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INTRODUCCION

El presente trabajo fue realizado con
el propdsito de demostrar la capacidad
protectora de anticuerpos contra la
Salmonella typhi, en la infeccién ex-
perimental en pollos recién nacidos,
previamente protegidos con tales anti-
cuerpos. (1, 10, 11, 7).

MATERIALES Y METODOS

La cepa de Salmonella typhi usada,
tanto para preparar los antigenos O y
H como para reproducir experimen-
talmente la Salmonellosis, fue una ce-
pa Standard de la coleccién de la Sec-
cién de Microbiologia de la Facultad
de Medicina.

Los medios de cultivo usados, tanto
para preparar los antigenos como para
aislar los microorganismos de los ani-
males inoculados fueron medios usua-
les, recomendados para el estudio de
Enterobacteriaceas (3): Endo McCon-
key y Agar-sangre.
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Los animales utilizados en la prepa-
racién de los sueros anti-H y anti-O
fueron pollos de tres meses de edad,
de raza “New-Hampshire”, comercial-
mente obtenidos. Los animales de ex-
perimentacién utilizados para la re-
produccién de la Salmonellosis, fueron
pollitos de 3 a 4 dias de nacidos, de
raza “Hy-line”, comercialmente obte-
nidos.

La cepa de Salmonella typhi fue
sembrada en medio de McConkey pa-
ra su estudio, y de este medio resem-
brada en los habituales para su carac-
terizacién bioquimica; posteriormente
fue estudiada serolégicamente. Mais
tarde la cepa fue sembrada en medio
de Ruiz Castafieda (9), con el objeto
de obtener buenas cantidades del ger-
men para la preparacién del antigeno
O, el cual fue preparado segin los
procedimientos recomendados por Ed-
wards y Ewing (3). Para la prepara-
cién del antigeno H, el microorganis-
mo fue cultivado en caldo nutritivo
y tratado segun la técnica descrita por
Edwards y Ewing (3).

Una vez obtenidos los antigenos,
fueron inoculados por via endovenosa
en los pollos (a través de la vena del
ala), usindose dos para cada antigeno
y siguiendo el esquema de inoculacién
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recomendado también por Edwards y
Ewing (3). Terminado el periodo de
inoculacién, el cual se prolongd por
cudtro semanas, se tomd una muestra
de ‘sangre de cada uno de los animales
inoculades, con el objeto de cbtener
suero y hacer titulacién de los anti-
cuerpos con los antigenos correspon-
dientes; esta titulacién fue realizada
mediante reacciones de aglutinacién en
tubo. Cuando tales titulos se conside-
raron suficientes, los pollos fueron
sangrados totalmente y la sangte co-
lectada en tubos estériles independien-
temente, con el objeto d= obtener sue-
ro, el cual fue guardado previa adicién
de un preservativo y mantenido en
congelador para su uso posterior.

Los pollitos de tres y cuatro dias de
nacidos fueron divididos en grupos de
10, colocados en jaulas independientes
y correctamente identificados. El sue-
ro anti-O fue dividido en tres fraccio-
nes: una de suero puro, una diluida al
1:10 y una diluida al 1:100. Cada uno
de los 10 pollitos de un grupo fueron
inoculados intramuscularmente con
0.2 cc. del suero puro; un segundo
grupo de 10 pollitos fue inoculado con
0.2 del suero diluido al 1:10, y un ter-
cer grupo fue inoculado con 0.2 cc.
de la dilucién 1:100; iguales dilucio-
nes y grupos fueron usados con el sue-
ro anti-H. Un grupo de 10 pollitos
fue inoculado cada uno de ellos con
0.2 cc. de suero normal de pollo, el
cual serviria de control.

Veinticuatro horas después de esta
inoculacién se preparé una suspensién

de Salmonella typhi de 18 horas de
crecimiento y se hicieron diluciones
progresivas (10-1, 10-2, 10-3, 10-4,
10-5, 10-6) para determinar el nime-
ro de gérmenes viables por los proce-
dimientos usuales de recuento de colo-
nias, en medio de Endo. La dilucién de
10-6 fue seleccionada para inocular
los pollitos; una gota de tal dilucién
fue inoculada con jeringa de tubercu-
lina y aguja N° 26, directamente en
la masa encefilica, a cada uno de los
pollitos arriba mencionados. Dos gru-
pos de 10 pollitos cada uno fueron
utilizados como controles; uno al que
se inoculé intracerebralments la sus-
pensién del germen, sin haber sido
previamente protegidos con suero, y
el otro grupo inoculado intracerebral-
mente tinicamente con solucién salina
estéril, con el objeto de determinar si
este tipo de traumatismo repercutia en
la vida del animal. Los pollitos fueron
obsarvados cuidadosamente, por un
periodo de 10 dias, tiempo durante el
cual fueron alimentados con agua y
purina. Con el objeto de tener resul-
tados comparables y consistentes, este
tipo de experimento fue repetido va-
rias veces.

Los pollitos que murieron fueron
autopsiados inmediatamente, y mate-
rial obtenido d= cerebro, higado, bazo,
sangre intracardiaca y contenido in-
testinal fue sembrado en Endo, con el
objeto de determinar si una disemina-
cién del germen habia ocurrido y po-
dia considerarse responsable de la
muerte del animal.

RESULTADOS

La respuesta inmunoldgica de los
pollos inoculados con los antigenos
O y H, fue bastante buena, obtenién-
dose titulos de: anti-O 1:360, y anti-H
1:160.

De cada uno de los pollos sz obtuvo
aproximadamente 40 cc. de suero.

Segiin el recuento de gérmenes, ca-
da pollito recibié intracerebralmente
una cantidad aproximada de 200 mi-
croorganismos viables.

Como puede verse en la Tabla N° 1,
los pollitos que fueron previamente
inmunizados con el suero anti-O fue-
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ron protegidos contra la diseminacién
dzl microorganismo, siendo esta pro-
teccién mucho mis evidente cuando
el suero fuz inoculado puro que cuan-
do fue diluido al 1:10 o al 1:100. La
protecciéon es muy evidente compara-
da con los controles en los cuales, co-
mo puede verse en el cuadro N° 2,
todos los pollitos inoculados con el
germen, sin previa protecciin, murie-
ron la mayoria durante las primeras
cuarenta y ocho horas, al igual que los
pollitos que fueron inoculados con sue-
ro normal de pollo. Es evidente que el
traumatismo recibido por los pollitos,
como consecuencia de la inoculacién
intracerebral, no producz ningan tipo
" de alteracién que comprometa la vida
del animal, ya que estos controles per-

DISC

La capacidad protectora de los anti-
cuerpos, producidos como respuesta al
estimulo antigénico de las fracciones
antigénicas de la Salmonella typhi ha
sido muy controvertida (6, 8, 12) y
los trabajos realizados hasta este mo-
mento dan resultados que no pueden
compararse entre si, dado que utilizan
animales de experimentacién disimiles
tales como ratén, por via intraperito-
neal (4) y ratdn por via intracerebral
(4, 5), pollo por via intraperitoneal y
por-oral (7), en los cuales no siempre
se puede reproducir la Salmonellosis
experimental y obtenerse la disemina-
cién de los microorganismos.

Con la introduccion del método de
inoculacién por via intracerebral en
pollitos recién nacidos, usada por
Shaffer y colaboradores (1, 10, 11),
se contd con un excelente sistema bio-
légico, ya que con cantidades mini-
mas del germen, inoculadas intracere-
bralmente, se obtiene la multiplicacién
y diseminacién del microorganismo,
evitindose de esta manera que los fac-

manecieron bien durante el periodo de
observacién, como puede apreciarse en
la Tabla N*® 2.

Similar grado de proteccién al ante-
rior pudo observarse con el suero an-
ti-H (ver Tabla N°¢ 3).

Cuando la cantidad de microorga-
nismos inoculados excedié de 200, la
proteccién solamente se obtuvo con
suero puro anti-O, ya que los pollitos
protegidos con suero anti-H murieron
practicamente el 1009 en las prime-
ras 24 horas (ver Tablas Nos. 5§ y 6).

Las autopsias realizadas en todos los
animales que murieron demostraron
una franca diseminacién del microor-
ganismo, puesto que éste pudo ser ais-
lado de los diferentes drganos estudia-

dos.

USION

tores téxicos sean los causantes del de-
ceso, dado el escaso niimero de gérme-
nes inoculados; por otra parte, en el
pollo recién nacido parece que no hay
variabilidad de susceptibilidad en las
diferentes razas. Usando este medio
biolégico, hemos encontrado que los
sueros inmunes anti-O y anti-H evi-
dentemente ejercen una accién protec-
tora, ya que los pollitos se recuperan
y no mueren; el grado de proteccidn
conferido varia asi: con e] suero hiper-
inmune anti-H se obtiene mis baja
proteccibn, lo que estd de acuerdo con
diferentes estudios (9, 12). El suero
hiperinmune anti-O se muestra con
una capacidad protectora muy grande,
ya que protegié a un alto porcentaje
de los animales, aun con dosis elevadi-
simas de microorganismos (8).

Por otra parte, el traumatismo que
sufren los pollos por estas inoculacio-
nes es minimo, descartindose cual-
quier factor de error por este motivo,
como puede verse en las Tablas Nos.
2y6.
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CONCLUSIONES

1) La via intracerebral en el pollo
recién nacido es un método excelente
por su sensibilidad y facilidad en la
reproduccién experimental de la Sal-
monellosis.

2) Los sueros hiperinmunes contra
las fracciones H y O de la Salmonella
typhi confieren inmunidad pasiva, evi-

tando la diseminacién y muerte de los
pollitos.

3) La capacidad protectora confe-
rida por el suero anti-O es mayor que
la conferida por el suero anti-H, lo
cual se hace mds aparente cuando se
efecta una inoculacién con gran can-
tidad de gérmenes.

SUMARIO

Se reproduce experimentalmente la
Salmonellosis con Salmonella typhi
inoculada intracerebralmente en polli-
tos recién nacidos, previamente prote-
gidos con sueros hiperinmunes anti-O

y anti-H, con el fin de conocer el pa-
pel protector de dichos sueros.

Se demostré que dicho papel protec-
tor es bueno tanto por los sueros
anti-O como los anti-H, pero siendo
mejor el primero.

TABLA N? 1

POLLITOS PROTEGIDOS CON SUERO HIPERINMUNE ANTI-O E IiﬂOCULADOS INTRACERE-
BRALMENTE CON 200 MICROORGANISMOS VIABLES

Dias de observacion Suero sin diluir

Suero diluido al 1:10 Suero dilvido al 1:100

D 0
2 e [
3 e 0
4 e 0
5 i 0
6 e 0
7 e 1
8 0
L2 1
100 ... 0
Total decesos ...... 2

NI QOOOQOOOOQ =~ =
V OO0 O0O0OO0O0OO0O0O
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TABLA N° 2
CONTROLES. - CON 200 MICROORGANISMOS VIABLES INOCULADOS

INTRACEREBRALMENTE
Control con microorga- Control con S. S.

Dias de observacién Control con suero nismos intracraneales intracerebral

normal de pollo solamente solamente
L PN 6 8 o
2 e 2 0 V]
3 0 1 0
4 e 1 0 0
5 1] 0 0
6 0 0 0
2 0 0 0
8 e 0 0 0
O e ] 1 0
10 . ¢] 0 0
Total decesos ...... 9 10 0

TABLA N° 3

POLLITOS PROTEGIDOS CON SUERO HIPERINMUNE ANTI-H E INOCULADOS INTRACERE-
BRALMENTE CON 200 MICROORGANISMOS VIABLES

Dias 4e observacién Suero sin diluir Svero diluido al 1:10 Suero dilvido al 1:100

N
viocoocooooo—~o =
slo=—~—~—-0o000O0O
cCoocoo0coco0Oo—0w

-

TABLA N°? 4

POLLITOS PROTEGIDOS CON SUERO HIPERINMUNE ANTI-O E INOCULADOS INTRACERE-
BRALMENTE CON MAS DE 100.000 MICROORGANISMOS VIABLES

Dias de observacién Suero puro Suvero diluide al 1:10 Suero dilvido al 1:100
T, 5 7 8
2 e 0 0 0
3 0 0 0
4 i 0 0 [}
5 e 0 0 [
- 2 0 0 0
2 0 0 [
8 )] [o] 0
2 0 0 0

10 ..o 0 0 1

Total decesos ...... 5 7 9
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TABLA N°

5

POLLITOS PROTEGIDOS CON SUERO HIPERINMUNE ANTI-H E INOCULADOS [INTRACERE-
BRALMENTE CON MAS DE 100.000 MICROORGANISMOS VIABLES

Dias de observaciéon Suero puro

Suero dilvido al 1:10 Suero diluido al 1:100

-0 0O0O—=000—=0N\

VI 0O0O00O0O0OO0O0O0OV0

0O O~0D0O00O0CO0O0V

—
(=]
—_

TABLA N°

6

CONTROLES CON MAS DE 100.000 MICROORGANISMOS VIABLES INOCULADOS
INTRACEREBRALMENTE

Control con microorga~

Control ¢con S. S.

Control con suero nismos intracerebrales intracerebral
Dias de observacion normal de pollo solamente solamente
T 7 9 0
2 i 2 1 0
3 1 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
- J 0 0 0
7 e 0 0 0
8 e 0 0 0
e 0 0 ]
10 e 0 0 0
Total decesos ...... 10 10 0
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