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RESU.'tIEN 

CHApERO TOV AR ESl>lERALDA: Tderili ficación de Salmone/la ente:rit idis med iante el 
uso de pruebas s.erológicas y bacteriológicas en hl1evOS comen:iales. (B'ajo la dirección de: 
MVZ, MC Ru!J¿n Merino GlJZJTIán, MVZ, MC, Ora. Odette Urquiza Bravo). 

La sal monelosLs aviar es una de las enfermed.:tdes con mayores repercusiones en la industria 

avicola y puede ocasionar problemas de salud piÍblica (zoonosis). Su agente causal es 

Su/mane/la, y el serotipo que ocasiona paratifoiJ~ en el humano es Salmanella enterilidís 

s.eroti po enteritidis (Se ser E). So.! menciona como uno de los pri nci pales vectores de 

transmisión al hue~'o grado A. En este trab:ljo se llevó a cabo el aislamiento bactmano como 

prueba de ruti na para la idenli ficación de Se ser E, así como la detección de antiClJerpos por 

medio Aglutinación en placa (AP), r-..ficroaglutinación (\-fA) j' ELlSA, con la finalidad de 

poder establ ecer cual o:k las tres pruebas en combinación con el aislamiento puede hxer más 

efic iente el di agnóstico. El tamafuJ de la mu~stra fue de 180 hue~'os para plato (150 de la 

central de abastos j' 30 del mercado de Chalco). El aislamiento bacteriano s.e realizó a partir 

de muestras de cascarón y yema. No se aisló ningún tipo de Salmonella, sin embargo se aisló 

E. coLi y enleroaacter cloacae, bacterias que muy probablemente provienen dd medio 

ambiente. Las pruebas serológicas se realizaron a partí r de muestras de yema.: La AP fue 

negativa en todas las muestras e"al uadas, la MA. delectó O .56~o de casos POSili;'os, rnlenlr3.S 

que EUSA detectó 7.8"·';' de casos positi vos. Se real izó la prueba de l.' para delennill1lr que 

tan signi ficali vos fueron los resulladus obtenidos por l>Iicroag!utill1lcián y ELlSA, 

obten iéndosc una signi ficaneia estadística del P < 0.00 L Pu~de eoncl uirse que b prueba 

ELlSA en combin.3c i,jn cor. el ai5bmien lo bacterianú pu~d~ S<!r de grnn uti I idad para el 

diagnostico de Safmonel/a enreritidis. 

P~bbMls eLlve: ~lmonelosLs, Salmonella enlaÍlidi,' ser enl<!ritidis, Aglutinación en pbca, 

Microaglutinación. ELlSA. 
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IDEJIIIIFICACIÓN DE Safnwne!ltJ I!nlerilidif MEOfANTI EL USO DE PRUEBAS 

SEROLÓGrCAS y BACTERIOLÓGICAS EN HUEVOS COMERCIALES. 

lNTRODUCCIÓ,'i 

Durante los últimos años la avicultura se ha convertido en. un. ejemplo de eticien.cia 

productiva, ésto se debe en gran parte a la rapidez del ciclo de ~ida de las aves ya la 

facilidad de m:lflejar un gran número de éstas en. un espacio reducido (1)- Las aves 

son un factor importante en la transtbrmación de proteílla vegetal a proteína animal 

en. el sector pecuario, donde se obtienen conversiones alimentarias de 2 kg de 

alimento por kg de carne producida y pesos corporales de 2.5 kg a las 7 semanas de 

edad, por lo que estJ. al alcance de la población obtener proteínas de origen animal a 

un bajo costo (2), sin embargo, el alcanzar estas metas ha requerido forzar el 

organismo ck las aves de una manera constante, lo cual ha implicado la 

predisposición a la presentación de enfermedades diversas como la infección del saco 

vitel ino, síndrome ascítico y sal monelosis entre otras (1). Por lo anterior debe 

llevarse a cabo un programa de sanidad etectivo, planeado de manera \'ertical, el cuál 

debe incluir cad;¡ uno de los eslaoones de la producción como son: progenitoras, 

reproductoras, incubador.lS y granjas comerciales de postura (1). 

Según la Norma Oficial Mexicana de la Campaña Nacional Contra la Salmonelusis 

Aviar, ésta es una de las principales enfermed;l(]es infecciosas que afectan 

gra vemente a la industria av íco la mundial, ocas ionando enormes pérd idas 

económicas a las industrias del pavo, pollo de engorda y huevo (3)-l¡na estimación 

cita pérdidas económicas a la industria de los Estados Unidos por infecciones 

paratitbideas en aproximadamente 77 millones anuales (10). 
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Esto se debe principalmente a la contaminación de huevo y carne oon Salmonella 

enlerilidis (SE) y a la difusión que se ha dado de que algunos fagotipos pueden 

transmitirse a través de huevos para conswno al humano (200110sis) (.J, 5), 

Aunque la principal fuente de contaminación del huevo es el medio ambiente en el 

que es puesto, el oviducto y la cloaca pueden verse también implicados (1,4,6,7,8). 

La contaminación puede dar>e en forma directa, después de la puesta e incluso 

cu;:u¡do las aves defecan sobre los huevos, y en forma indirecta cuando los huevos 

recién puestos entran en cDntacto con superficies contaminadas como el nido 

(1,4,6,7,8), por lo cual es vital b producción de huevo incubable libre de 

contami nación fecal par:! la prevención de in recc iones c lin ¡eas parati to kleas (4). 

Las aves domésticas de mayor edad expuestas a SE, pueden estar afectadas úe 

di f.:rente manen!: 1) la bacteria puede e \ iminarse a través de sistema d igesti ~'o, puede 

colonizar intestino y multiplicarse, por lo que el ave se convierte en un portador 

sano; o finalmente, 2) puede cruzar la pared intestinal e invadir otros tejidos irHemos. 

Aunque el ave se muestre sana, tr:Lnsmile el organismo vía sistema reproductor (ti). 

Salmonelln spp puede colonizar tracto reproductor de la gallina e infectar el 

contenido del huevo, mien Iras se va desplazando a Ira vés de éste (11). 

En los Estados Unidos de Norteamérica aproximadamente 40,000 casos de 

salmonelosis en humanos son reportados anualmente al Centro para el Control de 

enfermedades (COC por sus siglas en inglés) en Atlanta Ge-orgia y en un estimado 

de 2,000,000 de casos, 2000 cursan con muerte. La estadística httha por el CDC de 

1973 a \ 984 muestra que el pollo estuvo re lac ion~o en so lo 5%, de los casos de 

sa lmonelos is, m ientras que la carne de ternero se asoció en un 19'',(" cerdo 7%, 

productos lácteos 6% y pa~os 9% (10). 
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De 1979 a 1987 la proporción de aislam ientos reportados de Salmonello spp en 

humanos fue: 8paña 22.1..(j8.2%, Inglaterra (6.3-33%), Escocia (5.6-40.9%), 

Argentina (0.2-55.6%) y Brasil (0.4-92%) (12). 

A 19unas fuentes afirman que durante e 1 año de 1987 en México, los casos dI! 

paratifoidca humana ascendieron a 68,423 (13), para 1991 éstos se habían 

incremeniado a 10-+,105 casos (U). Según el INDRE para el año dt: 1994 erar! 

100,342 casos, pero para el año de 1998 éstos aumerltarorl a 215,155 casos (11). Sin 

embargo, en México no está confirmatla la asociaciór! en el consumo de huevo con 

los brotes de salmone losis reportados en humanos <-,,5,12) 

En ?-.Iéx ico, de los aislamientos de Salmonella spp real izados entre 1994 y 1998, el 

64.9"10 correspondieron J muestras de origen h!JmJrlo y el 35.1 % fueron de origen no 

hum:lno (alimentos, agua y ambiente). De estas muestras de origen no humano, el 

5 1 % correspond ió a alimentos preparados, el 23%, de cárnicos (jamón, longaniza, 

chorizo, queso de puerco, etc.), 22% a carne molida de res, pollo, pescado, el 3% a 

lácteos y 1 % a huevo (fresco y en polvo) (11). 

Una vez que la persona consume una fuente contaminada de alimento, el periodo de 

incubac ión de S E es de 2 a 72 horas y !J en fennedad puede du rar de 4 a 10 d ias. Los 

síntomas incluyen diarrea, fiebre, dolor de cabeza, calambres abdominales y vómito. 

La severidad de la enfermedad resultante depende dI': yarios factores como son edatl, 

salud general, cantidad de salmonelas ingeridas entre otras (11,15). Las personas 

susceptibks a SE son principalmalte niños, ancianos e individuos immuno

comprometidos, llegando a pro\'ocar la muertt: en aquéllos que tknen un sistema 

inmun irario dcbili tado (16,11). Algunos de los princ ¡pales factores que con tri huyen 

a las in fC'Cc iones son !J cocción inadecuada y la fal la de re frigeración de los 

alimentos (1 S). 
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En humanos hay dolor abdominal, diarrea, vómito, dolor de cabeza, escalofrio y 

fiebre en las 6 a 96 horas posinfección y en algunos casos, muerte sobre todo en 

pacientes muy susc.eptibles y pacientes inmunodeprimidos aunque esto depende del 

fagoti po invol ucrado (17,22). 

Los signos clínicos en las a,'es dependen de la especie de Sulmonella involucrada. En 

el caso de S. puflorum los signos clínicos son: apatía, deshidratación, diarrea blanca, 

alta mortalidad, panoftalmitis, plumas erizadas, se agrupan, bajo peso, disminución 

de la producción de l al 20% y crecimiento reducido. Las lesiones que pueden 

encontrarse son intlamación crónica degenerativa en ovario, salpingitis, desarrollo de 

pericarditis, enteritis catarral, orquitis y neumonía supurativa focal (5,19). 

SaJlIwl/e/la galliJwrum provoca en aves jóvenes: apalia, s.omnolencia, 

deshidratación, empastamiento c1oaca~ depresiórr, ceguera, diarrea, al ta mortal idad; 

las aves que sobrevi,'en pueden presentar aumento de leucocitos y ¡x¡bre crecimiento. 

En a,'es adultas, la producción se reduce hasta un 30"/~ existiendo deshidratación, 

anorexia y cianosis de la cresta y las barbillas. Las lesiones que pueden llegar a 

producir son: hepatomegalia, esplenomegalia y necrosis multifoca! en hígado, riñón 

y bazo; así como, focos de necrosis en miocanlio y coloración bronceada en hígado, 

bazo, pulmón y corazón (19, 20,21). En el caso de las aves infectadas con 

Sulllwl/e/la C!1/1erilidh, los s ignos clínicos no son específicos; si n embargo, en los 

pollitos de l a 4 semanas de edad hay mayor susceptibilidad y la mortalidad puede 

llegar al 20 'Yo, especialmente cuando se trata del fugoti¡x¡ 4. Existe retraso en el 

crecimiento, poca ganancia de peso, decaimiento y muerte. En gallinas no se 

observan signos, pero puede haber una reducción en la producción de hue,'o. La 

muerte puede ocurrir sin ninguna muestra de enfermedad y algunas veces pueden 

llegar a la madurez y ,'i,'ir sin ninguna signología clínica. Las aves que no mueren 

quedan como portadoras sanas, lo cual es muy illl¡x¡rtante sobre lodo si la infección 

se da en reproductoras ya que la infección pwde transmitirse racilmente a la 

progenie (11,17,22). 
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En el proceso se pueden obser,'ar esplenomegalia, hepalomegalia, enteritis, onfalitis 

y peritonitis. En pollos de 2 a 3 semanas hay panoftalmitis, pericarditis y a veces 

ti flilis (17,23,2-1,25). 

La salmonelosis disminuye la producción., el índice de conversión alimenticia, la 

fertilidad y la incubabilidad, por lo cuál los gastos en tr:Jtamiento y vacunación 

ocasionan pérdidas económicas importantes para la producc ión avícola (-1,18). 

Género Slllnwnellll 

El g':nero Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, fue descrito por 

primera vez en 1880, y .comprende mas de 2400 serotipos (26), de los cuales, hay 2 

inmóviles: SlIlmonela gallillarom (Sg) y &úmone/[a prlllorom (Sp), el resto son 

móviles. Son org:mismos Gram negativos, bacilos no esporogénicos; mH:len 0.4 - 0.6 

x 1-3 ¡..tm ocasionalmente forman tilamentos cortos; son considerados parásito 

intrace lu lares y anaerobios fucultati vos (5, I 0, 19). 

Las colonias típicas en culti~os de agar son redondas, escasamente elevadas y 

brillantes con bordes lisos, generalmente de 1-2 mm de diámetro dependiendo el 

grado de d ispersián en las placas. Cas i nunca fermentan la lactosa o la sacarosa, 

forman ácido sullhídrico ya veces gas a partir de glucosa, suelen producir HzS, no 

forman intlol y no desaminan la fenilalanina. No poseen cápsula, sal~'o algunos 

serotipos patógenos como es el caso de S. t)phi (St): no requieren elementos 

nUlricionales complejos para desarrollarse. Su rango de temperatura de crecimiento 

es muy amplio (6.7"C a 45.6°C) y su pH medio se aproxima a la neutralidad óptima 

6.5 a 7.5 (5,10,11). 
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Son resiskntes a la congel::!ción en agua, la luz solar, la desecación y a ciertos 

agentes químicos, como el \'erde briUante, el tetrationato sódico y el desoxicolato 

sódico, tales compuestos inhiben a los bacilos colifonnes, por lo cuál son útiles para 

el aislamiento de Sall1lonella spp (19). 

Actualmente se adopta la terminología y esquematización de antígenos s.omáticos y 

flagelares realizaJa por Kauftinann y While. En donde se menciona que las bacterias 

de este g¿nero se clasifican cotlforme a sus antígenos: somático (O), tlagelar (H) y 

capsular (K) o antígenos '"Vi", un antígeoo capsular presente en la superficie de 

al~unas bacterbs de este gétlero como (St), más un posible antígeno F, derivado de 

las proyecciones filamentosas detlOfIl inadas fimbrias.(27). 

Desde el punto de vista epidemiológico las salmonelas se clasifican en tres grupos: el 

primero fonnado por Salmonelln f}phi (St) Y Salmonella panllyplú (SPt) 

respectivamente, las cuales infectan al hombre y se propagan en fonna directa o 

indirecta por medio de alimentos o agua contaminada. El segundo incluye 

serovariedades adaptadas al huésped en especies particulares de \'ertebrados, por 

ejemplo: Sg y Sp en aves, Salmonelfa duhlín en ganado vacuno y SalmiJnella cholerac 

suis en cudos.. El tercer grupo fonnado por las Ikm:ís serovanedades de Salmnndla, s in 

Itiler preferencia alguna por el hu¿s¡xt! q l1e infectan, ya sea hombre o animales 

(5,19,23,25,26). Algunas fuentes mencionan q& los semi ¡pos patógenos par;:¡ los animales 

afectan en menor grado al hombre, excepto con Salmoue/fa enlerilidis, In cu;il se transmite 

d~ manera horizont:ll e n.tre e I hombre y lo, animales.. (27,28,2 9) 
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PRUEBAS DL~GNÓSTICAS 

Debido al interés que !>e ha despertado a partir de la contaminación de productos 

avícolas (carne y huevo), los cuales pueden derivar en infecciones en los 

consumidores, la legislación nacional e internacional está introduciendo constantes 

evaluaciones tanto microbiológicas como serológicas en las aves, con la única 

fina lidad de prevenir, controlar y errad icar esta enfermedad (l6,30,31). 

Gracias a la Campaña Nacional de err:Jdicación y control d~ Pullorosis y Tifoidea 

Aviar, en ¡""1éxico se fueron reduci~ndo los casos de salmonelosis causados por 

salmonelas inmóviks, hasta lograr que el 17 de Mayo del 2002, en el Diario Oficial 

de la Federación fu..:ra publicada la noticia de qu..: el territorio mexicano se 

encontraba libre di.! S. Pullorum.(tl). 

La Campaña Nac ional de control y err:Jdicación de Salmone los is Aviar se en foca 

directament..: a Pulorosis y Tifoidea Aviar tanto en progenitoras como en 

reproductoras, granjas de pollo <k engorda, postura comercial, aves de combate y 

otras, mediante pru..:bas bactcriológicas de órganos, polvo de nido, cama, gallinaza, 

agua y alim..:nto, así como d..: pruebas serológicas para la detección de anticuerpos 

(Ac) contra Sg y Sp (3). Con respecto a SE no exist..: una regulación corno tal, aún 

cuando se ha observado Utl aUffi..:nto en b presentación de casos de paratifoideas en 

humanos. Es por ésto, que las medidas establ..:cidas en esta campai'ía pueden ser 

aplicadas para el control de este agente. 
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Aunque la Norma Oficial t-kdcana de la Campaña Nacional Contra la Salmonelosis 

Aviar sugiere como pruebas oficiales para La Campaña la Aglutinación rápida en 

placa (AP) con sangre completa y la prueba bacteriológica para el aislamiento e 

identificación de S. pul/orom y S. gaIIÍJUJrllm, se ha pOOido obser.'ar que la 

microaglulinación (r.,.fA) y la prueba EUSA pueden ser una herramienta útil para el 

diagnóstico (1,3,16). 

Aglutinación en placa (AP) es una prueba cualitativa que incluye la mezcla de suero 

con antígeno apropiado. Prueba sencilla que debe ser tomada como prueba inicial o 

de escrutinio ya que si se detecta positividad, deberán iniciarse pruebas con 

diluciones y el aislamiento &1 agente etiológico, Por medio de esta prueba se pueden 

detectar i nm unoglobulinas IgG. Tiene como ventajas para el diagnósti ca: 1) el corto 

tiempo entre la adición de anticuerpos al antígeno, por lo que los resultados se 

obtienen inmediatamente, 2) las pruebas son ffiL'110S afecudas por situaciones como 

el exceso de anticuerpos o el exceso de antígeno que pueda producir una reacción 

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 antígeno puctle reaccionar con otras bacterias; como por ejemplo E. c()li 

(29,34). 

Las pruebas cualitati\'as positivas como es el caso de la AP se empkan como pruebas 

de presunción mientras que las pruebas cuantitativas como la microaglutinación 

(MA) y ELISA funcionan como pruebas confirmatorias (29, 32). Se hace uso de la 

AP y de la l\fA para detectar aves portadoras de Sp y Sg; sin embargo, I;¡ prueba de 

MA es preferida por el ahorro de tiempo, espacio y costo, además de ser, quizás, b 

mejor prueba para confirmar La presencia de reactores positivos y de esta manera 

proceder con certeza a la eliminación de las panadas infectadas (33)_ 
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Para la AP y la MA se utilizan antígenos preparados a partir de Sp, por su 

sensibilidad para detectar a las aves in rectadas con S. pul/orum, S. gal/inarum y S. 

enJeritidis. Esto se debe a que estas tres serovariedades de Salmonella tienen en 

común el antígeno somático ~O" (29, 34). 

La prueba ELISA (por sus siglas en ingles EllZ)me Linked lmmunosoroent Assay) 

es una prueba con mucha demanda que permite llevar un perfil serológico de las 

parvadas. Es altamente sens ible pero poco especi rica, rápida, barata y puede 

utilizarse para el diagnóstico de prácticamente cualquier enfermedad. Su utilización 

es aceptado en programas de prevención de enfermedades, ya que los sis.temas de 

inmunización están basados en el cooocirnienlo de los anticuerpos matemos de las 

aves, en las respuestas de inmunización y en el campo de los inmunosupresores y de 

los patógenos respiratorios (35). La ado¡x:ión universal de esta técnica se atribuye a 

las ventajas prácticas asociadas con el sistema. Los paquetes para diagnóstico en el 

ámbito comerc ial ofrecen extrema sens ilividad, reproductividad y especi fic idad pa ra 

detección de anticuerpos. (35) 

Durante los últimos años se han tenido progresos en la detección de anticuerpos 

contra diferentes agento::s. En el caso de Salmollella, los métodos serológicos que 

actualmente se realizan son aquéllos que se basan en la producción de 19G 

c i rcu lante, as í como los que detectan anticuerpos contra S E, ST, inc 1 uso S. arconue, 

S. berta, S. gallirummJ y S. pullorum (16). Por otro bdo, se ha observado que 1J 

prueba EUSA puede ser útil tanto para el diagnóstico como para estimar el grado de 

protección de aves en campo por contaminación con Salll10nella o-phinll/ri/UH, 

So/monella enterifidis y Salmollel/a gallinarum I .)almonella PIIl{OrJIlII. ya que es 

práctica, sensible a la ddección de anticuerpos, económica y fácil de realizar 

(16,)0,31). S in embargo, los resultaJQS varían dependiendo de la calidad de I 

antígeno y de su manejo. Gast (199 7), encan tró esas di l~renc ias entre los res u Itados 

obtenidos y las preparaciones do:: los antígenos, en aves itlfecladas con las diferentes 

varianks de Sp. 
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A pesar de que los sistemas de EUSA para uso en avicultura han sido diseñados para 

examinar suero, estos sistemas también se han empleado para detectar antkuerpos en 

yema de huevo. El uso de muestras de yema ofrece muchas ventajas en comparación 

con el suero, la mi:; importante es la capacidad de recolectar las muestras sin 

comprometer 13. seguridad de la parvada. Una desventnja de tomar muestras de yema 

comparada con el suero es la preparación de la muestra para la detección de 

anticuerpos (36). Al respecto, Moharnmed (1986) observó que los anticuerpos se 

agregan al óvulo en vías de desarrollo en los círculos concéntricos del epitelio 

folicular, por lo cuál no se distribuyen uniformemente a 10 largo 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 descrito 

varios procedimientos que distribuyen uniformemente los anticuerpos a lo \ar<,;o de la 

yema., entre estos procedimientos se encuentran la concentración de los anticuerpos 

por extracción COII cloroformo, sulíato de amonio y precipitación de propilen glycol 

y centrifugación. Sin embargo, estos métodos son laboriosos y no muy prácticos para 

él diagnostico. (36) 

El uso de la yema de huevo en sustitución del suero se ha lIe\'ado a cabo en 

experimentos donde se involucran distintos agentes tanto \'irales como bacterianos 

con res u Ita dos satisfactorios y sin que esto a fecle a 13. prueba (16,34,38); entre éstos, 

se encuentra el virus de la enfermedad de Newcastle (VENC), el virus de Bronquitis 

infecciosa (YBI), el virus de la Infección de la bolsa de Fabricio (IBDV), Síndrome 

de baja Postura (EDS), rco\'irus, J(VCUpU1SIIU1 gallisepliclUlI (I\.fg) , y Salmonella 

ente ritidis entre otras (36,38). 
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En un estudio realizado por GarcLJ (1996), de 95 cepas de Salmonella spp móvil 

aisladas a partir de aves domésticas, el 78.95% de los aislamientos resultó positi\'o a 

las pruebas de serotipificación identificándose como S. enteritidis serotipo 

enteritidis, lo cuál confirmó la presencia de este agente en t.·léxico (5). 

El diagnóstico oportuno de las paratifoideas permitirá tomar medidas necesarias y 

pertinentes para establecer y llevar a cabo un programa de cOfltrol y erradicación 

(3). Para esto se han usado con mayor frecuencia métodos de diagnóstico para su 

identificación y estudios para conocer su transmisión y patogenia (5). Sin embar.;o, a 

pesar de las medidas que se han adoptado para el control de la salmonelosis, existen 

factores que I im itan esta tarea, como son: 1) di ficu I tad para el diagnóstico y para su 

rápida detección. 2) el aislamiento bacteriano es considerado como la única garantía 

diagnóstica, 3) la existencia de ',.-ariab i I idad y errores en las pruebas serodiagnóstica5, 

4) evolución asinlomática o sin mortalidad de la enfermedad, 5) difusión y 

transmisión errática de la misma y 6) dudosa efectividad de las vacunas existentes 

(39). 

Debido a lo antes expuesto es importante realizar constantes evallL1ciones tanto 

serológicas corno microbiológicas en las aves, con la finalitlad de diagnosticar 

oportunamente para así prevenlr, controlar y erradicar b presentación de 

paralifoideas por considerarse un problema de salud pública. Para esto es necesario 

contar con pruebas sera lógicas dic ¡entes, que ayuden al d ¡agnóstico de la 

enfermedad. 
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OBJETIVO GENERU 

Hacer uso de las pruebas de Aglutinación en pbca (AP), t-.ficroaglutinación (MA) y 

ELlSA para detectar anticuerpos contra Salmonella enlerilidis en yema de hue\'o 

comercial, en conjunto con el aislamiento bacteriano para el diagnóstico de 

parati foideas. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Determinar la presencia de Salmonella enlerilidú en huevos para consumo humano 

mediante el aislamiento bacteriano. 

Evaluar diferentes pruebas serológicas (AP, }.fA Y ELlSA), para detectar 

anticuerpos contra Salmonella enleritidú en muestras de yema de hue.'o comercial. 

HIPÓTESIS 

De las pruebas serológicas utilizadas, b prueba ELlSA en combinación con el 

ais bmiento bacteriano pueden hacer mJ.s dic ¡ente el diagnóstico de Salmo 11'; /lo 

enlerilidis . 
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~fA TERIAL Y MÉTOOOS 

OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS 

Se utilizaron 180 huevos: 150 fueron obto::nidos en la Central do:: abastos de la Ciudad 

do:: México de distintos distribuidores. De igual manera se CDnsiguicron 30 en el 

mercado popular do:: Cha1co Estado de M¿xico. 

Los huevos fueron transportados al laboratorio de bacteriología dd Departamento do:: 

Producción Animal: Aves de la Facultad de Mt:dicina Veterinaria y Zootecnia de la 

UNA!\.f .. 

l\fUESTREO EXTERNO 

Para realizar el aisIJ.miento bacteriano, tom::lI1do como base la metodología 

esta blec ida por Gentry (1972) Y Castañeda (1995), con las sigu ¡entes m od i (¡cae iones: 

a) para d muestreo externo de cascarón se incluyó membrana externa y membrana 

in tema, b) la prueba fue cual itali va. 

Todas las muestras fueron procesadas bajo condiciones de esterilidad. Cada huevo se 

identiticó con un número. Se colocaron en bolsas de plástico individuales, 

empleándose guantes de huk para e,·ilar contaminar el cascarón con las manos. Cada 

huevo se lavó en 9 mI do:: Solución Amortiguadora de Fosfatos (PBS) durante 3 

minutos. 



15 

Ik cada la,,-ado se obtuvo I mI de solución y se depositó en tubos con 9 mI de caldo 

tetrationato
l 

(CTT). Posteriormente los huevos se s.ecaron con toallitas de papel, se 

rociaron con alcohol al 70% y se abrieron con tijeras y pinzas estériles. Se tomo un 

fragmento de cascarón de aproximadamente 0.1 g que incluyó membrana externa e 

interna y se ailadió a los tubos que contenían el lavado del cascarón y el CIT. Los 

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

Después de la incubación, se tomó una asada a partir del CIT de cada tubo y se 

sembró en cajas de Petri que contení:m Agar r..rc Conkey (McC)', Agar de Soya 

Tripticaseína (TSAl y verde Brillante {VBi, las cajas se incubaron durante 18 horas 

a 37"C. De las colonias sospechosas se realizó el aislamiento en cultivo puro, para su 

posterior identificación mediante pruebas bioquímicas: Citrato', Urea', Agar de 

Hierro y Lisina (L1A)', Agar de Hierro Tres Azucares (TSI)" y la pnleba de Azu rre, 

Indol y Motilidad (SIM)I. 

MUESTREO INTERNO 

O.: cada huevo se tomaron 2 mi de yema, 1 mi se depositó en tubos con 9 mi de CTI, 

se homogen izaron y se incubaron durante 18 horas a 3 7"C. Posteriormente se sem bró 

una asadJ. de CTI en los medios sólidos yJ. descritos para el muestreo externo. 

El otro mililitro se di,'idió en 0.5 mi para b prueba EUSA y 0.5 mi parJ. aglutimción 

en placa y microaglutinación, cada muestra se mezcló en 0.5 mI de PBS y se 

mantu,'ieron bajo congelación y refrigeración respectivamente hasta su uso. 

L DIFCO. laoorcrtories Detroit ~Jj ~S!J!·705~ USA 

, Bio~oo "" \Ihico S.A ck C. v 
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ELISA 

Se empleo un paquete comercia¡l sensibilizado con lipopolisacarido de Salmonella 

enferitidis, la prueba se realizo conforme a bs especificaciooes del fabricante. La 

densidad óptica (absorbancia) del color desarrollado en la microplaca se leyó a 405 

nrn de longi tud de onda con UI1 lector de EL ISA ~. Los resultados fueron interpretados 

conforme a una fórmula de regresión lineal simple en la que se lomó como referencia 

el logaritmo base 10 de la positividad de cada muestra. Los rangos que se utilizaron 

para interpretar los resultados fueron: Tíwlos de O a 749 = negath'os; de 750 a 1795 

= sospechosos y ;:: a 1796 = positivos. 

Aglutinación en placa 

En una placa de acríl ico se coloco 0.1 m I de cada muestra de yema di lu ida 1:2 en 

PBS, posteriormente se les agregó una gota de antígeno K polivalente de Salmnnella 

pllllorurn;. Se mezclaron por movimientos rotatorios suaves y se incubaron durante 2 

minutos a temperatura ambiente (40). [nterpretac Ión de los re su ltados: Posir! '.'3, si la 

aglutinación (formación de grumos) suave o fuerte, aparece entre los cero y noventa 

se~,'undos, después de realiz;:¡r la mezcla; sospechosa si la aglutinación aparece entre 

90 y 120 segundos, después de realizada b mezcla, y negativa, si la aglutinación 

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

J Bio""t. LnlJ"3luri"" s. ~J1l"rilfdir JIlu"bOO;eg dctec~ioo kil caL A 019 SJLnt H, ocjnth. C"'l."'.h 
~ DiI]~b. M R 650, l.üJJ.c;.rat\-,.r.~ In-c. A[~rU Vir-girriI 123 1... -
, VlNEL\ND. LoborJtOri"" or ;onlU""';'i:\elic>, [O", ¡..;"" kr""}'. [ 1 03, 
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r.licroagllllinación 

Se utilizaron micropbcas de 96 pozos foooo en U6
, en las cuales se depositaron en la 

primer columna de cada placa 200 fll de yema d ilu ida ¡:2 en PBS, a partir de la 

s iguiente columna se colocaron 100 fll de PBS, posteriormente se rea 1 izaron 

diluciones dobles seriadas a partir de la dilución 1:2 hasta la dilución 1 :64. Por 

último se colocaron en todos los pozos IOD ¡ll de antígeno de S. pul/OrE/m de 

elaboración local
7 

di luido 1:8 en Solución Salina Fisiológica (SSF) fenolizada. Se 

incubó en cámara húmeda durante 24 horas a temperatura ambiente. Pasado este 

tiempo se interpretaron los resultados, para lo cual se tomó en cuenta la dilución miÍS 

alta en la que se formó aglutinación completa. Los rangos utilizados fueron: títulos 

de O a 8 se consideraron negativos; titulos de 16 sospec hos.os y mayores o iguales a 

32 positivos ("O). 

Los resultados obtenidos por las tres pruebas serológicas, así como los obtenidos en 

el aislamiento bacteriano fueron interpretados con la prueba de ./ . 

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

encuentra esquematizada en la Figura l. 

• hkü-n Ik<ton Dickmson ,,00 c'(I{[Ip"'". lndl;:rna¡>Jli, HoLEIHil. 

, IXplD. do Producción Animal ,\nos do la F"'-1JIt:JJ <k MoJicio, Vctainmi, y Z.,.,tecn;J J~ iJ lfl\A .. \! 



18 

RESULTADOS 

El aislami<:l1to bacteriano demostró ausencia de Salmonella enleritidis en todos los 

grupos evaluados, tanto por muestreo externo c.omo interno, no así de otras bacterias, 

siendo Ecoli la hacteria más aislada (70%) y Enterobacler c10acae (30~-;'). Todos 

estos aislamientos se dieron principalmente en cascarón. 

La prueba de aglutinación en placa dió como resultado ausencia de aglutinación en 

todas las muestras evaluadas. 

En la figura 1, se muestran 105 porcenwJes correspondientes a los casos positivos, 

negativos y sospechosos qu..: se obtuvieron en la prueba de microagllltinación (lvL~). 

Los títulos considerados como positivos fileron a partir de la dilución 1 :32. [k las 

180 muestras evaluadas el 75.6% fueron negativas, el 23.9% fueron sospechosas y el 

0.5% positivas. 

La figura 3, muestra la relación po rce ntua I de casos positivos, nenePlivos y 

sospechosos, identificados por ELlSA. Los títlllos considel"Jdos como positi.·os 

fueron pocos, sin embJrgo, estos rehasaron por ffillCho el rango de posiLi,'idad 

establecido anterionnente (> 1796). De las muestras evaluadas el 7.8% fueron 

p0siti'vas, el 13.9% fue sospechos.o a SE y el 78.3% d..: las muestras resultaron 

nt:gativas' . 

E 1 cuadro 1, muestra un c.om para ti va de los resultados obtenidos por las pruebas de 

EUSA y MA interpretaJos por medio d..: la prueba de'¿ con la finalidad de 

ddenn i nar la signi ficane ia estad ístiea existen te entre los resu haáos obten idos por 

ambas prudJas. La prueba d..:tenninó um sign i fieane ia estad ¡stiea de P < 0.001 . 
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DISCUSiÓN 

La salmonelosis aviar es una enfennedad infecciosa, que cau.sa grandes 

repercusiones económicas para la industria avícola de lodo el mundo debido a la 

contaminación de huevo y carne por Salmonella y al incremento en la presentación 

de casos de parati foidea humana (.t,S). Esta en fennedad puede ocurrir ya sea en 

forma subciíllica o en forma clínica, siemJo la primera quizá la más frecuente e 

importante. El organismo del ave hace poco por excluirla o eliminarla y es por esta 

razón que se dice que las aves son "colonizadas~ y no infectadas, provocando así la 

contaminación del producto final, ya sea carne o huevo. Ambas formas de 

presentación son un peligro para la salud humana (16.30,31,.tl). 

Se menciona que el fagotipo de Sa/mond/a más comúnmente encontrado en aves 

hasta anles de I 994 fue el 8, 1 3, Y 13', sin embargo, un examen a ni vel nac ional 

realizado en 1996 por el Departamento de Salud en Canadá, concluyó que SE Pt 4 

estuvo presente en huevos comerciales y por lo tanto, los reportes en humanos 

aumentaron (11,42). 

Padrón (1992), en un estudio de campo encontró que el 12% de los huevos limpios 

puestos en nidos habían sido penetrados y contaminados por diferentes bacterias. El 

8-I~í de los huevos contamin:J.dos tuvieron un rango de entre l y 20 bacterias por 

huevo que logr:¡ron penetrar hasta la membrana interna.. Los datos anteriores 

coinciden con los obtenidos en este estudio donde no se aisló SE a partir de las 

muestras de huevo e"'alu~das, sin embargo, se aislaron en la mayoría de los grupos, 

Eschaichia col! (70,}í) y Enlanhacler c10acae (30%), bacterias que muy 

probablemente pro"ienen del medio ambiente. 
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En cuanto a b detección de Ac contra SE, se ha informado que anLicuerpos 

específicos obtenidos del suero de gallin:lS in fectad as , con fieren títulos 

relativamente altos posterior a la infección, ya sea natural o experimentalmente. 

Tambi¿n pueden detectarse anticuerpos de SE en la yema de huevo de gallinas 

infectadas, aunque los títulos altos son obtenidos mis lentamente (16). 

En este ~-rudio mis del 70 % de las muestras fueron negati~'as tanto por la prueba de 

microaglutinación como por la prueba EUSA, sin embargo esta última acorto el 

rango de sospechosos. 

Es importante mencionar que el obtener títu los al tos (> 17%) en EUSA pueden ser 

indicativos de exposición a cepas de campo o bien empleo de revaCllnaciones. Por el 

contrario, titulos bajos « 749) pueden ser sugestivos de una ~'acunación primaria, 

mala respuesta pos~'acunal o que no hubo exposición a una cepa de campo (·U). 

Por otro lado, Chart el al., (1990), encontró di terenci:lS entre los resu ltldos obtenidos 

por la aglutinación y aquellos obtenidos con EUSA en muestras de suero de una 

pan'aJa infectada con SE. Estas diferencias consistieron en que de algunas muestras 

que fueron negativas por la prueba de aglutinación, al realizarles la prueba de ELISA 

se obtuvieron valores de Densidad Óptica (DO) rebtivamente altos, mientras que 

sueros que fueron positivos tuvieron 00 bajas, Los resultados anteriormente 

descritos fueron muy simiiJres a los obtenidos en este trabajo, donde todas las 

muestras fueron negativas por la prueba de aglutinación en placa, mientras que por la 

prueba d.:: EUSA obtuvkron títulos altos. 
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Smith el al., (1972). mcnciooa que la aglutinac ión es más precis.a y más sens ible en 

muestras de suero obtenidas en las fases tempranas de la infección cuando los títulos 

de IgM son más altos. Aún así esta prueba es reconocida por su baja sensibilidad y su 

baja especificidad. Sin embargo al comparar la ¡""lA. con los títulos obteniJos por 

ELISA, se observaron grandes diferencias, debido a que, una muestra que en ELISA 

fue positin en la "·lA fu.: negativa. 

Con respecto a la preparación de la muestra, Keck (1993), menc!Ona que los 

resu lrados en EUSA pueden variar depend iendo del rn étodo que se util ice para diluir 

la yema, pues en su estudio empleó un método de dilución simple sin ninguna mezcla 

ni extracción, obteniendo títulos más bajos en la yema que los que obtuvo con el 

suero. Por otro lado, Silim (1989) realizó un estudio similar, en el cuál hizo un 

comparativo entre las muestras de yema y suero para detectar títulos de anticuerpos 

de .:+ virus aviares por EUSi\, mediante la separación. homogenización y extracción 

con clorotormo en la yema. En dicho estudio se obtuvieron títulos de anticuerpos 

más altos en yema. 

Al momento de realizar este experimento no se contaba con la información suficiente 

acerca de lo que implicaba trabajar con yema de huevo, por lo qlle se diluyo 

únicamente con PBS. 

Barrow (2000), y IXsm idt el al (1996). ca inciden en que existen reacciones falso 

positivas o reacciones cruzadas, debido al uso de mllestras muy diluidas, a una mala 

elección en el kit o por la misma muestra de yema, la cuál contiene grasa que puede 

interf.:rir con los resu ltados. 
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No obstante, las pruebas s.erológicas penniten el diagnóstico de muchas muestras en 

un día, en especial ELlSA que aunado a lo anterior es más sensible a la detección de 

anticuerpos, fácil de realizar y económica lo que la convierte en una alternativa para 

el diagnó!>lico de SaIllwnella en combinación con el aislamiento bacteriano. 

Al realizar la prueba de X2 se obtm'o una signi ficancia estad íSlica de P = 0.000 1, lo 

cuál indica que los resultados obterlidos en ambas pruebas son estadísticamente 

aceptables, pues el margen do:: error debía ser menor o igual a P ~ O .00 l. Como pu.::do:: 

obso::r.arse en el cuadro 1. La prueba de MA detectó 45 muestras sospechosas, 

mientras que la prueba ELlSA detectó 26. Por lo cu;í,1 se puede decir que la pruo::ba 

ELlSA r.::dujo los casos sospechosos clasiticándolos en positivos o negativos. Lo 

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

diagnostico. 

CONCLUSIONES 

> En o::ste trabajo no se aisló S. enlerilidis en ninguno de los huevos analizados. 

). ¡"'lediante ELlSA, se obtuvo el 7.8 % de yemas positivas. 

> La Aglutinación en placa fue negati~'a en todas las muestras. 

> La MA obtuvo el 0.56 % do:: yemas positi\'as 
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Figura l. Metodología utilizada en el procesamiento de las muestras 
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Cuadro l. Comparativo sobre los resultados obtenidos en la MA Y ELlSA 

MA 

+ - ? Total 

jELIsA + O U 1 13 

- O 102 39 141 

? 1 20 5 26 

Total 1 134 45 180 
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