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RESUMEN

La salmonelosis es una enfermedad altamente contagiosa que provoca pérdidas
econOmicas importantes. Por una disminucion en la produccion de huevo, baja
incubacion del mismo, asi como gastos en tratamientos causada por las bacterias
Salmonella gallinarum (tifoidea aviar) y Salmonella pullorum (pulorosis) (Cenasica, 2004).
Estas enfermedades afecta a aves de cualquier edad, especialmente a pollas de 3 meses,
su periodo de incubacion es de 4 a 6 dias y presenta una mortalidad variable de 4 al 50%

Las aves progenitoras y reproductoras juegan un papel muy importante en la
erradicacion de la enfermedad, aunque también puede llegar a afectar a patos, faisanes,

pavo reales, gallina de guinea y aves silvestres.

Estudios epidemioldgicos, indican que las aves constituyen un importante reservorio de la
bacteria salmonella y son fuente de contaminacién de los alimentos. La salmonella spp
se dividen en dos importantes grupos, inméviles y las moviles. Las moviles, llamadas
también paratifoideas son capaces de ocasionar toxinfecciones en animales de sangre
fria o caliente incluyendo al hombre. Las moviles, llamadas también paratifoideas son
capaces de ocasionar toxinfecciones en animales de sangre fria o caliente incluyendo al
hombre, las inmdviles por otra parte estan representadas por las dos Unicas
serovariedades de salmonellas. S. pullorum y S, gallinarum , responsables de la pulorosis
y la tifoidea o tifosis aviar respectivamente. Las infecciones por salmonella spp en los
animales pueden agruparse de modo general en las que las manifestaciones clinicas son

tan caracteristicas que permiten reconocer el tipo de salmonella spp.

PALABRAS CLAVE: SALMONELOSIS, BACTERIA, AISLAMIENTO, PREVENCION,
ENTERO BACTERIA, TOXIINFECCIONES, TIFOSIS



INTRODUCCION

La salmonelosis es una enfermedad altamente contagiosa que provoca perdidas
econOmicas importantes (Kuhn et al., 1994). Por una disminucién en la produccién de
huevo, baja incubacién del mismo, asi como gastos en tratamientos causada por las
bacterias Salmonella gallinarum (tifoidea aviar) y Salmonella pullorum (pulorosis)
(Cenasica, 2004). Estas enfermedades afecta a aves de cualquier edad, especialmente a
pollas de 3 meses, su periodo de incubacién es de 4 a 6 dias y presenta una mortalidad
variable de 4 al 50% (CDCP, 2004). Las aves progenitoras y reproductoras juegan un
papel muy importante en la erradicacion de la enfermedad (OSDHS 2005), aunque
también puede llegar a afectar a patos, faisanes, pavo reales, gallina de guinea y aves

silvestres (Cenasica, 2004).

Los productores avicolas son una fuente importante de proteina animal para el humano y

una buena alternativa econémica (Valdez et al, 1987)

El pollo se considera en el pais, como un punto de estudio importante para la medicina
preventiva, puesto que este puede ser una importante fuente de contaminacion de
Salmonella spp para el ser humano (Joklik, 1994 y Antunes et al., 2003). Esta bacteria
ufe descubierta por un cientifico norteamericano llamado Daniel E. Salomén, de quien
derivé su nombre (Geosalud, 2003). Las infecciones causadas por bacterias del genero
Salmonella spp provocan una fuente muy importante en la industria avicola, generando en

ésta grandes pérdidas econémicas (Tomson et al. 1992).

En la literatura investigada el Aislamiento de Salmonella, tanto d aves como de productos
avicolas se reporta con mas frecuencia que en cualquier otra especie animal o producto
alimenticio (Gast et al., 2000). El trabajo se sustenta en la importancia que toma la
medicina veterinaria en la prevencion de enfermedades que afectan la salud publica,
teniendo como interés principal el eliminar los riesgos y las pérdidas ocasionadas por esta
enfermedad, cabe sefialar que el objetivo del trabajo es dar a conocer la manera mas
sencilla de prevenir e identificar esta bacteria. La identificacion de la salmonella spp en
sus diferentes formas, es conocida como un genero que pertenece a la familia de las
enterd bacteria y se conocen mas de 2005 serotipos antigénicos bien definidos, segun la
epidemiologia de la enfermedad en las aves (Emilio et al, 2001).



Estudios epidemioldgicos, indican que las aves constituyen un importante reservorio de la
bacteria salmonella y son fuente de contaminacién de los alimentos (OSDHS2005). La
salmonella spp se dividen en dos importantes grupos, inmoviles y las moéviles. Las
moviles, llamadas también paratifoideas son capaces de ocasionar toxinfecciones en
animales de sangre fria o caliente incluyendo al hombre. Las méviles, llamadas también
paratifoideas son capaces de ocasionar toxinfecciones en animales de sangre fria o
caliente incluyendo al hombre, las inmdviles por otra parte estan representadas por las
dos Unicas serovariedades de salmonellas. S. pullorum y S, gallinarum , responsables de
la pulorosis y la tifoidea o tifosis aviar respectivamente (FCUVZ 2006). Las infecciones por
salmonella spp en los animales pueden agruparse de modo general en las que las
manifestaciones clinicas son tan caracteristicas que permiten reconocer el tipo de

salmonella spp (Infante et. Al., 1994).

En relacién con la enfermedad de salmonelosis aviar, en 1997 se publicé en el Diario
Oficial de la Federacion la declaratoria de que La Entidad de Quintana Roo México cuenta

con el reconocimiento oficial de estar libre de estas enfermedades (Torres et. Al., 2004).

Con ésta compilacion de informacién se da a conocer la forma de cémo se debe tipificar e
identificar la bacteria de la salmonella spp en sus diferentes técnicas a nivel de
laboratorio. Y para elevar la produccion y mejorar la calidad sanitaria de las aves de sus
productos y subproductos, es necesario establecer un control estricto sobre la
Salmonelosis aviar, y determinar su erradicacion, que permita a la avicultura nacional

desarrollarse en mejores condiciones sanitarias (NOM 005 1993).



1.-HISTORIA DE LA SALMONELLA

En el afio de 1874, Budd fue el primero en relacionar que las fiebres tifoideas habian sido
transmitidas por el agua y el alimento. Salmonella Typha agente etiolégico de la
enfermedad, fue descubierta en el afio de 1880 por Eberth y el microorganismo fue
aislado en 1884 por Gaffky. Salmonella choleraesuis fue aislada de un cerdo en el que se
diagnostico el colera del cerdo (ICMSF, 1996).

En 1986 Gruber, Durham y Nidal, en forma separada, reportaron que al mezclar el suero
del paciente enfermo con la bacteria de salmonella, se producia un agrupamiento en
grandes grumos, haciéndolas perder movilidad, de esta forma nace él termino serologia
(Silvia et al., 1994).

El nombre del género fue acufiado por Lignieres en el afio de 1990 en honor a los trabajos
realizados por el Dr. Daniel E. Salomdn, bacteri6logo americano que caracterizé los

bacilos causantes del célera del cerdo, y de quien se derivé su nombre (ICEMSF, 1996).

La Salmonella variedades pullorum y gallinarum. Han sido erradicadas de los criaderos
industriales de varios paises desarrollados pero aln subsisten en explotaciones
comerciales de Latinoamérica (Velilla et al.,, 2004). La forma de transmiten es por via
horizontal y vertical. La mortalidad puede ser alta durante las primeras dos semanas de
vida y en gallinas ponedoras. Los signos clinicos que presentan las aves manifiestan
depresion, anorexia, deshidratacion, dificultad respiratoria y diarrea (Gast et al., 2001). El
higado, bazo, corazén, pulmones, drganos reproductores y aparato digestivo suelen estar
aumentados de tamafio, congestivos o presentar nddulos. El diagnéstico serolégico se
realiza mediante antigeno pullorum, aglutinacion en tubo o portaobjetos, micro

aglutinacion y ELISA. (Le6n et al.,m 1996).



2.-ANTECEDENTES

Anualmente se reportan 50,000 casos de infecciones por salmonella en el mundo, lo cual
representa el 10% de todas las infecciones humanas (INTA 2005). La bacteria se propaga
por la ingestion de alimentos o0 de aguas contaminadas, y por otra parte por personas
infectadas que manipulan el alimento. Se requiere un indculo de 106 a 108 bacterias de
Salmonella spp para poder desarrollar esta enfermedad de tipo sistematica, la incidencia
aumenta en personas con acidez gastrica reducida (INTA 2005). El microorganismo se
multiplica a una alta densidad cuando se encuentra en condiciones apropiadas como

alimentos contaminados o refrigerados inadecuadamente (German, 2004).

En relacién a la enfermedad de Salmonelosis aviar, en 1997 se publicé en el Diario Oficial
de la Federacion Mexicana declaratoria de La Entidad de Quintana Roo México cuenta
con el reconocimiento oficial de estar libre (DNSA2003). En la actualidad, el comercio
internacional de alimentos representa una actividad cada vez< mas importante en la
provision de regimenes alimentarios inocuos y nutritivos para las poblaciones del mundo
libres de esta enfermedad (Lépez et al., 2000). Las infecciones por Salmonella spp. Han
aumentado en los Ultimos afios tanto en paises industrializados como en subdesarrollados
(Chavez et al., 2001)

En el periodo 1995-1999, Salmonella spp, fue el segundo agente causal mas importante
(35.3%) de brotes en América Latina y el Caribe. Durante el periodo1993-2002 se han
registrado en Latinoamérica 1256 brotes de salmonellosis, que afectaron a 48334
personas y produjeron 15 muertes. El 29.2% de los casos fue consecuencia del consumo
de huevos o productos derivados y el p. 4% fue debido a la ingesta de carne de aves. El
9.8% de los brotes fue causado por Salmonella Enteritidis y en el 51% de los casos no se
pudo determinar la serovariedad implicad (Fuente: Sistema de Informacion Regional para

la Vigilancia Epidemioldgica de las Enfermedades Transmitidas por Alimentos).



Durante el periodo 1993-2002 ocurrieron en Argentina 60 brotes de salmonelosis que
produjeron 889 enfermos y 4 muertos. El 6.7% de los brotes fue causado por S Enteriditis,
1.7% por S. Typhimurium, el 1.7% por S. arizonae y en el 90% de los casos no se pudo
identificar la serovariedad correspondiente. Con relacién a los alimentos involucrados en
dichos brotes el 25% correspondié a derivados de huevo, mayonesa y carne de aves
(Velilla et al., 2004).

Es fundamental hacer un estudio de la importancia e interés que tiene la Medicina
Veterinaria con esta bacteria ya que es de vital importancia eliminar los riesgos y disminuir
las pérdidas ocasionadas a los productores avicolas en su explotacién. La presente es

una revisién que pretende aportar la trascendencia que tiene esta enfermedad.



3.-MARCO TEORICO

Varios serotipos de Salmonella entérica se encuentran entre los patdégenos zoondticos
mas importantes causantes de enfermedades transmitidas por los alimentos alrededor del
mundo, siendo especialmente las aves y sus subproductos uno de los mayores vehiculos

de contagio de Salmonelosis a los humanos (Joklikb 1994).

Las salmonellas son una bacteria 0o microorganismos Gran negativo, inmévil o movil
mendiante falgelos. Para crecer necesitan hidratos de carbono especialmente glucosa,

proteinas con triptéfano, vitaminas, sales, minerales y agua (Emilio et al., 2001).

La salmonelosis es una enfermedad causada por las bacterias Salmonella spp. Afecta
generalmente la zona intestinal y de vez en cuando la circulacion sanguinea. La

salmonelosis puede causar brotes de intoxicacion con comida contaminada (Gast, 2000).

El género salmonella es el Gnico que realiza la fermentacién de hidratos de carbono sin
produccién de gas, lo cual dificulta la observacién organoléptica de la presencia en los
alimentos (FCVUZ, 2006).

Esta bacteria requiere de una temperatura Optima de crecimiento que se encuentra
comprendida entre 27 y 37.5 grados centigrados, aunque también pueden crecer en
intervalos de temperatura mas licitantes en cuyo caso su velocidad de crecimiento es mas
lenta (German et al., 2004).

Las aves son potencialmente portadoras de diversas zoonosis patolégicas transmisibles a
las personas como salmonelosis, y enfermedades parasitarias. También resalta que “sus
excrementos pueden ser medios de cultivo de gérmenes patdgenos, pero no hay

evidencia de correlacién entre enfermedades en el hombre” (Torres et al., 2004)

La patologia esta relacionada directamente con la alimentacién ya que este, es el vector
producto de la misma, es una alteracion patoldgica de origen microbiano que se produce
por la presencia en los alimentos de un microorganismo gram negativo denominado
Salmonella, de la cual se conoce un amplio nUmero de especies microbianas con una

amplia variedad de serotipos. (Velilla et al., 1994)



El porqué este microorganismo se encuentra presente en los alimentos esta directamente
relacionado con su actividad bioquimica, las caracteristicas de los factores de crecimiento

y las condiciones de crecimiento dptimas para su desarrollo. (Silvia et al., 2004).

La compilacién del presente trabajo es dar a conocer que existe la posibilidad de entrar la
bacteria Salmonella en pienso, y que otros autores la han encontrado en carnes de cerdo
y aves, y guardan relacién con los serogrupos y serotipos encontrados, lo que demuestra
la posible transmision de estos gérmenes a través de la alimentacién de los animales.
(PROPAPA, 2004)

El control y profilaxis de las Salmonelosis en animales ya sean en sus expresiones
nosolégicas o como vehiculo en el producto final de consumo, ocupa hoy uno de los mas

importantes capitulos en la funcién del Veterinario sanitarista (SENASA 2005).

La Vigilancia Epidemiolégica es un proceso dinamico que recoge informacion para la
accion. Esta informacién debe caracterizar las enfermedades en las regiones, rebafios e
individuos afectados en relacién con todos los factores del medio ambiente: fisicos,
socioeconémicos Yy biolégicos. Este proceso constituye por si mismo una etapa previa al
desarrollo de programas y de control de enfermedades e incluye, por lo tanto, todas
aquellas actividades que se estimen necesarias a realizar sobre diferentes campos, para
adquirir el conocimiento que sirva de fundamento para el control efectivo del problema

sanitario que interesa. (Antunes et al., 2004)

La deteccion e identificacion de los patdgenos implicados en las enfermedades
transmisibles es un componente fundamental de la vigilancia epidemiolégica. Debido a
esto, es necesario estandarizar técnicas de deteccién para implementar la vigilancia y el

control de dichos microorganismos y prevenir las enfermedades (INTA, 2005).

En resumen, podemos afirmar que en el sector avicola, la salmonella ha pasado de ser un
problema de Sanidad Animal a un problema mas grave, en el &mbito de la Salud Publica
(CDCP, 2006).



4.-CLASIFICACION DE LA SALMONELLA

En el &mbito avicola, podemos dividir las salmonellas en dos importantes grupos: las
salmonellas inmdviles y las mdviles. Las salmonellas moviles, llamadas también
paratifoideas son capaces de ocasionar toxoinfeciones en animales de sangre fria o
caliente incluyendo al hombre. Las inmdviles estan representadas por las dos Unicas
serovariedades de salmonellas huésped especifico para las aves: S. pullorum y S.
gallinarum, responsables de la pulorosis y la tifoidea o tifosis aviar respectivamente
(FCUVZ, 2006)

La salmonella spp, es un género que pertenece a la familia de las enter6 bacteria y se
conocen mas de 2500 serotipos antigénicos en la actualidad bien definidos. Segun la
epidemiologia de la enfermedad en las aves los serotipos de Salmonella se pueden dividir
en 3 grandes grupos El primero contiene serotipos que producen de forma caracteristica
una enfermedad que se limita especificamente a las aves, S. pullorum y S. gallinarum. El
segundo grupo contiene serotipos de Salmonella que frecuentemente se aislan de
alimentos balanceados, el medio ambiente y las aves. Todos ellos son capaces de
producir intoxicacién alimentaria pero generalmente no producen enfermedades en las
aves, la importancia radica en su relacién con la salud publica. El tercer grupo comprende
dos serotipos: S. typhimurium y S. enteritidis, que poseen las caracteristicas de los 2
grupos anteriormente mencionados. Esta salmonella se transfiere facilmente de animal a
animal, de animal a humano y de humano a humano a través de diferentes vias directas o
indirectas (Emilio et al., 2001).



5.- ADQUISICION, ERRADICACION Y PORTADORES

Estudios epidemiolégicos, indican que las aves constituyen un importante reservorio y son
fuente de contaminacion de los alimentos (CDCP 2004). EI Género Salmonella, no es
parte de la flora intestinal normal de las aves, sino que lo adquieren en el ambiente en que
viven de insectos, roedores, aves silvestres y del hombre, asi como por medio del
alimento balanceado y por condiciones predisponentes cuando se crian en forma
intensiva (Leon ei a/., 1996).

Las salmonellas colonizan el tracto entérico de las aves y posteriormente su materia fecal,
la cual contamina la cascara de los huevos durante su pasaje (Velilla et al., 2004).Y para
elevar la producciébn y mejorar la calidad sanitaria de las aves, sus productos y
subproductos, es necesario establecer un control estricto sobre la Salmonelosis aviar,
tendiente a su erradicacion, que permita a la avicultura nacional desarrollarse en mejores
condiciones sanitarias (NOM 0051993).

10.1.-PRINCIPALES PORTADORES DE SALMONELLA SON LAS AVES Y EL CERDO
(Quiroz 2001)

TIPOS DE SALMONELLA HOSPEDEDERO
S. abortusequi CABALLO

S. abortussovis OVEJA

S. cholerasuis CERDO

S. typhisuis

S. Dublin VACAS

S. pollorum i |ApS

S. gallinarum

S. typhimurium RATON

S. anatum PATOS




6.- IDENTIFICACION DE LA BACTERIA

Las infecciones causadas por bacterias del género Salmonella provocan enfermedades
gue afectan la industria avicola, generando en ésta grandes pérdidas econdmicas debido
a la disminucidén en las ganancias, de peso, las altas tasas de conversiones alimenticias,
muertes e incluso, decomisos a nivel de los mataderos (Tomson 1992). Adicionalmente,
las aves afectadas por este patdgeno representan uno de los reservénos mas importantes
de Salmonella que pueden ser transmitidas a través de la cadena alimenticia hacia el
hombre causando en éstos, diferentes cuadros clinicos de Salmonejosjs desde problemas

entéricos hasta la muerte (Ligarte, 1997).

Las infecciones por salmonella en los animales pueden agruparse de modo general en las
gue las manifestaciones clinicas son tan caracteristicas que permiten reconocer el tipo de
salmonella (Infante et al., 1994). Hay algunas bacterias que podemos identificar con cierto
grado de seguridad como sucede en el aborto equino (S. abortusequi), en la tifoidea de
las aves (S. Pollorum) y en la diarrea blanca de los pollos ( S. gallinarum ); que son

causadas casi siempre por un determinado tipo de salmonella (Guillespie et al., 1981).

La Salmoénelosis presenta un periodo de incubacion de 12 a 72 horas, esta puede
presentar tres tipos de infeccion: enterocolitis, fiebre tifoidea y septicemia. En el caso de
enterocolitis los sintomas iniciales son nauseas, vémitos que progresan a un dolor
abdominal y disposicion de heces con consistencia acuosa (NOM 005 1993). Por lo
general dura desde dias hasta un maximo de dos semanas con una resolucion
espontanea. En el caso de la fiebre tifoidea producida por S. typhi o la fiebre entérica
producida pos S. paratyphi él progres6 de la enfermedad es lenta y presenta vomitos y
diarrea (Carrier et al., 1999). Después de algunas semanas la enfermedad comienza a
resolverse pero puede producir complicaciones graves como hemorragia o perforacion
intestinal. Después de la resolucion los pacientes pueden permanecer como portadores

crénicos, pero solo ocurre en un 3% (Carrier et al., 1999).
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Varios serotipos de Salmonella entérica se encuentran entre los patdgenos zoonéticos
mas importantes causantes de enfermedades transmitidas por los alimentos alrededor del
mundo, siendo especialmente las aves y sus subproductos uno de los mayores vehiculos

de contagio de Salmonelosis a los humanos (Joklik, 1994)

En la literatura, el aislamiento de Salmonella, tanto de aves como de productos avicolas
se reporta con mas frecuencia que en cualquier otra especie animal o producto
alimenticio, reflejando de alguna manera la gran prevalecia de infecciones por Salmonella
en aves (Gast et al., 2000).
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7.- SALMONELOSIS Y SU AGENTE CAUSAL

Es una enfermedad altamente contagiosa que provoca pérdidas econdmicas importantes
(Kuhn et al., 1994). Por una disminucién en la produccion de huevo, baja incubacion del
mismo, asi como gastos en tratamientos Causada por las bacterias Salmonella gallinarum
(tifoidea aviar) y Salmonella pullorum (pulorosis) (Cenasica, 2004). Estas enfermedades
afecta a aves de cualquier edad, especialmente a pollas de 3 meses, su periodo de
incubacion es de 4 a 6 dias y presenta una mortalidad variable de 4 al 50%(CDCP, 2004).
Las aves progenitoras y reproductoras juegan un papel muy importante en la erradicacion
de la enfermedad (OSDHS 2005), aunque también puede llegar a afectar a patos,

faisanes, pavo reales, gallina de guinea y aves silvestres (Cenasica, 2004).

7.1.- Salmonella gallinarum

La tifoidea en aves (S. gallinarum) produce lesiones, en pollos jévenes y pavipollos,
similares a las que provoca S. pullorum, las caracteristicas encontradas incluyen higado
tumefacto, friable con o sin focos necréticos; Bazo y rifiones agrandados; anemia y
enteritis. La serotipificacibon es un método definitivo usado para la caracterizacion
epidemioldgica de la bacteria (NOM-005-ZO0-1993).

Es un bacilo corto y grueso sin flagelos no forma esporas ni capsulas, se tifie con
colorantes ordinarios es gram negativo y puede aislarse facilmente de la sangre, higado y
heces. Es aerobio y anaerobio facultativo y su temperatura éptima para el crecimiento es
los 37 grados centigrados (PROPAPA, 2004).

7.2.- Salmonella pullorum

La enfermedad por S. pullorum o diarrea blanca bacilar, infecta pollos jovenes y pavipollos
entre las 2 y 3 semanas de edad. El indice de mortalidad es alto. Las aves afectadas se
acercan a una fuente de calor presentando anorexia, depresion y heces blanquecinas
alrededor del ano. Los sobrevivientes a menudo se vuelven portadores asintomaticos. Las
lesiones caracteristicas incluyen en pollos jovenes sacos de yema no absorbidos, nodulos
blanquecinos por todo el pulmén, corazén y musculo de la molleja, necrosis focal en
higado y bazo (NOM-005-ZO0-1993).
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Es un germen gram negativo, no posee flagelos, es aerobio y anaerobio facultativo, puede
aislarse de la sangre, higado, bazo y heces de aves infectadas. Este germen produce
colonias lisas, brillantes palidas y de bordes continuos en cultivos de agar. Su temperatura

Optima para crecimiento es de 37grados centigrados (INTA, 2005).
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8.- DIAGNOSTICO DE LA SALMONELLA

La Salmonella variedades pullorum y gallinarum. Han sido erradicadas de los criaderos
industriales de varios paises desarrollados pero aln subsisten en explotaciones
comerciales de Latinoamérica (Velilla et al., 2004). La forma de transmiten es por via
horizontal y vertical. La mortalidad puede ser alta durante las primeras dos semanas de
vida y en gallinas ponedoras. Los signos clinicos que presentan las aves manifiestan
depresion, anorexia, deshidratacion, dificultad respiratoria y diarrea (Gast et al., 2001). El
higado, bazo, corazén, pulmones, érganos reproductores y aparato digestivo suelen estar
aumentados de tamafio, congestivos o presentar nodulos. El diagndstico seroldgico se
realiza mediante antigeno pullorum, aglutinacion en tubo o portaobjetos, micro
aglutinacion y ELISA. (Leon et al., 1996)

El Antigeno K polivalente: Producto bioldgico utilizado para la deteccidén seroldgica de

aves portadoras de Pulorosis (S. pullorum) y Tifoidea Aviar (S. gallinarum) a nivel de

campo, compuesto por las siguientes cepas de Salmonela pullorum (NOM 047).
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9.- MATERIAL Y EQUIPO DE LABORATORIO PARA LA IDENTIFICACION

EQUIPO TECNICO

Agitador

Balanza granataria,

Estufa o incubadora 37°C+-1°C
Microscopio 6ptico

Mechero tipo fisher

Refrigerador

EQUIPO DE PROTECCION

Bata blanca
Guantes de latex
C ubre bocas

Anteojos de proteccién

MATERIAL

Asas para siembra bacteriol6gica

Bolsas de plastico estériles de 17 X 10 cm.
Cajas de peri

Charola metélica

Espatula metalica

Gradilla

Pinzas de diseccion

Pipeta graduada de 1 Ml

Porta objetos

Tijeras

Tubo de vidrio con tapon c/rosca 13 X100
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REACTIVOS

a.- Medio de preenrriquesimiento

Caldo peptonado buffer

b).- Medios de enriquecimiento.
Caldo tetrationato con solucién yodo-yoduro de potasio

Caldo selenio

c).- Medios de cultivos selectivos
Caldo tetrationato
Caldo selenito
Agar Mc. Conkey
Agar Verde Brillante
Agar XLD (Xilosa lisina)

d).- Medios para bioguimicas
TSI.- Agar triple azucar hierro
LIA.- Lysine iron agar
MIO.- Agar movilidad indol ornitina
UREA DE CHRISTENSEN
CURATO DE SIMON
CALDO MALONATO

e).- Antigenos para grupos somaticos

Antisueros grupos B, C1, C2, D, E,

Nota: la elaboracion de los medios de cultivo comerciales fabricados por diferentes

laboratorios se realiza de acuerdo a las instrucciones del fabricante (SENASA, 2003
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10. - MATERIAL PARA LA TOMA DE MUESTRA Y FORMA DE MUESTREAR

Hoy en dia existen, diferentes tipos de herramientas que nos ayudan para la recoleccion

de muestra de eses fecales en las diferentes especies animales (kuhn 1994).

El kary-bler es una herramienta compuesta por un tubo de ensaye con tapén de rosca y
un hisopo, estos viene en una bolsa de plastico cerrada, previamente esterilizada de
fabrica (SENASA, 2003).

La forma tradicional, tubo de ensaye de 13x100 que contiene solucion salina, (agua
destilada y cloruro de sodio al 0.85% ), y otro tubo de ensaye con medio de transporte
stuerds, de fabrica como los medios de cultivos, con las instrucciones de preparacion
(INDRE, 2003).

Estos dos tipos de tubos van acomparfados de hisopos que son aplacadores de madera o

plastico y algodén previamente esterilizados.

Muestrear

La seleccién de la muestra para el aislamiento depende de muchos factores tales como:
Funcion zootécnica de las aves, edad, aves enfermas o portadoras sanas asi como aves
muertas Esta seleccion asi como él numero de muestras se debe apegar a la
normatividad vigente (PROPAPA, 2004) Hisopos cloacales.- Se enviaran inmersos en
medio de transporte de stuard en recipientes estériles herméticamente cerrados, en
refrigeracién y en un plazo no mayor de 48 horas. Posteriores a su toma y antes de iniciar
un tratamiento. En este medio de transporte se puede conservar la muestra hasta 5 dias,

siempre en refrigeracién (Antunes, 2003)
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11.- PRE-ENRIQUECIMIENTO NO SELECTIVO
Pesar 25 g de alimento o heces con una espatula de madera estéril. Colocar la muestra

en un Matraz Erlenmeyer y agregar 225 mi de solucion de Buffer Peptona 1.10 para

obtener 1 parte de muestra + 9 partes de buffer. Mezclar. Incubar a 37°C, 16-20 horas.

BUFFER PEPTONA

Los componentes del medio son: peptona, cloruro de sodio, fosfato disddico, fosfato

monopotasico. Disolver los componentes en 1000 ml.
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12.-ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO

Transferir 0.1 mi del caldo de pre-enriqguecimiento con una pipeta a 9.9 mi de caldo

tetrationato, o caldo selenito.

CALDO TETRATIONATO

Es un caldo que se usa para el enriquecimiento selectivo de Salmonella.

El tetrationato junto con el tiosulfato inhibe los conformes, mientras que las bacterias

reductoras de tetrationato como Salmonella y Proteus pueden crecer sin dificultad.

Los componentes del medio son: extracto de carne, peptona, extracto de levadura, cloruro
de sodio, carbonato de calcio, tiosulfato de sodio, sales biliares, solucién de verde brillante
1:1000 10 ml, solucién de iodo-ioduro de potasio 20 ml. Se disuelven los componentes

1000 mi de agua destilada.

CALDO SELENITO

Para el enriquecimiento selectivo de Salmonella en materia fecal, orina y tejidos

infectados, incluida Salmonella Typhi.

El selenito inhibe el crecimiento de coliformes intestinales y enterococos, principalmente
en las primeras 6 a 12 horas de incubacion.
Los componentes del medio son: peptona o triptona, lactosa, selenito de sodio, fosfato

dipotasico, fosfato monopotasico. Disuelven los componentes 1000 ml de agua destilada
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13.- SIEMBRA EN PLACAS DE AGAR SELECTIVO

Tomar de 2 a 3 asadas del caldo tetrationato y sembrar en medios selectivos agar Mac.
Conkey, agar Verde Brillante y agar XLD, por la técnica de estria cruzada, para el
aislamiento de las colonias de salmonella. Es importante no usar un inoculo muy denso de

manera de tener colonias aisladas. Incubar 24 horas, a 37°C.

13.1.- AGAR MAC CONKEY

Es un medio selectivo y diferencial para aislar microorganismos termentadores y no
termentadores de lactosa. Sirve para aislar Salmonella, Shigella, en la muestra de materia
fecal, orina, alimentos y aguas residuales.

La presencia de lactosa permite el desarrollo de las cepas que se manifiesta por el viraje
del indicador debido a la produccion de &cido; luego se absorbe el rojo neutro dando color
rojo a la colonia y un halo turbio por la precipitacién de las sales biliares por la acidez del
medio. Las bacterias no termentadoras de lactosa no alteran el medio, dando colonias

incoloras y transparentes, de 1 a 2 mm.

Los componentes del medio son: peptona, proteosa-peptona, lactosa, sales biliares, rojo
neutro, cristal violeta, cloruro de sodio. Disolver los componentes en 1000 ml de agua
destilada.

ASPECTO DE LAS COLONIAS

Salmonetla, Shigella incoloras, medio amarillo

13.2.- AGAR VERDE BRILLANTE

Excelente medio de gran selectividad para el aislamiento de Salmonela a partir de materia
fecal. Los fermentadores de lactosa o sacarosa que pueden crecer en este medio se
diferencian rdpidamente debido a la formacion de colonias verde-amarillentas. Esto se

debe a la fermentacion de los azlcares que produce acidez, haciendo virar el indicador
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(rojo fenol) a amarillo. En medio alcalino se observa un color rojo intenso. La selectividad

del medio permite usar in6culos densos.

Los componentes del medio son: proteos peptona, lactosa, sacarosa,
extracto de levadura, rojo fenl, verde brillante, agar. Disolver los componentes en 1000

ml de agua destilada.

ASPECTO DE LAS COLONIAS

Salmonella a veces Proteus y Citrobacer rosa palido, transparentes

13.3.-AGAR XLD .;

Es un medio de selectividad moderada a alta que permite ser usado con Salmonella y
Shigella. La degradacion de xilosa, lactosa y sacarosa produce acidez que hace virar el
indicador al amarillo. El tiosulfato y la sal de hierro ponen en evidencia la produccion de
sulfidrico. La decarboxilacion de la lisina por la presencia de un color rojo purpura por
aumento del pH.

Los componentes del medio son:; extracto de levadura, xilosa, lactosa, sacarosa, usina
hidrocloruro, desoxicolato de sodio, tiosulfato de sodio, citrato de hierro amoniacal, rojo
fenol, cloruro de sodio, agar. Disolver los componentes en 1000 mi de agua destilada

ASPECTO DE LAS COLONIAS

Salmonella igual color del medio, centro negro

S. Typhi amarilla, ligeramente opacas
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14.- IDENTIFICACION BACTERIANA
Lectura de las placas en cajas de petri de los tres medios selectivos Mac. Conkey Verde
Brillante y XLD. Inoculacién de pruebas bioquimicas para la identificacion de colonias

sospechosas de salmonella.

Si hay colonias sospechosas escasas, resembrar a una placa de agar de Mac. Conkey

para confirmacion bioquimicamente y una de agar nutritivo para su cerotipificacion
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15.-BIOQUIMICAS (técnicas de siembra)

TSI Inocular por picadura hasta el fondo y estriar la superficie
LIA Inocular por picadura hasta el fondo y estriar la superficie
MIO Inocular por picadura hasta el fondo del tubo

UREA DE CHRISTENSEN estriar la superficie

CITRATO DE SIMON estriar la superficie

CALDO MALONATO Inocular por agitacién

15.1.-TSI (Triple Sugar Iron)

El agar triple azlcar hierro es un medio nutriente y diferencial que permite estudiar la
capacidad de produccion de acido y gas a partir de glucosa, sacarosa y lactosa en un
Unico medio. También permite la deteccién de la produccién de H2S. Es un medio util

para la identificacién de enterobacterias.

El agar se prepara en forma de pico de flauta. Esto determina que existan dos camaras de
reaccién dentro del mismo tubo. La porcion inclinada (pico) expuesta en toda su superficie
al oxigeno es aerobia y la porcién inferior (fondo) esta protegida del aire y es

relativamente anaerobia.

Inocular los tubos de TSI con punta (alambre recto). Para eso introducir la punta hasta 3 a
5 mm del fondo del tubo. Tras retirar la punta del fondo, estriar el pico con un movimiento
hacia uno y otro lado. Incubar a 35 °C durante 18-24 hs, pero no mas de 24 horas.

INTERPRETACION Y CONTROLES

Para el TSI siempre se informa el resultado en el siguiente orden: pico, fondo, produccién

de gas y H2S.

Pico alcalino/fondo alcalino (Alc/Alc/gas-/H2S-)

No hay fermentacién de azlcares. Caracteristica de bacterias no
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termentadoras como Ej. Pseudomonas sp

Pico alcalino/fondo &cido (Alc/A/gas-/ H2S+)

Glucosa fermentada, ni lactosa ni sacarosa fermentadas. No hay produccion de gas, si de
H2
Ej. Salmonella typhi.

15.2.- LIA (Lysine iron agar)

Este ensayo permite diferenciar la "descarboxilacion o desaminacion de la lisina. Se
puede detectar ademas la produccion de H2S. Es muy utilizado en las técnicas de
busqueda de Salmonella, principalmente para descartar otras bacterias que dan colonias

de aspecto similar.

Durante las primeras etapas de la incubacion el fondo virara el indicador de pH del medio
al acido (amarillo) por la fermentacién de glucosa. Luego, si el aminoacido es
descarboxilado se formaran aminas que provocan un retorno al color original del medio o

hacia un viraje al basico (color violeta).

En la desaminacién se produce un acido carboxilico y NH3 y se visualiza en la superficie
la aparicion de un color rojo intenso. La produccién de H2S a partir de tiosulfato se
visualiza por la precipitacién de sulfuro ferroso de color negro.

INTERPRETACION Y CONTROLES

Pico alcalino/fondo alcalino/H2S + descarboxilacién de lisina positiva.

E j.: Salmonella choleraesuis. (INSP 2006)

15.3.- AGAR MOVILIDAD INDOL ORNITINA (MIO)

Medio de cultivo semisélido, altamente nutritivo debido a la presencia de extracto de

levadura, peptona y tripteina. Ademas, la tripteina aporta grandes cantidades de
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triptofano, sustrato de la enzima triptofanasa, para la realizacién de la prueba del indo). La
dextrosa es el hidrato de carbono fermentable, la ornitina es el sustrato para la deteccion
de la enzima ornitina decarboxilasa, la pdrpura de bromocresol es el indicador de pH, que

en medio alcalino es de color purpura y en medio &cido es amarillo. "

Por su composicién, es posible detectar 3 reacciones en un mismo tubo: movilidad,

presencia de ornitina decarboxilasa e indol.

MOVILIDAD:

Resultado positivo: presencia de turbidez o crecimiento mas alla de la linea de siembra.

Resultado negativo: crecimiento solamente en la linea de siembra.

ORNITINA DECARBOXILASA:

Resultado positivo: color pUrpura.

Resultado negativo: color amarillo. A veces se puede desarrollar un color violaceo en la

superficie del medio.

PRUEBA DEL INDOL.:

La prueba de indol se realiza una vez que se ha determinado la movilidad y la prueba de

ornitina.

Resultado positivo: color rojo al agregar el reactivo revelador.

Resultado negativo: el color del reactivo revelador permanece incoloro-amarillento. (SPM,
2000).

15.4.- CHRISTENSEN MEDIO (Urea Agar Base).

Medio utilizado para diferenciar microorganismos en base a la actividad
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ureasica.

Se utiliza para identificar bacterias que hidrolizan urea, tales como Proteus spp., otras

enterobacterias y estafilococos.

En el medio de cultivo, la tripteina y la glucosa, aportan los nutrientes para el desarrollo de
microorganismos. El cloruro de sodio mantiene el balance osmético, y el rojo de fenol es

el indicador de pH.

Algunas bacterias hidrolizan la urea por medio de la enzima ureasa liberando amoniaco y
diéxido de carbono. Estos productos alcalinizan el medio haciendo virar el rojo de fenol
del amarillo al rojo. En este medio, la fermentacion de la glucosa activa la enzima ureasa,
acelerando la velocidad del metabolismo en

aquellos organismos que hidrolizan lentamente la urea, como especies de

Enterobacter o Klebsiella.

15.5.- SIMMONS CURATO AGAR

Medio utilizado para la diferenciacion de enterobacterias, en base a la capacidad de usar

citrato como Unica fuente de carbono y energia.

En el medio de cultivo, el fosfato es la Unica fuente de nitrégeno y el citrato de sodio es la
Unica fuente de carbono. Ambos componentes son necesarios para el desarrollo
bacteriano. Las sales de fosfato forman un sistema buffer, el magnesio es cofactor
enzimatico. El cloruro de sodio mantiene el balance osmético, y el azul de bromotimol es
el indicador de pH, que vira al color azul en medio alcalino. EI medio de cultivo es
diferencial en base a que los microorganismos capaces de utilizar citrato como Unica
fuente de carbono, usan sales de amonio como Unica fuente de nitrdgeno, con la
consiguiente produccion de alcalinidad.

Siembra

A partir de un cultivo puro de 18-24 horas, sembrar en superficie un inoculo ligero usando

una ansa sin arrastrar el agar.
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Incubacion fe
A 35-37 °C, durante 24-48 horas.

Algunos microorganismos pueden requerir hasta 4 dias de incubacion.

Resultados

Positivo: crecimiento de color azul en el pico, alcalinidad.

Negativo: el medio permanece de color verde debido a que no hay desarrollo bacteriano y

no hay cambio de color.

15.6.- TETRATIONATO CALDO

Medio de cultivo utilizado para el enriquecimiento selectivo de Salmonella spp, a partir de
heces, orina, alimentos y otros materiales de importancia sanitaria.
El medio de cultivo contiene peptona que provee los nutrientes necesarios para el

desarrollo bacteriano, y carbonato de sodio que neutrajiza™y absorbe metabolitos toxicos.

La selectividad esta dada por la presencia de tiosulfato de sodio, tetrationato (generado
en el medio por el agregado de la solucion iodo-iodurada) y sales biliares, los cuales
permiten el desarrollo de bacterias que contienen la enzima tetrationato reductasa, como

ser la Salmonella spp. E inhiben el desarrollo de la flora acompanante.

Para evitar la proliferacion de especies de Proteus spp., se recomienda agregar 40 mg/l

de Novobiocina, antes de la solucién iodada (indre 2003)
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16.- IDENTIFICACION DE ANTIGENOS SOMATICOS

La serotipificacion es un método de tipificacion que se usa para la caracterizacién
epidemioldgica de las bacterias. La identificacion de antigenos sométicos de superficie

(LPS, antigenos O) y antigenos flagelares (proteinas, antigenos H).

La serotipificacion constituye lih importante complemento de la identificacién bioquimica y
desde el punto de vista epidemiolégico permite determinar la prevalencia de una
serovariedad en distintas zonas geograficas, como asi también es de utilidad para el

estudio de brotes y para conocer la fuente de infeccion y las vias de transmision.

El uso de reacciones antigeno - anticuerpo para la serotipificacién de las bacterias se
basa en que los microorganismos presentan diferencias en su constitucion antigénica, adn

entre grupos de microorganismos relacionados.

La base de la serotipificacion para todas las enterobacterias es similar: se pone en
evidencia la presencia de antigenos somaticos, flagelares y capsulares. En el caso de
Salmonella, las serovariedades surgen como consecuencia de una asociacién particular
de factores antigénicos somaticos O y flagelares H, con el agregado del antigeno capsular

Vi para unas pocas serovariedades.

Antigenos somaticos (Ags O) Estan compuestos por complejos de fosfolipidos vy
polisacéaridos. Son cadenas laterales de polisacaridos del lipopolisacarido de envoltura
gue se encuentra en todos los microorganismos gram-negativos. Estos antigenos son

termoestables y resistentes a acidos diluidos y alcohol.

Antigenos Flagelares (Ags H) El flagelo es una estructura compleja que consiste en un
cuerpo basal, un segmento de unién y un filamento. El cuerpo basal ancla el flagelo a la
envoltura de la célula que une el cuerpo basal con el flamento. En la serotipificacion

flagelar de Salmonella se usa solamente la especificidad antigénica del filamento.

El filamento esta constituido por flagelina, proteina de alto peso molecular. En Salmonella

se han encontrado mas de 60 especificidades antigénicas flagelares.
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Estos antigenos son sensibles al calor. Unas pocas serovariedades de Salmonella poseen
una sola fase flagelar, esas cepas se llaman monofésicas, pero la gran mayoria de las

serovariedades tienen dos fases flagelares o sea son cepas difasicas.

Antigeno Capsular (Ag Vi). El antigeno capsular es un polisacarido. . Entre los antigenos
capsulares de las Enterobacterias, el Vi es el mas importante en el género Salmonella. Se
encuentra en solo tres serovariedades: S. Typhi, S. Paratyphi C y en algunas cepas de S.
Dublin. Sobre la base dé los componentes antigénicos somaticos O y flagelares H se ha
establecido lo que sedenomina el Esquema de Kauffmann-White, que agrupa a todas las

serovariedades conocidas(IPF,1999).

Confirmacion basada en la identificacion de antigenos somaticos (O) de

Salmonela. ,

Se someten a confirmacion serolégica todas las colonias que cumplan con las pruebas
bioguimicas caracteristicas para el género Salmonella sp. Se ocupa uno de los tubos de
agar tripticasa soya (TSA) inoculados junto a la bateria bioquimica. Se suspende el cultivo

con aproximadamente 5 mi de solucidn salina al 0.85%.

Confrontar sobre la placa de vidrio para aglutinacién, mediante el uso de goteros estériles,
una gota de suspension del cultivo con una gota de los sueros sométicos monovalente A:l
y Como control agregar solamente una gota de suspension del cultivo para detectar si se

produce auto aglutinacién de la cepa estudiada.

Mezclar con asa desechable.

Mover la placa de vidrio para aglutinacién con 20 vueltas de vaivén observando la

presencia de grumos con una lampara contra fondo oscuro.

Si la cepa no aglutina con el suero polivalente, puede deberse a la presencia de capsula,
por lo cual debe hervirse 15 minutos a una hora en bafio de agua (tiempo que puede
tardar en romper la capsula). Después se debe confrontar nuevamente una gota del suero

polivalente con una gota de suspension del cultivo tratado por calor.
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Si las cepas aglutinan con el suero polivalente, corresponden al género Salmonella spp
Posteriormente, para verificar la identificacion el serogrupo, se debe repetir el
procedimiento descrito anteriormente, realizando aglutinaciones con los sueros

monovalentes somaticos, ya mencionados.

Si la cepa NO aglutina con ningin suero monovalente somatico y posee pruebas
bioquimicas caracteristicas de Salmonete sp., debe continuarse con la serologia flagelar
(Lab. Brit., 2003).

Confirmacion basada en la identificacion de antigeno flagelar (H) de Salmonela.
Inocular el cultivo proveniente del agar TSA en 5 mi de Caldo tripticasa soya (CTS).
Incubar a 35° + 1° C durante toda la noche o hasta que el desarrollo bacteriano alcance

una densidad de 3.

Adicionar al CTS inoculado, 5 mi de solucion salina que contenga 0.6% de formalina y
dejar reposar 1 hora. En dos tubos de 13 x 100 mm colocar 1 ml de esta preparacion,
cada uno de ellos. Luego, a uno de los tubos agregar 0.5 milde antisuero polivalente H, de
acuerdo a instrucciones del fabricante. El otro tuvo usarlo como control de auto

aglutinacion.

Incubar ambos tubos a 48° - 50° C en bafo de agua hasta 1 hora. Realizar primero la

prueba de auto aglutinacién y sélo si ésta es negativa continuar con la serologia.

Registrar presencia o ausencia de aglutinacion

Instructivo técnico de analisis/ensayo para Salmonete .Mediante Método Tradicional de
Cultivo (Lab. Brit. 2003).
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17.-CONCLUCIONES

Con la elaboracién de este trabajo monografico de investigacibn queda claro la
importancia que tiene esta enfermedad. En la actualidad todos los productores avicolas
deben de implementar normas especificas para el control y la erradicacién de la
salmonella, ya que el pollo y el huevo es un alimento indispensable , por tal motivo se dan
a conocer las técnicas mas actuales para la identificacién de esta bacteria mencionando
los sintomas caracteristicos que nos llevan a asegurar que tipo de enfermedad es, en un

analisis presuntivo, y para su confirmacion una muestra que se manda al laboratorio.

A pesar de las mejoras socioecondmicas y de calidad de vida la gastroenteritis causada
por salmonella ha ido en aumento en los Ultimos afios por eso es importante dar a
conocer las variaciones de los serotipos de cepas de Salmonella aislados en diversos
laboratorios publicos y privados de la Republica mexicana, asi como en el del Instituto de

Diagnéstico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE).
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