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RESUMEN

Este estudio fue realizado para determinar la frecuencia de salmonella en becerras
lactantes en Delicias Chihuahua entre los meses de julio a noviembre del 2008, las
muestras fueron tomadas de diferentes establos, con un total de 21 muestras
tomadas al azar de diferentes animales, posteriormente se enviaron al laboratorio
para su andlisis. Los resultados mostraron que de un total de 21 el 57.14% de las
muestras resultaron positivas a la prueba, mientras que el 42.80% restante, fueron
negativas. De las cuales, Del total de las muestras positivas, un 60%
correspondieron a hembras, mientras el 40 % restante resultaron negativos. Con
referencia a los machos, el 55% fueron positivos y el 45% restante correspondio a

los negativos.

Palabras clave. Frecuencia, salmonella, becerros lactantes.
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l. INTRODUCCION

La salmonella, patdgeno intracelular facultativo, que causa una gran variedad de
enfermedades infecciosas. La mas comun, la gastroenteritis (Philippe, et al, 2005).
Dentro de la especie de salmonella entérica hay mas de 2,000 serotipos diferentes,
gue incluyen bacterias de enorme importancia médica y veterinaria. La patologia de
las infecciones de salmonella puede variar de leve a grave enteritis y depende en
gran medida de la particular combinacion de serotipos y especies de huésped. La
presencia de salmonella entérica serotipo typhimurium induce una enfermedad
sistémica, como fiebre tifoidea en ratones. (J. Bispham, et al., 2001). La incidencia
de la salmonella humana se estima para extenderse entre 800.000 y 3.700.000
casos por afio en los Estados Unidos (Chalker., and M. J. Blaser. 1988). Cada afio,
aproximadamente 40.000 casos se divulgan a los centros para el control de
enfermedad y la prevencion. La incidencia de las infecciones reportadas de las
salmonellas en los Estados Unidos es la mas alta entre los nifios menores de 1 afio,
con 111 casos por la poblacion 100.000. Entre 21 y el 38% de los casos humanos
de la salmonella en Norteamérica y Europa sea debido a la infeccién con una la
serovariedad typhimurium entérica de las salmonellas (Centers for Disease
Control, 1990). Un examen que se realizO en Gran Bretafia reveld0 que estan
serovariedades asociadas de salmonella con un 12% de los brotes de la diarrea
entre los terneros (Renee M. Tsolis, et al., 2000). En México desde 1940, en el
Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE) se realiza la
serotipificacion de salmonellas aisladas de muestras clinicas, ambientales y de
alimentos. Entre 1940 y 1960, Olarte y Varela encontraron 74 serotipos diferentes;
ya para 1974-1981, se encontraron 80 serotipos diferentes, 35 de los cuales no se

habian reportado en afios anteriores (Lucina et al., 2000).

La salmonelosis tiene un impacto significativo en la salud animal. Aunque el ganado
pueden estar infectado con muchos serotipos diferentes, la salmonelosis bovina es
causada principalmente por dos de ellos, salmonella entérica serovariedad
typhimurium, (referente a S. typhimurium) y serovariedad dublin (S, dublin) (Santos,
et al., 2002). Los bovinos adultos que sobreviven a la infeccion por el serotipo dublin
siguen siendo a menudo los portadores durante largos periodos de tiempo, o

esporadicos y repetidos brotes de enfermedades entre los rebafios (Jones, P. W.
1



1992.). Ademéas de su asociacion con la enfermedad humana, la serovariedad
typhimurium es una causa importante de la morbilidad y de la mortalidad del becerro
en los Estados Unidos y en Europa (Rothenbacher, H. 1965., Smith, et al., 1994).
Sin embargo, el serotipo typhimurium se considera de una gran gama de serotipos
de hospedadores, ya que es capaz de infectar a muchas diversas especies de
huéspedes, generalmente causa la limitacion de la diarrea libre, e incluso las
infecciones pueden ocurrir en animales jovenes o0 inmunodeprimidos
(Rothenbacher, H. 1965., Smith, et al., 1994).

Il. JUSTIFICACION

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa que afecta a todos los animales
domeésticos y al hombre, siendo una de las zoonosis mas importantes en la industria

de los alimentos.

En bovinos lecheros es una enfermedad que se presenta en épocas de lluvias
debido a que esta bacteria permanece en lugares hiumedos por varios meses. Se
trasmite por contaminacion fecal de agua y alimentos. En la Comarca Lagunera se
han estado presentando brotes de Salmonella spp en varios hatos lecheros debido a
gue en estos meses ah estado muy humedo y el riesgo de la infeccion de un hato a
otro es muy alto, ya que no se tienen medidas de seguridad muy estrictas.

Ante esta problematica y considerando que el ganado lechero de reemplazo, es la
crianza, es la que se ve mas afectada, se pretende determinar la frecuencia de

salmonelosis e identificar a qué edad es con mayor frecuencia afectado.



lll. OBJETIVOS

Objetivo general: Determinar la frecuencia de salmonella en becerros lactantes en

hatos lecheros en delicias chihuahua.

Objetivos especificos:

1. Tomar muestras de animales con signos a salmonella y analizarlos por medio

de microbiologia.
2. Aislar e identificar Salmonella spp. Utilizando medios de cultivos especificos.

3. Determinar a qué edad son mas propensas a contraer la infeccion.



IV. ANTECEDENTES
4.1 Historia

El primer caso descrito de salmonella entérica fue a partir de heces humanas,
durante una infeccién alimentaria epidémica en 1888 en Franqueasen, Alemania.
Desde entonces, ha sido aislada en una gran variedad de animales domésticos y
salvajes en muchos paises del mundo (Porta, 1999). Cepas de Salmonella que
fermentan la lactosa se han descrito desde 1907, pero han sido esporadicos de
aparicién con un minimo de significacién clinica o epidemioldgica. Esto fue asi hasta
1971, cuando un lago "resistentes a los antibidticos de cepas de salmonella
typhimurium se convirti6 en endémica en partes de Brasil (Falcao, et al., 1997).
Para los afios 80s, S. entérica habia emergido como una preocupacion importante
en la seguridad de los alimentos en Europa y América. Antes en 1990, en los
estados unidos y antes de 1993 en Europa, fue el serotipo mas frecuentemente
reportado (Philippe et al., 2005). Las infecciones por salmonela en ganado, resultan
en un problema de un diagndstico exacto en la prevencion a nivel de hato y control
de infecciones. Las cepas de salmonella B, C y E se han encontrado comunmente
en el ganado al oeste de los estados unidos. En 1967. S. dublin fue encontrada
solamente al oeste de las Montafias Rocallosas y fue considerada como una
enfermedad netamente occidental, desde entonces se han estado propagando
rapidamente hacia el este en animales y sus productos que sean movido
rapidamente (Patrick et al., 1999). Dos afios mas tarde, una cepa de salmonella
Oranienburg se convirtid en endémica en las mismas zonas. En América Latina y el
Caribe estos genes estaban en cepas diferentes de plasmidos. En el caso del Lago
'S. Oranienburg, el cloranfenicol y la estreptomicina tenia una resistencia vinculada

a la lac h2 marcado en un plasmido (Timoney et al., 2000).

Es ampliamente aceptado que recientemente en la historia de la evolucion de
salmonella ha adquirido trozos grandes de ADN por la transferencia horizontal de
genes que confieren funciones asociadas a la virulencia de la bacteria huésped
(Ochman, et al., 1995). Estos loci genéticos se han denominado las islas de
patogenicidad. Ademas, cada vez es mas evidente que estas islas de patogenicidad

son capaces de influir en las diferentes etapas de la patogénesis. Por ejemplo, la



isla de patogenicidad de salmonella 1 (SPI-1), que codifica la Inv-Spa sistema de
secrecion tipo Il (TTSS-1), participa en la invasion, tanto de las células intestinales y
la induccién de secrecion de fluidos y las respuestas inflamatorias en los animales
bovinos (Watson, et al., 1998). Sin embargo, otros loci genéticos han demostrado la
influencia principalmente en enfermedades sistémicas. SlyA el gen influye en la
patogénesis sistémica de salmonella en ratones pero no tiene efecto significativo
sobre la induccion de respuestas enteropatogenica en los animales bovinos (Libby,
S. J. et al., 1994). El papel exacto de slyA sigue siendo confuso, pero este gen se
ha implicado en la regulacion de genes. Del mismo modo, la SPI-2, que codifica un
segundo sistema de secrecion tipo Il (TTSS-2), Se ha demostrado la influencia
sistémica de virulencia en ratones, pero no parece participar en el serotipo

typhimurium enteritis inducida en terneros (Tsolis, R. M, et al., 1999.)

4.2 Agentes etiolégicos

Dentro de la especie salmonellas hay 2,000 diversos serotipos, incluyendo las
bacterias de gran significacién veterinaria y médica, que pueden dar lugar a
sintomas que van desde enteritis suave hasta una enfermedad sistémica severa.
Los serotipos virulentos de las salmonellas pueden diferenciar gradualmente su
grado de la especificidad del huésped (Chiang, S. L.1999, Y Libby, S. J, et al.,
1994.). Dos serotipos, typhimurium y dublin, se asocian mas al 95% de los casos de
la salmonella divulgada en los ganados (Gibson, Sojka, W. J., and H. I. Field.
1970). Puesto que la enteritis de los bovinos se asemeja mucho a la enfermedad
producida por serovariedad typhimurium en seres humanos, los estudios recientes
se han centrado en la infeccion oral experimental del ternero para establecer un
modelo animal para la enfermedad diarreica en los seres humanos. (Tsolis, R. M.,
et al., 1999. y Watson, P. R. et al.,, 1998). Las infecciones de serovariedad
typhimurium en seres humanos siguen localizadas al intestino y al drenar en
ganglios linfaticos y se manifiestan comunmente dentro de 48 h después de la
ingestion del alimento o del agua contaminada con vomito, y la diarrea aguda que
progresa hacia la disenteria (Renee M. Tsolis, et al., 2000). Se estima que las

salmonellas causan 1.4 millones de enfermedades por afio con 1.3 millones de los



casos resultando en una infeccion producida por los alimentos. Estas salmonelas
son puestas como la segunda causa principal de enfermedades bacterianas de
origen alimenticio, y la casusa principal de morbilidad debido a la relacién del
alimento con la enfermedad (Bittner et al., 2003). Una respuesta reciente basada
en relaciones moleculares clasifica a las salmonellas en dos especies; salmonela
entérica y salmonella bonrory. Alternadamente, la salmonella entérica se divide en
siete grupos filogénicos, subespecies I, I, 1, IV, VI, y VII; La subespecie | incluye
2300 serovariedades, algunos de los cuales se aislan cominmente de pajaros y
mamiferos infectados, incluyendo seres humanos. Las otras subespecies colonizan
principalmente vertebrados de sangre caliente (Kaman et al., 2003). De estas seis
subespecies, solamente la subespecie | se asocia a enfermedades en animales de
sangre caliente. Hasta la fecha, hay mas de 2300 serovariedades identificadas
dentro de la subespecie |. Sin embargo, solamente una fraccion pequefia de los
millares de serovariedades descritas de la subespecie I, causa con frecuencia
enfermedad en seres humanos y animales domésticos (Philippe et al., 2005). Las
otras subespecies de salmonela, en particular la subespecie llla (Arizona) y S.
Bongori, se asocian a enfermedades en organismos de sangre caliente en Arizona y
son de vez en cuando responsables de enfermedades sistémicas en seres humanos
(Porwollik et al., 2004).

4.3Serovariedades mas comunes en animales domésticos
4.3.1 S. Typhimurium

S. typhimurium es el serotipo mas frecuentemente aislado de los malos
ganado en los EE.UU., resultando asi importantes pérdidas econémicas (Wells S,
Fedorka-Cray PJ, 1998). S.typhimurium afecta la mayoria del ganado joven y
puede causar varias manifestaciones clinicas que pueden ir desde un rango
peracute a un curso de muerte en 24 horas de una infeccién crénica a una infeccion
asintomatica. Sin embargo, la manifestacion clinica mas comun de la infeccion es
una enfermedad diarreica aguda (R. L. Santos, et al, 2002). Ademas de su impacto
sobre la salud de los animales, S.typhimurium es la segunda mayor prevalencia de
enfermedades alimenticias de origen bacteriano en los E.U, con una cifra anual

estimada de 1.4 millones de casos, resultando en 0.6-3.5 millones de délares de



medicamento anual y costos de productividad (R.L. Santos, et al., 2002). La
serovariedad typhimurium entérica de las salmonellas es una causa comudn de la
enteritis en seres humanos. La enfermedad se localiza tipicamente en el intestino y
los ganglios linfaticos mesentéricos y es caracterizada por diarrea aguda, vomito, y
dolor abdominal. Las biopsias rectales de pacientes revelan edema en la mucosa y
la inflamacion aguda con los neutrofilos (Renato L. Santos et al., 2001). S.
typhimurium es una causa importante de la morbilidad y de la mortalidad del becerro
en los Estados Unidos y en Europa (Sojka, W. J, et at., 2003). Las caracteristicas
clinicas son parecidas a las observadas durante la infeccion de ganados pero son
diferentes de ésas observadas durante la infeccion de ratones, un animal en el cual
la serovariedad typhimurium no cause la diarrea. Los estudios recientes se han
centrado asi en el modelo del becerro para estudiar la patogenia de la diarrea
inducida por serovariedad typhimurium. Un estudio que compara la importancia de
los determinantes de serovariedad typhimurium importantes de la virulencia,
incluyendo la isla de la patogenicidad de las salmonellas (SPI) - 1, SPI-2, SPI-5, y el
operon del spv, para las enfermedades diarreicas en los terneros revelaron que SPI-
1 es el Unico determinante esencial para la diarrea y la inflamacion en la mucosa
intestinal (Tsolis, R. M, et al., 1999).

4.3.2 S. Dublin

La salmonela entérica, serotipo dublin, es una cepa encontrada predominantemente
en el ganado lechero y de vez en cuando en cerdos, ovejas, caballos y en animales
de zooldgico. La salmonelosis en animales siempre representa una amenaza
zoonotica potencial; S. entérica dublin en é&reas endémicas, ha causado
enfermedades severas en gente que han ingerido leche cruda de vaca infectadas
(Dondero et at., 1977). A diferencia de otros serotipos S. dublin afecta a recién
nacidos de 8 semanas de edad o adultos que presentan neumonia y septicemia.
Algo que es mas comunmente reconocido es sobre todo un sindrome diarreico
(Wells et al.,1998). En el ganado vacuno, S. enterica serotipo dublin se considera
ser el serotipo anfitrion-restricto predominante (Susan M. Paulin, et al., 2002).
Serotipo dublin, sin embargo, puede también causar enfermedad en una gama
limitada de otros mamiferos, incluyendo las ovejas y los seres humanos. S. dublin
es asociada en las frecuencias similares con morbilidad en los jévenes y en el

7



ganado adulto (Susan M. Paulin, et al., 2002). Salmonella serotipo dublin, causa
bacteriemia en lugar de la enterocolitis en los seres humanos (Shuping Zhang, et
al., 2002).

V. EPIDEMIOLOGIA.

En los estados unidos S. entérica aumento constantemente al ser el sexto serotipo
aislado con mas frecuencia en 1963 y en 1990 se convirti6 en el serotipo mas
comunmente reportado. Las epidemias en los Estados Unidos son marcadas por
diferencias regionales. S. entérica emergié en 1979 en nueva Inglaterra y en la
region media del Atlantico a principios de los afios 90, mientras que los indices de
infeccion por salmonella S. entérica comenzaron a declinar en el noreste, la
epidemia de S. entérica se amplié en al regién pacifica (Patrick et al., 1999). En
Inglaterra y paris hubo 200 casos de humanos reportados en 1966 que se
incrementaron a 10,000 en 1981 y con un pico de 33,000 casos en 1997 (mas del
70% eran casos humanos). A pesar de una declinacion en su incidencia S. entérica
continda siendo el serotipo de salmonella mas frecuentemente aislado en el Reino
Unido con 16,465 casos en 2001 (Pratick et al., 1999). En Francia, S. entérica se
ha vuelto el serotipo mas comunmente aislado en 1993. La incidencia de S. entérica
aislada en humanos se incremento exponencialmente a partir de 1987, y su pico fue
de 6,500 en 1994 y 1997, subsecuentemente declino a 4,500 casos en 1999;
similares tendencias han sido también reportadas en otros paises y continentes
como Sudamérica y Europa (Patrick et al., 1999). En México la incidencia es cien
veces menor ala de Indonesia, o0 sea de 10 por cada 100,000 habitantes. De hecho,
de 1989 a 1993, la incidencia disminuyo a la mitad, coincidiendo con las campafias
del sector salud para la prevencion del colera, el grupo etario més afectado fue el de
adultos jovenes, de 19 a 44 afios de edad. Ciertamente, las diferencias en
incidencia y en grupos de edad afectados son problemas de interés para la
epidemiologia, cuya resolucion involucra la mejor comprension de los modos de
trasmision y sobrevivencia de la bacteria en el ambiente, el conocimiento mas
profundo de la respuesta inmunoldgica del hospedente y de las posibles variaciones

genéticas entre los aislados clinicos de S. Typhi (Lucina et al., 2000).



VI. PATOGENIA.

La salmonella es un patégeno intracelular facultativo que causa una variedad de
enfermedades infecciosas. La mas comun de las enfermedades es la gastroenteritis,
con la multiplicacion bacteriana en submucosa intestinal y diarrea causada por la
respuesta inflamatoria quizas también por las toxinas. En huéspedes especificos,
las salmonellas adaptadas producen enfermedades sistémicas, tales como fiebres
tifoideas y paratifoideas en seres humanos (Rafael y Joseph, 1999). Los factores
de virulencia responsables de patogenicidad en bacterias entéricas, son codificados
a menudo por los plasmidos, como en Escherichia coli, Yersinia spp, y Shigella
(Rafael y Joseph, 1999). Las bacterias invaden el epitelio intestinal en el ileon
terminal, dando por resultado la exfoliacion de células epiteliales e impiden el
crecimiento de las vellosidades (Frost, A. J, et al., 2000). El tipo invasion-asociado
sistema de la secrecion Il codificado por SPI-1 se requiere para la entrada del S.
typhimurium en las células epiteliales intestinales y para la colonizacion de las
placas de Peyer murine. (Gala’'n, J. E., and R. Curtiss lll. 1999). En salmonellas, la
existencia de genes con plasmidos de virulencia fue sugerida primeramente en
1982, pero la evidencia actual sugiere que la contribucién de los plasmidos de la
virulencia a la patogénesis en salmonellas sea menos importante que en las
bacterias ya mencionadas. Los plasmidos de virulencia se han encontrado
solamente en algunos serovariedades de las salmonellas que pertenecian a la

subespecie | (Rafael y Joseph, 1999).



6.1 ISLAS DE PATOGENISIDAD

Los genes de virulencia de las bacterias Gram negativas y Gram positivas se
organizan a menudo en racimos conocidos como islas de patogenisidad situadas en
el cromosoma bacteriano o en los plasmidos de virulencia. Una region de DNA
cerca de 40 KB situados en el centrosoma 63 del cromosoma de las salmonellas se
requiere para la entrada del patégeno al huésped y también estd implicada en la
citotoxidad del macrofago, Esta region se sefiala como isla de patogenicidad (SPI-1)
y lleva la informacion genética para una gran cantidad de proteinas que pertenecen
al sistema de secrecion tipo Ill. Una segunda isla de patogenicidad sefialada es SP-
2, también ha sido descrita en s. typhimurium (Moénica y Holger, 1998). La
patogenicidad de salmonella isla 1 (SPI-1) codifica un sistema de secrecion tipo Ili
para trasladar proteinas efectoras dentro del citoplasma de células huésped,
resultando una invasion de la linea de células epiteliales invitro, vy
enteropatogenicidad en el ternero. Los genes codificados SP1-5, cuyos productos
son codificados a través del tipo SP1-1 del sistema de secrecion lll, contribuyen a la
patogenia de salmonella induciendo enteritis en terneros (Wood MW, et al., 1998).
Un estudio que compara la importancia de los determinantes de serovariedad
typhimurium importantes de la virulencia, incluyendo la isla de la patogenicidad de
las salmonelas (SPI) - 1, SPI-2, SPI-5, y el operon del spv, para las enfermedades
diarreicas en los terneros revelaron que SPI-1 es el Unico determinante esencial
para la diarrea y la inflamacién en la mucosa intestinal (Tsolis, R. M. et al., 1999).
La funcion principal del tipo sistema de secrecion lll codificado por SPI-1 es
desplazar las proteinas efectoras bacterianas en el citosol de la célula huésped. El
desplazamiento dependiente de la proteina de SPI-1- saca el lanzamiento de
citosionas proinflamotorias en las células epiteliales intestinales in vitro (Hobbie, S,
et al., 1998). SP1-2 codifica una segunda secreciéon del sistema tipo Il que esta
involucrado en la supervivencia intracelular de los macro6fagos in vitro. Sin embargo,
la funcién de supervivencia intracelular en la patogénesis de la diarrea no esta clara.
Aunque las mutaciones en SP1-2 causa mas de 10,000 veces de atenuacién
durante la infeccion de S.typhimurium en ratones, que causan menos que 15 veces
la atenuacion durante la infeccion oral en el ternero modelo de la enterocolitis

(Tsolis RM, y Shea JE, 1999). La SPI-3 también es requerida para la supervivencia
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intracelular en macréfagos, provee productos esenciales para el crecimiento en
condiciones limitadas de Mg2+. Su tamafo es 17 Kb, esta localizada en el
centisoma 82 inmediatamente adyacente al gen tARN selC. Esta
transcripcionalmente controlada por PhoP/PhoQ. Alberga 10 ORFs organizados en
6 unidades transcripcionales, incluye al operén mgtCB que codifica la proteina MgtC
(intramacrophage survival protein) y el transportador de Mg2+ de alta afinidad MgtB.
(Groisman E.A. y H. Ochman. 2000). La SPI-4 codifica un supuesto sistema de
secrecion tipo | (SSTI) que media la secrecion de toxinas y se cree que participa en
la adaptacion de salmonella al ambiente intracelular en los macréfagos, es de 27 kb
y estd compuesta por 18 genes localizados en el centisoma 92. Finalmente, la SPI-5
es de 7.5 kb se encuentra localizada en el gen tARN serT, centisoma 20; su
porcentaje de GC es de 43.6%. Codifica proteinas efectoras involucradas en la
secrecion fluida y reaccion inflamatoria en la mucosa intestinal, como SopB (SigD)
gue ademas de estimular la secrecion de cloro, se encuentra involucrada en el flujo
de macrofagos, para su secrecidn utiliza el SSTIII de la SPI-1 (De Vinney R. et al.,
2000).

6.2 INVACION DE CELULAS ESPITELIALES

Un aspecto notable de la patogénesis de las salmonellas, es su capacidad de
invadir las células fagociticas en un proceso que asemeja morfoldégicamente a la
fagocitosis (Santos et al., 2003). Muchos genes de salmonella requieren para su
invasion células del epitelio, intracelular para su supervivencia dentro de los
macrofagos, y enteropatogenicidad (Wallis TS, Galyov, 2000). Aunque las células
M asociadas en el foliculo epitelial se han identificado como el principal objetivo de
invasion de salmonella en los ratones, S. typhimurium invade tanto enterocitos y
células M en terneros; sin embargo, la invasion de enterocitos parece ser demorada
en comparacion con la de las células M. Poco después de la invasion, los
organismos son fagocitados por los macréfagos, donde se localizan dentro de
vacuolas de la membrana determinada (Clark MA, y Jones BD, 1997). La
infiltracion masiva de nuetrofilos que ocurre durante, las primeras horas después de

la infeccion, se cree que es un factor clave en la patogénesis de la diarrea porque
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precede a la respuesta neutrofilica y es correlacionada con la acumulacion de
liquido en el lumen intestinal, y ambos aumentan con el tiempo (Santos RL, et al.,
2001). El sobre contacto de células epiteliales en el intestino, con S. typhimurium
desplaza las proteinas bacterianas del citosol a la célula huésped via SPI-1 (el
primer locus mayor de patogenicidad descrito para salmonella) codificada para un
sistema de secrecion tipo Ill. Algunas de estas proteinas contienen quinaza,
fosfatasa y una vez que el citosol de la célula epitelial altera la célula huésped
promoviendo cambios en el citoesqueleto, con alteraciones en la expresiéon genética
del huésped (Bispham et al.,, 2003). Las salmonellas detectan los factores
ambientales tales como concentracion de oxigeno, osmolaridad y pH que determina
la expresidon de genes de invasion en el lumen del intestino, cuando sus productos
son requeridos para la invasion de las células epiteliales del intestino (Bispham et
al., 2003).

6.3 RESPUESTA INFLAMATORIA POR LA INFECCION DE SALMONELLA

Aunque, el mecanismo completo de la diarrea inducida por salmonella todavia no
esta claro, algunos informes anteriores indican que estas secreciones son distintas a
las diarreas provocadas por la toxina del cdOlera. La infeccidn en vacas paridas con
S. typhimurium resulta en enteritis en la cual los neutrofilos, son las primeras células
involucradas en la respuesta inflamatoria (Santos et al., 2003). Los estudios invitro,
demuestran que salmonella serovariedad typhimurium desplaza un numero de
proteinas codificadas por el sistema de secrecion tipo lll; incluyendo SipA, SopA,
SopB, SopD y SopE?2 las células del huésped. SipA, SopA, SopB, SopD y SopE2
son requeridos para eliminar la infiltracion de neutrofilos en un modelo de un becerro
con enterocolitis (Shuping et al., 2000). Por lo tanto, los neutrofilos se proponen
para desempefiar un papel muy importante en la patogenia de la diarrea inducida
por salmonella. Algunos resultados recientes corroboran la hipotesis de que la
respuesta inflamatoria caracterizada por la infiltracion de neutrofilos procede de la
secrecion de fluidos intestinales después de la infeccion con S. typhimurium en
vacas recién paridas (Shuping et al., 2000).
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6.4 SALMONELLA INDUCE MUERTE CELULAR

La serovariedad typhimurium induce muerte de la célula en macréfagos in vitro con
las caracteristicas de apoptosis. Sin embargo, los informes recientes sugieren que la
muerte inducida por salmonella de la célula de macréfagos pueda representar la

necrosis mas bien que la apoptosis (Watson, y Brennan, 2000).

No obstante, la muerte inducida por salmonella de la célula en macréfagos murine
es dependiente en la expresion y el desplazamiento de la proteina SipB de SPI-1-
encoded en el macrofago. También se ha demostrado que SipB vincula y activa la
caspase-1, que activa el interlucina- proinflamatoria 1b (IL-1b) de citoquinas (Hersh,
et al., 1999). Aunque la apoptosis, ah sido definida como la forma mas clasica de
muerte celular que no provoca una reaccion inflamatoria bajo una condicion
especifica, este proceso puede actuar en JUltima instancia como sefal
proinflamatoria (Karsten y Jorge, 2004). Un informe anterior, indico que la
apoptosis inducida por salmonella en el macrofago esta asociada al lanzamiento
marcado de interlucina-1 (IL-1); asi, puesto que (IL-1) es una potente citocina
proinflamatoria, esta seria la primera indicacion de una posible relacion entre la
muerte celular inducida por salmonella y la inflamacion (Karsten y Jorge, 2004). La
muerte celular del macrofago inducida por salmonella, es en gran parte debido a la
expresion de los genes asociados con la invasion, puesto que el mutante carece de
un Sip-1 funcional o crecié bajo condiciones que previenen la expresion del Sip-1
gue no causa la muerte rapida de la célula después de la infeccion del macrofago,
aunque independientemente la muerte celular por Sip-1 también ha sido descrita
(Santos et al., 2003).
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VIl. SIGNOS

La salmonella spp. es responsable de una variedad de infecciones entéricas en la
gente y animales domeésticos. Los signos de enfermedad pueden variar de la diarrea
suave a la enfermedad sistémica. En la gente, la Salmonella entérica serovariedad
typhi (la Salmonella typhi) es la causa de la tifoidea de enfermedad sistémica,
mientras que otra salmonella serovarieda, como S. entérica serovariedad
typhimurium (la salmonella typhimurium), S. entérica serovariedad dublin (la
salmonella dublin) y s. entérica serovariedad enteritidis (la salmonella enteritidis)
causa principalmente la gastroenteritis. s. typhi no es patdgeno en ratones pero
mucho puede causar infecciones generalizadas, asi proporcionando un modelo de

tifoidea humana (Hormaeche et al., 1995).

En el ganado, como en la gente, S. typhimurium por lo general causa la diarrea y la
mayor parte de bacteria de infeccion permanece asociada con los tejidos de la via
digestiva (Jones et al., 1988; y Segall*Lindberg, 1993). Aproximadamente 75% de
infecciones serovariedad typhimurium ocurren en terneros menores de 2 meses de
edad, antes de que se desteten los animales. Los terneros inoculados oral con
typhimurium desarrollan diarrea dentro de 48 h, mientras que la infeccion sigue
siendo sobre todo entérica, con solamente la bacteremia ocasional (Renee M. et al.,
2000). Salmonella typhimurium, es el serotipo mas comunmente aislado en ganado
de los Estados Unidos. Tras la infeccion oral con salmonella serotipo typhimurium,
los becerros desarrollan signos clinicos de la enfermedad incluyendo diarrea,
anorexia, fiebre, deshidratacién y postracion durante 12 a 18 horas usualmente
(Shuping et al., 2000).
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VIII. LESIONES

Las inoculaciones orales de 104 a 107 unidades formadoras de colonias (CFU)
causan diarreas intermitentes que persisten de 2 a 3 dias, mientras que la dosis sea
entre 10° y 10" CFU puede causar una infeccién letal. Salmonella serotipo
typhimurium causa una infeccion localizada en becerros, con lesiones patoldgicas
mas severas restringidas a la mucosa intestinal y a los ndédulos linfaticos
mesenteéricos (Shuping et al., 2000). En la necropsia, de terneros infectados con
una dosis mortal de serovariedad typhimurium presentan lesiones intestinales
marcadas. Estos incluyen enteritis de necrotizacion fibrino purulenta aguda con la
deposicion de seudomembrana en la superficie terminal luminal 5 m del ilion y los 1
a 2 m craneal de los dos puntos. Ademas, la infeccion por typhimurium da lugar al
agotamiento linfoide en los centros germinales de foliculos linfoides intestinales y en
el nédulo de linfa mesentérico. Aunque las lesiones intestinales severas, la diarrea
aguda, y la deshidratacion que resulta son caracteristicas del ing del strik- de la
enteritis de los bdvidos, no esta clara si estos signos de la enfermedad contribuyen
a la mortalidad en terneros. (Wray, y Sojka. 1998). Después de numeros
bacterianos en alcance del higado y del bazo entre 10® y 10° CFU/érganos, los
ratones mueren del lipopolisacaridos (LPS) - dafios inducidos al higado y del bazo,
que aparece ser distinto del choque endotéxico (Khan, S. A et al., 1998). Los
animales desarrollan una enteritis necrotica fibrinopurulenta, caracterizada por una
severa infiltracion integrada predominante por neutrofilos. La influencia de
neutrofilos, se asocia a la necrosis de la mucosa superior, que puede dar lugar a la
formacion de seudomembrana en la porcion terminal del ileon y el colon (Shuping
et al., 2000). Las biopsias rectales de los pacientes infectados por salmonella
serotipo typhimurium, revela una enteritis aguda, caracterizada por una respuesta
inflamatoria que esta compuesta primariamente por neutrofilos. Esta afluencia de
neutrofilos se asocia a la necrosis de la mucosa en aéreas grandes del ileon y colon
(Shuping et al., 2000). Las bacterias invaden el epitelio intestinal en el ileon
terminal, dando por resultado la exfoliacion de células epiteliales e impiden el
crecimiento de las vellosidades. La enteritis de los bdvidos causada por el S.
typhimurium es sobre todo una infeccion entérica con mortalidad, resultando de la

deshidratacion y de lesiones intestinales. En la necropsia terminal de terneros
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infectados, la enteritis necrotizante fibrinopurulenta aguda es visible en las
vellosidades del ileon y las placas de Peyer (Wray, y Sojka. 1978) La exanimacion
histopatologia revela la destruccion de la mucosa epitelial, de la infiltracion masiva
de neutrofilos, y del agotamiento de linfocitos en los centros germinales de los
foliculos linfoides intestinales (Wray, y Sojka. 1978). Ademas, la infeccién por
typhimurium da lugar al agotamiento linfoide en los centros germinales de foliculos
linfoides intestinales y en el ndédulo de linfa mesentérico (Zhou, D., y Tsolis RM,
1999).

IX. DIAGNOSTICO.

Las salmonellas, pueden ser confirmadas aislando el organismo de heces o en
casos de una enfermedad diseminada en sangre, después de un aborto, la bacteria
puede ser encontrada en la placenta, liquido biliar y estomago del feto. En la
necropsia son colectados sangre de corazon, bilis, higado, bazo, y nédulos linfaticos
mesentéricos (Institute for International Cooperation in Animal Biologics. 2005).
Las salmonellas crecen en muchos medios selectivos y no selectivos incluyendo
agar sangre, MacConkey, sulfito de bismuto, salmonella-Shigella, y verde brillante.
Los medios de enriquecimiento pueden incrementar la probabilidad de aislamiento
del organismo suprimiendo organismos competentes. (Institute for International
Cooperation in Animal Biologics. 2005). Los métodos de pre enriquecimiento para
detectar salmonella son designados para el andlisis de comida, pero algunas veces
estos son usados para diagndsticos clinicos, esto pueden reanimar organismos
estresados e incrementar la probabilidad de que una pequefia cantidad de
organismos pudieran ser detectados (Institute for International Cooperation in
Animal Biologics. 2005). El serodiagnostico de la infeccidon por S. typhi, usando la
prueba de aglutinacion de Widal (reacciones febriles), se basa en la deteccion de
anticuerpos e el suero de los pacientes a los antigenos lipoproteinas (Ips), h
(flagelar) y el vi (antigeno capsular). La limitante de este método es que pobladores
sanos de areas endémicas (donde la enfermedad es prevalente), presentan titulos
(concentraciones) altos de anticuerpos, dificultandose en ocasiones la distincion

entre individuos afectados y sanos. (Lucina et al., 2000). La prueba de ELISA
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puede ser relativamente sensible; el antigeno de la placa determinada la
especificidad, la aplicacion de lipopolisacaridos (LPS) de salmonella puede
proporcionar una prueba especifica (Sheila y Simon, 2003). Asi mismo, métodos
moleculares como la hibridacién con ARN ribosomal, con el gen del antigeno Vi, o
con la secuencia de insercion 1S200, han sido usados. La limitante principal con
estos metodos es que requieren de una infraestructura sofisticada del laboratorio y
personal altamente especializado, ademas de que puede tomar de varias horas a
varios dias (Monica y Holger, 1998). El diagndéstico en casos clinicos y la
identificacion de portadores es complicado por los siguientes factores: porque el
organismo puede ser encontrado en portadores sanos, el aislamiento de la bacteria
en heces no es un diagnostico definitivo para la salmonella. Los mamiferos
infectados asintomaticamente pueden también excretar nimeros bajos de bacterias

intermitentemente (Lucina et al., 2000).

X. CONTROL

La salmonelosis es endémica en muchos hatos lecheros, sin embargo, los brotes de
la enfermedad son relativamente infrecuentes y reflejan tipicamente una
combinacion de condiciones ambientales y un mal manejo, que culmina en el
deterioro de la inmunidad del huésped y la exposicion del ganado a grandes dosis
de salmonella (John y Bradford, 2004). Simplemente, el control y la prevalencia de
salmonella en ganado lechero puede ser alcanzado, minimizando el contacto con la
bacteria (limitando la exposiciébn) y maximizando la resistencia del huésped.
Afortunadamente la implementacién de estrategias de manejo para alcanzar estas
metas es compatible con la operacion provechosa del ganado lechero. (John y
Bradford, 2004). Confortablemente, vacas bien alimentadas son productivas e
intrinsecamente resistentes a salmonella, semejante a las estrategias de manejo
reducen la contaminacion ambiental y trasmision de salmonella, asi como la

trasmision de otros patégenos entéricos y intramamarios. (John y Bradford, 2004).
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10.1 METODOS DE CONTROL

Romper la trasmisién orofecal reduce al minimo la contaminacion fecal de los
alimentos, comederos, equipos y canales de agua. Maximizar la resistencia del
ganado en animales susceptibles (animales en transicion y recién nacidos) y reduce
al maximo la exposicion a la bacteria, controlar cualquier cosa en el ambiente que
pueda perturbar al ganado (roedores, moscas, pajaros, perros y gatos salvajes),
dado que muchos de estos animales son portadores sanos, implementar un
programa sanitario basado en la limpeza de toda la materia organica, (heces, saliva,
leche y sangre), buscar el desarrollo de nuevas vacunas que nos permitan confiar
mas que en las bacterias convencionales para la prevencion , control y reducir al
minimo el riesgo para que salmonella se replique, reducir el tiepo en condiciones

ambientales humedas y calientes (Sheila 'y Simon, 2003)

Xl. TRATAMIENTO

La septicemia por salmonella puede ser tratada con un gran nimero de antibioticos
incluyendo la ampicilina, amoxicilina, gentamicina, sulfas con trimetropin,
cefalosporinas de tercera generacion, cloranfenicol y fluroquinolonas. Muchas
salmonellas son resistentes a uno 0 mas antibiéticos y la opcién de las drogas
deberia, si es posible, estar basada en un examen de susceptibilidad (Institute for

International Cooperation in Animal Biologics, 2005).

El tratamiento debe continuarse diariamente durante 6 dias. La medicacion oral se
debe de administrar en el agua de bebida ya que los animales deshidratados tienen
sed por deshidratacién, mientras que su apetito generalmente es malo (Radke et
al., 2000). El tratamiento de salmonelosis en becerros neonatales con altas dosis de
ceftiofur (5mg/Kg IM cada 24 horas) promueve el bienestar del animal, reduciendo la
trasformacion fecal del organismo (Marie-Eve et al., 2003). En becerros y ganado
joven son especialmente mas propensos a convertirse en una bacteremia, pero el
uso de subterapias y antibiéticos en el sustituto de leche puede realmente hacer a la

enfermedad mucho peor (Marie-Eve et al., 2003).
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Xll. MATERIAL Y METODOS.

Este estudio fue disefiado para determinar la frecuencia de salmonella en becerros
Holstein lactantes en los establos de delicias chihuahua, entre los meses de Julio a
Noviembre del 2008. Las muestras fueron tomadas de diferentes hatos los cuales
fueron: establo delicias del cual se tomaron 3 muestras, establo el espejo se
recolectaron 6 muestras, establo el orejas 2 muestras, establo las alazanas 2
muestras, establo los arados una muestra, establo los pinos 2 muestras, establo la
campera 5 muestras, con un total de 21 muestras, que fueron tomadas al azar en

diferentes animales de los establos ya mencionados.

Cada muestra fue tomada asépticamente en bolsas estériles y trasportada en
refrigeracion y trasportada al laboratorio de microbiologia de la Unidad de
Diagnostico del Departamento de Ciencias Medico Veterinarias de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro para su analisis. Las muestras fueron cultivadas a

su llegada.

Se procedié al cultivo utilizando 2g de materia fecal en 10ml de caldo de
enriquecimiento (caldo de tetrationato de sodio) y se dejo incubar por 24 horas a
una temperatura de 37°C. El siguiente paso fue sembrar en agar Salmonella-
Shigella dejando en incubacion por 24 horas a una temperatura de 37°C, después
fueron examinadas para identificar las colonias de salmonella. Las muestras que
salieron positivas a salmonella se confirmaron usando pruebas bioquimicas
utilizando agar de Simmons y agar MIO y se dejaron incubar de 1 a 3 dias para la
confirmacion del diagnostico. Las muestras se cultivaron en agar salmonella —
shigella. Las muestras positivas a salmonella mostraron colonias elevadas con el
centro negro bordes claros y traslucidos, otros tipos de colonias se mostraron claras,
incoloras y trasparentes, siendo considerada como otro tipo de entero bacterias. Las
positivas se confirmaron con pruebas bioquimicas como agar Simmons la cual se
basa en la utilizacion de citrato para identificar las bacterias Gram-negativas, que se
manifiestan con un cambio alcalino (de verde a azul) como indicador. Otra prueba
bioguimica fue agar MIO en donde las muestras positivas mostraron movilidad que
fue inducida por la turbiedad del medio, la produccion de ornitina descarboxilasa que

es indicada por el color purpura del medio y de indol la cual al agregar 4 gotas de
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reactivo de Kovac’s aparece un color rosa o rojo en el que el reactivo se interpreta

como prueba positiva a indol.

Xlll. RESULTADOS

Este trabajo fue realizado con el objetivo de determinar la frecuencia de los
diferentes serotipos de salmonella en becerros Holstein lactantes, del cual se
desencadenan las enfermedades en ganado bovino, de los cuales se obtuvieron los

siguientes resultados. (Grafica 1, 2 y 3).

Los resultados obtenidos, nos indican que de un total de 21 muestras obtenidas, el
57.14% de las muestras resultaron positivas a la prueba, mientras que el 42.80%

restante, fueron negativas.

Grafica 1l
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Del total de las muestras positivas, el 60% correspondieron a hembras, siendo
positivos, mientras el 40 % restante corresponden a machos. Con referencia a los

machos, el 55% fueron positivos y el 45% restante correspondio a los negativos.
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Grafica 2
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Esta grafica nos representa la frecuencia en edad de los animales positivos a
salmonelosis, al igual los animales que salieron negativos. Obteniendo un promedio

de 12 dias de edad que son mas suceptibles a salmonella.
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XIV. DISCUSION.

Los becerros por lo general sufren la enfermedad desde las dos hasta las seis
semanas de edad. De acuerdo con Richard y Watson, la infeccion de los becerros
ocurre frecuentemente en hatos en donde no hay antecedentes clinicos de la
enfermedad, sugiriendo que existan animales portadores sanos, entre la poblacién
de adultos. Los porcentajes de morbilidad y mortalidad varian considerablemente
dependiendo de las condiciones de manejo a que estén sometidos los becerros,
puede llegar a producirse la infeccion clinica en mas del 75% de ellas. La mortalidad
bajo esas circunstancias frecuentemente fluctta entre 10 y 20%, pero en ocasiones
llega hasta 50 y 60%. (Richardson y Watson 1999). Datos preliminares de una
investigacion realizada por la Catedra de Enfermedades Infecciosas de la
Universidad del Zulia indican una prevalencia de Salmonella que va desde un 1% a
un 32% a nivel de rebafio, observandose que el 100% de las unidades de
produccion muestreadas poseen por o menos un animal excretando salmonella.
Los animales jovenes resultan ser mas susceptibles a la salmonelosis que los
adultos. En terneros la enfermedad se presenta normalmente de manera endémica;
en cambio en los adultos son frecuentes las infecciones subclinicas presentandose
brotes explosivos esporadicos inducidos por estrés (Hoet. y Boscan, 2005). Se ha
encontrado una incidencia de diarreas superior al 50% en los primeros 30 dias de
lactancia en el valle de México lo que indica serias deficiencias en el manejo. Asi
mismo existen diferencias significativas en la prevalencia de diarreas entre las
becerras nacidas de vaquillas de primer parto y las nacidas de vacas adultas. De
acuerdo a un estudio la diarrea afectdé al 14% de las becerras nacidas de vacas
adultas y al 27% de los becerras nacidas de vaquillas de primer parto en los
primeros 60 dias de vida (Medina et al., 1996). R. aburto, 1995. Realizo un estudio
en gatos demostrando que un 75% de estos animales domesticos estaban
infectados por salmonella, entre ellas la mas frecuente S. typhimurium (43% de las
cepas), lo que demuestra que estos animales pueden jugar un papel muy importante
en la trasmision de la salmonella (R Aburto., 1995). En mexico Bautista y Col.
Realizaron un estudio en el que cultivaron 250 muestras de heces de cerdo
aparentemente normales, procedentes de diferentes explotaciones localizadas en la
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periferia del D,F., en las que no habia antecedentes de salmonelosis clinica. Estos
autores aislaron salmonella en 24 de las muestras, (9.6%) correspondié estas a
nueve serotipos diferentes, sin embargo solo identificaron antigenos somaticos, por
lo que no se pudo determinar el serotipo correspondiente (Bautista et al., 1995).
Gutiérrez en México realizo aislamientos de muestras de animales, principalmente
de aves y de ganado, lo que concuerda con lo notificado de que cerca de 80% de
las aves estan contaminadas y que éstas pueden estar infectando a otros animales,
y de ellos pasar a los seres humanos, o bien, cuando se utilizan como desechos los
restos de las aves (plumas, visceras y picos) para preparar alimento para los
propios animales lo que provoca un circulo vicioso (Gutiérrez et al., 2000). La Zaidi
y colaboradores colectaron, entre 2003 y 2005, 2,893 muestras fecales de pacientes
con diarrea, 5334 muestras de carne de pollo, puerco y res, y 1,882 muestras de
intestinos de pollo, cerdo y bovino en rastros. Se aisl6 salmonella no -typhi en 12.8%
de los pacientes con diarrea. Las dos serovariedades mas frecuentes en estos
altimos fueron typhimurium (22.2%) y enteritidis (14.5%). La primera se encontré en
los tres tipos de animales y sus carnes crudas, siendo el cerdo el reservorio principal
(10.2% de todas las serovariedades aisladas en este animal), seguido por bovino
(6.8%) y pollo (4.6%). S. enteritidis se aislo casi exclusivamente de pollo (11.9% de
todas las serovariedades aisladas en este animal); en bovino y cerdo, el aislamiento

de esta serovariedad apenas alcanzo el 0.1% (Zaida et al., 2006).
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XV. CONCLUSION

La principal frecuencia de la infeccion nos indica que los animales mas susceptibles
son a la edad aproximada de 12 dias después de nacidas, donde la prevalencia de

la infeccidn se presenta mas en las hembras.

Las becerras recién nacidas se contaminan inmediatamente al caer al piso y se
infectan con salmonella, al estar en contacto la bacteria con la cavidad oral,

provocando a si una mayor frecuencia de infeccion.

A pesar de la ingestion de un calostro de calidad y en tiempo adecuado, las
becerras ya estan incubando la bacteria cuando llegan a las jaulas, pero los
animales enferman con signos clinicos de diarrea y fiebre y mueren en un tiempo de

3 a 15 dias después del nacimiento.
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