Universidad Nacional A‘ut(moma
de México '

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

PATOGENICIDAD DE UNA CEPA DE Salmonells gallinarum
EN POLLOS DE ENGORDA DE UN DIA DE EDAD,
UN UNA INFECCION EXPERIMENTAL

Tesis presentada ante la
Divisién de Estudios Profesionales de 1a
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
dela
Universidad Nacional Auténoma de México
para la obtencion del Titulo de
Médico Veterinario Zootecnista

Por:

Octavio Godoy Vizquez

Asesores:

M.V.Z,, M.C,, Ph. d. Guillermo Téller Isaias
M.V.Z. José A. Quintana Lépez

! M.V.Z, Qdette Urquiza Bravo
TESIS CON M.V.Z. Ricardo Salado Carbajal
FM‘M DE‘ ORIGEN D.V.M.,M.S., Ph. D. Billy M. Hargis

México, D.F. 1994



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



PATOGENICIDAD DE UNA CEPA DE Sulmonella gallinarum EN POLLOS DE
KNGORDA DE UN DIA DE EDAD, EN UNA INPECCION EXPERIMENTAL

Tesis presentada ante la
Divisién de Estudios Profesionales de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la

Universidad Nacional Autonoma de México
para la obtencién del Titulo de

Médico Veterinario Zootecnista
Por:

Octavio Godoy Vézquez

Asesores:

M.V.Z2., M.C., Ph. D. Guillermo Téllez Isaias
M.V.%Z. José A. Quintana Ldpez
M.V.Z. Odette Urquiza Bravo
M.V.Z. Ricardo Salado Carbajal

D.V.M., M.S., Ph. D. Billy M. Hargis

México, D.F, 1994



DEDICATORTIA

A mi madre:

Por su enorme esfuerzo para dejarme el mnejor
legado moral y espiritual, de tesén y honestidad;

de amor verdadero. In Memoriam.

A mi esposa:
Por su paciencia; por su compafifa; por su
amor; por su gran apoyo y cemprensidn,

Gracias Coco,



DEDICATORTIA

A mis hijos:
Por cuanto ha significado su presencia para terminar

esta etapa y comenzar una nueva.

A nis queridos amigos:
Axal vy Menmo:
v, . .Después me dijo un arriero que no hay que

llegar primero, sino hay que saber llegar..."

v



AGRADECIMIENTOS

Al Departamento de Produccidn Animal: Aves

Por el apoyo brindado al presente trabajo.

A Productores Agropecuarios Tepexpan S.A, de C.V,
Al USAID-University Development Linkage Project
No. PCE~5063-A-00-2045-00.
Por el Financiamiento otorgado para la realizacién del

presente trabajo.
A mis asesores
Al Dr. Guillermo Téllez Isaias
Por su elevada calidad humana que le inecliné a asescrarme

con gran tino y enorme paciencia.

A todos aquellos gue de

una forma u otra colaboraron en mi formacién.

A todas las personas que contribuyeron en la realizacién

del presente trabajo.



"Is minimo eget mortalis qui minimun cupit,
quod vult habet, qui velle quod satis es
potest." (Epistola CVIII, 11}.

Séneca.



CONTENIDO

RESUMEN .t vuvvrerasnsonnncnsansersoasnass
INTRODUCCION . . ot vvnvnusnasnsas™sansvonsss

HIPOTESIS Y OBJETIVOS..eeeueensiss

MATERIAL ¥ METODOS...vevuss.s
RESULTADOS. + +ccvvannsunansainnlieiiiness
DISCUSTON. « v rvvvnrnrnsensansonivasnssess
LITERATURA CITADA.«ouuovsasonessssiienss

CUADROS Y FTGURAS.:useevenssaviesineanns

VII




RESUMEN

GUDOY VAZQUEZ OCTAVIO. Patogenicidad de una cepa de
Salmonella gallinarum en pollos de engorda de un dia de edad,
en una infeccién experimental (bajo la direccién de: Guillermo
Téllez Isaias, José Antonio Quintana Lépez, Odette Urquiza

Bravo, Ricardo Salado Carbajal y Billy Marshal Harguis).

Bn México y en otros paises en desarrclle la Tifcidea
aviar ha sido repoertada como una enfermedad de gran
importancia econémica. El presente trabajo inicia la serie de
estudios referentes a la Tifoidea Aviar dentro de esta linea
de investigacion.

En este trabajo se determind la patogenicidad de la cepa
de campo "U2" de Salmonslla gallinarum medlante una curva
respuesta de mortalidad al aplicar por via oral tres dosis
infectantes. Se distribuyeron aleatoriamente ciento sesenta
pollos de engorda de la estirpe Arbor Acres de un dia de edad
en cuatro grupos, teniendo en cada uno cuarenta y se
inocularon con: a) 10* ufc/ml; b) 10° ufc/ml: c) 10* ufc/nl; d)
SSF estéril (Grupo testigo negativo). Se observé a las aves
‘dos vecas al dfa y ge registrd la morbilidad y la mortalidad
durante once dias. Se calculd el indice de mortalidad por
grupo y se obtuvo el 100% inoculado con 1G%; el 90% con 10% y
el 65% con 10Y. El periodo de incubacién se encontrd en el
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rango de los tres a los cinco dfas. El pico de mortalidad se
observé a los seis dlas de la infeccién.

Se realizdé el cultivo primario de Salmonella gallinarum
a partir de muestras de higado tomadas de la mortalidad diaria
para evaluar la invasidén, y se observé un incremento
significativo (P < 0.001) dependiendo de la dosis infectante.
Al cabo de once dfas postinoculacién se sacrificé a los pollos
sobrevivientes para realizar el cultivo bacteriocldégico a
partir de higado y bazo, como muestras combinadas y de las
tonsilas cecales y sa observé gue el total de aves positivas
fué significativamente mayor (P < 0.00l1) comparado con el
grupo testigo negativo.

Se realizd la observacién de los signos clinicos la cual
fué: depresidén, anorexia, agrupamiento, alas caidas,
deshidratacidén, disnea, cabezas bajas, plumas erizadas,
diarrea, somnolencla y debilidad.

Se realizé la observacién de las lesiones macroscodpicas
en higado, bazo, rifén, ojo e intestino, encontrande un
incremento en Jla cuenta total dependiendo de 1la dosis
infectante.

La cepa de camnpo "U2" de Salmonella gallinarum fué de

alta virulencia para polle de engorda de un dia de edad.



INTRODUCCION

En México y en otros paises en desarrollo la Tifoidea
aviar (TA) ha sido reportada como una enfermedad de gran
importancia econémica, afectando principalmenta a las aves
productoras de huevo comercial y a las repreductoras pesadas
{8,11,14).

La TA es una enfermedad septicémica de las aves
domésticas causada por Salmonella gallinarum {Sg), cuyo curso
puede ser aguddo crénico y la mortalidad moderada o muy alta
de acuerdo con la virulencia de la cepa infectante. Manifiesta
gran capacidad para infectar lo mismo a los pollos jdvenes
cone a los adultos, produciendo en éstos, en fase aguda,
lesiones +tales como: hepatomegalia, necrosis focal o
multifocal y color bronceade del higado; asi como
esplecnornegalia con necrosis focal difusa. En las aves
jévenes, cursando la misma fase, se puede observar ademés:
retencion del sace vitelino, peritonitis, rifones pédlidos y
aunentados de tamafio. Las aves adultas que cursan con la fase
crénica pueden presentar: regresidén ovédrica, ruptura de yenmas,
yemas caseificada§ y deformes y/o postura abdonminal y ademés
de las lesiones citadas para los dérganos parenquimatosos, se
puede observar opaqidad en la camara anterior del ojo debido
a la formacién de abscesos. Las aves jévenes en dicho curso de
la enfernedad tar..ﬁién pueden gpresentar artritis y ceguera
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(1,3,4,7,10,12,13,17). La regresién del ovario nusestra
folfculos fldcidos, pendulosos y de color anormal, negruzco,
verdoso o rojizo (10,13,15}.

La TA se puede transmitir directa e indirectamente. De
manera directa puede ser por la via transovdrica o bien, por
el contacto de los pollitos sanos con los enfermos dentro de
la incubadora, de la nacedora, en la sala de sexado o bien, a
través de las heces de las aves enfermas. Indirectamente la
transmisién se puede realizar por medioc de vectores como las
ratas, las aves silvestres, los perros, el alimento, el equipo
y los vehiculos contaminados, incluso el hombre, considerado
actualmente como el vector principal (11,12}.

Para emitir un diagndéstico definitivo es necesario aislar
la bacteria (6,10). Para tal efecto, tratdndose de pollitos,
se pueden hacer cultives a partir de higade, bazo, corazdn,
saco vitelino, tonsilas cecales y vesicula biliar: en el caso
de aves adultas la siembra puede realizarse ademds tomando
nuestras de los ovarios, testifculos y de la médula osea. Se
utilizan medios diferenciales come el caldo Selenito-cisteina
o el calde Tetrationato. A las colonias sospechosas se les
efectia pruebas bloquimicas y se las serotipifica (6,15). No
obstante, es posible llegar al diagnéstico aplicando pruebas
serolégicas a las aves enfermas tales como: aglutinacidén en
placa con sangre completa, aglutinacién en tubo,

nicroaglutinacién y la micreantiglobulina (10,12,16).



Sin embargo, a pesar de las alternativas
quimioterapetticas y del empleo de las vacunas, el control de
la TA debe ser estricto, apoyado con medidas- eficlentes de
prevencidén y de erradicacién para dar término a las pérdidas
ocasionadas por esta enfermedad (4,5,11).

Recientemente la UNAM firmé un convenio de colaboracisén
conjunta con la Universidad de Texas A & M, para la
realizaclén de un proyecto titulado "Soluciones a algunos
-problemas de produccidén ganadera, avicola y de sanidad vegetal
que son de impértancia para el Tratado de Libre Comercio
entre México y los Estados Unidos" ¥ PCE-5063-A-00~2045-00, el
cual abarca entre otras disciplinas la produccién avicola.
Dicho proyecto ha side apoyado econdmicamente por la agencia
para el desarrcllo internacional (USAID), El Departamento de
Produccidn Animal: Aves (DPA: Aves) de la F.M.V.2./U.N.A.M.,
es el organismo responsable de conducir los experimentos en la
disciplina de ©Produccidén Avicola en México. En ella
Salmonelosis Avigr es una linea de investigacién a
desarrollar.

Todos los experimentos que ge realizardn dentro de esta
linea dependen de la identificacién de las cepas altamente
virulentas de Salmonella gallinarum y de la determinacién de

su dosis letal.




HIPOTESIS

Con la cepa de canpo de Salmonella gallinarum
"U-2¥, se espera obtener un.loo % de mortalidad a los once
dias postinoculacidén utilizando una dosis de 10* ufc/ml al ser
aplicada por via oral en pollos de engorda de un dfa de edad;
uwn 75 % de mortalidad inoculando 10° ufc/ml y un 50 % de

mortalidad al aplicar 10* ufe/ml bajo las mismas condiciones.
OBJETIVOS

Daterminar la patogenicidad de 1la cepa de campo de
Salmonella gallinarum "U-2" mediante una curva respuesta de
mortalidad al aplicar tres diferentes dosis infectantes por

via oral en pollos de engorda de un dia de edad.




MATERIAL Y METODOS

Haterial infectante.

Se empledé una cepa de campo de Salmonella gallinarum
"y2"*, la cual es resistente al Acide Nalidixico (&N} y a la
Novobiocina (ND), mantenida en agar nutritivo. En el presente
estudio se utilizé verde brillante adicionado con 200 um/ml
de AN y 25 pm/ml de NO como medio diferencial para inhibir el
desarrollo de otras bacterias. La cepa se cultivd en caldo
nutritive a 37°C, para realizar curva de crecimiento mediante
valores de absorbancia en un espectofotometro™; se hiciercn
diluciones logaritmicas para sembrar en agar verde brillante
{AVB) y obtener las unidades formadoras de colonia por
mililitro (ufc/ml). Se realizaron ias diluciones de la cepa
resuspendida en solucidn salina fisioldgica (SSF) estéril

para inocular a las aves.

Disefio experimental.

Se utilizaron ciento cchenta polles de engorda de un dia
de edad, de 1la estirpe Arbor Acres, obtenidas de una
incubadora comercial, los cuales fueron alojados en una
baterfia eléctrica en una de las unidades de aislamiento del

DPa: Aves de la F.M.V.Z./U.N,A.M. Al llegar los pollites,

Donada por el Dr. Maric padrén Navarre (Censulter

°* Perkin




veinte se sacrificaron y cultivaron, se hizo el cultivo de
la paja de 1las cajas de embargue, en gque fueron
transportados, para confirmar la ausencia de Salmonella spp.,
de acuerdo con los procedimientos descritos por aAndrews et al
(2).

Se proveyd a las aves de alimente balanceade sin
medicamento y agua ad libitum. Antes de proporcionar el
alimento, éste se cultivé para descartar la presencia de
Salmonella spp. (2).

Se distribuyeron aleatoriamente ciento sesenta pollos de
un dfa de edad en cuatro grupos, teniendec en cada uno veinte
(dos réplicas c/u) y se inocularon oralmente con: a) 10*
ufc/ml; b) 10° ufc/ml; c) 10" ufc/ml: d) SSF estéril (Grupo
testigo negativo). Se observd a las aves dos veces al dfa y
se registrd la morbilidad y la mortalidad durante once dias.
A partir de la mortalidad diaria se realizé el cultivo
primario del higado para recuperar Salmenella gallinarum. El
promedio de lesion de los drganos fué determinado mediante el

procedimiento empleado por Joknson et al (9) (Cuadro 4).

Aislamiento de Salmonella gallinarum en organos.

Se realizo cultivo del higado mediante un asa estéril y
siembra directa en AVB a las aves muertas cada dia, el cual
se incubd a 37° C por 24 heras, para determinar la presencia
de colonias lactosa-negativas N&/NO resistentes.

Al cabo de once dies postincculacison se sacrificd a los



pollos sobrévivientes para reallzar el cultivo
bacterioldgico. Se colectaron de manera asdptica muestras de
higado y bazo para cultivarse como una muestra combinada. Las
tonsilas cecales, obtenidag de la misma manera, fueron
cultivadas por separado. Los drganos se incubaron por 24
horas a 37" € en caldo tetrationato. Posteriormente se hizo
la siembra del calde en placas de AVB las cuales se incubaron
por 24 horas a 37° C para determinar la presencia dé colonlas

lactosa negativas resistentes al AN/NO (18).

Andllsis estadistico.
Para determinar la diferencia estadistica entre las
tazas de colonizacidn de los grupos de Salmonella gallinarum,

se utilizé el andlisis de Ji cuadrada (19).
RESULTADOS

Indice de mortalidad y periodo de incubacidn.

De las cuarenta aves de cada grupo: Las cuarenta (100%)
inoculadas con 10* ufc/ml murieron durante los once dias de
la infeccidn; treinta y seis (90%) inoculadas con 10* ufc/md
murieron hasta los nueve difas de la infeccldén y veintiséls
{65%) incculadas con 10‘ ufc/ml muriercn hasta los nueve dias
de la infeccidn. Hubo incremento significativo (P < 0.001)
dependiendo de la dosis de Salmonella gallinarum (Cuadro L;

Fizgura 1). El perfodo de incubacién se encontrd en el rango



de los tres a los cince dias. El pico de nortalidad se
observé a los seis dias de la infeccion (Cuadro 1; Figuras 1

Yy 2)-

Signros clinicos.

La evaluacién de los signos observados en las aves
infectadas fué: depresién, anorexia, agrupamiento, alas
cafdas, deshidratacién, disnea, cabezas abatidas, plumas
erizadas, diarrea, somnolencia y debilidad. No se observé

ningun signo en el grupo testigo (Cuadro 2).

resiones macroscopicas.

Se observé incremento, dependiende de la dosis de
Salmonella gallinarum en la cuenta final de lesiones
macroscépicas en ojo, higade, riAdn, intestino y bazo; en
tante que en el grupo testigo no se encontrd ninguna lesidén

(Cuadro 3).

Aislamiento de Salmonella gallinarum en érganos.

Se observd un incremento significativo en el aislamiento
de Salmonella galliparum (P < 0.001) dependiendo de la dosis;
la recuperacidn por cultivo directo del higado de las aves.
muertas fué: Treinta y nueve de cuarenta (97.5%) incculades
con 10*% ufc/ml; treinta v tres de treinta y seis (91.£%)

inoculades con 10° ufc/ml v veintitrés de veintiséis (8B.4%)



inoculados con- 10 ufe/ml (Cuadro 5, Figura 3). El total de
aves positivas a Sailmonella gallinarum, cultivada a partir de
los drganos (higado y bazo) y de las tonsilas cecales de los
pollos sobrevivientes, fué significativamente mayor

(P < 0.001) al compararlec con las aves sobrevivientes del
grupo testigo negativo, las cuales resultaron negativas a

Salmonella gallinarum (Cuadro 5; Figura 4).

DISCUSION

La cepa de campo de Salmonella gallinarum "U2" fud
extremadamente virulenta en pollo de engorda de un dia de
edad. Se observé incremento significativo (P < 0,001) en la
mortalidad dependiendo de la dosis de Salmonella gallinarum
(Cuadro 1; Figuras 1 y 2).

La mortalidad y los signos clinicos fueron similares a
los repovitados en la literatura (6,7,8,13). No se obsarvo
ningun signo en el grugo testizo negatiwve (Cuadreo 2).

omo el drcand mds afactado

[¢]

Se ha clasificado al higado
nacroscéplcamente en los pollos jévenes, seguido por los
rifiones, el kazo v el intestino (14).

En el ©presente tracajoc se observaron lesiones

nacroscépicas en el higado, rifgn, bazo e intestino,




la dosis de Salmonella gallinarum (Cuadro 3).

La recuperacidén de la bacteria inoculada, de los dérganos
de las aves muertas y sobrevivientes fué de acuerdo con lo
reportado por Smith et al (15,17), indicando que la infeccidn
estaba ocurriendo (Cuadro 5).

Los resultados de este experimento indican gue la cepa
de campo de Salmonella galliparum "U2" es adecuada para
usarse en los estudios concernientes a la patogénesis de la

Tifoidea Aviar o como cepa de desafio.
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Cuadro 1. MORTALIDAD DE POLLITOS DE ENGORDA DE UN DIA DE EDAD,

INOCULADOS CON NIVELES VARIABLES DE ufc/ml DE S. gallinarum.

Inéculo Mortalidad en bDias Postinoculacién (%)

(ufc/ml) 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

[y

Testigo = = = = = = « « = - = 0.00

10¢ - - - - 8 8 3 5 2 - - 65.0 *
1o¢ - - - 2 6 12 12 - 4 - - 90.0 *

10t - - 2 2 6 12 12 2 2 1 1 100.0 *

{ * )- Valores gue muestran diferencias significativas contra
los valores del grupe testigo negativo (P < 0.001).

(n=4C¢ pollos/grupo).
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Cuadro 2. SIGNOS CLINICOS OBSERVADOS EN POLLITOS DE ENGORDA
DESAFIADOS ORALMENTE CON NIVELES VARIABﬁES (ufc/ml) DE

Salmonella gallinarum.

Signos clinicos Testigo 10 10* 10°

(%) (%) (%) (%)
Depresidén 0.00 50.00 75.00 100.00
Anorexia 0.00 50.00 75.00 100.00
Agrupaniento 0.00 50.00 75.00 100.00
Alas caidas 0.00 50.00 75.00 100.00
Deshidratacion 0.00 50.00 75.00 100.00
Disnea 0.00 50.00 75.00 100.00
Cabezas abatidas 0.00 50.00 75.00 100.00
. Plumaje erizado 0.00 50.00 75.00 100.00
Emaciacidn 0.00 50.00 75.00 100.00
Diarrea 0.00 50.00 75.00 100.00

Somnolencia y

debilidad 0.00 50.00 75.00 100.00

(n=40 pollos/grupo).
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Cuadro 3. LESIONES MACROSCOPICAS OBSERVADAS EN POLLOS DE
ENGORDA DESAFIADOS ORALMENTE CON TRES CONCENTRACIONES
(ufc/ml) DE Salmonella gallinarum.

Lesiones Testigo Concentracién del indculo
Macroscépicas Negativo 10! 10¢ 10°®

Lesiones Oculares
Media 0.00 0.45 1.50 2.00
{ + )/ total 0/40 10740 30/40 35/40

Lesiones Hepdticas
Media® 0.00 1.25 2.63 2.90
( + )/ total 0740 20/40 35/40 - 40740

Lesiones Renales
Media® 0.00 0.80 1.03 1.95
{ + )/ total 0/40 20/40 33/40 40/40

Lesiones Intestinales
Media*® 0.00 0.20 1.52 0.87
{ + )/ total 0/40 7/40 18/40 20/40

Lesiones Esplécnicas
Media® 0.00 0.50 0.75 1.75
( + )/ total 0/40 15/40 20/40 30/40




Cuadre 4. DESCRIPCION DEL SISTEMA UTILIZADO PARA LA CLASIFICACION
DE LESIONES.

Higado 0 - Lesidn no aparente.

1 - Hepatomegalia.

2 - Hepatomegalia con marcada congesticn y
alta friabilidad.

3 - Hepatomegalia con marcada congestidn y
alta friabilidad, hemorragias petequiales,
zonas extensas de necrosis y agrandaniento
de la vesicula bhiliar.

Bazo 0 - Lesidn no aparente.
1 - Esplecnomegalia con congestidn.
- Esplecnomegalia con congestién y extensas

zonas de necrosis.,

Rifion 0 - Lesidn no aparente.
1 - Nefromegalla con congestion.
2 ~ Nefromegalia con congestidn, extensas zonas
de necrosis, hemorragias petequiales y
engrosaniento de los ureteres con uratos.

0 = Lesidn no aparente.

1 - Opacidad cornea.

2 - Material caseoso cubriendo la retina.

3 =~ Hinchazdn de los pdrpados, hipopidn y
panofralmitis.

Intestino 0 - Lesidn no aparente.

1 - Inflamacidn regional mcderada.

- Ulceracidén de la mucosza en ducdeno ¥y ciego,
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Cuadro 5. INVASION EN LOS ORGANOS DE LOS POLLOS DE ENGORDA DESAFIADOS ORALMENTE AL DIA DE

EDAD CON TRES DIFERENTES DOSIS INFECTANTES DE Salmonella gallinarum.

Concentracidén del Aislamiento Primario Aislamiento de Aves Sacrificadas
Indculo en ufc/ml de Higade en Aves Muertas Higado y Bazo T. cecales
Testigo Negative 0/0  (0.00) " o/0 (0.00) 0/0  (0.00)
10 23/26 (88.40)* 10/14 (71.40)%* 12/14 (B7.50)%
108 33/36 (91.60)% 3/4 (75.00)% 4/4 (100.00)*
20t 39/40 (97.50)% - -

Resultados expresados como numero de aves positivas/total (&).
( * )= Valores que muestran diferencia estadistica significativa contra los del grupo testigo

negativo (P < 0.001).



Figura 1. Mortalidad diaria en pollos de
un dia de edad inoculados con niveles
variables (ufc/ml) de S. gallinarum
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Figura 2. Mortalidad de pollitos de
un dia de edad, inoculados con niveles
variables de ufc/ml de S. gallinarum
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Figura 3. Recuperacion en higado
de S. gallinarum a partir de la
mortalidad con 3 dosis infectantes
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Figura 4. Invasion causada por S.

gallinarum en las aves sobrevivientes

por dosis infectante (ufc/ml)
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