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La relevancia de la Salmonella spp no se debe a su papel como
patoégeno, aunque algunas serovariedades pueden causar clinica
en las aves, sino a su impacto en la salud publica al ser una de las
zoonosis mas frecuente en la UE y en otros paises. Las aves son
importantes reservorios de Salmonella spp para los humanos.

El control de la salmonelosis se ha hecho un imperativo legal
desde la aprobacion de diferentes directivas relacionadas con di-
versas zoonosis - 2002/99/CE y 2003/99/CE - y de su transposicion
en el ambito nacional - RD 1976/2004 y RD 1940/2004 -. Por ello,
los diferentes agentes implicados en la produccion, manipulacion
y distribucion de animales y de productos de origen animal han de
implicarse directamente en el sequimiento, control y, en la medida
de lo posible, erradicacion de las diferentes zoonosis que pudieran
estar relacionadas en toxiinfecciones alimentarias.

La presencia de Salmonella spp en las granjas avicolas supone
un problema para el comercio de carne de pollo y ovoproductos
en Europa.

Hasta hace pocosafios lamayoria de infecciones humanas tenian
su origen en aves o en productos aviares y la mayor proporcion de
casos positivos de salmonelosis en animales se detectaban en
granjas avicolas. Sin embargo, en los Ultimos afios han
aumentado los aislamientos de Salmonella spp a
partir de otras especies destinadas al abasteci-
miento de carne de consumo, especialmente
en porcino.

La ruta principal de entrada de Sal-
monella en el organismo es la oral por
ingestion de alimentos contaminados o
por contacto directo con un portador.

Desde este punto, los microorganismos
tienen acceso al tracto gastro-intestinal y,
una vez alli, invaden los enterocitos y las
célulasMde la mucosa intestinal, proliferando
dentro de los fagosomas del epitelio y en las
células linfoides - placas de Peyer -. Las infecciones
entéricas pueden, en algunos casos, generalizarse por
paso de las salmonelas a los vasos linfaticos abdominales vy, de
alli, al torrente circulatorio, produciéndose la diseminacion del mi-

croorganismoadiversos érganosinternos: linfonodos mesentéricos,
bazo, higado, pulmon, articulaciones, sistema reproductor, etc.

Genéticamente, se han definido dos especies dentro del género
Salmonella: Salmonella enterica - LeMinor y Popoff, 1987 -y
Salmonella bongori - Reeves y col., 1989 -. Biogquimicamente,
pueden diferenciarse claramente las dos especies de Sa/monella
y, ademas, se han definido seis subespecies diferentes dentro de la
especie Salmonella enterica:| enterica, Il salamae, Illa arizonae, Il1b
diarizonae, IV houtenae y VI indica. Dentro del género Salmonella
se incluyen dos especies, seis subespeciesy 2324 serovariedades. La
lista completa de todas las férmulas antigénicas de las diferentes
serovariedadesdel género Salmonella, esta recopilada en el Esquema
de Kauffmann y White.

Amodo de ejemplo, las formulas antigénicas para las serovarie-
dades Enteritidis y Typhimurium son las siguientes: ser Enteritidis
1,9,12:9,m:-yser Typhimurium 1,4,[5],12:i:1,2.Sianalizamos ambas
férmulas antigénicas, podemos ver la escasa relacion entre estas
dos serovariedades de Salmonella enterica.

La forma mas positiva de enfocar el control de un problema

infeccioso, con las caracteristicas de la salmonelosis en granjas
de produccion, debe aproximarse al enfoque que tienen
otrasindustrias productivas, el analisisy control de
puntos criticos. Este enfoque permite conocer
cual esel papel que juega cada unode los dife-
rentes puntos de la cadena de produccionen

la transmisién o mantenimiento del agente
infeccioso, y que medidas - de eliminacion
o de prevencion - han de utilizarse en cada
punto para minimizar los riesgos. El ana-
lisis de los diferentes factores, el enfoque
epidemiologico de los resultados - analisis
del grado de relacion de los diferentes ais-
lados -, y una orientacion multidisciplinaria
de la investigacion pueden constituir puntos
favorables para encontrar soluciones compatibles
con las exigencias de los consumidores al mismo tiempo

que con las de los productores.
El aislamiento de Sa/monella spp. por el método normaliza-
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do - método ISO - o alguna de sus variantes es suficientemente
largo y laborioso como para hacer deseable un método preliminar
que permita la eliminacion de las muestras que vayan a dar, muy
probablemente, un resultado negativo. En algunos paises europeos,
especialmente en Dinamarca - Baggessen y col.,, 1996 - se han
utilizando métodos serologicos para realizar el seguimiento del
estado actual de la salmonelosis en una determinada explotacion,
utilizdndose para discriminar entre granjas porcinas positivas y
negativas. No obstante, la serologia tiene una marcada falta de
correlacion conelaislamiento de Salmonellapara una determinada
muestra/animal.

Como ayuda para el seguimiento y control de la salmonelosis
en las granjas de produccion, la detecciéon de secuencias génicas
especificas,aunque cabe la posibilidad
de deteccidon de microorganismos no
viables, puede ayudar a realizar el
cribado preliminar de las muestras
analizadasy centrar los esfuerzos, de
los métodos microbioldgicos clasicos,
en las muestras en las que se obten-
gan amplificaciones de fragmentos
de DNA bacteriano, de tamafos bien
definidos, por la utilizacion de “pri-
mers" especificosy PCR. En el caso de
Salmonella, las secuencias mas utiles para este prop6sito son las de
los genes invA, iroB, spvC, sefA o de la secuencia de insercion 1S200.

La expresion de antigenos bacterianos in vitro y su uso como
vacunases una estrategiaampliamente utilizada parala prevencion
de agentes infecciosos. No obstante, este tipo de vacunas presenta
serias deficiencias ya que los antigenos expresados in vitro no
siempre se corresponden con los que expresan los patdégenos en
el interior del animal. Este hecho es de extraordinaria importancia
cuando los anticuerpos neutralizantes se producen exclusivamente
contraantigenos expresados invivoo en condiciones muy especiales
de crecimiento in vitro.

Entre los diferentes antigenos que un patégeno puede expresar
in vivo, pero no en las condiciones habituales de crecimiento in
vitro, se encuentran las proteinas implicadas en la captacion de
hierro - Finley y Falkow, 1997 -. Este elemento es esencial para el

La utilizacion de cepas vivas
atenuadas de Salmonella
entérica puede inducir una mayor
proteccion de los animales que la
utilizacion de vacunas inactivadas
crecidas del modo convencional

crecimiento y desarrollo de practicamente todos los seres vivos.
En los organismos superiores el hierro en estado libre se halla en
concentraciones extremadamente bajas, ya que se encuentra aso-
ciado a moléculas, generalmente proteinas, con alta afinidad por
¢l, por ejemplo la hemoglobina, la transferrina, la lactoferrina o la
ovoalbumina - Payne, 1993 -. Por esta razon, los microorganismos
patogenos emplean diferentes estrategias destinadas a captar la
cantidad suficiente de hierro para cubrir sus necesidades - Wein-
berg, 1995 -.

Unade lasestrategias para obtener hierro por parte de las células
bacterianasconsiste en lasintesisy excrecion de pequefias moléculas,
conocidas con el nombre de siderdforos, que captan el mismo del
medioy facilitan suintroduccion en el interior de la bacteria, trasin-
teraccionar con receptores especificos
que se encuentran en la membrana
externa - Earhart, 1996 -. Este sistema
lo presentan fundamentalmente las
enterobacterias, la Salmonella spp
incluida, siendo conocido desde hace
afiosel potencialinmunogénicodelas
proteinas de membrana receptoras
de los sideroforos - Chart y Griffiths,
1985; Griffiths y col., 1985; Boiln
y Jensen 1987; Fernandez-Beros vy
col., 1989 -. Este hecho ha llevado a sugerir que estas proteinas
receptoras de sideroforos pueden ser excelentes inmundgenos -
Kingsley y col., 1995 -.

De lo anterior puede deducirse que la utilizacion de cepas vivas
atenuadas de Sa/monella entérica puede inducir una mayor pro-
teccion de los animales que la utilizacion de vacunas inactivadas
crecidas del modo convencional.

Nuestro grupo ha analizado diferentes aspectos, tanto de
seguridad como de eficacia, de una cepa viva atenuada - Primum
Salmonella E - para el control de la Salmonella Enteritidis en
ponedoras.

En uno de los primeros estudios analizamos la persistencia de
la cepa vacunal en animales. En este estudio pudimos comprobar
que, tres dias después de la vacunacion, el 99% de los animales
vacunados, asi como el 94% de los animales no vacunados en

100% n e
90% w 2.500
80%
70% ‘:“ 2.00 W 4py C-
60% \‘a\ \\\ —*—NC = 4pvSEV
\ —&— Clone A ] i 4pch C-
0% ‘:‘:b \ --E- CI::: A contact o H# 4::;1 SEV
40% & —— \ \
B Clone B 1.00 1 % % N \\t = 14pch C-
s0% --©- Clone B contact §\ \§ § § = 14pch SEV
o -
2o 500 + \ N N S
N | N N | R
N | N N | N
10% \ \ \ \
00 - ‘ ‘ ‘
0%

GIFN L2 TNFa MHCI MHCIIl

3d 7d 14d 21d 28d 35d 42d

Fig. 1. Porcentaje de hisopos cloacales positivos a Salmonella por
PCR en animales vacunados a dia de vida o en contacto con anima-
les vacunados

Fig. 2. Estudio de marcadores de respuesta inmune de mucosa
intestinal en animales vacunados con Salmonella Enteritidis. (GIFN:
Gamma Interferén, IL2: Interleuquina 2, TNFa: Factor de induccion
del Factor de Necrosis Tumoral alfa, MHC |: Complejo Mayor de
Histocompatibilidad tipo |, MHC II: Complejo Mayor de Histocompati-
bilidad tipo II)
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contacto con los primeros, fueron positivos a la cepa vacunal. Este mayor aclaramiento de la cepa de campo, utilizada para
Este porcentaje de positivos se fue reduciendo paulatinamente, en el enfrentamiento de los animales, puede verse en la figura 3. En
ambos tipos de animales, hasta negativizarse a los 21 dias después  esta misma se evidencia que la cepa de Salmonella Enteritidis,
de la vacunacion - figura 1 -. El analisis de IgA secretoria presente  utilizada para la infeccion experimental de los animales, se fue
en la bilis de los animales, a los 28 dias post-vacunacion, reveld el eliminando progresivamente hasta dejar de detectarse a los 9 dias
aumento significativo de anticuerpos anti Salmonella Enteritidis,  en los animales vacunados, mientras que en los no vacunados esa
mediante la técnica de ELISA, en los animales que habian estado  disminucién progresiva no se observo, manteniéndose positivos el
en contacto con la cepa viva atenuada de Salmonella Enteritidis ~ 87% de los mismos a los 9 dias de la infeccion.
- vacunados o en contacto -. De estos, y otros estudios realizados, podemos inferir el efecto
Ademas de |a respuesta de anticuerpos, examinamos el gradode  positivo de lainmunizacion de las futuras productoras o reproduc-
expresion dealgunosgenesrelacionadoscon larespuestainmunitaria  toras con cepas vivas atenuadas de Sa/monella Enteritidis.
de la mucosa intestinal. Para este estudio se analizo, por PCR-cuanti-

tativa, el grado de expresion relativa de IFN-y, IL 2, TNF-alfa- factor de 100%

induccion de TNF-alfa -y deloscomplejos de histocompatibilidad tipo 90% 1

| (MHC 1)y tipo Il (MHC II). En la figura 2 pueden verse los resultados 80% 1

obtenidos, de los que puede inferirse la estimulacion de la expresion wES |

de IL-2 y TNF-alfa- a los 4 dias de la vacunacion - figura 2, 4pv -. CORR

Ademas, tras 4 dias del enfrentamiento con una cepa de campo de S0% 1 B Negative control
Salmonella Enteritidis, se observaria un aumento de expresion de SXES W PRIMUN SEVEN
los genes MHC |'y MHC Il que pueden asociarse con un aumento de 30% 1

células presentadoras de antigenos - macréfagos y células dendriti- 20% 7

cas - en los animales vacunados frente a los no vacunados - figura i

2, 4pch -. Catorce dias después del enfrentamiento con la cepa de o SR e S e B e ES e

campo de Salmonella Enteritidis, los animales vacunados mostraron Faecal shedding
una menor estimulacion de los genes IFN-y, IL 2, TNF-alfa-, MHC |

y MHC Il que los no vacunados, disminucion que puede representar  Fig. 3. Efecto de la inmunizacién con una cepa viva atenuada sobre

: fc rAn : la excrecion fecal de Salmonella Enteritidis en ponedoras enfrentadas
un. aclaramiento mas rgpldo de la cepa de enfrentamiento en los a una cepa de campo de Salmonella Enteritidis (Final del periodo de
animales vacunados - figura 2, 14pch -. inmunizacién, 32 dosis).
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