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I. INTRODUCCION

El cuy es una especie nativa adecuada para la crianza doméstica y semi-
comercial, que, por la calidad de su carne, precocidad, rusticidad y prolificidad,
constituye una importante fuente de alimentacion y de ingreso econdmico
(Bustamante, 1993; Celis, 1998). Las técnicas actuales de crianza bajo las
cuales se reproducen estos animales los hacen susceptibles de contraer
enfermedades que antes eran de escasa presentacion en esta especie, dentro
de este contexto la salmonella es una de las principales enfermedades infecto
contagiosas que afecta a esta especie doméstica, causando una alta
morbilidad y mortalidad. La investigacion nace como una observacion de
proteccion cruzada de estas dos bacterias en las aves, por lo se probara si es
lo mismo en cuyes. El presente proyecto de investigacion tiene por objetivo
probar una vacuna de Salmonella enteritidis Contra Salmonella typhimurium. La
importancia radica en que la salmonelosis frecuentemente aqueja centros de
crianza doméstica y semi comercial, dando como resultado pérdidas
econdmicas. entre otros. La bacteria Salmonella se contagia por los alimentos
contaminados el cual son la principal fuente de contagio; sin embargo, la
introduccion de animales con antecedentes sanitarios desconocidos es otra de
las fuentes de contagio de mayor importancia. La enfermedad, por su caracter
transmisible, se disemina rapidamente en la poblacion expuesta. Por tanto se
debe buscar medidas de control necesarias para poder erradicarla.La
salmonellosis en cuyes se manifiesta en una forma aguda y una forma crénica.
La primera se presenta como un cuadro septicémico agudo, donde la muerte
ocurre en un lapso de 24 a 48 horas, en muchos casos, sin mostrar signo

clinico alguno, es la principal enfermedad, pero no hay trabajos especificos



sobre tratamiento de la enfermedad: dosis de antibioticos, tiempo de
recuperacion, tipos de antibiético, toda la informaciéon se utiliza de otras
especies. Por lo que es de suma importancia buscar alternativas para su
tratamiento debido que es la principal enfermedad infectocontagiosa de los
cobayos. Ademas de buscar antibacterianos efectivos para la bacteremia ya
que el uso de otros con el pasar del tiempo generaron resistencia. El objetivo
fue determinar la efectividad de una vacuna de Salmonella enteritidis sobre la

Salmonella typhimurium que afectan a los cuyes.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1.- ANTECEDENTES:

Morales (2013) en lima; Realizo un estudio que tuvo como objetivo
evaluar el efecto de dietas que contienen niveles de mufia (Satureja
parvifolia) en cuyes de carne previamente tratados con Lactobacillus
spp. Y Salmonella typhimurium, sobre la performance productiva, el
recuento microbiologico de ambas bacterias en heces y la retribucion
econOmica. Se emplearon veinte cuyes distribuidos en dos
tratamientos con niveles de mufia, un tratamiento con antibiotico y
una dieta sin aditivo, los cuales fueron: T-C2M (2% de mufa), T-
C4M (4% de muiia), T-ASM (ciprofloxacina) y T-CSM (control). La
infeccion con S. typhimurium se realiz6 pos inoculacion del
probiotico via oral, a dosis por cada cuy de 105 UFC/ml.

Los recuentos microbiolégicos de las bacterias se realizaron a los 2,
8, 14 y 24 dias posteriores a la administracion de S.typhimurium. De
acuerdo con el nimero de animales sobrevivientes, se obtuvo un
100% de supervivencia en T-ASM, seguido por T-C4M, T-C2M y T-
CSM, con 80, 60 y 40%, respectivamente. Al cabo de seis semanas,
las mayores ganancias de peso (p < 0.05) fueron en T-ASM, los
mayores consumos de alimento (p < 0.05) en T-CSM y las mejores
Conversiones alimentarias en T-C4M. Los menores recuentos
microbiologicos de S.Typhimurium se produjeron en T-C4M, hasta
ser negativos a los 8 y 14 dias. No hubo correlacion significativa (p >

0.05) entre los recuentos de S. typhimurium y Lactobacillus spp. Se



concluyo que el uso de antibiotico en las dietas produjo una mejor
performance animal y retribucion econémica, y que el uso de 4% de
la mufia dio menores recuentos de S.typhimurium, sin tener
correlacion con la aplicacion de probidtico.

Garcia (2014) en Santiago de chile; Realizo un trabajo con el
objetivo de evaluar el efecto de los tratamientos con enrofloxacino,
oxitetraciclina, florfenicol y tilosina en gallinas ponedoras sobre los
perfiles de sensibilidad de 566 cepas E. coli aisladas de la microbiota
intestinal de 75 aves provenientes de dos predios de la Region
Metropolitana. Los perfiles de sensibilidad se determinaron a través
de la prueba fenotipica de Kirby Baler frente a un panel de 11
antimicrobianos. Se determind que la resistencia a doxiciclina,
ciprofloxacino, cloranfenicol y sulfametoxazole-trimetoprim fue mayor
en gallinas tratadas con tilosina en comparacion a las gallinas que
no recibieron tratamiento (p < 0,05). En conclusion, la administracion
de tratamientos antimicrobianos puede seleccionar bacterias
resistentes a antimicrobianos que no estan relacionados a los
administrados. De esta manera, el uso prudente de antimicrobianos
en animales productores de alimentos es algo fundamental para

prevenir el aumento de la resistencia bacteriana.

Chacon (2012) en Santiago de chile; Evalué el efecto de la terapia
con florfenicol sobre los patrones de susceptibilidad en cepas de

E.coli provenientes de la microbiota intestinal de aves de postura. Se



utilizaron 14 pollas raza Leghorn de 1 dia de edad, las que fueron
sometidas a un muestreo inicial para analizar sus niveles basales de
susceptibilidad bacteriana; dicho grupo se denominé Grupo control |
(GCI). Posteriormente, se asignaron a dos grupos: Grupo Control Il
(GCIl), sin tratamiento y Grupo Florfenicol (GF), que recibid
tratamiento con florfenicol (dosis: 30mg/kg p.v. durante 7 dias,
mediante sonda gastrica). Se aislaron a partir de muestras cloacales,
112 cepas en el GCIll y 86 cepas en el GF. Se analizd, mediante
pruebas de Concentracion Inhibitoria Minima la sensibilidad de E.
coli frente a florfenicol, tilosina, eritromicina, ciprofloxacino,
amikacina, gentamicina, ampicilina, tetraciclina y cloranfenicol. Se

registraron altos niveles de resistencia en ambos grupos a florfenicol,

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Etiologia

El género Salmonella se incluye en la familia Enterobacteriaceae,
orden Enterobacteriales. Actualmente este género se divide en solo
dos especies Salmonella bongori y Salmonella entérica, tomando en
cuenta sus caracteristicas bioquimicas generales, Salmonella
entérica se divide a su vez en seis subespecies: entérica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtebae e indica (Brenner et al.,, 2000;
Goyache, 2002; Parra, 2002; Figueroa y Verdugo, 2005).

Segun el esquema clasico de Kauffman-White basado en antigenos

somaéticos (O), Flagelares (H) y ocasionalmente capsulares (Vi), las



salmonellas se clasifican en mas de 2500 serotipos. La formula
antigénica de una cepa se determina mediante el uso de reacciones
antigeno anticuerpo y a partir de dicha formula se la clasifica en
serovar o serotipo (Brenner et al., 2000; Figueroa y Verdugo, 2005).
En nuestro pais el serotipo de salmonella que con mayor frecuencia
se aisla de 6rganos de cobayos muertos debido a la salmonelosis,
es la Salmonella entérica serovar Typhimurium, en porcentajes que
superan al 95 % con relacion a otros serotipos. Otros serotipos
aislados son: S. Enteritidis, S. Florida, S. Bredeney, S. Pomona, S.
Dublin, S. Ochiogu, S. Limite (Ameghino, 1968; Ramirez, 1972;
Bustamante, 1993; Garmendia et al., 2000).

2.3.3 Patogenia
La enfermedad entra en la granja a través de la compra de nuevos
animales, pudiendo permanecer en dichas explotaciones infectadas
durante afios (Radostits OM, 2002).

El contagio se produce principalmente de forma directa a través de
animales infectados por via oral (por contacto feco-oral), aunque
también por via aerdgena (por aire) y conjuntival. Las variaciones de
temperatura y humedad predisponen a la infeccion (Ramirez, 1972).
Los signos clinicos en el cuy se manifiestan en forma aguda o
cronica. La forma aguda produce altos indices de mortalidad en la
poblacion, en un curso de 24 a 48 horas. En los casos cronicos es
notoria la caquexia, anorexia, pelaje hirsuto, diarrea, debilidad,

paralisis de los miembros, neumonia, abortos, y abdomen hinchado



(Morales et al., 2007). El diagnéstico de la enfermedad es a través
del aislamiento del microorganismo mediante cultivo bacteriol6gico
en el laboratorio (Haavelar et al., 2001). Durante el proceso
infeccioso de Salmonella se presenta una interaccion hospedero-
microorganismo, el cual desencadena la enfermedad sintoméatica si
se presentan las condiciones adecuadas. El primer requisito para
gue se produzca la infeccion del hospedero por parte de la bacteria
es que se encuentre en las cantidades suficientes; generalmente se
requiere una dosis infectiva minima de 107 a 109 ufc bacterias (Jubb
et al.,, 1990). Luego de la ingestion oral la bacteria experimenta
severos cambios medio ambientales como son: pH acido, aumento
de temperatura, baja tensiébn de oxigeno y alta osmolaridad. La
Salmonella responde a estos cambios modulando la expresion de
sus genes, para luego colonizar el intestino delgado principalmente a
nivel del ileon distal y ciego (Jubb et al., 1990; Radostits et al., 2002;
Sanchez et al.,, 2003; Figueroa y Verdugo, 2005) Después que la
bacteria entra al hospedero y antes de invadir cualquier tipo de
célula, la bacteria debe encontrar y adherirse a uno o mas tipos de
células del tejido intestinal o bien a la matriz extracelular, en caso de
tejido dafiado, para esto la bacteria cuenta con estructuras llamadas
adhesinas, las cuales permiten reconocer moléculas presentes en
las células del hospedero llamadas receptores, estos receptores
determinan la especificidad del tejido asi como la colonizacion y

persistencia bacteriana. De esta manera, esta union adhesina-



receptor determinan los hospederos y el organotropismo de la
bacteria (Figueroa y Verdugo, 2005). Algunos mecanismos de
adhesion pueden involucrar varios tipos de fimbrias o Pili, cuatro de
las cuales estan genéticamente definidos. Estos incluyen a Fimbria
tipo 1 (fim), fimbria codificada por plasmidos (pef), fimbria polar larga
(Ipf) y fimbria agregativa delgada (agf/csg), algunos estudios
sugieren que estas fimbrias tienen un tropismo especifico por ciertos
tipos celulares o por células de especies animales particulares. Las
adhesinas también tienen la capacidad de activar a linfocitos B y
neutrdéfilos, lo que resulta en una variedad de respuestas biolégicas
incluyendo proliferacion celular y secrecion de citosinas (Darwin y

Miller, 1999; Sanchez et al., 2003; Figueroa y Verdugo, 2005).

2.3.4 Sintomas y lesiones

El periodo de incubacion es variable. Suele durar varias semanas,
aunque puede reducirse a pocas horas. La salmonelosis en cobayos
se manifiesta de dos formas, la forma aguda y la forma croénica. La
forma aguda se presenta como un cuadro septicémico agudo
sucediéndose las muertes en un lapso de 24 a 48 horas, en muchos
de los casos los animales mueren sin mostrar sintoma alguno, sin
embargo en algunas ocasiones se observa signos como
decaimiento, postracion, anorexia, adelgazamiento, pelos asperos y
erizados, opistotonos, y paralisis de los miembros posteriores, en

ciertas ocasiones también se observa diarrea acompafiada de



mucus, y en cobayos gestantes se produce el aborto (Ramirez,
1976; Bustamante, 1993; Evans, 2005). Paralisis de los miembros
posteriores en un cobayo con salmonelosis (Coronado Salazar.

Art.cit.p30).

En un brote ocurrido en Huancayo, Ameghino (1968) describio
signos saltantes como, marcada postracion, erizamiento de pelos y
diarrea profusa y maloliente. En los casos crénicos es notorio un
adelgazamiento paulatino, pelaje deslucido y aumento del volumen
abdominal debido a la ascitis (Fig. 2) (Ramirez, 1976; Bustamante,
1993; Davalos, 1997; CEA, 2001). Estudios realizados en animales
de laboratorio incluyendo al cobayo, indican que el curso clinico
puede variar dependiendo del serotipo infectante, algunos serotipos
pueden causar una epizootia explosiva y frecuentemente los
sobrevivientes se convierten en portadores asintomaticos, la
infeccion clinica con alta mortalidad es comun en animales jovenes
mientras que los adultos se convierten frecuentemente en
portadores. Otros sintomas observados son: disminucion del numero
de crias por parto, bajo peso al nacer, conjuntivitis y cianosis

(Noonan, 1994; Garmendia et al., 2000)

Dentro de las alteraciones anatopatolégicas en cobayos se ha

reconocido la afeccion de la mayoria de los érganos. Ameghino



(1968) encontro que la mayoria de organos presentaron congestion
en corazon, pulmones, higado, bazo e intestinos.

En el higado se ha podido observar diversas formas patologicas en
primer lugar destaca la necrosis coagulativa, presentandose en
forma de pequefios focos, también se observa congestion y
pseudomembranas rodeando la superficie, otras alteraciones de
menor medida observadas son degeneracion grasa, petequias y
presencia de abscesos (Nelson, 1927; Ramirez, 1972; Ramirez,
1976). En la vesicula biliar se puede apreciar el engrosamiento de
las paredes y también la distension de la vesicula con un fluido
palido purulento en su interior, los abscesos sub-serosos también se

presentan.

2.3.5 Diagnaostico

Diagnaostico clinico

Los hallazgos clinicos y anatopatoldgicos (lesiones en células,
tejidos y érganos) solo permiten sospechar la enfermedad.

En los casos de evolucion lenta de la enfermedad, la probabilidad
de diagnoéstico es mayor si hay alteraciones caracteristicas en los
organos.

Diagnostico laboratorial

Las sospechas se confirman mediante la demostracion

bacterioldgica de la Salmonella en muestras organicas:
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» Aislamiento e identificacion del agente causal: aislamiento
bacteriologico de 6rganos parenquimatosos, PCR.
» Diagnostico serolégico: aglutinacion en aves, ELISA, otros.
2.3.6 Tratamiento
Entre los compuestos antibacterianos de eleccion para el
Tratamiento de la salmonellosis en cobayos se tienen al
cloranfenicol, clortetraciclina, estreptomicina y nitrofurozona, su
comportamiento ha sido demostrado in vitro utilizando cepas de S.
Typhimurium provenientes de cobayos enfermos de nuestro medio
(Ramirez, 1976). Sin embargo,Matsuura (2008) encontré6 una
sensibilidad del 100 % a enrofloxacina, sulfatrimetoprim,
estreptomicina y amoxicilina en cepas de Salmonella provenientes
de cobayos enfermos.
Algunos esquemas de tratamiento para cobayos con algunas drogas
son las siguientes:
- Enrofloxacina 5-15 mg / Kg. PO, SC, IM cada 12 horas
- Sulfatrimetropim 15-30 mg / Kg. PO, SC cada 12 horas
- Estreptomicina 2 g / Litro de agua
- Cloranfenicol 0.5 g. / Litro de agua
- Furazolidona 2.4 g. /Litro de agua
Cada uno de ellos administrados durante 5 a 7 dias. Manual Merck
(1993) En otros estudios realizados en granjas de aves se encontro
sensibilidad a amoxicilina, cloranfenical, ampicilina,

ampicilina/sulbactam, cefalotina, imenepem, gentamicina

11



ciprofloxacino, amikacina y ciprofloxacino (Ruiz et al., 2005). En
salmonellas aisladas de humanos y alimentos se encontrd

sensibilidad a amikacina, gentamicina.(Martinez;2007).

12



. MATERIALES Y METODOS
3.1. LUGARY FECHA DE EJECUCION
El trabajo se realizé en la en la granja De La Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia De La UNICA. Ubicado en el distrito de
Grocio Prado provincia de Chincha departamento de ICA, los meses
de marzo abril, del 2019.
Ubicacion:  Distrito de Alto Laran — Provincia de Chincha
Latitud: 12248 sur
Longitud: 75238” occidental
Altitud: 200 msnm
Temperatura: 19.25% — 26.952C
Fuente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Peru.

SENAMHI — LIMA (2012).

13
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3.2. MATERIAL Y EQUIPO
3.2.1 ANIMALES A EVALUAR

Se utilizaron 21 animales infectados de manera artificial (inoculacion)
con salmonella typhimurium, ademas que muestren sintomas,
compatibles con la enfermedad de los que seran distribuidos:
e Primer tratamiento: 15 cobayos con S. typhimurium y no
vacunados.
e Segundo tratamiento: 15 cobayos con S. typhimurium vy
vacunados.
Total de tratamientos: 2

Total de repeticiones: 6

3.2.2 INSTALACIONES Y EQUIPO
e Cal para limpieza de jaulas
e Hisopos, guantes estériles
e Medio de transporte

e Placas petri, Agar salmonella shiguella

15



Matraz. Rejilla metalica, soporte metélico, mechero, agua
tamponada.

Horno, estilete.

Jeringas y agujas descartable,

Equipo quirdrgico

Camara fotografica

Lapicero, hojas bond,

Marcadores. Jaboén, toallas, cubre bocas.

16



3.3.

METODOS DE ANALISIS

El presente trabajo consistié en una investigacion tipo experimental,

se analizara los titulos con el método de ELISA, mortalidad con el

método de la observacion.

3.4.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.4.1 METODOLOGIA

Todos los animales tuvieron el mismo manejo, alimentacion y
sanidad. Los animales se distribuiran de acuerdo a los
tratamientos, se les infectara (inoculara salmonella
tiphymurium) para ello nos aseguraremos que el animal este
sano realizando el hisopado de recto y cultivo de heces para
S. typhimurium Para luego después de presentar los primeros
sintomas antes mencionados; se inicie con los tratamientos.
T1: Sin Vacuna para salmonella tiphymurium con 10
repeticiones.

T2: Con Vacuna para samonella gallinarum con 10

repeticiones.

17



Protocolo de vacuna

Desafi Numero de
Grupos: Identificacién | Vacuna o animales/grup
o
Tratamiento
1* Control No Sl 15
Tratamiento 2 Placebo ADJUVANTE Sl 15
TOTAL 30

Identificacion
de cada animal

1-15
16-30

*Este tratamiento fue eliminado del analisis por presentar titulos de
anticuerpos posiblemente debidos a una vacunacién que no le
correspondio, dichos titulos se presentan en los gréaficos de
resultados de ELISA.

Toma de muestras, Segun cronograma

s B
B | \r
esaf

ol 1 ! ™. ] : e 5
- s
S S

Dia 0 10 13 30 33 39 43 46
Fecha 28/7 7/8 10/8 | 27/8 | 30/8 6/9 | 10/10 | 13/10
Vacuna
(tratamiento °
Vacuna

°

Desafio (2) ) °
Sangre suero ) ° ) ) )
Heces /
Hisopados ° ° ° ° °
Rectales
Hisopado arrastre ° ° o ° °

TiTULO VACUNA: 3 x 107 UFC/ml
DOSIS DE DESAFIO: ler: 107 UFC/ml
2do: 10° UFC/ml

18



Microbioldgico: Material para hisopado de arrastre, frascos estériles para
colecta de heces, hisopos estériles para hisopados rectales.

Cuadro n°6 Recepcion de muestras serolégicas:
Muestras de sangre:

Dia 0 Dia 13 Dia 30 Dia 43 Dia 46
(28/10/19) | (10/11/13) | (27/11/13) | (10/12/13) | (13/12/13)
(ex — control) n=15 n=>5 n==6 n=9 n=8
1 dosis n=15 n=>5 n==6 n=10 n=9
TOTAL 30 10 12 19 17

3.4.2. MUESTRA
n =Z2DE?/d? n= 1.962(10)%/52= 15
Z (95%)
DE-= diferencia de las medias
d= precision (5%)
15 por tratamiento
3.5. DISENO EXPERIMENTAL
Los animales de prueba fueron distribuidos siguiendo un protocolo
de un disefilo completamente al azar (DCA); que consistira en
dividirlos en 3 tipos de tratamiento y 7 repeticiones. Teniendo un

total 21 animales (cobayos) en prueba experimental.

3.6. VARIBLES
3.6.1. VARIABLE INDEPENDIENTE
Vacuna

3.6.2. VARIABLE DEPENDIENTE

19




Mortalidad, titulos

3.7. ANALISIS ESTADISTICO
Se aplica la suma total, promedio, desviacion estandar de las

medias. Ademas, se hara la prueba de chi cuadrado.

20



IV. RESULTADOS
4.1. Titulos alinicio

Lecturas de titulos de anticuerpos

Dia 0
-ll-'
4 L
|
a 27
- A
Z 14
I.l
l'.-.
I]-
Conmod Placa 1 |5
14

4.2. Titulos después de vacunacion 13 dias

D 13
4+
13- ! ns
24
2
= 4 -
&
e &
0
Confral Flaesbo 1dosls
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4.3. Titulo de anticuerpos

Dia 46
4-
o ahinininl & R i )
3
[~
-
g2 *
=
.1_
) T T T
Contra Place bo 1 00sl 6
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V. DISCUSION

La salmonelosis es una zoonosis ocasionada por microorganismos del género
Salmonella, diversos estudios realizados en cuyes reportan a S. Typhimurium
como el serovar detectado con mayor frecuencia, y ocasionalmente otros
serovares como S. Enteritidis (Ameghino, 1968; Ramirez, 1972; Bustamante,
1993; Garmendia et al.,, 2000), identificados tradicionalmente mediante
pruebas bioquimicas y seroldgicas que demandan de mayor tiempo y
dificultan la toma de decisiones para el control de la enfermedad. Por ello, el
presente estudio tuvo como objetivo identificar los serovares Salmonella
Typhimurium y Enteritidis a partir de cepas de Salmonella spp aisladas de

cuyes con salmonelosis mediante la técnica de PCR multiple

23



VI. CONCLUSIONES

1. La vacuna oleosa contra Salmonella typhimurium mostré porcentajes de
proteccion de 64% y 83% en los cuyes con 1 dosis de vacuna
respectivamente; mientras que el grupo placebo presenté mortalidad que
ascendi6 al 85%.

2.-Los titulos de anticuerpos medidos por el método Elisa fueron
significativamente mayor en los grupos vacunados.

3.- En base a estos resultados se puede considerar a la vacuna como una
buena alternativa para la prevencion de Salmonelosis en cuyes, comparada
con las formas actuales de control, basadas en promotores de crecimiento
(antibidticos) que generan resistencia y presentan nivel residual en carne,
gue repercute en la produccion debido a los requerimientos para el

consumo humano tanto nacionales como internacionales.
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VILRECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados y conclusiones del trabajo se recomienda lo

siguiente:

1. Evaluar en un siguiente experimento, el empleo de una vacuna
saponificada, para comparar los niveles de proteccidon respecto a la
vacuna oleosa.

2. Evaluar La vacuna de Salmonella en conjunto con una vacuna contra
Bordetella bronchiseptica, que se conoce que también ocasiona
grandes pérdidas en la produccion de cuyes. Dicha evaluacion
también podria realizarse en un experimento futuro.

3. Recomendar la evaluacién de inmunidad celular.
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