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RESUMEN

CHAPERO TOVAR ESMERALDA: Ider\uiﬁcacién de Salmonella enteritidis mediante el
use de pruehas seroldgicas y bactericlégicas en huevos comerciales. (Bajo la direccion de:
MVZ, MC Rubén Merino Guzmin, MVZ, MC, Dra. Odette Urquiza Bravo).

La salmonelosis aviar es una de las enfermedades con mayores repercusiones en la industria
avicola y puede ocasionar problemas de salud piblica {(zoonosis). Su agentz causal es
Sulmonella, y el serotipo que ocasiona paratifoideas en el humano es Saimonelia enteritidis
serotipo enteritidis (Se ser E). Se¢ menciona como uno de los principales vectores de
transmisién al huevo grado A. En este trabajo s llevé a cabo el aisiamicnto bacteriano como
prueba de rutina para la identificacién de Se ser E, asi como la deteccidén de anticuerpos por
medio Aglutinacién en placa (AP), Microaglutinacion (MA) ¥ ELISA, con I3 finalidad de
poder establecer cual de las tres pruebas en combinacion con el aistamiento puede hacer mis
eficiente el diagndstico. El tamafio de la muestra fue de 180 huevos para plato (130 de |a
central de abastos y 30 del mercado de Chalco). El aislamiento bacterano se realizé a partir
de muestras de cascardn y yema. No se aislé ningiin tipo de Safmoneila, sin embargo se aisld
E. coli y enterobacter cloacae, bacterias que muy probablemente provienen del medio
ambiente. Las pruebas serolégicas se realizaron a partic de muestras de yema.: La AP fue
negativa en todas las muestras evaluadas, la MA detectd 0.56% de casos positivos, mientras
que ELISA detectd 7.8% de casos positivos. Se realizd la prueba de ° para determinar que
tan significativos fueron los resultados obtenidos por Mlicroaglutinacion y ELISA,
obteniéndose una significancia estadistica del P < 0.001. Puede concluirse que la prucbha
ELISA en combinacidn ceon el aislamiento bacteriano puede ser de gran utilidad para el

diagnostico de Safmonella enteritidis.

Palabras cluve: Salmonelosis, Safmonella enteritidis ser enteritidis, Aglutinacién en placa,

Microaglutinacidn, ELISA.
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IDENTIFICACION DE Safmoneila enteritidis MEDIANTE EL USO DE PRUEBAS
SEROLOGICAS Y BACTERIOLOGICAS EN HUEVOS COMERCIALES.

INTRODUCCION

Durante los dltimos afies la avicultura se ha convertido en un ejemplo de eficiencia
productiva, ésto se debe en gran parte a la rapidez del ciclo de vida de las aves yvala
facilidad de manejar un gran nimero de éstas en un espacio reducido (£). Las aves
son ua factor importante en la transformacion de proteina vegetal a proteina animal
en el sector pecuario, donde se obtienen conversiones alimentarias de 2 kg de
alimento por kg de came producida y pesos corporales de 2.5 kg a las 7 semanas de
edad, por lo que estd al alcance de la poblacion obtener proteinas de origen animal a
un bajo costo (2), sin embargo, el alcanzar estas metas ha requerido forzar el
organismo de fas aves de una manera constante, lo cual ha implicado la
predisposicion a la presentacién de enfermedades diversas como la infeccion del saco
vitelino, sindrome ascitico ¥ salmonelosis entre otras {1). Por lo anterior debe
llevarse a cabo un programa de sanidad efectivo, planeado de manera vertical, el cudl
debe incluir cada uno de los eslabones de la produccisn como son: progenitoras,

reproductoras, incubaduras y granjas comerciates de postura (1).

Segiin la Norma Oficial Mexicana de la Camparia Nacional Contra [a Salmonelosis
Aviar, €sta es una de las principales enfermedades infecciosas que afectan
gravemente a la industria avicela mundial, ocasionando enormes pérdidas
economicas a las industrias del pavo, pollo de engorda y huevo (3).Una estimacion
cita pérdidas econdmicas a la industria de los Estados Unidos por infecciones

paratifoideas en aproximadamente 77 millones anuales (10).




Esto se debe principaimentz a la contaminacién de huevo y came con Safmonelia
enteritidis (SE) y a la difusidn que se ha dado de que algunos fagotipos pueden

transmitirse a través de huevos para consumo al humano (Zoonosis) (4, 5).

Aunque la principal fueate de contaminacion del huevo es el medio ambiente en el
que es puesto, el oviducto y la cloaca pueden verse tambiér implicados (1,4,6,7,8).
La contaminacién puede darse en forma directa, después de la puesta e incluso
cuando las aves defecan sobre los huevos, vy en forma indirecta cuando los huevos
recién puestos entran en contacto con superficies contaminadas como el nido
(1,4,6,7,8), por lo cual es vital la produccidén de huevo incubable libre de

contaminacién fecal para fa prevencion de infecciones clinicas paratifoideas 4).

Las aves domésticas de ma}-'.or edad expuestas a SE, pueden estar afectadas de
diferente manera: 1) la bacterta puede eliminarse a través de sistema digestivo, puede
colonizar intestino y multiplicarse, por lo que el ave se convierte en un poriador
sano; o finalmente, 2) puede cruzar la pared intestinal e invadir otros tejidos internos.
Aungque el ave se muestre sana, transmite el organismo via sistema reproductor {11).
Salmorella spp puede colonizar tracto reproductor de la gailina e infectar el

contenido del huevo, mientras se va desplazando a través de ste (11).

En los Estados Unidos de Norteamérica aproximadamente 40,000 casos de
salmonelosis en humanos son reportades anualmente al Centro para el Control de
enfermedades (CDC por sus siglas en inglés) en Atlanta Georgia y en un estimado
de 2,000,000 de casos, 2000 cursan con muerte. La estadistica hecha por el CDC de
1973 a 1984 muestra que ei pollo estuve relacionado en solo 3% de los casos de
salmonelosis, mientras que la came de ternero se asocid en un 19%%, cerdo 7%,

productos licteos 6% v pavos 9% (10).




De 1979 a 1987 la proporcion de aislamientos reportados de Safmorella Spp en
humanos fue: Espafa 22.1-68.2%, Inglaterra  (6.3-33%), Escocia (5.640.9%%),
Argentina (0.2-55.6%) y Brasil (0.4-9.2%) (12).

Algunas fuentes afirman que durante el afio de 1987 en México, los casos de
paratifoidea humana ascendieron a 68,423 (13), para 1991 éstos se habian
incremeniado a 104,105 casos (14). Segin el INDRE para el afio de 1994 eran
100,342 casos, pero par el afio de 1998 éstos aumentaron a 215,155 casos (11). Sin
embargo, en Mexico no estd confirmada la asociacién en el consumo de huevo con

los brotes de salmonelosis reportados en humanos (4,5,12)

En Meéxico, de los aislamientos de Safmonclia spp realizados entre 1994 y 1998, el
64.9% correspondieron a muestras de origen humano y el 35.1% fueron de origen no
humano {alimentos, agua ¥ ambiente). De estas muestras de origen no humano, el
51% correspondid a alimentos preparados, el 23% de camicos (jamén, longaniza,
chorizo, queso de puerco, ete.), 22% a came molida de res, pollo, pescado, el 3% a

lcteos y 1% a huevo (lresco y en polvo) (11).

Una vez que la persona consume una fuente contaminada de alimento, el perodo de
incubacién de SE es de 2 a 72 horas y {a entermedad puede durar de 4 2 {0 dias. Los
sintomas incluyen diarrea, fiebre, dolor de cabeza, calambres abdominales y vomito.
La severidad de la enfermedad resultante depende de varios factores como son edad,
salud general, cantidad de salmonelas ingeridas entre otras (11,15). Las personas
susceptibles a SE son principalmente nifios, ancianos e individuos immuno-
comprometidos, llegando a provocar la muerte en aquéllos que ticnen un sistema
inmunitario debilitado (16,17} Algunos de los principales factores que contribuyen
a las infecciones son la coccidn inadecuada y la falta de refrigeracidn de los

alimentos (18).
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En humanos hay dolor abdeminal, diarrea, vémito, dolor de cabeza, escalofrio ¥
fiebre en las 6 a 96 horas posinfeccidn y en algunos casos, muerte sobre todo en
pacientes muy susceptibles y pacientes inmunodeprimidos aunque esto depende del

fagotipo involucrado (17,22).

Los signos clinicos en las aves dependen de la especie de Safmonelia involucrada. En
el caso de 8. pullorum los signos clinicos son: apatia, deshidrataci6n, diarrea blanca,
altz mortatidad, panoftalmitis, plumas erizadas, se agrupan, bajo peso, disminucién
de la produccion de 1 al 20% y crecimiento teducido. Las lesiones gue pueden
encontrarse son inflamacidn crénica degenerativa en ovario, salpingitis, desarrollo de
pericarditis, enteritis catarral, orquitis y neumonia supurativa focal (5,19).
Salmonella  gallinurun  provoca en  aves jovenes: apatia, somnolencia,
deshidratacidn, empastamiento cloacal, depresidn, ceguera, diarrea, alta mortalidad;
las aves que sobreviven pueden presentar aumento de leucocitos y pobre crecimiento,
En aves adultas, la produccidn se reduce hasta un 30%, existiendo deshidratacién,
anorexia y cianosis de la cresta y las barbillas. Las lesiones que pueden llegar a
producir son: hepatomegalia, esplenomegalia y necrosis multifocal en higado, rifion
¥ bazo; asi como, focos de necrosis en miocardio ¥ coloracion bronceada en higado,
bazo, pulmén y corazén (19, 20,21). En el caso de las aves infectadas con
Sulmonella enteritidis, los signos clinicos no son especificos; sin embargo, en los
pollitos de | a 4 semanas de edad hay mayor susceptibilidad y la monalidad puede
llegar al 20 %, especialmente cuando se trata del fagotipo 4. Existe retraso en el
crecimiento, poca ganancia de peso, decaimiento y muerte. En gallinas no se
observan signos, pero puede haber una reduccién en la produccion de huevo. La
muerte puede ocurrir sin ninguna muestra de enfermedad y algunas veces pueden
llegar a la madurez y vivir sin ninguna signologia clinica. Las aves que no mueren
quedan comno portadoras sanas, lo cual es muy importante sobre todo si la infeccion

se da en reproductoras ya que la infeccion puede transmitirse faciimente a la

progenie (11,17,22).




En el proceso se pueden observar esplenomegalia, hepatomegalia, enteritis, onfalitis
y peritonitis. En pollos de 2 2 3 semanas hay panoftalmitis, pericarditis ¥ a veces
tiflitis (17,23,24,25).

La salmonelosis disminuye la produccién, el indice de conversién alimenticia, fa
fertilidad ¥ la incubabilidad, por lo cuil los gastos en tratamiento ¥y vacunacion

ocasionan pérdidas econdmicas importantes para la produccion avicola (4,18).

Género Sufponeilu

El género Salmonella pertencce a la familia Enterobacteriaceae, fue descrito por
primera vez en 1880, y comprende mas de 2400 serotipos (26), de los cuales, hay 2
inméviles: Sidmonela gatlinarum (Sg) y Salmonella pullorwm (Sp), el resto son
méviles. Son organismos Gram negativos, bacilos no esporogénicos; miden 0.4 — 0.6
X |-3 pm ocasionalmente forman filamentos cortas; son considerados pardsito

intracelulares y anaerobios facultativos (3,10,19).

Las colonias tipicas en cultivos de agar son redondas, escasamente elevadas y
briflantes con bordes lisos, generalmente de (-2 mm de didmetro dependiendo el
grado de dispersidn en las placas. Casi nunca fermentan la Jactosa o la sacarosa,
forman acido sulthidrico y a veces gas a partir de glucosa, suelen producir H;S, no
forman indol y no desaminan la fenilalaninz. No poseen cdpsula, salvo algunos
serotipos paidgenos como es el caso de §. fphi (St): no requieren elementos
nutricionales complejos para desarrollarse. Su rango de temperalura de crecimiento
es muy amplio (6.7°C a 43.6°C} y su pH medio se aproxima a la neutralidad optima
6.5 2 7.5 (5,10,11).



Son resistentes a la congelacién en agua, la luz solar, la desecacion ¥ a ciertos
agentes quimicos, como el verde brillante, el tetrationato sédico y ¢l desoxicolato
sodico, tales compuestos inhiben a los bacilos coliformes, por lo cudl son dtiles para

el aislamiento de Salmonelia spp (19).

Actualmente se adopta la terminologia ¥ esquematizacion de antigenos somaticos y
flagelares realizada por Kauftfmann y White. En donde se menciona que las bacterias
de este género se clasifican conforme a sus antigenos: somdtico (0, fagelar (H) ¥
capsular (K) o antigenos “Vi", un antigeno capsular presente en la superficie de
algunas bacterias de este género como (St}, mas un posible antigeno F, derivado de

las proyecciones filamentosas denominadas fimbrias (27).

Desde el punto de vista epidemioldgico las salmonelas se clasifican en tres grupos: el
primerc formado por Salmoenella tphi (S) vy Salmonella paratyphi  (SP1)
respectivamente, las cuales infectan al hombre y se propagan en forma directa o
indirecta por medic de alimentos o agua contaminada. El segundo incluye
serovariedades adaptadas al huésped en especies particulares de verlebrados, por
ejemplo: Sg ¥ Sp en aves, Salmonelia dublin en ganado vacuno ¥ Salmonella choleraz
suis en cerdos. El tercer grupo formado por ias demds serovariedades de Satmoneita, sin
tzger preferencia alguna por el hudsped que infectan, ya sea hombre o animales
(5.19,23,25,26). Algunas fuentes mencionan que los serolipos patbégenos para los animales
afectan en menor grado al hombre, excepto con Sufmonelia enteritidis, la cudl se transmite

de manera horizontal entre el hombre ¥y los animales. (27,28.29)




PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Debido al interés que se ha despertado a partir de la contaminacién de productos
avicolas (carne y huevo), los cuales pueden derivar en infecciones en los
consumidores, la legislacién nacional e internacional estd introduciendo constantes
evaluaciones tantc microbioldgicas como seroldgicas en las aves, con la tnica

finalidad de prevenir, controlar y erradicar esta enfermedad {16,30,31).

Gracias a la Camparia Nacional de erradicacion y control de Pullorosis y Tifoidea
Aviar, en México se fueron reduciendo los casos de salmonelosis causados por
salmonelas inméviles, hasta lograr que et 17 de Mayo del 2002, en el Diarie Oficial
de la Federacién fuera publicada la noticia de que el territorio mexicano se

encontraba libre de 8. Pullorium.{11).

La Campaiia Nacional de control y erradicacion de Salmonelosis Aviar se enfoca
directamente a Pulorosis y Tifoidea Aviar tanto en progenitoras como en
reproductoras, granjas de pollo de engorda, postura comercial, aves de combate ¥
otras, mediante pruebas bacterioldgicas de érganos, polvo de nido, cama, zallinaza,
agua y alimento, asi como de pruebas seroldgicas para la deteccion de anticuerpos
(Ac) contra Sg y Sp (3). Con respecto a SE no existe una regulacion como tal, atin
cuande se ha observado un aumento en la presentacidn de casos de paratifoideas en
humanos. Es por ésto, que las medidas establecidas en esta campaiia pueden ser

aplicadas para el control de este agente,



Aunque |2 Norma Oficial Mexicana de la Campafia Nacional Contra la Salmonelosis
Aviar sugiere como pruebas oficiales para la Campaiia la Aglutinacién rapida en
placa (AP) con sangre completa y la prueba bacterioldgica para el aislamiento e
identtficacion de S. puflorum y S gallinarum, se ha podido observar que la
microaglutinacidn (MA) y la prueba ELISA pueden ser una herramienta (til para el

diagnéstico (1,3,16).

Aglutinacién en placa (AP) es una prueba cualitativa que incluye la mezcla de suero
con antigeno apropiado. Prueba sencilla que debe ser tormada como prueba inicial o
de escrutinic ya que si se detecta positividad, deberin iniciarse pruebas con
diluciones y el aislamiento del agente etioldgico. Por medio de esta prueba se pueden
detectar inmunoglobulinas IgG. Tiene como ventajas para el diagnéstico: 1) el corto
tiempo entre la adicién de anticuerpos al antigeno, por lo que los resultados se
obtienen inmediatamente, 2} las pruebas son menos afeciadas por situaciones como
el exceso de anticuerpos o el exceso de antigeno que pueda producir una reaccién
falso negativa (altamente especifica) (1,9). Sin embargo las pruebas de AP son poco
sensibles y es frecuente encontrar un cierto porcentaje de reactores falso positivos ya

que este antigeno puede reaccionar con otras bacterias; como por ejemplo E. coli

{29,34).

Las pruebas cualitativas positivas como es el caso de la AP se emplean como pruebas
de presuncién mientras que las pruebas cuantitativas como la microaglutinacion
(MA) y ELISA funcionan como pruebas confirmatorias (29, 32). Se hace uso de la
AP y de la MA para detectar aves portadoras de Sp y Sg; sin embargo, la prueba de
MA es preferida por el ahorro de tiempo, espacio ¥ costo, ademds de ser, quizas, Ia
mejor prueba para confirmar la presencia de reactores positivos y de esta manera

proceder con certeza a la eliminacidn de las parvadus infectadas (33).
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Para la AP y Ia MA se utilizan antigenos preparados a partir de Sp, por su
sensibilidad para detectar a las aves infectadas con S. puflorum, S. gallinarum v §.
enteritidis. Esto se debe a que estas tres serovariedades de Salmonella tienen en

comlin el antigeno somdtico “O” (29, 34).

La prueba ELISA (por sus siglas en ingles Enzyme Linked [mmunosorbent Assay)
es una prueba con mucha demanda que permite llevar un perfil serolégico de las
parvadas. Es altamente sensible pero poco especifica, rdpida, barata y puede
utilizarse para el diagnéstico de précticamente cualquier enfermedad. Su utilizacion
es aceptado en programas de prevencion de enfermedades, ya que los sistemas de
inmunizacién estin basados en el conocimiento de los anticuerpos maternes de tas
aves, en las respuestas de inmunizacion y en el campo de los inmunosupresores y de
los patdgenos respiratorios (35). La adopcion universal de esta técnica se atribuye a
las ventajas pricticas asociadas con el sistema. Los paquetes para diagnéstico en el
ambito comercial ofrecen extrema sensitividad, reproductividad y especificidad para

deteccién de anticuerpos. (35)

Durante los Gltimos afios se han tenido progresos en la deteccion de anticuerpos
contra diferentes agentes. En el caso de Safmownella, los métodos seroldgicos que
actualmente se realizan son aquéllos que se basan en la  produccién de IgG
circulante, asi como los que detectan anticuerpos contra SE, ST, incluse S. arizonue,
S. berta, 8 gallinarum y S. pullorum (16). Por otro lado, se ha observado que la
prueba ELISA puede ser til tanto para el diagnodstico como para estimar el grado de
proteccion de aves en campo por contaminacion con Salmonellu nphimurium,
Sulmonella enteritidis y Salmonella galiinarum | Salnonella pullorion, ya que es
prictica, sensible a la deteccidn de anticuerpos, econdmica y facil de realizar
(16,30,31). Sin embargo, los resultados varian dependiendo de la calidad del
antigeno ¥ de su manejo. Gast (1997), encontrd esas diferencias entre los resultados
cbtenidos y las preparaciones de los antigenos, en aves infeciadas con las diferentes

variantes de Sp.



A pesar de que los sistemas de ELISA para uso en avicultura han sido diseiiados pam
examinar suerc, estos sistemas también se han empleado para detectar anticuerpos en
yema de huevo. El uso de muestras de yema ofrece muchas ventajas en comparacién
con ¢! suero, la mds importante es la capacidad de recolectar las muestras sin
comprometer la seguridad de la parvada. Una desventaja de tomar muestras de yema
comparada con el suero es la preparacion de la muestra para la deteccidn de
anticuerpos {36). Al respecto, Mohammed (1986} observo que los anticuerpos se
agregan a! dvulo en vias de desarrollo en los circulos concéntricos del epitelio
folicular, por lo cual no se distribuyen uniformemente a lo large de la yema, por lo
que es necesario el uso de procedimientos especiales que ayuden a que los
anticuerpos se distribuyan uniformemente por medio del mezclado. Se han deserito
varios procedimientos que distribuyen uniformemente los anticuerpos a lo largo de la
yema, entre estos procedimientos se encuentran la concentracion de los anticuerpos
por extraccidn con cloroformo, sulfato de amenio y precipitacion de propilen glycol
¥ centrifugacion. Sin embargo, estos métodos son laboriosos y no muy pricticos pam

¢! diagnostico. (36)

El uso de la yema de huevo en sustitucién del suero se ha llevado a cabo en
experimentos donde se involucran distintos agentes tanto virales como bacterianos
con resultadus satisfactorios y sin que esto afecte a la prueba (16,34,38); entre éstos,
se encuentra el virus de la enfermedad de Newcastle (VENC), el virus de Bronquitis
infecciosa (VBI), el virus de la Infeccién de la bolsa de Fabricio (IBDV), Sindrome
de baja Postura (EDS), reovirus, dvcoplasma gallisepticn (Mg), ¥ Salmonelia
enteritidis entre otras (36,38).



En un estudio realizado por Garcia (1996). de 95 cepas de Salmonelia spp mavil
aisladas a partir de aves doméslicas, el 78.93% de los aislamientos resultd positivo a
las pruebas de serotipificacién identificindose como S enteritidis serotipo

enteritidis, lo cudl confirmé la presencia de este agente en México (3).

El diagndstico oportuno de las paratifoldeas permitird tomar medidas necesarias ¥
pertinentes para establecer y llevar a cabo un programa de control y erradicacion
(3)- Para esto se han usado con mayor frecuencia métodos de diagndstico para su
identificacion y estudios para conocer su transmisién y patogenia (5). Sin embargo, a
pesar de las medidas que se han adoptado para el control de la salmonelosis, existen
factores que limitan esta tarea, como son: 1) dificultad para el diagndstico ¥ para su
ripida deteccion, 2) el aislamiento bacteriano es considerado como la inica garantia
dagnéstica, 3) la existencia de variabilidad y errores en las pruebas serodiagnésticas,
4) evolucion asinlomitica o sin mortalidad de fa enfermedad, 5) difusién ¥
transmision errdtica de la misma y 6) dudosa efectividad de las vacunas existentes

(39).

Debido a lo antes expuesto es importante realizar constantes evaluaciones tanto
serolégicas como microbioldgicas en las aves, con la finalidad de diagnosticar
oportunamente para asi prevenir, controlar y erradicar la presentacion de
paratifoideas por considerarse un problema de salud piblica. Para esto es necesaric
contar con prucbas seroldgicas elicientes, que ayuden al diagnéstico de la

enfermedad.



OBJETIVO GENERAL

Hacer uso de las pruebas de Aglutinacion en placa {AP), Microaglutinacidn (MA) ¥
ELISA para detectar anticuerpos contra Sa/monella enteritidis en yema de huevo

comercial, en conjunto con ¢l aislamiento bacteriano para el diagnostico de
paratifoideas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la presencia de Seimonella enteriticis en huevos para consumo humano

mediante el aislamiento bacteriano.

Evaluar diferentes pruchas seroldgicas (AP, MA Y ELISA), parz detectar

anticuerpos contra Salmonella enteritidis en muestras de yema de huevo comercial.

HIPOTESIS

De las pruebas seroldgicas utitizadas, la prueba ELISA en combinacién con el

aislamiento bacteriano pueden hacer mds eficiente el diagnostico de Salmonella

enteritidis.
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MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DFE. LAS MUESTRAS

Se utilizaron 180 huevos: 150 fueron obtenidos en ta Central de abastos de {a Ciudad
de México de distintos distribuidores. De igual manera se consiguieron 30 en el
mercado popular de Chaleo Estado de México.

Los huevos fueron transportados al laboratorio de bactericlogia del Departamento de
Produccion Animal: Aves de la Faculiad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM..

MUESTREO EXTERNO

Para realizar el aislamiento bacteriano, tomando como base la metodologia
establecida por Gentry (1972) ¥ Castafieda (1993), con las siguientes modificaciones:
a) para el muestreo externo de cascardn se incluyd membrana externa y membrana

interna, b) fa prueba fue cualitativa.

Todas las muestras fueron procesadas bajo condiciones de esterilidad. Cada huevo sa
identifico con un nimero. Se colocaron en bolsas de pldstico individuales,
empledndose guantes de hule para evitar contaminar el cascardn con las manos. Cada
huevo se lavé en 9 ml de Solucidn Amortiguadora de Fosfatos (PBS) durante 3

minutos.



De cada lavado se obtuvo | m! de solucion y se depositd en tubos con 9 ml de caldo
tetrationato' (CTT). Posteriormente los huevos se secaron con toallitas de papel, se
rociaron con alcohol al 70% y se abrieron con tijeras y pinzas estériles. Se tomo un
fragmento de cascardn de aproximadamente 0.1 g que incluyé membrana externa e
interna y se afiadio a los tubos que contenian el lavado del cascardén v el CTT. Los

tubos se homogenizaron y fueron incubados durante 18 horas a 37°C.

Después de la incubacidn, se tomé una asada a partir del CTT de cada tubo v se
sembrd en cajas de Petri que contenfan Agar Mc Conkey (McCY, Agar de Sova
Tripticaseina (TSA)® y verde Brillante {VB)’, las cajas se incubaron durante 18 horas
a 37°C. De las colonias sospechosas se realizd el aislamiento en cultivo puro, para su
posterior identificacién mediante pruebas bioquimicas: Citrato®, Urea®, Agar de
Hierro y Lisina (LIA)", Agar de Hierro Tres Azucares (TSI)? ¥ la prueba de Azulre,
Indol y Motilidad (SiM}'. ]

MUESTREO INTERNO

De cada huevo se tomaron 2 ml de yema, | ml se deposité en tubos con 9 ml de CTT,
se homogenizaron y se incubaron durante 18 horas a 37°C. Posteriormente se sembro
una asada de CTT en los medios sélidos ya descritos para el muestreo externo.

El otro milifitro se dividié en 0.5 m! para la prueba ELISA y 0.5 ml para aglutinacion
en placa ¥ microagiutinacion, cada muestra se mezcld en 0.5 ml de PBS y se

mantuvieron bajo congelacion v refrigeracion respectivamente hasta su uso.

' DIFCO. Laborutories Draroit bIL 48232-7058 LSA

* Bivxon de México $.4 de C.V
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ELISA

Se empleo un paquete comercial’ sensibilizado con lipopolisacarido de Salmenellu
enteritidis, la prueba se realizo conforme a las especificaciones del fabricante. La
densidad 6ptica (absorbancia) del color desarrollado en la microplaca se leyd a 403
nm de longitud de onda con un lector de ELISA®. Los resultados fueron interpretados
conforme a una formula de regresion lineal simple en la que se tomé como referencia
el logaritmo base 10 de la positividad de cada muestra. Los rangos que se utilizaron
para interpretar los resultados fueron: Titulos de 0 a 749 = negativos; de 750 a 1793

= sospechosos y > a 1796 = positivos.

Aglutinacion en placa

En una placa de acrilico se coloco 0.1 m! de cada muestra de yema diluida 1:2 en
PBS, posteriormente se les agregd una gota de antigeno K polivalente de Sa/monella
pullorun’’ . Se mezclaron por movimientos rotatorios suaves ¥ se incubaron durante 2
minutos a temperatura ambiente (40). [nterpretacion de los resultados: Positiva, si la
aglutinacion (formacion de grumos) suave o fuerte, aparece entre los cero ¥ noventa
segundos, después de realizar la mezcla; sospechosa si la aglutinacién aparece entre
90 y 120 segundos, después de realizada la mezela, y negativa, si la aglutinacidn

aparece después de 120 segundos de realizada la mezcla (3).

* Biovet, Loborstores. 5. exncritidis antibodies detectiva kit cat A 0 19 Saint Hyucinth, Canada.
! Dinatech MR 65¢, Laboratorics Inc. Alexandria Virginia 22314
* VINELAND, Luboruories ol inmunogenetics, oo, Wew Jersey, 1103,



Microaglutinacién

Se utilizaron microplacas de 96 pozos fondo en U®, en las cuales se depositaron en la
primer columna de cada placa 200 ul de yema diluida 1:2 en PBS, a partir de la
siguiente columna se colocaron 100 pl de PBS, posteriormente se realizaron
diluciones dobles seriadas a partir de la dilueion 1:2 hasta la dilucién 1:64. Por
tltimo se colocaron en todos los pozos 100 ul de antigeno de S puflornm de
elaboracion local” diluido 1:8 en Solucicn Salina Fisiologica (SSF) fenolizada. Se
incubd en cdmara himeda durante 24 horas a temperatura ambiente. Pasade este
tiempo se interpretaron los resultados, para lo cual se tomé en cuenta la dilucion mas
alta en la que se formo aglutinacidn completa. Los rangos utilizados fueron: titulos
de 0 a 8 se consideraron negativos; titulos de 16 sospechosos y mayores o iguales a

32 positivos (40).

Los resultados obtenides por las tres pruebas seroldgicas, asi como los obtenidos en

el aislamiento bacteriano fueron interpretados con la prueba de x° .

El disefio experimental utilizado en este trabajo para el manejo de las muestras, se

encuentra esquematizada en la Figura 1.

* Falenn Decton Dickinson and company, Indianapolis Housten,
7 Depto. de Preduccisn Animal Aves de ks Focultd de Madicina Yeterinana y Zoolecnia Je lu UWAN]
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RESULTADOS

El aislamiento bacteriano demostrd ausencia de Salmonella enteritidis en todos los
grupos evaluados, tanto por muestreo externe coma intemo, no asi de otras bacterias,
siendo £ coli 1a bacteria mas aislada (70%) y Enterobacter cloacae (30%). Todos

estos aislamientos se dieron principalmente en cascaron.

La prueba de aglutinacién en placa dié como resultado ausencia de aglutinacion en

todas las muestras evalvadas.

En la figura 2, se muestran los porcentajes correspondientes a los casos positivos,
negativos y sospechosos que se obtuvieron en la prueba de microaglutinacion {MA).
Los titulos considerados como positivos fueron a partir de la dilucion 1:32. Dv las
180 muestras evaluadas el 73.6% fueron negativas, el 23.9% fueron sospechosas y el

0.3% positivas.

La figura 3, muestra la relacién porcentual de casos positivos, negativos y
sospechosos, identificados por ELISA. Los titulos considerados como positivos
fueron pocos, sin embargo, estos rebasaron por mucho el range de positividad
establecido anteriormente {>1796). De las muestras evaluadas el 7.8% fueron
positivas, el 13.9% fue sospechoso a SE y el 78.3% de las muestras resultaron

negativas’.

El cuadro 1, muestra un comparativo de los resultados obtenidos por las pruebas de
ELISA y MA interpretados por medic de la prueba de ¥* con la finalidad de
determinar la significancia estadistica existenle entre los resultados obtenidos por

ambas pruebas. La prueba determind una significancia estadistica de P < 0.001.

* Este porcentie fue oblenido tomundo como el 100% la contidad de muestras evaluadas.



DISCUSION

La salmonelosis aviar es una enfermedad infecciosa, que causa grandes
repercusionas econdmicas para la industria avicola de todo el mundo debido a ia
contaminacidn de huevo y carne por Safmonella y al incremento en la presentacion
de casos de paratitoidea humana (4,5). Esta enfermedad puede ocurrir ya sea en
forma subclinica o en forma clinica, siendo la primera quizi la mas frecuente e
importante. El organismo del ave hace poco por excluirla o eliminarla y es por esta
razon que se dice que las aves son “‘colonizadas”™ y no infectadas, provocando asi la
contaminacién del producto final, ya sea came o hueve. Ambas formas de

presentacidn son un peligro para la salud humana (16.30,31,41).

Se menciona que el fagotipo de Salmonella mias cominmente encontrado en aves
hasta antes de 1994 fue el 8, 13, y 13%, sin embargo, un examen a nivel nacional
realizado en 1996 por el Departamento de Salud en Canadi, concluyo que SE Pt 4
estuvo presente en huevos comerciales y por lo tanto, ks reportes en humanos

aumentaron {11,42).

Padron (1992), en un estudio de campo encontrd que el 12% de los huevos limpios
puestos en nidos habian sido penetrados y contaminades por diferentes bacterias. El
84% de los huevos contaminades tuvieron un rango de entre 1 y 20 bacterias por
huevo que lograron penetrar hasta la membrana intema. Los datos anteriores
coinciden con los obtenidos en este estudio donde no se aisid SE a partir de las
muestras de huevo evaluadas, sin embargo, se aislaron en la mayoria de los grupos,
Escherichia coli (70%) y Enterohacter cloacae (30%j, bacterias que muy

probablemente provienen del medio ambiente.
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En cuarto a la deteccion de Ac contra SE, se ha informado que anticuerpos
especificos obtenidos del suero  de gallinas infectadas, confieren titulos
refativamente altos posterior a la infeccion, ya sea natural o experimentalmente.
También pueden detectarse anticuerpos de SE en la yema de huevo de gallinas

infectadas, aunque los titulos altos son obtenidos mas lentamente (16).

En este estudio mds del 70 % de las muestras fueron negativas tanto por la prueba de

microaglutinacidén como por la prueba ELISA, sin embargo esta tiltima acorto el

rango de sospechosos.

Es importante mencionar que el obtener titulos altos (> 1796) en ELISA pueden ser
indicativos de exposicion a cepas de campo o bien empleo de revacunaciones. Por el
contrarto, titulos bajos {< 749} pueden ser sugestivos de una vacunacion primaria,

mala respuesia posvacunal o que no hubo exposicion a una cepa de campo (44).

Por otro lade, Chart ef af., {1990), encontrd diferencias entre los resultados obtenidos
por la aglutinacidn y aquellos obtenidos con ELISA en muestras de suero de uma
parvada infectada con SE. Estas difercncias consistieron en que de alzunas muestras
que fueron negativas por la prueba de aglutinacién, al realizarles la prucba de ELISA
se obtuvieron valores de Densidad Optica (DO) relativamente altos, mientras que
sueros que fueron positivos tuvieron DO bajas. Los resultados anteriormente
descritos fueron muy similzres a los obtenidos en este trabajo, donde todas las
muesiras fueron negativas por la prueba de aglutinacisn en placa. mientras que por la

prueba de ELISA obtuvieron titulos altos.
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Smith et al.,(1972). menciona que la aglutinacidn es mas precisa v mas sensible en
muestras de suero obtenidas en las fases tempranas de la infeccidn cuando los titulos
de [gM son mds altos. At asf esta prueba es reconocida por su baja sensibilidad y su
baja especificidad. Sin embargo al comparar la MA con los titulos obtenidos por
ELISA, se observaron grandes diferencias, debido a que, una muestra que en ELISA

fue positiva en la MA fue negativa

Con respecto a la preparacién de la muestra, Keck (1993), menciona que los
resultados en ELISA pueden variar dependiendo del método que se utilice para diluir
la yema, pues en su estudio empled un método de dilucidn simple sin ninguna mezcla
ni extraccién, obteniendo titulos mas bajos en la yema que los que obtuve con el
suerc. Por otro lado, Silim (1989) realizé un estudio similar, en el cual hizo un
comparativo eatre las muestras de yema y suero para detectar titulos de anticuerpos
de 4 virus aviares por ELiSA, mediante ia separacin. homogenizacidn y extraccion
con cloroformo en la yema. En dicho estudio se obtuvicron titulos de anticuerpos

mds altos en yema.

Al momento de realizar este experimento no se contaba con la informacida suficiente
acerca de lo que implicaba trabujar con yema de huevo, por lo que se diluyo

Unicamente con PBS.

Barrow (2000}, y Desmidt et of (1996). coinciden en que existen reacciones falso
positivas o reacciones cruzadas, debido a! uso de muestras muy diluidas, a una mala
eleccion en el kit o por 12 misma muestra de yema, la cuél contiene grasa que puede

interferir con los resultados.



]
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No obstante, las pruebas seroldgicas permiten el diagndstico de muchas muestras en
un dia, en especial ELISA que aunado a lo anterior es mds sensible a la deteccidn de
anticuerpos, ficil de realizar y econdmica lo que la convierte en una altemativa para

el diagnostico de Salmonella en combinacion con el aislamiento bacteriano.

Al realizar la prueba de ¥ se obtuvo una significancia estadistica de P = 0.0001, lo
cudl indica gue los resultados obtenidos en ambas pruebas son estadisticamente
aceptables, pues el margen de error debia ser menor o igual a P < 0.001. Como puede
observarse en el cuadro |. La prueba de MA detectd 435 muestras sospechosas,
mientras que la prueba ELISA detects 26. Por lo cudl se puede decir que la prueba
ELISA redujo los casos sospechosos clasificandolos en positivos o negativos. Lo

anterior s muy importante si lo que se busca es una mayor confiabilidad en el

diagnostico.

CONCLUSIONES

A4

En este trabajo no se aisld S. enteritidis en ninguno de los huevos analizados.

\Y

Mediante ELISA, se obtuvo el 7.8 % de yemas positivas.

v

La Aglutinacién en placa fue negativa en todas las muestras.

‘1’

La MA obtuvo el 0.36 % de yemas positivas
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Figura {. Metodologia utilizada en el procesamiento de las muestras
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Figura 3. Relacidn porcential de los cases positivos,
pegalives y sospechosos, identificados en |a prueba de
FLISA

Cuadrol. Comparativo sobre los resultados cbtenidos en la MA y ELISA

MA
+ - ? Totat
JELISA + 0 12 1 13
- 0 102 39 141
? 1 20 5 26
Total 1 134 45 180
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