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RESUMEN  

ACTIVIDAD INHIBITORIA DEL EXTRACTO DE AJO CONTRA Salmonella spp 

AISLADA DE HECES DE GALLINAS EN PRODUCCIÓN DE HUEVO 

Miguel Antonio Cárdenas Contreras 

El uso terapéutico de antibióticos en animales y humanos, y como promotores de 
crecimiento en animales de granja, generó 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 producción de huevo. Se colectaron 
muestras de heces, huevo y alimento en 3 granjas de gallinas en producción, elegidas por 
conveniencia. El aislamiento se realizó en agar entérico Hektoen, se caracterizó el 
metabolismo de la bacteria mediante pruebas bioquímicas y se confirmó el género de la 
cepa por PCR punto final con la amplificación de un fragmento del gen InvA a 284 pb. El 
extracto de ajo se obtuvo mediante la maceración de 50 g de bulbillos desinfectados en un 
mortero con pistilo estéril, el producto macerado se filtró con gasa estéril y esterilizó por 
filtro con membrana de 45 µM. Se midió la actividad inhibitoria por el método Kirby-Bauer, 
para ello, se sembraron 18 cajas de Petri con Salmonella por estría cerrada, luego se 
colocaron cinco discos de papel filtro (Wattman #1) en cada caja; enseguida las cajas se 
asignaron bajo el diseño 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%, además 3 cajas 
con antibióticos 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 realizó la 
prueba de Kruskal-Wallis y análisis de la varianza para los valores de inhibición en rangos; 
la comparación de los rangos se hizo con la prueba de Dunn y la tendencia en la respuesta 
de inhibición en los porcentajes de extracto de ajo se analizó con polinomios ortogonales 
(P≤0.05). En el aislamiento se confirmó 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 mostró resistencia a sulfametoxazol/trimetoprima, ampicilina y 
cloranfenicol y sensibilidad a cefotaxima y amikacina; los resultados de las pruebas de 
inhibición in vitro del extracto de ajo fresco mostraron actividad inhibitoria en todos los 
niveles de tratamientos, observándose mayor diámetro de inhibición conforme se 
incrementa la concentración del extracto (P<0.0001). Cefotaxima, amikacina y el extracto 
de ajo al 100% produjeron halos de inhibición de mayor diámetro (P≤0.05). Los resultados 
del experimento permiten concluir que la cepa de Salmonella aislada es multiresistente a 
los antibióticos, y el extracto de ajo inhibe in vitro su crecimiento. 
 
Palabras clave: Salmonella; resistencia a antibióticos; huevo; gallinas; inhibición; ajo. 
 

 
 
 
 
 



 
ABSTRACT 

INHIBITORY ACTIVITY OF GARLIC EXTRACT AGAINST Salmonella spp ISOLATED 

FROM LAYING HEN EXCRETA FECES 

Miguel Antonio Cárdenas 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 μM 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, ampicillin 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. 
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I. INTRODUCCIÓN 

En 2016 a nivel mundial habían más de tres billones de aves de corral y una producción 

aproximada de 73 millones de toneladas de huevo de gallina (Mottet y Tempio, 2017); en 

2014, México con 22.8 kg per cápita ocupó el primer lugar mundial en consumo de huevo 

(UNA, 2014). En 2015 la parvada nacional era de 154 millones de gallinas y una producción 

de 2´600,000 t de huevo fresco posicionándose el 6to lugar en producción a nivel mundial; 

siendo los principales estados productores: Jalisco (55%), Puebla (15%), Sonora (8%), la 

Laguna (5%), Yucatán (4%), Sinaloa (3%), Nuevo León (3%) y Guanajuato (2%) (UNA, 

2016).  

Se estima que cada año 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), estimándose 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 infección gastrointestinal media, severa o 

sistémica y provocar la muerte (Coon et al., 2009). En particular, la contaminación 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 colonización, 

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 antibióticos administrados a dosis sub terapéuticas, controlan la 

población bacteriana, esto permite mayor disponibilidad de nutrientes y mejor salud 
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intestinal (Díaz et al., 2015; Khumar et al., 2010). Sin embargo, el uso de antibióticos en 

animales de granja y compañía, provocó resistencia bacteriana (Petrovic et al., 2015), por 

esta razón, desde 2006 los Antibióticos Promotores de Crecimiento (APC´s), están 

prohibidos en la Unión Europea (EC regulation No. 1831/20031). 

La inmunización contra Salmonella spp, es el método más eficiente para reducir la 

excreción de bacterias (Gamazo y Iraché, 2007). Sin embargo, no es suficiente para 

eliminar por completo el microorganismo de los tejidos lo que permite su diseminación 

(Gast et al., 2015; Dewaele et al., 2012). Por esto, es necesaria la búsqueda de alternativas 

antimicrobianas que satisfagan las necesidades de la industria y del consumidor (Díaz 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 excreción de patógenos en aves (Mnayer et al., 2014). Curtello et al. (2018) 

concluyen en su investigación que el extracto de ajo es un bacteriostático 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 salmón. 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 producción de huevo. 
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II. ANTECEDENTES 

2.1 Panorama de la producción de huevo  

La producción avícola contribuye con la nutrición y seguridad alimentaria, aportando 

energía, proteína y micronutrientes esenciales para el humano, esto en ciclos cortos de 

producción y con la habilidad de convertir una gran variedad de alimentos agrícolas y 

desechos en huevo y carne.  La avicultura es el sub sector agropecuario que crece con 

mayor rapidez y el más eficiente para satisfacer las necesidades de proteína para la 

población en constante crecimiento, especialmente en países en desarrollo. En 2016 a 

nivel mundial había más de tres billones de aves de corral y una producción 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 cápita (UNA, 2014). En 2015 la 

parvada nacional era de 154 millones de gallinas y una producción de 2 600 000 t de huevo 

fresco posicionándose en 6to lugar en producción a nivel mundial; siendo los principales 

estados productores: Jalisco (55%), Puebla (15%), Sonora (8%), la Laguna (5%), Yucatán 

(4%), Sinaloa (3%), Nuevo León (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 características físico-químicas del huevo de gallina. 

El huevo está compuesto por tres componentes principales (Figura 1): La yema que 

representa el 31% del peso del huevo, albúmina el 58.5% y cascarón el 10.5% (IEH, 2009; 

Aburto, 2008). El cascarón es una pared rígida porosa (7 000 a 17 000 poros), formada 

por carbonato de calcio como principal componente estructural (94%), además de 

pequeñas cantidades de carbonato de magnesio y fosfato de calcio (Aburto, 2008). El 

cascarón es la primera barrera de defensa y está revestida internamente por dos 

membranas llamadas testáceas, que impiden la entrada de microorganismos externos. 

Cuando el huevo es viejo estas membranas se separan formándose una cámara de aire; 

el color de la cáscara depende de la raza de la gallina y no influye en su composición 

química ni su contenido nutrimental, mientras que el grosor del cascarón si está 

relacionado con la composición dietética del ave (Aburto, 2008). La albúmina está 

constituida en un 88% por agua, 11% proteínas, 5% carbohidratos y 0.5% minerales, 

también contiene vitaminas y enzimas que actúan como barreras contra microorganismos 
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externos. Dentro del grupo de las enzimas presentes en la albúmina del huevo, destaca 

por su actividad antibacteriana la lisozima también llamada muramidasa, esta enzima es 

considerada como un elemento importante de la primer línea de defensa contra las 

infecciones bacterianas (Fuentes, 2013). Se ha demostrado además la presencia de 

lisozima en líquidos orgánicos, huevos de diversas aves, leche humana, lágrimas, saliva, 

tejidos de virus, insectos, aves, anfibios, reptiles y mamíferos, además es secretada por 

leucocitos polimorfonucleares (Carrillo, 2013). De entre todas las fuentes de lisozima, la 

albúmina del huevo de gallina (Gallus gallus domesticus) es quien posee mayor 

concentración, esta proteína representa el 3.5% del contenido del huevo. Su mecanismo 

de acción se basa en la disrupción de la pared celular de la bacteria, específicamente 

hidrolizando enlaces glucosídicos (β 1-4) del peptidoglicano de la pared bacteriana, entre 

el ácido N-acetilmurámico y N-acetilglucosamina (Carrillo, 2014; Kóse  y Denizil, 2013). 

El pH de albúmina es de 7.6 a 8.5, volviéndose más alcalino con valores hasta de 9.7 a 

medida que el huevo envejece  (Aburto, 2008). 

La yema es la porción amarilla del huevo y la tonalidad de su color varía dependiendo de 

los pigmentos presentes en la dieta del ave, el 65.8% son lípidos, 31.1% proteínas, además 

es fuente de vitaminas A, D, E, B y minerales (Aburto, 2008). La lecitina es el principal 

fosfolípido del huevo y los principales ácidos grasos presentes en la yema son oleico, 

palmítico, esteárico y linoleico, en orden descendente de composición (Aburto, 2008). 
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Figura 1. Corte transversal del huevo y sus componentes (Adaptado de IEH, 2009). 

 

Cascarón: Es la cubierta exterior del huevo que mantiene su integridad física y actúa como 

barrera bacteriológica. 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: porción amarilla/anaranjada del huevo y en su interior 

contiene las principales vitaminas, minerales y lípidos. Disco germinal: también conocido 

como blastodisco, en el inicia la división de las células embrionarias cuando el huevo fué 

fecundado; las membranas testáceas: Son dos y recubre la porción interna del cascarón, 

ambas rodean el albúmina y protegen al huevo contra la invasión bacteriana. Cámara de 

aire: se forma cuando el contenido del huevo se enfría después de la oviposición 

generando que la albúmina se contraiga permitiendo la entrada de aire por el polo grueso 

donde hay mayor concentración de poros en el cascarón, en esta zona se separan las 

membranas para constituir la cámara de aire. Membrana vitelina: rodea la yema, confiere 

la forma característica e impide que esta se mezcle con la albúmina. Albúmina densa: 

rodea a la yema y es la principal fuente de riboflavina y proteína del huevo. La albúmina 

fluida es la que se localiza más próximo al cascarón [Figura 1] (Adaptado de IEH, 2009). 
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El huevo aporta 12.5 g de proteína de alto valor biológico, con una disponibilidad del 94% 

por cada 100 g de parte comestible, con un perfil de aminoácidos esenciales para el 

humano: lisina, treonina, metionina, cisteína y triptófano, y aporta solo 150 kcal (Carbajal, 

2006). Su alta densidad de nutrientes y su bajo aporte calórico lo hacen un alimento ideal 

para toda la población, incluyendo ancianos, niños y mujeres gestantes; sus componentes 

bioactivos juegan un papel importante en la salud y prevención de enfermedades, los 

ácidos grasos son precursores de prostaglandinas y sustancias reguladoras de la 

agregación plaquetaria, regulación de la presión arterial y la contracción de vasos 

sanguíneos; otro componente de importancia nutricional es la colina, necesario en la 

síntesis de esfingomielina y fosfolípidos de membrana como la fosfatidilcolina, también es 

precursor del neurotransmisor acetilcolina necesaria para el desarrollo del cerebro, 

metabolismo de lípidos y colesterol (Carbajal, 2006). La biotina, actúa como un cofactor de 

enzimas importantes en el metabolismo energético, de ácidos grasos y aminoácidos, 

además contiene otros componentes no nutricionales como la luteína y zeaxantina, 

carotenoides con función 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 ingestión de alimentos contaminados en cantidades suficientes para afectar 

la salud del consumidor, existen distintos tipos de ETA´s que se clasifican según su origen 

en microbiológicas, físicas y químicas (Moreno y Alarcón, 2010). Las ETA´s 

microbiológicas se pueden manifestar como infecciones causadas por bacterias, virus, 

priones, parásitos o toxinas (intoxicaciones), que provocan en conjunto más 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 clínicas 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 niños 
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menores de cinco años (OMS, 2017). Las ETA´s causan 420,000 muertes, de las cuales 

125 000 corresponden a niños menores de 5 años (OMS, 2017; Kopper et al., 2009). 

2.2.1 Causadas por bacterias. Salmonella spp, Campylobacter spp y Escherichia coli 

enterohemorrágica 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 enterohemorrágica 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 

más comunes a nivel mundial (OMS, 2015). Se transmiten principalmente por la ingestión 

de alimentos crudos contaminados o poco cocinado, la manipulación de alimentos por 

personas infectadas suele ser la fuente de contaminación principal (OMS, 2015).  

2.2.3 Causadas por céstodos y protozoarios. Los parásitos se transmiten por el consumo 

de alimentos y agua contaminados o por contacto directo con animales enfermos y suelo 

contaminado. Los principales parásitos 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 químicos. Las sustancias químicas que se utilizan en la 

agricultura como pesticidas, los antibióticos y aditivos utilizados en la producción pecuaria 

y las toxinas naturales como las micotoxinas, biotoxinas marinas, glucósidos cianogénicos 

y toxinas presentes de setas venenosas pueden contaminar los alimentos. Algunos 

alimentos básicos como el maíz u otros cereales pueden contener elevados niveles de 

micotoxinas como las aflatoxinas y ocratoxinas. Una exposición prolongada a estas toxinas 

puede provocar intoxicaciones que van de leves a severas, afectan el sistema inmune, el 

desarrollo corporal normal y son cancerígenas (OMS, 2015). 

Los contaminantes orgánicos persistentes como las dioxinas y los bifenilos policlorados 

que son subproductos industriales provenientes de la combustión que implican al cloro, se 

localizan en el ambiente, se acumulan en la cadena alimentaria animal y pueden causar 

problemas reproductivos, en el desarrollo, daña el sistema inmunitario, interfiere con el 

funcionamiento hormonal y causan cáncer (OMS, 2015). 
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Los metales pesados: como el plomo, el cadmio y el mercurio causan daños neurológicos 

y renales (OMS, 2015). La presencia de metales pesados en los alimentos se debe 

principalmente a la contaminación 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 patógenos zoonóticos 

causantes de gastroenteritis más importantes relacionadas con el consumo de huevo, 

siendo Salmonella el género responsable del mayor número de casos con el 96% 

(Mollenhorst et al., 2005). Según 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 atención 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 esporádicos o 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 pública mundial, con una 

incidencia de 200 a 500 casos por 100 000 habitantes, se localizan en el intestino de aves, 

mamíferos 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, mamíferos, 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; 

Sánchez y Cardona, 2003). Para el desarrollo de la infección bacteriana se requiere que 

el patógeno 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 invasión directa a las células epiteliales y macrófagos, 

adhesión a células M,  captura y diseminación sistémica por células dendríticas y además, 

tiene la capacidad de evitar la unión del fagolisosoma que le permite sobrevivir y 

multiplicarse en el interior del macrófago, evadiendo así la respuesta inmune del 

hospedero [Figura 2] (Figueroa y Verdugo, 2005; Sansonetti, 2004); el proceso infeccioso 
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involucra la interacción entre el patógeno y el huésped, donde primero la bacteria se 

adhiere a la cara apical de las células epiteliales del íleon 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 

proteínas localizadas en la fimbria, fibrilla, lipopolisacárido (LPS), flagelo y cápsula, que le 

permiten reconocer matrices extracelulares como fibrinectina, laminina y plasminógeno 

presentes en la superficie de la célula hospedera, en el caso de las adhesinas del flagelo 

y la cápsula en Salmonella, su presencia depende del serotipo en cuestión, por ejemplo, 

solo S. Typhi, S. Paratyphi C y S. Dublin presentan cápsula, 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 proteínas 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 envía señales mediante la 

secreción de proteínas identificadas como; sipA, sipB, sipE y sipE2, que interactúan con 

las células epiteliales para inducir rearreglos en el citoesqueleto dando lugar a la formación 

de ondulamiento en la superficie de la célula conocido como ruffling,  este mecanismo 

facilita la interacción de la bacteria con la superficie celular (Cárdenas et al., 2014; Figueroa 

y Verdugo, 2005). Salmonella presenta 31 genes involucrados en la invasión que forman 

la Isla de Patogenicidad 1 [SPI-1], estos genes codifican proteínas involucradas en la 

translocación de las moléculas efectoras dentro del citoplasma de la célula hospedero 

denominadas integrasas, transposasas y secuencias de inserción, de esa manera la 

bacteria tiene acceso a la célula hospedera y después de un periodo de adaptación de 3 

o 4 h, puede replicarse dentro de las vacuolas que se forman después de la invasión a las 

células epiteliales  por endocitosis o en el fagosoma que se forma en el macrófago durante 

la fagocitosis, el medio ambiente dentro de estas vacuolas, se caracteriza por tener pH 

ácido necesario para la sobrevivencia de la bacteria y concentraciones limitadas Fe2+, para 

compensar la falta de este sustrato necesario para el crecimiento del microorganismo, la 

batería secreta proteínas denominadas sideróforos de los cuales se conocen tres tipos; 

catecoles, hidroxamatos y una combinación 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 acción de enzimas secretadas por la 

bacteria, esto permite que aumente la supervivencia intracelular, además, pueden 

fusionarse con vesículas que contienen marcadores con la finalidad de crear un 

microambiente fagosomal que permita su supervivencia; la invasión de Salmonella a los 

tejidos del hospedador provoca citotoxicidad por secreción de endotoxinas que causan la 

muerte de células vecinas para obtener nutrientes y favorecer la diseminación de la 

bacteria, por el proceso inflamatorio causado por la apoptosis de células y macrófagos 

infectados y la destrucción de células M, además induce la fagocitosis en macrófagos no 

activados para ser transportada al hígado y bazo generando la infección sistémica (Herrera 

y Jabib, 2015; Cárdenas et al., 2014; Figueroa y Verdugo, 2005).  

Dependiendo del serotipo involucrado, factores de virulencia localizados en las islas de 

patogenicidad, plásmidos y genes endógenos que permiten a Salmonella adherirse, 

invadir, sobrevivir, crecer y diseminarse en el las células del hospedero, el hospedador, 

cantidad de patógenos involucrados [menos de 100 bacterias] y estado inmunológico del 

huésped, puede ocasionar desde una infección gastrointestinal media, severa, hasta una 

septicemia e incluso la muerte (Cárdenas et al., 2014; OMS, 2013; Figueroa y Verdugo, 

2005). La salmonelosis en humanos se caracteriza por fiebre, dolor abdominal, diarrea, 

náuseas y vómitos, los síntomas de la enfermedad aparecen de 6 a 48 h después de la 

exposición al patógeno  (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, móviles debido a la presencia de flagelos perítricos 

en el caso de la mayoría de las serovariedades, excepto S. Gallinarum y S. Pullorum, 

metabolizan por fermentación y oxidación, produciendo ácido y gas durante la 

fermentación 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 aísla en cultivos agar sangre durante 24 h a 37 °C forman colonias de 

entre 2 y 3 mm de diámetro, color blanco-gris y textura viscosa (Herrera y Jabib 2015; 

Ricke et al., 2013; Sánchez 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 patógenas (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 pública, por su frecuente  

transmisión de animales a humanos (OMS, 2017; Rodríguez, 2015; Gutiérrez et al., 2008). 

Los distintos serotipos de Salmonella se encuentran ampliamente distribuidos  por la 

naturaleza, se encuentran como bacterias comensales y como patógenos en el tracto 

gastrointestinal de aves, mamíferos 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 allí, ingresan 

al hombre y otros animales provocando infecciones (Rodríguez, 2015). Desde el punto de 

vista del hospedador, los miembros de Salmonella se pueden clasificar en tres grupos: los 

que no tienen preferencia por algún hospedero en especial y pueden afectar al hombre y 

animales; los serotipos adaptados a un hospedero que están restringidos a un pequeño 

número 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 restricción de hospedero (específico), S. Abortusovis, en ovinos, S. Abortusequi, 

en equinos, S. Typhisuis en cerdos (Paratifosis), S. Gallinarum en aves (Tifoidea Aviar), S. 

Typhi, S. Paratyphi A y S. Paratyphi C en humanos (Rodríguez, 2015). 
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Figura 3. Clasificación taxonómica de Salmonella spp (adaptado de Rodríguez, 2015). 

 

Los serotipos de este género bacteriano, se logran diferenciar e identificar por su reacción 

con antisueros específicos frente a dos antígenos de la pared bacteriana: el antígeno O 

que refleja la variación de las porciones externas de  lipopolisacáridos en la superficie 

bacteriana y el antígeno H que determina la variación de una proteína del flagelo (flagelina) 

que codifica dos tipos de antígenos: H1 y H2, con 46 y 115 formas antigénicas diferentes, 

respectivamente; de tal manera que cada uno de los serotipos tiene una combinación única 

de los antígenos O, H1 y H2 (Betancor y Jim., 2012). Los métodos tradicionales para la 

detección de microorganismos como el aislamiento en placa número más probable, a 

pesar de ser las más utilizadas, requieren mucho tiempo y labor. Actualmente, las técnicas 

modernas para identificar microorganismos como la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), una técnica de detección molecular, que permite una detección con 

mayor exactitud, rapidez, sensibilidad, facilidad para la interpretación de resultados y con 

menos contaminación. Esta técnica consta de las siguientes fases: 1) Desnaturalización: 

reduce la doble hélice de ADN a cadenas simples, 2) Hibridación: los oligonucleótidos 

hibridan con las regiones complementarias del ADN patrón y forman cadenas dobles entre 
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los oligonucleótidos y las secuencias complementarias y 3) Extensión: 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 producción intensivo o en jaula tienen mayor 

predisposición a la infección debido principalmente a la cantidad de animales por metro 

cuadrado respecto a los sistemas extensivos o con alojamiento en piso; granjas con 

programas de vacunación incompletos o sin vacunación; aves de más edad presentan 

mayor predisposición a contraer infección; el acceso a vehículos contaminados a la granja 

para el transporte de huevo o insumos; granjas con mayor presencia de vectores como 

roedores, aves silvestres y moscas, presentan mayor prevalencia de Salmonella en aves; 

unidades de producción que permiten el acceso a visitantes a los galpones presentan 

mayor probabilidad de contaminación; suministro de agua y alimentos contaminados; 

crianza de reemplazos portadores del microorganismo; bioseguridad en las unidades de 

producción y las condiciones climáticas son algunos de los factores que predisponen el 

ingreso del microorganismo a las instalaciones, aumentando el riesgo de infecciones en 

animales de producción (Rodríguez., 2015). 
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Figura 4. Principales factores de riesgo asociados a la presencia de Salmonella spp en 

granjas avícolas de gallinas productoras de huevo (adaptado de Rodríguez et al., 2015). 

 

2.3.1.1 Salmonella enterica subespecie enterica serovariedad Enteritidis (S. Enteritidis). Es 

una de las serovariedades que más se estudia mundialmente, por ser el serotipo con mayor 

prevalencia involucrado en la transmisión de enfermedades por el consumo de huevo 

(Baron et al., 2016). En 2006, en la Unión 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 región, S. 

Enteritidis se aisló en las instalaciones del 52.3% de las granjas evaluadas. Según EFSA 

(2007a) en la UE el 0.8% de los huevos para consumo humano están contaminados con 

Salmonella spp y se estima que más 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 presentó mayor prevalencia de aislamientos en alimentos. Mancera et al. (2005) 
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también en México, aislaron S. Enteritidis en el 0.25% de 400 huevos analizados 

destinados al consumo humano. En Venezuela, Holanda, Bélgica, Estados Unidos y 

España, entre otros, también se ha reportado la presencia de S. Enteritidis como uno de 

los principales serotipos que se aíslan 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 

aíslan con mayor frecuencia además de Enteritidis son; Typhimurium, Infantis, Virchow, 

Newport, Hadar, Stanley, Derby, Agona y Kentucky (Gantois et al., 2009; Charles et al., 

2007). Respecto a estos últimos serotipos, también son importantes clínicamente, aun los 

que se aíslan 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 mayoría de estos serotipos 

no se aíslan en huevos infectados naturalmente (De Buck et al., 2004b). De Buck et al. 

(2004a) buscaron el sitio predominante en el oviducto superior para la invasión y 

proliferación de S. Enteritidis, concluyendo que la bacteria invadió preferentemente las 

células de la glándula tubular del istmo (lugar de secreción de las membranas del huevo) 

en comparación con el magno. Se ha demostrado la presencia de S. Enteritidis en tejidos 

reproductivos incluso con ausencia de colonización intestinal (Gantois et al., 2009). Estas 

investigaciones sugieren que S. Enteritidis posee características intrínsecas que le otorgan 

tropismo hacia los tejidos reproductivos de gallinas y de los componentes del huevo, donde 

se han identificado dos rutas importantes de contaminación (Gantois et al., 2009). La 

mayoría de las investigaciones sugieren que la transmisión vertical (Figura 5) es la más 

importante, esta ruta se caracteriza por la contaminación directa de la yema, albúmina, 

membranas del cascarón o el cascarón del huevo antes de la oviposición, originado por la 

infección de los órganos reproductivos con S. Enteritidis (Ramírez et al., 2014; Gantois et 

al., 2009). Al respecto, Wigley et al. (2005) observaron que en aves de un día de edad 

infectados experimentalmente con S. Pullorum, los machos mostraban mayor excreción 

del microorganismo los primeros días posterior a la inoculación, pero al inicio de la madurez 

sexual se observó 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 inoculación a 2.01 

UFC/g durante la semana 18, concluyendo que la infección del aparato reproductor y el 

aumento del número de microorganismos puede aumentar durante la madurez sexual. La 

segunda es la horizontal, donde la bacteria presente en el intestino puede traspasar el 

cascarón durante la oviposición o contaminarse después de la ovoposición por contacto 

con heces contaminadas (Ramírez et al., 2014; Gantois et al., 2009). Además de las 

características genéticas y fenotípicas de los serotipos de Salmonella, existen otros 

factores adicionales que incrementan el riesgo de contaminación y la proliferación 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 cáscara como en el interior del huevo, provocando que la cutícula se contraiga y se 

deshidrate dejando expuestos los poros del cascarón a la presencia de la bacteria 

(Ramírez et al., 2014). 

En aves inmunocomprometidas o animales jóvenes, en estos se requieren al menos de 

100 bacterias vivas ingeridas vía oral para provocar infección sistémica rápidamente, esto 

debido a que el sistema inmunológico 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 

infección, permitiendo que la bacteria pueda establecerse en tejido reproductivo e intestinal 

(Holt et al., 1999), donde persiste hasta la madurez del ave, diseminándose horizontal y 

verticalmente (Gast et al., 2015). 

Para que se presente infección oral en aves por S. Enteritidis, primero el microorganismo 

debe superar el microambiente desfavorable que ofrecen los ácidos gástricos, sales 

biliares del intestino, actividad motora de las mucosas que reduce la adherencia del 

microorganismo, secreciones de moco además, sustancias inhibidoras del crecimiento de 

bacterias patógenas; como lisozima, lactoferrina y lactoperoxidasa (Barta y Blanco, 2005), 

hasta alcanzar íleon distal y ciego que es donde compite con la microflora residente y que 

también inhibe el crecimiento de patógenos, y así 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 línea de defensa 
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frente a la invasión de Salmonella se encuentra en la mucosa intestinal, donde la 

interacción entre bacterias y células epiteliales estimulan la secreción de citoquinas 

proinflamatorias que atraen células del sistema inmune innato; heterófilos del grupo de los 

granulocitos, macrófagos y células dendríticas inmaduras (Berndt et al., 2007). El 

macrófago estimulado por la fagocitosis de la bacteria, promueve la liberación de 

citoquinas; IL-1, IL-12, IL-18, IFNγ (Interferón gamma) y TNFα (Factor de Necrosis Tumoral 

alfa), que provocan la activación de nuevos macrófagos y linfocitos T colaboradores (CD4) 

que promueven la inflamación, activación de linfocitos T asesinos (CD8) y  linfocitos B para 

la producción de anticuerpos específicos 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 macrófago, lo que permite la 

diseminación sistémica de la bacteria (Gantois et al., 2009). Cualquier alteración en los 

mecanismos protectores inmunes o no inmunes pueden terminar en la invasión de la 

bacteria y su establecimiento en ovario, oviducto, hígado, bazo o intestino (Gast et al., 

2016; Barta y Blanco, 2005). 

En el caso de la pared del folículo ovárico y mucosa del oviducto, estos poseen células y 

moléculas del sistema de defensa; como macrófagos, moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad de tipo II (CMH II), linfocitos T cooperadores (CD3 y CD4), linfocitos T 

citotóxicos (CD8), receptores de linfocitos T (TCR), linfocitos B e inmunoglobulinas A (IgA) 

y Y  (IgY), que proporcionan inmunoprotección 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 órganos reproductivos y 

la formación del huevo, además 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 contaminación del huevo por Salmonella Enteritidis.  

A) La bacteria es ingerida vía oral por la gallina y accede al tracto gastrointestinal. Cuando 

la bacteria coloniza el lumen intestinal está disponible para colonizar las células epiteliales 

del intestino. Consecuentemente macrófagos son atraídos al sitio de invasión y fagocitan 

la bacteria, esto permite a la bacteria sobrevivir y multiplicarse en el ambiente intracelular 

del macrófago. Estos macrófagos infectados, pueden migrar hacia tejido reproductivo 

sistémicamente, la bacteria también puede colonizar el oviducto, mediante la infección 

ascendente por la cloaca. B) Ruta de transmisión horizontal por S. Enteritidis  del huevo; 

ocasionada por mucosa vagina o heces contaminadas.  C) La segunda ruta de transmisión 

es la vertical, por contaminación directa de la yema, membrana vitelina, albúmina, 

membranas testáceas y cascarón, originada por infección de los tejidos reproductivos; 

ovario, infundíbulo, magno, istmo y glándula del cascarón respectivamente. D) Salmonella 

localizada en la albúmina y la membrana vitelina está 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 Antibióticos promotores del crecimiento en la avicultura  

Después de la segunda guerra mundial, el consumo de carne de pollo y huevo aumentó 

drásticamente, y según la demanda del mercado lo exigía, la industria creció 200% entre 

1940 y 1945 (Kumar, 2010). Este incremento en la producción, se atribuye principalmente 

a la implementación de métodos selectivos de crianza (selección genética), obteniendo 

animales con una mejor conversión alimenticia, con mayor producción de carne y huevo. 

Sin embargo, también se les otorga importancia en esta evolución de la producción avícola 

a los antibióticos promotores del crecimiento (APC´s), una práctica que permitía mantener 

con buena salud a los animales en las granjas y mejorar la productividad (Kumar, 2010). 

En la década de los 50 los antibióticos se utilizan con el fin de controlar enfermedades en 

animales y humanos, observándose también que actuaban como promotores del 

crecimiento en animales sanos (Cota et al., 2014). Algunos de los más utilizados son 

salinomicina, estreptomicina, penicilina, clortetraciclina, eritromicina, basitracina, tilosina, 

virginiamicina, neomicina, monensina sódica, flabofosfolipol, doxiciclina y avilamicina entre 

otros (Kumar, 2010; Torres y Zarazaga, 2002). Su mecanismo de acción incluye la 

inhibición de la síntesis de proteínas, pared celular, síntesis de ADN y enrollamiento del 

mismo e inhibe la síntesis de la membrana citoplasmática de la bacteria (Díaz et al., 

2015a). 

2.4.1 Aditivos alimentarios. Son compuestos químicos producidos por distintos 

microorganismos (bacterias, hongos) o sintetizados en laboratorio, que varían unos de 

otros según sus propiedades físicas, químicas y farmacológicas, así como su mecanismo 

de acción y espectro antimicrobial (Hashemi y Davoodi, 2010). Son utilizados en la 

industria alimenticia para mejorar la calidad de los alimentos, la conversión alimenticia y la 

salud de los animales de producción, los antibióticos promotores de crecimiento son 

administrados a dosis bajas (2.5 a 50 ppm) principalmente en explotaciones avícolas y 

porcinas, esto se realiza debido a que las dosis subterapéuticas de antibióticos, incrementa 

la producción animal controlando la población bacteriana, lo que permite mayor 

disponibilidad de nutrientes de la dieta y mejor salud intestinal, reduciendo la síntesis de 

toxinas bacterianas que inflaman la mucosa intestinal (Díaz 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 acción de los agentes antibacterianos como mecanismo de adaptación ante la 

exposición a antibióticos en humanos y animales de producción; entre los factores que 

predisponen a la aparición de resistencia bacteriana están la implementación de dosis o 

duración inadecuados de la terapia antimicrobiana, el desconocimiento de los perfiles de 

sensibilidad de la bacteria a los antibióticos y por otro lado que las bacterias pueden 

adquirir material genético de otras bacterias, que pueden expresarse fenotípicamente y 

protegen la bacteria ante la acción de los antibacterianos [impermeabilidad, inactivación, 

expulsión, desviación y alteración del objetivo] (Rivera et al., 2012). Las infecciones 

causadas por organismos resistentes a los antibióticos (ORA´s) podrían considerarse 

infecciones emergentes, debido a que su tratamiento es cada vez más limitado y afectan 

cada vez a más personas en países desarrollados  y en vías 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 volúmenes de tráfico 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 fármacos en la producción animal carecer de regulación, control y supervisión, 

que favorece el uso inadecuado de medicamentos causando el desarrollo de cepas 

resistentes tanto patógenas y no patógenas (Cota et al., 2014). La resistencia bacteriana 

a los antibióticos es un problema que crece en tamaño 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 según datos del Centro para la Prevención y Control de Enfermedades de los 

Estados Unidos (CDC); con repercusiones económicas que ascienden a los 35 millones 

de dólares adicionales en gastos de salud  (Rocha et al., 2015). 

Se han reportado diferentes factores que predisponen la farmacorresistencia; el manejo 

inadecuado de antibióticos en el tratamiento de afecciones en animales domésticos de 

compañía y producción, el uso de antibióticos como promotores del crecimiento (APC´s) 

en animales de producción y el manejo de los mismos tipos de antibióticos 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 común el aislamiento de microorganismos con 

diferentes niveles de resistencia a los antibióticos en el medio ambiente y en el entorno 

clínico (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 

más antibióticos, extremadamente resistente (XDR); resistente a tres o más antibióticos y 

panresistentes; resistentes a todos los antibióticos (Moreno et al., 2018). 

Se ha reportado resistencia bacteriana a betalactámicos, tetraciclinas, cloranfenicol, 

trimetoprim, sulfametoxazol, gentamicina y quinolonas, entre otros (Cabrera et al., 2004). 

La resistencia bacteriana está codificada genéticamente y puede manifestarse por 

mutaciones en genes endógenos o mutaciones en elementos genéticos móviles 

identificados como plásmidos, 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 infección porque permiten la replicación 

bacteriana en presencia de estos compuestos (Moreno et al., 2018; Frye y Jackson, 2013).  

2.4.2.1 Resistencia a los antibióticos en el género Salmonella. Estudios realizados en 

distintas regiones del mundo indican que, en Salmonella aislada en alimentos, 

instalaciones en las unidades de producción y el medio ambiente, existe alta frecuencia de 

resistencia a los antibióticos.  Villagómez et al. (2017) identificaron los serotipos y el perfil 

de resistencia a antibióticos en cepas de Salmonella aislada a partir de muestras de 

alimento balanceado, muestras de granja colectadas durante la recepción y finalización 

del proceso de crianza y canales de pollo en una empresa avícola integrada en Ecuador. 

Se aisló Salmonella en todas las etapas de la empresa avícola, se identificaron cuatro 

serotipos de Salmonella: Infantis, Liverpool, Amsterdam y Uganda, el serotipo que se aisló 

con mayor frecuencia fue Infantis, siendo este mismo el que mostró resistencia al mayor 

número de antibióticos probados, hasta 11 antibióticos diferentes en cepas aisladas en 

todas las etapas de la empresa avícola.  

Cortés et al. (2017) evaluaron los patrones de resistencia a antibióticos 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 investigación indican que 

los serotipos S. Paratyphi B var Java y S. Muenster presentaron resistencia a por lo menos 

diez y siete antibióticos respectivamente, respecto a S. Hvittingfoss este serotipo mostró 
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resistencia a por lo menos cinco antibióticos. Quesada et al. (2016) analizaron la 

información disponible de reportes sobre resistencia a antibióticos 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 países estudiados presentan con frecuencia resistencia a múltiples antibióticos. 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 

antibióticos probados en los nueve serotipos aislados, el 20% de cepas presentó 

multiresistencia (Junod et al., 2013). Países 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 Unión Europea, los antibióticos promotores del crecimiento están 

prohibidos desde 2006 (EC regulation No. 1831/20031), mientras que en otros países entre 

los que figuran Estados Unidos y México, aún se utilizan en industria alimenticia (Díaz et 

al., 2015b).  

 

2.5 Inmunización contra Salmonella Enteritidis  

El uso de bacterinas en animales, estimula la respuesta inmune específica, proveyendo 

protección a los animales inmunizados contra patógenos (Sheela et al., 2013). La 

inmunización 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 más 

utilizadas son las atenuadas porque muestran respuesta celular y humoral más intensa, 

con respecto a las muertas y las acelulares; pero tienen mayor riesgo de manifestar la 

sintomatología de la infección en personal encargado de manipular los biológicos 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 antígenos inmunosupresores o con virulencia residual por 
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una inactivación incompleta que puede provocar reversión a virulencia (Gamazo y Irache, 

2007). 

A pesar de la efectividad de la inmunización, esta no es suficiente para eliminar por 

completo al microorganismo de los tejidos de la gallina, lo que permite su diseminación en 

las excreciones fecales y el huevo (Gast et al., 2015; Dewaele et al., 2012), por esta razón, 

además de la inmunización, son necesarias rutinas de desinfección en las instalaciones y 

bioseguridad para eliminar y evitar la diseminación de la bacteria en las instalaciones, sin 

embargo, y a pesar de las medidas de bioseguridad, higiene y desinfección en las granjas, 

la población bacteriana se reduce pero no se elimina completamente, lo que predispone a 

que la parvada que iniciará 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 aisló 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 excreción de bacterias en las primeras cinco semanas post infección y 

las aves infectadas con dosis de 109 UFC durante la primera semana de vida mostraban 

mayor diseminación del patógeno entre la semana 10 y 18. Esto podría deberse a la 

intensidad en la respuesta inmune generada cuando la cantidad de microorganismos 

patógenos es mayor. 

 

2.6 Fito bióticos 

La utilización de APC´s repercute en la salud de los animales y consumidores, por esta 

razón, es necesaria la búsqueda de alternativas antimicrobianas que comparadas con los 

antibióticos de síntesis sean menos tóxicos y no dejen residuos (Díaz et al., 2015a). 

Además, también ha incrementado el interés en el uso de promotores del crecimiento como 
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los prebióticos y probióticos o su combinación con plantas medicinales que son 

reconocidas como aditivos (fito bióticos) efectivos para su utilización en la industria avícola 

(Khan et al., 2012). 

Los fito bióticos son sustancias que, de acuerdo a su origen biológico, composición 

química, pureza y formulación, pueden clasificarse en 4 grupos: 1) Herbales; productos de 

floración, no leñosos y plantas no persistentes, 2) Botánicas; plantas enteras o procesadas, 

raíces, hojas y tallos, 3) Aceites esenciales; extractos volátiles de plantas generalmente 

hidrodestilados y 4) Oleorresinas; extractos en solventes no acuosos (Díaz et al., 2015a). 

2.6.1 Aceites esenciales. Los aceites esenciales (AE´s) se distinguen por su actividad 

antibacterial, antioxidante, inmunoestimulante, prebióticos, por incrementar la actividad de 

enzimas digestivas como tripsina y amilasa, estimula la secreción de moco que contribuye 

a proteger la mucosa intestinal contra el patógeno, provocando mayor aprovechamiento 

de nutrientes, mejor absorción intestinal, conversión alimenticia y salud de los animales en 

producción (Hashemi y Davoodi, 2010). Las características químicas de los AE´s varían 

dependiendo el método de extracción, origen geográfico, genotipo de la planta, temporada 

de cosecha y tiempo de almacenamiento, lo que puede influir en sus propiedades 

farmacológicas; su mecanismo de acción se basa en la disrupción de la pared celular 

bacteriana, modificando la superficie celular y reduciendo su virulencia, estimulando el 

sistema inmune específicamente activando macrófagos, células dendríticas, linfocitos B y 

T, protegiendo la mucosa intestinal de la colonización del patógeno y promoviendo el 

crecimiento de la flora bacteriana benéfica (Díaz et al., 2015a). 

2.6.1.1 Aceites esenciales en productos del género Allium. Las especies de Allium son el 

género de interés médico más importante de la familia Alliaceae; el género incluye más de 

700 especies distribuidas en el mundo, se distinguen por contener como componentes 

principales, compuestos sulfurados que le otorgan sus características organolépticas y 

medicinales (Mnayer et al., 2014). El ajo (Allium sativum) y la cebolla (Allium cepa) son las 

especies del género Allium más consumidas en el mundo, destacando India, China, África 

y Brasil como los principales consumidores (Vallejo et al., 2008). El continente asiático 

concentra el 92% del total de la producción mundial de ajo, seguido por Europa y América 

con el 3% cada uno; en el 2010, la producción total fue de 17 674 893 ton con China como 

el principal productor con el 77.3% de la producción, seguido por India, Corea, Egipto y 
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Rusia (Sharifi et al., 2016; ODEPA, 2012). Son de fácil desarrollo y tienen larga vida post 

cosecha, además del consumo por sus características culinarias, es ampliamente utilizado 

por sus propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antifúngicas, anticancerígenas 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 algún daño (Block, 

1985). Durante el daño tisular, se producen distintos compuestos sulfurados responsables 

de su defensa, que le otorgan su olor característico y propiedades medicinales. Estos 

compuestos se producen cuando hay daño tisular y el aminoácido no proteico allina 

presente en las vacuolas  y la enzima aliinasa presente en el citoplasma interactúan y 

reaccionan formando alicina (dialyl-tiosulfinato) (Vargas et al., 2014; Block, 1985) Esta 

sustancia posee actividades biológicas como agente antibacterial, antifúngico, 

antiparasitario, inmunoestimulante, reduce los niveles de colesterol y triglicéridos en 

sangre, disminuye la presión ocular, inhibe el desarrollo de las células cancerígenas, es 

hipotensor y antitrombótico (Vargas et al., 2014; Mujica et al., 2013; Amagase et al., 2001; 

Miron et al., 2000). La composición físico-química del ajo puede variar según 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 extraídos mediante maceración mecánica (Block, 1992; 

Han et al., 1995). La alicina es un compuesto inestable y según las condiciones de 

almacenamiento se puede degradar rápidamente a dialyl sulfuro, dialyl disulfuro, dialyl 

trisulfuro, S-alyl cisteína, S-alylmercaptocisteina, vinyl ditines y ajoene (Arnault et al., 

2005). La degradación de la alicina depende de la temperatura y el pH de almacenamiento, 

siendo 4.5 a 5.0 el pH óptimo para su estabilidad. Valores de pH muy bajos aceleran la 

degradación de este compuesto sulfurado, principal componente antibacterial del ajo 

fresco (Arnault et al., 2005). 

El mecanismo de acción de los AE´s de ajo se basa en la inhibición de la síntesis de ARN 

bacteriano, generando una disminución de la síntesis de proteínas y enzimas, inhibiendo 

la replicación del DNA lo que reduce la capacidad del patógeno de producir enfermedad, 

además, estimulan al sistema inmune activando macrófagos y linfocitos T asesinos, 
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protegiendo la mucosa intestinal de colonización del patógeno, también promoviendo el 

crecimiento de la flora bacteriana benéfica, el efecto probiótico se debe al mejorar la 

disponibilidad de energía por presencia de oligofructosa, mientras que microorganismos 

patógenos como Salmonella spp, no puede metabolizar éste carbohidrato  (Díaz et al., 

2015; Samanta et al., 2014; Feldberg y Chang, 1988).  

En la industria avícola, el ajo se ha utilizado como promotor del crecimiento natural en pollo 

de engorda, observándose un mejor desempeño económico y productivo de animales 

alimentados con dietas suplementadas con ajo, además, reduce el número de coccidias 

en contenido intestinal de pollos (Massad et al., 2018). En pollos, la deficiencia de colina 

provoca disminución en el consumo de alimento y subsecuentemente reduce la ganancia 

de peso, el ajo mostró 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 

añadiendo 10 mL/L de extracto acuoso de ajo mezclado con plantas medicinales en el 

agua de bebida durante 35 días. La inclusión 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 títulos de anticuerpos (Haq et al., 1999). En 

dos estudios realizados por Peinado et al. (2012) en España y Fadlalla et al. (2010) en 

Sudán, utilizaron ajo y un derivado del ajo llamado propil propano tiosulfinato en alimento 

de aves destinadas para producción de carne, encontrando que la inclusión de ajo en 

cualquiera de las dos presentaciones,  aumentó la cantidad de glóbulos blancos, redujo el 

número de patógenos intestinales y subsecuentemente la secreción de toxinas 

bacterianas, mejorando la conversión alimenticia, esto debido a que mejora la salud 

intestinal que favorece la absorción de nutrientes. Damaziak et al. (2017) en Polonia 

probaron el efecto de la inclusión de ajo en gallinas, reportando que incluir extracto de ajo 

a dosis de 0.0032% en el alimento de gallinas, incrementa la producción de huevo, el peso 

y mejora la calidad de la albúmina expresada en unidades Haugh. Canogullari et al. (2010) 

concluyen en su investigación, que la producción de huevo incrementa significativamente 

añadiendo 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 cáscara.  
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El extracto de ajo también ha sido utilizado como un bacteriostático natural, capaz de inhibir 

el crecimiento de Salmonella spp in vitro, sin afectar su capacidad inmunogénica, 

mostrando ser una alternativa útil para la producción de vacunas vivas atenuadas (Curtello 

et al., 2018).   

Estudios in vitro han probado el efecto bactericida del extracto de ajo sobre bacterias 

potencialmente patógenas. Petropoulos et al. (2018) en Grecia, midieron la actividad 

inhibitoria del extracto etanólico 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 Turquía, probaron la capacidad 

inhibitoria de los aceites esenciales de ajo en carne de salmón (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 inhibición de 40 

mm de diámetro. (Hannan et al., 2012) concluyeron que el extracto acuoso de ajo inhibió 

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 luteína, vitaminas, minerales, grasas y proteína con alto valor biológico. Sin 

embargo, algunas gallinas pueden ser reservorio de Salmonella spp, aumentando el riesgo 

de zoonosis. El control de patógenos en la industria avícola se realiza mediante vacunación 

y APC´s en dosis sub terapéuticas, esto reduce el número de patógenos intestinales, 

mejorando la salud intestinal y la conversión alimenticia. La vacuna reduce 

considerablemente la excreción de bacterias, pero no elimina completamente el 

microorganismo de los tejidos y los APC's han provocado resistencia bacteriana. Por esta 

razón, surgen las restricciones en el uso de antibióticos promotores del crecimiento, que 

ha incrementado la necesidad de alternativas antimicrobianas naturales para la industria 

avícola, 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 bióticos afectan 

positivamente el crecimiento y la salud de los animales, actuando como antimicrobiano, 

inmunoestimulante, mejora la salud intestinal y estimula las secreciones endógenas. 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 patógenas in vivo e in vitro, además mejora la eficiencia 

alimenticia y previene algunas enfermedades. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. HIPÓTESIS 
Salmonella spp está presente en las heces y contenido del huevo de gallinas en producción 

 

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 producción de huevo. 

 

4.1.1 Objetivos específicos 

Determinar la presencia de cepas de Salmonella spp en heces, alimento y huevo de gallina. 

Identificar cepas de Salmonella spp mediante pruebas bioquímicas. 

Identificar cepas de Salmonella spp mediante PCR. 
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Identificar el perfil de resistencia a antibióticos 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 producción de huevo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 Localización del lugar de trabajo 

Las muestras fueron colectadas en granjas avícolas de la periferia de la ciudad de 

Culiacán, Sinaloa, México (24o 46’ 13’’ LN y 107o 21’ 14’’ LO). La región se caracteriza por 

tener un clima BS1 (h’) w(w)(e), el cual es considerado como clima semiseco, muy cálido, 

con lluvias en verano, según la clasificación de Köppen y modificada por García (García, 

1988); con temperatura promedio anual de 25.9 ºC, máxima de 30.4 ºC en junio y julio, y 

mínima de 20.6 ºC en enero; la humedad relativa promedio es de 68%, con máxima de 

81% en septiembre y mínima de 51% en abril; la precipitación anual promedio es de 688.5 

mm (CIAPAN, 2002). 

El aislamiento y la fase experimental se realizaron en el Laboratorio de Bacteriología y 

Micología en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autónoma 

de Sinaloa, en Culiacán, Sinaloa, México. 
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5.2 Aislamiento e identificación de cepas de Salmonella spp 

5.2.1 Colección de muestras. Para el aislamiento de Salmonella spp, se realizó un 

muestreo por conveniencia en tres granjas para producción de huevo. 

En la granja A (intensivo), con alojamiento en jaula de tipo batería, se recolectaron tres 

muestras de heces (aprox. 50 g cada muestra) de distintas zonas dentro de la granja, 

cuatro huevos con distintas características 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 bacteriológico. Se realizó en tres etapas: la primera etapa fue el pre 

enriquecimiento, que consistió en la homogeneización 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 dejó reposar 10 min y se mezcló con movimientos circulares hasta 

disolver la muestra, posteriormente se incubó 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 incubó a 

42 ± 1 °C por 24 ± 2 h para mayor selectividad con Salmonella spp. Para la fase de 

aislamiento en agar selectivo, se tomó una alícuota de 0.01 mL del caldo Rappaport 

Vassiliadis con ayuda de una micropipeta y se inoculó en agar entérico Hektoen (HK), el 

inóculo se estrió con un asa bacteriológica, dejó reposar 10 min para la absorción del 

inóculo en el medio y se incubó a 35 ± 1 °C por 24 ± 2 h. Para la interpretación de los 

resultados, se tomaron en cuenta las siguientes características: en agar entérico HK, las 

colonias típicas de Salmonella spp son de color azul-verde o azul, con o sin centro negro, 

pudiendo ser casi totalmente negras y brillantes. Las colonias atípicas 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 Identificación bioquímica. Las colonias típicas de Salmonella spp fueron inoculadas 

en los medios agar hierro triple azúcar (TSI), agar lisina hierro (LIA), agar citrato de 

simmons, sulfuro indol motilidad (SIM) y gelatina nutritiva e incubados a 37 ± 1 °C durante 

24 o 48 h, esto para caracterizar el metabolismo de la bacteria aislada. En TSI se evaluó 

la capacidad para fermentar carbohidratos como glucosa, sacarosa y lactosa, en LIA se 

evaluó la presencia de la enzima: decarboxilasa que metaboliza (descarboxila) la lisina, en 

citrato de Simmons se comprobó la utilización de citrato de sodio como única fuente de 

carbono, en SIM se probó la motilidad de las cepas aisladas, su capacidad para producir 

H2S y la producción de indol y en gelatina nutritiva, se evaluó la presencia de enzimas 

proteolíticas, capaces de hidrolizar la gelatina (Hassan et al., 2015; NOM-210-SSA1-2014). 

Las colonias con características morfológicas y bioquímicas para el género Salmonella, se 

inocularon en agar base sangre (BAB) para su conservación y se almacenaron a 4 °C. 
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5.2.4 Identificación molecular por PCR. Se realizó PCR punto final para identificar el género 

de la cepa que se utilizó para evaluar la actividad antibacteriana.  Para la identificación 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 extracción de ADN fue 

mediante la técnica de fenol cloroformo (Sambrook et al., 1989): la cepa se sembró (estría 

cerrada) en agar entérico Hektoen y se incubó a 35 ± 1 °C durante 24 ± 2 h, después del 

periodo de incubación al medio de cultivo se agregó 1 mL de PBS (tampón fosfato salino) 

y con ayuda de un asa bacteriológica se disolvieron las colonias que crecieron en el medio, 

se tomaron 500 µL de la mezcla homogenizada y se colocó en un tubo eppendorf, se 

agregaron 1000 µL de TE (Tris y EDTA)  y 100 µL de SDS al 20% (dodecil sulfato sódico), 

se incubó a 37 ± 1 °C durante 1 h. Se tomaron 700 µL de la muestra y se agregó la misma 

proporción de fenol, se agitó por inversión 20 veces y centrifugó a 12 000 rpm durante 2 

min. Enseguida, 700 µL de sobrenadante se mezclaron con 700 µL de cloroformo, se agitó 

por inversión 20 veces y centrifugó a 12 000 rpm durante 2 min. Se tomó el sobrenadante 

y se mezcló con 1000 µL de etanol absoluto, se homogeneizó por inversión 20 veces y se 

incubó a -20 °C por 24 h, después del tiempo de incubación se centrifugó a 12 000 rpm 

por 20 min, se desechó el sobrenadante y se dejó secar el sedimento para posteriormente 

suspenderlo en 50 µL de agua destilada estéril y almacenarlo a -20 °C hasta su utilización. 

10 µL del producto obtenido (ADN) se probó en gel agarosa al 1% a 100 V por 20 min para 

observar la integridad del mismo, el gel fue teñido con gel red y fotografiadas bajo luz u. v. 

(Huang et al., 2014). El PCR se realizó en un ThermoMixer C eppendorf con con un 

volumen de la reacción de 10 µL que consistirán en: 5 µL de master mix, 1 µL de solución 

de trabajo de cada primer, 1 µL de DNA y 2 µL de agua nano pura estéril. Las condiciones 

del ciclado consistieron en una fase de desnaturalización 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 extensión final a 72 °C 

por 5 min. Como testigo positivo y negativo se utilizó ADN de Salmonella Typhimurium y 

Escherichia coli respectivamente. La tinción para visualizar los ácidos nucleicos en gel 

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

Los bulbos de ajo fueron adquiridos en el mercado local, a cada bulbillo se le quitó la hoja 

de protección 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 

maceró en un mortero con pistilo estéril y con ayuda de una gasa estéril el producto 

macerado se filtró para obtener el extracto al 100%, la mezcla homogeneizada fue 

esterilizada por filtro con membrana de 0.45 µm (Hannan et al., 2012). Los extractos se 

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

 

5.4 Identificación de resistencia bacteriana en Salmonella spp 

Por la resistencia bacteriana de Salmonella spp a los antibióticos, se realizó pruebas de 

inhibición in vitro utilizando el método de Kirby-Bauer de difusión en disco. Los multidisco 

(PT-36 multibac combinado I.D.) que se utilizaron incluían; 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 inhibición in vitro (método Kirby-Bauer) 

La actividad antibacteriana del extracto de ajo se midió mediante pruebas de difusión en 

disco. Las concentraciones de los extractos que se usaron en el experimento fueron: 0, 25, 

50, 75 y 100%, el extracto se diluyó con agua nano pura estéril para obtener las 

concentraciones deseadas (Benkeblia, 2004).  A partir de una cepa de Salmonella spp 

identificada mediante PCR, se creció en caldo soya tripticaseína y se leyó en un 

espectrofotómetro Bandwidth UV-5200 Spectrophotometer a una densidad óptica de 600 

nm, para establecer un patrón 0.5 Mc Farland  que corresponde a una densidad óptica de 

0.08 a 0.1, la concentración en UFC/mL del inóculo se determinó por ensayo y error hasta 

estandarizar la lectura ideal (Pérez et al., 2008). La cepa se sembró en cajas de Petri con 

agar Mueller-Hinton (MH) mediante estría cerrada con ayuda de un hisopo estéril. Para las 

pruebas de difusión en disco, se utilizó un diseño completamente al azar (DCA). Discos de 

papel filtro (Whatman #1) estéril de 5 mm de diámetro fueron impregnados con las 
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diferentes concentraciones de los extractos, para el testigo negativo se utilizó agua 

nanopura estéril para impregnar los discos y el testigo positivo se consideró 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 midió en milímetros la zona clara 

alrededor de cada disco (halo de inhibición), esto para obtener los promedios de inhibición 

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

 

5.6 Análisis estadístico 

Los resultados del aislamiento de Salmonella se presentan en cuadro de frecuencias. A 

los resultados de las pruebas de inhibición, se les realizó 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 logró normalizarlos; por ello, se realizó la prueba de Kruskall-Wallis, donde el 

estadístico de prueba de ji cuadrada tuvo una probabilidad de 0.0001. Enseguida, se 

transformaron a rangos con la opción PROC RANK de SAS (SAS, 2002), y a éstos se les 

aplicó análisis de la varianza para un diseño de un solo factor y los promedios de rangos 

se compararon con la prueba de Dunn. Además, se probaron para los porcentajes de 

extracto de ajo, polinomios ortogonales de orden 1, 2, 3 y 4 (Steel y Torrie, 1988). En todos 

los análisis estadísticos se tuvo como referencia para rechazar la hipótesis nula un valor 

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

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 características de las colonias 

en medio de cultivo selectivo y pruebas bioquímicas (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 

de muestra 

n Muestras positivas Porcentaje de muestras 

positivas 

Granja A 
Albúmina y yema 
Heces  
Alimento  

 
4 
3 
5 

 
3 
3 
1 

 
75.00 
100.00 
20.00 

Granja B 
Albúmina y yema 
Heces 
 
Granja C 
Albúmina y yema 
Heces  
 
Subtotal 
Albúmina y yema 
Heces 
Alimento 
Total 

 
3 
4 

 
 
5 
3 
 
 

12 
10 
5 

27 

 
0 
3 
 
 
0 
1 
 
 
3 
7 
1 

11 

 
00.00 
75.00 

 
 

00.00 
33.33 

 
 

25.00 
70.00 
20.00 
40.73 

 

En el presente estudio se aisló Salmonella spp en las tres granjas muestreadas, se observó 

que las muestras de heces presentaron mayor porcentaje de contaminación detectándose 

un 70% de muestras positivas, en el caso del contenido del huevo (yema y albúmina) se 

detectó en 3 huevos (25%) y en alimento se detectó una muestra contaminada (20%). 

Estos resultados son similares a los referidos por García et al. (2011) en España, quienes 

aislaron Salmonella en muestras de heces, cascarón y contenido del huevo (albúmina 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 distribución de Salmonella en dos 
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granjas avícolas comerciales, encontrando el 100% (granja A) y 92.3% (granja B) de 

muestras de heces positivas para Salmonella, además el 26.1% de huevos analizados 

superficialmente y el 30.4% de muestras del contenido del huevo (albúmina y yema) 

evidenciaron contaminación. Otro estudio similar realizado en Colombia por Ramírez 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 contaminación por Salmonella en heces y huevo, 

esto sugiere que existe una alta frecuencia de infecciones en gallinas destinadas a la 

producción de huevo para consumo humano. 

 

 

Figura 6.  Identificación de cepas de Salmonella spp por PCR punto final con la 

amplificación 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 albúmina y yema; carril 9: control positivo [Salmonella 

Oranienburg]. 
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En la prueba de susceptibilidad antimicrobiana, la cepa mostró resistencia a 

sulfametoxazol/trimetoprim, ampicilina y cloranfenicol (cepa multirresistente). La 

resistencia a los antibióticos puede explicarse por la constante exposición del 

microorganismo a dosis subterapéuticas o terapéuticas de antibióticos, que son 

administrados a los animales de las granjas, lo que favorece la expresión de genes 

relacionados con la resistencia como método de supervivencia de parte de la bacteria.     

Los resultados de resistencia a antibióticos que mostró 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 clínicas y alimentos en 

Brasil, encontrando que el 28.1% de las cepas fue resistente a ácido nalidíxico y 0.8% a 

sulfametoxazol /trimetoprim. Cabrera et al. (2004) refieren en aislamientos clínicos 9% de 

resistencia a ampicilina, 16% ácido nalidíxico, 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 inhibición. Los resultados de las pruebas de inhibición in vitro del extracto 

de ajo fresco, mostraron actividad inhibitoria en todos los niveles de los tratamientos, 

observándose mayor diámetro de inhibición (P<0.01) conforme se incrementa la 

concentración del extracto (cuadro 2). La cepa mostró alta sensibilidad a cefotaxima y 

amikacina (testigos positivos). De todos los tratamientos probados en el experimento, 

cefotaxima fue quien produjo halos de inhibición de mayor diámetro, seguido por amikacina 

y extracto de ajo al 100%, sin embargo en la comparación de medias no hubo diferencia 

estadística entre amikacina y cefotaxima, de igual manera no se observó diferencia 

significativa entre amikacina y extracto de ajo al 100%, estos resultados pudieran sugerir 

que la utilización de extracto de ajo en aves destinadas a la producción podría ser una 

alternativa eficiente para el control de las infecciones producidas por Salmonella spp 



40 
 

multirresistente, debido  al efecto bactericida que muestra cobre bacterias patógenas en 

estudios in vitro. 

 

Cuadro 2. Diámetro de las zonas de inhibición (mm) del crecimiento de Salmonella spp 

usando extracto de ajo y antibióticos comerciales (multidisco). 

Tratamiento n Media D.E. Mínimo Cuartil 1 Mediana Cuartil 3 Máximo

0% 15 0.0 0.0 0 0 0 0 0 

25% 15 14.33 0.81 13 14 14e 15 16 

50% 15 15.86 0.91 14 15 16d 17 17 

75% 15 18.06 0.88 16 18 18c 19 19 

100% 15 19.93 1.33 19 19 19b 20 23 

Amikacina 3 24.66 2.30 22 22 26ab 26 26 

Cefotaxima 3 30.0 0.0 30 30 30a 30 30 

Ampicilina 3 0.0 0.0 0 0 0f 0 0 

Cloranfenicol 3 0.0 0.0 0 0 0f 0 0 

Sulfametoxazol
-Trimetoprim 

3 0.0 0.0 0 0 0f 0 0 

Polinomios ortogonales para los niveles de extracto de ajo 

Efecto lineal <0.0001   

Efecto cuadrático 0.6017   

Efecto cúbico 0.8134   

Efecto cuártico 0.1834   
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Tratamiento 0%, 25%, 50%, 75% y 100% = concentraciones del extracto de ajo. 
D.E.=desviación estándar. 
abcdef Literales 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 concentración mínima 

inhibitoria del extracto acuoso de ajo fresco y observaron inhibición del crecimiento 

bacteriano en 13 serovariedades de S. enterica en un rango entre 20 y 35 mg/mL. Lawal 

et al. (2016) observaron diámetros de inhibición de 18.67 y 6.78 mm (sin contar el diámetro 

del disco) a dosis de 160 mg/mL y 120 mg/mL, respectivamente sobre Salmonella spp. 

Hamza (2014) usó extracto acuoso de ajo al 50% para evaluar la actividad inhibitoria sobre 

Salmonella Typhi, con diámetros de inhibición de 20 mm a las 24 h de incubación.  Indu et 

al. (2006) midieron la actividad bactericida del extracto acuoso en cepas de S. Enteritidis 

usando discos de 7 mm, con diámetros de inhibición de 29 mm (extracto al 100%), 22 mm 

(75%), 17 mm (50%), 10 mm (25%), el extracto al 10% no mostró actividad bactericida, en 

el mismo estudio se midió la actividad inhibitoria sobre S. Typhimurium, con menor 

diámetro de inhibición respecto a S. Enteritidis con 25 mm (extracto al 100%), 17 mm (75%) 

y 12 mm (50%), sobre esta serovariedad, no se observó inhibición a concentraciones del 

25% y 10% de extracto de ajo. Los resultados obtenidos en esta investigación mostraron 

que el extracto de ajo fresco inhibe el crecimiento de Salmonella spp multirresistente. Esto 

pudiera indicar que la inclusión de ajo o extracto de ajo en las dietas de aves en producción 

podría ser una alternativa eficaz para reducir el número de patógenos causantes de 

zoonosis. 

En contraste a estos hallazgos, García y Herrera, (2007) manifestaron no haber 

encontrado actividad inhibitoria in vitro del extracto de ajo contra Salmonella Enteritidis. 

Resultados que coinciden con otra investigación 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 composición química y propiedades farmacológicas 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 confirmó la presencia Salmonella spp en el 70% de las muestras de 

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

 

Los resultados de las pruebas de inhibición in vitro confirman que el extracto de ajo (Allium 

sativum) inhibe el crecimiento de Salmonella spp multirresistente, aumentando el diámetro 

de inhibición a medida que se incrementa la concentración del extracto.  Estos resultados 

pudieran sugerir que la utilización de extracto de ajo en animales de producción podría ser 

una alternativa eficiente para el control de las infecciones producidas por Salmonella spp 

multirresistente. 
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IX. ANEXOS 

Anexo 1. Preparación 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 disolución. Verificar el pH final a 7.2 ± 0.2. 

Distribuir en volúmenes requeridos y esterilizar en autoclave (15 lb) 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 

disolución. Distribuir en volúmenes requeridos y esterilizar a 115°C (10 lb) 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 ebullición agitando frecuentemente para disolver 

completamente el polvo. No esterilizar en autoclave, enfríe a 45-50°C y utilice 

inmediatamente.  

 

A.1.4 Caldo de soya Tripticaseína (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 agitación para disolver 

completamente el polvo. Esterilizar a 121°C durante 15 min 
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Anexo 2. Preparación de primers 

A.2.1 InvA  

Para preparar la solución stock del primer InvA R a 100 µM (100 pmol/µL). Al contenido 

liofilizado (832 µg) del primer (Alpha DNA) se le adicionaron 1247 µL de agua nanopura 

estéril (grado inyectable). Para preparar la solución stock del primer InvA F a 100 µM (100 

pmol/µL). Al contenido liofilizado (754 µg) del primer (Alpha DNA) se le adicionaron 943 µL 

de agua nanopura estéril (grado inyectable). 

 

Para preparar la solución de trabajo a 10 µM (10 pmol/µL). Se tomaron 10 µL de la solución 

stock y se adicionaron 90 µL de agua nanopura estéril (grado inyectable) y usar o 

almacenar a -20°C. 
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Anexo 3. Preparación 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 (solución cristalina). 

Dejar solidificar en cámara de electroforesis. 

 

A.3.2 Tinción  GelRed 

Para preparar la solución de trabajo de la tinción GelRed, se diluyó 1 µL de GelRed en 999 

µL de agua nanopura (grado inyectable). 
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Anexo 4. Análisis estadístico (The SAS System for Windows 9.0) 

A.4.1 Prueba de normalidad  

Extracto de ajo 0% (A) 

 

Extracto de ajo 25 % (B) 

 

 

Extracto de ajo 50 % (C) 

 

Extracto de ajo 75 % (D) 
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Extracto al 100 % (E) 

 

Amikacina (F) 

 

Cefotaxima (G) 

 

 

Cloranfenicol (H) 

 

Ampicilina (I) 
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Sulfametoxazol/trimetoprim (J) 

 

 

A.4.2 Prueba de homogeneidad de las varianzas; Bartlett 

 

A.4.3 Prueba de Kruskal-Wallis 
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A.4.4 Análisis de la varianza (ANDEVA) 

 

A.4.5 Prueba de Bonferroni (Dunn)  
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A.4.6 Polinomios ortogonales (extracto al 0, 25, 50, 75  y 100 %) 

 

A.4.7 Contrastes  
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