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Resumen 

 

Las aves de traspatio (pollos y gallinas) forman parte de la alimentación y economía 

familiar en comunidades rurales y marginadas; sin embargo, éstos animales pueden estar 

relacionados en la transmisión de patógenos como Escherichia coli diarreogénica y 

Salmonella sp. que causan diarreas y afectan la salud de las personas; por tal motivo, se 

realizó un muestreo en 3 casas de una comunidad  rural del municipio de Zentla; Veracruz, 

para detectar la presencia de estas dos bacterias. Para ello se obtuvieron 60 hisopos 

cloacales a partir de 30 aves, para el análisis de E. coli y Salmonella. En el primero, se 

obtuvieron 290 colonias, de las cuales se serotipificaron 145 con suero de conejo para los 

grupos O:H y se analizaron 28 serotipos mediante un ensayo de PCR para los genes eae, 

bfp, lt, st, stx1, stx2, ial y pCVD432. De las 290 colonias, 92% fueron identificadas 

bioquímicamente como E. coli, el 8% restante fueron Aeromonas, Enterobacter, Klebsiella 

y Pseudomonas. Los serogrupos más comunes de E. coli fueron OND (18.6%), O8 

(12.4%), O178 (7.5%) y O7 (6.8%). Los serotipos analizados por PCR, no mostraron 

amplificación para los genes de virulencia antes mencionados. No se detectó Salmonella en 

ninguna muestra según el procedimiento de la NOM-005-ZOO-1993, lo cual se corroboró 

con un ensayo de hibridación de ADN. Estos resultados indican la presencia de serogrupos 

asociados con E. coli diarreogénica, por lo que estas aves podrían participar como fuentes 

de infección para las personas que habitan en la comunidad Agua escondida.  

 

 

Palabras clave: Escherichia coli, Salmonella, serotipificación, traspatio, diarrea, 
marginación. 
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Abstract 

 

Broilers and hens are included as part of the diet and economic activity in the backyard 

livestock production; however, these species have been associated to the transmission of 

foodborne pathogens such as Escherichia coli and Salmonella sp. that cause diarrhea and 

affect people health; for this reason, sixty cloacal swabs were obtained from 30 birds in 

three houses in Zentla; a rural community of Veracruz, in order to detect E. coli and 

Salmonella. 290 strains were obtained, 145 were serotyped, and 28 serotypes analyzed by 

PCR for eae, bfp, lt, st, stx1, stx2, ial genes and pCVD432. 290 colonies were 

biochemically identified as E. coli, the remaining 8% were Aeromonas, Enterobacter, 

Klebsiella and Pseudomonas. The most common serotypes of E. coli were OND (18.6%), 

O8 (12.4%), O178 (7.5%) y O7 (6.8%). All serotypes were negative for the genes described 

above using PCR technique. Salmonella was not find in any sample according the 

procedure describe by NOM-005-ZOO-1993, and confirmed with a DNA hybridization 

assay. Results of this study indicate the presence of some serogroups associated with E. coli 

diarrheagenic, so these birds could be involved as sources of infection for people living in 

the community Agua escondida from Zentla, Veracruz. 

 

 

 

 

 

 

Key words: Escherichia coli, Salmonella, serotyping, backyard, diarrhea, marginalization. 
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INTRODUCCIÓN 

 

A pesar de que en México la marginación se ha reducido los últimos años, 

aún existen Estados con este problema como Veracruz  1, el cual ocupa el cuarto 

lugar en el territorio nacional. En dicho Estado, el municipio de Zentla está entre los 

más marginados, ya que su porcentaje de población con ingresos de hasta dos 

salarios mínimos es de 76.81%; viviendas sin drenaje ni servicio sanitario, 23.73%; 

viviendas con piso de tierra, 23.40% y en la república ocupa el lugar 934 de los 2443 

municipios existentes 1,2. Estos datos sugieren que los recursos básicos y condiciones 

de vida de las personas de este municipio son deficientes. Aunado a esto, la carencia 

de servicios de salud adecuados y los malos hábitos de higiene que existen en este 

tipo de comunidades, reducen la calidad de vida de los habitantes de dichas zonas. 

 

El traspatio forma parte integral de las unidades de producción familiar en 

muchas regiones del país, en éste se realizan diversas actividades encaminadas a la 

producción de animales y vegetales en pequeña escala 3. Entre los animales que se 

crían se encuentran bovinos, cerdos, borregos y aves; las gallinas y los pollos (Gallus 

gallus) están entre los más comunes 4; principalmente, porque requieren de un 

manejo relativamente sencillo y los productos que se obtienen, como huevo y carne, 

son de alta calidad nutritiva y de bajo costo 5. Este tipo de producción ganadera en 

pequeña escala 3 se realiza principalmente en comunidades rurales y marginadas 

donde muchas familias carecen de recursos suficientes que les ayuden a cubrir sus 

necesidades económicas y nutricionales.  

 

Para subsanar en cierta medida las carencias de los grupos marginados, a 

partir del año 2004, en algunas comunidades rurales del Estado de Veracruz, se lleva 

a cabo un programa por parte del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales 

Agrícolas y Pecuarias (INIFAP), denominado “Evaluación de la progenie de gallinas 

Rhode Island cruzadas con gallos criollos para su introducción al traspatio”; el cual 

ha sido dirigido a instituciones de gobierno como el DIF (Desarrollo Integral de la 
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Familia) y los departamentos de fomento agropecuario en distintos ayuntamientos; 

en él se ofrecen paquetes de aves (en su mayoría hembras) a los habitantes de las 

comunidades rurales, con el objetivo de que las mismas familias produzcan alimento, 

como huevo y carne, a un bajo costo y que cubra parte de sus requerimientos 

nutricionales. Sin embargo, es común observar en las comunidades rurales animales 

que circulan y duermen dentro de las casas, lo que puede incrementar la transmisión 

de microorganismos patógenos al humano debido a la estrecha relación que existe 

entre ellos; por ejemplo, Braden (2006) 6, menciona que se han aislado serotipos de 

Salmonella en Estados Unidos a partir de diversos animales como insectos, roedores 

y aves silvestres, los cuales convivían con las gallinas de algunas casas. Por otro 

lado, debido a que los animales entran a los hogares y en ocasiones defecan dentro de 

ellos, aumenta el peligro de contagio hacia las personas, sobre todo si son viviendas 

con piso de tierra ya que hay más polvo en el ambiente, por lo tanto, existe más 

riesgo de que se presente una infección intestinal como lo indica un estudio realizado 

en Londres por Rogers (1951) 7 donde se comprobó que cepas enteropatógenas de 

Escherichia coli se pueden aislar a partir del polvo y aerosoles. 

 

La diarrea se puede definir como una alteración en el movimiento normal del 

intestino caracterizado por un incremento en el contenido líquido, volumen o 

frecuencia de las evacuaciones (mayor o igual a 3 en un período de 24 horas) 8. En el 

mundo se estima que el número de muertes por diarrea asciende a 4 millones de 

personas por año 9, por lo que se encuentra entre los primeros lugares de enfermedad 

en todas las edades 10. En el año 2003, en México fallecieron 470 330 personas, de 

las cuales el 1% se debió a infecciones intestinales 11. En el Estado de Veracruz se 

registran un promedio de 350 mil casos nuevos de enfermedades diarreicas anuales, 

de ellos, el 18% corresponde a niños menores de 5 años 10. Por largo tiempo se ha 

considerado que las aves pueden ser reservorios de Salmonella enterica y 

Escherichia coli (cepas diarreogénicas) 12,13,14,15, las cuales se consideran causantes 

de diarrea en el humano; en un estudio realizado en Bangladesh por Biswas et al, 
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(2008) 16 en pollos de traspatio se encontró que la colibacilosis y la salmonelosis 

fueron dos de las principales causas de mortalidad en estas aves. 

 

 Salmonella es un bacilo gram negativo, intracelular facultativo y se clasifica 

de acuerdo a sus características bioquímicas generales en dos especies: Salmonella 

bongori y Salmonella enterica. Las salmonelas de mayor importancia médica 

pertenecen a las subespecies enterica y arizonae. Según el esquema clásico de 

Kauffman-White basado en antígenos somáticos, flagelares y ocasionalmente 

capsulares (Vi), esta bacteria se divide en más de 2,500 serotipos, que pueden ser 

móviles o inmóviles 17. 

 

Las infecciones por Salmonella pueden causar desde una infección 

gastrointestinal moderada (paratifoidea) ocasionada principalmente por S. Paratyphi, 

hasta una infección sistémica que compromete la vida del paciente (tifoidea) causada 

por S. Typhi, ambas bacterias colonizan únicamente al humano; de igual manera hay 

salmonelas que colonizan sólo a aves como S. Gallinarum y S. Pullorum. Sin 

embargo, existen otras asociadas al consumo de alimentos de origen animal 

contaminados, con carácter zoonótico como Salmonella Enteritidis (SE). Datos de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) indican que las variedades mayormente 

involucradas en diarreas son SE, S. Typhimurium y S. Heidelberg y que el 96% de 

los casos de salmonelosis se relacionan con el consumo de alimentos mal cocinados 
18. En México, durante 1998 se notificaron 215,155 casos de salmonelosis; los 

estados más afectados fueron Tabasco, Coahuila, Chiapas y Quintana Roo 19,20. 

Gutiérrez-Cogco et al (2000) 19 llevaron a cabo un estudio en el cual analizaron 

24,394 cepas de Salmonella aisladas de diversas fuentes por laboratorios de salud 

pública y privados de México entre 1972 y 1999 e identificaron 199 serotipos, el más 

frecuente fue S. Typhimurium y en segundo lugar SE. En años más recientes, 

Vázquez et al 21 (2004), señala que la Secretaría de Salud en México se reportan 

anualmente un promedio de 68,000 casos de infecciones causadas por bacterias del 

género Salmonella 21. Por otro parte, el Center of Diseases Control (CDC), la OMS, 
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Health Canadá y la Unión Europea encontraron que el consumo de huevo crudo es el 

que se asocia cada vez con mayor frecuencia a los casos de salmonelosis en humanos 
18.  

 

Por otro lado, Escherichia coli es el bacilo gram negativo y anaerobio 

facultativo predominante de la biota del colon; la mayoría de las cepas fermentan la 

lactosa y son móviles. Típicamente coloniza el tracto intestinal del infante dentro de 

las primeras horas de vida y poco después obtienen beneficios mutuos 22. 

Usualmente, E. coli está confinada al lumen intestinal; sin embargo, en huéspedes 

inmunodeprimidos o cuando las barreras gastrointestinales son atravesadas, incluso 

las cepas no patógenas pueden causar infecciones. En humanos, las cepas patógenas 

pueden ocasionar tres síndromes clínicos generales: infección del tracto urinario, 

sepsis/meningitis y enfermedad diarreica 23.  

 

Esta última es causada por distintos grupos patógenos como enteropatógenas 

(EPEC), enterohemorrágicas (EHEC), enterotoxigénicas (ETEC), enteroinvasivas 

(EIEC) y enteroagregativas (EAEC). Cada uno de ellos, posee factores de virulencia 

particulares y ocasiona síndromes clínicos de diferente severidad 22,23. 

 

El grupo EPEC se ha relacionado fuertemente a diarreas en niños (0-6 meses 

de edad) de países en desarrollo. Su transmisión es fecal-oral, por alimentos, 

biberones contaminados o fomites que sirven como vehículos. Las manifestaciones 

clínicas  comunes son diarrea aguda, vómito y fiebre leve 23. A pesar de que la 

principal ruta de infección es humano-humano, Kariuki et al (2002) 24 mencionan 

que aves clínicamente sanas pueden ser reservorios de cepas enteropatógenas; de 

hecho, en Alemania, Krause et al (2005) 25 identificaron en cepas de aves, ovejas, 

bovinos, perros y gatos la presencia del gen eae (el cual es un gen de virulencia 

característico de cepas EPEC) que codifica para la intimina; mientras que en México, 

Rosario et al (2004) 26 encontraron la presencia del gen eae en cepas de E. coli 

aisladas de pollos de engorda de granjas comerciales. 
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Por otro lado, las cepas ETEC están asociadas con dos síndromes clínicos: 

diarrea posdestete en niños que habitan países en vías de desarrollo y la diarrea del 

viajero. Estas cepas se caracterizan por elaborar 2 toxinas, una termolábil (LT) y otra 

termoestable (ST), que ocasionan manifestaciones clínicas como diarrea aguda 

acuosa usualmente sin sangre, moco o exudado purulento; la fiebre y el vómito están 

presentes en una minoría de los pacientes. A pesar de que investigaciones 

epidemiológicas muestran que el agua y alimentos contaminados son las principales 

vías de transmisión 27,28, se ha logrado aislar también serogrupos asociados al 

patotipo ETEC de aves enfermas y aparentemente sanas 24. 

 

El grupo EHEC elabora una toxina parecida a la de Shigella (Shiga-like 

toxin). Entre los signos clínicos más importantes en humanos que causa este grupo, 

están la presencia de diarrea con o sin sangre, dolor abdominal, fiebre, vómito, 

síndrome urémico hemolítico, y colitis hemorrágica, aunque también se pueden 

presentar complicaciones como perforación del colon, prolapso rectal, apendicitis, 

cistitis hemorrágica, hepatitis, edema pulmonar, disfunción en el miocardio, entre 

otros 23. En países desarrollados, las cepas EHEC se han asociado a la transmisión 

zoonótica, ya que coloniza el tracto digestivo de varios animales, principalmente el 

ganado bovino, que es el reservorio más importante, a diferencia de las aves en las 

que la prevalencia de este serotipo se ha considerado baja 29. 

 

Las cepas EIEC están relacionadas con Shigella spp y se estima que son 

responsables de 150 millones de casos y 1 millón de muertes al año en países en 

desarrollo 30. En algunos brotes, el agua y comida contaminadas han sido la fuente de 

infección 31, aunque la transmisión persona-persona puede ocurrir 32. La 

manifestación clínica más importante es la diarrea acuosa con moco y sangre, 

mientras que una minoría de pacientes puede llegar a presentar el síndrome de 

disentería 24. En un estudio realizado por Rosario et al (2004) 27 se reportó una 

amplia distribución del gen ipaH (72%) a partir de diversas muestras de aves 

provenientes de una empresa avícola en México. 
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Las cepas EAEC se han asociado al síndrome de diarrea persistente (más de 

13 días) y es una causa de morbilidad importante en pacientes inmunodeprimidos, 

pero sobre todo, en recién nacidos y niños menores de dos años. Los síntomas 

clínicos son diarrea líquida persistente, verde con moco y sin sangre. En México, este 

grupo ha sido considerado como la principal causa de diarrea esporádica 33. 

 

Debido a las condiciones precarias que predominan en traspatios de zonas 

marginadas como la comunidad rural de Agua escondida en el Estado de Veracruz, 

las aves domésticas (pollos y gallinas) pueden ser transmisoras de algunos 

microorganismos patógenos para el humano. Por ello, se considera importante 

conocer si las aves criadas bajo condiciones de traspatio pueden ser reservorios de 

bacterias como Salmonella enterica y cepas diarreogénicas de E. coli, lo que podría 

sugerir su participación como causa de diarrea en comunidades rurales, lo que afecta 

la calidad de vida de sus habitantes. 
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Hipótesis 

 

Las aves domésticas que forman parte de los paquetes que entregan los 

ayuntamientos municipales y que son criadas bajo condiciones de traspatio en la 

comunidad Agua escondida del municipio de  Zentla, Veracruz, son portadoras de 

cepas diarreogénicas de E. coli y Salmonella enterica. 

 

Objetivo general 

 

Conocer si las aves que forman parte de los paquetes de apoyo familiares y que son 

criadas en la comunidad de Agua escondida del municipio de Zentla, Veracruz, están 

colonizadas por cepas diarreogénicas de E. coli y Salmonella enterica, lo que pudiera 

explicar su participación como fuentes de infección para el humano. 

 

Objetivos específicos 

 

Determinar la presencia de E. coli y Salmonella mediante hisopos cloacales tomados 

a de aves de traspatio en la comunidad Agua escondida.  

Identificar bioquímicamente las colonias aisladas. 

Identificar los serotipos de las cepas de E. coli identificadas. 

Determinar la presencia de genes de virulencia relacionados con los grupos 

diarreogénicos de E. coli mediante PCR. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Lugar de estudio  

El muestreo se realizó en la comunidad Agua escondida que pertenece al 

municipio de Zentla, Veracruz; cuenta con 634 habitantes y está ubicada en la zona 

centro del estado, a una altura de 800 msnm, con un clima semi-cálido y una 

temperatura promedio de 26°C. El presente estudio se realizó en casas de esta 

comunidad beneficiadas con el programa de otorgamiento de paquetes familiares 

consistentes en aves.  

 

Tamaño de muestra 

Para obtener el tamaño de muestra se llevó a cabo un análisis de muestreo 

aleatorio simple con el software EPIDAT 3.1 y con un nivel de confianza de 95%. Se 

seleccionaron 3 casas y en cada una se obtuvieron muestras a partir de 10 aves 

(n=30) y se recolectaron 2 hisopos cloacales por cada ave; uno para el aislamiento de 

E. coli y otro para Salmonella.  

 

Aislamiento e identificación de Salmonella  

Los hisopos se colocaron en tubos con medio de transporte Stuart y se 

mantuvieron en refrigeración hasta su llegada al laboratorio del Departamento de 

Producción Animal: Aves (DPA: Aves), de la Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia de la Universidad Nacional Autónoma de México. De acuerdo con lo 

establecido en la norma NOM-005-ZOO-1993, Campaña Nacional contra la 

Salmonelosis Aviar, los hisopos fueron depositados en tubos con caldo selenito (CS) 

e incubados durante 18 h a 37°C. Pasado ese tiempo, se realizó la siembra en cajas 

con agar MacConkey (McC) y verde brillante, se incubaron durante 24 h a 37°C y se 

inspeccionaron las colonias para determinar su morfología. Adicionalmente, se 

resembraron los hisopos a las 48 y 72 h en los mismos medios. Las colonias lactosa 

negativas sospechosas fueron aisladas en cultivo puro y posteriormente identificadas 

mediante las pruebas bioquímicas agar de hierro y triple azúcar (TSI), agar lisina 
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hierro (LIA), medio para detectar ácido sulfhídrico, indol y motilidad (SIM), urea y 

citrato de Simmon’s, para corroborar su identidad.  

 

Prueba de hibridación del ADN para Salmonella. Las 30 muestras del CS se 

analizaron con una prueba de hibridación de ADN (GENE-TRAK Salmonella Assay 

de Neogen Corporation) de acuerdo a lo recomendado por el fabricante. Brevemente, 

se transfirió 1mL de muestra de CS a 10 mL de medio Revival Salmonella (RS) y se 

incubaron por 24 h a 35°C, nuevamente se tomó 1 mL de los tubos con RS y se 

pasaron a otros con CS y caldo tetrationato (CT), se incubaron de 16 a 18 h a 35°C. 

Posteriormente, se volvió a tomar 1mL de CS y CT, se depositaron en tubos con 

caldo para gram negativos (GN) y se incubaron durante 12 a 18 h a 35°C. A partir 

del crecimiento de GN se tomaron 0.5 mL, se colocaron en tubos de 12 x 75 mm 

rotulados con el número de muestra y se les añadió 0.1mL de una solución de lisis 

(proteinasa K); a continuación, se incubaron por 5 min a temperatura ambiente (TA), 

para después colocarse en baño María a 65°C, y agregar 0.2 mL de las sondas de 

ADN. A cada tubo se le colocaron unas tiras reactivas de poliestireno y se dejaron 

incubar por 1 h. Posteriormente, se retiraron las tiras y se depositaron en otro juego 

de tubos que contenían enzima conjugada, se incubaron por 20 min a temperatura 

ambiente, después se enjuagaron y se depositaron en tubos con substrato 

cromogénico durante 20 min a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, se 

descartaron las tiras, se agregó a cada tubo una solución detenedora; y los tubos se 

colocaron en un fotómetro para medir la absorbancia. Un resultado negativo a 

hibridación fue aquel con un valor menor o igual a 0.10 de absorbancia y uno 

positivo mayor a 0.10. 

 

Aislamiento e identificación de E. coli 

Los hisopos cloacales se colocaron en tubos con medio Stuart en refrigeración 

para su traslado. Una vez en el laboratorio, los hisopos fueron colocados de manera 

individual en tubos con agua peptonada y se incubaron por 24 h a 37°C, después de 

lo cual se sembraron en cajas con agar McC y se incubaron durante 24 h a 37°C. 
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Posteriormente, se revisó el crecimiento y se seleccionaron 10 colonias por cada 

muestra, tanto lactosa positivas como negativas, las cuales fueron aisladas en cultivo 

puro en McC para posteriormente ser identificadas mediante pruebas bioquímicas 

(TSI, LIA, SIM, urea, citrato de Simmon´s). Las cepas aisladas de E. coli se 

sembraron en gelosa especial como copias de trabajo y en Dorset para su 

almacenamiento. Se realizó una prueba de X2 para conocer si las diferencias entre 

frecuencias de aislamientos de E. coli con Aeromonas sp. fueron significativas. 

 

Identificación serológica. Las cepas identificadas como E. coli se tipificaron 

con sueros de conejo (SERUNAM), preparados contra los 185 antígenos somáticos y 

56 flagelares mediante la técnica empleada en el Laboratorio de Salud Pública de la 

Facultad de Medicina de la UNAM referida por Orskov y Orskov 57, para lo cual se 

utilizaron microplacas de 96 pozos de fondo redondo.  

 

Preparación e identificación del antígeno somático. Las cepas se 

sembraron individualmente en tubos con 10 mL de TSA (pH de 7.2), los cuales se 

incubaron por 24 h a 37°C, posteriormente, se cosechó el crecimiento bacteriano en 

10 mL de solución salina 0.15 M; la suspensión obtenida se transfirió a otro tubo y se 

inactivó por esterilización a vapor fluente a 100°C durante 1 h. Después de ello, se 

añadió a cada tubo solución salina con formaldehído al 0.6 % (v/v). Por último, los 

tubos fueron sellados con parafilm y almacenados para ser usados como antígeno 

somático. 

Las microplacas se prepararon colocando en cada pozo 50µl de suero monovalente 

con un dispensador Quick Spense Controller Model 96-200 DYNATECH 

LABORATORIES. Una vez llenas las microplacas, se colocaron 50µl del antígeno 

somático previamente preparado. Las placas se envolvieron con papel adherente para 

evitar la evaporación y se incubaron a  50°C por 24 h. Después de lo cual, las placas 

fueron revisadas para determinar la reacción de aglutinación. A continuación, se 

identificaron los sueros que reconocían el antígeno bacteriano y se hicieron 

diluciones de estos desde 1:100 hasta 1:12800. Se utilizaron sueros absorbidos y 
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diluidos 1:50, cuando hubo reacciones cruzadas. Para definir el serogrupo de una 

cepa se identificó el mayor grado de aglutinación en la dilución más alta del suero 

comparada con la que se presenta con el antígeno homólogo. Las cepas que no 

aglutinaron con ningún antisuero del esquema y mostraban el fondo del pozo turbio, 

fueron designadas como OND (No Determinadas). 

 

Preparación e identificación del antígeno flagelar. Para la determinación 

del antígeno H, las cepas se sembraron por picadura en el medio semisólido 

Colindale (peptona de caseína 10g, extracto de carne 3g, gelatina bacteriológica 80g, 

NaCl 5g, agar agar 4g, agua destilada 1000 mL, pH 6.9) en el interior del tubo de 

Craigie y se incubaron a 25°C hasta que se observara un enturbiamiento del medio de 

cultivo. Se consideró a un cultivo como móvil, cuando hubo crecimiento dentro y 

fuera del tubo de Craigie. Aquellas cepas en las que no se observó turbidez se 

consideraron no móviles (NM). De los tubos que presentaron movilidad se  tomó una 

muestra con asa bacteriológica y se sembró en 10 mL de caldo peptona de biotriptasa 

al 2% (pH 7.2), se incubaron a 30°C por 24 h y por último fueron inactivados con 

solución salina con formalina al 0.6% (SSF). 

Para identificar el antígeno flagelar se realizó un procedimiento similar al descrito 

para el antígeno somático, solamente varió el tiempo de la incubación de las placas, 

que fue de 2 h a 50°C.  

 

Identificación del serotipo O157:H7. Se utilizó un dispositivo de 

inmunocaptura (Reveal E. coli O157:H7 Test System) para determinar la presencia 

de cepas Escherichia coli serotipo O157:H7 del grupo EHEC. El procedimiento se 

realizó de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Brevemente, del agua 

peptonada en la que fueron incubados los 30 hisopos originales para E. coli, se tomó 

1 mL que se transfirió a tubos con caldo infusión cerebro corazón el cual se incubó a 

37°C por 18 h. De este cultivo se depositaron 5 gotas en un dispositivo, en el cual la 

muestra se difundió hacia una zona de reacción que contiene anticuerpos anti-E. coli 

O157 conjugados con partículas de oro coloidal que deben unirse al antígeno, si éste 
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se encuentra presente en la muestra. Estos complejos de antígeno-anticuerpo se 

difunden a través de una membrana de celulosa que contiene una zona de anticuerpos 

anti-E. coli O157. El complejo inmune con oro conjugado forma agregados en esta 

zona hasta crear una línea visible. El resto de la muestra continúa su migración hacia 

el resto de la membrana. La revisión de los dispositivos se hizo 20 min después de la 

inoculación. Un  resultado negativo fue aquel en el que se visualizó una banda en la 

zona C (control) y no en la zona T (test); uno positivo, cuando se observa la 

formación de ambas bandas. En los casos en los que no apareció la banda C, la 

prueba se consideró inválida y se repitió nuevamente. 

 

Detección de genes de virulencia por PCR. Se analizaron un total de 28 

cepas, las cuales se escogieron con base a su relación con los serogrupos de E. coli 

diarreogénicos reportados con mayor frecuencia. Para determinar la presencia de 

genes de virulencia de las cepas de E. coli aisladas en el presente estudio se utilizó la 

prueba de reacción en cadena de la polimerasa descrita por López-Saucedo et al 40 

modificada. La mezcla total de PCR fue de 25µL, 1 µL de MgCl2, 2 µL de dNTP´s, 

0.1 µL de Taq polimerasa, 1.75 µL de iniciadores, 13.9µL de agua bidestilada  y 2µL 

de templado. Para extraer el ADN de las muestras se tomó una asada de cada colonia 

y se depositó en microtubos que contenían 90 µL de TE 1x (10mM Tris HCL y 1mM 

EDTA, pH-8) con 10 µL de proteinasa K (14mg), durante 2 h se calentó esa mezcla a 

56°C y después se introdujeron los tubos en agua hirviendo por 10 minutos. Los 

iniciadores utilizados se muestran en el cuadro 1. Se utilizó un termociclador 

GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) con las siguientes condiciones 

para los genes eae, bfp, st, lt, ial, stx1 y stx2: 94°C (5 min, 1 ciclo); 50°C (2 min, 

1ciclo); 72°C (45 seg), 94°C (45 seg) y 50°C (45 seg), 30 ciclos y una extensión final 

72°C (10min). En el caso del plásmido pCVD432 las condiciones fueron: 94°C (5 

min, 1 ciclo), 94°C (00:40 seg), 53°C (1min), 72°C (1min) por 30 ciclos y 72°C (10 

min). Los productos obtenidos fueron analizados por electroforesis en un gel de 

agarosa (2%) TAE (Tris-Ácido acético-EDTA) a 96mVolts. El gel fue teñido con 

bromuro de etidio y visto en un transiluminador de rayos UV. Las cepas usadas como 
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controles positivos y negativos fueron proporcionadas por el departamento de Salud 

Pública de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autónoma de México 

(cuadro 2). 
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RESULTADOS 

  

De acuerdo con los procedimientos establecidos por la NOM-005-ZOO-1993 

Campaña Nacional contra la Salmonelosis Aviar, se analizaron las 30 muestras de 

aves, el resultado obtenido reportó ausencia de Salmonella en todas ellas, este 

resultado fue confirmado con la prueba de hibridación de ADN. 

 

   Con respecto a la identificación de otras enterobacterias, se observó una 

gran diversidad de microorganismos, únicamente la muestra número 7 (de la casa 1) 

no mostró crecimiento bacteriano. De las 29 muestras restantes se seleccionaron 290 

colonias, de ellas, 267 (92.06 %) fueron identificadas como E. coli, el resto (n=23) 

correspondió a los géneros Aeromonas sp. (n=16), Klebsiella sp. (n=4), y 

Enterobacter sp. (n=3). De todos estos, sólo E. coli y Aeromonas sp. se encontraron 

en las todas las casas estudiadas. Al analizar la frecuencia de aislamiento de ambos 

microorganismos con una prueba X2, se observó  diferencia significativa (P<0.05) al 

comparar el número de aislamientos de  E. coli contra los de Aeromonas sp. (cuadro 

3).  

 

La tipificación de E. coli se realizó a 5 colonias seleccionadas al azar 

(n=145), el resultado obtenido mostró 32 antígenos somáticos y 25 flagelares 

diferentes, el análisis del conjunto reportó 74 serotipos. Entre  los serogrupos, el 

OND (no determinado con los 185 sueros anti O) fue el más común en las 145 cepas 

(18.6%) seguido por los serogrupos O8 (12.4%), O178 (7.5%), O7 (6.8%) y O44 

(4.1%). El análisis de la formula antigénica completa (O:H) mostró que O8:H11 fue 

el serotipo más común presente en todas las aves (cuadros 4 y 5). 

 

Al realizar el análisis por casa de los diferentes serogrupos identificados se 

observó que en la casa uno hubo 17 diferentes, en la dos 12 y en la tres 15. El 

serogrupo más común en las casas uno y tres correspondió al OND (16% y 32% 

respectivamente), con relación a la casa dos, O8 fue el identificado con mayor 
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frecuencia (20%). Una observación interesante fue el hecho de que dos de las aves de 

la casa uno estaban colonizadas (las cinco colonias mostraron el mismo serotipo) por 

cepas de los serotipos O181:H49 una de ellas y O44:H45 la otra. Así mismo, resultó 

relevante que en la misma casa 16 de los 17 serogrupos identificados corresponden a 

los grupos diarreogénicos EPEC (n=4), ETEC (n=6), EHEC (n=1), EAEC (n=3) y 

EIEC (n=2). Por otro lado, en la casa 2 el serotipo O51:H11 se identificó en las 5 

cepas de una de las aves y de los 12 serogrupos encontrados, 4 de ellos corresponden 

a los grupos ETEC (n=2), EHEC (n=1) y EAEC (n=1). Con relación a la casa 3, de 

los 15 serogrupos identificados, 9 pertenecen a los grupos diarreogénicos EPEC 

(n=3), ETEC (n=3), EIEC (n=1) y EAEC (n=2). Cabe destacar que serogrupos 

pertenecientes a los patotipos ETEC y EAEC estuvieron presentes en las tres casas 

(Cuadro 6). El ensayo de inmunocaptura para el aislamiento de E. coli O157, 

corroboró los resultados obtenidos por el método tradicional de caracterización por 

sueros específicos, que mostraron la ausencia de este serogrupo en las cepas 

estudiadas. 

  

La búsqueda de genes de virulencia (eae, bfp, lt, st, stx1, stx2, ial y el 

plásmido pCVD432)  por ensayo de PCR, fue negativo para las cepas seleccionadas 

que incluían 28 serogrupos relacionados a tipos diarreogénicos de E. coli (Figura 1). 
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DISCUSIÓN 

    

 Existen pocos estudios relacionados con el impacto que pueden tener las aves 

de traspatio (cuya producción se realiza bajo condiciones precarias), sobre la salud de 

los humanos. Por tal motivo, diferentes autores coinciden en la importancia de 

integrar grupos de trabajo multidisciplinarios, que contribuyan a mejorar las 

condiciones en las que se lleva a cabo este tipo de producción 3, 5.  

 

En este estudio se encontró una frecuencia de aislamiento de E. coli de 92%, 

en un trabajo previo (2006) 34 en la misma comunidad de Agua escondida, Zentla, la 

frecuencia de aislamiento de la misma bacteria fue del 67%. La diferencia observada 

entre ambos estudios posiblemente esté relacionada con la época del año en que se 

realizaron ambos muestreos, ya que el primer estudio (2006) se realizó en otoño 

(octubre) y el presente en primavera (abril). Es bien conocido que aunque E. coli se 

puede aislar en cualquier época del año su frecuencia de aislamiento se incrementa 

en el periodo primavera verano (Guzmán, 2008) 35.      

 

Barnes et al. (2003) 36 refieren que entre el 10 y 15% de los aislados de E. 

coli obtenidos de muestras de intestino de pollos sanos pertenecen a serotipos 

potencialmente patógenos. En un estudio más reciente, Krause et al. (2005) 37, 

mencionan que las mascotas y los animales domésticos constituyen un importante 

reservorio natural de este tipo de cepas, que además pueden ser portadoras de genes 

de virulencia. En nuestro estudio se identificaron cepas de E. coli de los serogrupos 

O117, O8, O44 y O159  que corresponden a los tipos diarreogénicos EHEC, ETEC, 

EPEC, EAEC y EIEC de humanos. Este resultado confirma lo reportado previamente 

y señala la importancia de un manejo adecuado de las aves en traspatio, ya que 

pueden ser la fuente de infección para los humanos en la comunidad estudiada.  

 

En un estudio realizado por Blanco et al (1998) 25, reportan que a partir de 

458 pollos con septicemia se identificaron 62 diferentes serogrupos de E. coli, 18 de 
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ellos (O1, O2, O5, O8, O12, O14, O15, O18, O20, O53, O78, O81, O83, O102, 

O103, O115, O116 y O132) tuvieron una frecuencia alta. En otro estudio realizado 

por Rosario et al (2004) 27, se aislaron cepas de E. coli de los serogrupos O2, O8 y 

O15 en muestras de huevos fértiles e infértiles y en pollos con infección del saco 

vitelino. En el presente estudio, cinco de los serogrupos identificados  (O2, O8, O15 

y O20) coinciden con algunos de los reportados por Blanco et al. y Rosario et al. Tal 

observación sugiere que dichos serogrupos son comunes entre las aves y que existe 

una transmisión horizontal de los mismos; sin embargo, de éstos, O2 es considerado 

como patógeno para aves, por lo que al igual que en el caso de las cepas patógenas 

para humanos, las aves estudiadas pudieran ser transmisoras de estos 

microorganismos y ocasionar problemas de salud entre ellas, por lo que se sugiere 

que se realice vigilancia epidemiológica para evitar la aparición de brotes de diarrea 

en humano y enfermedades en aves. Los serogrupos O8, O44 y O7 aislados con una 

frecuencia alta en este estudio son integrantes de los patotipos ETEC, EPEC, y 

EAEC, esta observación coincide con lo reportado por Kariuki et al. (2002) 38 y 

Paniagua et al (2007) 39, quienes analizando muestras de diferentes especies animales 

y de humanos identificaron cepas de los mismos serogrupos. Estas observaciones 

plantean la pregunta sobre quién es el vehículo transmisor de estas bacterias, el 

humano o los animales. Sin embargo, lo que queda claro es que en este estudio las 

aves son reservorios de serotipos asociados a grupos diarreogénicos para humanos; 

por otro lado, esto permite proponer un estudio sobre la incidencia de diarreas en la 

comunidad y la etiología de las mismas. Dependiendo de los resultados que se 

obtengan, se podrá definir la participación de las aves de traspatio en la transmisión 

de los patógenos y la importancia de ejercer un control más estricto para su manejo. 

En este estudio, los ensayos de PCR para identificar la presencia de genes de 

virulencia relacionados con la patogénesis de la diarrea no reportaron amplificación 

de ninguno de ellos, lo que sugiere que estas cepas a pesar de estar relacionadas con 

serotipos patógenos para humanos, no siempre poseen los genes que les confieren 

dicha virulencia. El no haber encontrado genes relacionados con la virulencia en las 

cepas de aves pudiera estar relacionado con el hecho de que no son indispensables 
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para su supervivencia en este hospedero. Sin embargo, la transferencia horizontal de 

genes es un punto de gran relevancia, por tal motivo no se puede descartar que las 

aves que cohabitan con el humano puedan ser colonizadas por cepas que adquieran 

genes de virulencia de manera horizontal y representar un riesgo para el humano.  

 

El grupo EPEC está compuesto por cepas típicas y atípicas, las primeras se 

encuentran principalmente en humanos y las segundas, en animales 40. Se sabe que la 

característica principal de las atípicas es que no poseen el plásmido EAF ni el gen 

eae. En el presente estudio se encontraron los serogrupos O142 y O158, los cuales 

están incluidos dentro del grupo EPEC 40; debido a que no presentaron los genes de 

virulencia de la bacteria, se pueden considerar que estas cepas son EPEC atípicas. 

 

En un estudio, realizado por Blanco et al, (1998) 25 se llevó a cabo un 

muestreo durante un año para identificar los serogrupos de E. coli aislados de aves 

con y sin septicemia (458 aislados) y aves sanas (167 aislados) y se encontró una 

proporción de 0.2% de O157 en aves septicémicas y 1.1% en aves sanas. Por otro 

lado, en Estados Unidos durante el año 2007, Doane et al. 41, encontraron una baja 

ocurrencia del serotipo O157:H7 de E. coli en granjas de pollos. En México no 

existen reportes que muestren la importancia clínica y epidemiológica de E. coli 

O157; hasta el momento se desconoce qué factores influyen en la baja frecuencia de 

aislamiento de la bacteria. Estudios realizados por Navarro et al (2005) 42,  muestran 

la presencia de anticuerpos anti O157 en 15% y 20%, de una muestra de sueros de 

humanos y bovinos respectivamente, por lo que sugieren que estos anticuerpos evitan 

que los bovinos sean colonizados por este grupo de bacterias. Contrario a lo 

reportado en otros lugares del mundo, en nuestro estudio los resultados sobre el 

aislamiento de E. coli O157 fueron negativos, lo que confirma que esta bacteria no es 

común en nuestro país. 
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 Un estudio realizado en Estados Unidos por Braden et al. (2006) 6, se 

menciona que se han aislado serotipos de Salmonella en diversos animales como 

insectos, roedores y aves silvestres que están en estrecha convivencia con las aves 

domésticas; así como también se han recuperado salmonelas de heces fecales de 

pollos y materia orgánica proveniente de las casetas; esto indica la importancia del 

ambiente en la transmisión de microorganismos y sugiere que Salmonella en un 

ambiente como el de las comunidades rurales, puede estar vinculada fuertemente con 

la diversidad animal en algunos lugares. No obstante y a pesar de las condiciones 

existentes en las comunidades rurales, en el presente estudio no se identificó la 

presencia del género Salmonella  en ninguna de las muestras analizadas. Esto pudiera 

estar relacionado con el diseño del estudio en el que sólo se analizaron muestras de 

cloaca obtenidas con hisopos y no de otros sitios como nidos, pisos o gallineros. Por 

lo que se sugiere que en futuros estudios se amplíen los sitios de muestreo en las 

comunidades marginadas.  

 

Para este estudio no se contempló el análisis de otras bacterias diferentes a E. 

coli y Salmonella; sin embargo, la presencia de Aeromonas en los aislamientos 

realizados es importante, ya que se ha demostrado que este género es también 

causante de problemas diarreicos e infecciones respiratorias en México 43. 
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CONCLUSIÓN 

 

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que las aves de traspatio 

analizadas son portadoras de serogrupos que han sido relacionados a patotipos 

diarreogénicos de E. coli para humanos y de algunos serogrupos patógenos para 

aves. A pesar de que no se logró detectar la presencia de genes de virulencia en los 

serotipos asociados a las cepas patógenas de E. coli, no se descarta que estas 

bacterias puedan ser, en algún momento, un riesgo para la salud de las personas 

debido a la trasferencia horizontal que existe entre los microorganismos en el 

intestino. Por este motivo se sugiere realizar pruebas complementarias para 

determinar la presencia de cepas virulentas en aves de traspatio, ya que en este 

estudio la identificación serológica no fue suficiente para la determinación de la 

virulencia en las cepas aisladas.   
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Cuadros y figuras 
 

 
a GenBank accession no. M17358 
b GenBank accession no. D13663 

 
 
Cuadro 1. Iniciadores utilizados en la prueba de PCR para la identificación de E. 
coli diarreogénica. 
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Cuadro 2. Cepas utilizadas como controles en la prueba de PCR. 
 

Genes Controles 
lt 449c2 
st H10407 

bfpA, eaeA IB00410 
stx1, stx2 IB00446 

ial EIEC L- 
pCVD432 EAEC O42 
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Cuadro 3. Total de microorganismos identificados de las 290 colonias. 
 

  No. de cepas (%)  

Microorganismo Casa 1  Casa2 Casa3 Total 
E.coli 79 (87.7%) 99 (99%) 89 (89%) 267 
Aeromonas sp 11 (12.2 %) 1 (1%) 4 (4%) 16 
Klebsiella sp   4 (4%) 4 
Enterobacter sp   3 (3%) 3 
Total 90 100 100 290 
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Cuadro 4. Serogrupos más frecuentes de los 145 aislados por casa. 
 

Serogrupo Casa 1 Casa 2 Casa 3 TOTAL 
OND 7 4 16 27 
O8 3 10 5 18 

O178  - 3 8 11 
O7 4 2 4 10 
O44 5  - 1 6 
O162  - 6  - 6 
O181 6  -  - 6 

O15,O51,O117  - 5*  - 15 
O153 2 3  - 5 
O4  -  - 4 4 

O138  - 4  - 4 
O100,O174 3*  -  - 6 

O141 1 1 1 3 
O2,O142,O154  -  - 2* 6 
O25,O113,O159 2*  -  - 6 

O20 1  - 1 2 
O39  - 2  - 2 

O10,O112ac,O158,O166 1*  -  - 4 
O6,O9,O112ab,O168  -  - 1* 4 

TOTAL    145 
*Se refiere al número de aislamiento para cada serogrupo indicado  
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Cuadro 5. Total de serotipos encontrados en todas las cepas y su ocurrencia en las 
aves. 
 

Serotipo Total(%) No. De 
aves* 

Presencia 
en 

casas** 

O8:H11 7(9.4%) 5 3 
O4:H16 4(5.4%) 3 1 

OND:H11 4(5.4%) 3 2 
O7:H15 4(5.4%) 2 2 

                                    *Número de aves donde se identificó el serotipo 
                                  **Número de casas en el que se detectó el serotipo
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Cuadro 6. Serogrupos encontrados por casa asociados a patotipos diarreogénicos de 
E. coli. 
 

    Grupos diarreogénicos       

No.de casa EPEC ETEC EHEC EAEC EIEC
1 
 

O20,O44,O158, 
O159 

O8,O20,O25,O153, 
O159,O166 

O113 
 

O7,O44,O76 
 

O112ac, 
O159 

2  O8,O153 O117 O7  

3 O20,O44,O142 O6,O8,O20 O4 O7,O44  
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa. Izquierda, línea 1, cepa control EAEC 
O42 pCVD432 +; línea 2, control negativo (E. coli K12), línea 3, mezcla de reacción. 
Derecha, línea 1, control positivo para el gen lt cepa 449c2, línea 2, control negativo 
(K12), línea 3, mezcla de reacción. 
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