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RESUMEN

BERNAL IRIBE DANIEL ANTONIO. Comparacién de tres marcas de -

Antigeno K Polivalente para detectar anticuerpos contra Tifoi
dea Aviar en Médxico (bajo la direccidn de; M.V.Z. José Anto-
nio Quintana Lépez, M.V.2. Angel Rectana Reyes y M.V.Z. Gerar-
do Guzmdn Bdrcenas).

El presente trabajo fud realizado en la Granja Experimental -
Avicola y Bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria ¥

Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México, duran

te 2 meses, marzo a mayo de 1987. Se muestred una parvada de
500 gallinas adultas en produccién de raza Rhode Island de lo
cual se obtuvo 3 muestras de sangre con intervalos de 2 sema-
nas entre cada muestra por cada ave con el objeto de evaluar
la diferencia entre tres antigenos comerciales.

Las aves que resultaron positivas a la prueba de Aglutinacidn
en placa con sangre completa y suero durante las tres pruebas
realizadas que fueron 2.0%, 2.6% y 3.8% para cada Antigeno,se
les microaglutiné, Las aves que resultaron con titules mayores
de 1:32 fueron dnicamente 0.6%, 0.8% y 1.0% respectivamente en
la prueba de Microaglutinacidn (MA) a estas aves se les reali~
zé la necropsia con el fin de confirmar mediante el aislamien—
to bacteriano si las aves que hablan reaccionado positivamente
eran realmente positivas debido a Tifoidea Aviar, no logréndo-
se aislamiento de la bacteria Salmonella Gallinarum. Los re-
sultados se analizaron con una prueba de Ji-cuadradﬁ para bon-
dad de ajuste, no encontrdndose diferencia significativa entre
los tres lotes de Antigeno utilizado, habiendo sido todas las

reacciones cruzadas.
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INTRODUCCION.

La Tifoidea Aviar (T.A.) en México produjo péréidas en 1980
por por mds de BOO millones de peaos; debidés a mogtalfdad de
pollo de engarda y reproductoras, reduccidn del ndmero de hug
vos e incubabilidad. En un afio se dejaron de producir 100 to~
neladas de carne debido al dé&ficit de 600,000 reproductoras,
responsables de 1a produccién de 8 millones de pollitos mensug
les (20).

La T.A. es causada por una bacteria perteneciente a la familia

enterohacteriaceae, del género Salmonella, especie gallinarum

y es un bacile gram negativo, inmdvil, no capsulado, no espo~
rulade y anmerobio facultativo. Afecta a 1a gallina domédstica
(razas semipesadas y pesadas son las mds susceptibles), pavos, °
faisdn y codorniz (15).

La principal forms de transmisidn de la T.A. es 1a transovéiri

ca- (vertical) aunque también se transmite horizontalmente (11,
15, 20).

Las diferentes pruebas para detectar anticuerpos en aves infec

tadas con Sslmonells gallinarum son:

- Aglutinacidn en placa con sangre completa {ma-
crotest).

~ Aglutinacidn en tubo.

~ Microaglutinacidn.

- Microantiglobulina,

Siendo las mds amplismente utilizadas las tres ~

primeras (15).

Salmonells gallinarum comunmente establece un foco de#nfeccidn
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a nivel sistémico estimulando altos niveles de anticuerpos s&
ricos, fidcilmente detectables por técnicas convencionales de
aglutinacidn en placa con sangre completa (macrotest). Este -
procedimiento seroldgico para el ‘diagndstico en las parvadas

con infecciones por Salmonella que se realiza en la granja se
desarrolla facil a bajo costo, tiempo y espacio (15,21,23,24).

La Salmonella gallinarum y la Salmonella pullorum son las uni

cas especies de su género que no tienen motilidad, poseen sd-

lo antigeno somdtico 1, 9 y 12. Todas las pruebas serolégicas,
-

(macrotest) para ambos géneros son realizadas con antigenos -

preparados a partir de Salmonella pullorum (1),

Existe variacidn en los resultados de la prueba serolégica de
aglutinacién en placa debido a la invasién tisular de los or-
ganismos del género Salmonella o a otras enterobacterias (14),
La presencia de anticuerpos contra up microorganismo en el -
suero de un animal indica una exposicidn previa al determinan
te antigénico propio de este microorganismo. Sin embargo, 1o
demuestra automdticamente que exista infeccidn o que 1la enfer
medad que esté sufriendo el animal, se deba realmente al micro
organismo en cuestidén. En vista de lo anterior puede afirmar-
se en tedrminos generales que la presencia de anticuerpos con-
tra un microorganismo en una muestra aislada de suero no tiene
mucho significado de diagnéstico, sblo si se recogen dos mueg
tras de sangre a intervalos de una a tres semanas y se obser-
va un aumento de cuando menos cuatro veces en el ndmero de a-
ves reactoras positivas (23).

Existe un tipo de antigeno que ha sido utilizado universalmen
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te en los E.E.U.U. para la prueba rdpida de sangre completa
para detectar la presencia de anticuerpos contra T.A. y Pulo-~
rosis desde 1957. Este antigeno contiene ambos tipos de cepas
"standar" y variante y se le conoce con el nombre de Antigeno
"K" Polivalente, propuesto por Mc Donald en 1947 (1, 3). Es-
te antigeno presenta la gran ventaja de ser la prueba mds rd-
pida y prdctica a nivel de granja (15, 21).

La presencia de la T,A, es una de-las enfermedades mds costo-
sas y limitantes de la produccidn en la Industria Avicola. =~
Existen en Mdxico tres marcas de Antigeno "K" Polivalente *(Pro
nabive, Salsbury y Vineland) para detectar anticuerpos contra
la T.A., sin embargo, se han argumentado diferencias de sensi
bilidad y especificidad entre ellos, lo que ha creado descon-
cierto, Por lo tanto, toma importancia realizar pruebas compa
rativas de dichos antigenos que sirvan de apoyo al diagnhtico'

setoldgico a nivel de campo.

HIPOTESIS.
se obtendrdn resultados similares en la prueba de aglutinacién

rdpida en placa al utilizar los tres antigenos comerciales.

OBJETIVO,
Determinar ls efectividad de diferentes antigenos comerciales

en México, para detectar anticuerpos contra Salmonella galli-

narum por medio de la prueba de aglutinacidn en placa con San

gre completa.
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* Pronabive, produce el Antigenoc K Polivalente bajo el Registro

SARH. B-0653-031,

Salsbury, distribuye el Antigeno K Polivalente producido en USA

bajo el Registro SARH. B-0176-004.

Vineland, distribuye el Antigeno K Polivalente producido en USA
bajo el Registro SARH., B-6407-01,



MATERIAL Y METODOS,

El presente trabajo se realizd en la Granja Experimental Av{-
cols y Bioterio de la Facultad de Medicina Veterinartia y 200~
tecnis de la Universidad Nacional Autdnoma de Mexico, locali-
zada en Zapotitldn Delegacidn de TlAhuac, D.F., a una altitud
promedioc de 2,250 metros sobre el nivel del mar, entre los pa
ralelos 19% 15' latitud norte y los meridanos 99° 00' longi -
tud oeste bdbajo condiciones de clima templado himedo, eneroc el
mes wds frio y mayo el mes mds calureso, la temperat;ra media
es de 6°C . la mdxima de 33%C y la minima ;e 7°C. con una pre
cipitacidn pluvial anual de 747mm (5).

Se utilizé un total de 500 gallinas de la raza Rhode Island -
adultas en produccidn, a las cuales se les realizd la prueba
de aglut{nacién en placa con sangre completa, la cual consis=-
tid en depositar una gota de Antigeno Comercial (0.03 ml) a
temperatura ambiente y agitado previamente en ﬁlaca por medio
del cuenta gotas que contiene cada frasco y una gota de san ~
gre.de la vena bragquial por medio de un asa de alambre calibrs
da - (.DiS ml). Se depositd una gota de cada Antigeno K" -
Polivalente: 1.- Pronabive (M&xico), 2.- Salsbury (USA) y 3.~
Vineland (USA).

Se recogieron tres gotas de sangre de céda ave {una gota para
cada angigeno). Mediante el asa de alambre se mezcld la sangre
con el antigeno de un.diénecro de 2.5 cm, con suaves -ovimieh-
. tos de la placa cada minuto, durante dos minutoq;Si se produjo
ng}utinncibn en menos de dos minutos , la reaccidn se conside-

rd positiva, en la que se observd grumos de color azul, gran-
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des y rodeados de espacios claroa. En una reaccidn dudosa, hu-
bdo grumos pequelos y espacios pequefios sdlo en partes, en es-
tos casos la prueba se repitid para mayor seguridad y se mar-
,¢d & las aves positivas, Si la mezcla no se aglutind indicd -
que a la reaccidn fué negativa y el ave se considerd libdre dé
la enfermedad (16, 21). Se repitid 1la prueba dos semanas des-
pués y se marcd de nuevo a'las gallinas que resultaron positi-
vas y a las dos semanas siguientes se aglutind de nuevo a las
gallinas que res;ltaron positivas durante las dos pruebas an-
teriores, estas dltimas sédlo aglutindndose el suero. Las aves
detecca&as con reacciones p?sitivas a la prueba rdpida en pla-
ca durante la primera, segunda y tercera églutinacién y 10 a-
ves mds con tescciones negativas se sangrb.nuevamen:e para la
obtencidn de sueros (6, 24, 25, 26) y se realizd la prueba de
Microaglutinacidn descrita por Hofstad (7). Las aves que resul-
taron positivas durante la tercera aglutinacidn (con suero) se
les realizd un estudio bacterioldgico por'hedio de siembras de
cultivo de los siguientes drganos: higado, baze, vesicula bi -
liar, corazén y ovario (15).

El andlisis estadistico se realizd usando la prueba de Ji-Cua-

drqda pur& bondad de ajuste con el siguiente estngistico:

’ 4 ' Tl
2 _ 2
L E (N, - ¥ Py)

i=1
N P

i i (8).
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Donde:

:E: = Sumatoria desde la clase 1 hasta la K-ésima cla-

=1 se.

Ni = Los valores observados en la i-ésima clase.

Pi = Probabilidad esperada de la i-ésima clase bajo -
la hipotesis nula,

Ni Pi= El valor esperado de la i-dsima CIBSE bajo la hi
potesis-nula,

X°¢ = Prueba de Ji-cuadrada calculada.

X“t = Valor critico para cada prueba.
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RESULTADOQS,

En la primera prueba de aglutinacidén con sangre completa como
lo muestra el cuadro uno, el Antigeno que did mds respuestas
pisitivas fué el de Salsbury con 14 (2.8%), seguido de Vine -
land con 12 (2.4%) y el de Pronabive con 8 (1,6%).

En la segunda prueba de Aglutinacidnm con Sangre Completa el -
Antigeno de Salsbury volvid a ser el que mAs respuestas posi-
tivas mostrd con 23 (4.6%), seguido otra vez por el Antigeno
de Vineland con 15 (3.0%Z) y de Pronabive con 14 (2.8%), como

consta en el cuadro 2.

Los resultados para la tercera prueba (cuadro 3), la Aglutina-
cidn con Suero siguid el mismo patrdn que las anteriores, es

decir, el de Salsbury mostrd mayor ndmero de respuestas posi-
-tivas, con 19 (3.8%), precediendo al de Vineland con 13 (2.6%)
y el de Pronabive con 10 (2.0%). Sin embargo, no se encontrd -

diferencia estadistica en ninguna de las tres aglutinaciones.

Con el fin de corroborar lo anterior, en el cuadro 4 se mues-

tra la frecuencla del nimero de aves positivas a la primera A-
glutinacidn con Sangre Completa y su relacién con titulos espe-
ciftcos de Microaglutinacidén. El Antigenc Pronabive dié 5 res-
puestas'negntivas. 2 sospechosas y 1 positiva de un total de B,
El Antigeno de Salsbury did 10 negativas, 3 sospechosas y 1 po-
sitiva de un total de 14 y el Antigenc de Vineland did 7 nega-

tivas, 3 sospechosas y 2 positivas de un total de 12,

En el cuadro 5 se muestra la frecuencia del ndmero de aves po-
sitivas a la segunda Aglutinacidén con Sangre Completa y su re-
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lacidn con titulos especificos de Microaglutinacidn. E1 Anti-
geno de Pronabive mostrd 11 respuestaé negativas 2 sospechosas
y 1 positiva de 1 total de 14. El Antigeno de Salsbury did 16
negativas, 4 sospechosas y 3 positivas de un total de 23. El

Antligeno de Vineland did 10 negativas, 2 sospechosas y 3 posi-

tivas de un total de 15,

Por otro lado el cuadro 6 muestra la frecuencia del nimero de
aves positivas a la tercera Aglutinacidn con Suero y su rela~
cidn con titulos espeeificos de Microaglutinacidn. E1 Antigeno
de Pronabive mostrd 7 respuestas negativas, ninguna sospechosa
y 3 positivas de un total de 10, EJ Antigeno de Salsbury did
13 negativas, una sospechosa y 5 positivas de un total de 19.
El Antigeno de Vineland did 8 negativas, una sospechosa y 4 po-

sitivas de un total de 13.

En .el cuadro 7, se muestra que del total de las aves positivas
en las tres pruebas de Aglutinacidn el Antigenc de Pronabive -
did en promedio un total de 7.6 negativas, 1,3 sospechosas y -
1.6 positivas a la Microaglutinacidn. El Antigeno de Salsbury
did en promedio 13 negativa, 2.6 sospechosa y 3 positivas. El
Antigeno de Vineland dié en promedio 8.3 negativas, 2 sospecho-

sas y 2.6 positivas.

En el cuadro 8 se indican los titulos a la Microaglutinacidn -
de aves que resultaron nega:i;as a la Aglutinacién con Suero -
y de las cuales no se aislaron bacterias, mostrdndose que de un
total de 7 negativas a la Aglutinacidén, las 7 escogidas al azar

se mostraron igualmente negativas a la Microaglutinacién,
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En el cuadro 9 se muestran las aves que resultaron positivas a’
la Aglutinacidn con Suero y las bacterias aisladas s partir de
estas, encontrdndose que en ninguna de estas se aisld Salmone-~
1la gallinarum, inclusive de las que resultaron positivas a la

Microaglutinacién.
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DISCUSION.
Todos los resultados falsos positivos obtenidos pudieron ser -
debido a la existencia de reacciones cruzadas con Baeillus sp.,

Citrobacter feundil y Escherichia coli, bacterias que se ais-

o .

laron de diferentes drganos, de acuerdo con varios autores que
afirman la existencia de reacciones cruzadas con dichas bacte-~

rias, ademds de Staphilococcus, Micrococcus, Aerobacter, Pro-

teus, Arizona e inclusive reacciones con otras Salmonellas. -
(2, 4, 7, 12, 15, 22); Tambiédn pudieron deberse al polvo y -~
temperatura ambiental (9, 15 y 22), aunque estas dltimas va -

riables se procurd controlarlas.

Los titulos a la Microaglutinacidn de aves negativas a la Aglu
tinacidn con Sangre Completa fueron menores a 1:32, y los Sue-
ros positives a la Aglutinacidn con Sangre Completa y Suero, -
el 70% tuvieron menos de 1:32 lo gque se considera negativo. El
10; tuvieron titulos de 1:32 que se consideran sospechosos y -
el 20% restante alcanzé titulos de 1:64 que se consideran po-

sitivos segin la clasificacidn de algunos autores, (10, 15,22).

A pesar de que se obtuvieron reacciones positivas en la Agluti
nacién y Microaglutinacidn: con Pronabive 2.0%; Vineland 2.6%

y Salsbury 3.8% del total de la poblacién. En ninguna de las -
aves se aisld Salmonella gallinarum siendo todas estas reaccio-~
nes cruzadas y deduciédndose que la parvada estuvo libre de Ti-

foidea Aviar. (7,9,16,17,19,22).
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CONCLUSIONES.

Los resultados de un muestreo seroldgico, no pveden siempre -
ser considerados por 81 solos como criterio do diagndstico de
finitivo. El aislamiento de la bacteria con su correspondien~
te identificaciédn bioquimica y seroldgica establece un diagnds

tico definitivo.

La prueba de Aglutinacidn en placa con Sangre Completa, es una

ayuda en el diagnéstico de la Tifoidea Aviar,

El realizar esta prueba en la granja no implicas gque las aves -
no lleguen a infectarse posteriormente, esta prueba es solamen
te una de las formas de escrutinio que existen de apoyo a to~
das las medidas higlénico~ssnitarias que se establecen en las
granjas de Progenitoras y Reproductoras y en donde finalmente
descanss el dxito de mantener las parvadas libres de Tifoidea

Aviar.

Pruebas de Aglutinscidn junto con programas adecuados higiéni-~
co-sanitarios han permitido la erradicacidn de estas enferme-

dades en paises como Canadd y Estados Unidos.
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CUADRO 1

Ndmero y porcentaje de aves positivas y negativas con diferen-
tes antlgenos en la primera prueba de Aglutinacidén con Sangre

Completa (SC).

L ABORATORIO POSITIVAS NEGATIVAS TOTAL
' Yo. % Yo. % No. %
IPRONABIVE 8 1.6 a 492 98.4 b 500 100
ISALSBURY 14 2.8 a 486 97.2 b 500 100
(VINELAND 12 2.4 a 488 97.6 b 500 100

a,b, literales iguales no hay diferencia estadlstica.
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CUADRO 2

Nimero y porcentaje de aves positivas y negativas con diferen-
tes antligenos en la segunda prueba de Aglutinacidn con Sangre
Completa (SC).

LABORATORIO POSITIVAS NEGATIVAS TOTAL
No. 4 No. % No. 4
PRONABIVE 14 2.8 a 486 97.2 b 500 100
SALSBURY 23 4.6 a 477 95.4 b 500 100
VINELAND 15 3 a 485 97 b 500 100

a,b, literales iguales no hay diferencia: estadistica.
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ESTA TESIS M3 DEBE
SALR BE am GIRLIOTECA

CUADRO 3

Nimero y porcentaje de aves positivas y negativas con diferen-

tes antigenos en la tercera prueba de Aglutinacidn con Suero.

LABORATORIO POSITIVAS NEGATIVAS TOTAL

No. e 2N No. % No. %
PRONABIVE 0 2.0a . 490 98.0b] 500 100
SALSBURY 19 ;:5:§fa'ﬂ7[ 481 96.2 b| 500 100
VINELAND 13 ?.6’;"L‘ 487 97.4 b 500 100

a,b, literales iguales no hay diferencia estadistica.
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CUADRO 4

frecuencia del nimero de aves positivas a la primera Aglutinacién -
con Sangre Completa y su relacién con titulos especlficos de Microagluti-
nacidn.

Laboratorio Aves positivas a Titulos. No. de aves a la
la Aglutinacidn, Microaglutinacidn,
Pronabive 8 1:4 1
1:8 3
1:16 1
1:32 2
1:128 i

Salsbury . ) 14

Vineland 1200
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CUADRO 5

Precuencia del ndmero de aves positivas a la segunda Aglutinacidn
con Sangre Completa y su relacidn con titulos especificos de Microagluti-
nacidn.

Laboratorio Aves positivas a Titulos. No. de aves a la
la Aglutinaciénm. Microaglutinacidn.

Pronabive 14 1:4
1:8
1:16
1:32
1:256 ..

=N W W

Salsbury 23 1:10 g
K 156
1316
; 1:32‘
1364
1:128
1:256

A e w nie

Vineland ) 15

a—-uww&n@pw—-“
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CUADRO 6

Frecuencia del nimero de aves positivas a la tercera Aglutinacidn
con Suero y su relacidn con titulos especificos de Microaglutinacid.

Laboratorio Aves positivas a Titulos. No. de aves a la
la Aglutinacidn. Microaglutinacidn,

Pronabive 10 1:8
1:16
1:64
1;128

N NouT

Salsbury 19 1:8
7 1:16
1:32
1:64
1;128

Vineland ' 13 1:8
' 1116
1:32
1:64
1:128

[OOSR INT
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Aves que resultaron positivas con los tres antigenos comerciales
las tres pruebas y que entran en las denominaciones de acuerdo a la Mi-

CUADRO 7

croaglutinacidn.
Laboratorio Denominacidn 12 22 38 X
Pronabive N 5 11 7 7.6
S 2 2 0 1.3
P 1 1 1.6
Salsbury N
S
P
Vineland N
5
P
Nes.ativas (N) Menor del titulo 1:32
Sospechosas (S) Igual al titulo 1332
Positivas (P) Mayor al titulo 1:32
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CUADRO 8

Titulos a la Microaglutinacién (MA) de aves que resultaron negativas
a la Aglutinacidn con suero y de las cuales no se aisld ninguna bacteria.

Aves negativas a Titulos. No. de aves a la
la Aglutinacidn. Microaglutinacidn.
7 RE 1:4 - 4
) - 1:8

S 1ie
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CUADRO ¢

Aves que resultaron positivas a la Aglutinacidn con Sangre Comple-

ta y con Suero, bacterias aisladas y drgano del cual se aisld.

Bacteria que Organo del que Antigenos. Tituloes.
se aisld. se aisld. M.A.
Bacillus sp Ovario P. S. V. 1:8
Bacillus sp Ovario P. 8. V. 1:8
Bacillus con esporas Corazén P, S. 1:16
Citrobacter freundii Ovario P. 8. V. 1016
Bacillus sp Ovario S. V. i1:16
Eacherichia coli Bazo ST 116
Citrobacter freundii Ovario S v. :
Bacillus sp Ovario P, 8.0V, i1:128
Citrobacter freundii Ovario P, 8.V, 128

Cada aislamiento corresponde a una gallina.

P. Pronabive.
S. Salsbury.
V. Vineland.
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