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RESUMEN

ACTIVIDAD INHIBITORIA DEL EXTRACTO DE AJO CONTRA Salmonella spp
AISLADA DE HECES DE GALLINAS EN PRODUCCION DE HUEVO
Miguel Antonio Cardenas Contreras

El uso terapéutico de antibidticos en animales y humanos, y como promotores de
crecimiento en animales de granja, generd resistencia bacteriana; por ello, es importante
encontrar alternativas. Se ha demostrado que el ajo posee actividad antibacteriana. El
objetivo de este estudio fue determinar la actividad inhibitoria in vitro del extracto de ajo
contra Salmonella spp aislada de heces de gallinas en produccion de huevo. Se colectaron
muestras de heces, huevo y alimento en 3 granjas de gallinas en produccion, elegidas por
conveniencia. El aislamiento se realizé en agar entérico Hektoen, se caracterizé el
metabolismo de la bacteria mediante pruebas bioquimicas y se confirmo el género de la
cepa por PCR punto final con la amplificacion de un fragmento del gen InvA a 284 pb. El
extracto de ajo se obtuvo mediante la maceracion de 50 g de bulbillos desinfectados en un
mortero con pistilo estéril, el producto macerado se filtr6 con gasa estéril y esterilizé por
filtro con membrana de 45 pM. Se midio la actividad inhibitoria por el método Kirby-Bauer,
para ello, se sembraron 18 cajas de Petri con Salmonella por estria cerrada, luego se
colocaron cinco discos de papel filtro (Wattman #1) en cada caja; enseguida las cajas se
asignaron bajo el disefio para un factor al azar, tres cajas a uno de los niveles de extracto
de ajo en qué consistieron los tratamientos: 0%, 25%, 50%, 75%, 100%, ademas 3 cajas
con antibioticos como testigos negativo y positivo; las cajas se dejaron en reposo 30 min
después de haber colocado los discos y se incubaron a 37+1 °C por 18 £ 2h. Se realizé la
prueba de Kruskal-Wallis y analisis de la varianza para los valores de inhibicion en rangos;
la comparacion de los rangos se hizo con la prueba de Dunn y la tendencia en la respuesta
de inhibicidén en los porcentajes de extracto de ajo se analizd con polinomios ortogonales
(P<0.05). En el aislamiento se confirmé la presencia Salmonella spp en el 70% y 25% de
las muestras de heces y contenido del huevo, respectivamente. En la prueba de actividad
antimicrobiana, la cepa mostré resistencia a sulfametoxazol/trimetoprima, ampicilina y
cloranfenicol y sensibilidad a cefotaxima y amikacina; los resultados de las pruebas de
inhibicion in vitro del extracto de ajo fresco mostraron actividad inhibitoria en todos los
niveles de tratamientos, observandose mayor diametro de inhibicion conforme se
incrementa la concentracion del extracto (P<0.0001). Cefotaxima, amikacina y el extracto
de ajo al 100% produjeron halos de inhibicion de mayor diametro (P<0.05). Los resultados
del experimento permiten concluir que la cepa de Salmonella aislada es multiresistente a
los antibidticos, y el extracto de ajo inhibe in vitro su crecimiento.

Palabras clave: Salmonella; resistencia a antibiéticos; huevo; gallinas; inhibicion; ajo.



ABSTRACT

INHIBITORY ACTIVITY OF GARLIC EXTRACT AGAINST Salmonella spp ISOLATED
FROM LAYING HEN EXCRETA FECES
Miguel Antonio Cardenas Contreras

The therapeutic use of antibiotics in animals and humans, and as growth promoters in farm
animals, generated bacterial resistance; therefore, it is important to find alternatives. It has
been shown that garlic has antibacterial activity. With this in mind the objective of the
present study was to determine the in vitro inhibitory activity of garlic extract against
Salmonella spp isolated from egg producing chicken feces. Egg content and feces samples
were collected from 3 chicken farms. Farms were chosen by convenience and isolation was
carried out on Hektoen enteric agar, the metabolism of the bacteria was characterized by
biochemical tests and the genus of the strain was confirmed by endpoint PCR with the
amplification of a fragment of the InvA gene at 284 bp. Garlic extract was obtained by
macerating 50 g of disinfected bulbs in a mortar with a sterile pistil; the macerated product
was filtered with sterile gauze and sterilized by filter with a 45 yM membrane. Inhibitory
activity was measured utilizing the Kirby-Bauer method. 18 Petri boxes were sown with
Salmonella by closed stria, after which five filter paper discs (Wattman #1) were placed in
each box; boxes were assigned to a random factor design, three boxes were assigned to
each treatment which consisted in 0%, 25%, 50%, 75%, 100%, in addition to the treatments,
3 more boxes contained negative and positive controls; the boxes were left to rest 30 min
after the placement of the discs and later incubated at 37+1 °C for 18 + 2h. The Kruskal-
Wallis test and analysis of variance for the values of inhibition in ranks was performed,;
comparison of ranks was made with Dunn's test and tendency in inhibitory response
expressed in percentage of garlic extract was analyzed with orthogonal polynomials
(P=<0.05). After isolation the presence of Salmonella spp was confirmed in 70% of stool
samples and also in 25% of egg content. In antimicrobial activity test, the strain showed
resistance to sulfamethoxazole / trimethoprim, ampicilin and chloramphenicol and
sensitivity to cefotaxime and amikacin; in vitro inhibition tests results of fresh garlic extract
showed inhibitory activity in all levels of treatments, showing a greater diameter of inhibition
as the concentration of the extract increased (P<0.0001). Cefotaxime, amikacin and 100%
garlic extract produced the greater inhibition halo diameters (P<0.05). The results of the
experiment allow us to conclude that the isolated Salmonella strain is multiresistant to
antibiotics, and that garlic extract inhibits its growth in vitro.

Key words: Salmonella; resistance to antibiotics; chicken; inhibition; garlic.



I. INTRODUCCION

En 2016 a nivel mundial habian mas de tres billones de aves de corral y una produccion
aproximada de 73 millones de toneladas de huevo de gallina (Mottet y Tempio, 2017); en
2014, México con 22.8 kg per capita ocupo el primer lugar mundial en consumo de huevo
(UNA, 2014). En 2015 la parvada nacional era de 154 millones de gallinas y una produccion
de 2°600,000 t de huevo fresco posicionandose el 6 lugar en produccion a nivel mundial;
siendo los principales estados productores: Jalisco (55%), Puebla (15%), Sonora (8%), la
Laguna (5%), Yucatan (4%), Sinaloa (3%), Nuevo Ledn (3%) y Guanajuato (2%) (UNA,
2016).

Se estima que cada afo 600 millones de personas enferman por ingerir alimentos
contaminados y de estas 420 000 mueren (Kopper et al., 2009). Salmonella spp
responsable del 96% de las zoonosis causadas por el consumo de huevo contaminado
(OMS, 2015), estimandose 93.8 millones de casos de salmonelosis a nivel mundial, de las
cuales aproximadamente 155 000 resultan en muerte (Majowicz et al., 2010). La
salmonelosis puede manifestarse como una infeccién gastrointestinal media, severa o
sistémica y provocar la muerte (Coon et al., 2009). En particular, la contaminacion por
Salmonella enterica serovariedad Enteritidis es mundialmente estudiada por ser el serotipo
con mayor prevalencia en infecciones transmitidas por consumo de huevo (Baron et al.,
2016). En aves, cuando la respuesta inmune no es suficiente para controlar la colonizacion,
la bacteria se disemina sistémicamente y se establece en ovario, oviducto y ciego donde
queda como un reservorio diseminando la bacteria en heces y huevo (Gast et al., 2016;
Yoshimura, 2015). Los antibiéticos administrados a dosis sub terapéuticas, controlan la

poblacién bacteriana, esto permite mayor disponibilidad de nutrientes y mejor salud



intestinal (Diaz et al., 2015; Khumar et al., 2010). Sin embargo, el uso de antibidticos en
animales de granja y compaifiia, provocé resistencia bacteriana (Petrovic et al., 2015), por
esta razon, desde 2006 los Antibidticos Promotores de Crecimiento (APC’s), estan
prohibidos en la Union Europea (EC regulation No. 1831/20031).

La inmunizacion contra Salmonella spp, es el método mas eficiente para reducir la
excrecion de bacterias (Gamazo y Iraché, 2007). Sin embargo, no es suficiente para
eliminar por completo el microorganismo de los tejidos lo que permite su diseminacion
(Gast et al., 2015; Dewaele et al., 2012). Por esto, es necesaria la busqueda de alternativas
antimicrobianas que satisfagan las necesidades de la industria y del consumidor (Diaz et
al., 2015). Los aceites esenciales de ajo (Allium sativum), poseen actividad antibacteriana
y funcionan como inmunoestimulante, por lo cual, puede ser una alternativa eficaz para
reducir la excrecion de patégenos en aves (Mnayer et al., 2014). Curtello et al. (2018)
concluyen en su investigacion que el extracto de ajo es un bacteriostatico capaz de inhibir
el crecimiento de Salmonella spp in vitro; en otro estudio realizado por Petropoulos et al.
(2018) encontraron actividad inhibitoria contra bacterias Gram negativas: Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis, S Typhimurium, E. coli, y Enterobacter cloacae, y positivas:
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Micrococcus flavus; Tosun et al. (2017) reportan
actividad bactericida del extracto de ajo contra Salmonella Enteritidis y Listeria
Monocytogenes inoculada en carne de salmon. El objetivo del presente estudio fue medir
la actividad inhibitoria in vitro del extracto de ajo (Allium sativum) sobre Salmonella spp

aislada de heces de gallinas en produccion de huevo.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Panorama de la produccién de huevo

La produccién avicola contribuye con la nutricion y seguridad alimentaria, aportando
energia, proteina y micronutrientes esenciales para el humano, esto en ciclos cortos de
produccion y con la habilidad de convertir una gran variedad de alimentos agricolas y
desechos en huevo y carne. La avicultura es el sub sector agropecuario que crece con
mayor rapidez y el mas eficiente para satisfacer las necesidades de proteina para la
poblacién en constante crecimiento, especialmente en paises en desarrollo. En 2016 a
nivel mundial habia mas de tres billones de aves de corral y una produccién aproximada
de 73 millones de toneladas de huevo de gallina (Mottet y Tempio, 2017), en 2014, México
es el primer lugar en consumo de huevo con 22.8 kg per capita (UNA, 2014). En 2015 la
parvada nacional era de 154 millones de gallinas y una produccion de 2 600 000 t de huevo
fresco posicionandose en 6 lugar en produccién a nivel mundial; siendo los principales
estados productores: Jalisco (55%), Puebla (15%), Sonora (8%), la Laguna (5%), Yucatan
(4%), Sinaloa (3%), Nuevo Leodn (3%) y Guanajuato (2%) (UNA, 2016). Las proyecciones
hacia el 2050, indican un incremento global en la demanda de huevo del 65% (Mottet y
Tempio, 2017).

2.1.1 Contenido nutrimental y caracteristicas fisico-quimicas del huevo de gallina.

El huevo esta compuesto por tres componentes principales (Figura 1): La yema que
representa el 31% del peso del huevo, albumina el 58.5% y cascaron el 10.5% (IEH, 2009;
Aburto, 2008). El cascardn es una pared rigida porosa (7 000 a 17 000 poros), formada
por carbonato de calcio como principal componente estructural (94%), ademas de
pequenas cantidades de carbonato de magnesio y fosfato de calcio (Aburto, 2008). El
cascaron es la primera barrera de defensa y esta revestida internamente por dos
membranas llamadas testaceas, que impiden la entrada de microorganismos externos.
Cuando el huevo es viejo estas membranas se separan formandose una camara de aire;
el color de la cascara depende de la raza de la gallina y no influye en su composicion
quimica ni su contenido nutrimental, mientras que el grosor del cascardon si esta
relacionado con la composicion dietética del ave (Aburto, 2008). La albumina esta
constituida en un 88% por agua, 11% proteinas, 5% carbohidratos y 0.5% minerales,

también contiene vitaminas y enzimas que actuan como barreras contra microorganismos



externos. Dentro del grupo de las enzimas presentes en la albumina del huevo, destaca
por su actividad antibacteriana la lisozima también llamada muramidasa, esta enzima es
considerada como un elemento importante de la primer linea de defensa contra las
infecciones bacterianas (Fuentes, 2013). Se ha demostrado ademas la presencia de
lisozima en liquidos organicos, huevos de diversas aves, leche humana, lagrimas, saliva,
tejidos de virus, insectos, aves, anfibios, reptiles y mamiferos, ademas es secretada por
leucocitos polimorfonucleares (Carrillo, 2013). De entre todas las fuentes de lisozima, la
albumina del huevo de gallina (Gallus gallus domesticus) es quien posee mayor
concentracioén, esta proteina representa el 3.5% del contenido del huevo. Su mecanismo
de accién se basa en la disrupcion de la pared celular de la bacteria, especificamente
hidrolizando enlaces glucosidicos (B 1-4) del peptidoglicano de la pared bacteriana, entre
el acido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina (Carrillo, 2014; Kése y Denizil, 2013).

El pH de albumina es de 7.6 a 8.5, volviéndose mas alcalino con valores hasta de 9.7 a
medida que el huevo envejece (Aburto, 2008).

La yema es la porcion amarilla del huevo y la tonalidad de su color varia dependiendo de
los pigmentos presentes en la dieta del ave, el 65.8% son lipidos, 31.1% proteinas, ademas
es fuente de vitaminas A, D, E, B y minerales (Aburto, 2008). La lecitina es el principal
fosfolipido del huevo y los principales acidos grasos presentes en la yema son oleico,

palmitico, estearico y linoleico, en orden descendente de composicion (Aburto, 2008).
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Figura 1. Corte transversal del huevo y sus componentes (Adaptado de IEH, 2009).

Cascaron: Es la cubierta exterior del huevo que mantiene su integridad fisica y actua como
barrera bacterioldgica. Chalazas: son engrosamientos de albumen con forma de filamentos
enrollados que van desde la yema hasta los polos opuestos del huevo y mantienen la yema
un el centro del huevo. Yema: porcion amarilla/anaranjada del huevo y en su interior
contiene las principales vitaminas, minerales y lipidos. Disco germinal: también conocido
como blastodisco, en el inicia la division de las células embrionarias cuando el huevo fué
fecundado; las membranas testaceas: Son dos y recubre la porcion interna del cascaron,
ambas rodean el albumina y protegen al huevo contra la invasion bacteriana. Camara de
aire: se forma cuando el contenido del huevo se enfria después de la oviposicion
generando que la albumina se contraiga permitiendo la entrada de aire por el polo grueso
donde hay mayor concentracion de poros en el cascardn, en esta zona se separan las
membranas para constituir la camara de aire. Membrana vitelina: rodea la yema, confiere
la forma caracteristica e impide que esta se mezcle con la albumina. Albumina densa:
rodea a la yema y es la principal fuente de riboflavina y proteina del huevo. La albumina

fluida es la que se localiza mas préximo al cascardn [Figura 1] (Adaptado de IEH, 2009).



El huevo aporta 12.5 g de proteina de alto valor biolégico, con una disponibilidad del 94%
por cada 100 g de parte comestible, con un perfil de aminoacidos esenciales para el
humano: lisina, treonina, metionina, cisteina y triptéfano, y aporta solo 150 kcal (Carbajal,
2006). Su alta densidad de nutrientes y su bajo aporte cal6rico lo hacen un alimento ideal
para toda la poblacion, incluyendo ancianos, nifios y mujeres gestantes; sus componentes
bioactivos juegan un papel importante en la salud y prevencion de enfermedades, los
acidos grasos son precursores de prostaglandinas y sustancias reguladoras de la
agregacion plaquetaria, regulacion de la presion arterial y la contraccion de vasos
sanguineos; otro componente de importancia nutricional es la colina, necesario en la
sintesis de esfingomielina y fosfolipidos de membrana como la fosfatidilcolina, también es
precursor del neurotransmisor acetilcolina necesaria para el desarrollo del cerebro,
metabolismo de lipidos y colesterol (Carbajal, 2006). La biotina, actua como un cofactor de
enzimas importantes en el metabolismo energético, de acidos grasos y aminoacidos,
ademas contiene otros componentes no nutricionales como la luteina y zeaxantina,
carotenoides con funcion antioxidante, antimutagénico y anticarcinogénico (FAO, 2015;
Carbajal, 2006).

2.2 Enfermedades transmitidas por alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) son aquellas enfermedades que se
originan por la ingestion de alimentos contaminados en cantidades suficientes para afectar
la salud del consumidor, existen distintos tipos de ETA’s que se clasifican segun su origen
en microbioldgicas, fisicas y quimicas (Moreno y Alarcén, 2010). Las ETA’'s
microbiologicas se pueden manifestar como infecciones causadas por bacterias, virus,
priones, parasitos o toxinas (intoxicaciones), que provocan en conjunto mas de 200
enfermedades y afectan con mayor frecuencia a grupos sociales de bajos recursos
(Kopper et al., 2009). Pueden causar desde gastroenteritis o intoxicaciones leves hasta
manifestaciones clinicas severas e incluso la muerte, son transmitidas por consumo de
agua y alimentos contaminados o por contacto con personas y animales infectados
(Kopper et al., 2009). Se estima que aproximadamente 550 millones de personas enferman

anualmente por ingerir alimentos contaminados, 220 millones de estos casos son nifios



menores de cinco afios (OMS, 2017). Las ETA’s causan 420,000 muertes, de las cuales
125 000 corresponden a nifos menores de 5 afios (OMS, 2017; Kopper et al., 2009).
2.2.1 Causadas por bacterias. Salmonella spp, Campylobacter spp y Escherichia coli
enterohemorragica son las bacterias que causan con mayor frecuencia ETA’s, Salmonella
spp se asocia principalmente al consumo de huevo y carne de ave, Campylobacter spp es
transmitido principalmente por el consumo de leche cruda, carne de ave poco cocinada y
agua potable contaminada, y Escherichia coli enterohemorragica se asocia al consumo de
leche cruda, agua potable contaminada, carne poco cocinada, frutas y hortalizas frescas
(OMS, 2015).

2.2.2 Causadas por virus. Norovirus y Hepatitis A son los virus transmitidos por alimentos
mas comunes a nivel mundial (OMS, 2015). Se transmiten principalmente por la ingestion
de alimentos crudos contaminados o poco cocinado, la manipulacion de alimentos por
personas infectadas suele ser la fuente de contaminacioén principal (OMS, 2015).

2.2.3 Causadas por céstodos y protozoarios. Los parasitos se transmiten por el consumo
de alimentos y agua contaminados o por contacto directo con animales enfermos y suelo
contaminado. Los principales parasitos relacionados con ETA’s son: Echinococcus spp,
Taenia solium, Ascaris spp, Cryptosporidium spp y Entamoeba histolytica y Giardia spp
(OMS, 2015).

2.2.4 Causadas por productos quimicos. Las sustancias quimicas que se utilizan en la
agricultura como pesticidas, los antibiéticos y aditivos utilizados en la produccion pecuaria
y las toxinas naturales como las micotoxinas, biotoxinas marinas, glucosidos cianogénicos
y toxinas presentes de setas venenosas pueden contaminar los alimentos. Algunos
alimentos basicos como el maiz u otros cereales pueden contener elevados niveles de
micotoxinas como las aflatoxinas y ocratoxinas. Una exposicion prolongada a estas toxinas
puede provocar intoxicaciones que van de leves a severas, afectan el sistema inmune, el
desarrollo corporal normal y son cancerigenas (OMS, 2015).

Los contaminantes organicos persistentes como las dioxinas y los bifenilos policlorados
que son subproductos industriales provenientes de la combustién que implican al cloro, se
localizan en el ambiente, se acumulan en la cadena alimentaria animal y pueden causar
problemas reproductivos, en el desarrollo, dafia el sistema inmunitario, interfiere con el

funcionamiento hormonal y causan cancer (OMS, 2015).



Los metales pesados: como el plomo, el cadmio y el mercurio causan danos neuroldgicos
y renales (OMS, 2015). La presencia de metales pesados en los alimentos se debe

principalmente a la contaminacion del aire, del agua y del suelo (OMS, 2015).

2.3 Enfermedades transmitidas por el consumo de huevo

Las especies bacterianas Salmonella y Campylobacter, son los patdégenos zoondticos
causantes de gastroenteritis mas importantes relacionadas con el consumo de huevo,
siendo Salmonella el género responsable del mayor nimero de casos con el 96%
(Mollenhorst et al., 2005). Segun Majowicz et al. (2010) se estimaron a nivel mundial 93.8
millones de casos de gastroenteritis causada por el género Salmonella, de las cuales 155
000 resultaron en muerte. Si bien los grandes b rotes atraen la atencion de las
autoridades y medios informativos, entre el 60 y 80% de los casos no se registran como
parte de un brote conocido y se clasifican como casos esporadicos 0 ni siquiera se
diagnostican (OMS, 2017).

2.3.1 Salmonella spp. La Salmonelosis es una enfermedad causada por bacterias del
género Salmonella y es considerado un problema de salud publica mundial, con una
incidencia de 200 a 500 casos por 100 000 habitantes, se localizan en el intestino de aves,
mamiferos y reptiles, en el hombre, el género ocasiona infecciones intestinales y
sistémicas. Salmonella no es parte de la flora intestinal normal, se adquiere a través de
insectos, roedores, aves domésticas y silvestres, mamiferos, el hombre, alimento, medio
ambiente y agua contaminados. Coloniza el tracto intestinal, desde donde puede
diseminarse sistémicamente y colonizar otros tejidos (OMS, 2017; Herrera y Jabib, 2015;
Sanchez y Cardona, 2003). Para el desarrollo de la infeccion bacteriana se requiere que
el patégeno se localice en un medio ambiente adecuado donde pueda invadir,
establecerse, multiplicarse y expresar sus factores de virulencia; Salmonella posee
diferentes mecanismos que le permiten crecer, sobrevivir y diseminarse local y
sistémicamente, esto mediante la invasién directa a las células epiteliales y macrofagos,
adhesioén a células M, captura y diseminacion sistémica por células dendriticas y ademas,
tiene la capacidad de evitar la union del fagolisosoma que le permite sobrevivir y
multiplicarse en el interior del macrofago, evadiendo asi la respuesta inmune del

hospedero [Figura 2] (Figueroa y Verdugo, 2005; Sansonetti, 2004); el proceso infeccioso



involucra la interaccidén entre el patdégeno y el huésped, donde primero la bacteria se
adhiere a la cara apical de las células epiteliales del ileon y a las células M que debido a
la ausencia de microvellosidades intestinales y glicocalix, representan una puerta de
entrada ideal, este mecanismo es posible mediante adhesinas bacterianas que son
proteinas localizadas en la fimbria, fibrilla, lipopolisacarido (LPS), flagelo y capsula, que le
permiten reconocer matrices extracelulares como fibrinectina, laminina y plasminégeno
presentes en la superficie de la célula hospedera, en el caso de las adhesinas del flagelo
y la capsula en Salmonella, su presencia depende del serotipo en cuestidn, por ejemplo,
solo S. Typhi, S. Paratyphi C y S. Dublin presentan capsula, mientras que todos los
serotipos de Salmonella presentan motilidad excepto S. Gallinarum y S. Pullorum; una vez
que la bacteria se adhiere a la pared celular, inyecta proteinas efectoras que polimerizan
la actina en el citoesqueleto, estimulando que la célula se invagine, este mecanismo es
conocido como disparo (trigger), inicia cuando la bacteria envia sefiales mediante la
secrecion de proteinas identificadas como; sipA, sipB, sipE y sipE2, que interactuan con
las células epiteliales para inducir rearreglos en el citoesqueleto dando lugar a la formacién
de ondulamiento en la superficie de la célula conocido como ruffling, este mecanismo
facilita la interaccion de la bacteria con la superficie celular (Cardenas et al., 2014; Figueroa
y Verdugo, 2005). Salmonella presenta 31 genes involucrados en la invasion que forman
la Isla de Patogenicidad 1 [SPI-1], estos genes codifican proteinas involucradas en la
translocacion de las moléculas efectoras dentro del citoplasma de la célula hospedero
denominadas integrasas, transposasas y secuencias de insercion, de esa manera la
bacteria tiene acceso a la célula hospedera y después de un periodo de adaptacion de 3
0 4 h, puede replicarse dentro de las vacuolas que se forman después de la invasion a las
células epiteliales por endocitosis o en el fagosoma que se forma en el macréfago durante
la fagocitosis, el medio ambiente dentro de estas vacuolas, se caracteriza por tener pH
acido necesario para la sobrevivencia de la bacteria y concentraciones limitadas Fe?*, para
compensar la falta de este sustrato necesario para el crecimiento del microorganismo, la
bateria secreta proteinas denominadas sideréforos de los cuales se conocen tres tipos;
catecoles, hidroxamatos y una combinacion de ambos, los cuales quelan (atrapan) hierro
procedente de otras células epiteliales lisadas. Las vacuolas que contienen Salmonella

(SCV por sus siglas en inglés) son espaciosas y permiten que los productos
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antibacterianos se diluyan y neutralicen por la accion de enzimas secretadas por la
bacteria, esto permite que aumente la supervivencia intracelular, ademas, pueden
fusionarse con vesiculas que contienen marcadores con la finalidad de crear un
microambiente fagosomal que permita su supervivencia; la invasion de Salmonella a los
tejidos del hospedador provoca citotoxicidad por secrecidn de endotoxinas que causan la
muerte de células vecinas para obtener nutrientes y favorecer la diseminacion de la
bacteria, por el proceso inflamatorio causado por la apoptosis de células y macrofagos
infectados y la destruccion de células M, ademas induce la fagocitosis en macréfagos no
activados para ser transportada al higado y bazo generando la infeccion sistémica (Herrera
y Jabib, 2015; Cardenas et al., 2014; Figueroa y Verdugo, 2005).

Dependiendo del serotipo involucrado, factores de virulencia localizados en las islas de
patogenicidad, plasmidos y genes enddgenos que permiten a Salmonella adherirse,
invadir, sobrevivir, crecer y diseminarse en el las células del hospedero, el hospedador,
cantidad de patogenos involucrados [menos de 100 bacterias] y estado inmunoldgico del
huésped, puede ocasionar desde una infeccion gastrointestinal media, severa, hasta una
septicemia e incluso la muerte (Cardenas et al., 2014; OMS, 2013; Figueroa y Verdugo,
2005). La salmonelosis en humanos se caracteriza por fiebre, dolor abdominal, diarrea,
nauseas y vomitos, los sintomas de la enfermedad aparecen de 6 a 48 h después de la
exposicion al patégeno (OMS, 2013).
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Figura 2. Estrategias que permiten a Salmonella spp cruzar la barrera intestinal, sobrevivir

en los tejidos intestinales y diseminarse sistémicamente (Sansonetti, 2004).

Las bacterias del género Salmonella, son bacilos Gram negativo, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, miden de 2 a 3 micras de largo por 0.4 a 0.6 micras de ancho, son
anaerobios e intracelulares facultativos, moviles debido a la presencia de flagelos peritricos
en el caso de la mayoria de las serovariedades, excepto S. Gallinarum y S. Pullorum,
metabolizan por fermentacion y oxidacién, produciendo acido y gas durante la
fermentacion de glucosa u otros carbohidratos, catalasa positivos, oxidasa positivos y
ureasa negativos, reducen nitratos a nitritos, se desarrollan en rangos de pH de 6.6 a 8.2,
se inactivan a temperaturas menores a 5.3 °C, se eliminan con temperaturas mayores de
80 °C y cuando se aisla en cultivos agar sangre durante 24 h a 37 °C forman colonias de
entre 2 y 3 mm de diametro, color blanco-gris y textura viscosa (Herrera y Jabib 2015;
Ricke et al., 2013; Sanchez et al., 2002).
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Existen dos especies en el género Salmonella: S. enterica en la que se han identificado 2
587 serovariedades y S. bongori con 23 serovariedades no patdégenas (Figura 3). S.
enterica se agrupa en 6 subespecies: S. enterica, S. salamae, S. arizonae, S. diarizonae,
S. houtebae y S. indica (Gutiérrez et al., 2008). Para el caso de S. enterica subespecie
enterica, se han identificado 1 547 serotipos diferentes, siendo Enteritidis y Typhimurium
los dos serotipos de Salmonella de mayor importancia en salud publica, por su frecuente
transmisién de animales a humanos (OMS, 2017; Rodriguez, 2015; Gutiérrez et al., 2008).
Los distintos serotipos de Salmonella se encuentran ampliamente distribuidos por la
naturaleza, se encuentran como bacterias comensales y como patégenos en el tracto
gastrointestinal de aves, mamiferos domésticos y animales silvestres, entre ellos roedores,
reptiles, aves e insectos; en el medio ambiente se pueden encontrar en los alimentos,
agua, suelo, superficies de trabajo, insectos y en la materia fecal, a partir de alli, ingresan
al hombre y otros animales provocando infecciones (Rodriguez, 2015). Desde el punto de
vista del hospedador, los miembros de Salmonella se pueden clasificar en tres grupos: los
que no tienen preferencia por algun hospedero en especial y pueden afectar al hombre y
animales; los serotipos adaptados a un hospedero que estan restringidos a un pequefio
numero de huéspedes, sin embargo, se ha demostrado que estos serotipos eventualmente
pueden infectar a humanos y a otras pocas especies de animales; los serotipos que
presentan restriccion de hospedero (especifico), S. Abortusovis, en ovinos, S. Abortusequi,
en equinos, S. Typhisuis en cerdos (Paratifosis), S. Gallinarum en aves (Tifoidea Aviar), S.

Typhi, S. Paratyphi Ay S. Paratyphi C en humanos (Rodriguez, 2015).
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Figura 3. Clasificacién taxondmica de Salmonella spp (adaptado de Rodriguez, 2015).

Los serotipos de este género bacteriano, se logran diferenciar e identificar por su reaccion
con antisueros especificos frente a dos antigenos de la pared bacteriana: el antigeno O
que refleja la variacion de las porciones externas de lipopolisacaridos en la superficie
bacteriana y el antigeno H que determina la variacion de una proteina del flagelo (flagelina)
que codifica dos tipos de antigenos: H1 y H2, con 46 y 115 formas antigénicas diferentes,
respectivamente; de tal manera que cada uno de los serotipos tiene una combinacién unica
de los antigenos O, H1 y H2 (Betancor y Jim., 2012). Los métodos tradicionales para la
deteccion de microorganismos como el aislamiento en placa numero mas probable, a
pesar de ser las mas utilizadas, requieren mucho tiempo y labor. Actualmente, las técnicas
modernas para identificar microorganismos como la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), una técnica de deteccidon molecular, que permite una deteccion con
mayor exactitud, rapidez, sensibilidad, facilidad para la interpretacion de resultados y con
menos contaminacion. Esta técnica consta de las siguientes fases: 1) Desnaturalizacion:
reduce la doble hélice de ADN a cadenas simples, 2) Hibridacion: los oligonucleétidos

hibridan con las regiones complementarias del ADN patrén y forman cadenas dobles entre
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los oligonucledtidos y las secuencias complementarias y 3) Extension: la enzima ADN
polimerasa sintetiza una cadena complementaria (Li et al., 2017; Morales et al., 2016;
Pérez et al., 2008; Tenover et al., 1997).

Se han descrito algunos factores de riesgo (Figura 4) asociados a la presencia de
Salmonella spp en las granjas: El sistema de produccion intensivo o en jaula tienen mayor
predisposicion a la infeccion debido principalmente a la cantidad de animales por metro
cuadrado respecto a los sistemas extensivos o con alojamiento en piso; granjas con
programas de vacunacion incompletos o sin vacunacion; aves de mas edad presentan
mayor predisposicidn a contraer infeccion; el acceso a vehiculos contaminados a la granja
para el transporte de huevo o0 insumos; granjas con mayor presencia de vectores como
roedores, aves silvestres y moscas, presentan mayor prevalencia de Salmonella en aves;
unidades de produccion que permiten el acceso a visitantes a los galpones presentan
mayor probabilidad de contaminacion; suministro de agua y alimentos contaminados;
crianza de reemplazos portadores del microorganismo; bioseguridad en las unidades de
produccién y las condiciones climaticas son algunos de los factores que predisponen el
ingreso del microorganismo a las instalaciones, aumentando el riesgo de infecciones en

animales de produccién (Rodriguez., 2015).
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granjas avicolas de gallinas productoras de huevo (adaptado de Rodriguez et al., 2015).

2.3.1.1 Salmonella enterica subespecie enterica serovariedad Enteritidis (S. Enteritidis). Es
una de las serovariedades que mas se estudia mundialmente, por ser el serotipo con mayor
prevalencia involucrado en la transmision de enfermedades por el consumo de huevo
(Baron et al., 2016). En 2006, en la Unién Europea (UE) se reportaron un total de 165 023
casos de salmonelosis de los cuales el 62.5% de las cepas aisladas fueron identificadas
como S. Enteritis (EFSA, 2007a). También en un estudio realizado en la misma regién, S.
Enteritidis se aisl6 en las instalaciones del 52.3% de las granjas evaluadas. Segun EFSA
(2007a) en la UE el 0.8% de los huevos para consumo humano estan contaminados con
Salmonella spp y se estima que mas del 90% de las cepas aisladas corresponde a S.
Enteritidis.

En México, en un estudio realizado por Charles et al. (2007) reportan que el serotipo

Enteritidis presentd mayor prevalencia de aislamientos en alimentos. Mancera et al. (2005)
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también en Meéxico, aislaron S. Enteritidis en el 0.25% de 400 huevos analizados
destinados al consumo humano. En Venezuela, Holanda, Bélgica, Estados Unidos y
Espana, entre otros, también se ha reportado la presencia de S. Enteritidis como uno de
los principales serotipos que se aislan en alimentos contaminados por Salmonella spp
(Molina et al., 2010; Collard et al., 2008; Doorduyn et al., 2006; Isaacs et al., 2005; Velge
et al., 2005).

Respecto a los otros serotipos de Salmonella responsables de salmonelosis, los que se
aislan con mayor frecuencia ademas de Enteritidis son; Typhimurium, Infantis, Virchow,
Newport, Hadar, Stanley, Derby, Agona y Kentucky (Gantois et al., 2009; Charles et al.,
2007). Respecto a estos ultimos serotipos, también son importantes clinicamente, aun los
que se aislan con menos frecuencia, ya que tienen el mismo potencial de causar
enfermedad (Charles et al., 2007).

En estudios experimentales se ha demostrado la capacidad de varios serotipos de
Salmonella spp de invadir tejido reproductivo, sin embargo, la mayoria de estos serotipos
no se aislan en huevos infectados naturalmente (De Buck et al., 2004b). De Buck et al.
(2004a) buscaron el sitio predominante en el oviducto superior para la invasion y
proliferacién de S. Enteritidis, concluyendo que la bacteria invadié preferentemente las
células de la glandula tubular del istmo (lugar de secrecidén de las membranas del huevo)
en comparacion con el magno. Se ha demostrado la presencia de S. Enteritidis en tejidos
reproductivos incluso con ausencia de colonizacion intestinal (Gantois et al., 2009). Estas
investigaciones sugieren que S. Enteritidis posee caracteristicas intrinsecas que le otorgan
tropismo hacia los tejidos reproductivos de gallinas y de los componentes del huevo, donde
se han identificado dos rutas importantes de contaminacion (Gantois et al., 2009). La
mayoria de las investigaciones sugieren que la transmision vertical (Figura 5) es la mas
importante, esta ruta se caracteriza por la contaminacién directa de la yema, albumina,
membranas del cascardn o el cascardn del huevo antes de la oviposicion, originado por la
infeccion de los 6rganos reproductivos con S. Enteritidis (Ramirez et al., 2014; Gantois et
al., 2009). Al respecto, Wigley et al. (2005) observaron que en aves de un dia de edad
infectados experimentalmente con S. Pullorum, los machos mostraban mayor excreciéon
del microorganismo los primeros dias posterior a la inoculacion, pero al inicio de la madurez

sexual se observé un aumento significativo en el aislamiento de S. Pullorum en oviducto
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de cero bacterias aisladas durante las primeras nueve semanas post inoculacion a 2.01
UFC/g durante la semana 18, concluyendo que la infeccion del aparato reproductor y el
aumento del numero de microorganismos puede aumentar durante la madurez sexual. La
segunda es la horizontal, donde la bacteria presente en el intestino puede traspasar el
cascaron durante la oviposicidn o contaminarse después de la ovoposicién por contacto
con heces contaminadas (Ramirez et al., 2014; Gantois et al., 2009). Ademas de las
caracteristicas genéticas y fenotipicas de los serotipos de Salmonella, existen otros
factores adicionales que incrementan el riesgo de contaminacion y la proliferacion de
Salmonella en el contenido del huevo; temperaturas entre 25 y 35 °C y tiempos de
almacenamiento superiores a los 12 d favorecen el crecimiento del microorganismo tanto
en cascara como en el interior del huevo, provocando que la cuticula se contraiga y se
deshidrate dejando expuestos los poros del cascardén a la presencia de la bacteria
(Ramirez et al., 2014).

En aves inmunocomprometidas o animales jévenes, en estos se requieren al menos de
100 bacterias vivas ingeridas via oral para provocar infeccion sistémica rapidamente, esto
debido a que el sistema inmunoldgico es inmaduro (Holt et al., 1999). Pollitas menores de
una semana de edad muestran escasa e ineficiente respuesta inmune sistémica,
resultando en una respuesta humoral de la mucosa intestinal que no logra controlar la
infeccion, permitiendo que la bacteria pueda establecerse en tejido reproductivo e intestinal
(Holt et al., 1999), donde persiste hasta la madurez del ave, diseminandose horizontal y
verticalmente (Gast et al., 2015).

Para que se presente infeccién oral en aves por S. Enteritidis, primero el microorganismo
debe superar el microambiente desfavorable que ofrecen los acidos gastricos, sales
biliares del intestino, actividad motora de las mucosas que reduce la adherencia del
microorganismo, secreciones de moco ademas, sustancias inhibidoras del crecimiento de
bacterias patégenas; como lisozima, lactoferrina y lactoperoxidasa (Barta y Blanco, 2005),
hasta alcanzar ileon distal y ciego que es donde compite con la microflora residente y que
también inhibe el crecimiento de patdgenos, y asi poder adherirse e invadir células
epiteliales del intestino donde se enfrenta al tejido linfoide altamente especializado
identificado como tejido linfoide asociado a intestino [GALT Gut-Associated Lymphoid

Tissue, por sus siglas en inglés] (Berndt et al., 2007); esta, la primer linea de defensa
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frente a la invasion de Salmonella se encuentra en la mucosa intestinal, donde la
interaccion entre bacterias y células epiteliales estimulan la secrecién de citoquinas
proinflamatorias que atraen células del sistema inmune innato; heterofilos del grupo de los
granulocitos, macréfagos y células dendriticas inmaduras (Berndt et al., 2007). El
macrofago estimulado por la fagocitosis de la bacteria, promueve la liberacion de
citoquinas; IL-1, IL-12, IL-18, IFNy (Interferon gamma) y TNFa (Factor de Necrosis Tumoral
alfa), que provocan la activacion de nuevos macrofagos y linfocitos T colaboradores (CD4)
que promueven la inflamacion, activacion de linfocitos T asesinos (CD8) y linfocitos B para
la produccién de anticuerpos especificos inducen la apoptosis de la célula infectada (Coon
et al., 2009; Tizard, 2009; Barua y Yoshimura, 2004). Se ha demostrado la capacidad de
Salmonella de establecerse y crecer en el interior del macréfago, lo que permite la
diseminacion sistémica de la bacteria (Gantois et al., 2009). Cualquier alteracion en los
mecanismos protectores inmunes o no inmunes pueden terminar en la invasion de la
bacteria y su establecimiento en ovario, oviducto, higado, bazo o intestino (Gast et al.,
2016; Barta y Blanco, 2005).

En el caso de la pared del foliculo ovarico y mucosa del oviducto, estos poseen células y
moléculas del sistema de defensa; como macréfagos, moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo Il (CMH Il), linfocitos T cooperadores (CD3 y CD4), linfocitos T
citotoxicos (CD8), receptores de linfocitos T (TCR), linfocitos B e inmunoglobulinas A (IgA)
yY (IgY), que proporcionan inmunoproteccion a las mucosa de los tejidos reproductivos y
IgY para los embriones (Yoshimura, 2015; Sheela et al., 2003). La cantidad de estos
inmuno componentes celulares se incrementa durante la madurez sexual, estimulado
principalmente por el estradiol que influye en el desarrollo de los 6érganos reproductivos y
la formacion del huevo, ademas juega un papel importante de la actividad inmune en el

aparato reproductivo de las aves (Yoshimura, 2015).
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Figura 5. Patogénesis de la contaminacion del huevo por Salmonella Enteritidis.
A) La bacteria es ingerida via oral por la gallina y accede al tracto gastrointestinal. Cuando
la bacteria coloniza el lumen intestinal esta disponible para colonizar las células epiteliales
del intestino. Consecuentemente macrofagos son atraidos al sitio de invasion y fagocitan
la bacteria, esto permite a la bacteria sobrevivir y multiplicarse en el ambiente intracelular
del macrofago. Estos macréfagos infectados, pueden migrar hacia tejido reproductivo
sistémicamente, la bacteria también puede colonizar el oviducto, mediante la infeccion
ascendente por la cloaca. B) Ruta de transmision horizontal por S. Enteritidis del huevo;
ocasionada por mucosa vagina o heces contaminadas. C) La segunda ruta de transmision
es la vertical, por contaminacion directa de la yema, membrana vitelina, albumina,
membranas testaceas y cascaron, originada por infeccion de los tejidos reproductivos;
ovario, infundibulo, magno, istmo y glandula del cascardn respectivamente. D) Salmonella
localizada en la albumina y la membrana vitelina esta disponible para crecer incluso en el
ambiente antibacterial del huevo, y también migra por motilidad hasta llegar a la yema,

donde crece extensivamente debido al ambiente nutritivo (Gantois et al., 2009).
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2.4 Antibiéticos promotores del crecimiento en la avicultura

Después de la segunda guerra mundial, el consumo de carne de pollo y huevo aumentoé
drasticamente, y segun la demanda del mercado lo exigia, la industria crecié 200% entre
1940 y 1945 (Kumar, 2010). Este incremento en la produccion, se atribuye principalmente
a la implementacion de métodos selectivos de crianza (seleccién genética), obteniendo
animales con una mejor conversion alimenticia, con mayor produccion de carne y huevo.
Sin embargo, también se les otorga importancia en esta evolucion de la produccion avicola
a los antibiéticos promotores del crecimiento (APC’s), una practica que permitia mantener
con buena salud a los animales en las granjas y mejorar la productividad (Kumar, 2010).
En la década de los 50 los antibioticos se utilizan con el fin de controlar enfermedades en
animales y humanos, observandose también que actuaban como promotores del
crecimiento en animales sanos (Cota et al., 2014). Algunos de los mas utilizados son
salinomicina, estreptomicina, penicilina, clortetraciclina, eritromicina, basitracina, tilosina,
virginiamicina, neomicina, monensina sddica, flabofosfolipol, doxiciclina y avilamicina entre
otros (Kumar, 2010; Torres y Zarazaga, 2002). Su mecanismo de accion incluye la
inhibicion de la sintesis de proteinas, pared celular, sintesis de ADN y enrollamiento del
mismo e inhibe la sintesis de la membrana citoplasmatica de la bacteria (Diaz et al.,
2015a).

2.4.1 Aditivos alimentarios. Son compuestos quimicos producidos por distintos
microorganismos (bacterias, hongos) o sintetizados en laboratorio, que varian unos de
otros segun sus propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas, asi como su mecanismo
de accion y espectro antimicrobial (Hashemi y Davoodi, 2010). Son utilizados en la
industria alimenticia para mejorar la calidad de los alimentos, la conversion alimenticia y la
salud de los animales de produccién, los antibiéticos promotores de crecimiento son
administrados a dosis bajas (2.5 a 50 ppm) principalmente en explotaciones avicolas y
porcinas, esto se realiza debido a que las dosis subterapéuticas de antibiéticos, incrementa
la produccion animal controlando la poblacion bacteriana, o que permite mayor
disponibilidad de nutrientes de la dieta y mejor salud intestinal, reduciendo la sintesis de

toxinas bacterianas que inflaman la mucosa intestinal (Diaz et al., 2015b).
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2.4.2 Resistencia bacteriana. La resistencia es el mecanismo por el cual la bacteria puede
disminuir la accidn de los agentes antibacterianos como mecanismo de adaptacion ante la
exposicion a antibiéticos en humanos y animales de produccion; entre los factores que
predisponen a la aparicion de resistencia bacteriana estan la implementacion de dosis 0
duracion inadecuados de la terapia antimicrobiana, el desconocimiento de los perfiles de
sensibilidad de la bacteria a los antibidticos y por otro lado que las bacterias pueden
adquirir material genético de otras bacterias, que pueden expresarse fenotipicamente y
protegen la bacteria ante la accién de los antibacterianos [impermeabilidad, inactivacion,
expulsion, desviacidn y alteracion del objetivo] (Rivera et al., 2012). Las infecciones
causadas por organismos resistentes a los antibidticos (ORA’s) podrian considerarse
infecciones emergentes, debido a que su tratamiento es cada vez mas limitado y afectan
cada vez a mas personas en paises desarrollados y en vias de desarrollo (Rocha et al.,
2015). Los ORA'’s tienen potencial de afectar a todas las personas del mundo, debido a
las modernas rutas de comercio y los altos volumenes de trafico aéreo que suceden en el
mundo globalizado las enfermedades pueden diseminarse por todo el mundo en pocas
horas (Rocha et al., 2015).

El uso de farmacos en la produccion animal carecer de regulacién, control y supervision,
que favorece el uso inadecuado de medicamentos causando el desarrollo de cepas
resistentes tanto patégenas y no patégenas (Cota et al., 2014). La resistencia bacteriana
a los antibiéticos es un problema que crece en tamafio y tiene la habilidad de afectar la
estabilidad de los sistemas de salud del mundo si no se abordan de forma colectiva por
todas las naciones y personas (Rocha et al., 2015). Los ORA’s causan solamente en
Estados Unidos aproximadamente 2 millones de infecciones de las cuales 23 000 resultan
en muerte segun datos del Centro para la Prevencion y Control de Enfermedades de los
Estados Unidos (CDC); con repercusiones econdmicas que ascienden a los 35 millones
de délares adicionales en gastos de salud (Rocha et al., 2015).

Se han reportado diferentes factores que predisponen la farmacorresistencia; el manejo
inadecuado de antibidticos en el tratamiento de afecciones en animales domésticos de
companfia y produccion, el uso de antibiéticos como promotores del crecimiento (APC’s)
en animales de produccion y el manejo de los mismos tipos de antibidticos para el

tratamiento en el hombre y los animales (Moreno et al., 2018; Petrovic et al., 2015; Torres
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y Zarazaga, 2002). Actualmente es comun el aislamiento de microorganismos con
diferentes niveles de resistencia a los antibioticos en el medio ambiente y en el entorno
clinico (Rocha et al., 2015). La resistencia bacteriana puede clasificarse en tres grupos de
acuerdo al nivel de resistencia de la cepa: Multidrogoresistente (MDR); resistente a dos o
mas antibidticos, extremadamente resistente (XDR); resistente a tres 0 mas antibioticos y
panresistentes; resistentes a todos los antibiéticos (Moreno et al., 2018).

Se ha reportado resistencia bacteriana a betalactamicos, tetraciclinas, cloranfenicol,
trimetoprim, sulfametoxazol, gentamicina y quinolonas, entre otros (Cabrera et al., 2004).
La resistencia bacteriana esta codificada genéticamente y puede manifestarse por
mutaciones en genes enddgenos o mutaciones en elementos genéticos moviles
identificados como plasmidos, que son sensibles y reaccionan a cambios ambientales
pudiendo transferirse incluso genes de resistencia entre bacterias de diferente género,
estos mecanismos facilitan el desarrollo de la infeccién porque permiten la replicacion
bacteriana en presencia de estos compuestos (Moreno et al., 2018; Frye y Jackson, 2013).
2.4.2.1 Resistencia a los antibidticos en el género Salmonella. Estudios realizados en
distintas regiones del mundo indican que, en Salmonella aislada en alimentos,
instalaciones en las unidades de produccion y el medio ambiente, existe alta frecuencia de
resistencia a los antibidticos. Villagomez et al. (2017) identificaron los serotipos y el perfil
de resistencia a antibidticos en cepas de Salmonella aislada a partir de muestras de
alimento balanceado, muestras de granja colectadas durante la recepcion y finalizacion
del proceso de crianza y canales de pollo en una empresa avicola integrada en Ecuador.
Se aislé Salmonella en todas las etapas de la empresa avicola, se identificaron cuatro
serotipos de Salmonella: Infantis, Liverpool, Amsterdam y Uganda, el serotipo que se aislo
con mayor frecuencia fue Infantis, siendo este mismo el que mostro resistencia al mayor
numero de antibidticos probados, hasta 11 antibiéticos diferentes en cepas aisladas en
todas las etapas de la empresa avicola.

Cortés et al. (2017) evaluaron los patrones de resistencia a antibiéticos en cepas de S.
Paratyphi B var Java, S. Hvittingfoss y S. Muenster aisladas en canales de pollo
comercializadas en Ibagué, Colombia. Las conclusiones de la investigacion indican que
los serotipos S. Paratyphi B var Java y S. Muenster presentaron resistencia a por lo menos

diez y siete antibioticos respectivamente, respecto a S. Hvittingfoss este serotipo mostro
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resistencia a por lo menos cinco antibioticos. Quesada et al. (2016) analizaron la
informacién disponible de reportes sobre resistencia a antibiéticos en Salmonella spp en
cepas aislada en alimentos de origen animal para consumo humano en Brasil, México,
Colombia, Argentina y Venezuela, concluyendo que los aislamientos obtenidos en todos
los paises estudiados presentan con frecuencia resistencia a multiples antibiéticos. Otro
estudio donde evaluaron la susceptibilidad antimicrobiana de Salmonella enterica aislada
de animales y alimentos, en el que observaron resistencia al menos a uno de los
antibiéticos probados en los nueve serotipos aislados, el 20% de cepas presentd
multiresistencia (Junod et al., 2013). Paises latinoamericanos como México, Colombia y
Brasil reportan que las cepas de Salmonella aisladas de carne de pollo muestran altos
niveles de resistencias a ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol,
enrofloxacina, ceftiofur, entre otros (Donado et al., 2015, Mattiello et al., 2015; Miranda et
al., 2009). En la Union Europea, los antibiéticos promotores del crecimiento estan
prohibidos desde 2006 (EC regulation No. 1831/20031), mientras que en otros paises entre
los que figuran Estados Unidos y México, aun se utilizan en industria alimenticia (Diaz et
al., 2015b).

2.5 Inmunizacién contra Salmonella Enteritidis

El uso de bacterinas en animales, estimula la respuesta inmune especifica, proveyendo
proteccion a los animales inmunizados contra patogenos (Sheela et al., 2013). La
inmunizacion en aves contra S. Enteritidis ha mostrado ser efectiva reduciendo la
incidencia de infecciones en gallinas y subsecuentemente también la frecuencia de
salmonelosis en humanos, las bacterinas se clasifican en tres tipos: atenuadas
(microorganismos vivos), inactivadas (microorganismos muertos) y de subunidad
(componentes estructurales del microorganismo) (Gamazo y Irache, 2007). Las mas
utilizadas son las atenuadas porque muestran respuesta celular y humoral mas intensa,
con respecto a las muertas y las acelulares; pero tienen mayor riesgo de manifestar la
sintomatologia de la infeccion en personal encargado de manipular los biolégicos y en
animales, los efectos negativos de la bacteria viva se manifiestan principalmente en
individuos inmunocomprometidos, esto sucede porque algunos componentes estructurales

del microorganismo contienen antigenos inmunosupresores o con virulencia residual por
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una inactivacion incompleta que puede provocar reversion a virulencia (Gamazo y Irache,
2007).

A pesar de la efectividad de la inmunizacién, esta no es suficiente para eliminar por
completo al microorganismo de los tejidos de la gallina, lo que permite su diseminacion en
las excreciones fecales y el huevo (Gast et al., 2015; Dewaele et al., 2012), por esta razén,
ademas de la inmunizacion, son necesarias rutinas de desinfeccion en las instalaciones y
bioseguridad para eliminar y evitar la diseminacion de la bacteria en las instalaciones, sin
embargo, y a pesar de las medidas de bioseguridad, higiene y desinfeccion en las granjas,
la poblacién bacteriana se reduce pero no se elimina completamente, lo que predispone a
que la parvada que iniciara el nuevo ciclo se infecte al inicio del periodo productivo (Van
immerseel et al., 2005).

En Europa, el sureste del continente tiene el mayor porcentaje de prevalencia en granjas
inmunizadas, entre el 5 y 10% de sus granjas presentan infecciones persistentes (Van
immerseel et al., 2005). Dewaele et al. (2012) En un estudio realizado en seis granjas
inmunizadas contra S. Enteritidis encontraron una prevalencia en instalaciones del 17.6%
al inicio de la postura, 18.5% a mitad del ciclo de postura y 21.4% al final del ciclo de
postura, y S. Enteritidis se aislé principalmente en piso, bebederos, comederos, cinta para
transportar la gallinaza, carretilla para el transporte de huevo, y bandejas para recolectar
el huevo. Van immerseel et al. (2005) reportan que los pollitos infectados
experimentalmente con 102 UFC de S. Enteritidis durante la primera semana de vida,
mostraban mayor excrecion de bacterias en las primeras cinco semanas post infeccion y
las aves infectadas con dosis de 10° UFC durante la primera semana de vida mostraban
mayor diseminacién del patégeno entre la semana 10 y 18. Esto podria deberse a la
intensidad en la respuesta inmune generada cuando la cantidad de microorganismos

patdgenos es mayor.

2.6 Fito bidticos

La utilizacion de APC’s repercute en la salud de los animales y consumidores, por esta
razén, es necesaria la busqueda de alternativas antimicrobianas que comparadas con los
antibioticos de sintesis sean menos téxicos y no dejen residuos (Diaz et al., 2015a).

Ademas, también ha incrementado el interés en el uso de promotores del crecimiento como
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los prebidticos y probidticos o su combinacion con plantas medicinales que son
reconocidas como aditivos (fito bioticos) efectivos para su utilizacién en la industria avicola
(Khan et al., 2012).

Los fito bidticos son sustancias que, de acuerdo a su origen biolégico, composicion
quimica, pureza y formulacién, pueden clasificarse en 4 grupos: 1) Herbales; productos de
floracion, no lefiosos y plantas no persistentes, 2) Botanicas; plantas enteras o procesadas,
raices, hojas y tallos, 3) Aceites esenciales; extractos volatiles de plantas generalmente
hidrodestilados y 4) Oleorresinas; extractos en solventes no acuosos (Diaz et al., 2015a).
2.6.1 Aceites esenciales. Los aceites esenciales (AE’s) se distinguen por su actividad
antibacterial, antioxidante, inmunoestimulante, prebiéticos, por incrementar la actividad de
enzimas digestivas como tripsina y amilasa, estimula la secrecién de moco que contribuye
a proteger la mucosa intestinal contra el patdégeno, provocando mayor aprovechamiento
de nutrientes, mejor absorcion intestinal, conversion alimenticia y salud de los animales en
produccién (Hashemi y Davoodi, 2010). Las caracteristicas quimicas de los AE’s varian
dependiendo el método de extraccion, origen geografico, genotipo de la planta, temporada
de cosecha y tiempo de almacenamiento, lo que puede influir en sus propiedades
farmacoldgicas; su mecanismo de accidon se basa en la disrupcion de la pared celular
bacteriana, modificando la superficie celular y reduciendo su virulencia, estimulando el
sistema inmune especificamente activando macrofagos, células dendriticas, linfocitos B y
T, protegiendo la mucosa intestinal de la colonizacion del patdégeno y promoviendo el
crecimiento de la flora bacteriana benéfica (Diaz et al., 2015a).

2.6.1.1 Aceites esenciales en productos del género Allium. Las especies de Allium son el
género de interés médico mas importante de la familia Alliaceae; el género incluye mas de
700 especies distribuidas en el mundo, se distinguen por contener como componentes
principales, compuestos sulfurados que le otorgan sus caracteristicas organolépticas y
medicinales (Mnayer et al., 2014). El ajo (Allium sativum) y la cebolla (Allium cepa) son las
especies del género Allium mas consumidas en el mundo, destacando India, China, Africa
y Brasil como los principales consumidores (Vallejo et al., 2008). El continente asiatico
concentra el 92% del total de la produccién mundial de ajo, seguido por Europa y América
con el 3% cada uno; en el 2010, la produccién total fue de 17 674 893 ton con China como

el principal productor con el 77.3% de la produccion, seguido por India, Corea, Egipto y
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Rusia (Sharifi et al., 2016; ODEPA, 2012). Son de facil desarrollo y tienen larga vida post
cosecha, ademas del consumo por sus caracteristicas culinarias, es ampliamente utilizado
por sus propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antifungicas, anticancerigenas e
inmunoestimulantes (Mnayer et al., 2014; Vallejo et al., 2008).

2.6.1.1.1 Ajo (Allium sativum). Al igual que otras plantas, el ajo tiene un sistema de defensa
contra insectos y hongos, que se activa cuando sus tejidos sufren algun dafio (Block,
1985). Durante el dafio tisular, se producen distintos compuestos sulfurados responsables
de su defensa, que le otorgan su olor caracteristico y propiedades medicinales. Estos
compuestos se producen cuando hay dafo tisular y el aminoacido no proteico allina
presente en las vacuolas y la enzima aliinasa presente en el citoplasma interactuan y
reaccionan formando alicina (dialyl-tiosulfinato) (Vargas et al., 2014; Block, 1985) Esta
sustancia posee actividades bioléogicas como agente antibacterial, antifungico,
antiparasitario, inmunoestimulante, reduce los niveles de colesterol y triglicéridos en
sangre, disminuye la presion ocular, inhibe el desarrollo de las células cancerigenas, es
hipotensor y antitrombdtico (Vargas et al., 2014; Mujica et al., 2013; Amagase et al., 2001;
Miron et al., 2000). La composicion fisico-quimica del ajo puede variar segun el genotipo
de la planta, las condiciones de cultivo, almacenamiento y el procesamiento de los bulbos,
alterando sus propiedades terapéuticas (Petropoulos et al., 2018).

La alicina representa aproximadamente el 70% del total de tiosulfinatos (compuestos
sulfurados) presentes en los AE’s extraidos mediante maceracion mecanica (Block, 1992;
Han et al.,, 1995). La alicina es un compuesto inestable y segun las condiciones de
almacenamiento se puede degradar rapidamente a dialyl sulfuro, dialyl disulfuro, dialyl
trisulfuro, S-alyl cisteina, S-alylmercaptocisteina, vinyl ditines y ajoene (Arnault et al.,
2005). La degradacion de la alicina depende de la temperatura y el pH de almacenamiento,
siendo 4.5 a 5.0 el pH 6ptimo para su estabilidad. Valores de pH muy bajos aceleran la
degradacién de este compuesto sulfurado, principal componente antibacterial del ajo
fresco (Arnault et al., 2005).

El mecanismo de accion de los AE’s de ajo se basa en la inhibicidén de la sintesis de ARN
bacteriano, generando una disminucién de la sintesis de proteinas y enzimas, inhibiendo
la replicacion del DNA lo que reduce la capacidad del patégeno de producir enfermedad,

ademas, estimulan al sistema inmune activando macréfagos y linfocitos T asesinos,



27

protegiendo la mucosa intestinal de colonizacion del patdgeno, también promoviendo el
crecimiento de la flora bacteriana benéfica, el efecto probidtico se debe al mejorar la
disponibilidad de energia por presencia de oligofructosa, mientras que microorganismos
patdégenos como Salmonella spp, no puede metabolizar éste carbohidrato (Diaz et al.,
2015; Samanta et al., 2014; Feldberg y Chang, 1988).

En la industria avicola, el ajo se ha utilizado como promotor del crecimiento natural en pollo
de engorda, observandose un mejor desempefio econdmico y productivo de animales
alimentados con dietas suplementadas con ajo, ademas, reduce el numero de coccidias
en contenido intestinal de pollos (Massad et al., 2018). En pollos, la deficiencia de colina
provoca disminucion en el consumo de alimento y subsecuentemente reduce la ganancia
de peso, el ajo mostrd ser efectivo compensando el efecto de la deficiencia de colina, esto
debido a que el consumo de alimento incrementa cuando el alimento es adicionado con el
1% de ajo en polvo (Navidshad et al., 2018). Javed et al. (2009) reportan que el consumo
de alimento y el peso de la canal en pollos de engorda aumentaron significativamente
afiadiendo 10 mL/L de extracto acuoso de ajo mezclado con plantas medicinales en el
agua de bebida durante 35 dias. La inclusion de ajo en polvo en el alimento para pollos
vacunados contra Newcastle y Enfermedad infecciosa de la Bursa a dosis de 20 g/kg de
alimento, incrementa significativamente los titulos de anticuerpos (Haq et al., 1999). En
dos estudios realizados por Peinado et al. (2012) en Espana y Fadlalla et al. (2010) en
Sudan, utilizaron ajo y un derivado del ajo llamado propil propano tiosulfinato en alimento
de aves destinadas para produccion de carne, encontrando que la inclusion de ajo en
cualquiera de las dos presentaciones, aumento la cantidad de glébulos blancos, redujo el
numero de patégenos intestinales y subsecuentemente la secrecion de toxinas
bacterianas, mejorando la conversion alimenticia, esto debido a que mejora la salud
intestinal que favorece la absorcion de nutrientes. Damaziak et al. (2017) en Polonia
probaron el efecto de la inclusion de ajo en gallinas, reportando que incluir extracto de ajo
a dosis de 0.0032% en el alimento de gallinas, incrementa la produccion de huevo, el peso
y mejora la calidad de la albumina expresada en unidades Haugh. Canogullari et al. (2010)
concluyen en su investigacion, que la produccién de huevo incrementa significativamente
anadiendo 1% de ajo en polvo en el alimento para gallinas, sin observar cambios en el

peso del huevo, su contenido y el espesor de la cascara.
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El extracto de ajo también ha sido utilizado como un bacteriostatico natural, capaz de inhibir
el crecimiento de Salmonella spp in vitro, sin afectar su capacidad inmunogénica,
mostrando ser una alternativa util para la produccion de vacunas vivas atenuadas (Curtello
et al., 2018).

Estudios in vitro han probado el efecto bactericida del extracto de ajo sobre bacterias
potencialmente patégenas. Petropoulos et al. (2018) en Grecia, midieron la actividad
inhibitoria del extracto etandlico de ajo, encontrando mayor actividad inhibitoria contra
algunas bacterias Gram negativas: Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis,
Salmonella Typhimurium, E. coli, y Enterobacter cloacae, y Gram positivas:
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Micrococcus flavus, que el testigo positivo
(estreptomicina y ampicilina). Tosun et al. (2017) en Turquia, probaron la capacidad
inhibitoria de los aceites esenciales de ajo en carne de salmén (Oncorhynchus gorbuscha)
inoculada con S. Enteritidis y L. monocytogenes, reduciendo significativamente el conteo
de UFC en la carne tratada con AE’s de ajo. Sulaiman et al. (2014) reportan actividad
inhibitoria del extracto de ajo al 50% sobre Salmonella Typhi con halos de inhibicién de 40
mm de diametro. (Hannan et al., 2012) concluyeron que el extracto acuoso de ajo inhibid
hasta un 100% el desarrollo de S. Typhi (multirresistente “MDR”) a dosis de 22 mg/mL.

El huevo es un alimento altamente nutritivo, forma parte de la dieta habitual en el humano.
Aporta luteina, vitaminas, minerales, grasas y proteina con alto valor biolégico. Sin
embargo, algunas gallinas pueden ser reservorio de Salmonella spp, aumentando el riesgo
de zoonosis. El control de patdgenos en la industria avicola se realiza mediante vacunacion
y APC’s en dosis sub terapéuticas, esto reduce el numero de patdégenos intestinales,
mejorando la salud intestinal y la conversion alimenticia. La vacuna reduce
considerablemente la excrecibn de bacterias, pero no elimina completamente el
microorganismo de los tejidos y los APC's han provocado resistencia bacteriana. Por esta
razon, surgen las restricciones en el uso de antibidticos promotores del crecimiento, que
ha incrementado la necesidad de alternativas antimicrobianas naturales para la industria
avicola, que permitan mejorar la eficiencia alimenticia y la inocuidad de los alimentos, que
no dejen residuos, ni repercutan en la salud del consumidor. Los fito bidticos afectan
positivamente el crecimiento y la salud de los animales, actuando como antimicrobiano,

inmunoestimulante, mejora la salud intestinal y estimula las secreciones enddgenas. En el
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caso de los AE’s del ajo (Allium sativum) han mostrado ser efectivos inhibiendo el
crecimiento de algunas bacterias patdégenas in vivo e in vitro, ademas mejora la eficiencia

alimenticia y previene algunas enfermedades.

lll. HIPOTESIS

Salmonella spp esta presente en las heces y contenido del huevo de gallinas en produccién

El extracto de ajo (Allium sativum) inhibe el crecimiento in vitro de Salmonella spp

multirresistente
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar la actividad inhibitoria in vitro del extracto de ajo (Allium sativum) contra

Salmonella spp aislada de heces de gallinas en produccion de huevo.

4.1.1 Objetivos especificos
Determinar la presencia de cepas de Salmonella spp en heces, alimento y huevo de gallina.
Identificar cepas de Salmonella spp mediante pruebas bioquimicas.

Identificar cepas de Salmonella spp mediante PCR.
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Identificar el perfil de resistencia a antibiéticos en cepa de Salmonella spp.
Determinar el efecto inhibitorio in vitro del extracto de ajo (Allium sativum) contra

Salmonella spp aislada de heces de gallinas en produccion de huevo.

V. MATERIAL Y METODOS

5.1 Localizacion del lugar de trabajo

Las muestras fueron colectadas en granjas avicolas de la periferia de la ciudad de
Culiacan, Sinaloa, México (24° 46’ 13” LNy 107°21’ 14” LO). La region se caracteriza por
tener un clima BS1 (h’) w(w)(e), el cual es considerado como clima semiseco, muy calido,
con lluvias en verano, segun la clasificacion de Képpen y modificada por Garcia (Garcia,
1988); con temperatura promedio anual de 25.9 °C, maxima de 30.4 °C en junio y julio, y
minima de 20.6 °C en enero; la humedad relativa promedio es de 68%, con maxima de
81% en septiembre y minima de 51% en abril; la precipitacion anual promedio es de 688.5
mm (CIAPAN, 2002).

El aislamiento y la fase experimental se realizaron en el Laboratorio de Bacteriologia y
Micologia en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma

de Sinaloa, en Culiacan, Sinaloa, México.
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5.2 Aislamiento e identificacion de cepas de Salmonella spp

5.2.1 Colecciéon de muestras. Para el aislamiento de Salmonella spp, se realizd un
muestreo por conveniencia en tres granjas para producciéon de huevo.

En la granja A (intensivo), con alojamiento en jaula de tipo bateria, se recolectaron tres
muestras de heces (aprox. 50 g cada muestra) de distintas zonas dentro de la granja,
cuatro huevos con distintas caracteristicas y cinco muestras de alimento de 50 g cada una.
La granja B, cuenta con cuatro corrales para gallinas con alojamiento en piso de tierra y
en uno de ellos las gallinas comparten el corral con gansos, se recolectaron
aproximadamente 50 g de heces de cada uno de los cuatro corrales y tres huevos, uno de
cada corral con gallinas.

La granja C, cuenta con dos corrales para alojamiento en piso de cemento, uno de ellos
con gallos alojados individualmente y sin acceso a praderas, y otro con gallinas y acceso
a pradera para pastoreo, se colectaron cinco huevos y tres muestras de heces de 50 g (2
de gallinas y 1 de gallos).

Las muestras fueron colocadas individualmente en recipientes estériles y trasladados
inmediatamente al laboratorio donde se almacenaron a 4 °C hasta su procesamiento, en

un tiempo no mayor a 24 h.
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5.2.2 Aislamiento bacteriolégico. Se realizd en tres etapas: la primera etapa fue el pre
enriquecimiento, que consistié en la homogeneizacion de 12.5 g de heces o alimento y
12.5 mL en el caso del huevo en 112.5 mL de agua peptonada amortiguada (BPW por sus
siglas en inglés), se dejo reposar 10 min y se mezcldé con movimientos circulares hasta
disolver la muestra, posteriormente se incubé a 37 + 1 °C durante 24 + 2 h. En la segunda
fase correspondiente al enriquecimiento selectivo, se transfirieron 0.1 mL del cultivo de pre
enriquecimiento a un tubo con 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis (RV) y se incubé a
42 £+ 1 °C por 24 + 2 h para mayor selectividad con Salmonella spp. Para la fase de
aislamiento en agar selectivo, se tomé una alicuota de 0.01 mL del caldo Rappaport
Vassiliadis con ayuda de una micropipeta y se inoculé en agar entérico Hektoen (HK), el
in6culo se estrid con un asa bacterioldgica, dejo reposar 10 min para la absorcion del
indculo en el medio y se incubdé a 35 + 1 °C por 24 £+ 2 h. Para la interpretacion de los
resultados, se tomaron en cuenta las siguientes caracteristicas: en agar entérico HK, las
colonias tipicas de Salmonella spp son de color azul-verde o azul, con o sin centro negro,
pudiendo ser casi totalmente negras y brillantes. Las colonias atipicas pueden ser de color
amarillo con o sin centro negro. (Im et al., 2015; NOM-210.SSA1-2014; Zhang et al., 2013;
FDA, 2007).

5.2.3 Identificacion bioquimica. Las colonias tipicas de Salmonella spp fueron inoculadas
en los medios agar hierro triple azucar (TSl), agar lisina hierro (LIA), agar citrato de
simmons, sulfuro indol motilidad (SIM) y gelatina nutritiva e incubados a 37 + 1 °C durante
24 0 48 h, esto para caracterizar el metabolismo de la bacteria aislada. En TSI se evalud
la capacidad para fermentar carbohidratos como glucosa, sacarosa y lactosa, en LIA se
evaluo la presencia de la enzima: decarboxilasa que metaboliza (descarboxila) la lisina, en
citrato de Simmons se comprobé la utilizacion de citrato de sodio como unica fuente de
carbono, en SIM se probd la motilidad de las cepas aisladas, su capacidad para producir
H>S y la produccién de indol y en gelatina nutritiva, se evalud la presencia de enzimas
proteoliticas, capaces de hidrolizar la gelatina (Hassan et al., 2015; NOM-210-SSA1-2014).
Las colonias con caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas para el género Salmonella, se

inocularon en agar base sangre (BAB) para su conservacion y se almacenaron a 4 °C.
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5.2.4 |dentificacion molecular por PCR. Se realiz6 PCR punto final para identificar el género
de la cepa que se utilizé para evaluar la actividad antibacteriana. Para la identificacion se
usaron los siguientes primers: FW 5 -GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3"y RV 5°-
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3 donde amplifica un fragmento del gen invA a 284
pares de bases del género Salmonella (Amin et al., 2015). La extraccion de ADN fue
mediante la técnica de fenol cloroformo (Sambrook et al., 1989): la cepa se sembro (estria
cerrada) en agar entérico Hektoen y se incub6 a 35 + 1 °C durante 24 + 2 h, después del
periodo de incubacién al medio de cultivo se agregé 1 mL de PBS (tampon fosfato salino)
y con ayuda de un asa bacteriologica se disolvieron las colonias que crecieron en el medio,
se tomaron 500 uL de la mezcla homogenizada y se colocoé en un tubo eppendorf, se
agregaron 1000 yL de TE (Trisy EDTA) y 100 uL de SDS al 20% (dodecil sulfato sédico),
se incubo6 a 37 £ 1 °C durante 1 h. Se tomaron 700 pL de la muestra y se agrego la misma
proporcion de fenol, se agité por inversion 20 veces y centrifugé a 12 000 rpm durante 2
min. Enseguida, 700 uL de sobrenadante se mezclaron con 700 pL de cloroformo, se agité
por inversiéon 20 veces y centrifugd a 12 000 rpm durante 2 min. Se tomo el sobrenadante
y se mezclé con 1000 pL de etanol absoluto, se homogeneizé por inversion 20 veces y se
incubd a -20 °C por 24 h, después del tiempo de incubacion se centrifugé a 12 000 rpm
por 20 min, se desecho el sobrenadante y se dejé secar el sedimento para posteriormente
suspenderlo en 50 pL de agua destilada estéril y almacenarlo a -20 °C hasta su utilizacion.
10 uL del producto obtenido (ADN) se probd en gel agarosa al 1% a 100 V por 20 min para
observar la integridad del mismo, el gel fue tefido con gel red y fotografiadas bajo luz u. v.
(Huang et al., 2014). El PCR se realizé en un ThermoMixer C eppendorf con con un
volumen de la reaccion de 10 uL que consistiran en: 5 yL de master mix, 1 yL de solucion
de trabajo de cada primer, 1 uyL de DNA y 2 yL de agua nano pura estéril. Las condiciones
del ciclado consistieron en una fase de desnaturalizacion a 95 °C por 5 min, seguidos por
34 ciclos a 95 °C, 60 °C, y 72 °C por 1 min cada fase y una fase de extension final a 72 °C
por 5 min. Como testigo positivo y negativo se utilizo6 ADN de Salmonella Typhimurium y
Escherichia coli respectivamente. La tincion para visualizar los acidos nucleicos en gel

agarosa por electroforesis se realizé con GelRed (Maurischat et al., 2015).
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5.3 Preparacion de extractos de ajo (Allium sativum)

Los bulbos de ajo fueron adquiridos en el mercado local, a cada bulbillo se le quitd la hoja
de proteccidon para obtener la parte comestible, se lavaron y desinfectaron con agua
destilada estéril e hipoclorito de sodio (200 ppm) respectivamente, y posteriormente se
enjuagaron con agua destilada estéril para eliminar los residuos de hipoclorito. Luego se
macerd en un mortero con pistilo estéril y con ayuda de una gasa estéril el producto
macerado se filtr6 para obtener el extracto al 100%, la mezcla homogeneizada fue
esterilizada por filtro con membrana de 0.45 ym (Hannan et al., 2012). Los extractos se

mantuvieron a 4 °C hasta su utilizacion, un tiempo no mayor a 24 h (Salem et al., 2017).

5.4 Identificacion de resistencia bacteriana en Salmonella spp

Por la resistencia bacteriana de Salmonella spp a los antibiéticos, se realizé pruebas de
inhibicion in vitro utilizando el método de Kirby-Bauer de difusion en disco. Los multidisco
(PT-36 multibac combinado [.D.) que se utilizaron incluian; cloranfenicol [30 mg/disco]
(CL), cefotaxima [30 mg/disco] (CFX), amikacina [30 mg/disco] (AK), ampicilina [10
mg/disco] (AM) y sulfas/trimetoprim [25 mg/disco] (SXT). Las pruebas se realizaron por
triplicado (Rivera et al., 2013).

5.5 Pruebas de inhibicién in vitro (método Kirby-Bauer)

La actividad antibacteriana del extracto de ajo se midi6 mediante pruebas de difusion en
disco. Las concentraciones de los extractos que se usaron en el experimento fueron: 0, 25,
50, 75 y 100%, el extracto se diluyé con agua nano pura estéril para obtener las
concentraciones deseadas (Benkeblia, 2004). A partir de una cepa de Salmonella spp
identificada mediante PCR, se creci6 en caldo soya ftripticaseina y se leyé en un
espectrofotdmetro Bandwidth UV-5200 Spectrophotometer a una densidad 6ptica de 600
nm, para establecer un patron 0.5 Mc Farland que corresponde a una densidad Optica de
0.08 a 0.1, la concentracion en UFC/mL del in6culo se determind por ensayo y error hasta
estandarizar la lectura ideal (Pérez et al., 2008). La cepa se sembrd en cajas de Petri con
agar Mueller-Hinton (MH) mediante estria cerrada con ayuda de un hisopo estéril. Para las
pruebas de difusion en disco, se utilizé un disefio completamente al azar (DCA). Discos de

papel filtro (Whatman #1) estéril de 5 mm de didmetro fueron impregnados con las
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diferentes concentraciones de los extractos, para el testigo negativo se utiliz6 agua
nanopura estéril para impregnar los discos y el testigo positivo se consideré el
antibiograma para bacterias Gram negativas. Se utilizaron cinco discos por caja de Petri;
en ambos casos una vez colocados los discos, las cajas se dejaron en reposo 30 min y
posteriormente se incubaron a 37 £ 1 °C por 18 £ 2 h. Se midié en milimetros la zona clara
alrededor de cada disco (halo de inhibicion), esto para obtener los promedios de inhibicion

de cada tratamiento. Cada prueba se realizé por triplicado (Benkeblia, 2004).

5.6 Analisis estadistico

Los resultados del aislamiento de Salmonella se presentan en cuadro de frecuencias. A
los resultados de las pruebas de inhibicion, se les realizd prueba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov y la prueba de Bartlett para evaluar homocedasticidad de las
varianzas (Anexo 2); debido a que no se cumplieron los supuestos, fueron transformados,
pero no se logré normalizarlos; por ello, se realizé la prueba de Kruskall-Wallis, donde el
estadistico de prueba de ji cuadrada tuvo una probabilidad de 0.0001. Enseguida, se
transformaron a rangos con la opcion PROC RANK de SAS (SAS, 2002), y a éstos se les
aplicé andlisis de la varianza para un disefio de un solo factor y los promedios de rangos
se compararon con la prueba de Dunn. Ademas, se probaron para los porcentajes de
extracto de ajo, polinomios ortogonales de orden 1, 2, 3y 4 (Steel y Torrie, 1988). En todos
los analisis estadisticos se tuvo como referencia para rechazar la hipétesis nula un valor

de alfa igual o menor a 0.05.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

En total se analizaron 27 muestras (12 huevos, 10 muestras de heces y 5 muestras de
alimento) de las cuales 11 fueron positivas de acuerdo a las caracteristicas de las colonias
en medio de cultivo selectivo y pruebas bioquimicas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Frecuencias para los resultados del aislamiento de Salmonella spp en muestras

de heces, alimento y huevo de gallina.

Procedencia y Tipo n Muestras positivas Porcentaje de muestras
de muestra positivas

Granja A

Albumina y yema 4 3 75.00
Heces 3 3 100.00
Alimento 5 1 20.00
Granja B

Albumina y yema 3 0 00.00
Heces 4 3 75.00
Granja C

Albumina y yema 5 0 00.00
Heces 3 1 33.33
Subtotal

Albumina y yema 12 3 25.00
Heces 10 7 70.00
Alimento 5 1 20.00
Total 27 11 40.73

En el presente estudio se aislé Salmonella spp en las tres granjas muestreadas, se observd
que las muestras de heces presentaron mayor porcentaje de contaminacion detectandose
un 70% de muestras positivas, en el caso del contenido del huevo (yema y albumina) se
detecté en 3 huevos (25%) y en alimento se detecté una muestra contaminada (20%).
Estos resultados son similares a los referidos por Garcia et al. (2011) en Espafia, quienes
aislaron Salmonella en muestras de heces, cascaron y contenido del huevo (albumina y
yema) obteniendo el 92% de muestras de heces positivas y el 34% de cascarones
contaminados, en este estudio no se detectaron muestras positivas en el contenido del

huevo. Long et al. (2017) en China investigaron la distribucién de Salmonella en dos
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granjas avicolas comerciales, encontrando el 100% (granja A) y 92.3% (granja B) de
muestras de heces positivas para Salmonella, ademas el 26.1% de huevos analizados
superficialmente y el 30.4% de muestras del contenido del huevo (albumina y yema)
evidenciaron contaminacion. Otro estudio similar realizado en Colombia por Ramirez et al.
(2014) cuyo objetivo fue determinar la presencia de S. Enteritidis en huevos para el
consumo humano en Colombia, encontraron que el 1.74% de 230 muestras de huevo
estaban contaminadas con el microorganismo. Los resultados anteriormente citados
muestran que el aislamiento de Salmonella en granjas donde se alojan aves de postura,
generalmente presenta alta frecuencia de contaminacién por Salmonella en heces y huevo,
esto sugiere que existe una alta frecuencia de infecciones en gallinas destinadas a la

produccién de huevo para consumo humano.

Figura 6. Identificacion de cepas de Salmonella spp por PCR punto final con la
amplificacion de un fragmento del gen InvA a 284 pares de bases. Carril 1: marcador
molecular de 1 kb; carril 2: control negativo [agua nano pura estéril]; carril 3: control
negativo [Staphylococcus aureus]; carril 4 y 8: ADN de cepas sospechosas aislada
de heces; carril 5: cepa sospechosa aislada de alimento; carril 6 y 7: ADN de cepas
sospechosas aisladas de albumina y yema; carril 9: control positivo [Salmonella

Oranienburg].
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En la prueba de susceptibilidad antimicrobiana, la cepa mostré resistencia a
sulfametoxazol/trimetoprim, ampicilina y cloranfenicol (cepa multirresistente). La
resistencia a los antibidticos puede explicarse por la constante exposicién del
microorganismo a dosis subterapéuticas o terapéuticas de antibidticos, que son
administrados a los animales de las granjas, lo que favorece la expresion de genes
relacionados con la resistencia como método de supervivencia de parte de la bacteria.
Los resultados de resistencia a antibioticos que mostré la cepa evaluada en este estudio,
coinciden parcialmente con los resultados de Thung et al. (2016) que también detectaron
resistencia en Salmonella spp a ampicilina. Campioni et al. (2012) probaron la resistencia
bacteriana en 128 cepas de S. Enteritidis aisladas de muestras clinicas y alimentos en
Brasil, encontrando que el 28.1% de las cepas fue resistente a acido nalidixico y 0.8% a
sulfametoxazol /trimetoprim. Cabrera et al. (2004) refieren en aislamientos clinicos 9% de
resistencia a ampicilina, 16% acido nalidixico, 5% gentamicina, 9%
sulfametoxazol/trimetoprim, 21% tetraciclinas y 8% cloranfenicol. En otro estudio similar
realizado por Soumet et al. (1999) evaluaron la resistencia bacteriana en tres serotipos de
Salmonella (S. Typhimurium, S. Kentucky y S. Enteritidis) detectando resistencia en los
tres serotipos a gentamicina, tobramicina y amikacina. S. Kentucky y S. Enteritidis también
fueron resistentes a tetraciclina, piperacilina, ciprofloxacina, perfloxacina, minocilina y
sulfas/trimetoprim.

6.1 Pruebas de inhibicion. Los resultados de las pruebas de inhibicién in vitro del extracto
de ajo fresco, mostraron actividad inhibitoria en todos los niveles de los tratamientos,
observandose mayor diametro de inhibiciéon (P<0.01) conforme se incrementa la
concentracion del extracto (cuadro 2). La cepa mostré alta sensibilidad a cefotaxima y
amikacina (testigos positivos). De todos los tratamientos probados en el experimento,
cefotaxima fue quien produjo halos de inhibicién de mayor diametro, seguido por amikacina
y extracto de ajo al 100%, sin embargo en la comparacion de medias no hubo diferencia
estadistica entre amikacina y cefotaxima, de igual manera no se observo diferencia
significativa entre amikacina y extracto de ajo al 100%, estos resultados pudieran sugerir
que la utilizacidn de extracto de ajo en aves destinadas a la produccidon podria ser una

alternativa eficiente para el control de las infecciones producidas por Salmonella spp
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multirresistente, debido al efecto bactericida que muestra cobre bacterias patégenas en

estudios in vitro.

Cuadro 2. Diametro de las zonas de inhibicion (mm) del crecimiento de Salmonella spp

usando extracto de ajo y antibidticos comerciales (multidisco).

Tratamiento n Media D.E. Minimo Cuartil1 Mediana Cuartil3 Maximo
0% 15 0.0 0.0 0 0 0 0 0
25% 15 14.33 0.81 13 14 14¢ 15 16
50% 15 15.86 0.91 14 15 164 17 17
75% 15 18.06 0.88 16 18 18¢ 19 19
100% 15 19.93 1.33 19 19 19P 20 23
Amikacina 3 2466 2.30 22 22 2620 26 26
Cefotaxima 3 300 0.0 30 30 302 30 30
Ampicilina 3 00 0.0 0 0 0f 0 0
Cloranfenicol 3 00 0.0 0 0 0f 0 0
Sulfametoxazol 3 0.0 0.0 0 0 of 0 0
-Trimetoprim

Polinomios ortogonales para los niveles de extracto de ajo

Efecto lineal <0.0001
Efecto cuadratico 0.6017
Efecto cubico 0.8134

Efecto cuartico 0.1834
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Tratamiento 0%, 25%, 50%, 75% y 100% = concentraciones del extracto de ajo.
D.E.=desviacion estandar.

abcdef| jterales diferentes en columna indican diferencia significativa con la prueba de Dunn
para los rangos (P<0.05).

El efecto bactericida del extracto acuoso observado en este estudio, concuerda con
resultados de otras investigaciones: Salem et al. (2017) midieron la concentracion minima
inhibitoria del extracto acuoso de ajo fresco y observaron inhibicion del crecimiento
bacteriano en 13 serovariedades de S. enterica en un rango entre 20 y 35 mg/mL. Lawal
et al. (2016) observaron diametros de inhibicion de 18.67 y 6.78 mm (sin contar el diametro
del disco) a dosis de 160 mg/mL y 120 mg/mL, respectivamente sobre Salmonella spp.
Hamza (2014) uso6 extracto acuoso de ajo al 50% para evaluar la actividad inhibitoria sobre
Salmonella Typhi, con diametros de inhibicién de 20 mm a las 24 h de incubacion. Indu et
al. (2006) midieron la actividad bactericida del extracto acuoso en cepas de S. Enteritidis
usando discos de 7 mm, con diametros de inhibicion de 29 mm (extracto al 100%), 22 mm
(75%), 17 mm (50%), 10 mm (25%), el extracto al 10% no mostré actividad bactericida, en
el mismo estudio se midié la actividad inhibitoria sobre S. Typhimurium, con menor
diametro de inhibicion respecto a S. Enteritidis con 25 mm (extracto al 100%), 17 mm (75%)
y 12 mm (50%), sobre esta serovariedad, no se observoé inhibicion a concentraciones del
25% y 10% de extracto de ajo. Los resultados obtenidos en esta investigacion mostraron
que el extracto de ajo fresco inhibe el crecimiento de Salmonella spp multirresistente. Esto
pudiera indicar que la inclusion de ajo o extracto de ajo en las dietas de aves en produccion
podria ser una alternativa eficaz para reducir el numero de patégenos causantes de
ZOooNnosis.

En contraste a estos hallazgos, Garcia y Herrera, (2007) manifestaron no haber
encontrado actividad inhibitoria in vitro del extracto de ajo contra Salmonella Enteritidis.
Resultados que coinciden con otra investigacion realizada en Nigeria, donde no
encontraron actividad inhibitoria in vitro, utilizando extracto acuoso a dosis de 1000 mg/mL
sobre S. Typhi (Ekwenye y Elegalam, 2005), ambas investigaciones utilizaron técnicas
similares a las utilizadas en este estudio. Las discrepancias anteriores, se pueden deber a

que la composicion quimica y propiedades farmacoldgicas del ajo depende de diversos
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factores como el origen, el tiempo de almacenamiento y el método utilizado para obtener

los extractos (Rivlin, 2001).
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VII. CONCLUSIONES

En el aislamiento, se confirmé la presencia Salmonella spp en el 70% de las muestras de

heces y el 25% de muestras del contenido del huevo de gallinas en produccion.

Los resultados de las pruebas de inhibicion in vitro confirman que el extracto de ajo (Allium
sativum) inhibe el crecimiento de Salmonella spp multirresistente, aumentando el diametro
de inhibicion a medida que se incrementa la concentracion del extracto. Estos resultados
pudieran sugerir que la utilizacidn de extracto de ajo en animales de produccién podria ser
una alternativa eficiente para el control de las infecciones producidas por Salmonella spp

multirresistente.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de medios
A.1.1 Agua peptonada amortiguada (BPW)
Para 1 L, rehidratar 25.5 g del medio y aforar a 1 L con agua destilada, reposar de 10 a 15
min, agitar frecuentemente hasta su completa disolucién. Verificar el pH final a 7.2 £ 0.2.
Distribuir en volumenes requeridos y esterilizar en autoclave (15 Ib) a 121°C durante 15

min.

A.1.2 Caldo Rappaport Vassiliadis (RV)
Para 1 L, rehidratar 42.5 g del medio y aforar a 1 L con agua destilada. Reposar de 10 a
15 min Verificar el pH a 5.2 £ 0.2, calentar ligeramente agitando hasta su completa

disolucion. Distribuir en volumenes requeridos y esterilizar a 115°C (10 Ib) durante 15 min

A.1.3 Agar entérico Hektoen (HK)

Para 1 L, rehidratar 76 g del medio en 1L de agua destilada. Mezclar bien y ajustar el pH
a 7.5 £ 0.2. Calentar la mezcla hasta ebullicion agitando frecuentemente para disolver
completamente el polvo. No esterilizar en autoclave, enfrie a 45-50°C vy utilice

inmediatamente.

A.1.4 Caldo de soya Tripticaseina (TSB) (BD Bioxon, México)
Para 1 L; rehidratar 30 g del medio en polvo y aforar a 1 L con agua destilada. Mezclar
bien y ajustar el pH a 7.3 £ 0.2. Calentar ligeramente con agitacion para disolver

completamente el polvo. Esterilizar a 121°C durante 15 min
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Anexo 2. Preparacion de primers
A.21 InvA
Para preparar la solucién stock del primer InvA R a 100 uM (100 pmol/uL). Al contenido
liofilizado (832 ug) del primer (Alpha DNA) se le adicionaron 1247 pyL de agua nanopura
estéril (grado inyectable). Para preparar la solucién stock del primer InvA F a 100 uM (100
pmol/uL). Al contenido liofilizado (754 ug) del primer (Alpha DNA) se le adicionaron 943 uL

de agua nanopura estéril (grado inyectable).

Para preparar la solucién de trabajo a 10 yM (10 pmol/uL). Se tomaron 10 pL de la solucién
stock y se adicionaron 90 pyL de agua nanopura estéril (grado inyectable) y usar o

almacenar a -20°C.
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Anexo 3. Preparacion de gel agarosa
A.3.1 Gel agarosa al 1% para PCR
Agregar 1 g de agarosa (Promega) a 100 mL de buffer TAE 1X, calentar en una placa
agitando frecuentemente hasta disolver completamente la agarosa (solucion cristalina).

Dejar solidificar en camara de electroforesis.

A.3.2 Tincion GelRed
Para preparar la solucion de trabajo de la tincion GelRed, se diluyé 1 uL de GelRed en 999

ML de agua nanopura (grado inyectable).



Anexo 4. Analisis estadistico (The SAS System for Windows 9.0)
A.4.1 Prueba de normalidad
Extracto de ajo 0% (A)

Tests para normalidad

Test --Estadistico--  ----- P-valor------
Shapiro-Wilk #11 X . Pr < W
Kolmogorov-Smirnov D . Pr:= B

Cramer-von Mises W-Sq 5 Pr > W-Sqg
Anderson-Darling A-Sq 5 Pr > A-Sq

Extracto de ajo 25 % (B)

Tests para normalidad

Test --Estadistico--  ----- P-valor------
Shapiro-Wilk #11 X 0.880839 Pr < W 0.0488
Kolmogorov-Smirnov D 0.258454 Pr>D <0.0100
Cramer-von Mises W-Sqg 0.185161 Pr > W-8Sq 0.0071
Anderson-Darling A-Sq  0.960453 Pr > A-Sq 0.0116

Extracto de ajo 50 % (C)

Tests para normalidad

Test --Estadistico--  ----- P-valor------
Shapiro-Wilk #11 X 0.881425 Pr<W 0.0498
Kolmogorov-Smirnov D 0.224565 Pr > D 0.0409
Cramer-von Mises W-8q 0.137311 Pr > W-3Sq 0.0319
Anderson-Darling A-Sq 0.795845 Pr > A-Sq 0.0311
Extracto de ajo 75 % (D)
Tests para normalidad
Test --Estadistico--  ----- P-valor------
Shapiro-Wilk #11 X 0.838636 Pr < W 0.0120
Kolmogorov-Smirnov D 0.269933 Pr =D <0.0100
Cramer-von Mises W-8q 0.189624 Pr > W-Sq 0.0061
Anderson-Darling A-Sq 1.046055 Pr > A-Sq 0.0070



Extracto al 100 % (E)

Amikacina (F)

Tests para normalidad

Test --Estadistico--  ----- P-valor------
Shapiro-Wilk #11 X 0.725965 Pr < W 0.0005
Kolmogorov-Smirnov D 0.291175 Pr D <0.0100
Cramer-von Mises W-sq 0.318658 Pr > W-Sq <0.0050
Anderson-Darling A-Sq 1.783633 Pr > A-Sq <0.0050

Tests para normalidad

Test --Estadistico--  ----- P-valor
Shapiro-Wilk #11 X 0.75 Pr < W <
Kolmogorov-Smirnov D 0.384815 Pr>D
Cramer-von Mises W-8q 0.090445 Pr > W-Sq
Anderson-Darling A-3q 0.487767 Pr > A-Sq

Cefotaxima (G)

Tests para normalidad

Test --Estadistico--  ----- P-valor
Shapiro-Wilk #11 X . Pr < W
Kolmogorov-Smirnov D . Pr>D
Cramer-von Mises W-Sq : Pr > W-Sq
Anderson-Darling A-Sq . Pr > A-Sq

Cloranfenicol (H)

Ampicilina (l)

Tests para normalidad

Test --Estadistico-- = ----- P-valor
Shapiro-Wilk #11 X . Pr < W
Kolmogorov-Smirnov D . Pr>D
Cramer-von Mises W-Sq . Pr > W-Sq
Anderson-Darling A-8q : Pr > A-Sq

0.0001
0.0786
0.0965
0.0584
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Tests para normalidad

Test --Estadistico--  ----- P-valor------
Shapiro-Wilk #11 X % Pr < W
Kolmogorov-Smirnov D E Pr>0D

Cramer-von Mises W-8q ’ Pr > W-8q
Anderson-Darling A-Sq . Pr > A-Sq

Sulfametoxazol/trimetoprim (J)

Tests para normalidad

Test --Estadistico--  ----- P-valor------
Shapiro-Wilk #11 X . Pr < W
Kolmogorov-Smirnov D . Priz b

Cramer-von Mises W-Sq : Pr > W-Sq
Anderson-Darling A-Sq . Pr > A-Sq

A.4.2 Prueba de homogeneidad de las varianzas; Bartlett

Procedimiento GLM
Test de Bartlett para la homogeneidad de la varianza INHIB
Fuente DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq

TRAT 4 8.5205 0.0743
A.4.3 Prueba de Kruskal-Wallis

Test de Kruskal-wallis

Chi-cuadrado 85.3307
DF 9
Pr > Chi-cuadrado <.0001

Sistema SAS 08:49 Monday, July 19, 2018
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A.4.4 Analisis de la varianza (ANDEVA)

Procedimiento GLM

/ariable dependiente: INHIB

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-valor Pr > F
Modelo 9 6584.188889 731.576543 B65.77 <.0001
Error 80 67.600000 0.845000
Total correcto 89 6651.788889
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE INHIB Media
0.989837 6.969797 0.919239 13.18889

A.4.5 Prueba de Bonferroni (Dunn)
Tests T Bonferroni (Dunn) para RNKINHIB

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 80
Error de cuadrado medio 30.51417
Valor critico de t 3.38332
Diferencia significativa minima 11.82
Media arménica de tamano de celdas 5

NOTA: Los tamanos de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Bon Agrupamiento Media N TRAT
A 89.000 3 G
A
B A 85.333 3 F
B
B 75.800 15 E

c 62.567 15 D
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T T T T I

45,967

33.800

12.500

12.500

12.500

12.500

15

15

15

A.4.6 Polinomios ortogonales (extracto al 0, 25, 50, 75 y 100 %)

Cuadrado de
la media

Contraste

Efecto lineal
Efecto cuadratico
Efecto cubico
Efecto cuartico

A.4.7 Contrastes

Contraste

0 vs demas
25+50+75+100 vs CFX+AK
50+75+100 vs CFX+AK
75+100 vs CFX+AK

100 vs CFX+AK

CFX vs AK

DF

P )

DF

. B s

Contraste SS

32017.81500
9.42976
1.92667

61.92857

Contraste SS

25311.26533
5808.73333
3502.76144
1617.00139

5538.71905
20.16667

32017.81500
9.42976
1.92667

61.92857

Cuadrado de
la media

25311.
5808.
3502.
1617.

553.
20.

26533
73333
76144
00139
71905
16667

F-valor

933.31
0.27
0.06
1.81

F-valor

767.28
176.08
106.18
49.02
16.79
0.61

Pr>F

<.0001
0.6017
0.8134
0.1834

Pr > F

.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
.4368

OO A A A A
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