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ESTUDIO DE INOCUIDAD DE Salmonella enterica, SUBESPECIE
enterica, SEROTIPO ENTERITIDIS, VAR. DANYSZ, LISNA NEGATIVA
EN POLLOSPARRILLEROS

Natalia Rodriguez A.%, Eliana Icochea D’ A .2, Sonia Calle E.® y Norma Noé M .4

ABSTRACT

The Salmonella enterica, serotipe Enteritidis, var Danysz, negative lysineisused
asacomponentinaproduct for biological control of rodents. Thepresent study eval uated
the innocuosness of the strain in 120 1-day old Cobb Vantress broiler chicks of both
sexes. They weredivided into 3 groups: Group A wasfed at 5, 6 and 7 days of age with
a commercial broiler feed containing 20% of the rat poison, Group B received 1 ml
containing 10® CFU of the bacteriainthe crop at 8 days of age, and Group C waskept as
acontrol group. Clinical signs, mortality, recovery of the experimental strain used from
liver and spleen, body weight, and serological response were recorded. All birds were
weighed every week. Two chicks were ramdomly selected and necropsied from each
group on daily basis since the fifth day and for a week. Serum samples and selected
tissues were collected for bacteriological culture. Additionally, serum samples were
collected at day 21, 28, and 35 after challenge. The bacteriological and serological
analysiswere negative for Salmonella sp.; however, one bird on day 28 and 2 birdson
day 35 after challenge from group A were positivein the agglutination test toSalmonella
sp. Inone of them, aSalmonellasp. positivelysinewasisol ated. Body weight differences
among groups were not found by the seventh week.

Key words Salmonella, rodents, lysine, broilers

REsuMEN

Serealizé un estudio con lacepaSalmonella enterica, subespecieenterica, serotipo
Enteritidis, var. Danysz, lisinanegativa, principio activo de un producto comercial usa-
do parael control biol6gico deroedores, afin deevaluar suinocuidad en pollosparrilleros.
Seusaron 120 avesde 1 diade edad de ambos sexos delalineaCobb Vantressdivididas
en 3 grupos. El grupo A recibi6 un alimento comercial que contenia 20% del producto
raticidaal 5°, 6°y 7° diade edad. El grupo B fueinoculado en €l buche al 8° dia de edad
con 108 UFC de labacteria (1ml) y € grupo C permanecié como control. Se registraron
signos clinicos, mortalidad, peso corporal individual por semana, respuesta serol égica
y larecuperacion de la cepa experimental de Salmonellaen higado y bazo. A partir del
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quinto diadel desafio y durante una semana, dos aves por grupo fueron necropsiadas.
Adicionalmente, se tomaron muestras de sangre atodaslasavesalos 21, 28y 35 dias
post desafioy enlasaves sacrificadas, paraladeteccion de anticuerpos contraSalmonella
mediante lapruebade agl utinacion en placa. No se encontraron | esiones macroscopicas
compatibles con infeccidn por Salmonella. Losresultados del estudio bacterioldgico y
serol égico fueron negativos a Sal monella sp; sin embargo, un avealos 28 diasy 2 aves
alos 35 dias post desafio (3/18) del grupo A dieron positivo alaprueba de aglutinacion
para Salmonella sp. De estas, en una se aislo Salmonella sp. tipificada como lisina
positiva. Los pesos corporal es a la sétima semana no mostraron diferencias significati-

vas entre grupos.

Palabr as clave; Samonella, roedores, lisina, broiler

La salmonelosis en humanos es una de
las enfermedades de transmision dimentaria
de gran importancia en salud publica. La
gastroenteritis causada por Salmonellaen €
hombre ha sido usualmente asociada a con-
sumo de productos avicolas (Parima et al.,
2001). Desde & punto de vista de la salud
publica, las diferencias de virulencia entre
cepas de Salmonella enteritidis en polloses
de menor relevancia que las diferencias en
su habilidad de propagacion en d lotey en su
capacidad de contaminar los huevos de las
aves infectadas (Gast y Benson, 1996). La
S enteritidis ocasonaunadisminucion dela
ganancia de peso en pollos jévenesy afecta
launiformidad deloslotes, resultando en con-
siderabl es pérdidas econdmicas paralos pro-
ductores (Dhillon et al., 1999).

La Samonella se encuentra en e agua,
en & medio ambientey en & aimento, por lo
gue los huevos de las reproductoras pueden
ser contaminados a partir de diversas fuen-
tes. El huevo, dependiendo del serotipo, la
agresividad y laadaptacion delaSalmonella
al huésped, puede tener cuatro rutas de con-
taminacion: ovarios, oviducto, cloacay me-
dio ambiente (Baxter-Jones, 1996). La dise-
minacion horizontal en laparvada puede ocu-
rrir también a partir de diversas fuentes
(Hamilton, 2003). Los pallitos recién nacidos
son atamente susceptibles alainfeccion por
Salmonella enteritidis (Gast y Holt, 1999).

La importancia de los roedores como
diseminadoresy reservorios de Salmonellaes
conocida (Henzler y Opitz, 1992). Se haen-
contrado unarelacion entre presenciade roe-
dores y gapones de ponedoras con medio
ambiente positivosa Sdmonella, y donde, ade-
més, se observa una alta prevalencia de S.
enterica, serotipo Enteritidis, en ratones de
estos gapones (Garber et al., 2003).

Los roedores son transmisores de en-
fermedades que afectan a hombre y a los
animales, como la peste bubonica, sddmone-
losis, brucelogis, leptospiross, ligterioss, en-
cefditis y otras que llegan a través de sus
mordeduras, orina, heces, y delaspulgasque
losparasitan (Collazosy Castro, 1997). Enla
industria avicola, los roedores, ademas, con-
sumen y deterioran (rotura de sacos y di-
mento contaminado con oring) unaimportan-
te cantidad de alimento destinado a las aves.
Se estimaque & aimento que consumen por
diaequivaled 10% de su peso corporal. Ade-
mas, ocasionan dafios a materid de empa-
gue, destrozan las bandgjas para huevos, se
comen los huevos en los galponesy en bode-
gas de almacenamiento, atacan a las aves,
matan a los pallitos y deterioran las instala-
ciones (Diaz, 1999).

En @ control de roedores se emplean
princi pa mente rati cidas quimicos, tanto de ac-
cion rapida como de accion lenta o
anticoagulantes. Los primeros presentan la
desventgja de causar un sindrome de recha-
Zo por parte de los roedores, ya que apren-
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den a asociar muerte con consumo (Collazos
y Castro, 1997). Los segundos requieren ma-
yor tiempo de exposicion y debido a que su
antidoto especifico es la vitamina K, la cua
se encuentraen laracion de las aves, se pre-
sentan problemas de ineficacia

En agunos paises, incluyendo d Perq,
se viene usando € control bioldgico a través
de la bacteria Salmonella enterica, sub es-
pecie enterica, serovar Enteritidis, var.
Danysz, seguin la nomenclatura més reciente
(Popoff, 2001). Lacepafue caracterizada por
el Centro Colaborador de la OMS para
Enteropatdgenos, € Servicio de Laboratorios
de Salud Publica en Colindale, Londres
(PHLS, por lassiglaseninglés), clasficandose
como Salmonella enteritidis, e indicandose
gue la caracteristica biogquimica mas notoria,
y que ladiferencia de lamayoria de cepas de
Salmonella sp., es ser lisina negativa
(Threlfall, 1996).

Se considera que este método es més
eficaz que @ quimico, porque produce una
epizootia que puede causar la diminacion de
la poblacion de roedores sin que los pollos de
carne se vean afectados con una infeccién
clinica o subclinica por esta bacteria; sSn em-
bargo, hay otros riesgos para las aves que
deben ser investigados.

Lugar de estudio

Lafase de campo serediz6 en lasins
talaciones de la unidad experimenta del La
boratorio de Patologia Aviar y € estudio bac-
teriolégico se realizo en € Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Naciona Ma
yor de San Marcos.

Animalesy tamafio de muestra

En € cédculo dd tamafio muestral se
considerd informacion de experimentos pr e-
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viosdonde seevau6 € peso corpord deaves
inoculadas experimentalmente con Salmo-
nella sp. y Salmonella enteritidis en dife-
rentes rangos (13-19%). El nimero de aves
necesario parad experimento, seginel “Ta
mafio de Muestra de Comparacion de Me-
dias’, fue de 15 como minimo. Sin embargo,
parad estudio se utilizaron 120 pollosde car-
ne delalinea Cobb Vantress de ambos sexos
de un diade edad, que fueron distribuidos en
3 grupos. Se sacrificaron 12 aves en e mo-
mento de la recepcion para la evaluacion
bacteriologica y serologica con la finaidad
de comprobar su estado libre de Salmonella.
Selessuministro aguapotabley aimento ad
l[imitum, usandose un alimento comercial
para pollos de carne.

Disefio experimental

Se usaron grupos de 36 aves cada uno.
El grupo A fue aimentado con € producto
raticida (Biorat®) paracontrol biol6gico (20%
delaracion) end 5°,6° y 7° diade edad, €
grupo B fueinoculado directamenteen € bu-
che a 8° dia de edad con un cultivo de la
bacteria Salmonella enterica, subespecie
enterica, serotipo Enteritidis, var. Danysz,
lisnanegativa (1ml con 10° UFC) y € grupo
C fue € control negativo.

El periodo experimenta fue de 7 se-
manas, donde se registraron signos clinicos
y lamortalidad. Ademas, se registré sema
nalmente & peso de los pollitos.

Evaluacién patolégicay seroldgica

Se sacrificaron 2 aves/dialgrupo al azar
por 7 diasy a partir del 5° dia post inocula-
Ccién (13 dias de edad) o dd término de la
suplementacion del reticida (12 dias de edad).
Lasavesde grupo control se sacrificaron a
partir de los 12 dias de edad. Ademas, se
sacrificaron 2 aves por grupo alos 35 dias
de edad. Se registraron los cambios patol -
gicos macroscopicos en las necropsias.
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El estudio bacteriol 6gico seredizé me-
diante cultivo indirecto (en caldo de enrique-
cimiento) y cultivo directo (en agar) de mues-
tras de higado y bazo, y através de pruebas
bioguimicas en las colonias resultantes. Se
utilizaron los medios LIA, KIA, prueba de
produccion de H,S, prueba de motilidad o
SIM, ureay la pruebade API 20.

Se tomaron muestras de sangre a las
aves sacrificadas y alatotalidad de aveslos
dias 21, 31y 40 post inoculacién o a término
de la suplementacion. Los sueros se andliza
ron mediante la prueba de aglutinacion rapi-
da en placa para Salmonella sp. (Antigeno
Nohilis® Antigen Intervet).

Andlisis estadisticos

Se evauo la mortdidad, peso corpord,
signos dlinicos, lesonesy d porcentge de re-
cuperacion de Sdmonelaa partir de muestras
de higado y bazo, asi como la respuesta
serol 6gicaalapruebade aglutinacion en placa

La mortalidad y €l peso corporal se
correlaciono con los demés parametros men-
cionados. El peso corpora se analiz6 median-
te ANOVA vy la prueba de diferencias de
medias de Duncan.

Los suerosiniciaesy € estudio bacte-
riolégico dd ciego y ddl saco vitdino d pri-
mer dia de edad fueron negativos a
anticuerpos contra Salmonella sp. y la pre-
sencia de Salmonella, respectivamente. Asi-
mismo, los resultados de los exdmenes del
aimento consumido por lasavesindicaron que
se encontraba libre de contaminacion con
Salmonella sp. Sin embargo, en una prueba
Se encontr@ una cepa con imagen similar a
Samonella, que con laprueba APl 20 s lo-
gré identificar como Citrobacter freundi.

Ninguna de las aves de los grupos tra-
tados ni del grupo control mostraron depre-
son, diarrea, disminucion en @ consumo de
alimento o agua de bebida ni ninglin otro sig-
no clinico de enfermedad, que son caracte-
risticos de las afecciones producidas por
Salmonella sp. (Dhillon et al., 1998). No
obstante, se tuvo una mortalidad acumulada
del 4.4%, cifra esperada en la crianza de po-
[los parrilleros en bateria. Las causas de mor-
talidad fueron colibacilosisy estrés de calor.
No se encontraron lesiones compatibles con
infeccion por Salmonella enteritidis en las
aves sacrificadas (Gorham et al., 1994).

La evaluacion seroldgica se hizo para
determinar la capacidad del raticida en pro-
ducir seroconversion positivaenlasaves. Sin
embargo, todas las muestras de los grupos B
y C fueron negativas a anticuerpos contra
Salmonella sp., con excepcidn de unamues-
tra colectada en €l dia 28 y 2 muestras del
dia35, ambasde grupo A, que hacen un total
de 3/18 aves positivas a la prueba de agluti-
nacion de placa para Salmonella sp.

Las aves serol 6gicamente positivas no
se vieron afectadas en € peso corpora, ni
manifestaron signos clinicos 0 mostraron le-
siones a la necropsia. Se presumio que la
seroconversion de lastresaves sedebid ala
infeccion por lacepade Sadmonellausadaen
el experimento. En e examen bacteriol 6gico
selogré aidar unabacteriaen unadelastres
aves, y que mediante lapruebabioguimicase
demostré que eraSalmonella sp. lisnapos-
tiva

Los andlisis bacteriol Ggicos redizados
apartir de las muestras de higado y bazo co-
lectadas en las aves sacrificadas con € fin
de recuperar lacepade desafio fueron nega-
tivos, indicando que la Salmonella enterica
lisina negativa no produce una diseminacion
sistémica, aun cuando € periodo de colec-
cion de muestras para€el presentetrabajo fue
en laetapa de mayor probabilidad de recupe-
racion bacteriana (5° a 11° dia post inocula
cion), tal como fue obtenido por otrosinvesti-
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gadores, pero usando parael desafio unacepa
de Samonellalisina positiva (Gast y Benson,
1996; Gasty Holt, 1999; Parimd et al., 2001;
Dhillon et al., 1999) .

En base a la respuesta de la cepa de
Salmonella enteritidis con relacion ala uti-
lizacion de la lisna, se puede inferir que la
Samonelaaidadafue diferentealautilizada
end experimento. La S. enteritidis es una
bacteria ampliamente distribuida, con malti-
pleshospederosy puedellegar aunaparvada
por transmision verticd y horizontal, por con-
taminacion de otros animales como aves sil-
vestres, roedores e insectos, alimento conta
minado y polvo (Gast, 2003). Debido aqued
experimento no fue realizado en unidades de
edtricto aidamiento, |os roedores o aves sil-
vestres podrian haber contaminando € ali-
mento o € agua a bajos niveles llegando a
afectar auno de los pollos.

Existen reportes que demuestran una
disminucion del peso corpora (13-19%) en
lasavespor infecciones con Salmonella sp.
aungue no desarrollan la enfermedad ni se
presentan casosdemortalidad (Dhillonetal .,
1998; Parimd et al., 2001). Sin embargo, en
el presente experimento no se afectaron los
parametros productivos de las aves desafia
das con la cepa en estudio.

CONCLUSIONES

La ausencia de signos clinicos, lesiones
y mortaidad en lasavesinoculadas o ali-
mentadas con Salmonella enterica, sub
especi e enterica, serotipo enteritidis, var.
Danysz, lisna negativa, evidencian que
este germen no es patogénico, y por 1o
tanto sele puede considerar como inocua
paralas aves.

Laocurrenciade serorreaccion de agu-
nas aves contra esta bacteria no permi-
te concluir que @ raticida que contiene
esta bacteria no ocasiona infecciones
subclinicas.
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