SALMONELOSIS en GALLUS DOMESTICUS

I. Laeficacia de la Prueba de Aglutinacion de Sangre
Total para el diagnostico de la Pulorosis

Se ha demostrado que las pérdidas econémi-
cas causadas por la salmonelosis constituyen
un serio problema para la industria avicola
mexicana (Campos, 1948; Rio, 1931; More-
no, 1962; Rabago, 1962; Rocha, 1962; Cor-
tez, 1963). No obstante que existen drogas
Utiles para combatir este grupo de enferme-
dades, el uso de las mismas no resuelve el
problema de la salmonelosis puesto que los
animales tratados pueden convertirse en por-
tadores y focos de nuevos brotes de la en-
fermedad. Existe el riesgo adicional de que
los organismos causales adquieran resistencia
a las drogas usadas (Manten et al, 1961;
Manten et al, 1964). La quimioterapia con-
fiere Unicamente un control temporal sobre
estas enfermedades y su erradicacion depende
de la deteccién y eliminacién de los porta-
dores de las parvadas de cria y otras fuentes
de infeccion. Por medio de las pruebas de
aglutinacién no ha sido posible, sin embargo,
erradicar otras infecciones de Salmanella di-
ferentes de la S. pullarum.

La prueba rapida de aglutinacién en placa
con sangre total y la prueba de suero en tubo
han probado ser eficaces en otros paises para
la erradicacion de la pulorosis (Van Roekel,
1949; Roepke, 1961; Van Roekel, 1964). En
México parece ser que los intentos para erra-
dicar la enfermedad sobre bases voluntarias

1 Esta investigacion fue realizada en colaboracion con
la Escuela Nacional de Medicina Veterinaria y Zootec
nia de la U.N.A.M.

2 Experto Asociado de la FAO.
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por medio de la prueba rapida de aglutina-
cién en placa no han tenido éxito (Bachtold,
1963). Los presentes estudios se desarrollaron
con el proposito de valorar el uso de la prue-
ba rapida de aglutinacion de sangre total
como medio de erradicar la pulorosis en
Meéxico.

Materiales y métodos

La eficacia de los diversos antigenos de pre-
paraciéon comercial disponibles en México
para el diagndstico de la pulorosis por medio
de las pruebas de aglutinacion de sangre total
se investigo bajo condiciones de laboratorio
y de campo.

Experimento 1

Se estudiaron cuatro diferentes antigenos
comerciales utilizados en el Valle de México
y un antigeno elaborado localmente con fines
experimentales. Se numeraron éstos del 1 al
5. Se obtuvieron dos frascos de cada antigeno
y se guardaron bajo temperaturas normales
de refrigeracion, de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante. EI método usado para
examinar la eficacia de los antigenos fue una
modificacion al usado en el Centraal Dierge-
neeskunding Instituut (C.D.l.) Holanda, para
la estandarizacién del antigeno de Salmanella



Un grupo de técnicos del C.N.l1.P. examinando pollas para el diagnéstico de Pullorosis.

Este método modificado se describe
a continuacion:

A. Prueba de especificidad

Consistioé en comparar el tipo de reaccién
de aglutinacidn obtenida con el antigeno "Es-
tandar C.D.1." (Recibido del Centraal Dierge-
neeskunding Instituut Holanda) con la ob-
tenida con los antigenos bajo estudio. Todos
los antigenos se probaron contra:

a) Suero estandar y variante (que aglu
tina con la cepa estandar y con la cepa
variante).

b) Suero especifico-variante (que aglutina
Gnicamente con la cepa variante).

c) Suero negativo.

Se usaron cantidades iguales de suero y
antigeno (0.05 mi). La eficacia de un anti-
geno se basé en su capacidad para producir,
con suero positivo de S. pullorum, una aglu-
tinacion marcada en grumos color purpura
claramente definidos con aclaramiento de la
mezcla circundante de sangre antigeno. Si
la reaccién ocurria al momento de mezclar la
sangre y el antigeno o al minuto de haberse
iniciado, ésta se consider6 como positiva. Las
reacciones granulares pequefias observadas
entre uno y dos minutos se clasificaron como
dudosas. Las reacciones observadas después
de dos minutos o la ausencia de cambios en la
mezcla de sangre-antigeno, se calific6 como
negativo.

TECNICA PECUARIA



B. Prueba de sensibilidad

Consistio en comparar el titulo del antigeno
"C.D.1." con el de los otros antigenos. Para
esta prueba se usaron dos sueros:

a) Suero estandar y variante. *
b) Suero variante especifico.

Se mezclaron 0.05 ml de antigeno con las
cantidades de suero indicadas en los
Cuadros

3 Los suergs estandarvariante y los especificos-va
riantes, asi como elantigeno pollvglente preparado
Fe ce?as est)andar y variante se obtuvieron de Ho
anda (C.D.I.).

2 y 3. En cada dilucién se valoraron los as-
pectos de la prueba de aglutinacién, conforme
a la clave que se indica bajo el Cuadro 1.
La intensidad del color de la reaccién se tomo
también en consideracion; en cada dilucion
no debe ser menor de la cgrrespondiente al
antigeno estandar del C.D.1.3

Experimento 2

Se hicieron pruebas de aglutinacion en
placa con sangre total de gallinas reproduc-
toras de mas de cinco meses de edad en cinco

Cuadro 1.—Especificidad de aglutinacién de varios
antigenos de S. pullorum

Antigenos Suero Estandar Suero Especifico Suero negativo
0.05ml. Variante 0.05 mi Variante 0.05 ml 0.05 ml
Estandar
C.D.l. 3 1 —
1 3 — —
2 3 1,2 —
3t 3 1 —
4 3 1 —
5 3 2 —
CLAVE para los cuadros 1, 2 y 3.
1 Grumos muy pequefios rodeados de una zona poco clara
2 Grumos de tamafio medio rodeados de unazona parcialmente clara
3 Grumos grandes rodeados de una zona casi completamente clara
4 Grumos grandes rodeados de una zona completamente clara
+ Grumos muy pequefios rodeados de una zona turbia
Negativa sin grumos y turbia
a) Antigeno experimental.
Cuadro 2.—Sensibilidad de aglutinacion de varios
antigenos de S. pullorum
Antigenos Suero estadndar variante, en ml
0.05 ml 0.04 0.02 0.01 0.005 0.004 0.002 0.001
Estandar C.D.I. 3 3 3 2 1 + _
1 3 3 3 2 1 1.+ -
2 3 3 3 2 1 — —
3 3 3 2 1 1 — —
4 3 3 3 2 1 + —
5 4 4 3 2 2 1,2 +
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Cuadro 3.—Sensibilidad de aglutinacion de varios
antigenos de S. pullorum

Antigeno Suero especifico variante, en ml
0.05 ml 0.04 0.02 0.01 0.005 0.004 0.002 0.001
Estandar C.D.I. 2 1.2 1 — — —
1 — — — — — — —
2 2 1.2 1 — — — —
3t 2 1 + — — — —
4 2 1.2 1 + — — —
5 3 2 2 1 1 + —

granjas, cada una con un total de 2,000 a
3,000 aves. En cada una de las tres granjas se
examinaron 250 aves, elegidas al azar. En las
otras dos granjas se examinaron 126 y 152
aves, respectivamente. El antigeno que en el
experimento 1 resulté ser el mas sensible fue
utilizado en estas pruebas.

En la realizacion de las aglutinaciones se
siguieron minuciosamente las instrucciones
correspondientes de la casa productora del
antigeno. En cada una de las granjas, 10
de las aves que mostraron la reaccion mas
intensa se llevaron al laboratorio de diagnos-
ticos aviarios, de la Escuela Nacional de Me-
dicina Veterinaria y Zootecnia, en donde se
obtuvieron muestras de sangre para hacer
una nueva prueba de aglutinaciéon en placa y
compararla con la hecha en la granja. Las
aves fueron sacrificadas y se hizo una mo-
lienda de higado, corazon, bazo, vesicula bi-
liar, oviducto y ovario de cada animal, y se
agregaron 5 g de esta mezcla a 50 ml de
caldo tetrationato. Esta mezcla se incub6 a
37°C durante 24 horas. Se hizo un subcultivo
en medio de verde brillante el que se incubd
otras 24 horas. De aqui, las colonias seme-
jantes a Salmonella se inocularon en tubos que
contenian Triple Azucar Hierro (Difco) y
aquéllas que se comportaron como bacterias
del género Salmonella se diferenciaron me-
diante la prueba de asimilacion de carbohi-
dratos. EI mismo procedimiento se siguié con
muestras individuales de intestino y de conte-
nido intestinal.

10

Resultados y discusion
Experimento 1

Los resultados se presentan en los Cuadros
1, 2 y 3. Estos fueron iguales al repetir los
experimentos usando lotes distintos de anti-
geno de un mismo laboratorio. Los antigenos
2 y 3 dieron una coloracién menos intensa,
haciendo maés dificil la lectura de la reaccion
y fueron ligeramente menos sensibles. Uno
de los antigenos comerciales (No. 1) no dio
ninguna reaccion con el suero variante de
S. pullorum (Cuadro 3). Como la cepa va-
riante se encuentra altamente difundida en
los Estados Unidos y la mayor parte de las
aves de cria que hay en México son impor-
tadas de dicho pais, la falta del factor va-
riante en este antigeno es importante. Los an-
tigenos comerciales Nos. 4 y 5 parecieron dar
los mejores resultados. En general, su sensi-
bilidad fue mas alta y la coloraciéon mas in-
tensa que las de los deméas antigenos. Uno
de los antigenos (No. 5) se mostro particu-
larmente sensible. Este fue usado en las prue-
bas hechas en las granjas.

Experimento 2

De las pruebas de aglutinacion de las aves
llevadas al laboratorio (Cuadro 4) y hechas
en el mismo, se encontr6 que aproximada-
mente el 50% de las reacciones positivas y
dudosas encontradas en la granja fueron apa-
rentemente falsas positivas. La lectura de re-
acciones falsas positivas y dudosas pueden
haber sido causadas por particulas de polvo
0 debidas al uso de equipo inadecuado. No-
tamos que en México durante los meses calu-
rosos no es necesaria una lampara para ca-
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La prueba rapida de aglutinacion en placa con sangre total. Reaccion negativa (sin grumos).

lentar la platina usada para la aglutinacién,
porque la temperatura de la placa de vidrio
aumenta demasiado causando la desecacion
de la mezcla sangre-antigeno y por consiguien-
te dificulta la lectura de la reaccion.

En cada una de las cuatro granjas prime-
ramente visitadas, una de las diez aves lleva-
das al laboratorio era portadora de una sal-
monela movil, por tanto no podia ser ni S.
pullorum ni S. gallinarutn. Tres de estas aves
dieron en el laboratorio reacciones dudosas
a la prueba de sangre total y un ave dio
reaccion positiva. En dos casos se aislaron
estas salmonelas del intestino, en un caso de
los 6rganos * y en el otro de los 6rganos y
el intestino.

Un brote de pulorosis estaba afectando a la
granja V. Las reacciones de las aves a la prue-

4 Corazon,

bazo, higado, vesicula biliar, oviducto y
ovario,

inoculados en la misma botella’

12

ba de sangre total en esta granja fueron
intensas y rapidas y se encontraron muy po-
cas reacciones dudosas en ella. Cuando se
hicieron las reacciones de aglutinacion en el
laboratorio no se encontraron discrepancias
con lo3 resultados de las aglutinaciones he-
chas en la granja. En esta granja se aislo
S. pullorum de los érganos de 9 de las 10
aves llevadas al laboratorio. Se aislé también
S. pullorum de los intestinos en 7 de estas
aves

Conclusiones

Experimento 1

Aunque los resultados referidos aqui se
basan en un nudmero limitado de muestras,
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podemos concluir que la sensibilidad y espe-
cificidad de los distintos antigenos comercia-
les disponibles en México son variables. Esto
hace dificil y confusa la interpretacién de las
pruebas de aglutinacion. Quizad sea aconse-
jable utilizar antigenos estandarizados en
México con objeto de erradicar la pulorosis.

Experimento 2

La comparacién entre las pruebas de aglu-
tinacion desarrolladas en las primeras cuatro
granjas y las efectuadas en el laboratorio
muestran que aproximadamente el 50% de
las lecturas de las reacciones positivas y du-
dosas fueron aparentemente falsas positivas.
El polvo, la temperatura elevada y el equipo
ineficiente (foco para calentar la placa de vi-
drio) pueden ser la causa de la dificultad

ij

para leer las reacciones de aglutinacion en el
campo.

Los resultados indican la necesidad que
existe de investigar la eficacia de la prueba
de suero en tubo y la prueba de suero en placa
bajo las condiciones que prevalecen en Méxi-
co para la erradicacion de la pulorosis.

Resumen

Se realizaron dos experimentos. En el ex-
perimento ndmero uno se probd, segin una
modificacion al método usado por el Cen-
Diergeneeskunding Instituut de Holanda, la
sensibilidad y especificidad de cinco antige-
nos de S. pullorum para la prueba rapida en
placa con sangre total. La sensibilidad y es-
pecificidad de los antigenos probados fue va-
riable. Uno de los antigenos comerciales usa-

La prueba rapida de aglutinacion en placa con sangre total. Reaccion positiva (con grumos).
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dos no dio ninguna reaccion con el suero
variante de S. pullorum. Se observé también
una diferencia en la coloracién de la mezcla
antigeno-sangre. Se sugiere la estandarizacion
de antigenos de S. pullorum en México.

En el experimento nimero dos se emplea-
ron un total de 1,030 aves escogidas de 12,000
a las que se hizo la prueba de aglutinacion
rapida en placa con sangre total, usando el
antigeno que en el experimento uno resultd
ser mas sensible. Diez de las aves que mos-
traron reaccién mas intensa de cada una de
las cinco granjas fueron llevadas al laborato-
rio en donde se obtuvieron muestras de san-
gre para repetir la prueba de aglutinacién.
Las aves fueron sacrificadas y se obtuvieron
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SALMONELOSIS EN GALLUS
DOMESTICUS

.En el primer experimento fueron examinados
cinco antigenos diferentes de S. pullorum,
por medio de la prueba de aglutinacion_en placa
con 'sangre total, en relacion a su especificidad y
sensibilidad por medio de una modificacion del
método usado en el Centraal Diergenneeskunding
Instituut. de Holanda.. Las pruebas muestran una
diferencia en sensibilidad, especificidad y colora-
cion de los antigenos. Esto sugiere la copveniencia
de usar antigenos estandarizados en México.

En el segundo experimento, se seleccionaron al
azar gallinas reproductoras de cincq granjas y por
medio de la prueba de aglutinacién de sangbre
total se buscaron anticuerpos de S. pullorum. De
cada granja se tomaron 10 aves que mostraban las
mejores reacciones positivas. Se llevaron al
laboratorio donde se obtuvieron muestras de
sangre para pruebas de aglutinacién para
comparar la prueba del laboratorio con la
efectuada en la granja. Los resultados muestran
que. aproximadamente 50% de las reacciones

ositivas y dudosas encontradas en el campo
ueron.  aparentemente falsas :;positivas.
Posteriormente, las, aves fueron sacrificadas vy
examinadas bacteriologicamente buscando .la
existencia de Salmonella.

H. DIKKEN y A. CUADRA GERMAN, Centro
Nacional de Investigaciones Pecuarias, S.A.G.,
México, D. F.

Téc. Pec. en México.4:7-14 (1964)

SALMONELLOSIS EN GALLUS DOMESTICUS

Lors de la premiére expérience furent examines 5 antigénes
différents de S. pullorum, au moyen de plaque aglutinée
de sang complet, en relation a sa spécifique et sensibilité,
recourant a une modification de la méthode employée a la
Centraal Diergenneeskunding Instituut de Hollande. Les
preuves démontrent une différence en sensibilité,
spéciiication et coloration des antigénes. Ceci démontre
I'utilité d'employer des antigénes standardisés a México.

Lors de la seconde expérience, il fut selectionné au
hasard des volailles reproductrices de 5 fermes differentes et
au moyen de la preuve de I'aglutination de sang complet
il fut recherché les anticorps de S. pullorum, De
chaque ferme il fut préJevé 10 volailles qui démontraient
les meilleures réactions positives. Conduites au
laboratoire ou on préleva des échantillons de sang
pour essai d’aglutination, on effectua une comparaison
entre les échantillons de laboratoire et ceux de la ferme.
Les résultats démontrent que aproximativement 50% des
réactions positives et douteuses trouvées sur le champ
furent apparament de fausses réactions positives. Dans la
suite  les volailles  furent tuées et examinées
bactériologiquement recherchant 1’existence de Salmonella.

H. DIKKEN y A. CUADRA GERM_AN, Centro
Nacional de Investigaciones Pecuarias, S.A.G.,
México, D. F.

Téc. Pec. en México. 4:7-14 (1964)
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SALMONELLOSIS IN GALLUS
DOMESTICUS

In the first exi:)erlment five different S. pullorum
antigens suitable for the whole blood test, were
tested. for their specificity and sensibility by a
modification of the method used at the Centraal
Diergeneeskunding Instituut of Holland, The test
showed a difference in sensibility, specificity and
staining of the antigens. This suggests the con-
venience in using standardized antigens in México.
_ In the second experiment chickens used for breed-
ing were selected, at random, from five farms
and tested by means of the whole blood test for
S. pullorum antibodies. From each farm, ten of
the birds showing the strongest positive reactions
were _selected and taken to the laboratory where
additional blood samples were taken for agglutina-
tion tests in order to compare the laboratory test
with that carried out on the farm. The results
show that approximately 50% of the positive and
doubtful reactions encountered in the field were
apparently false-positive. Afterwards, the birds
were killed and examined bacteriologically for the
existence of Salmonella.

H. DIKKEN y A. CUADRA GERMAN, Centro
Nacional de Investigaciones Pecuarias, S.A.G.,
México, D. F.

Téc. Pec. en México. 4:7-14 (1964)

SALMONELLENERKRANKUNG IN
GALLUS DOMESTICUS

In dem ersten Experiment wurden auf Grund der
Totalblutagglutinations probé fuenf verschiedene Antigene
von S. pullorum in Bezug auf ihre Spezifitaet und
Empfindlichkeit unter Anwendung einer Modifikation der
Methode des Centraal Diergenneeskunding Instituut,
Holland, untersucht. Man stellte einen Unterschied
Spezifitaet, Empfindlichkeit und Faerbung der Antigene
fest. Auf Grund dieser Ergebnisse erscheint es angebracht,
An(tjigene zu benutzen, die in Mexiko standardisiert worden
sind.

In dem zweiten Experiment wurden in fuenf
Huehnerfarmen beliebige Reproduktionshennen durch die
Totalblutagglutinationsprobe auf Antikoerper gegen S,
pullorum untersucht. Es wurden von jeder Farm die 10
Hennen ausgewaehlt, welche die besten positiven
Reaktionen ergaben. Sie wurden nach dem Laboratorium
gebracht, wo man die Agglutinationsprobe wiederholte,
um die auf der Farm und im Laboratorium erzielten
Ergebnisse vergleichen zu koennen. Man stellte darau-
fhin fest, dass ungefaehr 50% der positiven und fraglichen
Reaktionen auf der Farm, falsche positive Reaktionen
gewesen waren. Zum Schluss wurden die Tiere getoetet
und bakteriologisch untersucht, um das Vorhandensein
von Salmonella spp. festzustellen.

H. DIKKBN y A. CUADRA GERMAN, Centro
Nacional de Investigaciones Pecuarias, S.A.G.,
Meéxico, D.F.

Téc. Pec. en México." 4:7-14 (1964)
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