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Abstract

The objective of this work was to determine by PCR the presence of Salmonella Enteritidis FT-13A (SE) and Salmonella |Issats-
chenko (SI) in different samples of organs from 4 days old chicks experimentally infected. Four days old chicks were inoculated
with SE and Slandtheir organs were frozen for DNAextraction to perform classic and nested PCR. It was possible to demonstrate
the presence of SE and Sl after 6 hours after experimental infection (AEIl), but as time passed AEI positive results were incon-
sistent, obtaining negative results until 174 hours AEI. PCR is useful for detecting SE and Sl in the early hours AEI. It is recom-
mended to use pre-enrichment of the samples, in order to facilitate the DNA extraction and the detection of Salmonellaby PCR.

Key words: CLASSIC PCR, NESTED PCR, Samonerca ENTERITIDIS, Saimoneria ISSATSCHENKO,
CHICKS.

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue determinar por medio de esta prueba, la presencia de Salmonella Enteritidis FT-13A (SE)
y de Salmonella Issatschenko (Sl), en diferentes muestras de 6rganos de pollitos de 4 dias de edad infectados experimen-
talmente. Se emplearon érganos congelados de pollitos de 4 dias de edad inoculados experimentalmente con SE y S, para
extraer el ADN y realizar la PCR clasica y anidada. Se logro detectar SE y S| desde las 6 horas posinfeccion experimental
(PIE), pero conforme pasoé el tiempo PIE, los resultados positivos fueron inconsistentes, obteniendo resultados negativos
hasta las 174 horas PIE. Se concluy6 que la PCR es (til para detectar SE y Sl en las primeras horas PIE. Se sugiere utilizar
pre-enriquecimiento de las muestras, para facilitar la extraccion de ADN y la deteccion de Salmonella por medio de la PCR.
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POLLITOS.

Recibido el 19 de julio de 2012 y aceptado el 20 de noviembre de 2012.

*Departamento de Produccion Animal: Aves. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Universidad Nacional Autbnoma de México,
04510, México, DF.

**Universidad Autbnoma “Gabriel Rene Moreno”, Facultad de Ciencias Veterinarias, Av. 26 de Febrero entre Av. Busch y Centenario, Santa
Cruz de la Sierra-Boliva.

Responsable de correspondencia: Israel Monroy Becerra, teléfono: 5622 5868, correo electronico:dragonred003@hotmail.com

Nota: Este trabajo es resultado de la tesis, PCR SE y Sl muestras de pollitos.

Vet. Mex., 43 (4) 2012 257



Introduction

almonella spp is a pathogen capable of infecting

great variety of vertebrates. The infection caused

by Salmonella in humans and domestic animals is
still a serious worldwide problem.'

Salmonella genus consists of only two species: Sal-
monella bongori and Salmonella enterica, the latter is
divided into six subspecies: S. enterica, subsp. enteri-
ca; S. enterica, subsp. salamae; S. enterica, subsp. ari-
zonae; S. enterica, subsp. diarizonae; S. enterica, subsp.
houtenae and S. enterica, subsp. indica.** Bourdenche
et al.? mention the existence of 2 541 serovars for the
Kauffmann-White scheme; however, as serovars do
not have a taxonomic level of species, their names are
written in Roman letters (notitalic) and in capitals as
in Salmonella Enteritidis, which corresponds to: “Sal-
monella enterica, subsp. enterica, serovar Enteritidis”, so
for practical purposes it is used directly as Salmonella
Enteritidis (SE).**

Recently, an increase in cases of Salmonella Ty-
phimurium (ST) and SE has been recorded in poultry
farming. It has been suggested that some pests as ro-
dents are carriers of both serovars.®*

Salmonellosis in rats can be a serious problem be-
cause it behaves as reservoir and vectors from having
close coexistence with farmed poultry. In spite of the
great number of studies that have been carried out
for detection of Salmonella, including SE, there is little
information on Salmonella Issatschenko (SI), which it
has been demonstrated that affects family Muridae and
broiler chicken;*® however, these studies have not in-
cluded PCR.?

In literature, Salmonella enterica subspecies enterica
biovar Issatschenko (SI) has also been known as S.
Danysz, S. Gaerther, S. Liverpool, S. Ratin, S. Projorov
and S. Enterica serovar 17 F4, subgroup I, group D,
which kills murines. This Salmonella has the same so-
matic and flagellar antigens as S. Enteritidis according
to the Kauffman-White classification (group D, sub-
group I, O: 1,9, 12 and H: g, m) and the latter serovar
affects all species, including humans.?

It must be mentioned that poultry products have
been implicated as source of infections by SE se-
rovars towards animal species, including humans.’
Conversely, it has been experimentally demonstrated
that, when an inappropriate pest control has been
carried out, there are numerous sources of infection
by Salmonella in commercial chicken production uni-
ties, as wild birds, arthropods and rodents, which con-
taminate water, food, bed material and equipment
through feces, favoring the permanence of Salmonella

in nature.%’
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Introduccion

almonella spp es un patégeno capaz de infectar

una gran variedad de vertebrados. La infeccion

producida por Salmonella en humanos y animales
domésticos sigue siendo un serio problema en todo el
mundo.!

El género Salmonella consta de s6lo dos especies:
Salmonella bongori y Salmonella enterica, esta ultima esta
dividida en seis subespecies: S. enterica, subesp. enteri-
ca, S. enterica, subesp. salamae, S. enterica, subesp. ari-
zonae, S. enlerica, subesp. diarizonae, S. enterica, subesp.
houtenae y S. enterica, subesp. indica.** Bourdenche
et al.,> mencionan la existencia de 2541 serovariedades
para el esquema de Kauffmann-White; sin embargo,
como las serovariedades no tienen nivel taxonémico
de especie, sus nombres se escriben con letras roma-
nas (no italicas) y con mayuscula como en Salmonella
Enteritidis, que corresponde a: “Salmonella enterica sub-
esp. enterica serovariedad Enteritidis”, por lo que para
fines practicos se usa directamente Salmonella Enteriti-
dis (SE).**

Recientemente, en la avicultura se ha registrado un
incremento de casos por Salmonella Typhimurium (ST)
y por SE. Se ha sugerido que algunas plagas como los
roedores son portadores de ambas serovariedades.®*

La salmonelosis en ratas puede ser un serio proble-
ma porque actiian como reservorio y vectores al tener
convivencia estrecha con las aves de corral. A pesar del
gran nuimero de estudios que se realizan para la detec-
cion de Salmonella, incluyendo SE, existe poca infor-
macion sobre Salmonella Issatschenko (SI), la cual se
ha demostrado que afecta a la familia Muridae y a po-
llos de engorda;*® sin embargo, estos estudios no han
incluido la PCR.?

En la literatura, Salmonella enterica subespecie ente-
rica biovar Issatschenko (SI), se ha conocido también
con diversos nombres, como S. Danysz, S. Gaerther, S.
Liverpool, S. Ratin, S. Projorov y S. Enterica serovarie-
dad 17 F4, subgrupo I, grupo D, que mata a muridos.
Esta Salmonella tiene los mismos antigenos somaticos
y flagelares que S. Enteritidis segtin la clasificacién de
Kauffmann y White (grupo D, subgrupo I, O: 1, 9,12
y H: g, m) y esta tiltima serovariedad afecta a todas las
especies, incluyendo al humano.?

Cabe mencionar que los productos avicolas han
sido implicados como fuente de infecciones por las se-
rovariedades de SE hacia especies animales, incluyen-
do al ser humano.® Por otro lado, experimentalmente
se ha demostrado que, cuando no se procede a un con-
trol adecuado de plagas, existen numerosas fuentes de
infeccion de Salmonella en las unidades de produccién
de pollo comercial, como las aves silvestres, los artro-
podos y los roedores, que contaminan el agua, el ali-



With regard to diagnosis, to date, more rapid
and sensitive methods have been developed in dif-
ferent types of samples, such as plate agglutination
test (PA),*'° microagglutination test (MA)," enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA),"" fluorescent
antibody tests (FA),'"'? and microantiglobulin test,"
which are capable to detect antibodies against Sal-
monella. With the use of bacteriological isolation it
is possible to identify Salmonella by biochemical and
serotyping tests. The current standard laboratory
procedure for cultivating and identifying Salmonella
serovars is laborious and can delay up to 7 days;*!*
however, on noticing certain histological lesions it is
probable that such lesions are caused by Salmonella;
DNA hybridization'®!'” and polymerase chain reaction
(PCR) delay approximately 24 to 48 hours, depending
on the number of samples.'®!

Classic PCR has been used for identifying several
microbiological species without previous isolation, in-
cluding Salmonella, from clinical samples and food.'*"

PCR is a DNA copying method that can be used
for being highly sensitive and specific for detection of
microorganisms for a wide range of samples.

PCR sensitivity and specificity

Based on PCR tests of previous studies on the mini-
mum detection concentration of Salmonella spp, it has
been mentioned that there are factors that produce
positive or negative false results due to high concen-
trations of bacterial and cellular DNA from biological
samples and from the presence of inhibitory factors
coming from the same samples, as for instance: he-
moglobin, lactoferrin, polysaccharides, fats, proteins,
freezing, among others.?"*

Alva® mentioned that nested PCR sensitivity for
SE detection is up to 10 colony forming units (CFU),
considering that this test is useful for Salmonella spp
diagnosis in poultry samples and negative samples to
bacterial isolation. In order to perform PCR to detect
Salmonella, primers that magnify a 485 to 525-bp invA
gene fragment have been used.?**

Due to Salmonella genus importance worldwide, it
is necessary to find practical and rapid diagnostic tech-
niques that allow the detection of Salmonella from dif-
ferent samples, for which the objective of the present
study was to determine, by PCR, presence of Salmonella
Enteritidis FT 13 A and Salmonella Issatschenko in dif-
ferent samples of organs from 4-day-old chicks experi-
mentally infected, as well as its relationship with the
bacteriologic isolation result and histological lesions
described in a previous study.”

mento, el material de cama y el equipo a través de sus
heces, favoreciendo la permanencia de Salmonella en
la naturaleza.®’

Respecto al diagnéstico, a la fecha se han desarro-
llado métodos mas rapidos y sensibles en distintos ti-
pos de muestras, como aglutinacién en placa (AP),%"
prueba de microaglutinacion (MA)," Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA),'""® pruebas de anticuer-
pos fluorescentes (AF),*'""'* prueba de inmunofluores-
cencia (IF),'"'? y prueba de microantiglobulina,'® las
cuales son capaces de detectar anticuerpos contra Sal-
monella. Con el aislamiento bacteriolégico es posible
identificar Salmonella mediante pruebas bioquimicas y
de serotipificacion. El actual procedimiento de labora-
torio estdndar para cultivar e identificar las serovarie-
dades de Salmonella es laborioso y puede tardar hasta 7
dias;**'* no obstante, al observar ciertas lesiones histo-
légicas es probable sugerir que dichas lesiones son por
Salmonella;” 1a hibridacién de ADN!'®!7y la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) tardan aproximada-
mente de 24 a 48 horas, dependiendo del nimero de
muestras que se trabajen.'®!

La PCR clasica se ha aplicado para identificar varias
especies microbiologicas sin previo aislamiento, inclu-
yendo a Salmonella, a partir de muestras clinicas y de
alimento.'®"

La PCR es un método de copiado de ADN que pue-
de emplearse por ser altamente sensible y especifico
en la detecciéon de microorganismos en un amplio ran-
go de muestras.'®%

Sensibilidad y especificidad de la PCR

Con base en las pruebas de la PCR de trabajos ante-
riores sobre la deteccion de la concentracion minima
detectable de Salmonella spp, se ha mencionado que
existen factores que producen resultados falsos po-
sitivos o negativos debido a la alta concentracién de
ADN bacteriano y celular provenientes de las muestras
biolégicas, y por la presencia de factores inhibitorios
provenientes de las mismas muestras, como puede ser
la hemoglobina, lactoferrina, polisacdridos, grasas,
proteinas, la congelacion, entre otros.?'

Alva® mencioné que la sensibilidad de la PCR ani-
dada para detectar SE es desde 10 unidades formado-
ras de colonia (UFC), considerando que esta prueba
es util para el diagnoéstico de Salmonella spp en mues-
tras provenientes de aves y muestras negativas al aisla-
miento bacteriano. Para la realizacion de la PCR para
Salmonella se han empleado iniciadores que amplifican
un fragmento de 485 a 525 pb del gen inv A.2*%

Debido a la importancia del género Salmonella en
el mundo, es necesario encontrar técnicas de diagnos-
tico prdcticas y rapidas que permitan la detecciéon de
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Material and methods
Samples

As part of the study of Ruiz et al.,> samples of crop (C),
heart (H), lung (L), liver (Li), spleen (S), duodenum
(D), jejunum (J), ileum (I) and ceca (Ca) were used
in six different time period: at 6, 18, 30, 42, 102 and
174 hours after oral experimental inoculation (AEI)
of 4-day old Ross chicks infected with Salmonella En-
teritidis FT 13 and Salmonella Issatschenko, obtaining
a total of 42 samples of SE and SI that were storage at
-20°C until used.

The positive control samples were obtained from
the organs of SPF (specific pathogen free birds)
chicks experimentally infected with SE [1 x 10°] and
SI [1 x 10°] / ml by oral route. The negative controls
were obtained from organs of 4-day-old SPF chicks in-
oculated with 250 pl of physiological saline solution
(PSS) by oral route.

Research design
Salmonella DNA extraction

Each sample by separate was processed as follows:

A 0.1 gram of each sample aforementioned was
macerated. Each sample was homogenized with a
Vortex Agitator™ in 1 ml of sterile phosphate buft-
ered solution (PBS) (0.324% of KH,PO,* 1.08% of
Na2HPO4* and 16.1% of NaCl*); subsequently, 4 jl of
lysozyme** were added [20 mg/ml] obtaining a final
volume of 1 004 pl (80 pg) and was incubated at 4°C
for 45 minutes; sample sedimentation was allowed dur-
ing 5 minutes and 250 pl of the initial mixture were
taken and transferred into another test tube, adding
12.5 pl of proteinase K*** [20 mg/ml] and 250 pl of
STEP (10% of SDS, TRIS* [1M] pH 8, EDTAY [0.5M]
pH 8) and was incubated for 2 hours at 37°C; from
the resultant volume (512.5 pl) DNA purification was
performed with phenol/chloroform/isoamyl alcohol
(PCI) (phenol,** chloroform,*** isoamyl alcohol)
and precipitated with ethanol. Later, the sample was
centrifugated at 10 205 x g for 15 minutes at 4°C and
the DNA tablet was dried at room temperature for two
hours. Finally, DNA was resuspended in bidistilled wa-
ter and incubated between 55 and 60°C° for 10 min-
utes.

Classic PCR

From the previous process, 5 pl of DNA were taken and
transferred into a PCR tube with 2 pl of buffered solu-
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Salmonella a partir de diferentes muestras, por lo que
el objetivo de este trabajo fue determinar, por medio
de la PCR, la presencia de Salmonella Enteritidis FI-
13A 'y Salmonella Issatschenko en diferentes muestras
de o6rganos de pollitos de 4 dias de edad infectados
experimentalmente, asi como su relacién con el resul-
tado del aislamiento bacteriologico y las lesiones histo-
l6gicas descritas en un trabajo previo.?

Material y métodos
Muestras

Como parte del estudio de Ruiz, et al.,’ se utilizaron
muestras de buche (B), corazén (C), pulmoén (P), hi-
gado (H), bazo (B), duodeno (D), yeyuno (Y), ileon
(I) y ciegos (Ci) en 6 tiempos: a las 6, 18, 30, 42, 102,
174 horas posinoculacién experimental (PIE) via oral
de pollitos (Ross) de 4 dias de edad infectados con Sal-
monella Enteritidis FT 13y con Salmonella Issatschenko,
para obtener un total de 42 muestras de SE y SI que
fueron almacenadas a -20°C hasta su empleo.

Las muestras testigo positivas fueron de los mis-
mos 6rganos de pollitos SPF (aves libres de patégenos
especificos) infectados experimentalmente con SE
[1 x 10%] y SI [1 x 10°] / ml por via oral. Los testigos
negativos se obtuvieron a partir de 6rganos de pollitos
de 4 dias de edad con una inoculacién de 250 pl de
solucion salina fisiologica (SSF) por via oral en pollitos
SPF.

Diseno de investigacion
Extraccion de ADN de Salmonella

Cada muestra por separado fue procesada de la si-
guiente manera:

Se macer6 0.1 gramo de cada muestra anterior-
mente mencionada. Cada muestra fue homogeneiza-
da mediante el uso de un agitador tipo vortex en 1
ml de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) estéril
(0.324% de KH,PO,,* 1.08% de Na,HPO *y 16.1% de
NaCl*), posteriormente se agregan 4 pl de lisozima**
[20 mg/ml] para tener un volumen final de 1004 pl
(80 pg), se incub6 a 4°C durante 45 minutos; se dejo
sedimentar la muestra 5 minutos y se tomaron 250
pl de Ia mezcla inicial para depositarla en otro tubo
al cual se adicionaron 12.5 pl de proteinasa K***
[20 mg/ml] y 250 pl de solucién STEP (10 % de SDS,}

*[.T.Baker 55320, Xalostoc, Edo de Méx. México; (KH2P04 Cat.
3246-01), (Na,HPO, Cat. 3828-01), (NaCl CaT. 3625-01).
**Sigma,St. Louis, MO63103, Estados Unidos de América.
#*Fermentas International INC, Ontario L7N 3N4, Canada.
TResearch Organics, Inc, Cleveland, Ohio 44125, Estados Unidos de
América.




tiont for PCR [1X], 0.4 pl of deoxynucleoside triphos-
phatet (ANTP’s) [0.2 mM], 2 pl of primers°® [1 mM),
1.2 pl of MgClt [1.5 mM], 0.5 pl of Taq polymeraset
[2.5 unities] and 8.9 pl of bidistilled water.*® The fol-
lowing primers were used in PCR: invlF: 5’ CGT CAT
TCC ATT ACC TAC CT-3’ and invlR: 5- CAA TAG
CGT CAC CTT TGA TA-3’, which amplified 525bp
invA gene fragment,?* using the following protocol:
a cycle of 95°C for 5 minutes, 30 cycles at 93°C for 45
seconds, 59°C for b seconds, 72°C for 45 seconds, fol-
lowed by a final extension at 72°C for 4 minutes.®® %

Nested PCR

From the previous PCR, 5 pl were taken and suspend-
ed in 2 pl of buffered solution for PCR} [1X], 0.4 pl
of dANTP’st [0.2 mM] 1 pl of primers®® [0.5 mM] 1.2
pl of MgClt [1.5 mM], 1 pl of Tritonf [0.10%], 0.3 pl
of BSA* [0.15 mg/ml bovine serum albumin, 0.5 pl of
Tap polymeraset [2.5 unities] and 8.6 pl of bidistilled
water. The following primers were used for this pro-
cess: inv2F: 5’- TGG TGTTTA TGG GGT CGT TCT A
3’ and mv2R: 5’- CCT TCA AAT CGG CAT CAA TAC
TC-3’, which amplified 329-bp invA gene fragment. 2

A denaturalization cycle®® was performed at 95°C
for 5 minutes, 30 cycles at 92°C for 45 seconds, 65°C
for 45 seconds, 72°C for 45 seconds, followed by a final
extension of 4 minutes at 72°C.

After classic and nested PCR was performed, 1 pl of
bromophenol blue was added to the 3 pl samples* and
each one was separated on 2% agarose gel; a 622-bp
(base pairs) molecular size marker was placed in each
gel** in order to carry out electrophoresis*** for 30
minutes at 80 volts. Later, gels were stained with ethid-
ium bromidet and were observed by ultraviolet light.

Statistical analysis

The 2 x 2 contingency tables were elaborated, for SE
FT 13 A and SI, for calculating sensitivity and speci-
ficity of PCR in this study with regard to bacteriology*
and histopathology* with respect to bacteriology.* Chi-
square test was used for determining the relationship
between tests.*!

Results
Salmonella Enteritidis FT 13 A

Classic PCR

PCR test using invlF and invIR primers that amplify a
525-bp invA gene fragment, resulted negative for Sal-

TRIS* [1IM] pHS8, EDTA** [0.5M] pH 8), se incubo
por 2 horas a 37°C; del volumen resultante (512.5 pl)
se realiz6 la purificacion de ADN con fenol-cloroformo
isoamilico (FCI) (Fenol,*** Cloroformo,} Alcohol Iso-
amilico***) y se precipité con etanol. Posteriormente,
la muestra se centrifugé a 10 205 x g durante 15 mi-
nutos a 4°Cy se sec6 la pastilla de ADN a temperatura
ambiente durante dos horas. Finalmente, el ADN fue
resuspendido en agua bidestilada y se incub6 entre 55
y 60°C] durante 10 minutos.

PCR clasica

Se tomaron 5 pl de ADN del proceso anterior y se pasa-
ron a un tubo de PCR con 2 pl de solucién amortigua-
doraf para PCR [1X], 0.4 pl de desoxinucleétidos tri-
fosfatadose (dANTP’s) [0.2 mM], 2 pl de iniciadoresee
[1 mM], 1.2 pl de MgCl® [1.5 mM], 0.5 pl de Taq poli-
merasa® [2.5 unidades] y 8.9 pl de agua bidestilada.*

En la PCR se utilizaron los siguientes iniciadores:
invlF: 5°-CGT CAT TCC ATT ACC TAC CT-3" e invlR:
5°- CAA TAG CGT CAC CTT TGA TA-3", que amplifi-
caron un segmento del gen invA de 525 pb,***con el
siguiente protocolo: un ciclo de 95°C durante 5 minu-
tos, 30 ciclos de 93°C durante 45 segundos, 59°C 45 se-
gundos, 72°C 45 segundos, seguida de una extension
final a 72°C por 4 minutos. ¥

PCR anidada

Se tomaron 5 pl de la PCR anterior y se suspendie-
ron con 2 pl de solucién amortiguadora para la PCR®
[1X], 0.4 pl de dNTP’s [0.2 mM] 1 pl de iniciadores ¢ ¢
[0.5 mM] 1.2 pl de MgCl1® [1.5 mM] , 1 pl de Triton® &
[0.10%], 0.3 pl de BSAT [0.15 mg/ml Albtiimina Sérica
Bovina], 0.5 pl de Tap polimerasa® [2.5 unidades] y
8.6 pl de agua bidestilada. Para este proceso se utiliza-
ron los siguientes iniciadores: inv2F: 5-TGG TGTTTA
TGG GGT CGT TCT A 3" e inv2R: 5’-CCT TCA AAT
CGG CAT CAA TAC TC-37, que amplific6 un segmen-
to del gen invA de 329 pb.2>%

Se realiz6 un ciclo de desnaturalizacion® ¢ de 95°C
durante 5 minutos, 30 ciclos de 92°C durante 45 se-
gundos, 65°C 45 segundos, 72°C 45 segundos, seguida
de una extension final de 4 minutos a 72°C.

*GIBCO, Life Technologies, Grand Island, N.Y. 14072, Estados
Unidos de América.

*##Research Organics, Inc, Cleveland, Ohio 44125, Estados Unidos
de América

*#*] 'T. Baker Phillipsburg, NJ 08865, Estados Unidos de América.
tCaledon Laboratories, Otn., Canada L7G 4R9.

{Labnet International, Inc, Woodbridge, NJ 07095, Estados Unidos
de América

eFermentas International Inc, Ontario L7N 3N4, Canada.
eeBio Synthesis Lewisville, TX, Estados Unidos de América.
¢Thermo Hybaid limited, Reino Unido.

¢ ¢Sigma Chemical CO St. Louis, Estados Unidos de América.
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monella Enteritidis FT 13 A in all organs and times of
sampling.

Nested PCR

Positive results were found with inv2F and inv2R prim-
ers that amplify a 329-bp invA gene fragment from 6
hours AEI to 174 hours AEI in the different samples
(Table 1 and Figure 1).

Salmonella Issatschencko

Classic PCR

PCR test for 525-bp fragment was positive from 6 hours
until 30 hours AEI; however, other samples and times
resulted negative (Figure 2).

Nested PCR

PCR tests for 329-bp fragment were positive from 6
hours AEI in different organ samples until 174 hours.
However, positive results were variable between the
different organs of the present study and AEI times
(Table 2 and Figure 3).

Coincidence tests
Salmonella Enteritidis FT 13 A

In the case of Salmonella Enteritidis, after 6 hours AEI
there was 29% of coincidence between nested PCR
and bacterial isolation. After 18 hours AEL: PCR and
bacteriology 14%, bacteriology and histopathology
43%. At 30 hours AEI, histopathology obtained 0% of
coincidences with PCR, whereas 86% of coincidence
was obtained with bacteriology and PCR.

Salmonella Issatschenko

In the case of Salmonella Issatschenko, after 6 hours
AEI there was 43% of coincidence, both in nested PCR
and bacteriology. At 18 hours AEI, coincidences be-
tween histopathology and nested PCR were 100%, and
coincidence between bacteriology and PCR was 14%.
After 30 hours AEI, coincidence tests were: between
histopathology and PCR 100% and between bacteriol-
ogy and PCR 0%.

Relationship between test results

The 2 x 2 contingency table for SE FT 13 A, by com-
paring PCR with bacteriology, 25% of sensitivity and
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Después de la realizaciéon de la PCR clasica y ani-
dada, a las muestras de 3 pl se les agreg6 1 pl de Azul
de Bromofenol* y se deposit6 cada una por separado
en geles de agarosa al 2%; se colocé en cada gel un
marcador de tamano molecular** de 622 pb (pares de
bases) para llevar a cabo la electroforesis*** durante
30 min a 80 voltios. Posteriormente, los geles se tine-
ron con Bromuro de etidiot y se visualizaron mediante
luz ultravioleta.}

Analisis estadistico

Se elaboraron tablas de contingencia 2 x 2, para SEF-
T13Ay SI, para calcular sensibilidad y especificidad de
la PCR de este trabajo con respecto de la bacteriolo-
gla' y para histopatologia* con respecto de la bacterio-
logia.* Para determinar la relacion entre las pruebas se

usé el método de Ji%?!

Resultados
Salmonella Enteritidis FT 13 A

PCR clasica

La prueba de la PCR utilizando los iniciadores invlF e
invlR que amplifican un fragmento de 525 pb del gen
invA, resulto negativa para Salmonella Enteritidis FT 13
A en todos los 6rganos y tiempos de muestreo.

PCR anidada

Se encontraron resultados positivos con los iniciado-
res inv2F e inv2R que amplifican un fragmento de
329 pb del gen invA desde las 6 horas PIE hasta las
174 horas PIE en las diferentes muestras (Cuadro 1
y Figura 1).

Salmonella Issatschenko
PCR clasica

La prueba de PCR para el fragmento de 525 pb fue
positivo a partir de las 6 horas hasta la hora 30 posin-
feccion; sin embargo, las demas muestras y tiempos re-
sultaron negativos (Figura 2).

*Fermentas International Inc, Ontario L7N 3N4, Canada.
**Biogenica, Miami, FL. 33186, Estados Unidos de América.
***Cleaver Scientific Ltd, Rugby, Warwickshire, Reino Unido.
tSigma Chemical Co. St. Louis. Mo 63178, Estados Unidos de
América.

1Upland, CD 9178, Estados Unidos de América.



CUADRO 1
Resultados de la PCR anidada de Salmonella Enteritidis FT 13
Nested PCR results of Salmonella Enteritidis FT 13

Nested PCR Organs
Hours AET Crop Heart/lung Liver/spleen Duodenum Jejunum Ileum Ceca
6 + + - + + - +
18 + + + + - + +
30 - - - - - - -
42 - - - + - + -
102 - + - - - - +
174 - - + - + - -

AEI after oral experimental infection

FIGURA 1. Resultados de la PCR, positivos al fragmento 329 pb de
SE FT 13 A en un gel de agarosa tenido con bromuro de etidio.
Carril: I marcador de peso molecular, 2 buche, 3 corazén-pulmoén,
4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 9 testigo
positivo, 10 testigo negativo, a las 6 horas PIE.

FIGURE 1. Positive PCR results to 329-bp fragment of SE FT 18 A
in agarose gel stained with ethidium bromide. Lane: 1, molecular
weight marker; 2, crop; 3, heart-lung; 4, liver-spleen; 5, duodenum;
6, jejunum; 7, ileum; 8, ceca; 9 positive control and 10, negative
control, at 6 hours AEI.

54% of specificity was obtained (Table 3). By compar-
ing the histological study with the bacteriologic, 100%
of sensitivity and 12% of specificity was found (Table
4), and in the contingency table of histopathology in
regard with PCR, sensitivity was 33% and a specificity
of 0% (Table 5).

The results for SI in the 2 x 2 contingency table,
comparing PCR with bacteriology, 13% was for sensi-
tivity and 44% for specificity (Table 6). By comparing
histopathology with bacteriology with respect to bac-
teriology, 100% of sensitivity and 12% specificity was
found (Table 7). In the contingency table of Salmonella
Issatschenko, for histopathological studies and PCR, a
sensitivity of 47% and specificity of 50% was recorded
(Table 8).

FIGURA 2. Resultados de la PCR positivos al fragmento 525 pb de SI
en un gel de agarosa tenido con bromuro de etidio. Carril: 1 mar-
cador de peso molecular, 2 buche, 3 corazén-pulmoén, 4 higado-
bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 9 testigo negativo, 10
testigo positivo, a las 18 horas PIE.

FIGURE 2. Positive PCR results to 525-bp fragment of SI in agarose
gel stained with ethidium bromide. Lane: 1, molecular weight mar-
ker; 2, crop; 3, heart-lung 4, liver-spleen; 5, duodenum; 6, jejunum;
7, ileum; 8, ceca; 9, negative control and 10, positive control, at 18
hours AEIL

PCR anidada

Se observaron resultados positivos al fragmento de 329
pb a partir de las 6 horas PIE en las diferentes muestras
de los 6rganos hasta las 174 horas. No obstante, los re-
sultados positivos fueron variables entre los diferentes
6rganos del presente estudio y los tiempos PIE (Cua-
dro 2y Figura 3).
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Chi-square test

The chisquare test found that PCR and bacteriology
were heterogeneous in the case of Salmonella Enteriti-
dis FT 13 A (P < 0.05). The histopathology and PCR
were homogeneous (P < 0.05).

For Salmonella Issatschenko, in chi-square test it was
found that PCR and bacteriology were homogeneous
(P < 0.05). The histopathology and PCR were hetero-
geneous (P <0.05).

Discussion

With advances in molecular biology, particularly in the
development of tests such as PCR, a sensitive and spe-
cific alternative is offered for the diagnosis of infec-
tious diseases.

Classic PCR results for SE and SI were negative,
probably due to several factors, such as the presence of
inhibitory substances: hemoglobin, lactoferrin, poly-
saccharides and fats or proteins,”® because they can
cause problems by detecting pathogen organisms in
clinical samples or in the environment. Other factor
that could complicate PCR is heme group and its me-
tabolites.” Although that does not indicate that posi-

Coincidencias de las pruebas

Salmonella Enteritidis FT 13 A

En el caso de Salmonella Enteritidis, a las 6 horas PIE
hubo 29% de coincidencia entre la PCR anidada y el
aislamiento bacteriano. A partir de las 18 horas PIE:
entre la PCRy la bacteriologia, 14%; la bacteriologia y
la histopatologia, 43%. A las 30 horas PIE la histopato-
logia obtuvo 0% de coincidencia con la PCR, mientras
que con la bacteriologia y la PCR se obtuvo 86% de
coincidencia.

Salmonella Issatschenko

En el caso de Salmonella Issatschenko, a las 6 horas PIE
hubo 43% de coincidencias, tanto en la PCR anidada
como en la bacteriologia. A las 18 horas posinfeccion,
la coincidencia entre la histopatologia y la PCR anida-
da fue de 100%, y la coincidencia entre la bacteriolo-
glayla PCR fue de 14%. Después de 30 horas posinfec-
cion, las coincidencias de las pruebas fueron: entre la
histopatologia y la PCR 100% y entre la bacteriologia
y la PCR, de 0%.

CUADRO 2

Resultados de la PCR anidada de Salmonella Issatschenko

Nested PCR results of Salmonella Issatschenko

Nested PCR Organs
Hours AET Crop Heart/lung Liver/spleen Duodenum Jejunum Lleum Ceca
6 + - - + - +
18 + + + + + + -
30 + + + + + + +
42 - + + - - - -
102 - - + - - -
174 + - - - - - -

AEI: after oral experimental infection.
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FIGURA 3. Resultados de la PCR positivos al fragmento 329 pb de SI
en un gel de agarosa tenido con bromuro de etidio. Carril: 1 marca-
dor de peso molecular, 2 buche, 3 corazon-pulmon, 4 higado-bazo,
5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 8 ciegos, 9 testigo positivo, 10
testigo negativo, 11 marcador de peso molecular, a las 18 horas PIE.

FIGURE 3. Positive results to 329-bp fragment of SI in agarose gel
stained with ethidium bromide. Lane: 1, molecular weight marker;
2, crop; 3, heart-lung; 4, liver-spleen; 5, duodenum; 6, jejunum; 7,
ileum; 8, ceca; 9, positive control; 10, negative control and 11, mole-
cular weight marker, at 18 hours AEIL



tive samples by classic PCR had been detected, and
neither implies that there was no amplification, merely
that it was not detected by this method, since nested
PCR did gave positive results.

With respect to the nested PCR, for SE FT 13 A
and SI, the results obtained were: greater number of
positive samples by nested PCR than by classic PCR;
coinciding with this the findings of Rychlik et al.,* who
used bird feces samples of Salmonella free, which were
contaminated with a known number of Salmonella Ty-
phimurium F98 and homogenized for performance of
PCR with the same primers used in this study. Rychlik
et al.®® obtained a product different from the present
study (485-bp for classic PCR and 284-bp for nested
PCR) and used a pre-enrichment with buffered pep-
tone water and semi-selective Rappaport-Vassiliadis
broth for 24 hours, obtaining 1000-fold sensitivity in-
crease compared with the result of a classic PCR.

Usually, the nested PCR increases 1000 times more
sensitivity, compared with the results of only one am-

CUADRO 3

Resultados de la tabla de contingencias 2 x 2
entre la bacteriologia y la PCR, de las muestras
del estudio de Salmonella Enteritidis FT 13 A

Results of 2 x 2 contingency table between
bacteriology and PCR, of Salmonella Enteritidis
FT 13 A samples being studied

Relacion de los resultados
de las pruebas

La tabla de contingencia 2 x 2, para SE FT 13 A, al
comparar la PCR con la bacteriologia se obtuvo 25%
de sensibilidad y 54% de especificidad (Cuadro 3). Al
comparar el estudio histolégico con el bacteriolégico
se encontré una sensibilidad de 100% y 12% de espe-
cificidad (Cuadro 4), y en la tabla de contingencias de
la histopatologia con respecto a la PCR, la sensibilidad
fue de 33% vy la especificad, de 0% (Cuadro 5).

Los resultados para SI en la tabla de contingencias
de 2 x 2, comparando la PCR con la bacteriologia, fue
de 13% para la sensibilidad y de 44% para la especifi-
cidad (Cuadro 6). Al comparar la histopatologia con
respecto de la bacteriologia se encontré sensibilidad
de 100% y 12% de especificidad (Cuadro 7). En la ta-
bla de contingencias de Salmonella Issatschenko, para
los estudios histopatolégicos y la PCR, se registré una

CUADRO 4

Resultados de la tabla de contingencias 2 x 2
entre la bacteriologia e histopatologia, de las
muestras del estudio de Salmonella Enteritidis FT 13 A

Results of 2 x 2 contingency table between
bacteriology and histopathology, of Salmonella
Enteritidis FT 13 A samples being studied

Bacteriology Total Bacteriology Total
+ - + -

PCR + 4 12 16 Histopathology — + 16 23 39
- 12 14 26 - 0 3 3
Total 16 26 42 Total 16 26 42

Sensitivity 25% Sensitivity 100%

Specificity 54% Specificity 12%

CUADRO 5 CuUADRO 6

Resultados de las contingencias 2 x 2
entre la histopatologia y la PCR, de todas las muestras
del estudio de Salmonella Enteritidis FT 13 A

Results of 2 x 2 contingency table between
histopathology and PCR, of all Salmonella Enteritidis
FT 13 A samples being studied

Histopathology Total
+ -
PCR + 13 3 16
- 26 0 26
Total 39 3 42
Sensitivity 33%
Specificity 0%

Resultados de las contingencias 2 x 2
entre la bacteriologia y la PCR, de todas las muestras
del estudio de Salmonella Issatschenko

Results of 2 x 2 contingency table between
bacteriology and PCR, of all Salmonella Issatschenko
samples being studied

Bacteriology Total
+ -
PCR + 1 19 20
- 7 15 22
Total 8 34 42
Sensitivity 13%
Specificity 44%
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CUADRO 7

Resultados de las contingencias 2 x 2
entre la bacteriologia e histopatologia, de todas las
muestras del estudio de Salmonella Issatschenko

Results of 2 x 2 contingency table between
bacteriology and histopathology, of all Salmonella
Issatschenko samples being studied

Bacteriology Total
¥ -
Histopathology  + 8 30 38
- 0 4 4
Total 8 34 42
Sensitivity 100%
Specificity 12%

plification;' however, in this study, after standardizing
the protocol for fecal PCR, it was decided to test it in
meat samples. The sensitivity of classic PCR was only 10
times more, compared with the results of the standard
culture method for the detection of Salmonella.

Myint et al.** reported that the pre-enrichment of
the samples, both in ground meat and manure, as well
as in organs, improve significantly the performance
of the test. In the present study, the pre-enrichment
was not used in search of a rapid alternative to di-
agnosis, since the pre-enrichment delays at least 24
hours.l7—l9,32—36

Salmonella Enteritidis FT 13 A

In the present study, positive results of different organ
samples, at 6 hours AEI, were obtained with the nested
PCR; however, the results obtained were variable be-
tween organs and time period from 30 hours AEI The
aforementioned coincides with the results of the histo-
pathologic studies obtained from the study of Ruiz et
al.,® which reflected lesions from 6 hours AEI, whereas
the bacterial isolation resulted negative.

Similar results were obtained by Deng et al*” who
performed real-time PCR and used duodenum, jeju-
num, ileum, ceca, also included in the present study.
These authors revealed that from 8 hours AEI, positive
results by real-time PCR started to appear and at 36
hours AEI, greater quantity of SE from the aforemen-
tioned organs were obtained.

In the bacteriologic study of Ruiz et al.,® positive
isolates from 18 hours AEI were obtained, depending
on the tissue, similar to the study of Turnbull and Sno-
eyenbos,® in which birds of different ages were used
(1-day-old, 2 weeks, 6 and 9 months), inoculated with
106 cells of SE, at 24 hours of their arrival to the farm.
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CUADRO 8

Resultados de las contingencias 2 x 2
entre la histopatologia y la PCR, de todas las muestras
del estudio de Salmonella Issatschenko

Results of 2 x 2 contingency table between
histopathology and PCR, of all Salmonella
Issatschenko samples being studied

Bacteriology Total
+ R
PCR + 18 2 20
- 20 2 22
Total 38 4 42
Sensitivity 47%
Specificity 50%

sensibilidad de 47% y una especificidad de 50% (Cua-
dro 8).

Estadistico Ji#

En la prueba de Ji? se encontré que la PCR y la bacte-
riologia fueron heterogéneas en el caso de Salmonella
Enteritidis FT 13 A (P < 0.05). La histopatologia y la
PCR fueron homogéneas (P < 0.05).

Para Salmonella Issatschenko, en la prueba de Ji*se
encontr6 que la PCR y la bacteriologia fueron homo-
géneas (P < 0.05). La histopatologia y la PCR fueron
heterogéneas (P < 0.05).

Discusion

Con los avances en biologia molecular, particularmen-
te con el desarrollo de pruebas como la PCR, se ofrece
una alternativa sensible y especifica para el diagnoéstico
de enfermedades infecciosas.

Los resultados de la PCR clasica para SE y SI fueron
negativos, debido probablemente a diversos factores,
como la presencia de sustancias inhibitorias: la hemo-
globina, la lactoferrina, los polisacaridos, las grasas o
proteinas,?® debido a que pueden ocasionar proble-
mas al detectar organismos patégenos de muestras cli-
nicas o ambientales. Otro factor que pudiera compli-
car la PCR es el grupo heme y sus metabolitos.” Aun-
que ello no indica que no se hayan detectado muestras
positivas en la PCR clasica, y tampoco implica que no
haya habido amplificacién, simplemente que no fue
detectada por este método, ya que la PCR anidada si
dio resultados positivos.

En cuanto a la PCR anidada, tanto para SE FT 13 A
como para SI, los resultados obtenidos fueron: mayor
numero de muestras positivas con la PCR anidada que



Samples of blood, liver, spleen, duodenum, jejunum,
ileum, ileo-cecal junction and ceca, at different time
periods according to the group, which, in average,
were: 3, 5, 10, 24 48 and 72 hours. In first hours AEI,
isolation results were variable within groups and col-
lected organs, but there were coincidences in isolates
after 3 hours AEIL

Salmonella Issatschenko

In the case of this bacterium, findings were similar to
SE FT 13 A, by classic and nested PCR, possibly because
their virulence mechanisms can be similar, as men-
tioned by Poppe et al.,** Montenegro et al,** Gulic,
and Poppe et al.,** who described that virulence associ-
ated with plasmids from different Salmonella serotypes
possess similar gene sequences, but the mechanisms
for which they contribute to virulence have not been
studied in detail.*** Montenegro* suggested that
Salmonella spp virulence plasmids could be acquired
from systemic infections in humans and animals.

Coincidence between nested PCR,
bacteriologic isolation
and histological lesions

Salmonella Enteritidis FT 13 A

The coincidences between nested PCR tests and bac-
teriological studies indicated that there was 29% rela-
tionship in samples from 6 hours AEI, and 25% sensi-
tivity and 54% specificity, respectively, which reflects
a low relationship between both tests according the
present study. Concerning Whyte et al.,'® they reported
that by using both previous techniques it is possible
to achieve a more precise evaluation of contaminated
samples.

Sensitivity and specificity resulted low in the previ-
ous study, in contrast to the study of Perez el al,* in
which, by using the same statistical method of 2 x 2
contingency tables, they obtained 70.83% of sensitiv-
ity between two PCR tests and 100% of specificity, in
contrast with the study of Myint et a.,** who, by using
nested PCR tests with and without the pre-enrichment,
they obtained different results, the sensitivity of PCR
without the pre-enrichment was 0% and the specificity
was 100%, but using the pre-enrichment in the sam-
ples they obtained a sensitivity of 79 to 100%, and a
specificity of 100% for the three enrichment mediums:
peptone buffered water, Rappaport Vassiliadis and tet-
rathionate broth base Hajna.

con la PCR clasica; coincidiendo en ello con los hallaz-
gos de Rychlik et al.,** quienes emplearon muestras de
heces de aves libres de Salmonella, que fueron contami-
nadas experimentalmente con un nimero conocido
de Salmonella Thyphimurium F98 y homogeneizadas
para llevar a cabo la PCR con los mismos iniciadores
que se utilizaron en el presente trabajo. Rychlik et al*
obtuvieron un producto diferente al del presente tra-
bajo (485 pb para la PCR clasica y 284 pb para la PCR
anidada) y ademas utilizaron un pre-enriquecimiento
con agua peptonada amortiguada y caldo semi-selec-
tivo Rappaport-Vassiliadis por 24 horas, con lo cual
obtuvieron un incremento en la sensibilidad de 1000
veces, comparado con el resultado de una PCR clasica.

La PCR anidada, usualmente, incrementa la sensi-
bilidad 1000 veces, comparada con los resultados de
una sola amplificacion;" sin embargo, en ese estudio,
después de estandarizar el protocolo para la PCR de
heces, decidieron probarlo en muestras de carne. La
sensibilidad de la PCR clasica s6lo fue de 10 veces,
comparada con los resultados del método de cultivo
estandar para la deteccion de Salmonella.

Myint et al.** indicaron que el pre-enriquecimiento
de las muestras, tanto de carne moliday excretas como
de 6rganos, mejoran significativamente el desempeno
de la prueba. En el presente estudio no se utiliz6 el
pre-enriquecimiento al buscar una alternativa de diag-
noéstico que fuera mas rapida, ya que el pre enriqueci-
miento demora al menos 24 horas.!7193%3

Salmonella Enteritidis FT 13 A

En este trabajo se obtuvieron resultados positivos a la
PCR anidada de muestras de diferentes 6rganos desde
las 6 horas PIE; sin embargo, a partir de las 30 horas
PIE los resultados obtenidos fueron muy variables en-
tre los diferentes 6rganos y tiempos. Lo anterior coin-
cide con los resultados de los estudios histopatolégicos
obtenidos en el trabajo de Ruiz et al.,* que reflejaron
lesiones desde las 6 horas PIE, mientras que el aisla-
miento bacteriano result6é negativo.

Similares resultados obtuvieron Deng et al.,* quie-
nes realizaron la PCR en tiempo real y utilizaron mues-
tras de duodeno, yeyuno, ileon y ciego, incluidos tam-
bién en el presente trabajo. Estos autores revelaron
que a partir de las 8 horas PIE comenzaron a presentar
resultados positivos por medio de la PCR en tiempo
real, y a las 36 horas PIE fue donde se obtuvo mayor
cantidad de SE a partir de los 6rganos anteriormente
mencionados.

En el estudio bacteriolégico de Ruiz et al.,’ se ob-
tuvieron aislamientos positivos a partir de las 18 ho-
ras PIE, dependiendo del tejido, similar al trabajo de
Turnbull y Snoeyenbos,™ en el que se utilizaron aves
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Salmonella Issatschenko

In the present study, nested PCR coincidences com-
pared with the bacteriologic analysis for SI were dif-
ferent from SE. The peak of the positive results for
SI, in the case of the nested PCR, was at 30 hours. As
AEI time passed, positive results of the nested PCR de-
creased until there was no positive sample. In contrast,
the study carried out by Ruiz et al.,’ where they used SI,
showed positive isolates at 42, 150, 174 and 222 hours
AEI, whereas in the histological lesion observations,
the peak was from 30 hours AEI

The sensitivity and specificity of PCR tests and the
bacteriologic studies of the present work were 13%
and 43%, respectively, whereas Schrank et al.* record-
ed a sensitivity of 47%. In these two tests, different pre-
enrichment mediums for Salmonella Typhimurium and
SE were compared.

Scharank et al.*® observed that sensitivity was higher
than the obtained in the present study and concluded
that the tetrathionate broth is more efficacious than
selenite cystine broth.

It has been observed that by using the PCR test, in-
consistent results are obtained when Salmonella genus
is used, for which Poppe et al.”® suggested to carry out
tests such as microagglutination, which gives 81% of
sensitivity and 24% of specificity.

Salmonella Enteritidis FT 13 A

In the present study, by comparing histopathology with
nested PCR, sensitivity was 33% and specificity of 0%,
for which this test was more sensitive than bacteriology
for determining the presence of Salmonella spp in the
organs at different times, but less specific. Ruiz et al.’
found histological lesions from 6 hours AEI in chicks,
primarily in ileum and ceca portions, corroborating by
using electron microscopy the presence of SE FT 13 A.
Kinde et al.,* from organs of infected hens with SE FT
4, by oral and intravenous route, concluded that birds
inoculated with a field strain showed tissue positivity
for a short period of time, and that Salmonella disap-
peared in the majority, after 8 days of inoculation. The
isolates of SE were more frequent when lesions were
evident; also, it was demonstrated that the percentage
of positive birds to culture did not show significant dif-
ferences (P > 0.05).

In contrast with the positive results of the pres-
ent study by nested PCR, by relating them with bacte-
riologic and histopathologic findings, it was observed
that histopahology is more sensitive, but less specific;
whereas bacteriology is less sensitive, but more specific.

In the case of SI and based on the study of Kinde
et al.,** the findings of Ruiz ¢t al.” and the obtained in
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de diferentes edades (1 dia de edad, 2 semanas, 6y 9
meses), inoculadas con 10° células de SE, a las 24 ho-
ras de su llegada a la granja. Se tomaron muestras de
sangre, higado, bazo, duodeno, yeyuno, ileon, unién
ileon-cecal y ciegos, a diferentes tiempos segun el gru-
po, que, en promedio, fueron de 3,5,10,24,48 y 72 h.
PIE. En las primeras horas PIE, los resultados de los
aislamientos fueron variables dentro de los grupos y
los 6rganos recolectados, pero hubo coincidencias en
los aislamientos después de 3 horas PIE.

Salmonella Issatschenko

En el caso de esta bacteria, los hallazgos fueron si-
milares a SE FT 13 A, con la prueba de la PCR clasi-
ca y anidada, debido posiblemente a que sus meca-
nismos de virulencia pueden ser similares, como lo
mencionaron Poppe et al.,” Montenegro,* Gulic," y
Poppe et al.,”* quienes describieron que la virulencia
asociada con plasmidos de diferentes serotipos de
Salmonella poseen secuencias de genes similares, pero
los mecanismos por los que estos genes contribuyen
a la virulencia no estan estudiados con detalle *-#4
Montenegro* sugirié que los plasmidos de virulencia
de Salmonella spp podrian ser adquiridos a partir de
infecciones sistémicas en seres humanos y animales.

Coincidencias entre la PCR anidada
y el aislamiento bacteriolégico
y lesiones histologicas

Salmonella Enteritidis FT 13 A

Las coincidencias entre las pruebas de la PCR anida-
day los estudios bacteriol6gicos indicaron que hubo
una relacion de 29% en las muestras a las 6 horas pos-
infeccién, ademas de la sensibilidad de 25% y una
especificidad de 54%, respectivamente, lo que refle-
ja una relaciéon baja entre las dos pruebas segun las
condiciones de este estudio. Al respecto, Whyte et al.'®
mencionaron que al utilizar las dos técnicas anterio-
res es posible lograr una evaluacion mas precisa de
muestras contaminadas.

La sensibilidad y especificidad resultaron bajas
en el presente estudio, en comparaciéon con el tra-
bajo de Pérez et al.,* en el que, utilizando el mismo
método estadistico de tabla de contingencias de
2 x 2, obtuvieron una sensibilidad de 70.83% entre
dos pruebas de PCR, y una especificidad de 100%, en
comparacién con el trabajo de Myint et al.,*? quienes,
utilizando pruebas de PCR anidada con y sin pre-
enriquecimiento, obtuvieron resultados diferentes;
la sensibilidad de la PCR sin pre-enriquecimiento
fue de 0% y la especificidad de 100%, pero al usar el



the present work, it is revealed that histological lesion
observations were more sensitive than the bacterio-
logic studies for detecting microorganism damage in
tissues, and thanks to nested PCR performed in this
study, Salmonella was detected in the first hours AEI,
reflected in greater quantity of positive samples than
bacteriology.

The nested PCR technique detected Salmonella, but
only during the first hours AEL

The relationship between nested PCR results, histo-
pathology and bacteriology presents variations in func-
tion of postinoculation time and the bacterium being
studied.

The pre-enrichment of samples is recommended to
obtain results by classic PCR.
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pre-enriquecimiento en las muestras obtuvieron una
sensibilidad desde 79 a 100%, y una especificidad de
100% para los tres medios de enriquecimiento: agua
peptonada amortiguada, medio Rappaport Vassiliadis
y caldo tetrationato-Hajna.

Salmonella Issatschenko

En el presente estudio, las coincidencias de la PCR
anidada comparada con los analisis bacteriologicos
para SI fueron diferentes a SE. El pico de resultados
positivos para SI en el caso de la PCR anidada fue a
las 30 horas. Conforme fue pasando el tiempo PIE, los
resultados positivos de la PCR anidada fueron dismi-
nuyendo hasta llegar a ninguna muestra positiva. En
contraste, el trabajo realizado por Ruiz ¢t al.,> donde
utilizaron SI, presenté aislamientos positivos a las 42,
150,174 y 222 horas PIE, mientras que en las observa-
ciones de lesiones histolégicas, el pico fue desde las 30
horas PIE.

La sensibilidad y especificidad de las pruebas de la
PCR vy los estudios bacteriolégicos de este trabajo fue-
ron de 13 % y 43%, respectivamente, mientras que
Schrank et al.®® registraron sensibilidad de 47%. En estas
dos pruebas se compararon diferentes medios de pre-
enriquecimiento para Salmonella Typhimurium y SE.

Schrank et al.,* observaron que la sensibilidad fue
mas alta que la obtenida en el presente trabajo y con-
cluyeron que tiene mas eficacia el caldo tetrationato
que el caldo selenito-cistina.

Se ha observado que con la prueba de PCR se obtie-
nen resultados inconsistentes cuando se trabaja con el
género Salmonella, por lo que Poppe et al.” sugirieron
llevar a cabo otras pruebas como la microaglutinacion,
que otorga 81% de sensibilidad y 24% de especificidad.

Salmonella Enteritidis FT 13 A

En el presente estudio, al comparar la histopatologia
y la PCR anidada, la sensibilidad fue de 33% y la espe-
cificidad, de 0%, por lo que esta prueba fue mads sensi-
ble que la bacteriologia para determinar la presencia
de Salmonella spp en los 6rganos a diferentes tiempos,
pero menos especifica. Ruiz et al.* encontraron lesio-
nes histolégicas desde las 6 horas PIE en pollitos, so-
bre todo en la porcion de ileon y ciegos, corroborando
mediante microscopia electrénica la presencia de SE
FT 13 A. Kinde et al.,** a partir de 6rganos de gallinas
infectadas con SE FT 4, por via oral e intravenosa, con-
cluyeron que la aves inoculadas con una cepa de cam-
po mostraron positividad de los tejidos por un corto
periodo, y que Salmonella desaparecié en la mayoria,
ocho dias después de la inoculacién. Los aislamientos
de SE fueron mas frecuentes cuando las lesiones eran
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