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"We need another and a wiser, perhaps a more mystical, concept of animals.
Remote from universal nature and living by complicated artifice,
man in civilization surveys the creature through the glass of his knowledge

and sees thereby a feather magnified and the whole image in distortion.

We patronize them for their incompleteness,
for their tragic fate of having taken form so far below ourselves.
And therein we err, and greatly err.

For the animal shall not be measured by man.

In a world older and more complete than ours
they move finished and complete,
gifted with extensions of the senses we have lost or never attained,

living by voices we shall never hear.

They are not brethren.
They are not underlings.
They are other nations, caught with ourselves in the net of life and time,

fellow prisoners of the splendor and travail of the earth.”

Henry Beston

Dedicado a todas las aves involucradas en este trabajo, especialmente: N°1, N°2, N° 3, N° 4, N°5,
N°6, Camila, Maria Paula y Ferdinand.
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Resumen

Salmonella se ha aislado en aves rapaces de vida libre y cautiverio, tanto de
individuos sanos como enfermos. Reportes previos identifican a S. Typhimurium como la
serovariedad con mayor prevalencia en estas aves, aunque también pueden infectarse con
otras serovariedades provenientes de diferentes fuentes. En el caso de las aves rapaces no se
han desarrollado pruebas de ELISA especificas que sirvan como modelo para otras especies
y que formen parte del diagnostico rutinario para S. Typhimurium. EI obstaculo principal al
estudiar y diagnosticar enfermedades infecciosas en aves silvestres es la falta de
anticuerpos secundarios IgY especificos de forma comercial. Para superar esta limitacion,
el desarrollo de una ELISA “competitiva” el método més adecuado ya que se puede utilizar
en cualquier especie para el diagnostico seroldgico de Salmonella Typhimurium. Se
tomaron hisopos cloacales y muestras sanguineas de 76 individuos de 12 especies
diferentes, la frecuencia de aislamiento fue de 15.8% (12/76) s6lo un aislamiento fue de S.
Typhimurium mientras que la serovariedad més encontrada fue S. Agona con cuatro
aislamientos. Para el desarrollo de la ELISA competitiva se utilizé suero de gallinas
inmunizadas con LPS de S. Typhimurium como suero de competencia. El valor de corte
gue se tomd para designar a los animales como positivos 0 negativos a anticuerpos contra
Salmonella Typhimurium fue de 12.6% de inhibicion. La prueba dio como positivos a 21
individuos de los 76 en total correspondiendo a 27.6%. Se pudo comprobar que los
parametros de rendimiento de la prueba en comparacién con la prueba de oro fueron
notablemente mas bajos, especificamente en sensibilidad diagnéstica (25%) y valor
predictivo positivo (14.8%). Para mejorar el rendimiento de la prueba hay que considerar
cambiar el antigeno de prueba ya que el LPS de S. Typhimurium no tiene reaccion cruzada
con otros LPS de composicion distinta, para lograr la deteccién de Salmonella sp. debe
considerarse hacer una mezcla de LPS que logre identificar mayor cantidad de

serovariedades.



Abstract

Salmonella has been isolated from free-living and captive raptors, both healthy and
clinical individuals. Previous reports identified S. Typhimurium as the most prevalent
serotype in raptors, but they can also get infected with other serotypes from different
sources. In the case of raptors specific ELISA tests have not been developed for the routine
diagnosis of S. Typhimurium. The main obstacle in studying and diagnosing infectious
diseases in wild birds is the lack of commercially available secondary antibodies. To
overcome this limitation, the development of a competitive ELISA is the most suitable
method because it can be applied in any species for the serologic diagnosis of S.
Typhimurium. Cloacal swabs and blood samples were taken from 76 individuals from 12
different species; the prevalence of bacterial shedding was 15.8% (12/76) only one isolate
was identified as S. Typhimurium while the most common serotype was S. Agona. For the
development of the competitive ELISA laying hens were immunized with LPS and their
sera were used as competition serum. To distinguish between positive and negative animals
the cutoff point was established at 12.6% inhibition. The test gave positive status to 21
birds corresponding to 27.6% seroprevalence. The performance parameters of the test were
compared to the gold standard test and they were found significantly low, specifically in
diagnostic sensitivity (25%) and positive predictive value (14.8%). In order to improve the
ELISA performance it must be considered changing the test antigen because the LPS is
highly specific and does not have extensive cross reactivity with other LPS with different
antigenic composition. To achieve the detection of Salmonella sp. it should be considered
making a mixture with various LPS with different composition in order to identify many
serotypes in one test.



Introduccion

El género Salmonella incluye bacterias Gram negativas, anaerdbicas facultativas
con forma de bacilos que se clasifican dentro de la familia Enterobacteriaceae. Salmonella
puede ser encontrada como comensal y patdgeno en una amplia variedad de animales de
homeotermos y poiquilotermos y es capaz de sobrevivir libre en el ambiente por periodos
prolongados. La nomenclatura taxonémica actual considera que 2579 serovariedades son
variantes de dos especies, Salmonella enterica (2557) y S. bongori (22) (Grimont y Weill,
2007). S. enterica a su vez tiene seis subespecies con base en sus caracteristicas
bioquimicas, antigénicas y filogenéticas denominadas: . enterica, Il. salamae, IlI.
arizonae, IV. diarizonae, V. houtenae e VI. indica (Libby et al. 2004). Segun la
clasificacion de Kauffmann-White-Le Minor (KWL) la mayoria de los aislamientos del
género Salmonella a partir de muestras clinicas pertenecen a la subespecie enterica.
Anteriormente las serovariedades se consideraban especies distintas, esto hace que la
nomenclatura sea compleja para cada serovariedad, por ejemplo, S. enterica subesp.
enterica serovariedad Typhimurium. Para simplificar la nomenclatura las serovariedades de
Salmonella son referidas por su serovariedad, por ejemplo Salmonella ser. Typhimurium.
(Friend y Franson 1999, Grimont y Weill, 2007)

Las infecciones por Salmonella pueden resultar en diversos sindromes clinicos o
estados de enfermedad. De hecho, una infeccién de un mismo aislamiento puede producir
manifestaciones clinicas distintas en diferentes hospederos. El resultado de la interaccion
entre una Salmonella en particular y un hospedero potencial depende de varios factores que
incluyen la serovariedad, especie de hospedero, dosis infectante, competencia
inmunologica, y la microbiota. El espectro de la enfermedad puede oscilar entre un estado
de portador asintomatico a una enfermedad sistémica febril potencialmente fatal. Las
infecciones por Salmonella generalmente se describen como causantes de salmonelosis
tifoide (sistémica febril) o no tifoide (SNT, gastroenteritis). (Dougan et al. 2011)

Salmonella puede infectar una amplia variedad de especies, que producen diferentes
sindromes clinicos. Sin embargo, los aislamientos pertenecientes a ciertas serovariedades
son restrictivos con respecto a los hospederos que pueden infectar. Por ejemplo, S. Typhi

infecta al humano y causa fiebre tifoidea y no infecta ratones o practicamente ninguna otra



especie. La pulorosis y la tifoidea aviar producidas por S. Pullorum y S. Gallinarum
respectivamente, son formas tifoides que producen enfermedades en aves de corral y han
recibido una atencion considerable debido a su impacto econémico. Por otro lado, varias
serovariedades no tifoides albergan agentes capaces de infectar diferentes animales, a
dichos agentes se les ha denominado promiscuos. Ciertamente, pueden causar enfermedad
en animales y diseminarse al humano como una infeccion zoonotica. Las aves silvestres se
pueden infectar con S. Pullorum y S. Gallinarum, pero se infectan mas cominmente con las
variantes de Salmonella no tifoides, de las cuales S. Typhimurium es la mas representativa.
Las formas no tifoides constituyen la gran mayoria de las bacterias del género Salmonella,
y se han convertido en una causa importante de enfermedad y muerte en aves silvestres.
(Daoust y Prescott 2007, Friend y Franson 1999).

Patogenicidad de Salmonella

Una caracteristica fundamental del género Salmonella es que tienen la habilidad de
invadir y sobrevivir en células de mamifero estando adaptadas a la vida intracelular. Esto
incluye la capacidad de colonizar enterocitos, macréfagos y otras células inmunitarias. Esta
propiedad ha sido asociada genéticamente a la virulencia ya que los mutantes que no
sobreviven en estas células tienen una habilidad reducida o nula para causar infeccion. Los
genes asociados a virulencia se han ligado a regiones adquiridas de ADN, pero algunos
también han sido mapeados en la region central del genoma que se comparte con otras
bacterias. A las regiones o loci genético que albergan mdaltiples genes de virulencia o
patogenicidad se denominaron “Islas de Patogenicidad”. La Isla de Patogenicidad I (SPI-1)
y SPI-2 codifican sistemas de secrecion Tipo Ill, los cuales son piezas claves para la
invasividad y persistencia. Es importante recalcar que los sistemas de secrecién Tipo I,
incluyendo SPI-1 y SPI-2, pueden codificar complejos que pueden “inyectar” proteinas
bacterianas a las células del hospedero. Dichas proteinas bacterianas, comunmente
denominadas proteinas efectoras, pueden apropiarse de funciones de las células del
hospedador, incluidas aquellas asociadas con el sistema inmune. Por lo tanto, las bacterias
del género Salmonella se han hecho expertas en remodelar las células del hospedero asi

como en promover actividad inmunomoduladora. La virulencia depende de la interaccion



entre multiples genes y redes, la cual puede diferir significativamente entre serovariedades

o0 incluso entre dos aislamientos de la misma serovariedad. (Dougan et al. 2011)

Biologia de la infeccion por Salmonella

Para comprender las bases moleculares de la infeccion por Salmonella, incluyendo
la habilidad para colonizar y sobrevivir en el hospedero, es importante entender las fases
macrobioldgicas de la infeccion. En infeccién natural, Salmonella es adquirida del
ambiente por ingestion de agua contaminada, presas contaminadas en el caso particular de
aves rapaces 0 por contacto con un portador. Curiosamente, el reservorio en el ambiente
generalmente no se conoce. Seguido de la ingestion en nimeros suficientes, una proporcion
del in6culo sobrevive el pH bajo del estdmago para entrar al intestino delgado donde se
puede establecer una infeccion. Salmonella tiene una respuesta adaptativa de tolerancia al
pH &cido, el cual puede ayudar a la supervivencia en este ambiente. Después de pasar por el
estbmago puede continuar la colonizacion luminal del intestino delgado y grueso y puede
eliminarse en heces por un largo periodo. Salmonella es reconocida por ser
predominantemente invasiva y codifican mdltiples sistemas (incluyendo SPI-I) para
interactuar y penetrar el epitelio de la mucosa. Por consiguiente, para lograr efectivamente
el acceso al epitelio debe de evitar los efectos neutralizantes del sistema inmune,
incluyendo los péptidos antimicrobianos, inmunoglobulina A, asi como, barreras quimicas
como las sales biliares. Una adhesion eficiente es un prerrequisito para la invasion, y la
adherencia a la membrana de la superficie apical de los enterocitos esta mediada por
adhesinas como las fimbrias. Existen evidencias que sugieren que Salmonella muestra
preferencia por las células M, las cuales examinan el contenido antigénico del intestino.
Salmonella puede ser capaz de dirigirse a las células M y manipular su funcién, por
ejemplo induciendo apoptosis. Después de moverse a través de las células M Salmonella
puede accesar a células linfoides en tejidos como las Placas de Peyer. Dentro del tejido
linfoide asociado a intestino (GALT), Salmonella puede ser ingerida por diferentes células
incluidas células dendriticas. En estas etapas tempranas de invasion, existe evidencia que en
raton Salmonella puede dirigirse a subconjuntos particulares de células dendriticas o

incluso a localizaciones dentro del linfonodo, por ejemplo zonas ricas en linfocitos T. Sin



embargo, las interacciones especificas probablemente pueden variar entre serovariedades y
aislamientos. Otro mecanismo puede involucrar la habilidad de Salmonella de romper
uniones estrechas de las células, y con esto perturbar la capacidad de la capa epitelial de
moderar el balance ionico y de localizacion de células inmunitarias. En realidad, es
probable que la responsable sea una combinacion de ambas rutas. (Dougan et al., 2011)

Se conoce relativamente poco sobre los mecanismos que previenen que la mayoria
de serovariedades de Salmonella se hagan sistémicas a niveles clinicos significativos.. En la
forma tifoide, la infeccidn sistémica entonces requiere una combinacion de una capacidad
eficiente de atravesar la capa epitelial del intestino, combinada con la habilidad de
permanecer sin ser detectada por el sistema inmune. Las Salmonella tifoides son
fagocitadas por los macréfagos y se diseminan por el sistema reticuloendotelial. En
contraste, las Salmonella no tifoides normalmente inducen una respuesta inflamatoria mas
localizada en individuos inmunocompetentes, provocando una gran afluencia de leucocitos
polimorfonucleares, incluyendo neutrdfilos, hacia el lumen intestinal y diarrea. Sin duda
alguna, las infecciones reales son un complejo de interacciones entre el patogeno y el
hospedero pero la anterior descripcion provee una sintesis de como se dan las etapas
iniciales de la infeccion por Salmonella y donde se pueden dar interacciones con el sistema

inmunoldgico. (Dougan et al., 2011)

Salmonella en aves silvestres

El papel de las aves silvestres en la epidemiologia de la Salmonelosis ha sido
estudiado como un posible riesgo de que éstas constituyan una fuente de diseminacion de
Salmonella (Gopee et al. 2000, Kapperud 1983, Reche et al. 2003a). Los individuos
infectados pueden eliminar ésta bacteria durante periodos prolongados de tiempo que van
desde semanas a meses. La persistencia de la bacteria en ambientes contaminados es el
resultado de un pequefio porcentaje de las aves que permanecen como portadores cronicos
gue excretan intermitentemente Salmonella en el ambiente. (Friend y Franson, 1999)

La Salmonelosis aviar por infecciones paratifoides se da a nivel mundial y cada vez
aumenta su prevalencia entre las aves silvestres en una amplia variedad de habitats. La

distribucion geografica de la salmonelosis en aves de vida libre se relaciona intimamente



con las fuentes de contaminacion ambiental que entran en la cadena tréfica de las aves
(Friend y Frandson 1999)

Debido a que las bacterias del género Salmonella son primordialmente bacterias
entéricas, su distribucion sigue de cerca a la de los humanos y animales de una amplia
variedad de especies incluyendo reptiles, aves y mamiferos. El rango potencial de
hospederos aviares de Salmonella parece ser ilimitado. Algunos serotipos no tienen
predileccion por hospedero, y las aves silvestres que estdn cercanamente asociadas con
personas 0 animales domésticos son las que con mayor probabilidad muestren una
prevalencia alta de acarreo intestinal debido a los niveles altos de contaminacién del
ambiente con esta bacteria. Las infecciones por Salmonella en aves silvestres son
adquiridas en su mayoria del ambiente y, con algunas excepciones, estas aves tienen poca
participacion en la transmision de la infeccion a animales domésticos y humanos. Se han
realizado estudios que muestran que la presencia de Salmonella en intestino por aves
silvestres es menor al 1% (Daoust y Prescott, 2007). La presencia de Salmonella en el
intestino generalmente no se asocia a una enfermedad clinica y, en la ausencia de
reinfeccién, puede durar a lo mucho algunas semanas. Sin embargo, los polluelos y aves
jévenes muestran mayor susceptibilidad a la infeccién la cual pueden adquirir de sus padres
por via vertical u horizontal. Las diferencias en ecologia alimenticia entre las especies
aviares en relacion al tipo de ambiente contaminado va a influir en la prevalencia de
Salmonella en estas especies. Las gaviotas en particular, es comdn que acarren Salmonella.
(Ferns y Mudge, 2000; Lopez et al., 2011)

Pruebas de Diagndstico para Salmonella

Para el diagndstico de bacterias del género Salmonella se sigue considerando como
“prueba de oro” al aislamiento e identificacion mediante técnicas microbiologicas. La
bacteria puede ser aislada facilmente utilizando medios de enriquecimiento y medios
selectivos o diferenciales a partir de muestras de heces, hisopos cloacales, material de cama
contaminado y drganos internos. Se considera que la mejor muestra para evidenciar la
presencia de Salmonella es el intestino mas que el contenido intestinal (Clausen y
Gudmunijsson, 1981).



Los meétodos seroldgicos como la aglutinacion en placa y la ELISA pueden ser
utilizados para detectar infecciones con serovariedades de Salmonella. Las infecciones con
estos organismos normalmente llevan a la produccion de anticuerpos circulantes,
principalmente de la clase IgM al inicio de una infeccion y posteriormente de 1gG. Una de
las desventajas de los métodos bacteriologicos es que la excrecion de Salmonella se da de
forma intermitente mientras que las concentraciones séricas de IgG se mantienen de forma
mas prolongada. Una desventaja de los métodos serologicos es que en las etapas tempranas
de la infeccién, las concentraciones séricas de IgG adn estan bajas, mientras que la
excrecion de la bacteria estd en su punto maximo. (Barrow, 1992) La técnica seroldgica
mas utilizada es la aglutinacion en placa con suero o sangre completa para el diagndstico de
S. Gallinarum y S. Pullorum, una de las principales desventajas de esta prueba es la
frecuencia de falsos positivos (Barrow, 1992) y es la prueba que se contempla en la Norma
Oficial Mexicana NOM-005-Z0O0-1993, Camparia Nacional contra la Salmonelosis Aviar
(SAGARPA, 1993).

ELISA

La ELISA indirecta involucra el uso de un antigeno de deteccién adherido a pozos
en una microplaca, después de aplicar un reactivo de bloqueo para reducir las uniones
inespecificas, se colocan las muestras para analisis en los pozos. Los anticuerpos unidos en
la muestra son detectados por un conjugado enzimatico. La ELISA puede desarrollarse en
varios formatos, de forma que pueda detectar tanto antigenos como anticuerpos, entre ellas
se encuentran la ELISA directa, indirecta, sdndwich o de captura y competitiva (Figura 1).
El uso de la adsorcion pasiva de particulas se puede llevar a cabo en placas de titulacion de
96 pozos la cuales se encuentran disponibles de forma comercial, asi como, el equipo
adecuado para una manipulacion sencilla y disponibilidad de los reactivos. Esto permite el
uso de volumenes pequefios y le da a la ELISA el potencial de manejar grandes cantidades
de muestras rapidamente. EIl resultado de una ELISA es una reaccion de color que puede
ser observada a simple vista y leida rapidamente usando un espectrofotémetro con disefio
multicanal. Esto permite que se puedan almacenar los datos y analizarlos estadisticamente.

Para el desarrollo de ELISAs se han utilizado una gran variedad de antigenos de

Salmonella incluyendo LPS, flagelo, fimbria SEF14 y preparaciones crudas de antigeno.



(Barrow 1994, Beumer et al. 1991, Jouy et al. 2005) Debido a la persistencia de la
respuesta humoral las ELISAs basadas en detectar 1gG tienen el mayor potencial de indicar

el estado infeccioso de un individuo.
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Figura 1. Esquema de una ELISA Competitiva. (1) EIl primer paso para la ELISA es la
sensibilizacion de los micropozos con el antigeno (LPS) después de un periodo de
incubacion se realiza un lavado y posteriormente un bloqueo de los sitios libres, (2) Se
agrega al pozo una cantidad del suero de prueba, se deja incubar y se lava, (3) se agrega el
suero de competencia., se incuba y se lava; (4) se agrega el anticuerpo secundario o de
deteccidn que reacciona contra los anticuerpos del suero de competencia pero no contra el
suero de prueba, en el caso de que los anticuerpos en el suero de prueba se unan al antigeno
ocupa los espacios en la placa inhibiendo el desarrollo de color (5). En esta prueba en
particular la intensidad de color desarrollada es inversamente proporcional a la
concentracion de anticuerpos en el suero de prueba.

Sensibilidad y Especificidad



Los factores que influyen sobre la capacidad del resultado del ensayo para revelar
con exactitud el estado del hospedero con respecto al analizable o la infeccion en cuestion
son: la sensibilidad del diagnostico (SnD), la especificidad de diagnéstico (EspD) y la
prevalencia de la enfermedad en la poblacion estudiada. La SnD y EspD se calculan a partir
de los resultados experimentales que depare la aplicacion de un ensayo a muestras de
animales de referencia. La medida en que esos animales de referencia sean representativos
de todas las variables ligadas al hospedero o al entorno de la poblacion que el ensayo
pretende estudiar tiene una influencia decisiva sobre la exactitud con la que luego podra
interpretarse un resultado. (Jacobson, 1998; Pita y Pértegas, 2003)

La sensibilidad del diagnostico se define como la proporcion de animales infectados
que dan un resultado positivo al ensayo, es decir, la probabilidad de que para un sujeto
enfermo se obtenga en la prueba un resultado positivo. La sensibilidad es, por lo tanto, la
capacidad del ensayo para detectar la enfermedad, también se le conoce como “fraccion de
verdaderos positivos”.

La especificidad de diagndstico, es la proporcion de animales no infectados que dan
resultado negativo; de los animales de referencia no infectados que dan un resultado
positivo, se dira que arrojan falsos resultados positivos, también se le conoce como
“fraccion de verdaderos negativos”. EI nUmero y el origen de las muestras utilizadas para
deducir ambos pardmetros revisten una importancia capital para el correcto desarrollo de un
ensayo. Conseguir que un resultado positivo o negativo permita inferir con exactitud la
condicion de un animal respecto a la infeccion en estudio constituye un objetivo basico del
proceso de validacion de un ensayo. Esa capacidad no depende Unicamente de que el
ensayo posea una exactitud y una precision elevadas y de una cuidadosa estimacion de su
SnD y su EspD, sino que depende también en buena medida de la prevalencia de la
infeccion en la poblacion. La falta de una estimacién actualizada de la prevalencia de la
enfermedad en esa poblacion compromete seriamente la interpretacion de un resultado

tanto positivo como negativo. (Jacobson, 1998; Pita y Pértegas, 2003)

Salud Publica

En la actualidad, la salmonelosis se considera una de las zoonosis de mayor
prevalencia en paises desarrollados, debido a la contaminacion de alimentos de origen
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animal. La propagacion de Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium va en
aumento a partir de la segunda mitad del siglo XX, cuando ocurrieron dos cambios
mundiales en la epidemiologia de la salmonelosis: el surgimiento de infecciones en
humanos por Salmonella Enteritidis, y la multiple resistencia a los antibidticos de cepas de
Salmonella Typhimurium (Gutierrez-Castillo et al. 2008). La importancia de la
salmonelosis ha aumentado debido a su distribucion mundial, la gran cantidad de
serovariedades asociadas a enfermedad, el amplio rango de hospederos, la patogénesis
compleja y epizootiologia complicada involucrando seres humanos, animales y ambiente.
(Gopee et al. 2000)

Las infecciones por Salmonella pueden ser transmitidas en varias formas, y la
importancia de los diferentes modos de transmision varia con la serovariedad involucrada,
patrones alimenticios y conducta, y practicas de manejo. EI mayor factor de riesgo para las
aves rapaces en cautiverio es cuando la alimentacion consiste en presas vivas 0 recién
muertas como palomas domésticas, codornices o pollos de un dia. (Wernery et al. 1998,
Sykes et al. 1981, Hofle et al. 1998). Las bacterias aisladas en aves de cautiverio varia de
acuerdo con la alimentacién ofrecida, Bangert et al. 1988, encuentra diferencias en
aislamientos hechos en aves alimentadas con pollo y aves alimentadas con otros animales.
En este estudio la mayor parte de las aves trabajadas eran alimentadas con pollo crudo, asi
que es posible que esta sea una fuente importante de Salmonella en estas aves. Jamshidi et
al. (2009), encontr6 una frecuencia de 8.3% para Salmonella sp. y un 1.3% para S.
Typhimurium en canales de pollo por medio de PCR, asumiendo que exista una frecuencia
similar en las canales con las que se alimenta a estas aves, lo cual representa un riesgo alto
para esta poblacion. Dada la frecuencia de animales positivos a Salmonella sp. y el alto
grado de contacto requerido para rehabilitar o tratar estas aves, se hace posible la
transmision de Salmonella de estos animales a seres humanos que se encuentran en
contacto estrecho.

La Salmonelosis califica como una enfermedad emergente, porque su prevalencia en
las poblaciones de aves silvestres parece haber aumentado considerablemente en los
ultimos 40 afios como consecuencia de la alimentacién artificial por el ser humano. (Tizard,
2004) Este incremento es el resultado de una combinacion de factores relacionados con el

desarrollo en la industrializacion en todas las fases de produccién de alimentos, cambios en
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la practica del manejo de los alimentos, asi como el almacenamiento, distribucién y
preparacion de los mismos. Estos cambios han tenido como consecuencia nuevos
problemas en la higiene de los alimentos al originar una fécil diseminacion de Salmonella

asi como de otros gérmenes patdgenos en los alimentos. (Tauxe, 1997)
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Antecedentes

Salmonella en aves rapaces

Salmonella se ha aislado en aves rapaces es de vida libre y cautiverio, tanto de
individuos sanos como enfermos. La importancia de Salmonella en aves rapaces es
controversial. La severidad de la enfermedad puede variar por varios factores como:
serovariedad implicada, edad, estado inmune del hospedero, contaminacion ambiental,
higiene en las presas en el caso de aves en cautiverio, entre otros. En aves rapaces y
carrofieras ocurre el ciclo mas simple de la salmonelosis aviar donde se adquiere la bacteria
por ingestion de presas contaminadas con la bacteria (Tizard, 2004), por lo que las
serovariedades aisladas en aves rapaces y carrofieras pueden indicar la ingestion de
Salmonella a partir de una presa infectada, siendo la fuente principal de exposicién a este
patégeno.

Existen muy pocos reportes sobre brotes epizo6ticos de Salmonella en aves rapaces
entre ellos, Sykes 1981, reporta un caso en un Falco peregrinus en un centro de
reproduccion el cual mostré pérdida de peso, diarrea verde brillante, debilidad, alas caidas,
anorexia, se encontraba postrado sobre el esterndn, con las plumas erizadas y disnea. En la
necropsia la porcion caudal del intestino delgado y colon presentaron heces verdosas
brillantes, el higado se mostré aumentado de tamafio y con multiples focos necréticos
blanquecinos de 0.5 a 1mm de diametro, los pulmones estaban moderadamente
congestionados y se observaron varias masas necroticas por debajo de la superficie dorsal
de la pleura. Los hallazgos histopatolégicos incluyeron: higado con necrosis licuefactiva
multifocal, infiltracion moderada de heteréfilos, grupos de bastones Gram negativos en
citoplasma de células Kupfer, congestion pulmonar, bronconeumonia multifocal. Las
condiciones de estrés a las que fue sometido en halcon parecieron desencadenar un cuadro
de infeccion latente.

Hofle 1998 también reporta Salmonelosis en Aquila pennata y Aquila heliata en
vida libre, donde la mayoria de las aves con condiciones patoldgicas fueron menores a dos
meses. En la necropsia se observd emaciacion, tricomoniasis esofagica con obstruccion

parcial del es6fago, hepatomegalia, esplenomegalia y pericarditis fibrinosa. También se
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observo hemorragia de la mucosa del proventriculo y enteritis fibrinosa a hemorragica y
pericarditis hemorrégica. Los hallazgos histopatologicos encontrados fueron: deplecion
linfocitaria en bazo, en higado infiltracion de células plasméticas de moderada a difusa, el
rifdn se encontrd congestionado, hemorragico y con necrosis de tdbulos contorneados
distales.

Daoust 1978 reporta un caso de S. Typhimurium en un cuervo con osteomielitis y
artritis, donde las lesiones microscopicas se limitaron al sistema esquelético y bazo, este
ultimo mostrando deplecion de foliculos linfoides e infiltracion difusa de ceélulas
plasmaticas en la pulpa roja. En la capsula articular de la articulacion del codo se observo
infiltracion de heterofilos, células mononucleares y fibroblastos, la reaccion inflamatoria
alcanzo el tejido subcutaneo. Los cartilagos articulares ulnares y humerales mostraron
ligera degeneracion hialina. Kocabiyik et al. 2006, reportan un caso de salmonelosis en
Bubo bubo donde fue aislada S. Enteritidis. Kinne et al. 2008, también reportan un brote de
salmonelosis en falconiformes con hallazgos similares.

En aves rapaces se ha aislado Salmonella en varias familias de aves vida libre y
cautiverio pero las descripciones de casos clinicos son escasos. Las diferentes especies y
edades pueden diferir incluso siendo infectados por la misma serovariedad, los individuos
jévenes de manera general muestran signos clinicos mas severos que los adultos. La
infeccion puede resultar en enfermedad hiperaguda con muerte subita o puede resultar en
un curso de infeccion mas prologado que puede convertirse en septicémico o estar
caracterizado por la presencia y persistencia de la bacteria en la sangre, o desarrollar una
infeccion local en el individuo

Las lesiones postmortem observadas en otras aves silvestres pueden incluir
degeneracion o necrosis de musculo esquelético, gastroenteritis (ocasionalmente con
Ulceras y granulomas) esplenomegalia y hepatomegalia (con o sin focos blanquecinos
diseminados), congestion biliar y nefropatia. Las infecciones cronicas usualmente causan
pericarditis o epicarditis fibrinosa, formacion de granulomas en higado, bazo y rifion, y
degeneracion o inflamacion de los ovarios o testiculos. El contenido fibrinoso en colén
también es un hallazgo comin. Los cambios histopatoldgicos son inespecificos con
inflamacidn purulenta en 6rganos parengquimatosos. En aves con signos nerviosos se puede

observar una leptomeningitis purulenta y formacion de exudado en el espacio
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subaracnoideo. La ocurrencia y los tipos de lesiones macroscopicas son muy variables
dependiendo del curso de la infeccion, la virulencia de la cepa, y la resistencia del
hospedero.

En 31 reportes de aislamientos de Salmonella en aves rapaces de 1967 a 2008, 15
reportan  S. Typhimurium, 7 S. Enteritidis, 3 S. Havana, 3 S. Arizona, y otras
serovariedades incluyendo Hadar, Newport, Amager, Montevideo, Muenchen, Thompsom,
entre otros. Los reportes de Salmonella en aves rapaces se muestran en la Tabla 1. Ningan
estudio utilizo la prueba de aglutinacion en placa y solo un reporte utilizd una prueba
comercial disefiado para aves de corral basado en una ELISA para diagnéstico de S.
Typhimurium y S. Enteritidis (Stenzel et al. 2008). Considerando que Salmonella en aves
rapaces puede representar un problema potencial de salud para los individuos y para la
salud publica, se requiere de pruebas que permitan la vigilancia completa de esta

enfermedad.

ELISA en aves rapaces

En el caso de las aves rapaces no se han desarrollado pruebas de ELISA especificas
que sirvan como modelo para otras especies y que formen parte del diagnéstico rutinario
para Salmonella Typhimurium.

El obstaculo principal al estudiar y diagnosticar enfermedades infecciosas en aves
silvestres es la falta de anticuerpos secundarios IgY especificos de forma comercial. Segln
Martinez et al. 2003, existen dos formas de solucionar este problema: 1) Desarrollar
anticuerpos especificos contra las inmunoglobulinas de las especies de interés 6, 2) utilizar
un anticuerpo de deteccion desarrollado contra gallina. La primera solucion es
econdémicamente costosa, ademas de tomar un largo periodo en desarrollar. La segunda
solucion parece ser la mas practica bajo el supuesto de que el anticuerpo desarrollado
contra gallina reaccione adecuadamente contra el suero de otras especies aviares. Sin
embargo, no todos los anticuerpos comerciales anti-IgY de gallina tienen reaccién cruzada
con otras especies aviares. Para superar estas limitaciones, el desarrollo de una ELISA
“competitiva” parece ser el método mas adecuado para el diagndstico serologico de

Salmonella Typhimurium (Figura 1).
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Tabla 1. Reportes de Salmonella spp. en aves rapaces a nivel mundial.

Pais Referencia
Japén Asagi M et al., 1967
Estados Unidos Locke y Newman, 1970
Canada Daoust PY, 1978

Estados Unidos

Sykes GP, 1981

Estados Unidos

Winsor DK et al., 1981

Estados Unidos

Kirkpatrick CE y Colvin BA, 1986

Estados Unidos

Kirkpatrick CE y Texler-Myren VP, 1986

Estados Unidos

Bangert et al., 1988

Emiratos Arabes Unidos

Zachariah R, 1996

Espafia Garcia FJ et al., 1997
Canada Mikaelian 1, 1997
Italia Battisti A etal., 1998
Trinidad Adesiyun AA et al., 1998
Espafia y Portugal Hofle U et al., 1998
Emiratos Arabes Unidos Wernery et al., 1998
Trinidad Gopee NV et al., 2000
Estados Unidos Hudson RC et al., 2000
Espafa Garcia de los Rios JE et al., 2002
Noruega Refsum T et al., 2002

Estados Unidos

Smith WA et al., 2002

Estados Unidos

Lambersky N et al., 2003

Espafia Reche MP et al., 2003
Arabia Saudita Naldo JL y Samour JH, 2004
Espana Millan J et al., 2004
Suecia Palmgren et al., 2004
Emiratos Arabes Unidos Samour JH, 2005
Turquia Kocabiyik L et al., 2006
Estados Unidos Jijon S et al., 2007
Japon Kobayashi H et al., 2007
Estados Unidos Saito KE et al., 2007
Polonia Stenzel T et al., 2007

Emiratos Arabes Unidos

Kinne J et al., 2008
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Hipotesis

Es posible el desarrollo de una técnica de ELISA Competitiva para el diagndstico
serologico de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium en aves rapaces, que sea de

alta sensibilidad y especificidad.

Las pruebas serologicas pueden ser de gran utilidad como métodos de control de las
enfermedades, principalmente cuando no existe el uso de vacunacion para su prevencion,
especialmente en este caso que se trata de una enfermedad zoonotica. La principal limitante
en el diagndstico seroldgico en aves silvestres es la falta de anticuerpos de deteccion
especificos, el sistema de la ELISA competitiva resuelve esta limitacion haciendo que la

prueba se ajuste para su uso en multiples especies.
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Obijetivo General

Desarrollar y evaluar una prueba de ELISA competitiva para el diagnostico serologico de la

salmonelosis en aves rapaces.

Objetivos particulares

1. Evaluar la reactividad de un conjugado comercial (Jackson ImmunoResearch ®) anti-
IgY de gallina contra sueros obtenidos de aves rapaces para su utilizacién en la prueba
de ELISA.

2. Obtener anticuerpos policlonales contra Salmonella enterica serovariedad
Typhimurium a partir de gallinas ponedoras, en caso de que la afinidad del conjugado
sea baja.

3. Estandarizar una prueba de ELISA competitiva para el diagndstico serologico de
Salmonella enterica serovariedad Typhimurium en aves rapaces.

4. Determinar la presencia de anticuerpos contra S. Typhimurium en aves rapaces
mantenidas en cautiverio.

5. Determinar la frecuencia de Salmonella sp. en aves rapaces en cautiverio mediante
pruebas bacterioldgicas y moleculares para utilizarlos como animales de referencia

para la prueba.
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Material y Métodos

Con el fin de obtener una bateria de sueros se realizd un muestreo de aves rapaces en
cautiverio del Centro de Conservacion e Investigacion de Vida Silvestre (CIVS)
SEMARNAT en Los Reyes la Paz, Estado de México y el Zooldgico San Juan de Aragon.
Se obtuvo una muestra de sangre y un hisopo cloacal, la sangre se dejo coagular por 30
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se refrigeré a 4°C para que se retrajera el
coagulo y separar el suero por centrifugacion a 700g por 10 minutos, se separ6 en alicuotas
segun la cantidad obtenida y se almaceno en congelacion (-20° C) hasta su utilizacion, el
hisopo se coloc6 en un tubo con medio de pre-enriquecimiento preparado con agua
peptonada buferada pH 7.0, el cual se colocé en incubacién a 37°C durante 24 h.

Con la ayuda de los medicos encargados de las aves, se realizd un examen clinico de

ellas al momento de tomar las muestras de sangre.

1. Evaluar la afinidad de un conjugado comercial (Jackson ImmunoResearch) anti-
IgY de gallina con sueros obtenidos de aves rapaces para su utilizacion en la
prueba de ELISA

La evaluacion de la reaccion cruzada se realiz6 por tres métodos: Dot ELISA, Western
Blot y ELISA.

Dot ELISA

Se colocaron 5 pl de suero de gallina, pavo, aguililla de Harris, halcdn cola roja y
aguililla negra sobre membranas de nitrocelulosa, se dejaron secar a temperatura ambiente.
Después se bloquearon los sitios libres durante una hora con una solucion de leche
descremada en polvo al 5%, se lavaron con PBS-T 0.05% tres veces. Posteriormente se
sumergieron en diferentes diluciones del conjugado durante una hora. Se lavaron 3 veces
con PBS-T 0.05% y en seguida se agregaron 150 ul de la solucion reveladora (alfa- cloro

naftol 15mg, TBS 25ml, metanol 5 ml, peréxido de hidrégeno 50ul), se incubd 10 minutos
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a temperatura ambiente. Se descarto la solucion reveladora, se lavaron las membranas de

nitrocelulosa con PBS y se dejaron secar a temperatura ambiente (Barcenas, 1993).

Electroforesis

Se llevo a cabo la electroforesis de sueros mediante un sistema en SDS-PAGE en
condiciones reductoras. Se utilizo un gel separador (12.5% gel, 0.375 M Tris, pH 8.8) y uno
concentrador (4% gel, 0.125 M Tris, pH 6.8) con una solucion amortiguadora de corrida
(Tris 15¢/L, glicina 72g/L, SDS 5g/L). Se utilizaron muestras de suero de gallina (Gallus
gallus), pavo (Meleagridis gallopavo), halcon cola roja (Buteo jamaicensis) y aguililla de
Harris (Parabuteo unicinctus). Se colocaron 20 pl de suero en una dilucién 1:40 en cada
pozo, se colocd en uno el marcador de peso molecular y se dejé correr a 150 V con 120 mA
hasta que las muestras penetraron en el gel de separacion y posteriormente a 150V con 85
mA hasta que las muestras llegaron casi al final del gel. El corrimiento electroforético se
realiz6 en condiciones reductoras, utilizando el buffer de carga para proteina (0.5M Tris-
HCI, pH 6.8, glicerol, 10% SDS, 1% azul de bromofenol) y buffer reductor (2-3-

mercaptoetanol).

Western blot

Se realiz6 la transferencia de los geles del SDS-PAGE a una membrana de nitrocelulosa
usando un método de transferencia pasiva, colocando los geles entre dos membranas a
donde fue transferida la proteina, aplicando 10 kg de peso durante 48 h. Posteriormente se
retiraron las membranas y se procedié a bloguear los sitios libres con leche descremada al
5% durante 1 hora. Se coloco el conjugado anti-IgY de gallina (Jackson ImmunoResearch)

en una dilucion 1:200 y se colocd con la solucion reveladora por 10 minutos.

ELISA

Se sensibilizaron las placas con diluciones de suero de diferentes especies de aves
rapaces incluyendo sueros de gallina como control (+), pavo y pato a 37°C por 1lh. Se

lavaron los pozos tres veces con PBS-T y se reincubaron con el conjugado Jackson

20



ImmunoResearch anti-IgY de gallina en una dilucion de 1:2500. Se lavaron los pozos
nuevamente tres veces previa a la adicion de 50 ul/pozo de la solucién sustrato (acido
citrico al 1%, NaPO, 0.1M, 0.4mg/ml de ortofenilendiamina (OPD), perdxido de hidrogeno
al 0.03%) y se les dej6 incubar a temperatura ambiente por 15 minutos. Inmediatamente se
agrego a cada pozo 50 ul de una solucion de H,SO,4 al 3M. Las placas se leyeron en un

lector de ELISA a 492nm para observar las diferencias en el desarrollo de color.

2. Obtencion de anticuerpos policlonales anti-Salmonella para su uso en una ELISA

competitiva.

La obtencion de anticuerpos especificos contra Salmonella Typhimurium se realizd en

gallinas (Gallus gallus) a partir de suero y de la yema de huevo.

Extraccién de LPS

Se realizd la extraccion de LPS siguiendo la técnica descrita por Apicella (2008),
utilizando una cepa de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium ATCC 14028
donada por el laboratorio Diagndsticos Clinicos Veterinarios S.A. de C.V. México (DCL).
La bacteria se cultivd por 24h a 37°C en 10 tubos con 5ml de caldo soya tripticaseina
posteriormente se traslad6 a un volumen de un litro del mismo caldo por 24h a 37°C, se
centrifugo todo el caldo a 2500g durante 10 minutos y se desechd el sobrenadante. Se lavo
el exceso de caldo con solucién salina al 0.9%, se deshidraté con acetona y se moli6 en
mortero hasta obtener un polvo fino. Se suspendieron 500mg del material en 15ml de
solucion de solubilizacion (Tris-HCI 10mM, SDS 2%, MgCl, 2mM, 2-mercaptoetanol 4%),
se colocd en bafio Maria a 65°C y se mezcl6 en Vortex hasta su completa solubilizacion. Se
agregaron 100pg de proteinasa K (20mg/kg, Invitrogen) y se dejoé incubando 1h a 65°C,
posteriormente se colocé en bafio maria a 37°C durante toda la noche. Se agregaron a la
solucion 2ml de acetato de sodio 3M y 30ml de etanol absoluto frio dejando precipitar el
material a -20°C durante toda la noche. Se centrifugé a 1500g por 15 min, se deseché el
sobrenadante, se lavo el precipitado con 9ml de agua destilada y se agregd 1ml de acetato
de sodio 3M y se mezcld en Vortex, se agregaron nuevamente 20ml de etanol absoluto frio
y se dejo precipitar durante toda la noche a -20°C. El precipitado se centrifugd otra vez a
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15009 por 15 min y se resuspendio en 9ml de Tris-Cl (pH 7.4), se coloco en bafio Maria a
65°C, se agreg6 un volumen igual de fenol al 90% precalentado a 65°C y se dejé asentar
por 15 min. Posteriormente la muestra se coloco en hielo y se enfrio rapidamente hasta 4°C.
Se centrifugd a 2500g durante 15 min, se removio la fase acuosa y se volvid a extraer la
capa fendlica con un volumen igual de agua destilada. La solucion se someti6 a dialisis con
agua destilada realizando cambios constantes aproximadamente cada 4 horas durante 2
dias. Se corrobor6 la presencia de lipopolisacarido por medio de una prueba de
aglutinacion. La concentracion final en la solucion fue de 33.3mg de bacterias

deshidratadas/ml. La solucién se almacend en refrigeracion para su posterior uso.

Esquema de inmunizacion

Se utilizaron 8 gallinas las cuales se dividieron en 3 grupos: Grupo 1: 3 gallinas
inoculadas con 1ml (33.3mg) del extracto de LPS de Salmonella Typhimurium (ATCC
14028), Grupo 2: 3 gallinas inoculadas con 1ml extracto de LPS de Escherichia coli
026:H" y el Grupo 3 o grupo control con dos gallinas inoculadas con caseina y lactosa
(ProteiZoo®). La solucion de LPS se emulsificd con adyuvante completo de Freund para
la primera inoculacion, y con adyuvante incompleto de Freund para las tres siguientes
inoculaciones, ambos adyuvantes en una proporcién de 1:5 6 0.25ml de adyuvante y 1ml de
extracto de LPS. Se inyectaron por via intramuscular gallinas de la raza Rhode Island de
aproximadamente 23 semanas de edad en cuatro sitios diferentes (0.25mL por sitio) de los
musculos pectorales. Las inmunizaciones de refuerzo se realizaron en los dias 10, 20 y 30
después de la inmunizacion inicial. Por cada gallina se hicieron grupos de 3 huevos antes y
después de cada inoculacion para realizar la purificacion de las inmunoglobulinas. También
se tomO una muestra de suero de cada gallina antes de cada inoculacion para analizar la
respuesta de anticuerpos séricos y compararlos con los de la yema de huevo. Los huevos

fueron almacenados a 4°C hasta su utilizacion. (Sunwoo et al. 2006)
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Aislamiento de la fraccién hidrosoluble con IgY de la yema de huevo

La fraccién hidrosoluble que contiene a la 1Y se prepar0 a partir de yema de huevo
usando el método de dilucion en agua desarrollados por Akita y Nakai (1992). La yema del
huevo se separ6 fisicamente de la clara y se limpio con toallas de papel para eliminar la
adhesion de clara de huevo. La membrana se perfor6 y a la yema se le permitio
fluir en una probeta sin la membrana. La yema de huevo se mezcl6 primero con suavidad,
con 8 volumenes de agua destilada fria (pH 4.0) para evitar posibles interferencias de los
gldbulos de la grasa de la yema del huevo, debido a la presencia de altas concentraciones de
acido. Se agregd agua destilada acidificada fria (pH 2.0), para hacer la dilucién final de
1:10. Después de mezclar bien, se ajusté a un pH de 5.0 a 5.2 y se incubaron a 4°C durante
12 h. La fraccion hidrosoluble se obtuvo por centrifugacion a 700g a 4°C durante 20 min y

se almacen0 a -20°C hasta su analisis. (Sunwoo et al. 2006)

Purificacion de la IgY

La IgY fue purificada por precipitacion con sulfato de amonio (40%), (Ko y Anh,
2007). Las fracciones precipitadas (1 ml) se analizaron para la actividad de IgY por ELISA
y para la concentracion de proteina. (Sunwoo et al. 2006)

3. Estandarizar una prueba de ELISA para el diagndstico serologico de Salmonella

SP. én aves rapaces.

Se utiliz6 el LPS extraido de una cepa de referencia de Salmonella Typhimurium
(33.3mg/ml bacterias deshidratadas). Como controles se utilizaron suero (+) de gallinas
previamente inmunizadas contra el LPS de Salmonella Typhimurium y suero (-) de gallinas
inoculadas con E.coli y del grupo control. Se utilizaron placas con 96 pozos (8 x 12) de
fondo plano (Costar®). Se utilizé Buffer Fosfatos con Tween al 0.05% (PBS-T 0.05%), pH
7.4, para todas las diluciones de reactivos. La inmovilizacion de los antigenos se realiz6
colocando un volumen de 50uL de la solucién de LPS y se dejé en refrigeracion a 4°C

durante la noche. Se lavaron los antigenos no unidos al pozo con PBS-T tres veces. Se
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bloquearon los sitios libres con albumina bovina al 3% (BSA 3%). Se utilizé una solucion
de &cido citrico al 1% e hidréxido de sodio al 0.1M, 0.4mg/ml de OPD, 15 ul de H,0O; al
30% como sustrato. (Coligan, 2005) Se tomd el suero de las tres gallinas inoculadas con el
LPS de Salmonella Typhimurium y se realizé una mezcla, la cual, se utilizd6 como suero
positivo (+), mientras que los sueros de gallinas del grupo control se utilizaron en mezcla

como suero negativo (-).

4. Presencia de anticuerpos en aves rapaces mantenidas en cautiverio

El andlisis de los datos se realizé de acuerdo a Crowther, 1995, como “spot testing”. Se
tomaron los valores promedio del ruido de fondo y se rest6 a todos los pozos,
posteriormente se tomd la media del 100% de la reaccion (control positivo) y se expresaron
los valores de absorbancia como un porcentaje del rango O a la media del control 100%. Se
tomd la media de los sueros problema y se utiliz6 la siguiente formula:

% de competencia en cada pozo = 100 — [(Abs Suero Problema/Abs Suero Control) x 100]
Los valores de cada suero se compararon con el antisuero estandar de competencia (Suero
polivalente de conejo anti-Salmonella Biorad®). Para la evaluacion de "spot testing™ los
sueros negativos fueron evaluados como controles. Varios sueros fueron incluidos en una
prueba, se evalud su valor promedio de competencia y su variacion. Los sueros que dieron
valores més altos de competencia en las mismas condiciones, 2 desviaciones estandar de la

media del suero negativo fueron establecidos como positivos.

5. Determinar la frecuencia de Salmonella sp. en aves rapaces en cautiverio mediante

aislamiento bacteriano y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Aislamiento bacteriano

El hisopo cloacal, se colocd en 1ml de agua peptonada buferada (pH 7.0) como
medio de transporte y pre-enriquecimiento, se incubd 24h a 37°C, posteriormente se
tomaron 100ul para inocular en 10mL de medio de enriquecimiento Rappaport Vassiliadis

en una relacion de 1:100 y se dejé incubando a 41.5°C por 36h, para posteriormente
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sembrar en los medios selectivos Verde Brillante y Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD). Se
seleccionaron las colonias con morfologia caracteristica y se realizaron las pruebas
bioquimicas de rutina (LIA, MIO, TSI, Citrato, Urea, Catalasa, Oxidasa, Tincion de Gram)
para identificar a las bacterias del género Salmonella.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La extraccion de DNA se realizd mediante el procedimiento descrito por Oliveira et
al. 2002. Se centrifugaron a 5000g durante 4 minutos y el pellet bacteriano se resuspendio
en 500 ul de buffer de lisis (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA, SDS 10%) con 1,25 ul
de proteinasa K (20 mg / ml), la solucion se incubd a 55°C durante 2 horas. Se afiadié un
volumen de 500 pl de fenol-cloroformo (1:1), pH 8.0, se mezcl6 en Vortex por 15 segundos
antes de centrifugar a 1500g durante 4 min. EI ADN se precipito afiadiendo 125 pl de
acetato de amonio 7.5M y 375 ul de isopropanol frio incubando a -20°C durante 30 min. Se
centrifugd a 1500g durante 10 min, tras lo cual el sobrenadante se elimind y el precipitado
se lavo con 1 ml de etanol frio al 80%, el precipitado de ADN se resuspendié en 50 pl de
Tris-EDTA (TE) y se almacen6 a -20°C.

Se utilizaron dos pares de iniciadores (Tabla 2), especificos para el gen invA de
Salmonella sp. 139-141 (Rahn et al., 1992) y para el gen fliC de Salmonella Typhimurium
Fli15-Typ04 (Soumet et al., 1999). La amplificacion se hizo en un volumen total de 25 pL
conteniendo buffer para PCR, 200mM de cada dNTP, 2mM de MgCl,, 0.1 uM de cada
iniciador, 2ul de DNA y 1 U de Taq polimerasa. El programa que se utilizd para el gen
invA fue a 94°C 2 minutos, 35 ciclos de 94 °C 1 segundo; 55°C 1 segundo, 72 °C 21
segundos y por altimo 72 °C 7 minutos y para el gen fliC fueron 94°C 5 minutos, 52°C 2
minutos, 35 ciclos de 94 °C 45 segundos; 50°C 45 segundos, 72 °C 45 segundos y por
ultimo 72 °C 10 minutos. Se realizd un corrimiento electroforético en geles de agarosa al
1.5% tefiidos con bromuro de etidio (Sigma®). Los geles se observaron en un Analizador
de iméagenes (Syngene) y se tomaron fotografias de los resultados. (Oliveira et al., 2002).
En todas las reacciones de PCR se utiliz6 S. Typhimurium como control positivo y

Escherichia coli como control negativo.
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Tabla 2. Iniciadores utilizados para la amplificacion de Salmonella sp. y S. Typhimurium.

Tamafio del
Iniciador | Gen | Longitud Secuencia 5"-3" amplificado
(bp)
139 (1) invA 26 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 284
141 (1) | invA 22 TCATCGCACCGTCAAAGGAACC
Flil5 (2) | fliC 22 CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT
Typ04 fliC 16 ACTGGTAAAGATGGCT 620
)

(1) Salmonella sp. (Oliveira et al. 2002)
(2) Salmonella Typhimurium (Oliveira et al. 2002)

Serotipificacién

Las cepas aisladas sospechosas de ser Salmonella sp. fueron enviadas al Laboratorio
DCL para su evaluacion mediante serologia utilizando sueros polivalentes (A-l) y sueros
monovalentes (B,C,D) para identificacion de antigenos somaticos. Asi mismo, las cepas

fueron evaluadas por el Sistema API.
Sensibilidad antimicrobiana

Cada aislamiento se sembro en caldo soya tripticaseina y se dejo incubar a 37° C
por 24 h. Posteriormente cada una fue sembrada sobre agar soya tripticaseina, se colocaron
8 sensidiscos comerciales de antibidticos en una caja y en la otra 9, teniendo en total 17
sensidiscos para cada cepa, los antibidticos empleados fueron; ampicilina 10pug (AMP),
amikacina 30pg (AK), cefalotina sédica 30ug (CF), ceftriaxona sodica 30upg (CRO),
cloramfenicol 30pg (CL), cloxacilina benzatinica 20ug (CB), cloxacilina sodica 20pg (CX),
dihidroestreptomicina 10pg (DS), enrofloxacina 5pug (ENR), adipato de espiramicina 10pug
(EA), estreptomicina 10pg (SM), gentamicina 10pg (GE), lincomicina 2pg (LM),
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neomicina 30pg (NEO), penicilina benzatinica 20U (PB), tetraciclina 30ug (TT) y
trimetroprim/sulfametoxasol 25ug (STX). Se dejaron incubar por 24 h a 37° C y
posteriormente se midieron los halos de inhibicién de cada antibiotico, fueron interpretados
segun las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI antes
conocido como NCCLS) (CLSI, 2007).

6. Correlacion de los resultados bacterioldgicos con los resultados de la prueba de

ELISA para determinar parametros de rendimiento de ésta.

Para el célculo de la sensibilidad (SnD) y la especificidad (EspD) se hizo uso de una tabla
de cuatro celdas (2 x 2) que relaciona los datos concluyentes de carécter positivo y negativo
que arrojé la ELISA con el conocimiento que se tiene de la ausencia o presencia de la
infeccion (aislamiento bacteriano) en cada animal. Se utiliz6 como modelo la Tabla 3,
modificada a partir de Jacobson, 1998. Se realizaron dos célculos del rendimiento de la
prueba, una para los resultados con Salmonella sp. y otro para Salmonella Typhimurium y

serovariedades con posible reaccion cruzada.
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Tabla 3. Calculo de sensibilidad diagndstica y la especificidad diagnostica con ayuda de
una tabla 2 x 2 que relaciona la condicion de cada animal respecto a la infeccion con los
resultados del ensayo para los animales de referencia infectados y los no infectados.

Animales de referencia de condicion

conocida respecto a la infeccion

Infectados

No Infectados

Positivos

Resultados

Verdaderos positivos

Falsos positivos

del ensayo

Negativos

Falsos negativos

Verdaderos negativos

Sensibilidad diagnostica
A
A+ C

Especificidad diagndstica
D
D +B

Valor predictivo positivo
A
A + B

Valor predictivo negativo
D
D + C
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Muestreo

Resultados

Se realizo el muestreo entre el 22 de Julio y 11 de Septiembre de 2010. Se tomaron

muestras de 76 individuos en total, 6 individuos en el Zooldgico San Juan de Aragon y 69
en el CIVS SEMARNAT Los Reyes La Paz, comprendiendo 12 especies distintas, 10

incluidas en el orden Falconiformes (aves rapaces diurnas) y 2 especies en el orden

Strigiformes (aves rapaces nocturnas) (Tabla 4). La mayoria de los individuos se ubican en

4 especies: aguililla de Harris (Parabuteo unicinctus), halcon cola roja (Buteo jamaicensis),

huho real (Bubo virginianus), y Caracara (Caracara plancus), en orden descendente, las

especies anteriores representaron el 82.6% (62/75) de la poblacion de las aves muestreadas.

Todas las aves muestreadas se encontraron clinicamente sanas.

Tabla 4. Especies aviares trabajadas durante el periodo de muestreo.

Familia Especie Nombre comin  NUmero de Individuos
Accipitridae Parabuteo unicinctus Aguililla de Harris 32
Accipitridae Buteo jamaicensis Halcén Cola Roja 14

Strigidae Bubo virginianus Buho Real 9

Falconidae Caracara plancus Caracara 8
Tytonidae Tyto alba Lechuza de 3

campanario
Accipitridae Buteo lagopus Aguililla Artica 3
Accipitridae Buteo swainsoni Halcon de 2
Swainson

Accipitridae Buteo magnirostris Aguila Caminera 1
Accipitridae Buteo nitidus Halcon Gris 1
Accipitridae Buteo regalis Aguililla Real 1
Accipitridae Buteogallus athracinus Aguililla Negra 1
Falconidae Falco peregrinus Halcén Peregrino 1
Total 12 76
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Reaccion del conjugado Anti-1gY de gallina

En la Figura 2 se pueden observar los resultados de la técnica de Dot ELISA para
evaluar la reactividad del conjugado comercial anti-IgY de gallina (Jackson Antibodies®)
contra sueros completos de diferentes especies aviares. A una dilucion del conjugado de
1:200 se observo una reaccion intensa con el suero de gallina y pavo, para las especies de
aves rapaces se noto una reaccion debil. A una dilucion de 1:400 el suero de gallina y el
pavo dieron una reaccion intensa, pero para el caso de la aguililla de Harris y el halcon cola

roja la reaccion se debilito significativamente.

Dincin 3 2 3 4 5 6 9 10« 11

THHAT

Figura 2. Reaccion de Inmunoperoxidasa con Anti-lgY de gallina en Dot ELISA.
Muestras de suero de aves: gallina (Gallus gallus), agua, humano (control (-)), aguililla de
Harris (Parabuteo unicinctus), halcon cola roja (Buteo jamaicensis), aguililla negra
(Buteogallus anthracinus) y pavo (Meleagridis gallopavo). Diluciones del conjugado: (1)
1:200, (2) 1:400, (3) 1:800, (4) 1:1600, (5) 1:2000, (6) 1:4000, (7) 1:5000, (8) 1:8000, (9)
1:10000, (10) 1: 20000, (11) 1: 40000.

Agua
Humano |

A. Haris

H. cola roja
Aguililla

negra
Pavo

Se realizaron varios analisis en SDS-PAGE (Figura 3) y Western Blot (Figura 4)
modificando la dilucion del suero (sin dilucién, 1:20, 1:40, 1:200, 1:400), en condiciones
reductoras. Podemos observar en el carril 5 la reaccion del conjugado con el suero de pavo,
se observan dos bandas que corresponden a las cadenas pesadas (75-80 kDa) y ligeras (22-
30 kDa) de las gammaglobulinas, en el carril 1 se observé una reacciébn mucho mas

30



marcada con el suero de gallina, incluso llegan a reaccionar otras proteinas séricas. En los
carriles 3 y 4 no se observa ninguna banda, indicando que el conjugado Jackson
ImmunoResearch anti-IgY de gallina tiene una reactividad baja contra los sueros de

aguililla de Harris y halcon cola roja.

PM 1 2 3 4 5
(kDa)

250 ___

150 —

100

%

50 —

37 — 9

Figura 3. Electroforesis de los sueros de diversas especies de aves mediante SDS-PAGE
en condiciones desnaturalizantes. SDS-PAGE tincion con nitrato de plata. Carril 1:
marcador de peso molecular, Carril 2: Gallina, Carril 3: aguililla de Harris, Carril 4:
halcén cola roja, Carril 5: Pavo. Todos los sueros fueron diluidos 1:40.

1 2 3 G 5
B
Cadenas pesadas
- - —
(75-80 kDa)
Cadenas ligeras  — - ——
(30 kDa)

Figura 4. Inmunotransferencia del corrimiento electroforético de los sueros revelados con
anti-lgY peroxidado Western Blot correspondiente a Figura 3 utilizando anti-lgY de
gallina. La ubicacion de las dos bandas corresponde a las cadenas pesadas y cadenas
ligeras de la IgY. Carril 1: marcador de peso molecular, Carril 2: Gallina, Carril 3:
Aguililla de Harris, Carril 4: Halcon Cola Roja, Carril 5: Pavo. Todos los sueros fueron

diluidos 1:40.
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Para la ELISA indirecta los resultados muestran una marcada disminucion de la
reaccion contra las especies de aves rapaces y el pato, sin embargo tuvo reaccion intensa

para la gallina y el pavo (Figura 5).

7
6 -
== Gallina
5
S == Pavo
Eod
<3
o 4 === Pato
o
S 3 - =>&=Aguililla Harris
e
g \ === Halcon Cola Roja
2
\-\.\ ; =@==Buho real
1
PR N J>\“ Caracara
| — o W
0 Lechuza

1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600
Dilucion de suero

Figura 5. Reactividad del conjugado anti-lgY con sueros de diferentes especies en ELISA.
Resultados mostrando la baja reactividad del conjugado con especies diferentes a la que fue
disefiado, el pavo muestra una reaccion moderada. La dilucion del conjugado utilizada fue
de 1:2500.

Esquema de inmunizacion

La respuesta a las inoculaciones con extracto de LPS de S. Typhimurium provoco
un aumento de anticuerpos especificos en suero (Figura 6), el nivel de la respuesta
observada fue en aumento después de cada inmunizacion. En las gallinas inmunizadas con
extracto de LPS de E. coli se observd que antes del inicio del esquema de inmunizacion
mostraban niveles altos de anticuerpos contra el extracto de LPS de S. Typhimurium asi
como una de las gallinas del grupo Salmonella y una de las gallinas del grupo control, las
cuales se decidid retirarlas del experimento. En la ultima fecha del calendario de
inmunizacion dos gallinas se encontraron muertas horas despues, una del grupo Salmonella

y una del grupo E. coli. Se midié la respuesta con ELISA en cada fecha y los sueros con
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respuesta elevada con respecto al control se mezclaron para su uso como suero positivo en
la ELISA Competitiva.

1.600

1.400
1.200 /

1.000 / ==@==Suero (+) Inmunizacion
0.800 , LPS S. Typhimurium
// == Suero (+) Inmunizacion

0.600 // LPS S. Typhimurium
0.400 Suero control (-)
0.200 -4/

0.000

Absorbancia

0 10 20 30 40
Dia de muestreo

Figura 6. ELISA indirecta mostrando el efecto de las inoculaciones con extracto de LPS
de Salmonella Typhimurium. Muestra la alta inmunogenicidad del LPS utilizado como
antigeno. Los sueros de las gallinas inoculadas con LPS de S. Typhimurium fueron
mezclados y utilizados como suero control (+) en la prueba de ELISA competitiva. El suero
de la gallina perteneciente al grupo control no mostr6 una reaccion contra el extracto de
LPS de Salmonella Typhimurium con el que se sensibilizaron las placas. Muestra la alta

inmunogenicidad del LPS utilizado como antigeno.

IgY

Se realizd la extraccion de inmunoglobulinas a partir de la yema de los huevos de
las gallinas inoculadas con extracto de LPS y se compar6 con los niveles observados en
suero por medio del ELISA (Figura 7). Los resultados indican una reaccién mucho menor a
la observada en suero, incluso utilizando una dilucion mucho menor. Podemos observar que
la iniciadora dilucion del suero (1:100) da el doble de lectura que la iniciadora dilucion de
la IgY de yema (1:5). Por esta razdn se decidio continuar utilizando el suero como control

para la prueba de ELISA y no el extracto de inmunoglobulinas de yema.

33



Densidad Optica

o
w

o
©

o
00

o
N

o
o

©
%

o
S

©
N
]

o©
[E=N

o

Dilucion*

10

11

12

=0=—1gY (YEMA)
== SUERO

Figura 7. Comparacion de la reaccion en ELISA del suero control y el extracto de

IgY de yema.

* La dilucion inicial para el extrato de IgY fue de 1:5, mientras que la del suero fue de 1:100.
Posteriormente se realizaron diluciones dobles seriadas. En la siguiente tabla se muestran

emparejadas las diluciones hechas en la figura.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
IgY 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 | 1:320 1:640 1:1280 | 1:2560 1:5120 1:10240
(yema)
Suero 1:100 | 1:200 | 1:400 | 1:800 | 1:1600 | 1:3200 | 1:6400 | 1:12800 | 1:25600 | 1:51200 | 1:102400 | 1:204800

Estandarizacién de la ELISA

De acuerdo con

los resultados observados en la estandarizacion de la ELISA

indirecta por medio de titulacion en “tablero de ajedrez” (Figura 8) el extracto de LPS debe

ser diluido 1:10, el suero control positivo en una dilucion 1:100 y el conjugado anti-1gY de
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gallina 1:7500 para observar valores positivos por encima de 1.0 y debajo de 2.0, y para

valores negativos por debajo de 0.2.
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Dilucion

Figura 8. Efecto de la dilucién de los sueros de gallina sobre la reacciéon de la ELISA
indirecta. Se sensibilizaron las placas con extracto de LPS de Salmonella Typhimurium.

Suero (+): mezcla de sueros de gallinas con alta reaccion a la inmunizacién con el mismo
antigeno. Suero (-): mezcla de sueros de gallinas inoculadas con caseina y lactosa con baja

reaccion al antigeno

ELISA Competitiva

El valor de corte que se tomo para designar a los animales como positivos 0 negativos a
anticuerpos contra Salmonella Typhimurium fue de 12.6% de inhibicion de acuerdo al
método de Crowther, 2005 previamente descrito (Tabla 5 y Figura 9). El suero control
(BioRad) fue utilizado en una dilucion 1:2 y se utiliz en todas las placas como control de
la reaccion, dando un promedio de 82.4% de inhibicion. La prueba dio como positivos a 21

individuos de los 76 muestreados correspondiendo a 27.6% (Tabla 6 y Figura 9).
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Tabla 5. Resultado de ELISA competitiva mostrando
obtenidos en los sueros de las aves rapaces.

los valores de inhibicion

NUmero de Promedio Desviacion

animales (%) Estandar
(%)
Controles 29 5.56 3.36
Positivos 21 17.83 4.77
Negativos 55 6.00 4.98

Tabla 6. Resultado ELISA competitiva en la poblacion de aves rapaces muestreadas

Especie Cantidad Frecuencia (%)
Aguililla de Harris 10/32 31.25
Buho Real 2/9 22.2
Caracara 2/8 25
Lechuza de 2/3 66.6
campanario
Aguililla Artica 2/3 66.6
Halcon Cola roja 1/14 7.2
Aguililla real 1/1 100
Caminera 1/1 100
Total 21/76* 27.6

*Los animales se establecieron como positivos a anticuerpos contra Salmonella
Typhimurium cuando el porcentaje de inhibicion dado en la ELISA supero el 12.6%.

(Material y Métodos: 6)
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Figura 9. Gréfica de dispersion de los resultados la ELISA Competitiva. La linea azul
muestra el valor de corte establecido. Las muestras positivas tuvieron una inhibicion mayor

al 12.6% (valor de corte)

Aislamiento

En la Tabla 7 se muestran los resultados de los aislamientos positivos a Salmonella
sp. provenientes de aves rapaces mantenidas en cautiverio en el Estado de México. Se logro
aislar Salmonella sp. de 12 de 76 aves, representando una frecuencia de 15.8% en la
poblacion. Sin embargo, los aislamientos se restringen a las 3 especies con mayor nimero
de individuos: Parabuteo unicinctus, Buteo jamaicensis y Bubo virginianus, con una
frecuencia de 15.6, 28.6 y 33.3% respectivamente. Todos los demas animales trabajados

resultaron negativos al aislamiento.
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Tabla 7. Frecuencia de aislamientos de Salmonella sp. a partir de hisopos cloacales en las

aves trabajadas.
Especie Numero de Individuos Frecuencia (%)
Aguililla de Harris 32 5/32 (15.6)
Parabuteo unicinctus
Halcon Cola Roja 14 4/14 (28.6)
Buteo jamaicensis
Buho Real 9 3/9 (33.3)
Bubo virginianus
Caracara 8 0/8 (0)
Caracara plancus
Tyto alba 3 0/3 (0)
Buteo lagopus 3 0/3 (0)
Buteo swainsoni 2 0/2 (0)
Buteo magnirostris 1 0/1 (0)
Buteo nitidus 1 0/1 (0)
Buteo regalis 1 0/1 (0)
Buteogallus athracinus 1 0/1 (0)
Falco peregrinus 1 0/1 (0)
Total 76 12/76 (15.8%0)

Confirmacién por PCR

Se realiz6 la técnica de PCR para confirmar que las cepas identificadas
bioquimicamente como Salmonella sp., en la Figura 10 se muestran los resultados del PCR
para la identificacién del gen invA, el amplificado tuvo un tamafio de 284bp, lo cual
coincide con lo citado por Oliveira et al., 2002. En la Figura 11 se observan los resultados
del PCR para el gen fliC, el amplificado tuvo un tamafio de 620bp que también concuerda
con lo observado por Oliveira et al., 2002; las cepas positivas a este gen corresponden a la
serovariedad Typhimurium. Las condiciones utilizadas para la amplificaciéon del gen invA
fueron las mismas previamente reportadas por Oliveira et al, 2002, los amplificados

observados coincidieron con el tamafio esperado de 284bp (Figura 10). Para la
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amplificacion del gen fliC de Salmonella Typhimurium se utilizé el ciclo reportado por
Cuenca-Verde, 2008, observando un amplificado de 620bp (Figura 11) (Oliveira et al,
2002).

1 2 3 4 S & 7 & 9 10 11 12 13 14

pb

1018

506
396

298 - 284bp

Figura 10. Amplificados del gen invA. Gel de agarosa al 1.5% mostrando los amplificados
obtenidos por PCR empleando los iniciadores 139-141 para el gen invA. Marcador de
tamafo (1kb DNA ladder Sigma®), Carril 1: control negativo; Carriles 2-11,13 y 14
aislamientos confirmados como Salmonella sp; Carril 12: muestra negativa (Proteus

vulgaris).
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Figura 11. Amplificacion del gen fliC. Gel de agarosa al 1.5% mostrando los amplificados
obtenidos por PCR empleando los iniciadores Typ04-Flil5 para el gen fliC. Marcador de
tamario (Lkb DNA ladder Sigma), Carril 1-3: Cepa de referencia Salmonella Typhimurium;
Carril 4: Salmonella Agona; Carril 5: aislamiento EMZ-11 confirmado como Salmonella

typhimurium.
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Tabla 8. Interpretacion de resultados de la identificacion de Salmonella por distintos métodos

Cepa Especie de Tecnicas Aglutinacion | Aglutinacion
procedencia Bioquimicas API Polivalente | Monovalente PCR Interpretacion
Estandar (A-) (B,C,D) Final *
gen invA gen fliC
EMZ-02 A. Harris Salmonella | Salmonella B - - + - Salmonella sp.
sp. monofasica
EMZ-03 A. Harris Salmonella Salmonella - - + - Salmonella sp.
sp. C1
monofésica
EMZ-04 A. Harris Salmonella Salmonella + - + - Salmonella
sp. Albany Albany
EMZ-05 A. Harris Salmonella Salmonella + - + - Salmonella
sp. Albany Albany
EMZ-10 A. Harris Salmonella Salmonella + B + - Salmonella
sp. Brandenburg Brandenburg
EMZ-06 H. Cola Roja Salmonella Salmonella + B + - Salmonella
sp. Agona Agona
EMZ-07 H. Cola Roja Salmonella Salmonella + B + - Salmonella
Sp. Agona Agona
EMZ-08 H. Cola Roja Salmonella Salmonella + B + - Salmonella
sp. Agona Agona
EMZ-09 H. Cola Roja Salmonella Salmonella + B + - Salmonella
Sp. Agona Agona
Salmonella
EMZ-11 Buho Real Salmonella enterica + - + + Salmonella
sp. subesp. Typhimurium
diarizonae
EMZ-12 Buho Real Salmonella Salmonella + - + - Salmonella
sp. Poona Poona
EMZ-13 Buho Real Salmonella Citrobacter + - + - Salmonella sp.
sp. freundii
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* (Tabla 8) Se tomaron en cuenta los resultados bioquimicos, seroldgicos y moleculares
para la identificacion final de las cepas de Salmonella. Para la interpretacion final de la
identificacion de Salmonella se le dio prioridad a los resultados de PCR ya que la prueba

supera a las demas en especificidad.

Sensibilidad antimicrobiana

Se puede observar en la Tabla 9 y Figura 12 que el 100% de las cepas mostraron resistencia
a la ampicilina (AMP), cloranfenicol (CL), penicilina benzatinica (PB), cefalotina sddica
(CF), lincomicina (LM), cloxacilina benzatinica (CB), cloxacilina sddica (CX). Otros
antiobioticos en los cuales se encontrd resistencia fueron: EA (77%), SM (61.5%), CF
(38.5%), TT (38.5%), STX (38.5%) y NEO (15%), mostrando niveles intermedios de
resistencia se encontro a la amikacina (AK, 54%), enrofloxacina (ENR, 54%), adipato de
espiramicina (EA, 23%), cefalotina sodica (CF, 61.5%), estreptomicina(SM, 38.5%),
ceftriaxona sodica (CRO, 23%), gentamicina (GE, 92%), neomicina (NEO, 85%),
dihidroestreptomicina (DS, 77%) vy tetraciclina (TT, 61.5%). Ninguno de los antibidticos
probados fue 100% eficaz, la CRO fue el antimicrobiano al cual se mostré mayor nivel de
susceptibilidad (77%), seguido por el STX (61.5%), AK y ENR (46% ambos) y la DS

(23%). Cabe destacar que la cepa 7 fue resistente a todos los antibidticos empleados.

Determinacién de parametros de rendimiento

Los resultados de parametros de rendimiento de la prueba de ELISA se muestran en la
Tabla 10. Donde se calculd la sensibilidad diagnéstica (SeD), especificidad diagnostica
(EspD), valor predictivo positivo y valor predictivo negativo. Se puede observar que los
valores de SeD y valor predictivo positivo estan muy bajos tanto en el diagnostico de
Salmonella sp. como S. Typhimurium y asociadas, ya que existe poca concordancia entre

los resultados del aislamiento bacteriano y la prueba de ELISA competitiva.
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Figura 12. Frecuencia de resistencia a antimicrobianos en las cepas aisladas. La figura
muestra que muchos de los antibidticos evaluados no mostraron efectividad alguna contra

las cepas de Salmonella aisladas de las aves rapaces.
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Tabla 9. Patron de sensibilidad a antibioticos en las cepas identificadas como Salmonella

Antibidtico
Cepa AK | ENR |AMP | EA | CF | SM | CRO | GE | CL | LM [NEO| CB | CX | PB | DS | TT | STX
EMZ-02 S S R R I R S I R R I R R R I I S
EMZ-03 S S R I I R S I R R I R R R I I S
EMZ-04 S S R R I I S I R R I R R R I I S
EMZ-05 I I R R I R S I R R I R R R I I S
EMZ-10 I I R R I R S R R R R R R R | R R | R
EMZ-06 I I R R R R I I R R R R R R | R R | R
EMZ-07 S I R R R R I I R R I R R R | R R | R
EMZ-08 S I R R R R I I R R R R R R | R R | R
EMZ-09 I S R R I I S I R R R R R R I I S
EMZ-12 I S R I R I S I R R I R R R I I S
EMZ-11 I S R R I I S I R R I R R R I I S
EMZ-13 S I R R R I S I R R I R R R I R | R

Susceptible: 0 — 5mm, Intermedia: 5-19mm, Resistente: > 20mm.

Amikacina 30ug (AK), Enrofloxacina Spug (ENR), Ampicilina 10pug (AMP), Adipato de Espiramicina 10pg (EA), Cefalotina Sodica
30ug (CF), Estreptomicina 10pg (SM), Ceftriaxona Sodica 30ug (CRO), Gentamicina 10ug (GE), Cloramfenicol 30ug (CL),

Lincomicina 2pg (LM), Neomicina 30ug (NEO), Cloxacilina Benzatinica 20pg (CB), Cloxacilina Sédica 20ug (CX), Penicilina
Benzatinica 20U (PB), Dihidroestreptomicina 10ug (DS), Tetraciclina 30pg (TT) y Trimetroprim/Sulfametoxasol 25ug (STX).
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Tabla 10. Parametros de rendimiento de la ELISA competitiva desarrollada.

ELISA competitiva

S. Typhimuriumy

Salmonella sp. serovariedades con Salmonella
posible reaccion Typhimurium
cruzada
Sensibilidad
Diagnostica 25% 28.5% 0%
Especificidad
Diagndstica 71.9% 71.9% 72%
Valor predictivo
positivo 14.8% 10% 0%
Valor predictivo
negativo 83.25% 90.2% 98.2%

Tabla 11. Antigenos presentes en las serovariedades aisladas

Serovariedad Grupo O Formula Posible
(Serogrupo) Antigénica reaccion
(Somatico)* cruzada**

Agona 0:4 (B) 1,4,5,12 +
Albany 0:8 (C,-C3) 8,20 -
Brandenburg 0:4 (B) 4 .5,12 +
Poona 0:13(G) 1,13,22 -
Salmonella C1 0O:7 (C1) 6,7 -
Salmonella B 0:4 (B) 4,12 +
Typhimurium 0:4 (B) 1,4512 +

*Grimont y Weill (2007) WHO Antigenic Formulae of the Salmonella Serovars

** Tomando como base el antigeno utilizado en la prueba de ELISA
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Discusion

En el presente trabajo, la frecuencia de aislamiento de Salmonella sp. fue de 15.8%,
ninguno de los individuos mostro signos relacionados con salmonelosis. Millan et al., 2004
encontrd resultados similares en Falconiformes en vida libre: 14.3% (5/35) y una frecuencia
mas baja en Strigiformes 5.3% (1/19). Esto contrasta con lo reportado por otros autores
como Palmgren et al., 2004 donde se encontrd un 2.9% (2/69) de frecuencia en polluelos de
halcones peregrinos; Gopee et al., 2000 encontraron un 6% (3/53) en aves rapaces en
cautiverio, Jijon et al., 2007 un 5.4% (2/37) en dos centros de rescate de fauna silvestre en
Ohio, USA; Kirkpatrick y Texler-Myren (1986) encontraron una frecuencia de 1.9%
(2/105) ambos individuos de la especie Buteo jamaicensis en vida libre; Kirkpatrick y
Colvin (1986) en un estudio en Tyto alba encontraron un 8.5% (8/94) de positividad a
Salmonella sp. en polluelos muestreados en los nidos. En el presente trabajo se muestrearon
3 individuos de esta especie pero ninguno dio positivo al aislamiento bacteriano; Reche et
al, (2003a) encontraron 7.36% (21/285) en aves rapaces en cautiverio y 4.19% (13/310) de
aves silvestres positivos al aislamiento; Lamberski et al., 2003 encuentran un porcentaje de
frecuencia mayor (16.6%) aungue con una muestra mas pequefia (5/30) todos los animales
positivos fueron de vida libre y ninguno de cautiverio resultd positivo, también es
importante resaltar que los animales en el estudio fueron de dos especies Buteo jamaicensis
y Accipiter cooperi. En el presente trabajo se tomaron muestras de individuos de 13
especies distintas, sin embargo s6lo 3 de ellas resultaron positivas al aislamiento de
Salmonella sp., lo cual coincidié con las tres especies con mayor nimero de individuos
(Tabla 4),

Los Secretaria de Salud reporta a S. Typhimurium como el serotipo con mayor
frecuencia de aislamiento en muestras de origen humano (20.4%), seguido por S. Enteritidis
(18.3%), a S. Agona como el cuarto lugar, y como segundo lugar en muestras de origen no-
humano (alimentos, agua y muestras ambientales) (Gutierrez-Cogco et al. 2000). Los
resultados encontrados por estos autores son parecidos a otros provenientes de otras partes
del mundo ya que la mayoria coinciden en reportar a las serovariedades S. Typhimurium y

S. Enteritidis como los mas frecuentes (Garcia et al., 1997). Esto concuerda con los reportes
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de aislamientos hechos en aves rapaces (Tabla 1) que también reportan estas dos
serovariedades con mayor frecuencia.

En el presente estudio la serovariedad encontrada con mayor frecuencia fue S.
Agona (4/12, 33.3%) y en segundo lugar S. Albany (2/12, 16.6%), solamente se logrd un
aislamiento de S. Typhimurium (1/12, 8.3%), frecuencia considerablemente mas baja que la
reportada por Gutierrez-Cogco et al. 2000 y todos los estudios de Salmonella en aves
rapaces encontrados en la literatura (Tabla 1). Dentro de estos 31 reportes, 15 mencionan a
S. Typhimurium, 7 a S. Enteritidis, seguidos por S. Havana y S. Arizona con 3 cada una. Se
mencionan un total de 27 serovariedades entre las cuales encontramos a S. Branderup la
cual se aislo en el presente trabajo de una aguililla de Harris, pero ninguno de los estudios
menciona aislamientos de S. Agona, S. Albany y S. Poona, 3 serovariedades que se reportan
por primera vez en aves rapaces. Como ya se dijo anteriormente S. Agona se encuentra
como segundo lugar en aislamientos de muestras de origen no-humano asi que es hasta
cierto punto normal encontrar esta serovariedad al estar comunmente en el ambiente, S.
Albany y S. Poona son serovariedades raras que numéricamente no fueron importantes en el
reporte de Gutierrez-Cogco et al. (2000). En un estudio hecho en Espafia (Reche et al.,
2003) se encontré que la serovariedad Havana fue predominante en aves rapaces en
cautiverio, se realizd biotipificacion y tipificacion genética y se determiné que los
aislamientos provenian de una fuente comun, probablemente el pollo con que se alimenta a
las aves. Cabe destacar que los 4 aislamientos de S. Agona del presente trabajo provienen
de la misma especie (halcon cola roja), esto podria sugerir que se originaron de una fuente
comun pero se necesitan mas estudios como los realizados por Reche et al., 2003 para
confirmar dicha afirmacion.

La resistencia a antimicrobianos se da de forma natural por presiones evolutivas,
gue han proveido la variabilidad genética y fenotipica para esta resistencia. Sin embargo, la
proliferacion eficiente de organismos resistentes solo se provoca si existe una presion
selectiva. Levy, 1997 propuso este principio en la ecuacion de resistencia a antibioticos, la
cual estipula que los problemas de resistencia son el resultado de presion selectiva
(cantidad y tiempo de uso de antimicrobianos en un area determinada) y la presencia de los
rasgos de resistencia contra esta droga. En la cria de animales de abasto los agentes

antimicrobianos son usados con tres propdsitos: terapeuticos, profilacticos y como
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promotores de crecimiento. En todas estas instancias se aplica una presion de seleccion en
las poblaciones de bacterias para resistencia a antibioticos.

En el presente trabajo se encontraron cepas resistentes a antibidticos de uso comun, con
100% de resistencia a ampicilina, cloranfenicol, penicilina benzatinica, cefalotina sodica,
lincomicina, cloxacilina benzatinica y cloxacilina sodica. Smith et al., 2002 también
encontraron que todas las cepas estudiadas mostraron resistencia a algin antimicrobiano,
sin embargo, se encontr6 susceptibilidad a cloranfenicol, tetraciclina y
trimetoprim/sulfametoxazol, lo cual contrasta con lo hayado en este trabajo, en el cual, se
encontraron resistencias de 100, 38.5 y 38,5% respectivamente. En el estudio antes
mencionado también reportan varias cepas resistentes a ampicilina, lo cual concuerda con
el 100% de resistencia encontrado en este trabajo. Kocabiyic et al. (2006) encontré una
cepa de Salmonella Enteritidis PT 21b susceptible a ampicilina, cloranfenicol, gentamicina,
tetraciclina, y trimetoprim/sulfametoxazole, en cambio las cepas aisladas en este trabajo
mostraron un 100% de resistencia a ampicilina y cloranfenicol y en menor grado para
gentamicina con 92% de resistencia intermedia, tetraciclina y trimetoprim/sulfametoxazol
con 38.5% de resistencia a ambas. Kirkpatrick y Colvin (1986) no encontraron ninguna
resistencia a antimicrobianos en cepas de Salmonella aisladas de la especie Tyto alba. Esta
especie se encuentra relacionada con ambientes urbanos y suburbanos, por lo cual se
esperaria encontrar algin tipo de resistencia, sin embargo no fue el caso. Kirkpatrick y
Texler-Myren (1986), encontraron dos cepas de Salmonella resistentes a penicilina y
susceptibles a ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol, gentamicina, neomicina y
trimetoprim/sulfametoxazol, antibi6ticos en los cuales se observaron diferentes grados de
resistencia (Tabla 9). Gopee et al. (2000) realizaron un estudio con fauna silvestre en
cautiverio donde los 66 aislamientos mostraron resistencia a alguno de los antimicrobianos
probados: alta a cefalotina (92%), intermedia a estreptomicina (35%) y tetraciclina (29%), y
baja en gentamicina (2%), cloranfenicol (0%) y trimetoprim/sulfametoxazol (0%); mientras
que en este trabajo la cefalotina tuvo solo 38.5% de resistencia, estreptomicina 61.5%,
tetraciclina 38.5%, gentamicina 8%, cloranfenicol 100% vy trimeptroprim/sulfametoxazol
38.5%. Los resultados del presente trabajo respecto a la sensibilidad a antimicrobianos
muestran que las cepas encontradas expresan un mayor nivel de resistencia en comparacion

con la mayoria de estudios hechos en aves rapaces. La prevalencia de infecciones
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asintomaticas en aves rapaces en centros de rescate y rehabilitacion es alta y la alta
prevalencia de resistencia a antibidticos puede ser un problema grave en el momento de la
terapia contra la salmonelosis.

En cuanto al desarrollo del ELISA, el conjugado comercial Jackson
ImmunoResearch anti-IgY de gallina no pudo ser validado para su uso en una ELISA
indirecta ya que no tuvo reactividad con los sueros de aves rapaces (Figuras 3 y 4). Este
hallazgo concuerda con reportes de otros autores (Martinez et al. 2003, Cray y Villar, 2008)
de que no todos los anticuerpos anti-lgY de gallina tienen buena reactividad cruzada. Estas
diferencias en reactividad pueden estar relacionadas al indculo de inmunizacion y esquema
de purificacién utilizado por cada laboratorio. También es posible que existan diferencias
antigénicas suficientes para que el conjugado anti-lgY de gallina no reconozca a la IgY de
aves rapaces, lo cual contrasta con los estudios hechos por Hadge et al. (1980) y Hadge y
Ambrosius (1986) donde afirma que existe una cercana relacion antigénica entre las
inmunoglobulinas 7S en aves, reptiles y anfibios.

Los resultados obtenidos en el Western Blot indican con claridad que el conjugado
comercial Jackson Antibodies anti-IgY de gallina no reconoce a la IgY de la aguililla de
Harris (Parabuteo unicinctus) y el halcon cola roja (Buteo jamaicensis), ambas
pertenecientes al orden Falconiformes, a la familia Accipitridae.

Con base en estos resultados, se llegé a la conclusion de que una ELISA
competitiva es la opcién mas adecuada para el diagndstico seroldgico de Salmonella
Typhimurium ya que el conjugado anti-lIgY de gallina no tuvo reactividad contra los sueros
de aves rapaces probados y al elegir esta variante de la ELISA se puede probar cualquier
especie que no reaccione con el anticuerpo secundario (Figura 1).

Se eligi6 al LPS como inmundgeno y antigeno en la ELISA indirecta y competitiva
debido a su alta inmunogenicidad, su facil extraccion en grandes cantidades como material
homogéneo y su facil absorcion en polimeros hidréfobos debido a su fraccion de lipido A
(Apicella, 2008). En el presente trabajo se observd que el esquema de inmunizacion
utilizado tuvo éxito en aumentar los titulos de anticuerpos especificos contra el LPS de
Salmonella Typhimurium en suero, aungque se observaron efectos adversos marcados por la
inoculacion del inmundgeno como: letargia, disnea, anorexia, plumas erizadas y depresion,

lo cual concuerda con lo observado en pollos de engorda por Xie et al., 2000 quienes
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también detectaron fiebre y baja de peso en los animales inoculados con LPS de Salmonella
Typhimurium. De las preparaciones de adyuvantes que han sido probadas y los mejores
resultados se han observado con la utilizacion de emulsiones de antigenos mezclados con
adyuvante completo de Freund en la primera inyeccion y con adyuvante incompleto para
las siguientes (Hodek y Stiborova, 2003). En la Figura 6 se observa que el suero empleado
como antisuero de union al LPS resultd con un alto titulo ya que aun a la dilucion 1:6400
continlo dando una reaccion positiva en la prueba de ELISA, con una diferencia de
absorbancia mayor a 0.1000. (Crowther, 2005)

A pesar de las multiples bondades reportadas en la literatura acerca del uso de la
IgY (Alarcon et al. 2000), en el presente trabajo no se pudo realizar la purificacion exitosa
a partir de la yema de las gallinas inoculadas. Al comparar el nivel de anticuerpos presentes
en el suero y el extracto de IgY (Figura 7) se observo que los anticuerpos especificos en
yema eran mucho menores que los presentes en suero. Esta situacién pudo haberse
presentado porque el periodo de tiempo entre la recoleccion de los huevos y el
procesamiento fue muy prolongado (mayor a 2 meses), esto pudo provocar la pérdida de
actividad especifica de los anticuerpos o la desnaturalizacién de los mismos.

De acuerdo a la literatura consultada, este es el primer ensayo disefiado para el
diagndstico de Salmonella en aves rapaces, ya que la gran mayoria de los reportes (Tabla 1)
utilizan el aislamiento bacteriano como método de diagndstico. Los resultados obtenidos
por la ELISA competitiva en el presente trabajo indican una alta prevalencia de anticuerpos
contra el LPS de Salmonella Typhimurium en las aves trabajadas (Tabla 5 y 6). Sin
embargo, existen varios factores que hay que considerar concernientes a la interpretacion
de estos resultados.

Se pudo comprobar que los parametros de rendimiento de la prueba de ELISA en
comparacion con la prueba de oro fueron notablemente mas bajos, especificamente en
sensibilidad diagndstica y valor predictivo positivo (Tabla 10). En contraste, los valores
calculados de especificidad diagndstica y valor predictivo negativo fueron
significativamente mas altos. Estos dos valores indican la probabilidad de que un individuo
sano con un resultado negativo en la prueba se encuentre verdaderamente sano. Es decir, la
prueba de ELISA competitiva desarrollada es mejor descartando individuos negativos que

identificando los positivos, una prueba con estas caracteristicas puede ser util como prueba
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de tamiz, los ensayos de alta especificidad suelen usarse a modo de ensayos de
confirmacion. En el presente estudio, los resultados del aislamiento bacteriano indican que
las aves rapaces se infectan con una amplia diversidad de serovariedades de Salmonella
enterica, lo cual hace que el disefio de la ELISA competitiva para una sola serovariedad
como S. Typhimurium muy limitada. También se considera que la prevalencia de
Salmonella Typhimurium en estos animales es demasiado baja para obtener valores de
rendimiento significativos con este tamafo de muestra, para lograr lo anterior se debe de
tomar un nimero de muestra adecuado tomando en cuenta la prevalencia en la poblacion
(Jacobson, 1998).

Segln los resultados del aislamiento bacteriano solo 1 de 76 individuos resulto
positivo a S. Typhimurium representando una frecuencia de 1.3%, mientras que la ELISA
competitiva establecidé que 21 de 76 individuos representando un 27.6% presentaron un
status seroldgico positivo de acuerdo al valor de corte establecido en la prueba. Se puede
notar que la prevalencia encontrada por la ELISA competitiva es considerablemente méas
alta que el aislamiento bacteriano, situacion que puede explicarse de varias formas.
Estudios previos con S. Typhimurium han indicado que las IgY circulantes no son
indicadoras del estado bacteriologico en gallinas (Barrow 1992). Los titulos de IgY contra
S. Typhimurium pueden persistir por varias semanas después de una infeccion, incluso
detectdndose hasta 45 semanas postinfeccion (Barrow, 1992a). La desventaja de los niveles
persistentes de IgY es que los individuos que no estan infectados pueden ser considerados
asi por su status serologico. Barrow (1992a) observo en un experimento que la respuesta
serolégica contra S. Typhimurium es directamente proporcional a la dosis inoculada
oralmente esto puede traducirse en que los diferentes niveles de exposicion a la bacteria
debido a las condiciones en campo aunado a diferencias en el tiempo de exposicion y
momento de muestreo, pueden ser factores que influyan en la variacion de las
concentraciones séricas de IgY (Barrow, 1992). Cabe resaltar que el Unico individuo en el
que se aislo S. Typhimurium no fue positivo segin la ELISA competitiva, situacion que se
puede explicar por un nivel de exposicion bajo con la bacteria. Segin Smith et al. (1995) en
algunos animales colonizados por Salmonella no hay seroconversién si la bacteria no se
multiplica suficiente o invade los tejidos. Esta respuesta gradual también indica la

necesidad de evaluar la ELISA como una prueba de parvada, ya que ante la ausencia de
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excrecion de la bacteria, individuos con concentraciones intermedias de IgY presentes
pueden ser dificiles de interpretar. Los altos niveles de IgY encontrados no son un
problema grave ya que puede existir gran contaminacion del entorno aun en la ausencia de
excrecion de la bacteria, indicando una potencial fuente de reinfeccion.

Otro aspecto a considerar es el grado de reaccion cruzada entre S. Typhimurium y
otras serovariedades de Salmonella enterica, ya que varios autores (Smith et al. 1995,
Barrow 1992) han reportado grados variables de reaccion cruzada entre el LPS de los
grupos B y D debido al antigeno 0:12, esto podria hacer que la ELISA detecte no solo a
Salmonella Typhimurium sino otras serovariedades que compartan el antigeno somatico 12
(Tabla 11) como S. Agona, la cual fue aislada en cuatro halcones cola roja aunque solo uno
de ellos resulto positivo en la ELISA. Esta situacion podria hacer que la ELISA haya dado
como positivos a individuos que hayan estado expuestos con serovariedades distintas a S.
Typhimurium que comparten el antigeno 12 y por lo tanto estar sobreestimando la
seroprevalencia de esta bacteria. Aunque muchas serovariedades de Salmonella enterica
pueden compartir otros antigenos somaticos estos no provocan reaccion cruzada
posiblemente debido a su baja inmunogenicidad como el O:1 (Smith et al. 1995). Un
estudio previo (Smith et al. 1995) parece indicar que algunos antigenos O tienen poca
inmunogenicidad, aunque las razones para esto aiin no se comprenden en su totalidad.

Estudios previos (Barrow 1992, Barrow 1994, Hassan et al. 1991) han encontrado
que la ELISA es altamente especifica, no encontraron reacciones cruzadas en el suero
seguido de la inoculacion oral y parenteral de una amplia variedad de enterobacterias con
relacion antigénica (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus sp. y Citrobacter
freundii).

En el presente estudio no fue posible determinar si los animales llegaron infectados
al centro de rehabilitacién o al zooldgico o si fueron infectados después de su admision.
Los animales silvestres también pueden adquirir Salmonella de otras fuentes ambientales
como explotaciones de ganado, fabricantes de alimentos y plantas de tratamiento de
desechos. La prevalencia de Salmonella en fauna silvestre para un area geogréafica en
particular probablemente es reflejo de la frecuencia con la que se encuentran estas fuentes

de contaminacion en el rango de distribucion de los animales (Daoust y Prescott, 2007).
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En el caso del aguililla de Harris (Parabuteo unicinctus) esto podria facilitar la
transmision de Salmonella sp. ya que esta especie tienden a tener estructuras sociales en
familias de varios individuos, ain en cautiverio, esto podria hacer que el contacto entre
aves infectadas y sanas sea mayor y de esta forma darse la transmision, en el caso de la
especie Bubo virginianus todos los individuos se encontraban en un mismo recinto, esto
podria facilitar la transmision. Los habitos conductuales y alimenticios de estos animales
ciertamente puede influenciar la probabilidad de ser infectados con Salmonella sp (Euden,
1990). El encontrar Salmonella en aves rapaces puede indicar la infeccion en otras
poblaciones animales como pequefios mamiferos y aves paseriformes (Kirkpatrick y
Texler-Myren, 1986).

La prevalencia reportada para Salmonella en aves rapaces es relativamente alta, por
eso se debe tener cuidado extra con la higiene de los individuos que manejan estas aves 0
los materiales contaminadas con sus heces en centros de rescate, zooldgicos y centros de
reproduccion, entre otros. Esta consideracion no debe ser limitada en casos donde la
enfermedad es aparente y debe aplicarse en todas las operaciones de rutina como limpieza
de comederos, jaulas y manejo de aves durante actividades de campo como anillamiento y
marcaje. (Abulreesh et al. 2007, Friend y Frandson 1999)
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Conclusiones

1.- El conjugado comercial Jackson ImmunoResearch no mostrd reaccion contra los

anticuerpos IgY de las aves rapaces ensayadas.

2.- Los anticuerpos anti-LPS de Salmonella Typhimurium obtenidos en la yema de huevo
de gallinas inmunizadas no tuvieron una alta concentracion, pero fueron de un alto titulo en

el suero.

3.- La prueba de ELISA competitiva desarrollada requirié sensibilizar las placas con
extracto de LPS de Salmonella Typhimurium a una concentracién de 3.33 mg/ml de
bacterias deshidratadas, un suero anti-LPS de Salmonella Typhimurium a una dilucion de
1:100, utilizar el suero problema de las aves rapaces diluido 1:2 y emplear el anticuerpo

secundario Jackson ImmunoResearch a una dilucion de 1:7500.

4.- La prueba desarrollada se estandarizé para un valor de corte de 12.6 % de inhibicion,
obteniéndose una sensibilidad diagndstica de 0% y un valor predictivo positivo de 0% ya
que el numero de individuos infectados fue demasiado bajo como para obtener estos

valores.

5.- La frecuencia de aislamiento fue de 15.8% (12/76) s6lo un aislamiento fue de S.
Typhimurium mientras que la serovariedad més encontrada fue S. Agona con cuatro

aislamientos.

6.- Mediante la prueba de ELISA se obtuvieron 21 aves positivas, correspondiendo a 27.6%

en las aves trabajadas

7.- Se debe de considerar que las aves rapaces pueden ser un reservorio importante y
pueden representan un riesgo potencial para los seres humanos y otros animales. Se
requiere de mas datos e investigacion sobre estos aislamientos para obtener informacion

detallada sobre la epidemiologia de la Salmonella en aves rapaces de México. Al actuar
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como portadores asintomaticos los riesgos potenciales de salud publica para la salmonelosis
probablemente se hayan subestimado. Se deben de realizar esfuerzos para aumentar la
conciencia del publico y manejadores sobre el riesgo zoonoético asociado al contacto con

dVes rapaces.

8.- Todos los aislamientos de Salmonella Typhimurium mostraron niveles de resistencia
contra al menos cinco antibidticos, lo cual, las convierte en cepas multiresistentes. Esto

representa un riesgo sanitario ya que podria dificultar la terapéutica en caso de enfermedad.

9.- El desarrollo de una ELISA competitiva es un método muy adecuado en aves rapaces,
principalmente porque puede aplicarse en mdltiples especies sin comprometer su

sensibilidad.

10.- Las aves rapaces se pueden infectar con una variedad amplia de serovariedades de
Salmonella enterica lo cual hace que una prueba de ELISA para una sola serovariedad sea
muy limitada para detectar la prevalencia de animales que han estado expuestos a otras

serovariedades con distinta formula antigénica a S. Typhimurium.
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