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Abstract

The objective of this study was to determine Salmonella enteritidis phage type 13a (SE PT 13a) and Salmonella enteritidis biovar
Issatschenko phage type 6a (SI) pathogenesis in 4 days old broiler chickens. Twenty-eight birds per treatment were inoculated
with a dose of 1x10° (SE PT 13a) and 1x10° (SI), respectively, and fourteen chickens were inoculated with physiological saline
solution (PSS) as negative controls. Samples from liver, spleen, heart, lung, crop, duodenum, jejunum, ileum and blind guts were
taken during fourteen different times postinfection (6, 18, 30, 42, 54, 78, 102, 126, 150, 174, 198, 222, 246 and 270 hours postin-
fection (hpi) in order to obtain Salmonella spp isolation for bacteriological, histopathological and ultrastructural examination.
During the first week, some depressed birds were observed, and the second week birds were found with yolk sac retention in
both treatments. SE PT 13a was isolated at 18, 30, 42, 54, 78, 102, 126, 150, 174, 198, 246 and 270 hpi from all organs previously
described. Sl was isolated at 42, 150, 174 and 222 hpi, from crop, jejunum, ileum and blind gut samples. lleum was the main organ
where more frequently SE PT 13a and S| were isolated. There was no mortality in either treatments. Histopathology revealed
inflammation, coagulative necrosis, congestion and hemorrhages in gastrointestinal tract (GIT) and visceral organs since 6 hpi in
both treatments, with lesions from mild to severe. Ultrastructurally changes in enterocytes’ cytoplasm: degeneration, necrosis,
invasion and penetration of SE PT 13a and S| were observed. Results of this research showed the ability of SE PT 13a as well as S|
to penetrate and invade enterocytes in experimentally infected broiler chicken, demonstrating that Sl is able to infect broiler
chickens and not only Muridae family.

Key words: PATHOGENESIS OF SALMONELLA, ISOLATION OF SALMONELLA, SALMONELLA INBROILER CHICK-
ENS.

Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar la patogenia de Salmonella enteritidis fagotipo 13a (SE FT 13a) y de Salmonella
enteritidis biovar Issatschenko fagotipo 6a (SI) en pollitos de engorda de cuatro dias de edad. Veintiocho aves por tratamiento
fueron inoculadas con dosis de 1 x 108 (SEFT 13a) y 1 x 10° (SI), respectivamente, y 14 pollitos fueron inoculados con solu-
cion salina fisiologica (SSF), como testigos negativos. Se tomaron muestras de higado, bazo, corazén, pulmén, buche, duodeno,
yeyuno, fleon y ciegos durante 14 tiempos posinfeccién (6, 18, 30, 42, 54, 78, 102, 126, 150, 174, 198, 222, 246 y 270 horas posinfec-
cion (hpi)), para realizar el aislamiento bacteriolégico de Salmonella spp, examenes histopatoldgico y ultraestructural. Durante
la primera semana, se observé que algunas aves estaban deprimidas, y en la segunda semana se encontraron aves con retencion
de saco vitelino en ambos tratamientos. Se aisl6 SE FT 13a a partir de las 18, 30, 42, 54, 78, 102, 126, 150, 174, 198, 246 y 270 hpi, en
todos los 6rganos previamente descritos. S fue aislada a las 42, 150, 174 y 222 hpi de muestras de buche, yeyuno, ileon y ciegos.
El ileon fue el 6rgano de donde se aislé SE FT 13ay SI con mayor frecuencia. No se registré mortalidad en ningun tratamiento.
El examen histopatol6gico revel6 inflamacién, necrosis coagulativa, congestién y hemorragias en tracto gastrointestinal (TGI) y
6rganos viscerales a partir de las 6 hpi en ambos tratamientos, con grados de lesion de leve a severo. Ultraestructuralmente se
observaron cambios en el citoplasma celular de enterocitos: degeneracion, necrosis, invasion y penetracion de SEFT 13ay SI. Los
resultados de la presente investigacion evidenciaron la capacidad de SE FT 13ay Sl para penetrar e invadir enterocitos de los polli-
tos infectados experimentalmente, demostrando que Sl es capaz de infectar pollos de engorda y no sélo a la familia Muridae.

Palabras clave: PATOGENIA DE SALMONELLA, AISLAMIENTO DE SALMONELLA, SALMONELLA EN POLLOS DE
ENGORDA.
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Introduction

of infections by Salmonella enterica serotype enter-

itidis (SE) was seen, which caused increment of
these diseases in humans and commercial birds pro-
voking economic losses in the poultry industry.™?

While the majority of studies on the pathogenesis of
Salmonella spp were focused on Salmonella typhimurium,
the pathogenesis of SE has been scarcely investigated,
although in the last few years SE has exceeded S.
typhimurium as the most commonly registered sero-
type in the United States of America. In Europe and
the United States of America, among others, phago-
types 4,6,8,13a and 14b have been recently identified
as the most important.?

Previous studies have shown high susceptibility
to Salmonella infections in newborn chickens, which
reduces its output during the first weeks of life.* There
are few descriptions of macroscopic and microscopic
lesions after experimental infection of chickens with
SE in poultry. In 1974, Turnbull and Snoeyenbos
described lesions in poultry infected with SE strains,
but the phagotype was not identified, this study was
performed before SE infectionsincreased in the world.
Gorham et al., carried out a study on persistence of SE
PT 13a in chickens infected at first and seventh day
of age; also in 1994, Gorham et al. described lesions
produced in specific pathogens free chickens (SPF),
infected orally at first and seventh day of age with SE
PT 13a; therefore, it is necessary to generate current
information on virulence and pathogenesis of Salmo-
nella spp in poultry industry.

In the actual aviculture, an increase of S.
typhimurium and S. enteritidis has been registered. It
has also been observed that rats carry more frequently
those serotypes, for which they are the most studied in
the whole world.® Salmonellosis in rats can be a seri-
ous problem because they act as reservoirs and vectors
by having close coexistence with poultry. In literature,
S. enteritidis biovar Issatschenko, Danysz, Gaertner,
Liverpool, Ratin, Projorov, are considered as syn-
onyms of S. enterica variety 17 F4, subgroup 1, group D,
which Kills murines. According to Kaufmann-White
classification, SE belongs to group D, subgroup 1 with
antigens O: 1, 9, 12, and H: g, m; this serotype affects
all animal species, including humans.®*2 With respect
to this, Salmonella enteritidis biovar Issatschenko (SI)
shows similar nomenclature (O: 1, 9, 12 and H: g, m),
with the difference that it contains flagellar antigens
in phase 2; 1, 7, the lysine descarboxylation is negative
and rhamnose fermentation positive.**

Due to the possibility of the risk in poultry and
public health, such records show the need to generate
information on Salmonella spp pathogenesis in poul-

S ince the beginning of 1980, a worldwide increase
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Introduccion

esde principios de 1980 se produjo un
D aumento mundial de casos de infecciones por

Salmonella enterica serotipo enteritidis (SE), lo
que produjo incremento de estas infecciones en el
humano y en aves comerciales, provocando pérdidas
econémicas en la industria avicola."?

Mientras que la mayoria de los estudios sobre la
patogénesis de Salmonella spp se enfocaron en Salmo-
nella typhimurium, la patogénesis de SE ha sido muy
poco investigada, aunque estos ultimos afios SE ha
superado a S. typhimurium como el serotipo mas comuin
registrado en Estados Unidos de América. En Europa
y Estados Unidos se han identificado, entre otros, los
fagotipos 4, 6, 8, 13ay 14b de SE como los mas impor-
tantes actualmente.®

Estudios previos han demostrado alta suscepti-
bilidad a infecciones por Salmonella en pollos recién
nacidos, lo cual disminuye su rendimiento durante las
primeras semanas de vida.* Son escasas las descripcio-
nes de lesiones macroscopicas y microscopicas después
de la infeccién experimental de pollos con SE en aves.
En 1974, Turnbull y Snoeyenbos describieron lesiones
en pollos infectados con cepas de SE, pero el fagotipo
no fue identificado. Este estudio se realiz6 antes de
que las infecciones por SE aumentaran en el mundo.
Gorham et al. realizaron un estudio sobre persisten-
cia de SE FT 13a en pollitos infectados al primero y
séptimo dias de edad; también en 1994, Gorham et al.
describieron lesiones producidas en pollitos libres de
patégenos (SPF), infectados oralmente al primero y
séptimo dias de edad con SE FT 13a, por ello es nece-
sario generar informacioén actual sobre la virulenciay
patogenia de Salmonella spp en la industria avicola.

Asi como en la avicultura actual se ha registrado el
aumento de S. typhimurium y S. enteritidis, se ha obser-
vado también que las ratas llevan mas frecuentemente
esos serotipos, por lo que son de las mas estudiadas en
todo el mundo.? La salmonelosis en ratas puede ser
un serio problema porque éstas actian como reservo-
rios y vectores al tener convivencia estrecha con aves
de corral. En la literatura, S. enteritidis biovar Issats-
chenko, Danysz, Gaertner, Liverpool, Ratin, Projorov,
se consideran como sinénimos de S. enterica variedad
17 F4, subgrupo 1, grupo D, que matan a mudridos.
Segun la clasificacion de Kauffmann-White, SE per-
tenece al grupo D, subgrupo 1 con antigenos O: 1,
9, 12 y H: g, m; este serotipo afecta a todas las espe-
cies animales, incluyendo el humano.®*? Al respecto,
Salmonella enteritidis biovar Issatschenko (SI) presenta
nomenclatura similar (O: 1, 9, 12 y H: g, m), con la
diferencia de que contiene antigenos flagelares en
fase 2; 1,7, la descarboxilacion a la lisina es negativa y
la fermentacion de rhamnosa es positiva.*



try, that is why, the objective of this work was to dem-
onstrate and determine the pathogenesis of Salmonella
enteritidis phagotype 13a (SE PT 13a) and Sl in broiler
chicken.

Material and methods

A strain of SE PT 13a was used for treatment 1, and
another strain of Sl for treatment 2, that were obtained
from the bacteriology laboratory of the Department
of Animal Production: Poultry, Faculty of Veterinary
Medicine and Animal Husbandry of the National
Autonomous University of Mexico (UNAM). The SE
PT 13a and Sl strains were plated separately in brain
heart infusion (BHI) and were incubated 18 hours at
37°C. The strains were centrifuged at 1 000 g* for 60
minutes at 4°C. The supernatant of each strain was
discarded and phosphate buffer solution (PBS) was
deposited instead, to suspend the bacteria pellet, then
it was centrifuged for 60 minutes at 4°C. The same
procedure was repeated one more time. After the last
wash, the Sl strain was adjusted with PBS to a final
concentration of 1 x 10° CFU/mL (colony forming
units/milliliter) and SE PT 13a to a concentration of
1 x 10® CFU/mL, for its later oral inoculation in the
chickens.

Experiment design

In the present study, 75 one day old broiler Ross chick-
ens were used. The first day, samples of organs and
feces of five chickens were analyzed to discard pres-
ence of Salmonella spp, using standard culture methods
(Mexican Official Norm NOM-005-Z00-1993).The
study started on the fourth day and chickens were dis-
tributed in three treatments, with repetition for treat-
ments 1 and 2. Treatment 3 consisted of one group of
14 chickens; treatment 1 had two groups of 14 chicks
each one. Chickens of groups 1 and 2 were adminis-
trated with 250 pL of 1 x 108 CFU/mL of SE PT 13a by
oral route. Treatment 2 also consisted of two groups
(14 chicks in each group), A suspension of 250 uL of
1 x 10° CFU/mL of Sl by oral route was administered
to each chicken. Treatment 3 was the negative control,
to which 250 pL of physiological saline solution (PSS)
by oral route was administered to each chicken. Com-
mercial feed was offered to all chicks and water ad
libitum during the 12 days experiment. The clinical
condition and chicken mortality were recorded.

Sample collection
One chicken from each treatment group was euth-

anized (NOM-033-Z0O0-1995) at 6,18,30,42,54,78,
102,126,150,174,198,222,246 and 270 hours post-infec-

Debido a la posibilidad de poner en riesgo la
sanidad aviar y la salud publica, dichos antecedentes
muestran la necesidad de generar informacién sobre
la patogenia de Salmonella spp en aves, por eso el obje-
tivo de este trabajo fue demostrar y determinar la
patogenia de Salmonella enteritidis fagotipo 13a (SE FT
13a) y Sl en pollos de engorda.

Material y métodos

Se empled una cepa de SE FT 13a para el tratamiento
1, y otra cepa de Sl para el tratamiento 2, que fueron
obtenidas del Laboratorio de Bacteriologia del Depar-
tamento de Produccién Animal: Aves, de la Facultad
de Medicina Veterinariay Zootecnia de la Universidad
Nacional Autébnoma de México. Las cepas de SE FT
13ay Sl se sembraron por separado en caldo infusion
cerebro-corazon (Brain Heart Infusion, por sus siglas
en inglés, BHI) y se incubaron 18 horas a 37°C. Las
cepas se centrifugaron a 1 000 g* durante 60 minutos
a 4°C. El sobrenadante de cada cepa fue desechado
y se depositd en su lugar solucion amortiguadora de
fosfatos (PBS) para resuspender las pastillas de bac-
terias, luego se centrifug6 durante 60 minutos a 4°C.
El mismo procedimiento se repitié una vez mas. Des-
pués del ultimo lavado, la cepa de Sl se ajusto con PBS
a concentracion final de 1 x 10° UFC/mL (unidades
formadoras de colonia/mililitro) y SE FT 13a a con-
centracién de 1 x 102 UFC/mL, para su posterior ino-
culacion via oral en los pollitos.

Disefio del experimento

En el presente estudio se utilizaron 75 pollitos de
engorda estirpe Ross, de un dia de edad. EI primer
dia se analizaron muestras de 6érganos y heces de
cinco pollitos para descartar presencia de Salmonella
spp, utilizando métodos de cultivo estandar (Norma
Oficial Mexicana NOM-005-ZO0-1993). El estudio se
inicio al cuarto dia y se distribuyeron los pollitos en
tres tratamientos, con repeticion para los tratamien-
tos 1y 2. El tratamiento 3 consté de un solo grupo
de 14 pollitos; el tratamiento 1 integré dos grupos,
de 14 pollitos cada uno. A cada pollito de estos dos
grupos se le administré suspension de 250 pL via oral
con concentracion de 1 x 108 UFC/mL de SE FT 13a
como dosis Unica. El tratamiento 2 también consté de
dos grupos (14 pollitos en cada grupo), a cada pollito
se le administré suspension de 250 pL via oral con
concentracion de 1 x 10° UFC/mL de SI como dosis
Unica. Por altimo, el tratamiento 3, o sea un grupo de
14 pollitos que fungié como testigo negativo al cual
se le administré 250 pL de solucion salina fisioldgica

*Hermlelabortechnik, Z300, Alemania.
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tion (hpi). Before chickens were euthanized, 1 mL of
blood was taken with ethylene-diamine-tetraacetic
acid (EDTA) anticoagulant, to carry out leukocyte
counting. Finally, each 24 hpi samples of feces were
taken (1g) for bacteriological analysis.

For the bacteriological, histological and ultrastruc-
turalanalysessampleswere aseptically takenfrom crop,
heart, lung, liver, gallbladder, spleen, duodenum, jeju-
num, ileum and blind gut. Each sample was divided in
three portions. At necropsy, macroscopic lesions were
recorded from chickens of all treatments.

Bacteriological analysis

Organ and feces samples obtained for SE PT 13* and
Sl isolation were deposited in aseptic plastic bags and
macerated with a mortar. Qualitative bacteriologi-
cal analysis was carried out, which consisted in plat-
ing each one of the samples in trypticase soy agar**
(TSA), brilliant green agar*** (BGA) and Chro-
magart (CHR), and then incubated at 37°C (18 hours)
to allow bacterial growth.’®* A quantitative bacterio-
logical analysis was also performed which consisted in
leaving the samples of macerated organs and feces in
tetrathionate broth (TB)¥ to perform decuple dilu-
tions (1:10) in PBS, plated three drops of 20 pL in
TSA, BGA and CHR, of the dilution 10-1 to 10-6, then
incubated for 18 hours at 37°C for its lecture. Lactose
negative colonies were counted from BGA and mate
white colonies from CHR, to determine the concen-
tration of Salmonella spp suspicious bacteria. Last, con-
ventional biochemical tests were performed, including
lysine descarboxylase® (LD) and Omitine descarbox-
ylase®® (OD) to all suspicious colonies isolated (NOM-
005-Z00-1993).'

Leukocyte differential count

Once the samples were obtained, a blood smear was
done and dyed with Wright stain for three minutes.
Later, the phosphate buffer was applied for 10 minutes
and then the preparation was washed with tap water
and air dried. The differential count was obtained
with the manual counter for leukocytes and the blood
smear observation with a 100X objective.'®

Histopathology

Samples for histology were also taken during the bac-
teriological sampling. Samples were fixed in formalin
at 10%, buffered at pH 7.2 for its posterior process-
ing according to conventional techniques, they were
cut with the microtome at a thicknessand of 2 to 4
pm were stained with hematoxylin and eosin (H&E)
technique.’® Grades were given to quantify lesions; a
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(SSF) via oral. Posteriormente, a todos los pollitos se
les dio alimento comercial y agua ad libitum. El experi-
mento durd 12 dias y diariamente se registro el estado
clinico y mortalidad de los pollitos.

Toma de muestras

Un pollo de cada grupo por tratamiento fue sacrifi-
cado humanitariamente (NOM-033-Z00-1995) a
las 6, 18, 30, 42, 54, 78, 102, 126, 150, 174, 198, 222,
246 y 270 horas posinoculacion. Antes del sacrificio
de cada uno de los pollitos se tomd 1 mL de sangre
con anticoagulante acido etilen-diamino-tetraacético
(EDTA), para realizar el conteo de leucocitos. Final-
mente, cada 24 horas posinoculacion, se tomaron
muestras de heces (1 g) con el propésito de realizar
analisis bacteriologicos.

Para los analisis bacterioldgicos, histolégico y
ultraestructural, se tomaron asépticamente muestras
de buche, corazon, pulmén, higado, vesicula biliar,
bazo, duodeno, yeyuno, ileon y ciego. Cada muestra
se dividio en tres porciones. Durante la necropsia se
registraron las lesiones macroscopicas de los pollos de
todos los tratamientos.

Analisis bacterioldgico

Las muestras de 6rganos y heces obtenidas para el ais-
lamiento de SE FT 13* y Sl se depositaron en bolsas
de plastico asépticas y se maceraron en un mortero. Se
realizd andlisis bacteriologico cualitativo, que consis-
tio en sembrar cada una de las muestras en agar soya
tripticasa** (TSA, por sus siglas en inglés), agar verde
brillante***(AVB) y en Chromagart (CHR), luego se
incubaron a 37°C (18 horas) para permitir el desarro-
llo bacteriano.’®!” También se realiz6 el andlisis bac-
teriologico cuantitativo, que consistio en depositar
las muestras de 6rganos macerados y heces en caldo
tetrationato (CT),f para realizar diluciones decuples
(1:10) en PBS, sembrando tres gotas de 20 pL en TSA,
AVB y CHR, de la dilucién 10-1 a 10-6, luego se incu-
baron 18 horas a 37°C para su lectura. Se contaron
las colonias lactosa negativa del AVB y colonias de
color blanco mate de CHR, para determinar la con-
centracion de bacterias sospechosas a Salmonella spp.
Por ultimo, se realizaron pruebas bioquimicas con-
vencionales, incluyendo lisina descarboxilasa® (LD) y
Ornitina descarboxilasa®® (OD) a todas las colonias
sospechosas aisladas (NOM-005-ZO0-1993).%
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one degree was considered mild when pathological
changes in studied organs covered up to 25%, mod-
erate degree of lesion, from 25% to 50%, and severe
degree of lesion, from 50% to 100% of the affected
organ.

Ultrastructural review (transmission
electron microscopy)

Illeum and cecum sections of 1 to 2 mm? were taken,
which were fixed by immersion in 2.5% glutaralde-
hyde,* in a buffered solution of sodium cacodylate
0.2 M, pH 7.2, for one hour at 4°C. Once the samples
were fixed, they were washed with the same cacodyl-
ate buffer solution; afterwards, they were fixed with an
osmium tetroxide solution** (OsOa4) at 1% and they
were dehydrated with ascendant series of acetones***
(60%, 70%, 80%, 90%, 96% and 100%). After dehy-
dration, they were infiltrated with a mix of epoxide
resin,t finally to be included. The fine cuts were 70
to 80 nm in thickness, they were mounted on cooper
grates of 200 mesh and they were contrasted with
uranylet acetate and lead citrate® and were reviewed
under a transmission electron microscope, TEM 900
(50 kv)loozo

Results
Clinical signs

In treatment 1 (SE PT 13a), during the first week post
infection, two depressed chickens were observed; in
chicks of treatment 2 (SI) no clinical sign was observed
during the experiment.

Findings at necropsy

At necropsy, between 6 and 126 hpi no apparent mac-
roscopic changes were observed in both treatments.
In chickens of treatment 1, at 150 hpi, liver and spleen
congestion was observed; in ileum, congestion and
ecchymosis, and gas in blind gut was found. During
the 174 hpi in chicks of treatment 1, two were observed
with yolk sac retention, in chicks of treatment 2 only
gas in blind gut was observed. At 198 hpi, in treatment
2 a chicken with yolk sac retention, congestion and
ecchymosis in ileum were observed. In lung and heart
no apparent pathological changes were observed in
neither treatment during the experiment.

Bacteriological analysis
In Table 1 the results of isolation of SE PT 13* and SI

are shown. During the 6 hpi there was no Salmonella
spp isolation obtained in any of the treatments. From

Conteo diferencial de leucocitos

Una vez obtenidas las muestras, se realizo el exten-
dido de sangre sobre un portaobjetos de vidrio, que se
tifid con el colorante de Wright durante tres minutos.
Después se aplico el amortiguador de fosfatos por 10
minutos y luego se enjuago la preparacion con agua
corriente, dejando secar al aire. El conteo diferencial
se obtuvo con el contador manual para leucocitos, y la
observacion del extendido sanguineo con el objetivo
100X.*®

Histopatologia

Simultdneamente a la toma de muestras para aisla-
miento bacteriologico, se tomaron muestras de orga-
nos para el examen histopatolégico. Las muestras se
fijaron en formalina al 10%), amortiguada a pH de
7.2 para su posterior procesamiento segun las téc-
nicas convencionales, las muestras se cortaron en el
microtomo a un espesor de 2 a4 umyy se tifieron por la
técnica de hematoxilina y eosina (H&E).' Para cuan-
tificar las lesiones se dieron grados; se consider6 un
grado de lesién leve cuando los cambios patolégicos
en los érganos en estudio abarcaron hasta 25%, grado
moderado de lesién, del 25% a 50%, y grado severo de
lesion, del 50% a 100% del 6rgano afectado.

Revision ultraestructural (microscopia
electrénica de transmision)

Se tomaron secciones de fleon y ciego de 1 a 2 mm?,
las cuales se fijaron por inmersion en glutaraldehido*
2.5%, amortiguado en una solucidon de cacodilato
de sodio 0.2 M, pH 7.2, por una hora a 4°C. Una vez
fijadas las muestras, se lavaron con la misma solucion
amortiguadora de cacodilatos, posteriormente se fijo
con una solucion de tetradxido de osmio** (OsO4)
al 1% y se deshidratd con serie ascendente de aceto-
nas*** (60%, 70%, 80%, 90%, 96%, 100%). Después
de la deshidratacion, se infiltraron con mezcla de
resina epoxica,t para finalmente incluirse. Los cortes
finos fueron de 70 a 80 nm de grosor, se montaron en
rejillas de cobre de 200 mesh y se contrastaron con
acetato de uranilot y citrato de plomo® y se revisaron
en un microscopio electrénico de transmision, EM
900 (50 kv).>°%

*Electron Microscopy Sciences, Estados Unidos de Amé-
rica.
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18 to 30 hpi SE PT 13a isolation was only obtained
from crop, jejunum and ileum. At 42 hpi in samples of
chicken blind guts from treatment 1 SE PT 13a was iso-
lated, and in samples from chicken crop of treatment
2 Sl was isolated, respectively. From 54 to 126 hpi SE
PT 13a was isolated in samples from duodenum, liver,
spleen, gallbladder, jejunum, ileum and blind guts; in
samples obtained from chickens of treatment 2 no iso-
lation was obtained. During the 150 and 174 hpi SE
PT 13a was isolated from samples of liver, spleen, gall-
bladder, heart, lung, duodenum, jejunum, ileum and
blind guts and Sl only in jejunum, ileum and cecums
of chickens from treatment 2, respectively. At 222 hpi,
SE PT 13a isolation could not be achieved from any
organ; nevertheless, in treatment 2, Sl it was isolated
in samples of ileum and blind guts. Finally, at 246 and
270 hpi there was isolation of SE PT 13a only from
jejunum, ileum and blind guts.

The isolation percentage of SE PT 13a in sampled
organs, ileum presented 27.78% of isolation; blind
guts, 18.06%; jejunum, 13.89% and duodenum,
11.11%; in the gastrointestinal tract the highest per-
centage of SE PT 13a isolation was recorded. In con-
trast, crop presented only 4.16%; the same percentage
of 11.11% of isolation was present in samples of liver,
spleen and gallbladder; finally, from the samples
obtained from heart-lung only 2.78% of positive isola-
tion for SEPT 13a. In chickens of treatment 2, from a
total of 12 positive isolations for Sl, the crop obtained
8.22%; jejunum represented 16.67%; blind guts, 25%
and ileum, 50%. In samples obtained from heart-
lung, liver, spleen, and gallbladder combination, no
positive isolation was obtained from Sl during all the
experiment.

The results of isolation and quantitative bacterio-
logical analysis of SE PT 13a per organs, the minimum
range of expressed recuperation in CFU of SE PT 13a
was in liver (5.6 x 10%) and the maximum in blind guts
(9 x 10%). In the case of SI, data of the quantitative
bacteriological analysis, the minimum range of recu-
peration was in crop samples (4 x 10°) and the maxi-
mum was obtained from blind guts (7 x 10°).

Bacteriological analysis of feces

In the results obtained from feces bacteriological
analysis of infected chickens with SE PT 13a and S, it
was found that in days 1, 2, 4, 5, 6, 9, 10 and 12 it was
achieved to isolate SE PT 13a from feces, obtaining
minimum and maximum ranges of recuperation of 5
x 10% and 9 x 10° CFU/qg, respectively. Feces obtained
from infected chickens with SE PT 13a from other days
were negative to isolation of Salmonella spp, but other
bacteria were identified as Escherichia coli (E.coli), Citro-
bacter freundii, Proteus spp and the fungus Mucor spp;
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Resultados
Signos clinicos

En el tratamiento 1 (SE FT 13a), durante la primera
semana posinfeccion, se observaron dos pollitos
con depresion; en pollitos del tratamiento 2 (SI) no
se observoé ningun signo clinico durante el experi-
mento.

Hallazgos a la necropsia

A la necropsia, entre las 6 y 126 hpi no se observaron
cambios macroscopicos aparentes en ningun trata-
miento. En pollitos del tratamiento 1, a las 150 hpi se
observo congestion en higado y bazo; en ileon, con-
gestion y hemorragias equiméticas, y gas en ciegos.
Durante las 174 hpi en pollitos del tratamiento 1 se
observaron dos pollitos con retencion de saco vite-
lino, en los pollitos del tratamiento 2 solo se observo
gas en ciegos. A las 198 hpi, en el tratamiento 2 se
observo un pollito con retencién de saco vitelino, con-
gestion y areas de hemorragias equimoticas en ileon.
En pulmén y corazon no se observaron cambios pato-
I6gicos aparentes en ningun tratamiento durante el
experimento.

Andlisis bacterioldgico

En el Cuadro 1 se presentan los resultados del ais-
lamiento de SE FT 13* y Sl. Durante las 6 hpi no se
obtuvo aislamiento de Salmonella spp en ninguno de
los tratamientos. Desde las 18 a 30 hpi sélo se obtuvo
aislamiento de SE FT 13a en muestras de buche,
yeyuno e ileon. A las 42 hpi en muestras de ciegos de
pollitos del tratamiento 1 se aislé SE FT 13?3 y en mues-
tras de buche de pollitos del tratamiento 2 se aislé Sl,
respectivamente. De las 54 a 126 hpi se aislo SE FT
13a en muestras de duodeno, higado, bazo, vesicula
biliar, yeyuno, ileon y ciegos; en muestras obtenidas
de pollitos del tratamiento 2 no se obtuvo aislamiento.
Durante las 150 y 174 hpi se aislé SE FT 13a de mues-
tras de higado, bazo, vesicula biliar, corazén, pulmén,
duodeno, yeyuno, ileon y ciegos y Sl sélo de yeyuno,
ileon y ciegos en pollitos del tratamiento 2, respecti-
vamente. A las 222 hpi no se logro aislar SE FT 13a de
ningun érgano; sin embargo, en el tratamiento Sl fue
aislada en muestras del ileon y ciegos. Por ultimo, a
las 246 y 270 hpi s6lo hubo aislamiento de SE FT 13aa
partir de yeyuno, ileony ciegos.

En el porcentaje de aislamiento de SE FT 13a en
los 6rganos muestreados, ileon presentd 27.78% de
aislamiento; ciegos, 18.06%; yeyuno, 13.89%, y duo-

*Hermlelabortechnik, Z300, Alemania.



Cuadro 1

AISLAMIENTO BACTERIOLOGICO DE SE FT 13A Y SI EN POLLOS
DE ENGORDA INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE
BACTERIOLOGICAL ISOLATION OF SE PT 13A AND SI IN
EXPERIMENTALLY INOCULATED BROILER CHICKENS

Hour
post-infection SE PT 13a SI
6 - -
18 Crop, jejunum, ileum -
30 Crop, ileum
42 Jejunum, ileum, blind guts Crop
54 Duodenum, liver-spleen, gallbladder -
78 Ileum, blind guts -
102 Liver-spleen, gallbladder, duodenum, -
Jejunum, ileum, blind guts.
126 Gallbladder, ileum, blind guts -
150 Liver-spleen, gallbladder, duodenum, heart- Jejunum, ileum
Lung, jejunum, ileum, blind guts.
174 Liverspleen, duodenum, jejunum, ileum Ileum, blind guts
198 Gallbladder, duodenum, ileum, blind guts -
222 - Ileum/blind guts
246 Jejunum, ileum, blind guts -
270 Blind guts -

SE PT 13* = Salmonella enteritidis phagotypel3a; SI: Salmonella enteritidis biovar Issatschenko

in regard to treatment 2, only Sl was isolated in feces
samples at 5, 7, and 10 days of post infection, with a
recuperation range of 7.8 x 108 to 6 x 10°.

Microscopic lesions

The microscopic lesions observed in tubular and par-
enchymatose organs of infected chickens with SE PT
13a and Sl suggestive of salmonellosis, were similar
with a variation in their degree of lesion from mild,
moderate and severe at different hours post- infec-
tion.

Treatment 1 (SE PT 13a)

Since 6 to 18 hpi, it was found epithelial desquama-
tion, mild infiltration of heterophil and macrophages
in mucosa and submucosa of ileum and jejunum; in
crop, only epithelial desquamation was observed. No
apparent pathological changes were observed in duo-
denum and blind guts. In parenchymatose organs
like liver, spleen, heart and lung, mild hemorrhage
and congestion was observed.

deno, 11.11%; en el tracto gastrointestinal se registrd
el porcentaje de mayor frecuencia de aislamiento de
SE FT 13a. En contraste, el buche present6 s6lo 4.16%;
de las muestras de higado, bazo y de vesicula biliar,
se obtuvo el mismo resultado de aislamiento, 11.11%;
por ultimo, de las muestras obtenidas de corazon-
pulmén sélo se obtuvo 2.78% de aislamiento positivo
a SE FT 13a. En los pollitos del tratamiento 2, de un
total de 12 aislamientos positivos a Sl, el buche obtuvo
8.22%:; el yeyuno representod 16.67%; los ciegos, 25% y
el ileon, 50%. En las muestras obtenidas de la combi-
nacion corazon-pulmaon, higado, bazo y vesicula biliar
no se obtuvo aislamiento positivo de SI durante todo
el experimento.

En los resultados del aislamiento y analisis bacte-
riologico cuantitativo de SE FT 13a por 6rganos, el
rango minimo de recuperacion expresado en UFC de
SE FT 13a fue en higado (5.6 x 10%), y el maximo en
ciegos (9 x 10%). En el caso de Sl, los datos del ana-
lisis bacterioldgico cuantitativo el rango minimo de
recuperacion fue en muestras de buche (4 x 10°) y el
maximo lo obtuvieron los ciegos (7 x 10°).
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From 30 hpi, congestion, hemorrhage, epithe-
lial desquamation, focal areas of coagulate necrosis
of intestinal microvilli and infiltration of heterophil
and macrophages in mild, moderate and severe lesion
grade was observed in mucosa and submucosa of crop,
duodenum, jejunum, ileum and blind guts, until 270
hpi, which was the time the experiment lasted. In liver,
from 30 to 126 hpi, congestion, hemorrhage and infil-
tration of heterophils and macrophages was observed;
besides, from 150 hpi, focal areas of coagulate necro-
sis were observed. In spleen and lung hemorrhage
and mild to moderate congestion was observed and
from 174 hpi, lymphoid tissue hyperplasia and infiltra-
tion of heterophils and macrophages was observed in
spleen; in lung at 198 and 222 hpi infiltration of het-
erophils and macrophages. In heart, from 42 to 270
hpi congestion, hemorrhage and diffused and focal
infiltration of heterophils and macrophages in mild
and moderate lesion grade was observed.

Treatment 2 (SI)

In ileum and jejunum from 6 to 30 hpi, epithelial des-
quamation, heterophil and macrophage infiltration
in mucosa and submucosa was observed. Besides the
lesions mentioned, from 42 hpi coagulate necrosis of
intestinal epithelium, with mild and moderate lesion
grade was observed. Finally, at 174 and 222 hpi, mild
lymphoid tissue hyperplasia was observed. In crop,
duodenum and blind guts, at 6 hpi there were no his-
tological changes suggesting salmonellosis. In crop
mucosa and submucosa, from 18 to 78 hpi, only epithe-
lial desquamation, congestion and hemorrhage was
observed. From 102 hpi epithelial coagulate necrosis
in mild and moderate lesion grade was also observed.
From 18 hpi in mucosa and submucosa of duodenum
and blind guts, congestion, hemorrhage, infiltration
of heterophils and macrophages, epithelial necrosis
in mild and moderate lesion grade up to 270 hpi was
observed.

In liver, from 6 to 30 hpi, congestion and hemor-
rhage was only observed. From 42 hpi, focal areas of
mild to moderate grade of heterophils and macro-
phages infiltration; and from 222 to 246 hpi, besides
the mentioned lesions, focal areas of coagulate necro-
sis were observed. In heart, from 6 to 78 hpi, conges-
tion and hemorrhage was observed; from 102 hpi,
focal and diffuse infiltration of heterophils and mac-
rophages was also observed. In spleen and lungs, con-
gestion and hemorrhage which varied from mild to
severe was only observed; in spleen, at 198 and 222
hpi, lymphoid tissue hyperplasia was also observed
(Figure 1).
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Andlisis bacterioldgico de heces

En los resultados obtenidos del andlisis bacterioldgico
de las heces de pollitos infectados con SE FT 13ay
Sl, se encontrd que en los dias 1, 2, 4,5, 6,9, 10y 12
se logro aislar SE FT 13a a partir de las heces, obte-
niéndose rangos minimo y maximo de recuperacion
de 5 x 10°y 9 x 10° UFC/g, respectivamente. Las heces
obtenidas de pollitos infectados con SE FT 13a de los
demas dias fueron negativas al aislamiento de Salmo-
nella spp, pero se identificaron otras bacterias como
Escherichia coli (E. coli), Citrobacter freundii, Proteus spp
y el hongo Mucor spp; en cuanto al tratamiento 2, s6lo
se logro aislar SI en muestras de heces a los 5, 7y 10
dias posinfeccién, con rango de recuperacion de 7.8 x
10%a 6 x 10°.

Lesiones microscopicas

Las lesiones microscopicas observadas en érganos
tubulares y parenquimatosos de pollitos infectados
con SE FT 13ay Sl sugestivas a salmonelosis, fueron
similares con variacion en sus grados de lesion de leve,
moderado y severo a diferentes horas posinfeccion.

Tratamiento 1 (SE FT 13a)

Desde las 6 a 18 hpi en mucosa y submucosa de ileony
yeyuno se observo descamacion epitelial, infiltracion
de heteroéfilos y macrofagos leve, en buche, sélo desca-
macion epitelial. En duodeno y ciego no se observaron
cambios patolégicos aparentes. En 6rganos parenqui-
matosos como higado, bazo, corazén y pulmon, se
observo congestion y hemorragia leve.

Desde las 30 hpi, en mucosa y submucosa de buche,
duodeno, yeyuno, ileon y ciego, se observé conges-
tion, hemorragia, descamacion epitelial, areas foca-
les de necrosis coagulativa de las microvellosidades
intestinales e infiltracion de heterofilos y macrofagos
en grado de lesion leve, moderado y severo hasta las
270 horas posinfeccion, que fue lo que durd el expe-
rimento. En higado, desde las 30 a 126 hpi, se observo
congestion, hemorragia e infiltracion de heterofilos y
macrofagos, y a partir de las 150 hpi se observaron,
ademas, areas focales de necrosis coagulativa. En bazo
y pulmon se observo hemorragiay congestion de leve a
moderada, y a partir de las 174 hpi, en bazo se observo
también hiperplasia del tejido linfoide e infiltracion
de heterofilos y macrofagos; en pulmén, a las 198 y
222 hpi, infiltracion de heterofilos y macrofagos. En
corazon, desde las 42 a 270 hpi se observo congestion,
hemorragia e infiltracion focal y difusa de heterofilos
y macrofagos en grado de lesion de leve a moderado.



Ultrastructural findings

The ileum and cecum from infected groups with SE
PT 13a and SlI, between 6 and 30 hpi, showed bacteria
in the intestinal lumen, loss of enterocyte microvilli
and some of the apical border. Mild projection of the
cytoplasm towards the lumen and enterocyte degener-
ation was observed. In the following hours post infec-
tion (42 to 270 hpi), similar changes were observed,
such as enterocyte degeneration (mitochondria with
mild swollen crests) and in another zones, enterocytes
with necrosis (intense dilatation of mitochondria, for-
mation of vacuoles, cellular membrane and organelle
damage, karyorrhexis, karyolysis and pyknosis) and
some in apoptosis (cellular constriction, condensation
and fragmentation of nuclear chromatin and cytoplas-
mic vesicles formation and apoptotic bodies). In some
cells small vacuolar formations were observed that
contained round or oval structures, of 0.46 to 1.2 um,
which presented thin cellular wall and electro-dense
granular content, suggesting intracellular bacteria.
Likewise, in some sections cells with irregular nucleus
were observed, that showed in their cytoplasm abun-
dant electro-dense granules of different sizes (hetero-
phils).

At 30 hpi of the group infected with SE PT 13a, in
cecum section, an enterocyte with its projected cyto-
plasm was observed, similar to a cup formation, in
which a structure of slightly round form was partially
engulfed, within cellular wall and granular contents
of moderate electro-density, suggesting SE PT 13a.

At 6 hpi of the group infected with Sl, in the ileum
section, the following was observed in intestinal

Tratamiento 2 (SI)

En ileon y yeyuno desde las 6 a las 30 hpi, en mucosa
y submucosa se observé leve descamacion epitelial e
infiltracion de heterdéfilosy macréfagos. Ademas de las
lesiones mencionadas, a partir de las 42 hpi se observo
necrosis coagulativa del epitelio intestinal, con grado
de lesion de leve a moderado. Por altimo, a las 174 y
222 hpi, se observo leve hiperplasia del tejido linfoide
en ileon. En buche, duodeno y ciegos, a las 6 hpi no se
observaron cambios histologicos sugestivos a salmo-
nelosis. En mucosa y submucosa de buche, de las 18 a
78 hpi, sélo se observé descamacion epitelial, conges-
tion y hemorragia. A partir de las 102 hpi también se
observo necrosis coagulativa del epitelio en grado de
lesion leve a moderado. Desde las 18 hpi, en mucosa y
submucosa de duodeno y ciego se observé congestion,
hemorragia, infiltracién de heteréfilos y macréfagos,
necrosis epitelial en grado de lesion leve a moderado
hasta las 270 hpi.

En higado, desde las 6 a 30 hpi, sélo se observo
congestion y hemorragia. A partir de las 42 hpi se
observaron areas focales de infiltracion de heterdfi-
los y macrofagos en grado leve a moderado, y de las
222 y 246 hpi, ademas de las lesiones mencionadas,
se observaron areas focales de necrosis coagulativa.
En corazon, de las 6 a 78 hpi se observé congestion
y hemorragia; desde las 102 hpi se observé ademas,
infiltracion focal y difusa de heterdfilos y macroéfa-
gos. En bazo y pulmones solo se observd congestion
y hemorragia que varié de leve a severa; en bazo a las
198y 222 hpi también se observo hiperplasia del tejido
linfoide (Figura 1).

Figura 1: Secuencia de la interaccién de SE FT
13ay Sl en diferentes érganos de pollitos. A) Infil-
trado subendocardico, grave difuso, de heterdfi-
los y macréfagos (elipse), a las 126 hpi con SE FT
13a. Tincién H y E. 50X. B) Detalle del infiltrado
subendocardico, grave difuso, de heterofilos y
macrofagos (flechas), a las 222 hpi con SE FT 13a.
Tincién Hy E. 400 X. C) Ciego con é&reas de infil-
trado discreto con heterdfilos y macréfagos, a las
222 hpi con SI. Tincién H y E. 100X. D) Intestino
con necrosis hacia la punta de las vellosidades (fle-
chas), a las 198 hpi con SE FT 13a. Tincién Hy

E. 400X.

Figure 1: Interaction sequence of Se PT 13aand Sl
in different chicken organs. A) Severe diffuse sub-
endocardial infiltration of heterophils and mac-
rophages (ellipse), at 126 hpi with SE PT 13a. H
and E stain 50X. B) Severe diffuse subendocardial
infiltration detail of heterophils and macrophages
(arrows), at 222 hpi with SE PT 13a. H and E stain.
400X. C) Blind gut with mild infiltration areas of
heterophils and macrophages, at 222 hpi with SI.
H and E stain. 100X. D)Intestine with necrosis
towards the point of villi (arrows), at 198 hpi with
Se PT 13a. H and E stain. 400X.
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mucosa: structure of slightly round form, within cel-
lular wall and electro-dense granular contents; later, a
similar structure was observed in contact with micro-
villi of an enterocyte; in another cell, projection of the
cytoplasm towards the lumen was observed, forming
a pseudocup, over which a structure with the same
characteristics as the described was found. In other
enterocytes it was seen several cytoplasmic vacuoles,
contained structures of slightly round forms, thin
cellular wall and slightly electro-dense, suggesting SI
(Figure 2).

Leukocyte changes observed during
the infection of SE PT 13a and Sl

The differential leukocyte count in infected chickens
with SE PT 13a and Sl at 4 days of age during the first
and second weeks of the experimental post-infection
(poi), showed low percentage of lymphocytes, from
41.25% to 41.56%, and from 45% to 36%, respec-
tively. The percentage of heterophils was increased in
the first and second poi, for SE PT 13a was of 25%
to 28.33% and in Sl, of 28.33% to 49%. Eosinophils
in the first week poi with SE PT 13a was of 0 and in
the second week was of 3.17% (increased). In the first
week poi with Sl it was 0 and in the second week poi
was of 3.42% (augmented). The increase of basophils
in both weeks poi was, for SE PT 13a, 10% in the first
week and 6.1% in the second week; and with Sl in the
first week was of 20% and the second, 7.36%. Finally,
monocytes were also increased in both poi weeks with
both bacteria, in the first week 15% and in the second
week 19.89% for SE PT 13a, and with Sl, 18.75% in the
first week and 21.57% in the second week.

In chickens of treatment 3 (control group), no
Salmonella spp was isolated from any organ during
the whole experiment. During the histological and
ultrastructural analyses, no abnormal changes were
detected. The leukocyte values were found within
normal ranges. During the identification of bacteria
negative to Salmonella spp isolation in heart, lung, liver
and spleen; E. coli was isolated in crop, duodenum,
jejunum, ileum and blind guts, besides E. coli, Citro-
bacter ferundii and Proteus spp. Finally, in feces samples,
E. coli, Citrobacter freundii, Proteus spp and Mucor spp
isolations were obtained.

Discussion

In the present study, 4 days old chicks were inoculated
with 10® and 10° cfu of SE PT 13a and SI, respectively;
likewise, it was demonstrated in previous experiments
that with these doses, the birds showed a similar course
of infection, suggesting salmonellosis*??

SE PT 13awas isolated from crop, liver, spleen, gall-
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Hallazgos ultraestructurales

De los grupos infectados con SE FT 13a y Sl, entre
las 6 y 30 hpi, ultraestructuralmente en secciones de
ileon y ciego, se observaron bacterias en el lumen
intestinal, pérdida de microvellosidades de entero-
citos, en el borde apical de algunos, proyeccion leve
del citoplasma hacia la luz, y degeneracién de ente-
rocitos. En las siguientes horas posinfeccion (42 a
270 hpi), se observaron cambios similares, asi como
degeneracion de enterocitos (mitocondrias con cres-
tas ligeramente hinchadas) y en otras zonas, enteroci-
tos con necrosis (dilatacion intensa de mitocondrias,
formacion de vacuolas, dafio de la membrana celular
y organelos, carriorexis, cariolisis y picnosis) y algu-
nos en apoptosis (constriccion celular, condensacion
y fragmentacion de cromatina nuclear y formacion
de vesiculas citoplasmicas y cuerpos apoptéticos). En
algunas células se observaron pequefias formaciones
vacuolares que contenian estructuras de forma redon-
deadaaoval, de 0.46 a 1.2 um, que presentaban pared
celular delgada y contenido granular electrodenso,
sugerentes de bacterias intracelulares. Asimismo, en
algunas secciones se apreciaron células con nucleos
irregulares, que presentaban en sus citoplasmas abun-
dantes granulos electrodensos de diferentes tamafos
(heterdfilos).

A las 30 hpi del grupo infectado con SE FT 13A en
la seccién de ciego, se aprecié un enterocito con pro-
yeccion de su citoplasma, semejando la formacion de
una copa, con lo que se englobaba parcialmente una
estructura de forma ligeramente redonda, con pared
celular delgada y contenido granular de moderada
electrodensidad, sugerente a SE FT 13a.

A las 6 hpi del grupo infectado con SI, en la sec-
cion de ileon, se observo la siguiente secuencia en
la mucosa intestinal: estructura de forma ligeramente
redondeada, con pared celular delgada y contenido
granular electrodenso, posteriormente se observo
una estructura similar en contacto con las microvello-
sidades de un enterocito; en otra célula se aprecio la
proyeccion del citoplasma hacia la luz, formando una
seudocopa, sobre la cual se encontraba una estruc-
tura con las mismas caracteristicas que las descritas.
En otros enterocitos, a nivel de citoplasma, de una a
varias vacuolas, contenian estructuras de forma ligera-
mente redonda, pared celular delgada y ligeramente
electrodensas, sugerente a Sl (Figura 2).

Cambios leucocitarios observados durante
la infeccion de SE FT 13ay Sl

El conteo diferencial de leucocitos en los pollitos
infectados con SE FT 13a y Sl a los cuatro dias de
edad durante la primeray segunda semanas posinfec-



bladder, heart, lung duodenum, jejunum, ileum and
blind guts; SI was isolated from 42 hpi in crop, jeju-
num, ileum and blind guts. lleum and blind guts were
the organs with higher frequency of isolation in both
treatments. Salmonella spp, resists the acid medium
of the stomach; therefore, after ingestion, colonizes
small intestine, penetrates epithelial cellsand migrates
towards the lamina propria of the ileocecal region
and multiplies in the follicles of the lymphoid region.
The polymorphonuclear cells (heterophils) are stimu-
lated and the infection is limited to the gastrointesti-
nal tract.? If they are serotypes producers of enteric
fever, they are not retained at this level, but migrate
to liver and spleen by hematic circulation.? Likewise,
the birds recently hatched which lack protective intes-
tinal microflora are very susceptible to intestinal colo-
nization by Salmonella spp or other pathogen bacteria.
The target cells (M cells, enterocytes, and caliciform
cells) for the invasion of pathogen bacteria cover the
last stretch of the small intestine and the first stretch
of the large intestine (ileum-blind guts). If the target
cell does not show Salmonella, it is possible that infec-
tion takes place.?*?*%

Results of chickens infected with SE at 4 days of
age, according to the studies of Turnbull and Snoey-

Figura 2: Secuencia de la interacciéon bacteriana con
enterocitos de ciego, de aves infectadas con Sl a las 6
hpi. A) Se observa por encima de la superficie de las
microvellosidades (mv), estructura oval con pared y con-
tenido fino granular electrodenso, cuyas caracteristicas
son similares a las descritas para el género Salmonella;
Barra = 0.12 um. B) Se aprecia estructura similar a la
descrita en A, en contacto directo con las microvellosi-
dades (mv); asimismo, por debajo de dicha estructura
se observa una discreta modificaciéon en la superficie
del enterocito; barra = 0.8 pm. C) La superficie del
enterocito presenta cambios morfoldgicos evidentes,
adoptando forma de copa (flechas), sustituyéndose la
base de las microvellosidades por material granular de
moderada electrodensidad (asterisco); barra = 0.8 pm.
D) Se aprecia en el citoplasma de un enterocito, estruc-
tura similar a las descritas dentro de una vacuola, barra
=0.6 pm.

Figure 2: Sequence of the bacterial interaction with
blind gut enterocytes, of Sl infected birds at 6 hpi. A)
Above the microvilli surface (mv), oval structure with
wall and fine electro-dense granular content is observed,;
its characteristics are similar to the ones described for
Salmonella genus, bar = 0.12 um. B) Similar sructure to
the one described in A is noticed, in direct contact with
microvilli (mv); likewise, beneath this structure a mild
modification of the enterocyte’s surface is observed;
bar = 0.8 um. C) The surface of the enterocyte presents
apparent morphological changes, having a pseudocup
shape (arrows), substituting the base of microvilli for
moderate electro-dense granular material (asterisk); bar
= 0.8 pm. D) A similar structure as the ones described
within a vacuole is seen in the cytoplasm of an entero-
cyte, bar = 0.6 um.

cién (poi) experimental, presentd bajo porcentaje de
linfocitos, de 41.25% a 41.56%, y de 45% a 36%, res-
pectivamente. El porcentaje de heterofilos se observo
aumentado en la primera y segunda poi, para SE FT
13a fue de 25% a 28.33%, y en SI, de 28.33% a 49%.
Eosinofilos en la primera semana poi con SE FT 13a
fue de 0 y en la segunda semana fue 3.17% (aumenta-
dos). Con Sl en la primera semana poi fueen 0 yen
la segunda semana poi fue 3.42% (aumentados). Los
baséfilos aumentados en ambas semanas poi fue, para
SE FT 13a, 10% en la primera semana, y 6.1% en la
segunda semana; y con Sl en la primera semana fue
20%, y en la segunda, 7.36%. Por altimo, los monoci-
tos también estuvieron aumentados en ambas sema-
nas poi con las dos bacterias, en la primera semana
15% y en la segunda semana 19.89% para SE FT 13a,
y con Sl, 18.75% en la primera semanay 21.57% en la
segunda semana.

En los pollitos del tratamiento 3 (grupo testigo)
no se aislé Salmonella spp de ninglin érgano durante
todo el experimento. Durante el examen histolégico
y ultraestructural, no se detectaron cambios anorma-
les. Los valores de leucocitos se encontraron dentro
de los rangos normales. Durante la identificacion de
las bacterias negativas al aislamiento de Salmonella
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enbos,® indicate the penetration of Salmonella through
the cellular wall may occur early after the infection.
In other study on SE PT 13a persistence performed by
Gorhametal.,®in chickens infected at first and seventh
day of age, isolation of the bacterium was obtained in
the majority of organs (yolk sac, liver, spleen, ileum
and cecum) after the first week post infection. Alva,?
managed to isolate SE PT 13a from liver and spleen
samples in the first week, in 3/10 chicks and 1/10
chicks in the third week post-infection; during the
second, fourth and fifth weeks post-infection, the iso-
lation was negative in these organs. Besides, Desmidt
et al.,# carried out a study of the SE PT 4 pathogenia
in one day old chicks, where it was isolated from 3 hpi,
in gastrointestinal tract and from 12 hpi, in abdomi-
nal organs. It was observed that the majority of the
studies performed with SE in chickens of 1 and 7 days,
presented similar results to the ones obtained in the
present work on the pathogenesis of SE PT 13a.

Nevertheless, in the chickens infected with SI it
was not possible to isolate with the same frequency
as SE PT 13a; in regards, Urquiza®® managed to iso-
late SI from internal organs and feces of chickens.
Gonzalez and Dreyfus,? and Rejo et al.,? also showed
in a poultry model, that with the inoculation of live
strain in approximate doses of 108-10° cfu/mL, it was
possible to induce immune response mediated by
agglutinant antibodies, in percentages that go from
13% to 94% with the strain of the rodenticide. In the
same way, Chils* carried out studies where he man-
aged to re-isolate in feces the strain in experimentally
inoculated dogs, sheep and pigs. The low frequency of
isolation of Sl in chicken may be due to the difference
in pathogenicity among the different phagotypes of
SE; for example, the PT 4 is frequently related with
certain degree of elevated invasiveness and lethality
to recently to hatched chickens; besides, other studies
reveal that the specificity of a serotype for a particu-
lar host would not only be given by virulence factors
distinctive of the bacterium, but also for the serotype
capacity to circulate in a population of hosts, that is,
the environment in which birds live would not allow SI
to express its virulence factors.?*

During the microscopic lesion reviewed in organs
of infected chickens by SE PT 13a and SI, it was
observed that since the 6 hpi both bacteria under
study, showed lesions, such as epithelial desquama-
tion, severe enteritis with heterophil leukocytes and
macrophages, coagulative necrosis and hyperplasia
of lymphoid follicles, accompanied by hemorrhages
and congestion, suggesting salmonellosis. In regard
to this, Desmidt et al.* carried out a pathogenesis
study on SE PT 4 in chickens and observed small and
cecum enteritis with coagulate necrosis of microvilli
and infiltration of heterophils and macrophages, in
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spp en corazoén, pulmon, higado y bazo, se aislo E. coli
en buche, duodeno, yeyuno, ileon y ciegos, ademas
de E. coli, Citrobacter freundii y Proteus spp. Por Gltimo,
en muestras de heces se obtuvo aislamiento de E. coli,
Citrobacter freundii, Proteus spp y Mucor spp.

Discusion

En el presente estudio, los pollitos de cuatro dias de
edad fueron inoculados con 108y 10° ufc de SEFT 13a
y Sl, respectivamente; de igual manera se demostro
en experimentos previos que con estas dosis, las aves
muestran un curso de infeccién similar, sugerente de
salmonelosis.?#

Se aislé SE FT 13a de buche, higado, bazo, vesi-
cula biliar, corazéon, pulmoén, duodeno, yeyuno, ileon
y ciegos; Sl se aisl6 desde las 42 hpi en buche, yeyuno,
ileon y ciegos. Ileon y ciegos fueron los érganos con
mayor frecuencia de aislamiento en ambos tratamien-
tos. Salmonella spp resiste el ambiente &cido del esto-
mago, por lo que, después de la ingestidn, coloniza
el intestino delgado, penetra a las células epiteliales y
migra hacia la lamina propia de la regién ileocecal y
ahi se multiplica en los foliculos de la region linfoide.
Los polimorfonucleares (heterdéfilos) son estimulados
y la infeccién se limita al tracto gastrointestinal.? Si
son serotipos productores de fiebre entérica, no son
retenidas a este nivel, sino que migran a higado y bazo
por circulaciéon hematica.?? Asimismo, las aves recién
eclosionadas que carecen de microflora intestinal pro-
tectora son muy susceptibles a la colonizacion intes-
tinal por Salmonella spp u otras bacterias patdgenas.
Las células blanco (células M, enterocitos y células
caliciformes) para la invasién por bacterias patdge-
nas revisten el Gltimo tramo del intestino delgado y el
primer tramo del intestino grueso (ileon-ciego). Si la
célula blanco no presenta salmonelas, es posible que
se produzca la infeccion.? 242

Los resultados de los pollitos infectados con SE a
los cuatro dias de edad, de acuerdo con los estudios
de Turnbull y Snoeyenbos,® indican que la penetra-
cion de Salmonella a través de la pared celular puede
ocurrir temprano después de la infeccién. En otro
estudio sobre persistencia de SE FT 13a, realizado por
Gorham et al.,® en pollitos infectados al primero y sép-
timo dias de edad, se obtuvo aislamiento de la bacte-
ria de la mayoria de los 6rganos (saco vitelino, higado,
bazo, ileony ciego) después de la primera semana pos-
infeccion. Alva® logro aislar SE FT 13a de muestras de
higado y bazo a la primera semana, en 3/10 pollos,
y en 1/10 pollos en la tercera semana posinfeccion;
durante la segunda, cuarta y quinta semanas posin-
feccidn, su aislamiento fue negativo en estos érganos.
Ademas, Desmidt et al.* realizaron un estudio de la
patogenia de SE FT 4 en pollitos de un dia de edad, en



bursa of Fabricius, liver, spleen and heart, also focal
points of infiltration of heterophils were observed. In
contrast with the great molecular diversity of micro-
organisms, the patterns of tissue response to these
agents is unlimited. Therefore, microscopically, many
pathogens unleash identical reaction patterns and
exclusive or pathognomonic data are scarce for each
agent. What determines the histological characteris-
tics of the inflammatory response is the interaction
between the microorganism and host. Therefore, in a
neutropenic host, a pyogenic bacterium that normally
would unleash an energetic leukocytic response, can
cause a fast tissue necrosis with excess of leukocytic
exudates.*

In this study it was observed by transmission elec-
tron microscopy that from 6 hpi, SE PT 13a as well as
SI were in contact with the microvilli of the entero-
cytes, with ruffling and wrinkling of the cellular mem-
brane and structures suggesting Salmonella spp inside
the enterocytes and in the following hpi pathological
changes were observed in cellular cytoplasm, coincid-
ing with the microscopic lesions; besides, with studies
done by other researchers on birds and other animal
models such as: calves, rabbits, mice, pigs, to study the
pathogenecity mechanisms of Salmonella spp.®*%

Salmonella is able to exploit the pre-existent cellu-
lar functions of the host and use them for its benefit.
This last has been observed during the invasion when
the bacterium utilizes the transduction signals of the
host, which affects the rearrangement of the cytoskel-
eton and superior membrane proteins, producing
the ruffling of the membrane and the bacterial inva-
sion. It also occurs when Salmonella is inside a vacuole
joined to the membrane, in epithelial cells as well as
macrophages.*’

Though in the bacteriological test at 6 hpi the bac-
terium in study was not isolated from none of the two
treatments, with the ultrastructural study it was pos-
sible to observe SE PT 13a inside the enterocytes and
Sl in ileum and blind guts of experimentally infected
chickens and in the penetration sequence and other
pathological changes. The negative isolation of SE
PT 13a and SI at 6 hpi, suggests low colonization and
multiplication in the Salmonella spp tissues. At the
beginning of the bacterial infection the bacterium
goes through environmental changes in the host’s
organism while orally entering, and facing unspecific
defense mechanisms of this, as the stomach acid pH,
low oxygen tensions, intestinal motility, microbial
flora and also specific defense mechanisms, regulated
by the presence of leukocytes.

The bacterium responds to these changes modu-
lating the expression of its genes, to penetrate and
invade tissues.®*® The former suggests that Salmo-
nella, after fighting against the specific and unspecific

los que se aisld a partir de las 3 hpi, en tracto gastroin-
testinal, y a partir de las 12 hpi, en érganos viscerales.
Al respecto, se observé que la mayoria de los estudios
realizados con SE en pollitos de uno a siete dias, pre-
sentaron resultados muy similares a los obtenidos en
el presente trabajo sobre la patogenia de SE FT 13a.

Sin embargo, en los pollitos infectados con Sl no
se logré aislar con la misma frecuencia que SE FT
13a; al respecto, Urquiza® logré aislar Sl a partir
de drganos internos y heces de pollitos. Gonzalez y
Dreyfus? y Rejo, et al.”® también demostraron en un
modelo aviar, que con la inoculacion de la cepa viva
en dosis aproximadas de 10%-10° ufc/mL, se lograba
inducir respuesta inmune mediada por anticuerpos
aglutinantes, en porcentajes que van desde 13% hasta
94% con la cepa del rodenticida. De la misma forma,
Chils® realiz6 estudios en los que logré reaislar la
cepa en deposiciones de perros, ovejas y cerdos inocu-
lados experimentalmente. La baja frecuencia de aisla-
miento de Sl en pollitos quiza se deba a las diferencias
de patogenicidad entre los distintos fagotipos de SE;
por ejemplo, el FT 4 frecuentemente se relaciona con
cierto grado de elevada invasividad y letalidad para
pollos recién eclosionados; ademas, otros estudios
revelan que la especificidad de un serotipo para un
portador particular no sélo estaria dada por factores
de virulencia propios de la bacteria, sino también por
la capacidad del serotipo para circular dentro de una
poblacién de portadores; es decir, el ambiente donde
habitan las aves no permitiria que Sl exprese sus fac-
tores de virulencia.®**

Durante la revisién de lesiones microscépicas en
organos de pollitos infectados por SE FT 13ay SI, se
observo que desde las 6 hpi ambas bacterias en estu-
dio presentaban lesiones, como descamacion epitelial,
enteritis severa con infiltracion de leucocitos hetero-
filos y macrdéfagos, focos de necrosis coagulativa e
hiperplasia de foliculos linfoides, acompafiadas de
hemorragias y congestion, sugerentes a salmonelosis.
Al respecto, Desmidt et al.?* realizaron un estudio de
patogénesis de SE FT 4 en pollitos y observé enteritis
del intestino delgado y ciego con necrosis coagula-
tiva de microvellosidades e infiltracion de heterdéfilos
y macrofagos, en bolsa de Fabricio, higado, bazo y
corazon también se observaron focos de infiltracion
de heterofilos. En contraste con la gran diversidad
molecular de microorganismos, los patrones de res-
puestas tisulares a estos agentes son ilimitados. Por
tanto, microscopicamente muchos patégenos desen-
cadenan patrones de reaccién idénticos y son escasos
los datos exclusivos o patognomaonicos de cada agente.
Ademas, lo que determina las caracteristicas histolo-
gicas de la respuesta inflamatoria es la interaccion
entre el microorganismo y el portador. Por tanto, en
un portador neutropénico, una bacteria pidgena que
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mechanisms of defense of the host, diminishes its con-
centration in tissues and finds itself in slow multiplica-
tion phase during the first hpi, which influences in its
isolation in culture mediums in which the bacterium
feces environmental changes by the oxygen concen-
tration of the culture, temperature, osmolality, nutri-
ment disposability of the culture medium, etc., which
may influence its isolation.

In this study, it was evident that broiler chicken,
during the first weeks of life, are susceptible to infec-
tion by Salmonella enteritidis PT 13a and Salmonella
enteritidis biovar Issatschenko, and that the last one is
not only for rodents of the Muridae family. Recently,
the host’s specificity is being studied in Mexico and
other countries, but the molecular-genetic bases that
give origin to this particular situation, have not been
cleared up. The truth is that it would be considered as
a complex interaction between plasmidial genes of spv
virulence and chromosomal genes located in islands
of pathogenecity, that, as a whole, derive in the rec-
ognition of only one species in particular. The recent
infection finding, accomplished with a Salmonella galli-
narum strain in sheep,® opens a new scenario in sal-
monellosis epidemiology. This study revealed that the
specificity of a serotype for a particular host, would
not only be given by virulent factors of the bacterium
itself, but also by the serotype capacity to circulate
inside a host population; that is, the environment in
which ovine inhabit would not allow S. gallinarum to
express its virulent factors. In this context, the first
interrogations arise on the mono-specificity of SI.%°

Then seems of undeniable interest to consider
which would be the consequences on livestock exploi-
tation, on public health and on salmonellosis epidemi-
ology, each time a biological product against rodents
is used, elaborated with a Sl strain that belongs to
enteritidis serotype, that has a wide range of hosts.

From this study it is concluded that the pathogene-
sis of Salmonella enteritidis PT 13a and Salmonella enteri-
tidis biovar Issatschenko in broiler chickens, is similar
to the described pathogenesis of other serotypes of
Salmonella spp.

Salmonella enteritidis biovar Issatschenko can be
isolated by bacteriology, and produces lesions since
6 hpi, in different organs of experimentally infected
broiler chickens.

The transmission electron microscopy allowed to
observe the penetration of Salmonella enteritidis PT
13a and of Salmonella enteritidis biovar Issatschencko,
in enterocytes of ileum and cecum of experimentally
infected broiler chickens.

Acknowlegedments

This work was financed by the General Direction of

158

normalmente desencadena una respuesta leucocitaria
enérgica, puede suscitar una necrosis tisular rapida
con escaso exudado leucocitario.*?

En este estudio, mediante microscopia electrénica
de transmisién, se observd que a partir de las 6 hpi,
tanto SE FT 13a como SlI se hallaban en contacto con
las microvellosidades de los enterocitos, con rizado o
arrugamiento de la membrana celular y estructuras
sugerentes a Salmonella spp dentro de los enterocitos y
en las subsiguientes hpi se observaron cambios pato-
I6gicos en el citoplasma celular, coincidentes con las
lesiones microscopicas, ademas con estudios realiza-
dos por otros investigadores en aves y en otros mode-
los animales, como terneros, conejos, ratones, cerdos,
para estudiar los mecanismos de patogenicidad de
Salmonella spp.**3¢

Salmonella es habil para explotar las funciones
celulares preexistentes del portador y usar estas fun-
ciones para su propio beneficio. Esto Ultimo se ha
visto durante la invasion, cuando la bacteria utiliza las
sefales de transduccién del portador, lo cual afecta
el rearreglo del citoesqueleto y proteinas superiores
de membrana, produciendo el rizado (ruffling) de la
membrana y la invasion bacteriana. También ocurre
cuando Salmonella estd dentro de una vacuola ligada
a la membrana, tanto en células epiteliales como en
macrofagos.®

Si bien en el examen bacterioldégico a las seis
horas posinoculacion no se aislé la bacteria en estu-
dio de ninguno de los dos tratamientos, en el estudio
ultraestraestructural si se logré observar dentro de los
enterocitos SE FT 13ay Sl en ileon y ciego de pollitos
infectados experimentalmente y en la secuencia de
la penetracién y otros cambios patoldgicos. El aisla-
miento negativo de SE FT 13ay Sl a las 6 hpi, sugiere
baja colonizacion y multiplicacidon en los tejidos de
Salmonella spp. Al inicio de la infeccidn bacteriana, la
bacteria experimenta severos cambios ambientales en
el organismo del portador al ingresar por via oral y
enfrentarse con mecanismos de defensa inespecificos
de éste, como el pH acido del estémago, bajas tensio-
nes de oxigeno, motilidad intestinal, flora microbiana
y también con los mecanismos de defensa especificos,
regulada por la presencia de leucocitos.

La bacteria responde a estos cambios modulando
la expresién de sus genes, para penetrar e invadir
tejidos.’®*® Lo anterior sugiere que Salmonella des-
pués de combatir contra los mecanismos de defensa
especificos e inespecificos del portador, disminuye
su concentracion de los tejidos y se encuentra en fase
de multiplicacion lenta durante las primeras hpi, lo
cual influye en su aislamiento en medios de cultivo
en los que la bacteria enfrenta cambios de ambiente
por la concentracién de oxigeno del cultivo, tempe-
ratura, osmolaridad, disponibilidad de nutrimientos
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del medio de cultivo, etc., lo que puede influir en su
aislamiento.

En este estudio fue evidente que los pollitos de
engorda durante las primeras semanas de vida son
susceptibles a la infecciébn por Salmonella enteritidis
FT 13a y Salmonella enteritidis biovar Issatschenko, y
que esta Ultima no es solo para roedores de la familia
Muridae. Actualmente la especificidad del portador
se esta estudiando en México y en otros paises, pero
no se han logrado aclarar las bases genético-molecula-
res que dan origen a esta situacion tan particular. Lo
cierto es que se trataria de una compleja interaccion
entre genes plasmidiales de virulencia spv y genes cro-
mosomales ubicados en islas de patogenicidad, que,
en su conjunto, derivan en el reconocimiento de una
Unica especie en particular. El reciente hallazgo de
infeccion, logrado con una cepa de Salmonella gallina-
rum en ovejas,* abre un nuevo escenario en la epide-
miologia de la salmonelosis. Este estudio reveld que
la especificidad de un serotipo para un portador par-
ticular, no solo estaria dada por factores de virulen-
cia propios de la bacteria, también por la capacidad
del serotipo de circular dentro de una poblacion de
portadores; es decir, el ambiente donde habitan los
ovinos no permitiria que S. gallinarum expresara sus
factores de virulencia. En este contexto se producen
las primeras interrogantes sobre la monoespecificidad
de S1.*°

Parece entonces de innegable interés conside-
rar cuales serian las consecuencias en explotaciones
pecuarias, en salud publica y en la epidemiologia de
la salmonelosis, toda vez que se utilice un producto
bioldgico contra roedores, elaborado con una cepa de
Sl que pertenece al serotipo enteritidis, que tiene un
amplio rango de portadores.

De este trabajo se concluye que la patogenia de Sal-
monella enteritidis FT 13a y Salmonella enteritidis biovar
Issatschenko en pollos de engorda, tiene similitud con
la patogenia descrita de otros serotipos de Salmonella
spp.

Salmonella enteritidis biovar Issatschenko puede ser
aislada mediante bacteriologia, y produce lesiones
desde las 6 hpi, en diferentes 6rganos de pollos de
engorda infectados experimentalmente.

La microscopia electronica de transmision per-
mitid observar la penetracion de Salmonella enteritidis
FT 13a y de Salmonella enteritidis biovar Issatschenko,
en enterocitos de ileon y ciego de pollos de engorda
infectados experimentalmente.
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