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RESUMEN

En el presente trabajo el autor realizé una revision bibliogriafica de los méto-
dos diagndsticos para el aislamiento e identificacion de Salmonella pullorum
y falnwnella gallinarum ¢ hizo énfasis en los principales medios de cultive
utilizados.

INTRODUCCION

Las Salmonellas son gérmenes que en muchas ocasiones pueden atacar
al hombre y los animales,

El primer germen represertativo de este grupo fue aislado en 1885
por Salmén se le denominé Bacillus choleral suis, y es el causante de
la enteritis infecciosa del cerdo. En 1880 Eberth descubrié un miembro
importante de este grupo, Salmonella typhy. Gerther en 1888, del bazo
de un muerto de gastroenteritis, por haber comido carne cruda de una
vaca enferma, aislé6 un germen que denominé Bacillus esteritis. El mom-
bre genérico de Salmonella fue puesto en 1900 en honor a D. E. Salmén.
(Heseph, 1974.)

Infecciones paratifoideas es la expresion que se usa para designar
cierto grupe de enfermedades crénicas de las aves domésticas causadas
por uno o varios miembros del género Salmonella, no obstante, las pala-
bras pullerosis y tifosis se usan a menudo como sinénimos de infeccién
por bacterias perienecientes al género antes mencionado y es una deno-
minacién de amplio sentido que desigma las enfermedades causadas por
Salmonella pullorum o Salmonella gallinarum citado por (Biester and
Schawarte, 1968).

Una de las vias mas comunes de propagacién de las Salmonellas es a
través del agua y de los alimentos contaminados, por lo que se hace

indizpensable el analisis de los alimentos y el posterior decomiso de los
mismos. (Ojalve, 1976.)

Frecuentemente se ha demostrado que las Salmonellosis humana pro-
viene de los productos alimenticios de origen aviar.

Aunque loe alimentos pueden resultar contaminados en muchos pun-
tos durante su elaboracién y distribucién existen pocas dudas de que
la contamimacién directa e indirecta a partir de aves infectadas desem-
pefia una funcidn significativa en la contaminacién inicial de los pro-
ductos alimenticios elaborados con tales aves, En consecuencia, es total-
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mente légico que los intereses de la salud piblica consideren altamente
deseable el fomento y mantenimiento de aves de corral libres de Sal-
monella, (Snoeyenbos, 1971.)

En Cuba esta enfermedad ha sido controlada, Jo que nos libra de
mnymerableg pex;ghdas econémicas; no obgtnn;e, en Jos centros de diag-
néstito- dé enfermedades de las’ aves' se sigie ‘th método ‘sistematico de
investigaciones sg;ologlqas para Ja poa;bl& aparicm;; de esta peligrosa
entidad.

En el presente trabajo se realiza una revisién bxbhonahca sobre el
aislamiento e identificacion de Selmonella pullorum, causa principal de
la pullorosls de los polhtos que tanto golpea la economia de otros palses

Algunos aspectos sobre la mczdema y dwtnbuclqn de la enfmruédud

En las aves de corral existen dos enfermedades especiales: Pullorosis y
Tifosis, causadas por Salmonella pullorwm y Salmonella gallinarum, res-
pechvamente, ambas- tienen “mucha miportancm y -'se ‘eiicuéntran distri-
buidas ~ampliamente, causando afios . Significativos.’ Aden&aq Fde Estas,
existen otras Salmonellas que son capaces de enfermar las aves apnque
no causarr grandes epidemias como las primeras como es por ejemplo
la Salmonella typhymiurium, gue ha gido aislada de ovarios de gallinas
y pavos. (Fritzche y Garriets, q

- Aderkeff 'y colaboradores  (1970) planteau que -el'progresivo :desarrollo
y expansién de la industria avicola al introducir ‘huevas:tecnologias' en
168 procesos . de incubacion y.erianza ha. favorecjdo la disminucién deila
ehfermedad; ‘en- su: trabajuo eéfidlan.la: indiportancia.ide. la.- Salmonellosis
en ' EU haciendo. luna irevisiéh! de ;esta- énfermedad. con i datow: aeu’muladq"s
durdnte 5 »ﬁﬁOEndeutﬂabaJo diagnosﬁco; LA qUrs e ST t ui
Poyiotra! parts) Renhtde 'y aolkbbrudores ! (1972)1 plantéan Ix: mcxdencm
38" Satshonellay en Bhanda  ditrante’ el ‘periodo ‘eomiprendids entre 1961
1971, el dio *fiindametrtilmente -las frechencia » dé - “Pullorosis *tifosis
durante estos afios en relacién con otras Salmonellosm 'y* el! papel dr.e
juega-la edad en.la presentaciéon:.de . estas entidadesi: NI
-4 4 dontinndcidn ‘presemtamos ! log 'reslﬂ!tadés ovbtenidos ~por Renault y
b"aﬁo‘radoﬁéS‘ ‘(1972) (-Grﬂfibds “2atyr2b )l o s
R Behedal T4 ¢hifdrmedud Ii&‘sido dlag‘nohncada B los’ ‘EU Cnnkdé
I l t i‘a  difergiited' partés de' ‘Africa’ contmep’tdl “Akiy, Australia) Euto-
pa Japén,' CoréJ v iAmérica del Siit), ciusando ‘dondidbables perdldas,

por e]empli) en Htihgna, ‘dutante’el d)ié"l977 fue 12" Pullorosis iind' de
las enfermedades que mas afecto la economla de] pals (Tu{'m, 1978)

oLt . ety

Cdfaqteres 'generaﬂé‘s det agente dausal' ' ' e e
La Salmonella pullomm y la Salnwme'lla gallmamm e&tann consxdern-
das . por, algungs, au,toms como una gola, emldad (Renault .1972; Besu-
cleir, 1975). _
- §in _embargo, otros mvestlgadOrea plantean 1'1 Salmwl.ella pullarum
QMO el .agente_caysal,de;una infeccién; intestimal .aguda de los pollitos
ip¥enes y (por, pira_parte, la Salmonella gallinarum_como la caysa_prin-
01pa1 de una ppfenn,q pd ;pp:smial aguda de las. gal],mas (Bxester y Zeb-

T N Doaif vl Ve e,
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Grifico 1. Incidencia en Francia de la Pullorosis — Tiphesis durante 1961.1971 (Re-
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warte, 1968; Carter, 1969; Hofstad et «l, 1972}, basandose en las carac-

teristicas bioquimicas de ambas para diferenciarlas.

En general morfolégicamente son semejamtes, se presentan eh forma
de bacilos rectos de una talia media de 0.5 a 3M, no poseen dapsyfms,
ni flagelos peritricos.

En medios sélidos dan colonias de 2 a 4 mm de formas lisad y con-
vexas que al envejecer los cultivos pueden ser rugosas (R). (Begauclair,
1975.)

Bioquimicamente no fermentan lactosa, sacarosa y salicin; no| produ-
cer indol, no hidrolizan la urea y no producen acetilmetilcarbinpl, pro-
ducen H.S, aunque algunos autéres plantean que la Salmonella TIm

puede producirlo o no. (Hofstad et al., 1972.) - o
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Gréfico 22. Incidencia en Francia de ]a Pullorosis-Tiphosis durante 1961-1971, en po-
Mlitos de 0-3 semanas de edad y en aves adultas (Renault y col. 1972). Tomado de
These pour le doctorat veterinaire, Pierre Beauclair, 1975.
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Grafico 2b Incidencia en Francia de la Pullorosis — Tiphosis durante 1961-1971, en

pollitos de 0-3 semanas de edad y en aves adultas, (Renault y col. 1972). Tomado
de These pour le doctorat veterinaire, Pierre Beauclair, 1975.
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Realizaccion de la prueba

Con el antigeno y los sueros a temperatura ambiente (20°-30°C) se
procede a mezclar una gota de aproximadamente 0,03 ml del antigeno
v otra gota de 0,03 m) de suero sobre una placa de cristal en condiciones
de 6ptima iluminacién.

Lectura e interpretacion
Se consideran como positivas las reacciones de franca aglutinacién con
formaciones de grumos bien definidos, en los 30 primeros segundos.

Se consideran como sospechosas aquellas reacciones débiles o poco
definidas que ocurran durante el primer minuto.

Se considera como wnegativa aquella reaccion en que la mezcla de
ambas gotas permanece homogénea durante un minuto.

Control de positividad y negatividad

En cada placa de aglutinacién se efectiia sistematicamente una prueba
de control de positividad basada en la utilizacion de un suero positive,.
del mismo modo se realizara un control con un suero negativo o con
solucion salina al 0,859.

B) Prueba scroligica de aglutinacion lenta (segun Wright et al, 1948)
Preparacion del antigeno lento

Se realiza una dilucién 1:10 con el antigeno en solucién de NaCl al
0,85% ph ajustado a 7.

Diluciones del suero
Con cada suero se prepara originalment: una serie de 6 diluciones de:
1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 y 1:160.

En el primer tubo de aglutinacién se sitia 80 ml de solucion salina
al 0,855 ph = 7, en los restantes tubos se sitia 0,5 ml de solucién sali-
na. Posteriormente se afiade 0,2 ml del suero al primer tubo y de esa
mezcla se pasa 0,5 ml al segurdo tubo y asi sucesivamente hasta el 6to.
tubo del que finalmente se eliminan 0,5 ml (Fig. 1).

Cada tubo fimalmente queda con 5,0 ml

Mezcla del antigeno lento con las seis diluciones de suero

En cada tubo se sitia 0,5 ml del antigeno lento; de esta forma se
.amplia la dilucién original del suero doblemente, es decir ahora teme-
mos diluciones fina'es de 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 y 1:320.

Lectura

Al cabo de 20 horas a 37°C se procedera a leer los resultados:

Reaccion positiva. Esta dada por una columna tramsparente de la
mezcla y un sedimento amplio de bacterias fuertemente aglutinadas.
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Fig. 1 Metodologia a seguir para realizar las diluciones del suero (Tomado de Mectodologia para las
répidas y lentas, 1973).
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Reaccidn negativa, Se mantiene la turbidez original y un pequefio
sedimento de bacterias no aglutinadas en el fondo. Se evaliian como
sospechosas las reacciones positivas débiles e incompletas.

Inter pretacion

Se consideran como positivas aquellos sueros que muestran reaccién
por lo menos sospechosa en el tercer tubo (1:40) y reaccién positiva en
los dos primeros tubos (1:10 y 1:20).

Se consideran sospechosos aquellos sueros que muestran reaccién po-
gitiva o sospechosa solamente hasta el segundo tubo, pero permanecen
negativas las reacciones a partir del tercer tubo.

El titulo del suero corresponde con la ultima dilucién em que se
presenté una reaccién positiva.

Se debe realizar un control de positividad y negatividad, con un
suero hiperinmune especifico en el primer caso y con suero negativo
o solucién salina en el segundo.

Prueba serolégica de¢ aglutinacion lente, método Americano, (Williams
y MacDonald, 1955)

Dilucion del antigeno

El antigeno lento se prepara mediante una dilucién del antigeno rapi-
do 1:20 en solucién de CINa al 0,85% - ph = 7.

Dilucion del suero

El antigenro lento se distribuye a razén de 2 tubos con 2 ml en cada
uno por cada suero, En el primer tubo se sitia 0,1 del suero (1:20)
y en cl segundo tubo 0,05 del suero (1:40).

Se colocan los tubos en gradillas durante 20 horas a 37°C.

Lectura e interpretacion

La lectura es idéntica al método europeo de las 6 diluciones.

Se comsidera positivo un suero que muestra reaccién positiva o dudosa
en ¢! segundo tubo (1:40) y positiva en el primero (1:20).

Se considera esospechoso un suero que muestra reaccién positiva o
dudosa sélo e el primer tubo (1:20) y reaccién negativa en el segundo
tubo (1:40).

D) Prucba serologica ripida con sangre total

Es el método mas usado para detectar las infecciones por Salmonella
pullorum y Salmonella gallinarum en pollos porque puede ser usado
dentro de las condiciones de campo. (Anonymous, 1975.)
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El test rapido con sangre total, se realiza utilizando también un anti-
geno coloreado com crystal - violeta (anmtigemo (K) pullorum poliva-
lente) el cual se lleva a una placa de cristal con una gota de sangre total
de aproximadamente 0,02 ml que se toma de la vena del ala con un asa.

El antigeno se mide con un cuentagotas medicinal, cuya punta esta
adaptada para entregar 0,05 ml cuando se usa en posiciér vertical. Las
diluciones del antigeno en la sangre en diluciones 2:1 6 3:1 son las que
dan mejores resultados. La sangre contenida en el asa se mezcla con
el antigeno y se extiende; la lamina de vidrio se rota para favorecer
la mezcla de la sangre con el antigeno, la reaccién se produce en un
lapso entre unos segundos y dos minutos.

Reaccion positiva

Consiste en la formacién de grumos de violeta, constituides por bac-
terias tefiidas que flotan en un liquido transparente. La rapidez de la
reaccion y el tamaiio de los grumos dependen de la potencia aglutina-
dora de la sangre. Reacciérr negativa. La mezcla permanece homogénea
por lo menos 2 minutos.

E) Pruebas diversas

El test de microaglutinacién planteado por J. Williams er al. (1971,
1973), usa muy pequeiias cantidades de suero y antigeno dispuesto en
placas de microtest. Los antigenos de microtest son ventajosos para in-
fecciones de Salmonella de los grupos serolégicos B (S. typhimunium
y otras) C y D (S. pullorum y otras).

Estos tests son considerablemente facilitados por la coleccién de mues-
tras de samgre total de aves en placas de microtest (Williams, 1973)
en transferencias de muestras de suero a tales placas antes que los tests
sean determinados.

Por otra parte, Ellis et al. (1969) plantean la técnica de anticuerpos
fluorescentes (F A) para detectar Salmonella y Arizonas en tejidos avia-
res y material fecal. Esta técnica es rapida, exacta y tal vez sea de gran
utilidad en el futuro, ya que todavia algunos laboratorios no poscen
equipos de FA.

Aislamiento e identificacion del agente etiolégico
Medios de cultivos y sustratos preferidos (Williams et al, 1975)

Caldo Tetratienato Verde Bnillunte (T.B.G.) Se adicionan 10 ml de
una solucién de 1:1 000 de verde brillante a cada 1000 mi de medio
basico después de disuelto por calentamiento. También se le adicionan
20 m! de solucién de iodo por cada 1000 ml de medio preparado para
suprimir el Proteus spp efectivamente. Se adiciona 1 ml de solucién de
Sulfathiazol Sédico (125 mg por 180 m! de agua destilada) en cada
1000 ml de Caldo T.B.G. en el tiempo de adicionar el iodo, esto es
importante para evaluar la eficiencia de diferentes lotes de verde bri-
llante adicionado al caldo T.B.G.
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Bismuto Sulfito Agar (B.S.)

Es un medio que se debe usar rapidamente. No se esteriliza por auto-
clave, se pueden guardar las placas no méas de 3 dias en frio.

Las lecturas se deben hacer de 24 a 48 horas de incubacién a 37°C.

Caldo y Agar Infusion de Ternera (VI)

Esto es un excelente caldo y agar nutriente para los organismos Sal-
monella y Arizona. En cultivo de albimina de huevo se adiciona 35 mg
de sulfato ferroso por cada 1000 ml de caldo, VI antes de la esterili-
zacién.

Agar Triple Azicar Hierro (TSI)

El medio se distribuye en tubos de ensayos inclinados, este contiene
una pequeiia cantidad de dextrosa y una mayor cantidad de lactosa y
sacrosa y un indicador de H.S. El indicador de pH es el rejo phenol.
El medio es de color amarillo cuando hay acidez y rojo cuando hay
alcalinidad tamo en el inclinado como en el fondo del tubo.

Caldos utilizados en las pruebas bioquimicas de fermentacion

Es muy utilizado en la fermentacion de los carbohidratos el agua
peptenada con reactivo de Andrade, utilizando una concentracién de
1% de la sustancia a fermentar. Se utilizan tubos Durham invertidos
para la produccién de gas,

El caldo malonato es urr medio liquido preparado con materiales de
composicién quimica conocido con sulfato de amonio y sodio y el malo-
nato como tunica fuente de nitrégeno y carbén. El indicador de pH es
el bromethimol azul. Al preparar como fuente de energia producen
una reaccién alcalina que cambia el medio de verde - azul.

Caldo Urea

Este medio es recomendado para la identificacién del género Proteus,
¢l cual da reaccién de ureasa positiva (hidrélisis de la urea) indicade
per un cambio del medio de color amarillo (pH - 6,8) a rojo o cereza
(pH - 8.1 o mas).

Las Salmonellas son negativas en caldo urea,

E! medio es rehidratado, filirado para su esterilizacién y distribuido
ascepticamente en cantidad de 3 ml dentro de tubos de ensayos. Los
tubos inoculados se incuban a 37°C y se realizan las lecturas después
de 24 y 48 horas.

Agar Semisélido .
Este agar es comercialmente iitil como medio para el Test de la mo-
tilidad.

Se prepara de la siguiente forma: 3 g de extracto de carne, 10 g de
peptona, 5 g de cloruro de sodio, 4 g de agar, en 1000 ml de agua des-
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tilada. Ajustar la reaccién a pH = 74 y poner 8 ml dentro de cada
tubo, esterilizar por autoclave por 15 minutos a 121°C. No inclinar, Ino-
cular por puncién cerca de 5 mm de profundidad dentro de la columna
de medio. Incubacién a 37°C por 1 6 2 dias.

En Cuba, Joseph (1974), plantea en sus trabajos el diagxiéstico bac-
teriolégico de la Pullorosis en nuestro pais utilizando para ello los me-
dios de cultivo siguientes:

Caldo tetrationato (Oxcid), Agar Endo (Oxaid) y Agar Desoxicolato-
Citrato (Oxoid) utilizando el primerd como caldo de enriquecimiento
durante 24-48 horas en incubadora a 37°C y hacer pasaje a los medios
sélidos (Agar Endo, Agar Dexoxicolato) para el tratamiento del germen,
incubando también a 37°C durante 48 horas hasta la aparicién de colo-
rias sospechosas. :

Las pruebas bioquimicas para completar la identificacidn es similar
a la de la bibliografia consultada. '

Otras investigaciones sugieren la ’utilizabién de . otros medios como
Agar Drigalsky, Agar SS., Caldo Selenito y Caldo Kauffmann entre
otros (Turin, 1978). '

Toma de muestras

Se.toman con hisopo estéril muestras de érganos afectados tales como:
higado, corazén, bazo, heces fecales y ovarios y se siembran en caldos
de enriquecimiento como T.B.G. y VI durante 48 horas y después en
los medios sélidos durante el mismo tiempo a 37°C. Los analisis se deben
complementar con ‘¢xudados cloacales, anilisis de los huevos en inctiba-
cién tanto de su contenido como' del embrién cuando esto esta presente,
siemipre en todos estos casos se debe utilizar el ¢aldo de enriquecimiento
‘'primeramente’ y después los medios sélidos. (Ellis er al, 1972.)

Identificacion del agente

Las colonias de Salmonella pullorum y Salmonclla gallingrum son
pequeifias, rosadas en medios de caltivo como Agar Endo (dentro se han
aislado cepas fermentadoras de maltosas), en otros medios como el Agar

desoxicolato citrato las colonias som imcoloras, pequeflas, convexas, lisas
(Edwards y Ewing, 1972).

Del cultivo tipico de Salmonells pullorum y Salmonellsa gallinarum
se toma lo més estérilmente posible de centro de uma coonia para trans-
ferira a medios seléctivos como los ya expuestos para su limpieza y de
esta forma obtener un cultivo puro a utilizar en las pruebas hioquimicas
para clasificar el microorganismo (Williams et al, 1975).

‘Hofstad et al (1972) plantea las signientes reacciones, las cuales, han
sido determinadas en 24 horas de incubacién y que ayuda a la identi-
ficacién de la Salmonelln pullorum. )

En agar T.S.L la Salmionella pullorum produce alcalinidad en el ircli-
nado y acidez én el fondo, en casos con un retardado énnegrecimiento
del medio por la produccién de H,S. " .
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Comportamiento en la fermentacién de carbohidratos.

Dextrosa — Fermenta com gas
Lactoea — No fermenta

Sacarosa —— No fermenta

Manitol — Ferinenta con gas
"Maltosa — Usnalmente no fermenta
Dulcitol — No fermenta

No produce indol, no hidroliza la urea, motilidad negativa.
Positiva frente a antisueros del grupo D.

A continnaciér ofrecemos una tabla resumen de las reacciones bio-
quimicas de la Salmonella pullorum y Salmonella gallinarum en relacién
con otras Salmonelas y Arizona (Williams et al, 1975).

TABILA 1

Reacclones quimicas de la Salmenella pullorum y Salmonells gallinaium en
comparacién con ofras salmonellas y Arizonas (Williams et al, 1975)
Tomado de “Isoation and identification of Avian Pathogens” P = 33

Otras

salmonellas

(paraty-
Medio S. Pullorum S, Gallinarum  phoideas) A, hinshawii
Dextrosa A(G) A AG AG
Lactosa —_ -~ — AG o AGL
Sucrosa — — — —
Manitol A(G) A AG AG
Maltosa (-) A AG AG
Delcitol — A AG —
Malonato —_ —_ —_ —
Gelatina — —_ —_— —L
Caldo Urea — il —_ —
‘Mutilidad — — - —_
A Produce acido — Negativo L Tardiamente de 7-10 dias
G Produce gas () Variable

Identificacion serologica

Existe un gran ndimero de serotipos de Salmonella que afectan las
aves, la cual requiere una cantidad considerable de antisueros para com-
pletar la caracterizacién de estas cepas, este es a veces imposible de rea-
lizar por el personal de laboratorio, por lo cual se usa para estos tests,
el antisuero polivalente, antisuero sematico de grupo especifico (0),
y el flagelar (F) que consta de 2 fases (Edwards y Ewing, 1972).

También se plantea por este mismo autor la existencia del antigeno K
(capsular o de cubierta).
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En la mayor parte de los laboratorios de diagndstico veterinario las
Salmonellas aisladas se examinan serolégicamente para determiwar el
grupo a que pertenecen. La identificacién del grupo se basa en la pose-
sién de ciertos antigenos sométicos. .

El antisuero polivalente de Salmonella se halla ficilmente en el comer-
<io cubriendo los grupos de A hasta E. La técnica es una simple prueba
de aglutinaciérr en placa, primero con el suero polivalente y luego con
Jos de grupo especifico. La identificacién posterior hasta la especie se
realiza con antigeno flagelar (H) (Hofstad, 1972).

La Salmonella pullorum y la Salmonella gellinarum no presentan fla-
gelar sélo sematico, que corresponde con el grupe serolégico (1,9.12)
(Edwards y Ewing, 1972).

Resistencia de la Salmonella pullorum y Salmonella gallinarum
jrente a algunos antibidticos

Karyagin (1964) plantea el incremento de la resistencia de la Salmo-
nella pullorum frente a la clorotetraciclina.

Por otra parte, Renault ez al (1972) pone de manifiesto en un trabajo
realizado sobre la incidencia de Salmonella pullorum y Salmonella ga-
linarum en comparacién con otras salmonellas en Francia durante el
periodo de 1961-1971 la resistencia a diferentes antibidticos presentada
por las cepas aisladas, entre los que se encontraban: cloranfenicol, tetra-
ciclina y estreptomicina principalmente.

Actualmente se conocen dos mecanismos genéticos para la resistencia
bacteriana a los antibiéticos (Duval y Soussy, 1977):

A) Cromosémico por mutacidn.
B) Extracromosémico por plasmidos.

A) Sefialan Guillot y Elizabeth Chaslus (1976) que la resisteniia cro-
mosémica es debida generalmente a ura mutacién sobre el cromo-
soma de los genes que afectan especificamente el mecanismo de
accién de un antibidtico o de una familia de antibiéticos.

B) Este tipo de resistencia es la que se conoce como transferible,
trasmisible e infectivo (Watanabe, 1963).

Son numerosos los estudios realizados sobre este tipo de resistencia
Chabbert (1973) y Guillet; Elizabeth Chaslus (1976) coinciden en se-
fialar que las plasmidas o factor R estin constitudas de ADN bicatenario
extracremosémico de estructura parecida al cromosoma bacteriano pero
con algunas caracteristicas propias y que el mecanismo de transferemcia
puede ser a través de procesos genéticos tales como: transformacidn,
transduccién y conjugacién.

SUMMARY

The present work deals with a review of the literature on the diagnostic
methods for the isolation and identification of Salmonella pullorum and
Salmonella gallinarum; the leading culture media uscd are highlighted.
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