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Resumen

Chacana, P.; Leiva, C.; Joaquim, P.; Bombicino, M.; Terrera, M.V.: Inmunogenicidad
de vacunas inactivadas de Salmonella sp de uso en la industria avicola argentina. Rev. Vet.
31: 1, 69-73, 2020. La salmonelosis es una de las enfermedades infecciosas mas difundidas a
nivel mundial, que afecta tanto a seres humanos como a diferentes especies animales, estan-
do histéricamente vinculada a la avicultura. Salmonella sp es un microorganismo que puede
transmitirse a través de los alimentos y ello implica su impacto en la salud publica, asi como
también en el comercio internacional de productos y subproductos avicolas. La vacunacion
es una de las herramientas fundamentales para la contencion de estas bacterias y su efec-
tividad requiere de controles de calidad para medir la inmunogenicidad de las mismas. El
objetivo de este trabajo fue determinar la inmunogenicidad de tres vacunas comerciales de
Salmonella sp aviares de uso en la produccion avicola argentina, mediante la inmunizacion
grupal y la determinacion de titulos séricos especificos. Grupos de aves fueron vacunadas
segun un procedimiento estandarizado que incluyé dos vacunaciones. Se observo diversidad
de los titulos-aglutinacion de Salmonella enteritidis entre las distintas vacunas analizadas,
si bien todas ellas generaron seroconversion en las aves. La vacuna 1 present6 los mayores
promedios de titulo, tanto en la primera como en la segunda vacunacion, siendo seguida por
la vacuna 3 y la vacuna 2. El control de las vacunas tiene como objetivo final estimular la me-
joria continua de su calidad para la produccion de alimentos mas inocuos para la poblacion.

Palabras clave: gallinas, Salmonella sp, vacunas inactivadas, inmunogenicidad, control de
calidad.

Abstract

Chacana, P.; Leiva, C.; Joaquim, P.; Bombicino, M.; Terrera, M.V.: Immunogenicity
of inactivated Salmonella sp vaccines used in the poultry industry in Argentina. Rev. Vet.
31: 1, 69-73, 2020. Salmonellosis is one of the most widespread infectious diseases world-
wide, affecting humans and several animal species, and it has been historically linked to
poultry production. Salmonella sp is a food-borne microorganism with impact on public
health and also on the global trade of poultry products and by-products. Vaccination is one
of the main tools to the pathogen and its effectiveness requires quality controls to measure
their immunogenicity. The objective of this work was to determine the immunogenicity of
three commercial avian Sa/monella sp vaccines used in Argentinean poultry production by
immunizing groups of birds and determining specific serum titers. Groups of birds were
vaccinated according to a standardized procedure that comprises two vaccinations. Diversity
was observed in the agglutination titers against Salmonella enteritidis among the vaccines
analyzed, although all of them generated seroconversion in the birds. The vaccine 1 presen-
ted the biggest title averages, as much in the first one as in the second vaccination, being
continued by the vaccine 3 and the vaccine 2. The final goal of the control of vaccines is to
stimulate continuous improvement of their quality to produce safer food for the population.

Key words: poultry, Salmonella sp, inactivated vaccines, immunogenicity, quality control.

INTRODUCCION a seres humanos como a diferentes especies animales.

De hecho, Salmonella sp se encuentra a nivel mundial

La salmonelosis es una de las enfermedades infec- entre los principales agentes etiologicos vinculados

ciosas mas difundidas a nivel mundial, que afecta tanto  con las zoonosis y la intoxicacion alimentaria, conjun-

tamente con Campylobacter sp, generalmente asociada
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La avicultura es una de las producciones animales
que histéricamente ha estado vinculada a Salmonella
spy la presencia de este germen patogeno en la produc-
cion tiene no solo consecuencias en la sanidad animal,
sino también en la salud publica e incluso en el comer-
cio internacional de productos y subproductos avicolas.

Salmonella ser. gallinarum biovar gallinarum (SG)
y Salmonella ser. gallinarum biovar pullorum (SP) son
los agentes etiologicos de la pullorosis y la tifosis aviar,
respectivamente. Estas biovariedades son cominmen-
te llamadas “salmonelas inmoéviles” debido a que son
las inicas salmonelas que carecen de flagelos y pueden
causar grandes pérdidas econdmicas debido a la morbi-
mortalidad que causan en los lotes afectados (Rev Med
Vet 84: 14-20).

Sin embargo, las aves pueden ser portadoras de
otras salmonelas, cominmente llamadas paratifoi-
deas o “salmonelas moviles”, poseedoras de potencial
zoondtico . La supervivencia de Salmonella en el me-
dio ambiente es muy amplia porque este microorganis-
mo es capaz de crecer entre 7 y 45°C, y s6lo se destruye
cuando se expone a 65°C durante 10 a 15 minutos. Pue-
de sobrevivir a pH 4cido en los alimentos congelados
e inclusive puede ser viable durante varios afios en el
medio ambiente 7.

La prevalencia de las distintas serovariedades de
Salmonella en las aves de produccion varia en los dis-
tintos paises. Algunas serovariedades emergen en un
pais o region por un periodo de tiempo y luego pue-
den desaparecer, lo que indicaria que la aparicion de
las serovariedades es dinamica y por lo tanto se debe
realizar un monitoreo constante para contar con datos
actualizados sobre la situacion epidemiologica local y
regional.

Durante mucho tiempo, S. ser. Typhimurium (ST)
ha sido la serovariedad de mayor prevalencia, tanto en
seres humanos como en la avicultura. Sin embargo, du-
rante la década del 1980, la prevalencia de S. ser. En-
teritidis (SE) fue incrementandose, superando en la ac-
tualidad a ST '?. Tradicionalmente, SE es la serovarie-
dad que mas frecuentemente se ha aislado en América
Latina a partir de seres humanos, animales, alimentos
y en el medio ambiente. En los tltimos afios otras se-
rovariedades han comenzado a prevalecer en la avicul-
tura. Segun estudios realizados recientemente, S. ser.
Heidelberg es la serovariedad de mayor prevalencia en
granjas de pollos de engorde en Argentina y Brasil '*:2?.

En el caso de Argentina, durante el periodo de oc-
tubre de 2009 a octubre de 2011 se realizé un estudio
de prevalencia de Salmonella en granjas comerciales,
llevado a cabo por un programa de aves y granja de
la Direccion Nacional de Sanidad Animal (SENASA),
enfocado al aislamiento de serovariedades moviles en
granjas de pollos de engorde y gallinas ponedoras, si-
guiendo las normativas de la Unioén Europea.

La bacteria fue detectada en el 45% de las granjas
de pollos de engorde y las cepas aisladas correspondie-
ron a 36 serovariedades diferentes. Las mas frecuen-
tes fueron Heidelberg (21,79%), Thompson (13,73%) y
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Schwarzengrund (11.04%); SE y ST fueron aisladas en
7y 8 casos respectivamente (2.09%).

A partir del afio 2016 el SENASA desarrollo el
“Programa de vigilancia y control de la contaminacion
por Salmonella sp en granjas avicolas comerciales”
(Resolucion 86/2016), que tiene como objetivo dismi-
nuir la prevalencia del germen en la avicultura indus-
trial argentina. El mismo complementa el “Programa
de control de mycoplasmosis y salmonelosis de las aves,
prevencion y vigilancia de enfermedades exoticas y de
alto riesgo en planteles de reproduccion” que fue crea-
do en el afio 2002.

Entre las estrategias para el control de salmonelo-
sis, la bioseguridad en granjas reviste la mayor impor-
tancia y esta contemplada en la resolucion del SENA-
SA Nro. 542/2010 y su complementaria N° 106/2013,
siendo la vacunacion una valiosa herramienta para el
control de la enfermedad. Existen diferentes tipos de
vacunas contra Salmonella, a saber: inactivadas, vivas
atenuadas y a subunidad.

Se han publicado diversas investigaciones sobre
el desarrollo y eficacia de vacunas para el control de
las salmonelas en las aves, que exploran diferentes en-
foques '* %, pero pocas de ellas estan disponibles co-
mercialmente y por lo tanto existe la demanda mundial
constante de nuevas vacunas seguras y definidas ¢.

Entre las vacunas vivas disponibles en el mercado,
la cepa 9R de SG ha sido utilizada principalmente para
el control de la tifosis aviar y su aplicacion esta dirigi-
da a gallinas de postura comercial. Se ha demostrado
que esta vacuna también presenta proteccion cruzada
contra SE. Por otro lado, también se han desarrollado
comercialmente vacunas vivas que incorporan cepas
atenuadas de SE y ST ®y pueden ser administradas a
gallinas ponedoras y reproductores.

Algunas de estas vacunas han demostrado su capa-
cidad de proteger contra otras serovariedades distintas
a las incluidas en su formulacion (Avian Dis 50: 280-
283). Diferente es el caso de las vacunas inactivadas
de tipo bacterina, donde existe mayor oferta comercial
por parte de distintos laboratorios productores, tanto
nacionales como internacionales. La mayoria de estas
vacunas inactivadas incorporan SE y ST en su formu-
laciéon y pueden también incluir otras serovariedades,
dependiendo de la prevalencia del patégeno en las dis-
tintas regiones donde son comercializadas y aplicadas.

En general, tales vacunas estan destinadas a aves
reproductoras y gallinas ponedoras, teniendo como ob-
jetivo otorgar inmunidad materna, disminuir el riesgo
de contaminacion en huevos de consumo y bajar los
niveles microbianos del tracto digestivo de las aves.

Estas bacterinas usualmente se encuentran formu-
ladas tanto con adyuvantes oleosos (generalmente acei-
te en agua) o acuosos (gel de hidréxido de aluminio) y
estimulan la produccion de altos niveles de anticuerpos
circulantes que, dependiendo de la calidad de la vacuna,
pueden persistir durante todo el periodo productivo 7.

Generalmente, la eficacia de las vacunas es evalua-
da segun su capacidad de disminuir los niveles de colo-
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nizacion intestinal y sistémica, asi como de reducir la
tasa de morbilidad-mortalidad en modelos de infeccion
experimental o en ensayos llevados a cabo en condicio-
nes productivas. Los niveles de proteccion dependen de
muchos factores, tales como la via de administracion,
la edad y linea genética de las aves y -en gran medida-
de la cepa de Salmonella y la dosis o niveles de desafio.

Por esta razon, siempre ha sido muy dificil compa-
rar las vacunas disponibles respecto a su eficacia. La
efectividad de las vacunas inactivadas requiere de con-
troles de calidad para medir la inmunogenicidad de las
mismas.

Si bien existen distintas técnicas que se pueden
aplicar para evaluar la serologia contra este patogeno,
tales como ELISA ' y aglutinacion en placa, la me-
todologia de aglutinacion lenta en microplacas viene
siendo utilizada desde hace varios afos en distintas
investigaciones, muy probablemente debido a su sim-
plicidad y versatilidad °.

En este contexto, en la Argentina se ha establecido
un procedimiento para determinar la inmunogenicidad
de las vacunas inactivadas de Sa/monella mediante la
técnica de aglutinacion lenta en placa, una de las reco-
mendadas por la OIE .

El objetivo de este trabajo fue determinar la inmu-
nogenicidad de tres vacunas contra Sa/monella, de uso
en la avicultura argentina.

MATERIAL Y METODOS

Aves. Se utilizaron aves ponedoras (hibridos com-
erciales) de 4 semanas de vida, derivadas de la raza
Leghorn. Las mismas recibieron agua y alimento ad [i-
bitum durante todo el ensayo, segtn los requerimientos
de la linea utilizada. A lo largo del tiempo que duraron
los ensayos se verifico el status libre de Salmonella sp
mediante hisopado cloacal y cultivo bacteriologico.

Vacunas y vacunacion. Se analizaron tres vacunas
inactivadas comerciales, del tipo bacterina, nacionales
e importadas, de uso en la Argentina, que estaban for-
muladas con distintas serovariedades de Salmonella
sp. Todas ellas incluian SE en su formulacion. Las aves
fueron vacunadas por via subcutanea en la zona dorsal
del cuello con una dosis de cada vacuna, de acuerdo
con las instrucciones del laboratorio elaborador.

Grupos experimentales. Para cada uno de los en-
sayos, las aves fueron divididas en dos grupos: a) grupo
vacunado, conformado por 25 aves que recibieron la
primera dosis de vacuna durante la semana 4 de vida y
la segunda dosis durante la semana 8 de vida; y b) grupo
control, que incluyo 10 aves que no fueron inmunizadas.

Toma de muestras. Se tomaron muestras individu-
ales de sangre de todas las aves antes de la primera va-
cunacion (suero pre-inmune) y a las 4 semanas luego
de la primera y segunda inmunizacion (sueros post-1°y
post-2° inmunizacion, respectivamente). La sangre fue

extraida a partir de la vena alar y los sueros se con-
servaron a -20°C hasta su utilizacion. Las aves fueron
sacrificadas mediante dislocacion cervical seguida de
exsanguinacion en el momento de la Gltima toma de
muestras, a las 12 semanas de vida.

Analisis serologico. El titulo de anticuerpos pre-
sentes en las muestras de suero fue determinado me-
diante aglutinacion lenta en placas de 96 pocillos con
fondo en “U”. Debido a la variabilidad en la formula-
cion antigénica de las vacunas respecto a las serova-
riedades de Salmonella incluidas, se determinaron los
titulos de aglutinacion para SE, serotipo que formaba
parte de la formulacion de todas ellas. Para esto, una
suspension de SE fue inactivada con formalina y su
concentracion fue ajustada al tubo 1 de la escala nefelo-
métrica de McFarland (correspondiente a alrededor de
1x10® bacterias / ml). Se realizaron diluciones iniciales
1:10 de los sueros y posteriormente diluciones seriadas
binarias (entre 1:20 y 1:5120) que fueron enfrentadas
con la suspension del antigeno. Asimismo, todas las
placas incluyeron controles negativos (antigeno enfren-
tado a solucion fisiologica) y controles positivos (suero
de aves inmunizadas con SE de titulo previamente
determinado). Las placas fueron incubadas a 37°C du-
rante 18 h y posteriormente se llevo a cabo la lectura de
las mismas. El titulo de aglutinacion fue determinado
como la mayor diluciéon de los sueros que presentd una
reaccion positiva en la prueba.

Analisis estadistico. La diferencia de medias entre
los distintos tiempos de toma de muestras para cada
una de las vacunas fue analizada mediante ANOVA se-
guido del test de comparacion multiple de medias de
Tukey con un nivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS

Todas las aves permanecieron negativas a Salmo-
nella durante todo el periodo de los ensayos. Asimismo,
todas las aves del grupo control presentaron titulos de
aglutinacion menores a 1:20 en todas las muestras ana-
lizadas.

Se observaron diferencias respecto a la seroconver-
sion de las aves vacunadas con las distintos inmuno-
genos analizados. En la Tabla 1 se muestra la media

Tabla 1. Ttitulos de aglutinacion lenta en microplaca
contra Salmonella ser. enteritidis de aves inmunizadas
con las diferentes vacunas analizadas.

media geométrica del titulo de aglutinacion

vacuna

pre-inmune post-1° inmuniz.  post-2° inmuniz.
1 <20 999,3 (201,2)* 1698 (214,4)¢
2 <20 150,2 (60)* 502,1 (164,2)°
3 <20 286,8 (155)* 815,7 (150)°

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)
entre cada uno de momentos de toma de muestras para cada
una de las vacunas.
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geométrica de los titulos serologicos contra SE deter-
minados en cada una de las muestras analizadas de
las aves vacunadas. La vacuna 1 presentd los mayores
valores promedios de titulos tanto luego de la primera
como de la segunda vacunacion, seguida por la vacuna
3 ylavacuna 2.

DISCUSION

La metodologia utilizada fue eficaz para determi-
nar diferencias en los niveles de seroconversion des-
pués de las vacunaciones. En todos los casos, las aves
que se mantuvieron sin vacunar, asi como las muestras
de sueros tomadas antes de las vacunaciones, presenta-
ron titulos contra SE menores a los detectables segtiin
las diluciones ensayadas, lo que indica que no existid
exposicion a antigenos de Salmonella ambientales du-
rante todo el periodo del ensayo.

Por lo tanto, los valores serologicos determinados
en las aves vacunadas serian consecuencia solamente
de la administracion de los inmunoégenos y no hubo in-
terferencia con otros antigenos que pudieran estar pre-
sentes durante los ensayos.

La técnica de aglutinacion lenta en microplaca, si
bien presenta menor sensibilidad que otras, tiene algu-
nas ventajas en su implementacion dentro del control
de calidad de vacunas debido a su simplicidad en la
ejecucion, bajos costos relativos y versatilidad respecto
a los antigenos que pueden utilizarse.

Ello permite que pueda ser llevada a cabo en la-
boratorios de baja complejidad y consecuentemente la
implementacion masiva de la misma. Se observo diver-
sidad entre las distintas vacunas analizadas respecto a
su capacidad inmunogénica en el procedimiento utili-
zado. Entre las distintas vacunas, y luego de la segun-
da inmunizacion, los titulos de aglutinacion promedio
variaron entre 1:502,1 y 1:1698.

Estas diferencias posiblemente se deben a las ca-
racteristicas de produccion y concentracion de los an-
tigenos utilizados en las formulaciones, asi como tam-
bién a los adyuvantes incluidos en las mismas. En to-
dos los casos, se observaron diferencias significativas
respecto a los titulos determinados luego de la primera
y segunda vacunacion, lo que indica que las vacunas
analizadas generaron respuesta contra SE y que la se-
gunda vacunacion tuvo la capacidad de incrementar
significativamente los titulos especificos.

Si se considera que uno de los criterios de aproba-
cion de vacunas es el incremento significativo entre los
titulos posteriores a la primera y segunda vacunacion,
las tres vacunas fueron satisfactorias, si bien la capaci-
dad inmunogénica de la vacuna 1 fue superior. La di-
versidad de productos disponibles en el mercado ofrece
distintos recursos y herramientas para complementar el
control de Salmonella en la avicultura.

Las vacunas vivas, si son administradas en forma
oral, han demostrado ser eficaces para disminuir la co-
lonizacion de las aves en sus primeras ctapas de vida.
Sin embargo, existen autores que consideran que las

vacunas inactivadas o a subunidad presentan mayor
seguridad tanto para el ave como para el consumidor.
Por esta razon los laboratorios continuan desarrollando
nuevos adyuvantes que puedan estimular en forma mas
eficiente al sistema inmune mediante el uso de vacunas
inactivadas.

Es importante considerar que los programas de
control del microorganismo en las granjas deben ba-
sarse en buenas practicas de manejo, que incluyan es-
trictas medidas sanitarias y de bioseguridad. La vacu-
nacion es una de las herramientas disponibles pero por
si misma no solucionara el problema, si bien contribuye
a la prevencion y reduccion de los niveles ambienta-
les de Salmonella. Asimismo, en el contexto mundial
de reduccion del uso de antibidticos, las vacunas son
consideradas alternativas para mejorar la sanidad en la
produccion animal !4,

El control oficial estimula la mejoria continua de
la calidad de las vacunas que utiliza el sector avicola,
cuyo objetivo final consiste en la produccion de alimen-
tos mas seguros para la poblacion.
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