During the first week some depressed birds were observed and the
second week were found birds with indurated yolk sac in both treatments. SE
PT13a was isolated at 18, 30, 42, 54, 78, 102, 126, 150, 174, 198, 246 and 270 hpi
from all organs previously described. S| was isolated at 42, 150, 174 and 222 hpi,
from crop, jejune, ileum and caecum samples. lleum was the main organ which
more frequently were SE FT31a and Sl isolated. There was no mortality in either
treatments. Histopathology revealed inflammation, coagultive necrosis, congestion
and hemorrages in gastrointestinal tract (TGI) and visceral organs since 6 hpi in
both treatments with lesions from mild to severe. Ultraestructurally changes in
enterocytes cytoplasm: degeneration, necrosis, invasion and penetration of SE PT
13a and Sl were observed. Results of this research showed the ability of SE PT
13a as well as Sl to penetrate and invade enterocyte in experimental infected
broiler chicken demonstrating that Sl is able to infect broiler chickens and not only
Muridae family.

Keywords: Salmonella, pathogenesis of Salmonella, isolation of Salmonella,
Salmonella in broiler chickens.
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La produccion avicola es una de las areas de produccion pecuaria mas
importantes y susceptibles a pérdidas econdmicas por factores del mercado y
problemas sanitarios (Gordon, 1980). De los agentes bacterianos que ocasionan
pérdidas a la avicultura y que a la vez pueden causar graves problemas a la salud
publica, esta el género Salmonella (Dorn, 1989; Gast y Benson, 1995).

De acuerdo con la nomenclatura de Kauffmann-White, el género Salmonella
consta de dos especies: Salmonella enterica (S. enterica) y Salmonella bongori (S.
bongori) (Jordan y Pattison; Ezaki et al., 2000) Dentro de Salmonella enterica
estan incluidos aproximadamente 2463 serotipos y se encuentra subdividida en
seis subespecies: | enterica, |l salamae, llla arizonae, lllb diariazonae, |V
houtenae y VI indica; de las cuales solamente una (S. enterica subespecie
enterica (l) esta asociada con infecciones en el humano y los animales (Brenner,
et al., 2000; Sanchez y Cardona, 2003, Santos et al., 2003). Sin embargo, para su
mejor comprension existen dos grupos principales de salmonelas: las inmoviles,
representando a Salmonella enterica subespecie enterica serotipo gallinarum vy
Salmonella enterica subespecie enterica serotipo pullorum, y las salmonelas
moviles que incluyen a los demas serotipos del género, al respecto Salmonella
enterica subespecie enterica serotipo enteritidis y Salmonella enterica subespecie
enterica serotipo typhimurium han sido las mas estudiadas (Ezaki et al., 2000;
Sanchez y Cardona, 2003; Uribe, 2004). Por conveniencia y para evitar
confusiones se las nombra directamente por el serotipo, por ejemplo Salmonella
enteritidis, Salmonella typhimurium, Salmonella gallinarum, etc. (Jordan y Pattison,
1998).

La salmonelosis producida por Salmonella enteritidis (SE), es una
enfermedad que afecta a las aves y a los mamiferos incluyendo al humano,
provocando en algunos casos mortalidad, sobre todo en nifios, ancianos e
individuos inmunodeprimidos quienes son los mas susceptibles (Jawetz, 1992;
Ontiveros et al., 2004). En aves, su curso es de forma septicémica provocando
elevada mortalidad en pollos, pavipollos menores de 3 semanas de edad. En aves

adultas se presentan en forma crénica y sin signos aparentes (Urquiza, 1998;



Jordan y Pattison, 1998). La capacidad de SE para producir infeccion, depende de
su capacidad de ataque, colonizacion e invasion a las células del epitelio intestinal
del hospedero (Fadl et al., 2002).

SE, es una bacteria que ha adquirido importancia en los ultimos veinte afnos
debido al incremento de infecciones en el humano y en las aves comerciales. En
el primero, causando brotes de infecciones entéricas, su importancia se
incrementa por provocar grandes peérdidas econdmicas en la industria avicola,
equivalentes aproximadamente de 64 a 114 millones de ddlares (US$) anualmente
en Estados Unidos de Norteamérica (EEUU) y también debido a que los animales
que enferman quedan como portadores asintomaticos de la enfermedad,
contribuyendo de esta manera a una mayor contaminacion de los alimentos para
los humanos y explotaciones pecuarias, lo que ha provocado que se considere un
problema zoondtico de serias proporciones en todo el mundo (Clarke, 1986; Fadl
et al., 2002; Nagaraja, 1995; Gast y Benson, 1995; Mancera et al., 2004). Entre los
afios de 1980 y 1989, los aislamientos de SE, aumentaron 13 veces en el Reino
Unido. En Escocia se establecié que casi el 84% de las enfermedades por
alimentos contaminados en humanos entre 1980 y 1989 se debieron a
salmonelas, también entre 1976 y 1994 los EEUU experimentaron un aumento de
8 veces. En Canada, el numero de infecciones por SE, se elevo de 307 en 1983 a
1255 en 1994. La proporcién de SE (numero de casos de SE, numero total de
serotipos de Salmonella) se ha elevado de 4% en 1983 a 17% en 1994. Esto
indica que SE ha desplazado de la 52 posicion en 1983 a 1° 6 2° lugar desde 1990
y en México segun el Instituto Nacional de Diagnoéstico y Referencia
Epidemiologicos (INDRE) en el afio 1994 el incremento fue de 100,342 a 215,155
en 1998 (Garcia et al., 1996; Poppe et al., 1993; Gast y Benson, 1995).

1.1. Epidemiologia

Salmonella enteritidis, es la bacteria de la cual mucho se ha especulado,
pero poco se conoce (Borie y Sanchez, 1998). El origen de la infeccion con SE en

las aves se remonta a la erradicacion de las especies gallinarum y pullorum de la



avicultura en paises desarrollados, esto produjo un nicho de infeccion vacié que
fue ocupado por SE (Gast, 2003; Avifia, 2001).

Estudios epidemiolégicos de esta infeccion en todo el mundo han
determinado la clasificacion de los diferentes aislamientos de SE en fagotipos
tomando en consideracion ciertas caracteristicas como el hospedero, su virulencia
y patogenicidad de la bacteria. Internacionalmente, se han aislado con mayor
frecuencia de SE los fagotipos 2, 4, 6, 6a, 8, 12,13, 13a, 18 y 28 (Borie y Sanchez,
1998). Los fagotipos (FT) comunmente encontrados en aves hasta 1994 fueron 8,
13 y 13a, sin embargo, un examen a nivel nacional realizado en 1996 por el
departamento de agricultura de Canada, concluyé que SE fagotipo 4 (FT4) estuvo
presente en huevos comerciales y por lo tanto, los reportes en humanos
aumentaron (Poppe et al., 1993; Gast y Benson, 1995; Borie y Sanchez, 1998). En
el Occidente de Europa predomina el FT4 y en el Reino Unido los fagotipos mas
frecuentemente aislados de animales y el hombre fueron el 4, 6, 6a y 7 (Sanchez,
1998: Ontiveros et al., 2004; Liebana, 2002; Mancera et al., 2004; Sobel et al.,
2000). En EEUU predominaban los FT 8, 1 y 13a, pero a partir de 1995, en los
EEUU y todo el mundo los fagotipos 4 y 8, han sido aislados con mayor frecuencia
de casos de humanos y animales. En el afio 2004 en México se realizaron 73
aislamientos de SE, los cuales fueron provenientes de la avicultura nacional. Estos
fueron identificados por pruebas bioquimicas convencionales y serotipificados,
siendo identificados los fagotipos 4 y 8 con mayor prevalencia (Mancera et al.,
2004)

Existen numerosas fuentes de infecciéon de Salmonella spp. en las
operaciones integradas de pollo comercial cuando no se procede a un control
adecuado de plagas como acaros, aves silvestres, artropodos, insectos vy
roedores, quienes a través de sus heces contaminan el agua, alimento, material
de cama y equipo, favoreciendo la permanencia de Salmonella en la naturaleza
(Cox et al,, 1991 y Avifa, 2001). Los roedores infectados juegan un papel

importante en la prevalencia de la infeccién sobre las granjas productoras de



huevo o pollo de engorda, contribuyendo a la diseminacién de enfermedades
como salmonelosis hacia otras especies animales y al humano a través de la
contaminacién de los alimentos, entre los que se encuentran la carne de pollo y

los huevos de gallina, etc. (Blackwell, 1997, Aviia, 2001).

Al respecto, los roedores de la familia Muridae, representan el mayor riesgo
para la diseminacion de la enfermedad en granja y el medio urbano, en donde son
una plaga en la que se ha confirmado la transmisién de Salmonella por via
horizontal. Debido a la falta de interés en almacenar alimentos en forma
adecuada, estos han seguido propagando la enfermedad con ayuda del humano a
muchas areas provocando grandes pérdidas econdmicas. El ratén infectado
permanece como portador latente que puede después excretar Salmonella spp.

intermitentemente (Davies y Wray, 1995; Gast et al. 2002 Urquiza, 2001).

Los peligros sanitarios que involucra la convivencia con roedores tienen una
estrecha relacién con el incorrecto almacenamiento de los alimentos y bajos
niveles higiénicos de la poblacion. Por ello, es de vital importancia realizar una
adecuada prevencion y control de los roedores considerados plagas. Entre los
métodos de control contra roedores, estan los métodos de control mecanicos,

fisicos, quimicos y el control bioldgico (Padrén, 1991; Davies y Wray, 1995).

Con relacion a los métodos de control biolégico, estos se basan en producir
fendmenos de supresion de la reproduccion o bien la utilizacion de un organismo
que los destruya directamente. EI control mediante la utilizacién de
microorganismos patégenos para los roedores plaga comenzé en 1870 gracias a
Yevyeni Mechnikov. En la primera mitad del siglo XX, se introdujeron rodenticidas
biolégicos a base de una cepa viva de Salmonella; entre ellos, los productos
llamados Liverpool virus, Instituto Pasteur virus, Ready rat relief virus, danysz
virus, London virus y Ratin (en ese entonces mal llamados virus). Su permanencia
en el tiempo fue limitada por su asociaciéon con brotes de salmonelosis en el

humano, lo que derivé en su prohibicion en EEUU a partir de 1920 y en Inglaterra



en el afno 1960. Hasta la fecha, esta situacion no ha cambiado (EPA, 1998; HSE,

1986 y Threlfall et al., 1996).

Actualmente en algunos paises de Centro América, Sur América y Asia,
existe en el mercado un “Rodenticida Biolégico Comercial” (RBC)' el cual es
elaborado con una cepa de Salmonella entérica serotipo enteritidis (fagotipo 6a).
combinado con una porcion de arroz e hidroxicumarina a razén de 0,02 ppm
(Labiofam, 2002, Borie y Gonzales, 2000). Por otro lado Urquiza (2001), demostré
que la Salmonella mencionada, se trataba de Salmonella enteritidis biovar
Issatschenko. Segun el laboratorio productor del RBC la bacteria involucrada es
monopatdégena para la familia Muridae, sin afectar al humano ni a otros animales.
Dentro del género Salmonella existen soélo algunos serotipos especificos para
ciertos hospederos, como es el caso de Salmonella. typhi para el humano,
Salmonella gallinarum y Salmonella pullorum para las aves, Salmonella
choleraesuis para los cerdos, Salmonella dublin para el bovino y Salmonella
abortusovis para los ovinos y caprinos (Paulin, et al., 2002). La especificidad de
hospedero esta siendo estudiada y aun no se han logrado aclarar las bases
genético-moleculares que dan origen a esta situacién tan particular. Uzzau et
al.,(2001), describen que se trataria de una compleja interaccion entre genes,
plasmido de virulencia (spv) y genes cromosomales ubicados en islas de
patogenicidad que en su conjunto, derivan en el reconocimiento de una unica
especie en particular. El reciente hallazgo de infeccion, lograda con una cepa de
Salmonella gallinarum en ovejas abre un nuevo escenario en la epidemiologia de
la salmonelosis (Uzzau, et al., 2001). Este estudio revel6 que la especificidad de
un serotipo para un huésped particular, no soélo estaria dada por factores de
virulencia propios de la bacteria, sino también por la capacidad del serotipo de
circular dentro de una poblacién de hospederos, es decir, el ambiente donde

habitan los ovinos no permitiria que Salmonella gallinarum exprese sus factores de

'Biofam, 1996. Santiago de las Vegas, La Habana, Cuba.



virulencia. Es en este contexto, cuando se producen las primeras interrogantes

sobre la monoespecificidad de la cepa de SE presente en el RBC.

1.2. Etiologia

Las salmonelas son bacterias intracelulares, pertenecen a la Familia:
Enterobacteriaceae. Son bacilos gram negativo, en forma de bastén recto, que
miden desde 0.5 a 1.5 x 2.0 a 5.0 ym. Las salmonelas moviles son bacilos
peritricos flagelados y moviles aunque en ocasiones se presentan de manera
natural como mutantes no moviles, no poseen capsula, no esporulan y producen
toxinas. Las colonias tipicas de Salmonella en medio de agar son de 2 a 4 mm de
diametro, de borde redondeadas vy lisas, ligeramente levantadas y brillosas (Gast,
2003, Urquiza, 1998). Son anaerobios facultativos y pueden crecer bien en
condiciones aerobias como anaerobias. La temperatura éptima para apoyar su
crecimiento es de 37C, pero pueden crecer desde los 5 a 42C. El pH 6ptimo para

el crecimiento es de 7.0 (Gast, 2003; Nagaraja, 1995).

Segun la clasificacion de Kauffmann-White, SE pertenece al grupo D, subgrupo 1
con antigenos O: 1, 9, 12 y H: g, m; este serotipo afecta a todas las especies
animales incluyendo el humano. Con respecto a Sl contiene antigenos somaticos
1, 9,12 y flagelares g,m; con la diferencia de contener antigenos flagelares en fase
2; 1,7, la descarboxilacion a la lisina es negativa y la fermentacion de rhamnosa es
positiva (Urquiza, 2001).

1.2.1. Caracteristicas bioquimicas

El género Salmonella, fermenta la glucosa, el dulcitol, el manitol, la maltosa y
el mucato pero no fermenta la lactosa, la sacarosa, el malonato o la salicina. En
muchos tipos de medios producen sulfito de hidrogeno, descarboxilan la ornitina y
lisina, y utiliza el citrato como unica fuente carbono, no hidroliza la urea, gelatina y
no produce indol (Gast, 2003).



Las salmonelas por lo general son muy susceptibles al calor, la desecacién,
la ebullicion durante 5 minutos y a los desinfectantes comunes como el fenol al 0.1
% vy el formol al 2%. Pueden sobrevivir 9 meses en ropa guardada en oscuridad,
tres meses en médula 6sea de aves muertas, una semana en heces a partir de
aves infectadas vivas, 11 semanas en cama nueva, 3 semanas en cama usada,
30 semanas en cama de casetas desocupadas, 43 veces seguidas en congelacion
y descongelacion, uno o dos afos en detritos de incubadora y en el ambiente
(Gast, 2003; Nagaraja, 1995).

1.3. Transmisioén

Esta puede ser vertical o transovarica, horizontal directa por el contacto de
aves sanas con aves enfermas y horizontal indirecta a través del material y
equipo contaminado (sexado, despicado, inyecciones, cajas de transporte,
alimento, agua,”’huevos bomba”, vectores mecanicos como gatos, perros, pajaros,
ratas, etc.). El estado portador es de forma intermitente por toda la vida del
hospedero (Gast, 2003; Nagaraja, 1995; Urquiza, 1998; Cason et al., 1994;
Berchieri et al., 2001).

1.4. Patogenia de Salmonella

La estrategia basica de virulencia comun de las especies de Salmonella es
invadir la mucosa intestinal y multiplicarse en el tejido linfoide asociado al intestino
(TLAI). Para esto la bacteria consta con una serie de componentes y mecanismos
de patogenicidad que colaboran con su ataque al hospedero (Rycroft, 2000,
Baumler et al., 2000; Wilson, 2002).

La capacidad de Salmonella para colonizar los tejidos de un animal, depende de

algunas propiedades interrelacionadas:

a) Adherencia y penetracién (invasion) a los tejidos: si las bacterias no tienen
la capacidad de adherirse a los tejidos, dificilmente podran colonizar e

infectar.

b) Evasion de los mecanismos de defensa inespecificos.



c) Obtencion de sus nutrimientos para su multiplicacién y desarrollo.

d) Capacidad de causar dafo en el hospedador, es decir capacidad para
producir toxinas (Urquiza, 1995; Rycroft, 2000, Baumler, et al. 2000).

La dosis minima media para producir infeccion subclinica en animales y
humano 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, pudiendo ser
genética, resistencia por la edad, acides y motilidad del contenido intestinal, por la
flora intestinal nativa, la inmunidad intestinal local, la inmunidad humoral que
también favorecen o no el desarrollo de la enfermedad (Skov et al., 2002; Sanchez
y Cardona, 2003; De Buck et al., 2004; Santos, et al., 2001).

Salmonella debe pasar barreras y manipular las células del hospedero en
sitios especificos a lo largo del curso de la infeccién. Después de la ingestion, la
bacteria resiste el ambiente acido del estdbmago y seguidamente coloniza el
intestino delgado, penetra las células epiteliales y migra a la lamina propia de la
region ileocecal, se multiplica en los foliculos de la region linfoide presentandose
hiperplasia e hipertrofia reticuloendotelial (Santos et al., 2003; Sanchez y Cardona,
2003). Los polimorfonucleares neutrofilos son estimulados y la infeccidén se limita
en el caso de enteritis en tracto gastrointestinal (Cox, 1996; Clarke, 1986; Santos
et al., 2003). Si son serotipos productores de fiebre entérica no son retenidas a
este nivel sino que migran a higado y bazo por circulacion hematica. La respuesta
inflamatoria regula también la liberacién de prostaglandina, estimula la produccién
de AMP (Adenosin monofosfato) ciclico y la secrecion activa de liquidos,
produciendo diarrea en el caso especifico de la enteritis (Sanchez et al., 2003;
Santos et al., 2001, Galan, 2001).

1.4.1. Componentes de superficie de Salmonella spp.

La estructura de superficie de Salmonela, esta formada por tres capas:
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1. Membrana citoplasmatica o interna.- Estd compuesta por una capa de
fosfolipidos y proteinas, entre sus funciones esta el transporte de nutrientes
(Rycroft, 2000).

2. El peptidoglicano.- Es una capa relativamente delgada en bacterias gram
negativas, confiere rigidez y forma a la célula bacteriana (Rycroft, 2000).

3. La membrana exterior.- Es una membrana compleja formada por una capa
doble lipidos, que rodea la capa de peptidoglicano y protege el periplasma del
exterior, por ello la membrana exterior de Salmonella puede ser considerada como
un cernidor molecular, cuyo propdsito es permitir el acceso de nutrientes
requeridos mientras resiste la penetracion de sustancias daninas del medio
ambiente externo (Rycroft, 2000; Mc Cormick, 2004).

1.4.2. Adhesion e invasion

Antes de invadir cualquier tipo de célula, Salmonella debe encontrar y
adherirse a uno o mas tipos de células del tejido intestinal. Algunos mecanismos
de adhesion pueden involucrar varios tipos de fimbrias o pili, cuatro de los cuales
estan definidos genéticamente: fimbria tipo 1 (fim), fimbria codificada por
plasmidos (pef), fimbria polar larga (Ipf) y fimbria agregativa delgada (agf/csg) Es
posible que las fimbrias ayuden a la bacteria a conseguir un estrecho contacto con
las células hospederas y ademas a permitir la interaccion de factores que
estimulan la migracién transepitelial de neutréfilos. La presencia de por lo menos
estos cuatro sistemas fimbriales, sugiere que la adhesion a superficies celulares y
no celulares puede ser un paso critico en la supervivencia de Salmonella en el
ambiente, ya que ésta responde a factores del medio como pH y osmolaridad
(Gast, 2003; Thorns y Woodward, 2000; Sanchez et al., 2003). La adherencia e
invasividad de las salmonelas pueden estar influenciadas por las condiciones de
crecimiento, ya que las salmonelas en crecimiento logaritmico, resultan mas
invasivas en el tejido de cultivo que las bacterias en cualquier otra fase de

crecimiento. Las salmonelas que crecen en medios anaerobios han demostrado
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que son mas adherentes e invasivas que aquellas que se desarrollaron en
aerobiosis (Gast, 2003; Thorns y Woodward, 2000).

1.4.3. Invasion de la mucosa

Varios estudios han mostrado que Salmonella preferentemente se une e
invade las células en la placa de peyer del intestino delgado (tejido linfoide
intestinal asociado) en ratones infectados oralmente, sin embargo, las bacterias
pueden también ser encontradas en enterocitos no fagociticos. Las interacciones
entre especies de Salmonella y células hospederas son intimas y complejas. Esta
bacteria es habil en explotar las funciones celulares pre existentes del hospedero y
usar estas funciones para su propio beneficio (Donnenberg, 2000; La Regione et
al., 2003)

Cuando las salmonelas se unen a cultivos celulares, producen cambios en la
apariencia de la superficie de la célula del hospedero, semejante a un liquido que
salpica “efecto splash”, haciendo contacto con la superficie de la célula, se parece
a la salpicadura de una gota de liquido que pega en una superficie solida. 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 normal y dentro de la vesicula
endocitica las bacterias se dividen y diferentes vesiculas crecen juntas, formando
grandes vesiculas llevando en su interior muchas bacterias (Gast, 2003; Salyers y
Whitt, 2000; Urquiza, 2001; Sanchez et al., 2003; Zhang et al., 2003; Santos et al.,
2003).

Después de que la bacteria pasa a través de las células epiteliales por
procesos de endocitosis, se localiza dentro de los macréfagos, colonizando de
esta manera el intestino. El periodo de incubaciéon puede variar de 8 horas hasta
15 dias. La bacteria pasa hacia el torrente sanguineo, infecta otros érganos
internos como higado, bazo, duodeno, ciegos y gonadas, desarrollando signologia

como: fiebre intermitente, malestar general, nausea vomito y diarrea profusa,
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ademas de ser excretada por vias urinarias y heces (Salyers y Whitt, 2000; Jordan
y Pattison, 1998).

Debido a que Salmonella tiene tropismo por vias biliares, en vesicula biliar se
multiplica de forma abundante y en ocasiones la bacteria se mueve de higado a
vias biliares, originandose un flujo continuo de microorganismos hacia el intestino
delgado por segunda vez, donde tienden a localizarse a nivel de placas de Peyer,
de aqui puede determinarse el estado de portador, eliminando en forma

intermitente Salmonella por heces (Salyers y Whitt, 2000; Poppe et al., 1993).

1.4.4. Sistemas de secrecién

Las bacterias secretan un gran numero de proteinas al medio extracelular
entre las que se incluyen toxinas, adhesinas y diversas enzimas hidroliticas que se
requieren en diferentes aspectos del ciclo de vida bacteriano, como por ejemplo,
en la biogénesis de organelos, la adquisicidon de nutrientes y la expresién de
factores de virulencia (Gonzalez y Dreyfus, 2003, Hueck , 1998).

Las vias o sistemas de secrecion en las bacterias gram-negativas han sido
clasificadas en cinco grupos principales: secrecion tipo |, I, Ill, IV y los autotrans-
portadores. Dicha clasificacién se basa en la naturaleza molecular de las maquina-
rias de transporte y las reacciones que éstas catalizan. Sin embargo, estos grupos
se pueden aun subdividir en dos grandes clases, dependiendo del mecanismo que
se utilice para el transporte a través de la membrana plasmatica. Las vias Sec-de-
pendientes, que utilizan el sistema de secrecion denominado Sec, en el que las
proteinas a secretarse presentan una secuencia sefial o péptido lider en el extre-
mo amino terminal; y las Sec-independientes en las que los sustratos se pueden
translocar directamente desde el citosol hasta el exterior celular sin que exista un
intermediario periplasmico, ni una secuencia sefial en el amino terminal (Gonzalez
y Dreyfus, 2003; Koster et al., 2000 y Thanassi y Hultgren, 2000).

1.4.4.1. Sistema de secrecion tipo | (SSTI)

Este mecanismo es utilizado por una amplia gama de bacterias para la

secrecion de toxinas, proteasas y lipasas. Es una via Sec-independiente, por lo
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que no se requiere del procesamiento de un péptido lider para atravesar la
membrana citoplasmica; la secrecion protéica se da en un solo paso desde el
citosol hasta el exterior celular (Koster et al., 2000). Los sustratos a exportarse por
este sistema presentan una sefal de secrecidon en el extremo carboxilo terminal,
que sin embargo, no es procesada. Esta sefial es especifica para ciertas
subfamilias de sustratos como por ejemplo, las proteasas; sin embargo, aun se
desconoce la naturaleza de dicha sefal y el mecanismo mediante el que es

reconocida (Gonzalez y Dreyfus, 2003; Koster, 2000).
1.4.4.2. Sistema de secrecion tipo Il (SSTII)

El SSTII es responsable de secretar una gran cantidad de enzimas
hidroliticas y toxinas, como la toxina del célera. Esta via también se conoce como
sistema general de secrecion y ocurre en dos etapas. Primero, la maquinaria Sec
transloca el sustrato con péptido lider a través de la membrana plasmatica, por lo
que el SSTII es una via Sec-dependiente. Dicho péptido es generalmente una
secuencia corta (de aproximadamente 30 aminoacidos), de los que uno o varios
presentan carga positiva, ademas de una secuencia de 10 a 20 aminoacidos
hidrofébicos (Lee y Schneewind, 2001). En una segunda etapa, la proteina pierde
el péptido senal y adquiere su conformacion nativa en el espacio periplasmico,
para posteriormente ser secretada a través de la membrana externa por un
complejo sistema multiprotéico llamado tipo Il o secreton (Lee y Schneewind 2001;

Gonzalez y Dreyfus, 2003).
1.4.4.3. Sistema de secrecion tipo IV (SSTIV)

El SSTIV es una via recientemente identificada, homodloga a los sistemas de
conjugacion y al sistema Virulencia B de Agrobacterium tumefaciens que facilitan
la translocacion de DNA (acido deoxiribonucleico). Este sistema es un
transportador versatil que secreta tanto acidos nucleicos como proteinas. La
exportacion de la toxina pertussis (agente causante de la tos ferina) por Bordetella
pertussis se lleva a cabo a través de esta via y se han identificado sistemas

homologos en diferentes patdbgenos como Legionella pneumophila, Helicobacter
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pylori y Brucella suis, entre otros (Christie y Vogel, 2000; Gonzélez y Dreyfus,
2003, Baron et al., 2002).

1.4.4.4. Autotransportadores

A través de este sistema se exportan proteinas con diferentes funciones
incluyendo proteasas, toxinas, adhesinas e invasinas. Los autotransportadores
representan una via Sec-dependiente ya que utilizan la maquinaria Sec para
atravesar la membrana interna, sin embargo, las proteinas no requieren de
factores adicionales para transitar del periplasma hacia el exterior celular, como su
nombre lo indica, dirigen su propia exportacién. El extremo carboxilo terminal de la
proteina dirige la secrecién de la regién amino terminal a través de la membrana
externa. El prototipo de esta familia de transportadores es la secrecion de la
proteasa IgA1 de Neisseria gonorrhoeae (Gonzalez y Dreyfus, 2003; Koster, 2000;
Lee, y Schneewind, 2001)

1.4.4.5. Sistema de secrecion tipo Il (SSTIII)

El SSTIII constituye un area de investigacion que ha sido extensamente
estudiada en los ultimos afos. Es una via Sec-independiente en la que la
secrecion ocurre en un solo paso desde el citosol hasta el exterior celular, que
desempeina un papel central en la patogenicidad de muchas bacterias gram-
negativas (Hueck, 1998). EI SSTIII ha sido identificado en una gran variedad de
patdogenos de humanos, animales y plantas, incluyendo especies de Bordetella,
Chamydophila, Pseudomonas, Ralstonia, Rhizobia, Salmonella, Shigella,
Xanthomonas y Yersinia. Mediante este sistema los factores de virulencia se
pueden translocar hasta el citosol de la célula eucarionte. La maquinaria esta
conservada entre los diferentes patdgenos, sin embargo, las proteinas secretadas
difieren completamente, por lo que el mismo mecanismo de transporte puede
generar una amplia gama de enfermedades (Hueck, 1998; Yahr et al., 1996;
Gonzalez y Dreyfus, 2003). Ademas de su papel en la patogénesis, el SSTIII se

requiere para la biogénesis flagelar, y es también esencial para el establecimiento
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de la relacion simbiotica entre Rhizobium y plantas leguminosas (Kubori et al.,
1998; Hueck, 1998; Gonzalez y Dreyfus, 2003).

Respecto a los sistemas de secrecion mencionados, Salmonella es la Unica
bacteria descrita que contiene dos sistemas de secrecion tipo lll; estas son
estructuras dedicadas a la translocacién de proteinas, que permiten a las
proteinas bacterianas de patogenicidad ser liberadas directamente en el citosol de
células hospederas eucaridticas (Galan y Collmer, 1999; Galan, 2001; Sanchez, et
al., 2003; Gonzalez y Dreyfus, 2003).

Hueck et al., 1998, describieron una caracteristica esencial de la
patogenicidad de Salmonella |la cual es la de “engafar” a la célula hospedera en
una interaccion bioquimica denominada de dos vias o convercion cruzada, lo cual
conduce a la respuesta tanto de la bacteria como de la célula hospedera.
Salmonella responde a la presencia de la célula hospedera por activacion de un
sistema especializado de secrecion de proteinas llamado Tipo Il o dependiente de
contacto (Needle complex). Este sistema permite a ciertos bacilos gram negativos
secretar e inyectar proteinas de patogenicidad en el citosol de la célula hospedera
eucaridtica y se ha encontrado en Yersinia, Erwinia, Salmonella, Shigella,
Pseudomonas aeruginosa, Chamydophila y en patdégenos de plantas como
Pseudomonas syringae (Galan y Colmer, 1999; Cheng y Schneewind, 2000). Las
proteinas inyectadas frecuentemente reensamblan factores eucaridticos con
funcionamiento de sefiales de transduccién y son capaces de interferir con vias de
senalizacion de la célula hospedera y dan lugar al denominado “efecto splash”
(Galan, 2001; Sanchez et al., 2003; Steele-Mortimer et al., 2002).

En el caso de Salmonella, la redireccion de sefiales celulares de
transduccion resulta en la reorganizacion del citoesqueleto de la célula hospedera,
estableciendo nichos subcelulares para colonizacion bacteriana y facilitando una
estrategia patogénica altamente adaptada de lineas de comunicaciéon con la
defensa del hospedero. La interaccion de patdégenos bacterianos dentro de las

células hospederas, esta particularmente caracterizada por factores que estan
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localizados en la superficie bacteriana o son secretados en el espacio extracelular
(Bliska, 1993; Sanchez et al., 2003; Collazo y Galan, 1997)

1.4.5. Islas de patogenicidad

Salmonella spp. requiere de multiples genes de virulencia, muchos de esos
genes se encuentran en las denominadas islas de patogenicidad que confieren los
rasgos de virulencia especificos a la bacteria (Marcus, 2000). Los dos sistemas de
secrecion tipo Il de Salmonella son codificados en dos distintos grupos de genes
llamados islas de patogenicidad 1y 2 (ISP1 y ISP2), los cuales parecen jugar dos
papeles diferentes durante la patogénesis de Salmonella spp. ISP1 es requerida
para la penetracion inicial a la mucosa intestinal e ISP2, es necesaria para los
estados subsecuentes de infeccion sistémica como Ila multiplicacion y
sobrevivencia dentro de las células del huésped (Sanchez et al., 2003; Salyers y
Whitt, 2000; Baumler et al., 2000; Suarez y Russmann, 1998)
1.4.6. Aparatos de genes y proteinas secretadas

La ISP1 es requerida para el ingreso de Salmonella a |la célula hospedera,
esta localizada en su centisoma 63 y en ella se encuentran genes implicados en
su patogenicidad. Esta dividida en dos grupos de genes que codifican la
maquinaria de secrecion para invadir la mucosa: inv-spa y prg-org. (Murray, 1998).
Estos genes se encargan de codificar proteinas que cumplen con diversas
funciones en el proceso de invasion (Darwin, 1999; Sanchez, 2003). Los genes inv
se han extendido a invJ, invl invC invB invA invE invG invF invH, en donde la
mayoria forman parte del SSTIII, el cual forma un puente de proteinas a través del
cual atraviesan moléculas que ejercen un efecto sobre la célula hospedera. Los
genes spaS, spaR, spaQ, spaP, spaO (denominados asi por su similitud con los
genes de otra bacteria invasiva, Shigella) y los genes sipA, sipD, sipC, sipB
(Salmonella invasion proteins). Por otro lado el gen sptP, codifica para una
fosfatasa que actiua sobre las tirosinas de proteinas de la célula hospedera,
alterando la transduccion de sefiales. Curiosamente el gen regulador hilA fue
descubierto independientemente, porque su sobre expresion conferia capacidad

de hiperinvasiva a Salmonella (“hyper invasive locus”). Los genes prgK, prgdJ, prgl
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y prgH (“PhoP repressed genes”) son prendidos por la proteina HilA y apagados

por la proteina reguladora PhoP, la cual también tiene un efecto regulador

negativo sobre la expresion de hilA (Baumler, et al., 1997; Mahan, et al., 1993;
Sanchez y Cardona, 2003) (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Genes de Salmonella spp.

Genes

Inc.

invG

invE
invA
Inc.

Inc.

invl (spaM)
spaP, Q R
spaS
SptP

prgH (gen
phoP)

prgly prgJ
prgK

orgA (gen
oxigeno)
hilA

reprimido por

regulado por

Funcion

Codifica proteina que actua como factor de adhesiéon y componente
estructural del complejo aguja del aparato de secrecion tipo Ill.

Codifica proteina estructural del complejo aguja del aparato de
secrecion tipo lIl.

Codifica proteina requerida para la invasion in vitro.
Codifica proteina necesaria para la invasion.
Desconocida.

Codifica proteina que interactia con otros componentes del aparato de
secrecion tipo Il para facilitar la translocacion de proteinas fuera de la
célula.

Codifica proteina necesaria para la invasion in vitro.
Requeridos para invasion y para la secrecion de SipB, SipC e InvJ.
Requerido para la secrecion de proteinas.

Codifica para una fosfatasa que actia sobre las tirosinas de proteinas
de la célula hospedera, alterando la transduccién de sefales.

Codifica la proteina PGR, componente estructural del complejo aguja.

Desconocida.

Codifica proteina componente estructural del complejo aguja.

Codifica proteina requerida para la invasion de células epiteliales en
cultivo y para citotoxicidad en macrofagos.

Confiere la capacidad hiperinvasiva a Salmonella

1.4.6.1. Proteinas secretadas

Otros genes codifican proteinas involucradas en el proceso de invasién, que

son secretadas al interior de la célula hospedera, translocando las sefales

celulares del hospedero, induciendo la activaciéon de efectores que producen

desorganizaciéon del citoesqueleto de la célula hospedera y la penetracién de la
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bacteria y en los macréfagos, induciendo apoptosis (Darwin, 1999; Sanchez y
Cardona, 2003) (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Proteinas secretadas por el Sistema de Secreciéon Tipo Il (SSIil)

de la isla de patogenicidad 1(ISP1) de Salmonella spp.

Proteina Funcidn

SipA Invasion.

SipB Translocacion apoptosis.

SipC Translocacion.

SipD Translocacion.

InvJ/SpaN Secrecion

SpaO Secrecion.

SptP Desorganizacion del citoesqueleto, colonizacién esplénica.
SopE Reorganizacion del citoesqueleto, Invasion.

SigD/SopB Invasion, sefalizacion transepitelial de polimorfonucleares
AvrA No determinada.

HilA Requerida para la expresion del sistema de secrecion tipo lll

1.4.6.2. Proteinas reguladoras

Con relacion en los mecanismos de patogenicidad de Salmonella se ha
descrito que los genes de la ISP1 son expresados en forma maxima a 37C y bajo
condiciones de oxigeno limitado, ademas la expresion es optima con pH neutro,
con alta osmolaridad durante la ultima fase de crecimiento logaritmico. La
expresion de los genes de invasion también requiere la proteina reguladora central
HilA, la cual es codificada por el gen hilA en ISP 1, la proteina HilA es requerida
para la expresion del sistema de secrecion tipo Il (Bajaj et al., 1996). El gen hilA
es un regulador transcripcional de genes de invasion, su expresion es activada por
la proteina SirA que es codificado por el gen sirA; la proteina se cree que es
estimulada por dos vias mutuamente independientes: la activacion por la proteina
Bar A que es una sensor kinasa que tiene como blanco a SirA o la fosforilacion de

SirA dada por la intervencién del intermediario metabdlico, acetil fosfato (Ahmer et
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al., 1999). Actualmente se conoce que el gen hilD también reprime la expresion de
hilA cuando las condiciones ambientales no son favorables para la invasion
(Schechter y Lee, 2001). La expresion de hilA también es regulada por PhoP
(Miller et al., 1989; Darwin y Miller, 1999; Sanchez y Cardona, 2003).

1.4.6.3. Sistema PhoP/PhoQ

Este es un sistema que se encuentra en operones formados por dos
componentes, en donde PhoP regula la expresion de varios genes en el
citoplasma, es decir, tiene un efecto pleiotrépico. PhoP a su vez es activada por la
fosforilacidon proveniente de PhoQ, una proteina de membrana interna que percibe
sefales del exterior. Una de las senales es la baja concentracion del i6n
magnesio, la cual causa un cambio conformacional en PhoQ con la consecuente
fosforilacion de una histidina de PhoP a partir del ATP (Miller et al., 1989; Darwin y
Miller, 1999).También, se ha observado que este sistema se activa dentro de las
vacuolas del macrofago, en donde residen las salmonelas. Es asi que se postula
que la bacteria mantiene activados los genes prg (PhoP represed genes) antes de
invadir los macréfagos, y por ello tienen un papel en este estadio; para después
desactivarlos en cuanto se activa el sistema y por consecuencia activar los genes
pag (PhoP activated genes) que tendrian un papel en los estadios tardios de la
invasion (Miller et al., 1989; Darwin y Miller, 1999; Hooper et al., 2002)

1.4.7. Vias de senalizacién celular inducidas por Salmonella

Existen diferentes propuestas sobre las vias de sefializacion inducidas por
proteinas inyectadas por Salmonella, que provocan rearreglo del citoesqueleto de
la célula eucaridtica y penetracion de la bacteria. Una via es la propuesta por
Goosney et al., (1999), quienes refieren que Salmonella inyecta en la célula
eucariotica las proteinas SopE y SptP transportadas por el sistema de secrecion
tipo Ill e inyectadas por el complejo en aguja en la célula eucariética, donde SopE
activa las proteinas CDC42, que estan en forma inactiva en el citoplasma de la
célula eucaridtica ligando GDP (Guanosin Difosfato). Al activarse esta proteina

CDCA42 liga GTP (Guanosin Trifosfato), aumentando la fosfolipasa G y por medio
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de los segundos intermediarios inositol trifosfato y diacil glicerol aumenta la
concentracion de calcio permitiendo el re arreglo del citoesqueleto. La proteina
SptP estaria implicada en la fosforilacion de los residuos de tirosina de receptores
ubicados al nivel de la membrana de la célula eucariética, produciéndose asi
también la desorganizacién del citoesqueleto y el rizado (ruffling) de membrana
(Marilda, 1990; Darwin y Miller, 1999; Sanchez y Cardona, 2003).

Galan et al., (2001), propusieron otra via de sefAalizacion en la cual
Salmonella inyecta por medio del complejo en aguja (Needle complex) proteinas
transportadoras (SopE, SopB, SptP) por medio del sistema de secrecion tipo I
que al ingresar en la célula eucaridtica activan las proteinas de sefializaciéon
celular (Cdc42 y Rac1) que ligan GDP que se encontraban inactivas pasando el
GDP a GTP (Sanchez y Cardona, 2003).

Estas dos vias presentan elementos en comun y son muy aceptadas para
explicar como sucede la entrada de Salmonella a las células epiteliales del
intestino delgado. Estas sefales inducidas por Salmonella son de vida corta.
Después de la infeccion bacteriana las células hospederas retoman su morfologia
normal (Sanchez y Cardona, 2003).

La comprension de las vias de transduccion de sefiales de la célula
hospedera que son activadas por Salmonella, los determinantes bacterianos
responsables de activar estas vias de sefalizacion y los mecanismos por los
cuales la bacteria estimula la respuesta celular por el contacto cercano con las
células hospederas, son el punto de partida para desarrollar estrategias a mediano
y largo plazo de prevencién de las infecciones producidas por Salmonella, como
por ejemplo vacunas, mediante el bloqueo de genes como los descritos
anteriormente que estan involucrados en el proceso de invasion (Sanchez et al.,
2003; Sevcikova, 2003; Dhillon et al., 1999)

1.5. Patogenicidad de Salmonella enteritidis biovar Issatschenko
Estudios realizados por algunos investigadores 23* principalmente en

ratones (Mus musculus), ratas (Rattus rattus) conejos (Oryctolagus cunniculus),
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cobayos (Cavia purcellus), cerdos (Sus scroffa scroffa) y aves (Gallus gallus),
observaron que Sl produce mortalidad en la familia Muridae y no en otras especies
animales (Biofam, 1996; Espino, et al., 1989). La mayoria de dichos estudios han
inducido como modelo bioldégico al humano y algunas especies animales de los
archipiélagos cubanos, asi como regiones especificas de donde se han realizados
dichos ensayos. Los desafios han sido por medio de inoculaciéon por via oral y
parenteral y los resultados obtenidos han mostrado que dicha cepa no produjo
mortalidad ni sinologia clinica de salmonelosis en animales que no son de la
familia Muridae, sin embargo, estos hallazgos no permiten hacer una
generalizacién de la virulencia especifica de Sl hacia la familia Muridae (Urquiza,
2001; Urquiza et al., 1997).

1.6. Signos clinicos producidos por Salmonella spp.

Los signos clinicos que se registran frecuentemente en la infeccion por
Salmonella pullorum y Salmonella gallinarum en aves joévenes son: apatia,
somnolencia, deshidratacion, empastamiento cloacal, depresion, ceguera, diarrea
y alta mortalidad, las aves que sobreviven pueden presentar aumento de
leucocitos y pobre crecimiento. En aves adultas, la produccion se reduce hasta un
30% existiendo deshidratacién, anorexia y cianosis de cresta y barbillas (Ashton,
1990; Arnold y Holt, 1995). Los signos clinicos por infecciones con SE, no son

especificos, sin embargo, en los pollitos de 1 a 4 semanas de edad hay mayor

2Del Aguila B C.: Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad de San Carlos
de Guatemala, Zona 12, Guatemala, Centroamérica, Ref. DM590695, Jun, 1995. Datos no publicados.

* Hernandez Carlos Miguel, Microbidlogo. Centro de Investigaciones Veterinarias, Universidad Centroamericana, Apartado
69, Managua, Nicaragua, Tel. 746559, Julio, 1995. Datos no publicados.

4 Ayala, R.: Universidad de El Salvador, Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas, Octubre, 1995,
El Salvador, Datos no publicados.

susceptibilidad y mortalidad que puede llegar al 20%, especialmente cuando se
trata del fagotito 4. Se ha descrito también retraso del crecimiento, poca ganancia
de peso, decaimiento, retencidn de saco vitelino y muerte. En las gallinas no se

observan signos pero puede haber una reduccién en la produccion de huevo. La
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mortalidad puede estar asociada con peritonitis y ooforitis. En humanos existen
sintomas de dolor abdominal, diarrea, dolor de cabeza, escalofrio y fiebre en las 6
a 96 horas post infeccién y en algunos casos muerte, sobretodo en pacientes muy
susceptibles y pacientes inmunodeprimidos aunque esto depende del fagotito
involucrado (Urquiza et al., 1994; Gast, 2003; Jordan, 2002).

1.7. Lesiones macroscopicas por salmonelosis

Las lesiones macroscoépicas que se han observado como consecuencia de
infeccion por Salmonella pullorum, son: inflamacion cronica degenerativa en
ovario, salpingitis, pericarditis, enteritis catarral, orquitis y neumonia supurativa
focal (Nagaraja et al., 1995; Gast, 2003).

Salmonella gallinarum puede producir hepatomegalia, esplenomegalia y
necrosis multifocal en higado, riidbn y bazo asi como focos de necrosis en
miocardio y coloraciéon bronceada de higado, bazo, pulmén y corazén. S.
typhimurium produce lesiones inflamatorias en intestinos delgado y grueso en
diferentes animales y en muridos congestion del higado y bazo; en mesenterio
congestion y edema, adelgazamiento de las paredes del ileon y ciego con
acumulacién de liquidos, gas y petequias que pueden extenderse hasta el yeyuno
cuando existe diarrea, pudiéndose encontrar pequefas ulceras en el epitelio cecal
con exudado fibrinoso. Las lesiones producidas por SE son muy similares a las
descritas, dependiendo el fagotipo involucrado, en el proceso pueden observarse
esplenomegalia, hepatomegalia, enteritis, onfalitis, peritonitis y ooforitis. En pollos
de 2 a 3 semanas se observa tipicamente pericarditis panoftalmitis y a veces tiflitis
(Goodwin, 1996; Nagaraja et al., 1995; Salyers y Whitt, 2000).

1.8. Lesiones microscoépicas por salmonelosis

Las lesiones microscépicas observadas producidas por bacterias del género

Salmonella son: hepatitis parenquimatosa necrosante, infartos con necrosis
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fibrinoide y esclerosis del miocardio, enteritis, focos multiples de inflamacion y

necrosis en otros 6rganos (Riddell, 1996; Gast, 2003)

En humanos, las lesiones microscopicas observadas en la infeccién por
Salmonella typhi causan: hiperplasia en el Tejido Linfoide Asociado al Intestino
(TLAI), linfonédos y bazo, necrosis focal de higado, inflamacion de la vesicula
biliar e inflamacion focal en pulmén, medula ésea y periostio. Las hemorragias
intestinales o perforaciones del intestino son generalmente consecuencia de
ulceras necréticas en el TLAI. En las lesiones activas pueden observase a los
bacilos intracelularmente en los fagocitos mononucleares. En las aves con S.
pullorum, se observa en higado, hiperemia, hemorragias, degeneracion focal,
necrosis y focos proliferativos de células endoteliales. También se observa
necrosis focal del miocardio, bronquitis catarral, enteritis catarral e inflamacién en
higado, pulmén, rifiones y pericardio. (Hoer, 1996, Gast, 2003). Los hallazgos por
S. gallinarum en aves son hepatitis difusa y focos de necrosis en el parénquima
hepatico con infiltrado leucocitario. EI miocardio presenta infartos y areas de
necrosis fibrinoide y esclerosis. S. typhimurim y SE ocasiona lesiones similares a
S. gallinarum, S. pullorum, durante su infeccién. Al respecto, el higado puede
observarse congestionado o palido, la necrosis focal debajo de la capsula es de
tipo coagulativa (Goodwin, 1996; Barnes; 1996; Davies y Wray, 1995; Salyers y
Whitt, 2000; Runnels et al., 1970; Gast, 2003).

1.9. Estudio ultraestructural de salmonelosis

En detalle se describe cuando Salmonella typhimurium logra establecer un
estrecho contacto con el borde en cepillo del epitelio intestinal, antes del contacto
inicial, el borde permanece intacto. Sin embargo, cuando la bacteria se acerca a la
superficie epitelial, las microvellosidades sufren elongacion, edema y crecimiento
en un proceso llamado rizado o arrugamiento de la membrana celular. Otros
cambios que se han observado por el estudio ultraestructural son presencia y
migracion de heterdfilos y macréfagos en el intestino delgado y cambios

patolégicos en los organelos del citoplasma de enterocitos en los cuales
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Salmonella logré su penetracion (Sanchez y Cardona, 2003, Salyers y Whitt,
2000).

1.10. Cambios leucocitarios por la infeccion por Salmonella spp.

Los leucocitos polimorfonucleares son células fagociticas involucradas en la
primera linea defensa contra la invasion de organismos patégenos. En las aves
predominan los heterdéfilos que son la contraparte de los neutrdfilos en los
mamiferos, de los cuales su principal funcion es destruccion y fagocitosis de
sustancias extrafas (Kogut et al., 1994; Wells, et al., 1998). Los pollitos recién
nacidos expuestos a patoégenos como Salmonella durante la primera semana de
vida son altamente susceptibles a las infecciones comparadas con aves mas
adultas. Esto puede ser en parte debido a las defensas inmunes insuficientes
(Kogut, 1994; Wells, et al., 1998; Kramer, 2003).

En las aves, las células primarias en la respuesta inmune por la invasion
bacteriana temprana por Salmonella, son los heterdfilos. Estudios anteriores
donde usaron un modelo de pollo granulocitopénico, en aves adultas demostraron
que los heterodfilos tienen el mecanismo mas eficiente para la defensa contra
Salmonella (Ziprin et al., 1989; Lee et al., 2000). Wells et al., (1998), realizaron en
un estudio la actividad bactericida y fagocitica de los heterdfilos en pollos durante
los primeros 7 dias de vida para evaluar si la disminucion de la funcién de los
heterdfilos juega un rol en la susceptibilidad de pollitos infectados con Salmonella.
El conteo de leucocitos en sangre periférica no demostréo ninguna diferencia
significativa en los porcentajes de heterdfilos durante la primera semana post
infeccion. La actividad fagocitica de los heterofilos no cambio desde el primer
hasta el cuarto dia de edad, sin embargo, aument6 el doble de su eficiencia al
séptimo dia de edad de los pollitos (dia 1, 30.69; dia 4, 33.99; dia 7, 60.46). La
actividad bactericida de los heterofilos de todos los grupos infectados eliminaron
SE eficazmente (Wells et al, 1998; Andreasen, et al., 1991).

2. JUSTIFICACION
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Con base en lo descrito, las infecciones por Salmonelas en granjas avicolas
pueden causar efectos econdmicos negativos como: alta mortalidad, pobre
conversion alimenticia y retraso del crecimiento, con aumentos en los decomisos
de canal debido a lesiones por septicemia, ademas de ciclar la bacteria por la

presencia de portadores asintomaticos (Shivaprasad, 1990).

Existen muchas bacterias patdgenas ampliamente estudiadas en cuanto a su
fisiologia, genética, estructura celular y patogenia, al respecto, Salmonella
typhimurium debido a su facil manejo en el laboratorio ha tenido mayor posibilidad
de manipulacion con técnicas moleculares y por tener un modelo animal como es
el raton, permite realizar experimentos in vivo en comparacion de otros serotipos
de Salmonella en otras especies animales (Sanchez y Cardona, 2003; Sangwei et
al., 1999).

La patogenia de SE en aves es poco entendida y muy pocos informes han
descrito experimentalmente la patogenia de la bacteria en la infeccion de aves
jévenes y adultas. Por otro lado, tampoco existe informacion de la patogenia y
virulencia que Salmonella enteritidis biovar Issatschenko que puede provocar en

pollos de engorda.

Los antecedentes mencionados, muestran la necesidad de generar informacion
sobre la patogenia de Salmonella enteritidis fagotipo 13a y Salmonella enteritidis
biovar Issatschenko en pollos de engorda, debido a la posibilidad de poner en

riesgo la sanidad aviar y la salud publica.

3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo general

Describir la patogenia de Salmonella enteritidis fagotipo 13a y Salmonella

enteritidis biovar Issatschenko en pollos de engorda.
3.2. Objetivos particulares:

1.- Realizar analisis bacteriolégicos de 6rganos y heces de pollos desafiados con
Salmonella enteritidis fagotipo 13a y Salmonella enteritidis biovar Issatschenko

para su aislamiento a diferentes horas post infeccion.

2.- Describir lesiones microscépicas en los 6rganos muestreados a diferentes

horas post infeccion, clasificandolas en leves, moderadas y severas.

3.- Describir la penetracién de Salmonella enteritidis fagotipo 13a y Salmonella
enteritidis biovar Issatschenko mediante microscopia electrénica de transmision y

su efecto en enterocitos de aves infectadas.

27



4. MATERIAL Y METODOS
4.1. Animales de experimentacion.

La prueba se realizd en pollos de engorda clinicamente sanos, género
indistinto, los cuales fueron observados durante 4 dias antes de la realizacion del

experimento.

A todos los pollitos se les proporciond agua y alimento ad libitum alojandolos
por separado en baterias de crianza de las unidades de aislamiento del
Departamento de Produccién Animal Aves: Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (DPAA: FMVZ — UNAM).
Al arribo de los pollitos, se tomaron muestras para analisis bacteriolégico del
alimento y 5 pollitos fueron sacrificados para descartar la presencia de Salmonella
spp., utilizando métodos de cultivo estandar (Norma Oficial Mexicana NOM-005-
Z00, 1993). Las muestras para estudio de lesiones microscopicas y de

ultraestructura se realizaron en el Departamento de Patologia, F.M.V.Z. —-U.N.A.M.
4.2. Cepa bacteriana

Se empled una cepa de Salmonella enteritidis fagotipo 13a (SE FT13a) para el
tratamiento | y otra cepa de Salmonella enteritidis biovar Issatschenko (SI) para el
tratamiento I, las cuales fueron obtenidas del laboratorio de bacteriologia del DPPA:
FMVZ -UNAM.

Las cepas de SE FT13a y Sl se sembraron por separado en CICC® (Caldo
Infusion Cerebro Corazén) y se incubaron 24 horas a 37C. Las cepas se
centrifugaron a 2500 RPM (Revoluciones por minuto) durante 60 minutos a 4C. El
sobrenadante de cada cepa fue desechado y se depositd en su lugar solucién de
PBS (Solucion amortiguadora de fosfatos, por sus siglas en inglés) para
resuspender las pastillas de bacterias y nuevamente se centrifugd durante 60

minutos a 4C. El mismo procedimiento fue repetido una vez mas.

5 Acumedia, Baltimore Maryland 21211.USA.
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Después del ultimo lavado, la cepa de Sl se ajusté con PBS a una
concentracion final de 1X10° UFC/mL (unidades formadoras de colonia/mililitro) y SE
PT13a se ajusto a una concentracion de 1X108 UFC/mL para su posterior inoculacion

por via oral a los pollitos.

4.3. Diseino experimental para la determinaciéon de la patogenia de Salmonella
enteritidis FT13a y Salmonella enteritidis biovar Issatschenko en pollos de

engorda

En el presente estudio se utilizaron 75 pollitos de engorda estirpe Ross de 1 dia
de edad, de género indistinto. Se dividieron en grupos de tratamientos de la siguiente

manera:

1. Tratamiento I: (Grupos 1y 2) Cada grupo const6 de 14 pollitos. A cada pollito se
le administré una de suspension de 250 pL por via oral con una concentracion de
1x10® UFC/mL de Salmonella enteritidis fagotipo 13a como dosis Unica.
Posteriormente se les proporcion6 alimento comercial y agua ad libitum durante todo

el tiempo de la prueba.

Tratamiento Il: (Grupos 3 y 4) Cada uno de los dos grupos estuvieron formados por
14 pollitos. A cada pollito se le administré una suspension de 250 pL por via oral con
una concentracién de 1x10° UFC/mL de Salmonella enteritidis biovar Issatschenko
como dosis unica. Posteriormente se les proporcion6 alimento comercial y agua ad

libitum y durante todo el tiempo de la prueba.

Tratamiento lll: (Grupo 5) Este grupo también constaba de 14 pollitos. A cada
pollito se le administro 250 L por la via oral de solucién salina fisioldgica como dosis
Unica, fungiendo como grupo testigo negativo. Posteriormente se les proporciono

alimento comercial y agua a libre acceso durante todo el tiempo de la prueba.

Los pollos fueron observados diariamente durante 12 dias que durd la prueba,
registrandose diariamente su estado clinico y mortalidad en las hojas de registro

correspondiente.

29



4.4. Toma de muestras

Un pollo de cada grupo por tratamiento a las 6, 18, 30, 42, 54, 78, 102, 126,
150, 174, 198, 222, 246 y 270 horas post inoculacién fue sacrificado
humanitariamente (NOM 033 ZOO 1995). Antes del sacrificio de cada uno de los
pollitos se tomé aproximadamente 1mL de sangre con anticoagulante EDTA® (Acido
Etilen Diamino Tetraacético) para el analisis leucocitario. También cada 24 horas
post inoculacibn experimental se obtuvieron muestras de heces (1g

aproximadamente) para realizar analisis bacteriologicos.

Para los analisis bacterioldgico, histoldégico y ultraestructural se tomaron
asépticamente muestras de buche, corazén, pulmén, higado, vesicula biliar, bazo,
duodeno, yeyuno, ileon y ciegos. Cada muestra se dividié en tres porciones para
llevar a cabo los respectivos estudios. Durante la necropsia, se realiz6 un registro de
lesiones macroscopicas de los pollos de todos los tratamientos (Flujograma 1).

4.5. Andlisis bacteriolégico

4.5.1. Analisis bacteriologico cualitativo

Las muestras de 6rganos y heces obtenidas para el aislamiento de SE FT13ay
Sl, fueron tomadas en pequefias bolsas de plastico asépticas e individuales para
cada muestra. Todas las muestras fueron maceradas en un mortero. El andlisis
bacteriologico cualitativo (Siembra directa) consistié en la siembra de cada una de
las muestras en TSA’ (Agar Soya Tripticasa), por sus siglas en ingles), AVB® (Agar
Verde Brillante) y por otro lado también se sembro en el medio CHR® (Chromagar
Salmonella, por sus siglas en ingles) y fueron incubados a 37C durante 18 horas
para permitir el desarrollo bacteriano (Pérez et al., 1987 Urquiza, 1995). Se
realizaron pruebas bioquimicas convencionales, incluyendo LD™ (lisina
descarboxilasa) y OD" (Ornitina descarboxilasa) a todas las colonias sospechosas

aisladas.

5: SIGMA de México, SA. De C.V. Durango 104, Col Roma. México, DF.
" BIOXON, Paseo de la constitucion s/n, México,DF.

8: Acumedia. Baltimore Maryland 21211. USA.

9 CHROMagar Microbiology. Fax (33-1)45480600. Paris, France.

10: BIOXON de México, SA. Oaxaca. México.
": MERCK. E. MERCK, Darmstad. Germany.
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4.5.2. Analisis bacteriolégico cuantitativo

El analisis cuantitativo consistio en depositar las muestras mencionadas en
CT™ (Caldo tetrationato) realizar diluciones decuples (1:10) en PBS, se
sembrandose 3 gotas de 20uL en TSA’, AVB® y CHR® por separado desde la
dilucién 10" a 10° en cada cuadrante posteriormente las cajas fueron incubadas
durante 18 horas a 37C para su lectura. Posteriormente se contaron las colonias
lactosa negativa del AVB® y colonias de color blanco mate de CHR®, para determinar
la concentracion de bacterias sospechosas a Salmonella. Se realizaron pruebas
bioquimicas convencionales, incluyendo LD (lisina descarboxilasa) y OD" (Ornitina
descarboxilasa) a todas las colonias sospechosas aisladas (NOM-005-ZO0O, 1993;
Pérez et al., 1987).

4.6. Conteo diferencial de leucocitos

Una vez obtenida la muestra se realizé el extendido de sangre sobre un
portaobjetos de vidrio, el cual fue tefido con el colorante de Wright'? por 3
minutos. Después se aplicod el amortiguador de fosfatos por 10 minutos para luego
enjuagar la preparacion con agua corriente, se deja secar al aire. El conteo
diferencial se obtuvo utilizando el contador manual para leucocitos™ y la

observacion del extendido sanguineo con el objetivo 100x (Charles, 2000).
4.7. Revision de lesiones microscopicas

Simultaneamente a la toma de muestras de drganos para aislamiento
bacterioldgico se tomaron muestras de érganos para el examen histopatoldgico de
cada uno de los tratamientos, las muestras fueron fijadas en formalina al 10%
amortiguada a pH de 7.2 para su posterior procesamiento segun las técnicas
convencionales (Prophet, 1995). Una vez fijadas las muestras, se cortaron con un

espesor de 2 a 5mm y fueron depositadas en capsulas de plastico e introducidas

2. HYCEL de Mexico, SA. Col. Chapultepec 11850. México, DF.
3 COUNTING DEVICE INC. North Bradford, ct06471. USA.
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en el histoquinete (Zakura Mod RH12EP) para su deshidratacién (etanol de 80, 95,
y 100 %) aclaracion (xilol) e infiltracion en parafina, luego del tiempo transcurrido,
cada muestras fue incluida en bloques de parafina y finalmente cortadas en el
microtomo (Leica Mod 820) con un espesor de 2 a 4 ym para su posterior tincidon
en portaobjetos de vidrio por la técnica de hematoxilina — eosina y finalmente ser

observadas en el microscopio éptico (Prophet et al., 1995).
4.8. Revision ultraestructural (microscopia electronica de transmision)

Se tomaron secciones de ileon y ciego, las cuales midieron de 1 a 2 mm?,
procediéndose a su fijacion por inmersion en glutaraldehido™ 2.5% amortiguado

en cacodilato de sodio 0.2 M, pH 7.2, por una hora a 4C.

Una vez fijadas las muestras, se lavaron con la misma solucion
amortiguadora de cacodilatos™, posfijandose con OsO," al 1% por una hora y
deshidratandose con serie ascendente de acetonas'” (50, 70, 80, 96, 100, 100 y
100%), 10 minutos en cada solucién. Posterior a la deshidratacion, se
preincluyeron con mezcla de resina-acetona 2:1 (una hora) y mezcla de resina-
acetona 1:1 (24 horas). Transcurrido el tiempo, se hicieron dos cambios de resina,
de 1 hora a 60C cada uno, para finalmente incluirse en capsulas de agar
embebidas con resina por 24 horas a 60C. Para las etapas de preinclusion e
inclusion se emplearon resinas epoxicas'™ (Epon 812) (Vasquez y Echeverria,
2000). Una vez procesadas las muestras, para el corte de las mismas, se utiliz el
ultramicrétomo (Reichert- Jung MOD 570 0.7 TO 4,2x), se realizaron cortes
semifinos de 180 y 200 nm de grosor los cuales se tifieron con azul de toluidina
mediante la metodologia de rutina. Los cortes finos fueron de 70 a 80 nm de

grosor, se montaron en rejillas de cobre' de 200 mesh y contrastaron con acetato

4 Electron Microscopy Sciences, Whashintong, PO Box 251 Morris Road, USA.
' SIGMA Laboratorios, ST Lous, PO Box 14508, USA.

'6 Dpto Cell Biology and Science, PO Box 2003, USA.

" MERCK, Demcart Rd, Gibbstown NJ 08027, Germany.

'8 Electron Microscopy Sciences, PO Box 550 1560 Indsty Road , USA.

9 Electron Microscopy Sciences, Whashintong, PO Box 251, Fort Wast, USA.
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de uranilo® (20 minutos) y citrato de plomo?' (10 minutos). Las muestras se
revisaron en un microscopio electronico de transmision Zeiss EM 900 (50 kv)

(Vasquez y Echeverria, 2000).

20: Electron Microscopy Sciences, Whashintong, PO Box 251, Fort Wast, USA.
2: Electron Microscopy Sciences, Whashintong, PO Box 251, Fort Wast, USA.
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5. RESULTADOS

En el presente estudio se analizaron los resultados de tres tratamientos:
Tratamiento 1 (Salmonella enteritidis FT13a), tratamiento 2 (Salmonella enteritidis

biovar Issastschenko) y Tratamiento 3 (Testigo)
5.1. Patogenia de Salmonella enteritidis fagotipo 13a (Tratamiento I)
5.1.1. Signos clinicos:

Durante la primera semana post infeccion se observaron dos pollitos con

depresion. No hubo mortalidad de pollitos durante todo el experimento.
5.1.2. Hallazgos a la necropsia:

En los pollitos inoculados con SE FT13a entre las 6 a 126 hpi (horas post
infeccion), no se observaron cambios macroscoépicos aparentes a la necropsia. A
partir de las 150 hpi (7 dias) en higado y bazo se observd congestion leve. En
ileon se observd congestion, hemorragias equimoéticas y gas en ciegos. A los 8
dias post infeccion (174 hpi) se observaron 2/2 pollitos con retencién de saco
vitelino. En pulmén y corazén no se observaron cambios patologicos aparentes

durante todo el experimento.
5.1.3. Analisis bacteriol6gico y aislamiento de SE FT13a en érganos internos:

En el cuadro 1, se presentan los resultados de forma general del analisis
bacteriologico y del aislamiento de SE FT13a. A las 6 hpi no se obtuvo aislamiento
de SE FT13a en muestras de ningun 6rgano, sin embargo, a las 18 hpi se obtuvo
aislamiento a partir de las muestras de buche, yeyuno e ileon; a las 30 hpi
nuevamente solo en las muestras de buche e ileon, la bacteria fue aislada. En
ciego se aislé SE FT13a a partir de las 42 hpi; a las 54 hpi la bacteria en estudio
fue aislada a partir de muestras de duodeno, higado — bazo y de la vesicula biliar y
a las 78 hpi se aisl6 sélo de muestras de ileon y de ciego. A partir de las 102 hpi
se aislé nuevamente SE FT13a de higado-bazo, vesicula biliar, duodeno, yeyuno,
ileon y ciego y a las 126 hpi nuevamente se aislo la bacteria a partir de muestras

vesicula biliar, ileon y ciego. EI mayor numero de aislamientos positivos a SE
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FT13a fue a las 150 hpi a partir de muestras obtenidas de la combinacion higado -
bazo, vesicula biliar, duodeno, corazén-pulmon, yeyuno, ileon y ciego. Durante las
174 y 198 hpi se aisld solo de muestras obtenidas de higado-bazo, vesicula biliar,
duodeno, yeyuno, ileon y ciego. A las 222 hpi no se logré aislar SE FT13a de
ningun organo. Finalmente a las 246 y 270 hpi sélo hubo aislamiento positivo de la
bacteria en estudio a partir de yeyuno, ileon y ciego. En la figura 1 se presenta el
registro de aislamiento de SE FT13a a partir de érganos muestreados en las

diferentes hpi.

En el cuadro 2 y la figura 2, se observa la frecuencia y el numero de
aislamientos positivos de SE FT13a en los 6rganos muestreados. El buche fue el
primer 6rgano de donde se aisléo SE FT13a de las 18 a las 30 hpi En las muestras
obtenidas de yeyuno e ileon, la bacteria también se aislo primero a partir de las 18
hpi y se continué aislando en estos 6rganos hasta las 246 hpi En ciego la bacteria
se aislo por vez primera a las 42 hpi y continto aislandose hasta las 270 hpi Por
otro lado, en las muestras obtenidas del duodeno, vesicula biliar y de higado-bazo
se aislé SE FT13a a partir de las 54 hpi hasta las 198 hpi. Por ultimo, a partir de
las muestras obtenidas de corazén y pulmon, la bacteria en estudio solo se aislo a
las 150 hpi.

En el cuadro 3 y la figura 3, se observa el porcentaje de aislamiento de SE
PT13a en los 6rganos muestreados. El ileon presento el 27.78% de aislamiento; el
ciego, 18.06%; el yeyuno, 13.89% y el duodeno, 11.11%, registrandose en el
tracto gastrointestinal el porcentaje de mayor frecuencia de aislamiento de SE
FT13a. En contraste, el buche presentd sélo 4.16%, de las muestras de higado-
bazo y de vesicula biliar, se obtuvo el mismo porcentaje de aislamiento, 11.11% y
por ultimo de las muestras obtenidas de corazén-pulmén solo se obtuvo el 2.78%

de aislamiento positivo a SE FT13a.

En el cuadro 4 se presentan los resultados del analisis bacteriologico

cuantitativo de SE FT13a por érganos positivos al aislamiento. El rango minimo de

35



recuperacion expresado en UFC en las muestras positivas al aislamiento de SE

FT13a se obtuvo en higado (5.6x10°) y el maximo en ciego (9x10).
5.1.4. Analisis bacteriol6gico y aislamiento de SE FT13a en heces:

En los cuadros 5 y 6 se observan los resultados obtenidos del analisis
bacteriologico de las heces de pollitos infectados con SE FT13a para el
aislamiento de la bacteria y el andlisis cuantitativo. En los dias 1,2, 4,5,6,9, 10y
12 se logré aislar SE FT13a a partir de las heces, obteniéndose un rango de
recuperacion de 5X10°- 9 X10° UFC/g. Las heces obtenidas de pollitos infectados
con SE FT13a de los demas dias fueron negativas al aislamiento de Salmonella
spp. identificandose otras bacterias como Escherichia coli (E. coli), Citrobacter

freundii, Proteus spp. y un hongo, Mucor spp.

5.1.5. Lesiones microscopicas en organos de pollitos infectados con SE
FT13a.

Las lesiones microscépicas con mayor relevancia sugestivas a salmonelosis
durante la revisién de lesiones microscopicas fueron observadas en ileon, ciego,
yeyuno y duodeno con un grado de lesion de leve a severo y también se

observaron lesiones similares en 6rganos viscerales.
5.1.5.1. Buche

En secciones de la mucosa de buche desde las 6 hpi, se observo
descamacion de las células epiteliales acompanada de congestion y hemorragia
leves en submucosa; a las 42 hpi, ademas se observo un grado leve de necrosis
coagulativa del epitelio en la mucosa. Por ultimo a las 78 hpi en submucosa
también se logrd observar infiltracion de leucocitos (heterdéfilos y macréfagos) e

hiperplasia del tejido linfoide (Cuadros 7 y 8).
5.1.5.2. Corazén

Durante las primeras 6 hpi en diferentes secciones observadas en miocardio
y epicardio se observé congestion y hemorragias en grado de lesion leve a

moderado hasta las 42 hpi. A partir de las 54 hpi, se observaron focos de
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infiltracion difusa y/o focal de leucocitos en grado leve a moderado hasta el final

del experimento (Cuadros 7, 8 y Figura 4).
5.1.5.3. Pulmoén

En las secciones de pulmon a las 6 hpi se observé: congestion y hemorragias
que variaron de grado leve a severo hasta el final del experimento (270 hpi). A las

198 y 222 hpi se observaron focos de infiltracion de leucocitos (Cuadros 7 y 8).
5.1.5.4. Higado

En secciones de higado, a las 6 hpi solo se observo congestion y
hemorragias, y a partir de las 18 hpi areas focales de infiltracion de leucocitos de
grado de lesion leve en un principio a moderado y severo en las horas
subsiguientes. Por ultimo a las 150 hpi se observaron areas focales de necrosis

coagulativa (Cuadros 7, 8 y Figura. 5).
5.1.5.5. Bazo

Desde las 6 hpi se observaron hemorragias y congestion persistente en
grado de lesion leve a severo a nivel de parénquima de bazo, a las 174 hpi a nivel
de pulpa blanca se observo hiperplasia del tejido linfoide e infiltracion leve de

leucocitos. (Cuadros 7 y 8).
5.1.5.6. Duodeno

A nivel de mucosa de duodeno a las 6 hpi se observo descamacion epitelial y
a las 30 hpi infiltracion leve de leucocitos respectivamente y a partir de las 54 hpi
se observaron areas focales de necrosis coagulativa a nivel de mucosa intestinal
(Cuadros 7 y 8).

5.1.5.7. Yeyuno

A partir de las 6 hpi se observd en mucosa, descamacion epitelial, infiltracion
de leucocitos a partir de las 18 hpi y también se observé necrosis tipo coagulativa
de los enterocitos a partir de las 30 hpi acompanados de congestion y

hemorragias en grados de lesiéon de leve a severo (Cuadros 7 y 8).
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5.1.5.8. ileon

En los pollitos infectados con SE FT13a a las 6 hpi se observé descamacion
epitelial a nivel de mucosa e infiltracion de leucocitos (heterdfilos y macrofagos). A
partir de las 30 hpi fueron observadas areas focales de necrosis coagulativa en el
epitelio intestinal y a las 126 hpi en la submucosa se observé hiperplasia del tejido

linfoide. (Cuadros 7, 8 y Figura 6).
5.1.5.9. Ciegos

En los cuadros 7 y 8, se presentan cambios histologicos observados en
muestras de ciego de pollitos infectados con SE FT13a, donde se observo
infiltracion de leucocitos y descamacion epitelial (30 hpi) asi como necrosis

coagulativa en mucosa epitelial a partir de las 102 hpi respectivamente.
5.1.6. Cambios leucocitarios observados durante la infeccion de SE FT13a

En el cuadro 9, se presentan resultados del conteo diferencial de leucocitos en
los pollitos infectados con SE FT13a a los 4 dias de edad, donde se observa
disminucién de linfocitos de 41.25% durante la primera semana y de 41.56% en la
segunda semana. Aumento en el porcentaje de heterdfilos en la primera semana,
25% y en la segunda semana, 28.33 %. Eosinofilos la primera semana, 0% vy la
segunda semana, 3.17%; basdfilos la primera semana, 10% y la segunda semana,

6.1% y monocitos la primera semana, 15% y la segunda semana, 19.89%.

5.1.7. Revision ultraestructural de SE FT13a en muestras de ileon y ciego
mediante microscopia electréonica de transmisiéon en pollitos infectados

experimentalmente.
5.1.7.1. 6 Hpi

En secciones de ciego e ileon a partir de las 6 hpi en lumen intestinal se
observaron estructuras de forma redondeada y oval de diferentes tamaros (0.49 -
1.2 ym), con pared celular y contenido central de aspecto granular de moderada
electrodensidad, con base a las caracteristicas morfologicas y de ubicacion dichas

estructuras fueron compatibles con enterobacterias (Figura. 7a). En otra seccion
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del ciego se observaron algunas de las estructuras mencionadas, en contacto con
las microvellosidades del borde apical de un enterocito, (Fig. 7b). Por otro lado, en
otras secciones de ileon se observaron en varios enterocitos pérdida de
microvellosidades en el borde apical (Fig.7c). y en uno de ellos en su borde apical,

presentaba proyeccion leve del citoplasma hacia el lumen (Fig.7d).

Asi mismo en secciones de ileon se observd dentro de un enterocito
estructuras de forma ligeramente redonda (bacteria) con pared celular delgada con
un contenido granular de moderada electrodensidad y por las caracteristicas
morfolégicas, dimension e ubicacién es sugerente a SE FT13a. (Fig. 8a). Asi
también dentro de enterocitos se observé células de nucleo oval irregular con

granulos electrodensos de diferentes tamafios (heterdfilo mielocito) (Fig 8b).
5.1.7. 2. 30 hpi:

En secciones de ciego e ileon se observaron cambios similares a las 6 hpi,
pero ademas en otra seccion de la mucosa intestinal, se observé enterocito con
invaginacion y proyeccion de su citoplasma hacia el lumen por cada lado (forma
de copa) y en medio de esta proyecciéon se observaron estructuras de forma
ligeramente oval (0.9 ym), con pared celular delgada y con contenido granular de
moderada electrodensidad, sugerente a SE FT13a. (Fig. 8c). Dentro del
citoplasma celular de enterocitos en otra secciones se observaron estructuras de
forma ligeramente oval sugerentes a Salmonella spp., ademas se observaron
cambios en el citoplasma celular del enterocito, degeneracién (mitocondrias
ligeramente aumentadas de tamano y crestas hinchadas), (Fig. 8d). En ileon se
observaron cambios similares a ciego y también mayor numero de enterocitos con
cambios degenerativos y necrosis (dilatacion intensa de mitocondrias, formacion
de vacuolas, dafio de la membrana celular y organelos, carriorexis, cariolisis y

pignosis).
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5.1.7.3. 54,102, 150, 198 y 246 hpi.

En secciones de ileon y ciego se observaron cambios similares a las horas
mencionadas. Sin embargo, a medida que las hpi pasaban se observo enterocitos
con mayor peérdida de integridad del contenido celular (degeneracién y necrosis),
pequefias vacuolas que contenian estructuras redondeadas y oval (0.46 a 1.2
pm), pared celular delgada y contenido granular electrodenso y ligeramente
electrolucido, sugerente a bacteria en estudio, heterdfilos y detritos celulares en

limen.
5.2. Salmonella enteritidis biovar Issatschenko (Tratamiento Il)
5.2.1. Signos clinicos:

Los pollitos infectados en este tratamiento no presentaron ningun signo clinico ni

mortalidad de durante todo el experimento.
5.2.2. Hallazgos a la necropsia:

Los érganos muestreados de pollitos inoculados con Sl desde las 6 a las 150
hpi no presentaron cambios macroscopicos a la necropsia. A las 174 hpi se
observo gas en ciegos; a las 198 hpi se observé un pollito con retencion de saco
vitelino y en el ileon congestion y ademas areas de hemorragias equimaticas. En
los 6érganos viscerales a partir de las 174 hpi se observéd congestion en higado y
bazo, en los demas 6rganos viscerales no se observaron cambios patoldgicos

aparentes en la necropsia durante todo el experimento.

5.2.3. Analisis bacteriolégico y aislamiento de Salmonella enteritidis biovar

Issatschenko (Sl) en érganos internos:

En el cuadro 1 se observan los resultados de forma general del analisis
bacteriologico y el aislamiento de Sl. Desde las 6 hpi hasta las 30 hpi no se
registré aislamiento de Sl en ningun érgano, sin embargo, a partir de las 42 hpi la
bacteria en estudio fue aislada s6lo de las muestras de buche. Posteriormente a
las 54, 78,102 y 126 hpi no se logro aislar S| de ningun érgano. A las 150 hpi se
obtuvo aislamiento de Sl en las muestras obtenidas del ileon y el yeyuno; y a las
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174 y 222 hpi la bacteria fue aislada en muestras del ileon y ciego. Durante las
horas restantes 246 y 270 hpi no se registré aislamiento de Sl en ningun 6rgano
muestreado. En la figura 1 se presenta el registro de aislamiento de Sl a partir de

organos muestreados en las diferentes hpi.

En el cuadro 10 y la figura 9, se presenta la frecuencia y el numero de
aislamiento de Sl en los 6rganos muestreados. De las muestras de obtenidas de la
combinacion de higado-bazo, corazon-pulmoén, de la vesicula biliar y el duodeno
no se obtuvo aislamiento de Sl durante el tiempo que duro el experimento. Sin
embargo, en las muestras obtenidas del buche la bacteria fue aislada las 42 hpi.
En el ileon y el yeyuno Sl fue aislada a las 150 hpi. Finalmente a las 174 y 222 hpi
se obtuvo aislamiento de la bacteria en estudio de muestras obtenidas del ileon y

el ciego.

En el cuadro 11 y la figura 10 se observan los resultados en porcentajes de
aislamiento de Sl en los 6rganos muestreados. De un total de 12 aislamientos
positivos a Sl, el buche obtuvo 8.22%; el yeyuno representd el 16.67%; el ciego
25% vy el ileon 50%. En las muestras obtenidas de la combinacion corazon-
pulmon, higado-bazo y vesicula biliar no se obtuvo aislamiento positivo de Sl

durante todo el experimento.

Los datos del andlisis bacterioldgico cuantitativo en AVB® de Sl en 6rganos
positivos al aislamiento, se presentan en el cuadro 12. El rango minimo de
recuperacion expresado en UFC/g de la bacteria fue en muestras obtenidas del

buche (4X10°) y el rango maximo lo obtuvo el ciego (7x10°).

5.2.4. Analisis bacteriolégico y aislamiento de Salmonella enteritidis biovar

Issatschenko (Sl) en heces:

En los cuadros 5 y 6 se observan los resultados del analisis bacteriolégico
cuantitativo y cualitativo en AVB® para el aislamiento de Sl a partir de heces

tomadas cada 24 horas de pollitos infectados con la bacteria en estudio. Sélo en
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las muestras de heces obtenidas a las 120, 168 y 240 hpi se logro aislar Sl, con un

rango de recuperacion de 7.8x10%-6 X10°.
5.2.5. Lesiones microscopicas en érganos de pollitos infectados con Si
5.2.4.1. Buche

En la mucosa de buche se observé descamacion epitelial a partir de las 18
hpi, necrosis epitelial tipo coagulativa, congestion y hemorragias a las 54 hpi de
grado leve a moderado que varié durante todo el experimento. A las 126 hpi se
observaron areas focales de infiltracion de leucocitos e hiperplasia del tejido
linfoide (Cuadros 13, 14 y Figura 11).

5.2.4.2. Corazén

En miocardio y epicardio a las 6 hpi se observd congestion y hemorragias.
Ademas se observaron areas de infiltracién difusa y/o focal de leucocitos a partir
de las 102 hpi en grado leve a moderado hasta el final de experimento (Cuadros
13y 14).

5.2.4.3. Pulmén

En las muestras obtenidas del parénquima pulmonar de los pollitos
inoculados con Sl, s6lo se observd congestion y hemorragias en grado leve a

severo durante todo el experimento (Cuadros 13 y 14).
5.2.4.4. Higado

La congestion y hemorragias fueron evidentes durante las primeras 6 hpi en
el parénquima hepatico. A partir de las 42 hpi se apreciaron areas de infiltracion de
leucocitos con un grado de lesidén leve a moderado; por ultimo a las 222 y 246 hpi

se observaron areas de necrosis coagulativa (Cuadros 13 y 14).
5.2.4.5. Bazo

Las lesiones constantes que fueron encontradas durante el experimento, son
congestion y hemorragias y a partir de las 198 hpi hiperplasia de tejido linfoide en

pulpa blanca (Cuadros 13 y 14).
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5.2.4.6. Duodeno

En mucosa a las 6 hpi no fue observado ningun tipo de alteraciones
patologicas. A partir de las 18 hpi se observo descamacioén epitelial, a partir de las
54 hpi infiltracion de leucocitos de grado leve a moderado durante todo el

experimento (Cuadros 13y 14).
5.2.4.7. Yeyuno

Al igual que en el duodeno, en la mucosa a partir de las 6 hpi, se observo
descamacion epitelial, infiltracién de leucocitos a partir de las 18 hpi y areas de
necrosis epitelial de tipo coagulativa a partir de las 42 hpi de grado leve a

moderado durante todo el experimento (Cuadros 13 y 14).
5.2.4.8. ileon

Las lesiones encontradas fueron constantes durante todo el experimento. En
la mucosa de ileon a las 6 hpi en secciones observadas se encontré descamacion
epitelial e infiltracién de leucocitos con un grado de lesion que varié de leve a
severo hasta el final del experimento. A partir de las 42 hpi se observo necrosis
epitelial tipo coagulativa con grado de lesién de leve a moderado durante todo el
experimento. Finalmente a las 174 y 222 hpi se observé hiperplasia de tejido

linfoide y apoptosis (Cuadros 13y 14).
5.2.4.9. Ciego

En la mucosa de ciego a partir de las 30 hpi se observo infiltracion de
leucocitos acompanadas de congestion y hemorragias, ademas descamacion
epitelial a partir de las 54 hpi A las 102 hpi necrosis tipo coagulativa del epitelio
(Cuadros 13, 14 y Figura 12).

5.2.5. Cambios leucocitarios observados durante la infeccion de Sl en

pollitos infectados experimentalmente.

En el cuadro 9, se encuentran los resultados de los valores de leucocitos en

pollitos infectados con Sl a los 4 dias de edad, donde se observa disminucion de
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linfocitos y aumento en el porcentaje de heterdfilos (Primera semana: 49% vy
segunda semana: 30.8%); eosindfilos (Primera semana: 0% y segunda semana:
3.42%), basofilos (Primera semana: 20 % y segunda semana: 7.36%) y monocitos

(Primera semana: 18.75 % y segunda semana: 21.57%).

5.2.5. Revisiéon ultraestructural de SI muestras de ileon y ciego mediante
microscopia electronica de transmision.
5.2.5.1. 6 hpi:

En secciones de ileon de los pollitos infectados con Sl a partir de las 6 hpi se
observd la secuencia de penetracidon e invasion por una estructura de forma
ligeramente oval, sugerente a Sl. En seccion de ileon, se observd en la mucosa
intestinal, la siguiente secuencia, se aprecid estructura de forma ligeramente
redondeada, con pared celular delgada y contenido granular electrodenso,
posteriormente una estructura similar, se observd en contacto con las
microvellosidades de un enterocito, en otra célula se aprecid la proyeccion del
citoplasma hacia la luz formando una pseudocopa sobre la cual se encontraba
estructura con las mismas caracteristicas que las descritas. En otros enterocitos a
nivel de citoplasma, de una a varias vacuolas las cuales contenian estructuras de
forma ligeramente redonda, pared celular delgada y ligeramente electrodensas,

sugerente a Sl (Figura 13).

Por otro lado se observd degeneracion en algunos enterocitos (mitocondrias
ligeramente aumentadas de tamafio e hinchadas) y detritos celulares en lumen

intestinal. En ciego se observaron cambios similares.
5.2.5.2. 30, 54, 102, 174 y 222 hpi

En secciones de ileon y ciego se observaron cambios similares a las horas
mencionadas y a los producidos por SE FT13a. Por otro lado tambien se observo
enterocitos con degeneracién y necrosis pero ademas apoptosis (constriccion
celular, condensacion y fragmentacion de cromatina nuclear y formacion de

vesiculas citoplasmicas y cuerpos apoptoticos) a medida que las hpi transcurrieron
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se observo que la pérdida de integridad de entericitos fue mas evidente, mayor
numero de pequefas vacuolas que contenian bacterias (0.46-1.2 um), de
caracteristicas similares a las mencionadas, sugerente a Sl, presencia de
heterdfilos y macrofagos con nucleos de forma irregular, citoplasma granular, y

detritos celulares en el lUmen intestinal.
5.3. Testigo (Tratamiento lll)

En los pollitos del grupo testigo no se aisl6 Salmonella spp. de ningun
organo durante todo el experimento. Durante el examen histologico y
ultraestructural no se observaron lesiones sugerentes a la infeccion por
Salmonella spp. Durante la identificacion de las bacterias negativas al aislamiento
de Salmonella spp en corazon, pulmén, higado y bazo se aisld: E. coli; en buche,
duodeno, yeyuno, ileon y ciego se logro aislar E coli, Citrobacter freundii y Proteus
spp. Por ultimo, en muestras de heces se obtuvo aislamiento de E col,

Citrobacter freundii, Proteus spp. y el hongo Mucor spp.
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6. DISCUSION

Salmonella, tiene una variedad de fagotipos, incluyendo el fagotipo 6a, que
es reconocido mundialmente como patégeno para el humano, este fagotipo es de
origen alimenticio y es transmitido a través de huevos de aves infectadas. Este
fagotipo se ha aislado con mayor frecuencia en Inglaterra y en algunos casos en
los EEUU a partir de heces de humanos (Coyle et al., 1988; Evans et al., 1996;
Dodhia et al., 1998). Durante las dos décadas pasadas se observo el predominio
en aumento de SE en muchos paises. En los EEUU, los fagotipos con mayor
reporte como fuentes de infeccién para el humano y la industria avicola fueron los
FT8 y 13a, sin embargo, a partir de 1995, en EEUU y todo el mundo los fagotipos
4 y 8 también han sido aislados con mayor frecuencia de casos de humanos y
animales (Dodhia et al., 1998; Mancera et al., 2004).

6.1. Analisis bacteriolégico y aislamiento de SE FT13a y S| en érganos

internos.

Aunque la exposicién a Salmonella es frecuente, se requiere de un inoculo
de aproximadamente 10° a 10® UFC para el desarrollo de la enfermedad
sintomatica en el humano y animales; otros factores como el tipo de cepa,
alimento contaminado con la bacteria y el estado fisioldgico del hospedero,
también favorecen o no el desarrollo de la enfermedad (Desmidt, 1997). En el
presente estudio, pollos de engorda a los cuatro dias edad fueron inoculados con
1 x 10® UFC de SE FT13a y 1x10° UFC de Sl fagotipo 6a respectivamente.

Después de la ingestidon de Salmonella, ésta resiste el ambiente acido del
estobmago y seguidamente coloniza el intestino delgado, penetra a las células
epiteliales y migra hacia la lamina propia de la regién ileocecal y ahi se multiplica
en los foliculos de la region linfoide. Los polimorfonucleares (heterdfilos) son
estimulados y la infeccidn se limita a nivel del tracto gastrointestinal (Cox, 1996).
Si son serotipos productores de fiebre entérica no son retenidas a este nivel, sino

que migran a higado y bazo por circulacion hematica (Sanchez, 2003).
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En el presente estudio, a partir de las 18 horas post inoculacién (hpi) se inicio
el aislamiento de SE FT13a en buche, yeyuno e ileon. En muestras de higado,
bazo y vesicula biliar se obtuvo aislamiento a partir de las 54 hpi y a las 150 hpi (7
dias) se aislo en todos los érganos muestreados al mismo tiempo (buche, higado
-bazo, vesicula biliar, duodeno, yeyuno, ileon y ciego) (Cuadro 1). Los 6rganos
con mayor frecuencia de aislamiento durante el tiempo que duré el experimento
fueron ileon y ciego. Los resultados anteriores sugieren que la infeccién causada
por SE FT13a fue sistémica porque la bacteria invadié y colonizd el tracto
gastrointestinal y hubo migracién ademas a otros 6rganos viscerales (higado -
bazo) por circulacion hematica, por otro lado el aislamiento negativo de salmonela
en otros 6rganos y hpi pudo ser debido a que la concentraciéon de SE disminuyd
conforme se recuperaba el ave (Gast y Holt, 1998; Shivaprasad et al., 1990),
debido a que la infeccidn en los pollitos no se elimina por completo y que por tanto

SE permanece latente.

El buche es el primer sitio del huésped de donde es aislada frecuentemente
SE en las primeras horas de la infeccidn, pudiendo influenciar en la sobrevivencia
y virulencia de Salmonella spp. Se ha descrito que el pH 6ptimo para el
crecimiento de Salmonella esta generalmente entre 6.5 y 7.5, aunque también se
ha descrito que SE puede crecer desde pH desde 4. El pH informado del buche de
gallinas es de 4.57 y depende de factores de alimentacion, poblacién microbiana,
si se encuentra vacio o lleno, asi como también por el estado fisiolégico del ave,
sugiriendo que el pH del buche y del tracto gastrointestinal puede influir en la
sobrevivencia de SE (Qin et al., 1995; Sturkie, 1986; Durant et al., 1999)

La poblacion microbiana del buche esta conformada por lactobacilos, los
cuales son de importancia para mantener bajo el pH y prevenir el establecimiento
de bacterias patdégenas, en condiciones de estrés o restriccion alimenticia la
poblacién microbiana de lactobacilos del buche suele disminuir (Durant et al.,
1999; van der Wielen et al., 2002). Al respecto Corrier et al., (1999), realizaron un

estudio sobre la supervivencia de Salmonella en el contenido del buche de pollos

47



a la edad de sacrificio durante el retiro del alimento, en el cual se indica que la
contaminacién del buche se eleva durante el periodo de retiro de alimento que
antecede al sacrificio y que el contenido contaminado del buche puede servir
como un punto importante de entrada de Salmonella a la planta de procesamiento.
Por otro lado Seo et al. (2003), en un estudio sobre la deteccion de Salmonella
enteritidis con inmunoglobulina A (IgA) en muestras de buche de aves infectadas
con SE, observaron niveles elevados de IgA en este 6rgano después de la
infeccion oral de SE en las aves. Seo et al., (2002), realizaron un estudio sobre la
inmunidad humoral de la mucosa frente a la infecciéon experimental con SE FT 13a
en el buche de pollos, donde los pollos infectados mostraron una fuerte respuesta
IgA contra los flagelos de Salmonella en bilis y buche. En el presente estudio el
buche fue el 6rgano donde se aisl6 SE FT13a por primera vez (Cuadro 1) desde
las 18 a las 30 hpi y a partir de las 42 hpi fue aislada Sl respectivamente.
Posteriormente no se obtuvo su aislamiento. Estos resultados sugieren que el
porcentaje de aislamiento obtenido de SE FT13a y de Sl en el buche pudo
deberse a la presencia de IgA, ademas de que la concentracion de SE en los
organos afectados puede disminuir conforme el ave se recupera (Shivaprasad et
al., 1990).

En relacion al higado y al bazo, se ha descrito que en estos 6rganos,
Salmonella puede permanecer “oculta” de la respuesta inmune, debido a la
invasién intracelular por Salmonella spp. y asi también el proceso inmunolégico en
el bazo puede controlar la infeccion al disminuir la multiplicacion de Salmonella
spp. Salyers y Whitt, (2001), mencionan que una vez que Salmonella spp. se
encuentra dentro del organismo crece dentro de los macréfagos de higado y bazo.
Cuando Salmonella ha logrado colonizar y atravesar las barreras del intestino,
pasa hacia el torrente sanguineo por un lado y por el otro es excretada por las vias
urinarias y heces. Las bacterias que estan en sangre, infectan érganos internos
como higado y bazo (Salyers y Whitt, 2001; Poppe et al., 1993). Debido a que
Salmonella 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
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originandose un flujo continuo de microorganismos hacia el intestino delgado por
segunda vez, donde tiende a localizarse en las placas de Peyer, de aqui puede
determinarse el estado de portador, eliminando en forma intermitente la bacteria
por heces (Salyers y Whitt, 2001; Mdegela et al., 2002). Las muestras de 6rganos
excepto aquellos con contenido intestinal de aves infectadas con SE, por lo
general contienen muy pocos microorganismos competitivos con Salmonella
(Gast, 2001). Al respecto en higado, bazo y vesicula biliar, durante el presente
estudio, SE FT13a fue aislada de estos 6rganos desde las 54 hpi hasta las 198
hpi; en el caso de Sl no se obtuvo aislamiento positivo durante todo el
experimento, posiblemente debido a que la bacteria si bien colonizé estos
organos, una parte fue eliminada a través de las heces y la otra parte se
encontraba dentro de los macrofagos, provocando el estado de portador

asintomatico de forma intermitente (Salyers y Whitt, 2001).

Con relacion al aislamiento intermitente de Salmonella, Alva, (2005), logré
aislar SE FT13a de muestras de higado y bazo a la primera semana en (3/10)
pollos y (1/10) pollos en la tercera semana post infeccion, durante la segunda,
cuarta y quinta semana post infeccién, su aislamiento fue negativo en estos

organos.

Por otro lado debe tomarse en cuenta que las aves recién eclosionadas que
carecen de microflora intestinal protectora son muy susceptibles a la colonizacion
intestinal por Salmonella spp. u otras bacterias patégenas. Las células blanco
(células M, enterocitos y células caliciformes) revisten el ultimo tramo del intestino
delgado y el primer tramo del intestino grueso (ileon-ciego) para la invasion por
bacterias patdgenas. Si la célula blanco esta “desocupada” con respecto al
numero de salmonelas, es posible que se produzca la infeccién. Después de
adherirse a la célula blanco, las bacterias se multiplican, segregan proteinas SipA,
SopB, SopE, etc., que ayudan a la bacteria en el proceso de invasion. En el
interior de la célula, las salmonelas segregan una proteina con actividad citotdxica

que provoca la muerte de la célula y su desprendimiento de la mucosa intestinal.
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La gravedad de la enfermedad dependera del numero de células blanco afectadas
(Salyers y Whitt, 2001; Sanchez, et al., 2003 y Hirsh, 1990).

Los resultados bacterioldgicos del aislamiento de SE FT13a y Sl del presente
estudio, muestran que ileon y ciego fueron los 6rganos con mayor frecuencia de
aislamiento durante todo el experimento, por lo cual se les puede considerar como
organos de importancia en el aislamiento de Salmonella spp, coincidiendo con
Alva, 2005; Sanchez et al., 2003 y Hirsh, 1990.

En un estudio realizado por Gorham et al., (1991), sobre persistencia de SE
FT13a en pollitos infectados al primer dia y siete dias de edad, de los pollitos
infectados al dia edad SE FT13a fue aislada de la mayoria de los 6rganos (saco
vitelino, higado, bazo, ileon y ciego) después de la primera semana post infeccion.
En los pollitos de 7 dias de edad al cuarto dia post infeccion se aislé SE FT13a de
pulmén (2/4) pollitos, higado (1/4), bazo(2/4), génadas (0/4), del yeyuno (0/4),
cerebro (0/4), duodeno (3/4), yeyuno (3/4), ileon (4/4) y ciego (4/4), a los 7 dias
post infeccion en los érganos de donde se obtuvieron aislamientos fueron bazo
(2/4), yeyuno (1/4), ileon (2/4) y ciego (2/4), por ultimo a los 21 dias post infeccion
sélo se aisl6 SE FT13a de ileon (1/4) pollitos y ciego (1/4) pollitos habiendo sido
los 6rganos de preferencia para el aislamiento de la bacteria. Por otro lado
Desmidt, et al., (1997), realizaron un estudio de la patogenia de SE FT 4 en
pollitos de un dia de edad, donde se aisl6 a partir de las 3 hpi en tracto
gastrointestinal y a partir de las 12 hpi en 6rganos viscerales. Recientemente
estudios realizados por Alva (2005), encontré6 que pollitos inoculados con SE
FT13a de dos dias de edad, después de una semana post infeccion logré aislar la
bacteria de saco vitelino, higado, bazo y tonsilas cecales. Al respecto, se observa
que la mayoria de los estudios realizados con SE en pollitos de 1 a 7 dias,
presentaron resultados muy similares a los obtenidos en el presente estudio sobre
la patogenia de SE FT13a. Sin embargo, con Sl, no se logro aislar en los pollitos
infectados con la misma frecuencia que SE FT13a, posiblemente por las

diferencias de patogenicidad entre los distintos fagotipos de SE, por ejemplo el
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FT4 frecuentemente se relaciona con cierto grado de elevada invasividad y
letalidad para pollos recién eclosionados, ademas otros estudios también revelan
que la especificidad de un serotipo para un huésped particular no sélo estaria
dada por factores de virulencia propios de la bacteria, sino también por la
capacidad del serotipo de circular dentro de una poblacion de hospederos, es
decir, el ambiente donde habitan los aves no permitiria que S| exprese sus

factores de virulencia (Borie y Gonzales, 2000; Uzzau, et al., 2001).

Urquiza (2001), realizo estudios sobre la patogenicidad e inocuidad de Sl en
animales de laboratorio y determinacion de proteinas con actividad enterotoxica,
en los cuales encontré que dicha bacteria al ser inoculada en ratones (Mus
musculus) y ratas (Rattus rattus), produjo signos de salmonelosis y mortalidad,
reaislandose la bacteria aun de los animales sobrevivientes, hasta los 20 dias de
edad, y de heces, en los primeros dias post inoculacién. En conejos, no produjo
signos de enfermedad, ni mortalidad, ni reaislamiento de la bacteria en heces, ni
de organos de los animales sacrificados a los 30 dias post inoculacion. En
cobayos, aunque hubo mortalidad, no hubo recuperacién de la bacteria a partir de
los 6rganos internos de los animales muertos, ni de los sobrevivientes y tampoco
de las heces. En pollos de engorda de 1 y 8 dias de edad, produjo una mortalidad
del 3.1% (1/32) recuperandose la bacteria en estudio, del pollito muerto. Mientras
que en otros grupos no hubo mortalidad en los 16 dias que duro la prueba, sin
embargo, en uno de los grupos se logro recuperar la bacteria a partir de 6rganos
internos en solo de una de las aves que sobrevivido (3.1%). Por otro lado, en
pollitos Leghorn de un dia edad infectados con S| con una dosis de (1 x 10°)
produjo mortalidad desde el 9.3 al 28.1 %, logrando aislarse en Sl en 5/12 aves
muertas, no habiéndose registrado el aislamiento de ninguna de las aves que

sobrevivieron de ningun 6rgano interno durante todo el experimento.

Avifa et al., (2001) y Barranco et al., (2000), con gallinas SPF en postura y
gallinas ponedoras comercial es de 25 semanas de edad respectivamente,

mostraron que con la inoculacién por via oral de Sl no se registro mortalidad
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alguna durante 30 dias que duro la prueba, tampoco se redujo la postura y no fue
posible la recuperacién de Salmonella spp. en huevo, ni heces en ningun

momento de dichos ensayos.

Por otro lado, segun estudios realizados por Espino et al.,, (1989), de un
rodenticida biolégico comercial (RBC) administrado en aves ligeras mayores de 3
semanas de edad, no se registr6 mortalidad ni aislamiento. Cabe mencionar que
las aves mayores de 3 semanas de edad, ya comienzan a tener un sistema
inmune maduro y que probablemente debido a esto, las aves reaccionaron en
contra del antigeno administrado en la forma esperada habiendo eliminado el
antigeno a Sl por completo (Sharma, 1997). Las aves adultas infectadas con
salmonelas por lo general, no muestran signos externos; sin embargo, pueden
servir como portadores de la infeccion por largos periodos de tiempo, por otro lado
las aves ligeras son mas resistentes que las aves pesadas a cualquier tipo de
infeccidon (Gast, 2003).

Los estudios realizados por Espino et al., (1989), indican que S| es
patdbgena solamente para roedores de la familia Muridae (especificidad de
especie) sin embargo, Urquiza (2001), logré aislar S| a partir de érganos internos y
heces de pollitos. Gonzalez, 2004 y Rejo, et al., (1997), también demostraron en
un modelo aviar, la inoculacion de la cepa viva en dosis aproximadas de 10%-10°
UFC/mL, han logrado inducir respuesta inmune mediada por anticuerpos
aglutinantes, en porcentajes que van desde un 13% hasta un 94% con la cepa del
rodenticida. De la misma forma, Chils (1997), realiz6 estudios donde se logro

reaislar la cepa en deposiciones de perros, ovejas y cerdos inoculados

experimentalmente por lo que todos estos resultados no coinciden con los

descritos por Espino et al., (1989).

Con base en lo anterior, las infecciones por SE con frecuencia, tienen
diferentes consecuencias para las aves recién eclosionadas, que para las aves
adultas. En pollitos y pavipollos jovenes muy susceptibles, la infeccién por SE

puede provocar enfermedad y muerte con mayor frecuencia. Los efectos usuales
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de las infecciones por Salmonella en pollos y pavipollos corresponden a: 1) La
colonizacion intestinal que es el primer paso en el proceso de la infeccion para
salmonelas que producen paratifoideas introducidas por via oral, en el cual, con
frecuencia se observa la eliminacién de la bacteria a través de las heces; 2) En
muchas de las aves infectadas, la invasién del tracto gastrointestinal resulta en la
multiplicacion de Salmonella en el tejido reticuloendotelial del higado y bazo y la
diseminacion final para colonizar diferentes 6rganos internos; 3) Por ultimo, se
puede presentar bacteremia, que en ocasiones genera una alta incidencia de
mortalidad (Gast, 2003).

Por otro lado Wray (2000), realizé estudios sobre la patogenia de otras
salmonelas como: Salmonella typhimurium mediante infeccion experimental en
pollos en la primera semana de edad, demostraron que después de la invasion de
la bacteria en tracto gastrointestinal, esta se multiplicé en higado y bazo y se
diseminaron a otros 6rganos, produciendo infeccion sistémica. Shivaprasad et al.,
(1990), realizaron estudios sobre la patogenia de la infeccion por SE FT8 en
gallinas ponedoras que fueron inoculadas via oral, la cual resulté en una infeccién
bacteremica con diseminacién al higado, bazo, 6vulos y oviducto. Sin embargo,

las aves permanecieron clinicamente sanas con una produccion de huevo normal.

Con lo expuesto, los resultados en el presente estudio, sugieren que
cualquiera sea la edad de infeccidon en las aves, SE juega un importante papel en
su persistencia en el ambiente y las aves y que tanto SE FT13a y S| pueden
provocar infecciones paratifoideas en pollos y fungiendo como una fuente de

infeccion para otras especies animales y ademas, para el humano.

6.1.1. Analisis bacteriolégico y aislamiento de SE FT13a y Sl en heces

La infeccién oral con SE en aves produce de manera primaria una infeccion
gastrointestinal y a su vez, una eliminacién constante de SE por las heces (Gast,
2000). Shivaprasad et al., (1990), informaron que la persistencia en la infeccion se
debe principalmente a que la infeccion queda latente en el tracto gastrointestinal

(TGIl) y en tonsilas cecales con la eliminacion de SE en heces de forma
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intermitente, aunque en los demas tejidos la concertacion recuperada de SE en
estos pueda disminuir conforme se recupera el ave. Alva, (2005), realizé estudios
en heces de pollitos inoculados experimentalmente con SE FT13a, en los cuales
se pudo recuperar la bacteria desde la primera hasta la quinta semana post
inoculacion. En el presente estudio SE FT13a fue aislada a partir de las heces
desde las 24 hpi en el 75% de muestras analizadas (3/4), siendo persistente la
eliminacion de bacteria hasta el final del experimento (48, 96, 120, 120, 144, 216,
240, 288 hpi).

Con relacion a Sl, ésta fue aislada a partir de heces, pero no con la misma
frecuencia que SE FT13a. La bacteria s6lo se logré recuperar a partir de las 120,
168 y 240 hpi, mostrando una menor frecuencia de su aislamiento en comparacién
con SE FT13a. Estudios realizados por Urquiza (2001), en pollitos Leghorn,
inoculados con Sl y muestreados diariamente durante 27 dias, se logrd recuperar
la bacteria a partir de las heces s6lo al segundo dia post inoculacion, el resto fue
negativo al aislamiento de SI.

Durante el analisis bacteriologico y aislamiento de SE FT13a y de 6rganos
internos y heces, también se lograron identificar otros microorganismos como E.
coli, Proteus spp., Citrobacter freundii y el hongo Mucor spp. Con relacién a E.
coli, ésta forma parte de la flora nativa bacteriana en ultima porcion del intestino
delgado y ademas puede ser un patdégeno oportunista (Barnes et al., 2003), lo cual
sugiere que debido al dafio causado por SE en los pollitos en estudio, E. coli pudo
haber dafiado mas el tracto gastrointestinal, ya que también se ha descrito que E.
coli produce enteritis, tiflitis y diarrea. Por otro lado tanto Proteus spp. como
Citrobacter spp., se pueden encontrar como agentes contaminantes en el
ambiente, también se ha informado que estas forman parte de la flora nativa
bacteriana en ileon y ciego (Barnes, 2003). Por ultimo, con referencia al
aislamiento del hongo Mucor spp., se informa que generalmente las infecciones
con este tipo de hongos en aves, no es comun, pero denotan un estado de

inmunopresion cuando estan presentes. (Kunkle, 2003).
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En cuanto al analisis bacteriolégico cuantitativo, se observdé que la mayor
concentracion de SE y Sl se encontré en ileon, ciego y heces (Cuadros 6, 10 y 12)
Aunque proporcionalmente existid una mayor cantidad de muestras positivas de
ileon en general, fue en las muestras de ciego y heces donde hubo la mayor
recuperacion de SE y Sl en todo el experimento. Esto sugiere entonces, una
infeccidon predominante tanto de SE y Sl en el tracto gastrointestinal y que las

heces son un buen monitor de la infeccion como se ha mencionado (Gast, 2003).

6.2. Hallazgos microscépicos en oérganos de pollitos infectados con SE
FT13ay Sl.

La relacion del hallazgo de lesiones en diversos segmentos del tracto
digestivo asi como el aislamiento del agente, sugiere la importancia del tracto
gastrointestinal de las aves, como un sitio importante para la replicacion y
diseminacion de estos microorganismos. Asimismo, si los mecanismos de defensa
del sistema inmune de las aves se encuentran debilitados, es posible que otros
agentes patégenos encuentren un portal de entrada para su diseminaciéon (Gast,
2003).

En aquellos brotes graves de infecciéon por SE (paratifoideas) en aves
recién nacidas, suele desarrollarse con rapidez una septicemia y esta puede
causar elevada mortalidad con pocas o ninguna lesién aparente. Cuando el curso
de la enfermedad es mas crénico, es frecuente la enteritis grave acompafnada de
lesiones necradticas focales en la mucosa del intestino delgado. El bazo y el higado
aumentan de tamano y se congestionan con evidentes franjas hemorragicas o
focos necroticos. Algunas veces los rinones aumentan de tamano y se
congestionan, en muchas ocasiones se ha informado de perihepatitis y pericarditis
fibrinopurulentas (Gast, 2003). En saco vitelino se puede encontrar material de la
yema sin absorberse. A veces se observan otras lesiones que incluyen hipopion,

panoftalmitis, artritis purulenta, aerosaculitis y onfalitis (Gast, 2003).

En este trabajo se observé que en el parénquima hepatico de pollitos

infectados experimentalmente con SE FT13a y Sl existieron areas focales de
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necrosis coagulativa, acompanadas de infiltracion de heterdfilos y macréfagos,
congestion y hemorragias, en lo que se refiere a corazén, también se observaron
leucocitos diseminados de forma focal y difusa, sugiriendo lesiones similares a

Salmonella.

Por otro lado, la invasion de células epiteliales intestinales por salmonelas
origina una serie de cambios patoldgicos que afectan al liquido intestinal y a la
regulacion de electrolitos; este proceso puede originar finalmente muerte celular y
por tanto producir y exacerbar la diarrea. La inoculacion oral de gallinas de postura
con SE ocasiona inflamacion del epitelio y de la lamina propia del colon y los
ciegos relacionados con la infiltracién heterofilica, aunque a menudo los ciegos y
la unién ileocecal son los sitios de afinidad particular por las salmonelas para
invadir las células epiteliales de todo el intestino. Ademas de la invasion epitelial
se pueden diseminar las salmonelas a través de los macrofagos. En pollos
Leghorn de 4 semanas de edad infectados con SE FT13a, en mucosa y
submucosa de ciego se observé mayor infiltracion de basodfilos al primer dia
postinfeccion, heterdfilos al quinto dia y la infiltracion de eosinofilos fue escasa
(Petrone, 1998). Se han observado ligeros procesos inflamatorios con infiltracion
de heterdfilos que varian de focales a difusos en los ovarios y los oviductos de
parvadas infectadas de manera natural con SE (Gast, 2003; Hirsh, 1999). Con
referencia a estas lesiones, coinciden con lo observado en ileon y ciego en el
presente trabajo, con descamacion epitelial, infiltracion de leucocitos y areas

focales de necrosis coagulativa a nivel de vellosidades.

Con relacion a las lesiones microscopicas que producen pullorosis y tifoidea
aviar, existe una cantidad muy limitada de informacién acerca de las lesiones
microscopicas. Casi todas las infecciones descritas para la pullorosis provienen de
casos de campo, las que podrian complicarse con otros agentes bacterianos y
virales; sin embargo, las lesiones se pueden resumir como sigue: en los casos
agudos solo se puede distinguir congestion vascular grave en varios 6rganos, en

especial higado, bazo y rifiones; en casos agudos a subagudos hay necrosis

56



multifocal de los hepatocitos con acumulacién de fibrina e infiltracion de heterdfilos
en higado, también es posible observar infiltracion portal de heterdéfilos mezclados
con pocos linfocitos y células plasmaticas. En los casos crénicos, en especial en
donde hay grandes nodulos en el corazén, el higado desarrolla congestion pasiva
con fibrosis intersticial, el bazo puede tener congestion notable o exudado en
senos vasculares en etapas agudas y grave hiperplasia del sistema de células
fagociticas mononucleares en las etapas terminales. En pollitos, los ciegos pueden
presentar necrosis extensa de la mucosa y submucosa, con acumulacién de
restos necréticos mezclados con fibrina y heteréfilos en la luz. Las lesiones en
corazoén consisten en necrosis de las miofibras con infiltracion de heterdfilos,
linfocitos y células plasmaticas, en las etapas finales; estas células son
reemplazadas por numerosas células de apariencia uniforme de tipo histiocitico.
Otros cambios aunque menos frecuentes, consisten en bronquitis catarral, enteritis

catarral e inflamacion intersticial de los pulmones y rifiones (Gast, 2003).

En la revision histopatologica del presente estudio, se encontré que ambos
serotipos de Salmonella (SE FT13a y Sl) provocaron dafio en grado de lesién
desde leve a severo en organos internos de los pollitos inoculados
experimentalmente. En ambos tratamientos a partir de las 6 hpi en el de tracto
gastrointestinal (TGI) se observé con frecuencia descamacion epitelial, enteritis
severa con infiltracion de leucocitos (heterofilos y macrofagos) focos de necrosis
coagulativa, hiperplasia de foliculo linfoide y acompafados de hemorragias y
congestion. En higado durante las primeras horas post inoculacién se observé
congestion y hemorragias y posteriormente también se observaron areas de
infiltracion de leucocitos y a partir de las 198 hpi con SE FT13a y 222 hpi con SI
areas de necrosis coagulativa. En corazon, las lesiones mas evidentes fueron:
hemorragias, congestion y areas de infiltracion de leucocitos en ambos
tratamientos. En bazo también fue muy evidente la congestiéon y hemorragias y a
partir de las 172 hpi con SE FT13a se observo hiperplasia de los foliculos linfoides

en pulpa blanca, al respecto en Sl se evidencié congestion y hemorragias. En
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pulmén durante el examen histolégico se observd con frecuencia hemorragias y

congestion en ambos tratamientos.

En estudios realizados por Dhillon et al., (2001), se observaron resultados
histopatoldgicos de aves de 7 y 14 dias post infeccion que confirmaron que SE FT

4 podia causar peritonitis, peri hepatitis y enteritis.

Gorham et al. (1994), realizaron un estudio sobre lesiones macroscopicas y
microscopicas en pollos jovenes experimentalmente infectados con SE FT13a, en
el cual, se observd que en el examen histolégico se presentaron severas lesiones
microscopicas como inflamacion por leucocitos en pericardio y miocardio, higado e
intestino delgado con presencia de detritos celulares y colonias de bacterias en el

[Gmen.

Desmidt et al. (1997), en el estudio de patogénesis de SE FT 4 después de la
infeccién experimental en pollos jovenes, durante las revision histolégica a partir
de las 24 horas post infeccién observaron: inflamacién en intestino y érganos

viscerales y en algunas aves la formacion de granulomas en ciego.

Lo descrito, sugiere que cuando Salmonella spp. evade las defensas
corporales del huésped, invaden la mucosa intestinal y la lamina propia, se
multiplican y cuando pasan al torrente sanguineo logran también invadir otros
organos y con mayor facilidad lesionan los tejidos, provocando cambios celulares
y vasculares asociados con la inflamacion. La invasion de las células epiteliales
intestinales esta controlada por diferentes genes de invasion estimulados por la
baja tensidén de oxigeno del intestino. Estos genes corresponden a proteinas que
participan en la adhesion y en el reclutamiento de las proteinas citoesqueléticas
del huésped que ayudan a penetrar bacteria para colonizar y multiplicarse
(Samuelson, 2003).

En contraste con la gran diversidad molecular de microorganismos, los
patrones de respuestas titulares a estos agentes son ilimitadados. Por tanto, a nivel

microscopico muchos patdégenos desencadenan patrones de reaccion idénticos y
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son escasos los datos exclusivos o patonogménicos de cada agente. Ademas, lo
que determina las caracteristicas histolégicas de la respuesta inflamatoria es la
interaccion entre el microorganismo y el huésped. Por lo tanto, en un huésped
neutropénico, una bacteria piogena que normalmente desencadena una respuesta
leucocitaria enérgica, puede dar lugar a una necrosis tisular rapida con escaso

exudado leucocitario (Samuelson, 2003).

6.3. Cambios leucocitarios observados durante la infeccion experimental de

SE FT13a y Sl en pollos de engorda

El proceso inflamatorio en las aves es similar al de mamiferos, sin embargo,
se pueden encontrar algunas diferencias. La inflamacién aguda en las aves
transcurre en horas o dias, mientras que en los mamiferos requiere de horas hasta
semanas. En este periodo de la inflamacién, las aves presentan mayor cantidad
de basdfilos que en los mamiferos. En la inflamacion subaguda y cronica de las
aves, la acumulacion de exudado heterofilico se transforma invariablemente en
caseoso, en contraste con los mamiferos, donde los neutréfilos promueven
licuefaccion produciendo exudado purulento. Al respecto Carlson y Allen (1969),
demostraron que los polimorfonucleares estan presentes en el proceso
inflamatorio agudo en aves inoculadas en el pliegue del ala con Staphylococcus
aureus. Los polimorfonucleares se observaron a los primeros 30 minutos después
de la inoculacion, alcanzando su mayor numero a las 12 horas; mientras que los
linfocitos eran las células predominantes a las 36 horas. En un estudio posterior
Carlson (1972), observd en el musculo pectoral de aves inoculadas con
Staphylococcus aureus que las células inflamatorias predominantes, en las
primeras 12 horas; eran los polimorfonucleares. A las 24 horas post inoculacion, la
mayor cantidad de leucocitos eran los linfocitos. En ambos trabajos se encontraron

gran cantidad de basdfilos durante las primeras 4 horas.

Porter y Holt (1993), describieron que en una infeccién digestiva por SE la
respuesta inflamatoria inicial se caracteriza por la llegada de gran numero de

polimorfonucleares y leucocitos mononucleares. En las aves, el origen de estas
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células inflamatorias es la medula ésea, de donde migran a la sangre y después a
los tejidos que presentan factores quimiotacticos, puesto que son muy pocos 0 no
hay fagocitos residentes en los tejidos. Lo anterior fue comprobado por Kogut et
al., (1994), al utilizar el 5- fluorouracilo (droga mielosupresora, con accion citolitica)
contra las células multipotenciales de la serie de los polimorfonucleares. Estas
aves sufrieron mayor invasién de SE y lesiones con apariencia macroscépica de
inflamacion y hemorragias en intestino y ciego en comparacién con las aves
testigos. Las lesiones fueron mas severas aun cuando se les inocularon por via
oral menor cantidad de unidades formadoras de colonias (1x10°) de SE (Glick y
Rose, 1976).

Swaggerty et al. (2005), evaluaron la susceptibilidad de estirpes de pollos
genéticamente distintas a infecciones sistémicas por SE inoculada por via
intrabdominal. Los resultados indicaron que si bien hubo diferencia entre estirpes
genéticas de resistencia a la infeccion por SE, lo mas resaltante fue que en el
periodo post infeccion emigraron mas heterdfilos a la cavidad abdominal en las
estirpes resistentes, indicando que el incremento de heterdfilos influye en el sitio
de la infeccion, aumentando la resistencia sistémica contra la infeccion por SE en

pollitos.

Anderson y Stephens, (1970), descubrieron que la infeccion en pollitos con
Salmonella anatum y Salmonella heidelberg provocaron que se desarrollara
leucopenia heterofilica severa y un aumento significativo en el porcentaje de

linfocitos juveniles a las 48 horas después de la inoculacién.

En otro estudio sobre los cambios hematoldgicos después de una infeccion
experimental por Salmonella gallinarum en pollos, realizadas por Assoku et al.,
(1970), mostraron un gran aumento del numero de heterodfilos, sin embargo, el
numero de linfocitos y trombocitos se encontraban por debajo de los valores
normales. Al respecto los resultados la mayoria de estos estudios concuerdan con
los resultados obtenidos en el presente estudio (Cuadro 9), sugiriendo al igual que

la infeccidn por SE FT13a provoca estrés e inflamacion cronica en el recuento de
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leucocitos de los pollitos por la elevacién del porcentaje de monocitos y heterdfilos
(Campbell, 1992).

6.4. Revision ultraestructural de SE FT 13a y Sl en muestras de ileon y ciego

mediante microscopia electrénica de transmisién.

En 1967 Takeuchi y Sprinz, realizaron el primer y mas detallado estudio
ultraestructural de una infeccion por Salmonella typhimurium, usando el ileon de
cobayo, como modelo animal. Salmonella establece un estrecho contacto con el
borde en cepillo del epitelio intestinal, antes del contacto inicial, el borde
permanece intacto. Sin embargo, cuando la bacteria se acerca a la superficie
epitelial, las microvellosidades circundantes empiezan a degenerarse con
elongacion, edema y crecimiento en un proceso llamado ruffling (rizado). Aqui, los
efectores interactuan con las proteinas de la célula hospedera para rearreglar el
citoesqueleto de actina e inducir cambios morfolégicos que estas células
normalmente no fagociticas, son penetradas por la bacteria en un proceso llamado

invasion (Sanchez, 2003).

Popiellt y Turnbull (1985), realizaron un estudio sobre el paso de
Salmonella enteritidis y Salmonella thompson a través de la mucosa ileocecal de
pollos y observaron la bacteria dentro de enterocitos, formacion de vacuolas y

macrofagos.

Amin et al., (1994), realizaron un estudio in vitro en ileon de conejos y la
invasién de Salmonella typhimurium logrando observar a las 2 horas post infeccion
diferentes estados de penetracion de la bacteria (0.63-0.86 um) a través del borde
de cepillo y su presencia dentro de los enterocitos, formacién de vacuolas y ligeros

cambios en el tamano de las mitocondrias dentro de los enterocitos.

Bradley et al., (1994), realizaron un estudio in vitro, en el cual infectaron
experimentalmente roedores con Salmonella typhimurium y mediante microscopia
electronica de transmisién observaron la invasion de la bacteria a células M y

enterocitos desde los 30 minutos hasta 180 minutos por los enterocitos. Por otro
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lado Sanchez, (2003), realizd estudios en ratones para observar la invasion de
Salmonella typhi y Salmonella typhimurium, demostrando que solo invadian
células M en forma casi exclusiva, asociado con numerosas bacterias vy

destruccion.

Santos et al., (2001), realizaron un estudio in vitro en ileon de terneros y
observaron que los animales infectados experimentalmente con Salmonella
typhimurium a los 20 minutos post infeccién, la bacteria (0.77um) ya se encontraba
en contacto con células epiteliales M e induciendo el arrugamiento o rizado de la
membrana para ingresar dentro de la célula y posteriormente a los 60 minutos
post infeccién observaron a la bacteria (0.61um) dentro de citoplasma celular de
los enterocitos. Por otro lado, Santos, et al., (2002), realizaron un nuevo estudio
sobre la caracterizacion morfologica y molecular de Salmonella typhimurium en
ileon de terneros, mediante el estudio de microscopia electronica de transmision
lograron observar que la bacteria a los 15 minutos post infeccidon se encontraba en
contacto con el borde de cepillo de un enterocito y una célula M con la formacién
de la membrana rizada o arrugada (ruffling) y otro grupo de bacterias se
encontraba dentro del enterocito en vacuolas. Posteriormente revisaron las
muestras del ileon a las 1, 4, 12 hpi donde también observaron la presencia de la
bacteria (0.44-0.66um) dentro de los enterocitos, células M y/o células

caliciformes, también se observo algunos neutrofilos alrededor.

Meyerholz y Stabel (2003), realizaron un estudio para comparar la invasién
temprana de Salmonella choleraesuis y Salmonella typhimurium en ileon de
cerdos y demostraron que ambos tipos de salmonelas pudieron invadir a nivel de
enterocitos, células M y células caliciformes a partir de los 10 a 60 minutos post
infeccion, las dimensiones de las bacterias observadas eran desde 0.90 a 1.09um.
Por otro lado, otros investigadores realizaron un estudio experimental sobre la
invasion temprana con Salmonella typhimurium en ileon de cerdos y demostraron
que la bacteria logra invadir células epiteliales, caliciformes y células M, desde los

10 a 25 minutos post infeccidn. Las bacterias se observaron como estructuras de

62



forma oval y redonda con contenido granular de moderada electrodensidad y su
tamanos variaron desde 0.36 a 1.09 um (Meyerholz, et al., 2002).

Bayer et al., (1990), infectaron pollitos de un dia de edad con Salmonella
typhimurium y observaron areas de la mucosa intestinal sin microvellosidades,
sugiriendo que esto también influye en la invasion por Salmonella y la absorcion
de nutrientes. Por otro lado Sevcikova et al., (2003), realizaron un estudio en
pollitos de un dia infectados por Salmonella enteritidis FT4 y mediante microscopia
electronica observaron en la mucosa de los ciegos la presencia de la bacteria a las
6 horas post infeccidn dentro de los enterocitos, cambios patolégicos en el
citoplasma de los enterocitos con formacidon de vesiculas y pérdida de
microvellosidades. A los 3 dias post infeccion observaron heterdfilos en la lamina
propia. A los 10 dias post infeccion se siguieron observando células inflamatorias,
asi como también el citoplasma granular de los enterocitos del ciego y algunos
nucleos fragmentados y algunas mitocondrias aumentadas de tamafo y aun
persistia la presencia de la bacteria dentro de los enterocitos del ciego de los

pollitos infectados.

En el presente estudio, se observo que a partir de las 6 hpi tanto SE FT13a
como Sl se encontraban en contacto con las microvellosidades de los enterocitos,
existiendo rizado o arrugamiento de la membrana celular y estructuras sugerentes
a Salmonella spp. dentro de los enterocitos y en las subsiguientes hpi se
observaron cambios patolégicos en el citoplasma celular, coincidiendo con los
estudios realizados por otros investigadores en aves y en otros modelos animales
como, terneros, conejos, ratones, cerdos para estudiar los mecanismos de
patogenicidad de Salmonella spp. El hecho de que interacciones similares entre
Salmonella y la mucosa intestinal ocurran en por lo menos cinco diferentes
modelos animales, sugiere que la misma forma puede suceder durante las
infecciones humanas. Es importante recordar que muchos de los estudios
mencionados se realizaron in vitro sin embargo, el presente estudio fue realizado
in vivo mediante la infeccion de SE FT13a y Sl en pollitos de engorda de cuatro

dias de edad.
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Salmonella es habil en explotar las funciones celulares pre existente del
hospedero y usar estas funciones para su propio beneficio. Esto se ha visto
durante la invasion, cuando la bacteria utiliza las senales de transducciéon del
hospedero, lo cual afecta el rearreglo del citoesqueleto y proteinas superiores de
membrana produciendo el rizado (ruffing) de la membrana y la invasion
bacteriana. También ocurre cuando Salmonella esta dentro de una vacuola ligada

a la membrana tanto en células epiteliales como macrofagos (Santos et al., 2003).

Cabe mencionar que el examen bacterioldgico a las 6 horas post inoculacién
no se aislo la bacteria en estudio de ninguno de los dos tratamientos, sin embargo,
en el estudio ultraestraestructural de las muestras mediante microscopia
electronica de transmision se logré observar SE FT13a y Sl en ileon y ciego de
pollitos infectados experimentalmente dentro de los enterocitos y ademas la
secuencia de la penetracion de SE FT13a y Sl dentro de los enterocitos de pollitos
infectados experimentalmente. El aislamiento negativo de SE FT13a y Sl a las 6
hrs pi., sugiere una baja colonizaciéon y multiplicacion en los tejidos de Salmonella
spp., ademas que al inicio de la infeccion la bacteria experimenta severos cambios
ambientales cuando ingresa al huésped por via oral y tiene que enfrentarse con
los mecanismos inespecificos del huésped como el pH acido del estbmago, bajas
tensiones de oxigeno, motilidad intestinal, flora microbiana y también con los
mecanismos especificos del huésped regulada por la presencia de leucocitos. La
bacteria responde a estos cambios modulando la expresion de sus genes, para

poder penetrar e invadir tejidos (Figueroa, 2003; Pérez, 1989).

Lo mencionado, sugiere que Salmonella después de combatir contra los
mecanismos especificos e inespecificos del huésped, disminuye su concentracion
de los tejidos, lo cual influye en su aislamiento en medios cultivos en los cuales la
bacteria, debera también enfrentar cambios de ambiente por la concentracion de
oxigeno del cultivo, la temperatura, osmolaridad y disponibilidad de nutrimientos

del medio de cultivo, etc. pueden lograr influir en su aislamiento.

64



Se debe tomar en cuenta que en este estudio se evidencid que pollitos de
engorda durante la primeras semanas de vida son susceptibles a la infeccion por
Salmonella enteritidis FT13a y Salmonella enteritidis biovar Issatschenko y que Sl
no es monopatdogena que solo produce enfermedad en roedores de la familia
Muridae. Este es el primer trabajo de investigacion que describe la patogenia de
Salmonella enteritidis FT 13a y de Salmonella enteritidis biovar Issatschenko en

pollos de engorda.

Actualmente la especificidad del hospedero esta siendo estudiada a nivel
nacional e internacional, y aun no se han logrado aclarar las bases genético-
moleculares que dan origen a esta situacion tan particular. Lo cierto es que se
trataria de una compleja interaccién entre genes plasmidiales de virulencia (spv) y
genes cromosomales ubicados en islas de patogenicidad que en su conjunto,
derivan en el reconocimiento de una unica especie en particular. El reciente
hallazgo de infeccion, lograda con una cepa de Salmonella gallinarum en ovejas
(Uzzau et al., 2001), abre un nuevo escenario en la epidemiologia de la
salmonelosis. Este estudio revel6 que la especificidad de un serotipo para un
huésped particular, no sélo estaria dada por factores de virulencia propios de la
bacteria, sino también, por la capacidad del serotipo de circular dentro de una
poblacion de hospederos, es decir, el ambiente donde habitan los ovinos no
permitiria que S. gallinarum expresara sus factores de virulencia. Es en este
contexto donde se producen las primeras interrogantes sobre la mono
especificidad de Sl (Borie, et al., 2004).

Por otro lado recordar que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el
afno 1954 recomendod y prohibié el expendio de rodenticidas elaborados con
Salmonella enterica serotipo enteritidis (fagotipo 6a), por causar riesgos de
enfermedad en la salud del humano y muerte. En estudios realizados por Painter
et al., (2004), en el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CCPE) de
Atlanta, Georgia (EEUU) evaluaron el riesgo en la salud del humano asociado al

uso de un RBC que se usa actualmente y otro RBC que se uso6 en Europa a inicios
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de 1960 y encontraron que ambos rodenticidas contenian cepas de Salmonella,
las cuales presentaban caracteristicas similares y pertenecen al fagotipo 6a.
Basados en la similitud de las cepas, los rodenticidas bioldégicos elaborados con
cepas de Salmonella que aun se encuentran disponibles en el mercado pueden
provocar dafios en la salud publica.

Parece entonces de innegable interés, considerar cuales serian las
consecuencias en explotaciones pecuarias, toda vez que se utilice un producto
bioldgico prohibido en los grandes mercados del mundo (EEUU y Reino Unido) y a
la vez, cuales son los posibles impactos en salud publica y en la epidemiologia de
la salmonelosis que podria conllevar del uso del producto en México o en
cualquier pais del mundo (Borie et al., 2005). En el caso de México, actualmente
se cuenta con la campaina NOM- 005- ZOO, 1993, donde se solicita que las aves
en control deben emplear la vacuna R-9 en gallinas comerciales. La vacuna R-9
contiene Salmonella gallinarum y antigenos O: 1, 9, 1, 3, mismos que SE FT13a 'y
S| también contienen, por lo que al permitir el uso de un RBC conteniendo SI, las
aves podrian infectarse con la bacteria y ser portadoras asintomaticas y en el
monitoreo al realizar las pruebas de aglutinacion en placa, no podrian
diferenciarse los anticuerpos correspondientes a Salmonella gallinarum o Sl, y por

ende no se podria identificar si existiera infeccién por Sl.
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7. CONCLUSIONES

La patogenia de Salmonella enteritidis FT13a y Salmonella enteritidis biovar
Issatschenko en pollos de engorda, tiene similitud a la patogenia descritas de otros

serotipos de Salmonella spp.

Salmonella enteritidis biovar Issatschenko puede ser aislada mediante
bacteriologia y produce lesiones en diferentes 6rganos de pollos de engorda

infectados experimentalmente desde las 6 hpi.

Salmonella enteritidis FT13a y de Salmonella enteritidis biovar Issatschenko,
penetra en enterocitos de ileon y ciego de pollos de engorda infectados

experimentalmente, observados mediante microscopia electrénica de transmision.

Este trabajo describe la patogenia de Salmonella enteritidis FT 13a y de

Salmonella enteritidis biovar Issatschenko en pollos de engorda.
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Flujograma 1: Toma de muestras y pruebas realizadas

Pollitos de 4 dias

v

Tratamiento | (SE FT13a)
Tratamiento Il (SI)
Tratamiento Il (Testigo Negativo)

(6, 18, 30, 42, 54, 78, 102, 126, 150, 174, 198, 222, 246 y 270 horas post
inoculacion)

Toma de muestras
Organos

(Corazon, pulmédn, higado, bazo, buche, duodeno, yeyuno, ileon y ciego)

Sangre con anticoagulante <4+—
Recuento de leucocitos
—pp-Recoleccion de heces cada 24 horas

v

ANALISIS BACTERIOLOGICO HISTOLOGIA MICROSCOPIA ELECTRONICA

ANALISIS DE RESULTADOS
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Cuadro 1. Aislamiento bacteriolégico de SE FT13a y Sl en pollos de engorda
inoculados experimentalmente

TRATAMIENTOS

DIAS HRS. T1 T2 T3
Pl Pl SE FT13a Si TEST
1 6 - - -
2 18 Bu/ Y/l - -
2 30 Bu/l
3 42 YNIC Bu -
3 54 D/HB/VB - -
4 78 I/IC - -
5 102 HB/VB/D/Y/IC - -
6 126 VBI/IIC - -
7 150 HB/VB/D/ICP/YI/IIC Y/ -
8 174 HB/D/YI/I IIC -
9 198 VB/D/IIC - -
10 222 - IIC -
11 246 Y/iC - -
12 270 C - -

HRS. = Horas.

Pl =Postinfeccion.

Bu = buche, CP = corazén y pulmén, HB = higado y bazo, VB = vesicula biliar, D = duodeno,
Y= yeyuno, | = ileon, C = Ciego.

T1: SE FT13a = Tratamiento1: Salmonella enteritidis fagotipo13a.

T2: SI = Tratamiento2 Salmonella enteritidis biovar Issatschenko.

T3: TEST = Tratamiento3: Testigo.
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Cuadro 2. Frecuencia de aislamientos de SE FT 13a a partir de los érganos

muestreados.

ORGANO

Buche

ileon

Yeyuno

Ciego

Higado/Bazo

Vesicula biliar

Duodeno

Corazon/Pulmoén

GRUPO 1
Hpi

18

18, 30, 42, 78, 102, 126
150,174, 198, 246

42,102, 150,174,

42,78, 102, 126, 150
198, 246, 270

54,102, 150,174

54, 102, 126, 150, 198

54, 102, 150, 198.

150
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GRUPO 2
Hpi

18, 30

18, 30, 42, 78, 102, 126
150, 174, 198, 246

18, 42, 102, 150, 174, 246

42, 126, 150, 246, 270

54,102, 150,174

102, 150, 198

54,102, 174, 198

150



Cuadro 3. Porcentaje de aislamientos de Salmonella enteritidis FT13a por 6rganos

Hpi. Bu CP HB VB D Y | C TOTAL
AISLAMIENTO
POSITIVOS
6 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/16
18 2/2 0/2 0/2 0/2 0/2 Va 2/2 0/2 5/16
30 1/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 2/2 0/2 3/16
42 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 2/2 2/2 2/2 6/16
54 0/2 0/2 2/2 1/2 2/2 0/2 0/2 0/2 5/16
78 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 2/2 1/2 3/16
102 0/2 0/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 1/2 11/16
126 0/2 0/2 0/2 1/2 0/2 0/2 2/2 2/2 5/16
150 0/2 2/2 2/2 2/2 1/2 2/2 2/2 2/2 13/16
174 0/2 0/2 2/2 0/2 1/2 2/2 2/2 0/2 7/16
198 0/2 0/2 0/2 2/2 2/2 0/2 2/2 1/2 7/16
222 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/16
246 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 1/2 2/2 2/2 5/16
270 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 2/2 2/16
Total de 3/28 2/28 8/28 8/28 8/28 10/28 20/28 13/28 72/224
aislamiento
s 4.16% 2.78% 11.11% 11.11% 11.11% 13.89% 27.78% 18.06% 100%
% positivo
Hpi = Horas post infeccion )
Bu = buche, CP = corazén y pulmén, HB = higado y bazo, VB = vesicula biliar, D = duodeno, Y = yeyuno, | = lleon,
C = ciego.
n= 28
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Cuadro 4. Estudio bacteriolégico cuantitativo de Salmonella enteritidis FT13a

Hrs
pi.

18
30
42
54
78
102
126
150
174
198
246
270

Rango de recuperacion expresado en UFC en las muestras positivas al aislamiento

Buche Corazén

/pulmoén

Higado/
bazo

1.38x10°- 5x10° -
5x10° . -

- - 5.6x10°- 7.8x10°

- - 4.5x10°- 6.1x10°

6x10°- 7x10°
7 x10°

- 4.1x10°-5.6x10°

UFC = Unidades formadoras de colonia

Vesicula
biliar

8.x10°
7.1x10*- 3.3x10°
8x10°
6 x10°-8x10°

4x1010°-8 x10°
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Duodeno

8.3x10°- 1.15x10°

6.6x10°- 6.8x10°
5.5x10°- 6x10’
9x10’
8x106- 7x10’

Yeyuno

8.1x10°

1.3x10°- 5.3x10°

5.5x10°- 8x10°

7.5x10°%- 8x10°
6.8x10°%- 7.6x107

6x10°

ileon

6.3x106- 9.1x10°
5x10°- 7x10°
6.3x10°- 7x10’
8.5x10°- 8.1x107
6x10" - 6x10°
1x107 - 6.6x10°
8x10%-1x10°
1x108-7x10°
9x107- 7x10°
6x107- 8x107

Ciego

5.1x10%- 4x10°
8.x10°
8x10°
7x10°
9x10%- 7x10°

8.x10°
1x10°- 9x10°
4x10°- 7x10°



Cuadro 5. Analisis bacteriolégico para aislamiento de Salmonella spp. En

muestras de heces tomadas cada 24 horas en pollos de engorda.

Dias Post Hrs. pi T T2 T3
inoculacion SE PT13a Sl TEST

1 24 3/4 0/4 0/4

2 48 2/4 0/4 0/4

3 72 0/4 0/4 0/4

4 96 1/4 0/4 0/4

5 120 1/4 1/4 0/4

6 144 1/4 0/4 0/4

7 168 0/4 1/4 0/4

8 192 0/4 0/4 0/4

9 216 1/4 0/4 0/4

10 240 4/4 1/4 0/4

11 264 0/4 0/4 0/4

12 288 1/4 0/4 0/4

TOTAL 14/48 3/48 0/48
% positivos 29.17 6.25 0

T1: SE FT13a = Tratamiento1: Salmonella enteritidis fagotipo13a
T2: Sl = Tratamiento2 Salmonella enteritidis biovar Issatschenko
T3: TEST = Tratamiento3: Testigo
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Cuadro 6. Estudio bacteriolégico cuantitativo de muestras de heces por
tratamiento.

Rango de recuperacion expresado en UFC en las muestras positivas

al aislamiento
Dias T1 T2
Post Infecciéon SE FT13a Sl
1 5X10°- 1.5X10°
2 4.5X10°- 3.16X10°®
3 =
4 1X107
5 7X10° 7.8x10°8
6 7X10°
7 - 1X10°
8 o
9 9.6X10°
10 1 X108-9 X10° 6 X10°
12 4.6 X10°
T1: SE FT13a = Tratamiento1: Salmonella enteritidis fagotipo13a
T2: SI = Tratamiento2 Salmonella enteritidis biovar Issatschenko
UFC = Unidades formadoras de colonia
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Cuadro 7. Lesiones microscépicas en

Salmonella enteritidis FT13a

érganos internos de pollitos después de la infeccion con

0 =Sin cambios aparentes; 1=Congestion y Hemorragia; 2=Descamacion epitelial; 3=Infiltracién focal Leucocitos

(Heteréfilos y Macréfagos); 4= Infiltracién difusa de leucocitos (Heteréfilos/macroéfagos); 5=Necrosis epitelial
coagulativa;6=Necrosis focal coagulativa;7= Hiperplasia de tejido linfoide.

a =Leve; b= Moderado; c= Severo.

89

ORGANOS Dia 1 Dia 1 Dia 2 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
6 hpi 18 hpi 30 hpi 42 hpi 54 hpi 78 hpi 102 hpi
Buche 2 z 2 1%, 2%, 5° 2% 5° 15, 2%, 3% 5% | 1% 2%, 3% 57
Corazén 1% 4° 18 18 18 1% 42 12 32 42 12 30 42
Pulmén 1° 1° 1° 1° 1° 1° 1¢
Higado 18 1%, 3¢ 1%, 3° 1%, 3° 12 32 12 30 1 32
Bazo 18 1° 1 18 1° 1° 1°
Duodeno 0 2 2% 3 2% 32 2% 38 52 2% 3% 52 2% 3% 5
Yeyuno 2 23 253, 5 24,3, 5° 25,3, 5° 23,5 | 152535
lle6n 2%, 3° 2,3 2%, 3% 5° 2', 3% 5° 2,36 125 172035
Ciego 0 0 3 5° 253, 5° 235 235 | 55




CUADRO 8. Lesiones microscépicas en 6érganos internos de pollitos después de la infeccion con

Salmonella enteritidis FT13a

) Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12
Organos

126 hpi 150 hpi 174 hpi 198 hpi 222 hpi 246 hpi 270 hpi
Buche 2% 5° 142355 | 1%2%,3,5° | 1%2%, 35 1% 2% 3% 5° 1% 2% 3% 5° 1% 2% 3% 5°
Corazén 15,3 1%, 3% 4° 14 1°, 3% 4% 1% 3 4° 1% 3 4° %3 4°
Pulmén 1° 1° 1° 1¢ 3° 1% 3° 1° 1°
Higado %3 1, 3%, 6° 13 1% 3 6° 1%, 3, 6° 17,3, 6° 13
Bazo 12 12 1% 3% 7° 1% 78 1% 3% 7° 1% 7° 1% 7°
Duodeno 1% 2% 3% 5° 1%2%3,5% | 152435 1%, 2% 3% 5 1%, 2% 3% 5° 1% 2% 3% 5° 1% 2% 3% 5°
Yeyuno 1%23%5% | 152535 | 14235 1%,2% 3% 5° 1%2% 3 5° 1%2% 3% 5° 1%2% 3% 5
ileon 1%,2%3% 5% 7% | 1525355 | 1%2%3%5° | 1525355570 | 1423555 70 152535570 | 1523 5% 7
Ciego 24355 2% 3% 5° 2% 3% 5° 1%2% 3 5° 15,25 3% 5 1%, 2% 3" 5° 12 2% 3" 5°

0 = Sin cambios aparentes; 1= Congestion y Hemorragia; 2=Descamacién epitelial; 3=Infiltracién focal Leucocitos (Heteréfilos y
macroéfagos); 4=Infiltracion difusa Leucocitos (Heterofilos y macrofagos); 5=Necrosis epitelial coagulativa; 6=Necrosis focal

coagulativa;

7=Hiperplasia e hipertrofia de tejido linfoide.

a =Leve; b= Moderado; c= Severo.
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Cuadro 9. Conteo diferencial de leucocitos en pollitos infectados con SE FT13a y Sl

Linfocitos Heterofilos Eosinofilos  Basofilos % Monocitos

% % % %
Valores Normales
2-21 Sem 66 20.9 1.9 3.1 8.1
Primera Sem. SE FT13a 41.25 25 0 10 15
Primera Sem. SI 45 49 0 20 18.75
Segunda Sem. SE FT13a 41.56 28.33 3.17 6.1 19.89
Segunda Sem. Sl 36 30.8 3.42 7.36 21.57

SE FT13a = Salmonella enteritidis fagotipo13a
Sl = Salmonella enteritidis biovar Issatschenko
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Cuadro 10. Frecuencia de aislamientos de Salmonella enteritidis biovar

Issatschenko a partir de los 6rganos muestreados.

ORGANO GRUPO 1 GRUPO 2
Hpi Hpi

Buche 42
Yeyuno 150 150
‘ 150, 174, 222 150, 174, 222
lleon

. 174, 222 222
Ciego
Duodeno i i

Higado/Bazo

Vesicula biliar - -

Corazén/Pulmoén - -
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Cuadro 11. Porcentaje del aislamiento Salmonella enteritidis biovar Issatschenko por 6rganos

Hpi Bu CP HB VB D Y | C TOTAL
AISLAMIENTO
POSITIVOS
6 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/16
18 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/16
30 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/16
42 1/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 116
54 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/16
78 0/2 02 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/16
102 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/16
126 0/2 02 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/16
150 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 2/2 2/2 0/2 4/16
174 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 212 1/2 3/16
198 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/16
222 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 212 2/2 4/16
246 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/16
270 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/16
Total de 1/28 0/28 0/28 0/28 0/28 2/28 6/28 3/28 12/224
aislamiento
% positivo 833% 0% 0% 0% 0% 16.67% 50% 25% 100%
Hpi= Horas post infeccién. Bu = buche, CP =corazén y pulmén, HB = higado y bazo, VB = vesicula biliar,
D = duodeno, Y = yeyuno, | = lleon, C = Ciego.
n =28
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Cuadro 12. Analisis bacteriolégico cuantitativo de Salmonella enteritidis biovar Issatschenko

Hpi

42

150

174

222

Rango de recuperacion expresado en UFC en las muestras positivas al aislamiento

Buche

4X10°

Yeyuno

6X10°- 6.8X10°

lleon

9X10°-8X10’

6x107-7x10’

8x10"- 1x10°
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Ciego

7x10°

6x10°- 7x10°

UFC =
Unidades formadoras

de colonia



CUADRO 13. Lesiones microscoépicas en 6rganos de pollitos después de la infeccion con Salmonella
enteritidis biovar Issatschenko

ORGANOS Dia 1 Dia 1 Dia 2 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
6 hpi 18 hpi 30 hpi 42 hpi 54 hpi 78 hpi 102 hpi
Buche 0 2° 2° 2 1%,2% 52 12 2% 2" 5°
Corazon 12 12 12 12 12 12 1% 42
Pulmén 1° 1° 1° 1P 1° 1° 1°
Higado 12 12 12 1% 32 12 3¢ 12 3¢ 1032
Bazo 0 12 12 12 12 12 12
Duodeno 0 2° 2° 2% 3 2% 3° 2% 3% 5° 2% 3% 5°
Yeyuno 2° 2% 3 2% 3 2% 3% 5° 2% 3% 5° 2% 3% 5° 1%, 2% 3% 5°
lleon 2% 3 2% 3 2% 3 2° 3% 5° 2" 3% 5 2" 3% 52 12 2° 3% 5
Ciego 0 0 3% 5 3 2% 3% 5 2% 3 2% 3% 5°

0 =Sin cambios aparentes; 1=Congestién y Hemorragia; 2=Descamacion epitelial; 3=Infiltraciéon focal Leucocitos (Heteréfilos y
Macréfagos); 4= Infiltraciéon difusa de leucocitos (Heteréfilos/macréfagos); 5=Necrosis epitelial coagulativa; 6=Necrosis focal
coagulativa;7= Hiperplasia del tejido linfoide.

a =Leve; b= Moderado; c= Severo
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CUADRO 14. Lesiones microscopicas en 6rganos de pollitos después de la infeccion con Salmonella
enteritidis biovar Issatschenko

i Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12
Organos

126 hpi 150 hpi 174 hpi 198 hpi 222 hpi 246 hpi 270 hpi
Buche 17,27 3% 5° 1% 2" 5° 15,27 5° 1%, 2%, 3% 5° 19,25, 3% &° 1%, 2% 3, 5° 1%, 25 5°
Corazén 1%, 3¢, 4° 1 3% 4° 1% 3° 1% 3° 12 3" 4° 19 3" 4° 1% 3°
Pulmén 1° 1¢ 1° 1¢ 1° 1° 1°
Higado 1% 3° 1%, 3° 1, 3° 1% 3 1°; 3%, 67 12 3% 6° 19, 3°
Bazo 12 12 12 1. 78 10: 72 1° 12
Duodeno 19,2735 | 15253050 | 1527350 | 15235 1%, 2% 3", 5° 1%,2° 3, 5° 1% 2 3% 5°
Yeyuno 19,2535 | 19253550 | 1925355 1%, 2% 3% &° 1%, 2% 3% &° 1%, 2% 3% &° 1%, 2% 3% &°
lleon 1923550 | 192535° | 192535570 | 192355 [ 192538,5570 | 192355 1%,25 3% 5°
Ciego 253, & 2% 3%, 5° 243 5° 1%, 2% 3% 5° 1%, 2% 3% 5° 1%, 2% 3", 5° 1%,2% 3% 5°

0 = Sin cambios aparentes; 1= Congestién y Hemorragia; 2=Descamacion epitelial; 3=Infiltracion focal Leucocitos (Heterdfilos y
macrofagos); 4=Infiltracion difusa Leucocitos (Heterdfilos y macréfagos); 5=Necrosis epitelial coagulativa; 6=Necrosis focal coagulativa;
7=Hiperplasia del tejido linfoide.

a =Leve; b= Moderado; c= Severo
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Figura 1.- Mapeo general de la patogenia Salmonella spp. por tratamientos a
diferentes tiempos post-infeccion
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Figura 2 : Numero y frecuencia de aislamiento de Salmonella enteritidis FT13a en érganos
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Figura 3: Porcentaje de aislamiento de Salmonella enteritidis FT13a por érganos

Ciego 18.06% Buche 4.16% Corazé6n/Pulmén 2.78%

igado/Bazo 11.11%

Vesicula Biliar 11.11%

ileon 27.78%
Duodeno 11.11%

Yeyuno 13.89%

O Buche @ Corazon/Pulmdn O Higado/Bazo O Vesicula Biliar B Duodeno O Yeyuno M lleon O Ciego
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Fig. 4.a) Corazén: 126 hpi. SE FT13a. En endocardio, infiltracion de
heterdfilos y macréfagos (paréntesis) H & E. 50x.

Fig. 4.b) Corazén: 222 hpi. SE FT13a. Detalle de la infiltracion de heterdfilos y
macrdéfagos (flecha). H & E. 400x.
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Fig. 5 a).Higado: 222 hpi. SE FT 13a. Area de necrosis coagulativa.
(Paréntesis) H & E 200x. b). Detalle del area de necrosis. H & E. 400X.

Fig. 5 c).Higado: 174 hpi. SE FT 13a. Areas de infiltracién de
heterdfilos y macréfagos. (Paréntesis y flecha) H & E. 50x. 5 d) Detalle
del area de infiltracién. H & E. 200X.
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Fig. 6 a). lleon: 198 hpi. SE FT 13a. Areas de infiltracién de
heterdfilos, macréfagos. (Paréntesis y fecha). H & E. 50x. b)
Detalle del area de infiltracion. H & E. 200X.

Fig. 6¢) Detalle del area de necrosis coagulativa del borde
apical del epitelio intestinal (flecha) H & E 400x.
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Fig.7.lleon y ciego de pollitos infectados SE FT13a. Cambios ultraestructurales en enterocitos a) Ciego. 6
hpi. Bacterias en el lumen intestinal. U & P. Barra = 0.6um. b) Ciego. 6 hpi. Bacteria en contacto
con microvellosidades. U & P Barra = 0.4 um. c) Pérdida de microvellosidades en el borde apical
de un enterocito. U & P Barra = 0.6 pym. d) ileon. 30 hpi. Enterocito en su borde apical con
proyeccion de citoplasma hacia el lumen. U & P Barra = 1.1 ym.
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Fig.8. ileon y ciego de pollitos infectados SE FT13a, 6 a 30 hpi. Cambios ultraestructurales, penetracién e
invasion de la bacteria a enterocitos a) illeon. 6 hpi. Enterocito conteniendo bacteria en citoplasma. U & P.
Barra= 0.6 ym. b) Heterofilo inmaduro. U & P. Barra = 1.1uym. c¢) Ciego, 30 hpi. Enterocito con invaginacion y
proyeccion de citoplasma, contiendo una bacteria al centro. U & P. Barra = 1.1. ym. d) ileon, 30 hpi.
Mitocondrias con aumento de volumen. U & P. Barra = 1.1um.
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Figura 9. Namero y frecuencia de aislamiento de Salmonella enteritidis biovar Issatschenko por érganos
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Figura 10. Porcentaje de aislamiento de Salmonella enteritidis biovar
Issatschenko por 6rganos

Buche 8%

Corazén/Pulmoén
0%

Higado/Bazo 0%

Vesicula Biliar 0%

Ciego 25% Duodeno 0%
Yeyuno 17%

lleon 50%

@ Buche mCorazon/Pulmén [OHigado/Bazo [ Vesicula Biliar mDuodeno mYeyuno mlleon 0OCiego
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Fig. 11: a) Buche. 198 hpi. Sl. Necrosis superficial del epitelio y areas de
infiltracion de heteréfilos y macréfagos (Circulo). H & E. 100x. b) Detalle
del area de infiltracion. H & E. 200X.

Fig. 12. Ciego. 222 hpi. Areas focales de infiltracion de
heterdfilos y macréfagos. H & E 100x. b) Detalle del area de
infiltracion. H & E. 200X.
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Figura 13: Ciego de pollitos infectados con Sl. Morfologia general de microvellosidades intactas después de
las 6 hpi. Diferentes estados de penetracion de la bacteria a través de los microvellosidades de enterocitos. a)
Microvellosidades intactas en interaccion con la bacteria. U & P. Barra = 0.12pm. b) Adherencia de la bacteria
a la superficie apical de las microvellosidades. U & P. Barra = 0.8 um. c) Bacteria en contacto con el borde de
cepillo de enterocitos y formacion de la membrana arrugada (ruffling). U & P. Barra= 0.8um. d) Enterocito

conteniendo una bacteria dentro. U & P. Barra = 0.6 ym.
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O ME OLVIDEg

COMO ESTAS?
TENIA QUE MANDARTE
ESTA NOTA PARA DECIRTE LO
MUCHO QUE ME IMPORTAS. AYER
TE VICUANDO CAMINABASY PLATICABAS
CON TUS AMIGOS. YO ESPERE TODO EL DIA DE-
SEANDO QUE TU QUISIERAS TAMBIEN HABLAR
CONMIGO CONFORME AVANZABA EL DIA TE DI

UNA CAIDA DE SOL PARA CERRAR TY DUA, TE DI
BRISA SUAVE Y FRESCA PARA DESCANSARTE, ESPE
RE, PERO SIEMPRE TE AMO PORQUE SOY TU AMI-
GO TE VI QUEDARTE DORMIDO ANOCHE Y TENIA
GANAS DE TOCARTE LA FRENTE, ASI QUE DEJE QUE
UNRAYO TE ACARICIABA EL ROSTRO.- ESPERE OTRA
VEZ, QUERIENDO APURARME PARA QUE PUDIERAMOS HA
BLAR, TENGO TANTOS REGALOS PARA TI. TELEVAN-
TASTE EN ESTA MANANA MUY DE PRISA Y NO TUVISTE
TIEMPO DE HABLARME, MIS LAGRIMAS ESTABAN EN LA LLU-
VIA Y EL ROCIO DE ESTA MANANA.- HOY TE VES TAN
TRISTE, TAN SOLO ME DUELE EL CORAZON DE VERTE,
YO TE COMPRENDO PORQUE MIS AMIGOS TAMBIEN ME

HAN DESILUCIONADO, PERO TE QUIERO...... YO TRATO
DE DECIRTELO A TRAVES DEL CIELO AZUL Y EL PAS-

TO VERDE DE LAS FLORES.- TE GRITO EN LOS RIA-
CHUELOS DE LAS MONTANAS Y LES DOY A LOS PAJA-

ROS CANCIONES DE AMOR PARA CANTARTE,
TE VISTOCON CALIDOS RAYITOS DE SOL Y
PERFUMO EL AIRE CON LAS ESENCIAS DE LA NA-
TURALEZA.- M1 AMOR POR TI ES MAS HONDO QUE
LOS MARES Y MAS GRANDE QUE CUALQUIER NECESIDAD
QUE TENGAS EN EL CORAZON.- OH, SITAN SOLO SUPIERAS
CUANTO ANHELO HABLAR 'Y CAMINAR CONTIGO, NOS PASARIA-
MOS UNA ETERNIDAD JUNTOS EN EL CIELO. YO SE LO DU-
RO QUE ES LA VIDA EN LA TIERRA. YOSIQUELO SEY
QUIERO AYUDARTE, QUIERO QUE CONOZCAS A MI PADRE EL
QUIERE AYUDARTE TAMBIEN. SOLAMENTE TIENES QUE LLAMARME Y
PREGUNTARME, HABLAR CONMIGO, NO ME OLVIDES POR FAVOR,
TENGO TANTO QUE COMPARTIR CONTIGO! YANO TE MOLESTO
MAS, ERES LIBRE DE ESCOGERME SI TU QUIERES, ES TU DE-
CISION PERSONAL.- YO SI TE HE ESCOGIDO A TI POR ESTA
RAZON SABRE ESPERAR PORQUE TE AMO............
TU AMIGO JESUS
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